Valasz Dr. Pesti Miklés professzor ur biralatara

Eloszor is szeretném megkdszonni Pesti Miklos professzor trnak, hogy elvéllalta
¢rtekezésem szakmai biralatat. Kilon koszondm kedves szavait és tdmogatd véleményét.
Megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

1) Szokatlan, hogy a koszonetnyilvdnitds a tartalomjegyzék utan taldlhato.

Vilasz:

A K(jszénetnyilvénités valdban altalaban a dolgozatok végén talalhato, de én ezzel soha nem
crtettem egyet. Kisérletes tudomanyokban, mint amilyen a mikrobioldgia is, az eredmények
csapatmunka révén sziiletnek akkor is, ha az adott dolgozatnak csak egy szerzéje van. Ha mar
a cimlapra nem irhattam fel a munkatarsak nevét, igyekeztem minél el6bb megemliteni ket.

2) A roviditések jegyzéke elfogadhato, de érthetd médon nem lehet teljes.

Vilasz:

Ez egy bosszanté figyelmetlenség a részemrol, amit a masik két birdlom is észrevett, és amiért
elnézést kérek.

3) A 7. Fiiggelékben a 150-152. oldalakon nem deriil ki a vizsgdlt fonalas gombafajok, térzsek
eredete, igaz a szerzé hivatkozik a mdr megjelent publikdcickra.

Vilasz:

A munkank sordn vizsgalt gombatorzsek tobbsége nyilvanos térzsgyiijteményekben deponalt,
igy minimalis koltséggel beszerezheték — ilyenek az FGSC, CBS, ATCC eldjelt torzsek. A
torzsek masik halmazat a munkank soran magunk altal eléallitott mutansok jelentik, ezeknél a
hivatkozas™ oszlopban feltiintettiik azt a (sajat) kozleményt, amelyikben elészor szerepelt a
kérdéses torzs. A szdm eldtt szerepld betifkombinacié a torzs kialakitdsaért legtobbet tevo
munkatdrsak nevének kezddbetuit takarja, pl. ES = Erzsébet Sandor, EF = Erzsébet Fekete,
AO = Anita Orosz. Ezeket a mutdns gombatérzseket barmikor, barkinek el tudjuk kildeni, ez
egyébként szakmai kotelessége is egy labornak. A harmadik halmazba azok a muténs torzsek
tartoznak, melyeket mds akadémiai laborok hoztak létre. A Hivatkozas oszlopban feltiintetett
dolgozat vezetd szerzjétél, esetleg az adott labor vezetéjétél ezek a torzsek is elérhetk. Az
¢rtekezésemben felhasznalt 36 gombatorzs kozott egy védett van, a Penicillium chrysogenum
AS-P-78, melyet az Antibioticos SA spanyol gyogyszercég adott at Juan F. Martin professzor
leoni laborjdnak, és mi tdliik kértiik el tovabb-nemadasi szerz6dés alairasa mellett.

4) Az Anyagok és Modszerek fejezetben nincsenek részletezve az anyagok és médszerek, taldn
segitett volna a helysziikén egy egyoldalas lista hivatkozva azon publikdcickra, ahol ezek
részletesen megtaldalhatok.

Vilasz:

Az ¢rtekezés terjedelmes, amit az alkalmazott modszerek részletes bemutatésa kényelmetlen
hosszusdgira névelt volna. Masfelol viszont egy tudomanyos munkénak hozzaférhet6vé kell
tennie a modszereket. Ezt az ellentmondast probaltam a 150. oldalon talélhaté megjegyzéssel
feloldani (,,a modszerek a vonatkozé kézleményekben megtalalhatok™), melyben az értekezés
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alapjaul szolgald, a dolgozat végén felsorolt sajat cikkeinkre utaltam, de elmulasztottam ezt
egyértelmlivé tenni.

5) A laktoz és a galaktoz mint szénforrds milyen vdltozdsokat idéznek eld a genomszintil
génexpresszios mintdzatban (transcriptional profiles), ha a glikdzt laktézzal, vagy
galaktozzal helyettesitjiik a minimdl tdpkizegben? Ezen eredmények segitették-e a jelolt
eredményeinek értékelését? (pl. Bischof et. al., Biotechnology for Biofuels, 2013, 6: 127)
Vilasz:

Professzor Ur engedelmével a vélaszt a tomlésgombak (Ascomycota) torzsére sziikitem le. D-
galaktozra vonatkozoan csak pekélesztds (Saccharomyces cerevisiae) példakat talaltam.

A D-galakt6z hatdsdra bekdvetkez6 valtozasok elsd publikalt genomszintii vizsgélata (Ideker
és misai, Science 292: 929-934, 2001) soran a S. cerevisiae 6200 vizsgalt mRNS-ébdl 997-
nek (> 16%) valtozott meg szignifikdnsan a mennyisége galaktozon a gliikkdz kontrollhoz
képest. A cikk elsésorban az akkor még j kisérleti eljarasnak szamité microarray adatok
Northern analizissel torténd igazolasara, és a transzkriptum mennyiség vs. fehérje mennyiség
Osszefiiggéseire fokuszalt, de az eredmények igy is jelezték: a szerkezeti hasonlosag ellenére a
gliikozt €s a galaktozt az €16 sejtek eltérden érzékelik. Ehhez hasonlé tanulméany Griffin et al.
dolgozata is, alaposabb funkcionalis annotacié mellett (Mol. & Cellular Proteomics 1: 323-
333; 2002).

Lai et al. (Eukaryotic Cell 5: 1468-1489, 2006) cikke a S. cerevisiae genomszintli valtozasait
vizsgélta oxigén megvonas hatasara gliikkozon illetve galaktdzon. Az eldbbi szénforrason joval
kevesebb gén kifejezddése valtozott meg, mint az utobbin (1603 vs. 2388). A kiilonbség a
stressz valaszokhoz kot6dé génekben volt; ezek D-galaktozon ,.érzékenyebbnek” bizonyultak,
mint glitkézon. Erdekes modon az oxigénszint visszaallitdsara csaknem pontosan ugyanazon
gének reagaltak mindkét szénforrason. |

Jens Nielsen professzor laboratoriuma (Chalmers University, Goteborg, Svédorszag) adaptiv
evolucios mechanizmusokat vizsgalt hatékony torzsfejlesztési stratégiak kidolgozasa céljabol.
Ehhez vették modellnek a S. cerevisiae galaktoz hasznositasat. A vad tipusu pékélesztd csak
fele olyan gyorsan n6 galaktozon, mint gliikozon, noha a természetben a galaktoz is kénnyen
hozzéférhetd szénforrds. Miutan két honapon 4t naponta dtoltottdk a torzseket friss, galaktozt
kizarolagos szénforrasként tartalmazo téptalajra, az adaptiv mutansok maximalis névekedési
ratdja 24%-al megnott, csakugy, mint a specifikus galaktéz felvételi illetve etanol produkcios
ratdk. A génexpresszids mintézat is valtozott: a tartalék szénhidratok anyagcseréjéhez tartozo
enzimeket kodolo gének, valamint az ergoszterol bioszintézis génjeinek szignifikansan nétt a
kifejezodése. Mutdciokat azonositottak tovabbé a globalis szénanyagcsere-szignalokért felels
Ras/PKA ttvonal fehérjéiben, melyek koziil az egyik (RAS2'Y''?) felelés a megemelkedett
specifikus novekedési rataért galaktozon. Munkaik két f6 tanulsaga: (a) a transzkriptum és a
metabolom analizist (= a fenotipus vizsgalatot) dssze kell kapcsolni a genom szekvenaldssal,
mert csak igy kapunk vildgos képet az evoliicids mutacidk természetérdl és hatasairol, (b) a
torzsfejlesztés sordn minden adaptiv mutansban tébbféle mutécié is létrejchet, melyek nagy



része nem befolyasolja a vart fenotipust. Ahhoz, hogy a fenotipust meghatarozé mutaciok
kivalaszthatok legyenek, az 6sszes mutansban meglévd kdzds mutaciokat kell megtalalni.

Ugyanebben a laborban Martinez et al (FEMS Yeast Research, 14: 654-662; 2014) a Crabtree
effektust (alkoholos erjesztés aerob koriilmények és magas gliikdzszint mellett) vizsgaltak S.
cerevisiae-ben. Galaktozon oxigén jelenlétében a pékéleszté parhuzamosan lélegez és erjeszt,
mig glitk6zon csak erjeszt. A galaktoz-gliikoz atallas soran észlelt transzkripcios valtozasok a
Pho2p, Baslp, és Gendp transzkripeios faktorokhoz kéthetdk, melyek a gliikoz represszié mar
leirt kozvetitéi (Hap komplex, Nrglp) f6l6tt helyezkednek el a szabalyozasi hierarchidban. Ez
alapjan a galaktoz S. cerevisiae-ben globalis hatassal van a szénanyagcsere szabalyozéaséra.

Azon S. cerevisiae adaptiv mutansok, melyek a vad tipushoz képest hatékonyabban képeztek
xilozbdl etanolt, lecsokkent a galaktoz lebontasért felelds gének kifejezédése (Zeng et al,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 101: 1753-1767, 2017).

Egy masik dolgozat (Lu et al., BMC Genomics 16, Art. No. 1064, 2015) azt mutatta ki, hogy a
Maotai (erjesztett kinai ciroklikdr) eloallitisi kornyezetébdl izolalt S. cerevisiae galaktoz
anyagcseréje teljesen fiiggetlen a gliikoz jelenlététol.

A ndvényi hemicelluléz monomerek (elsésorban a D-xiléz €s az L-arabindz) fermentacids
szénforrasként valo hasznalata fontos teriilete az ipari biotechnologidnak. Wisselink et al.
(Metabolic Engineering 12: 537-551, 2010) genomszintli vizsgalatai kimutattak, az L-
arabindzt hasznositani képes S. cerevisiae mutans D-galaktéz transzporterének kifejezédése
megno, maga a transzporter pedig esszencialis a folyamathoz.

A laktéz hatdsa bekovetkezd genomszintil transzkripcids véltozasokat Trichoderma reesei-
ben vizsgaltak, ahol a gazdasagi jelentdségli enzimfermentaciok egyetlen vizoldékony, oleso,
indukald szénforrasa a laktoz. A dolgozatok zome a finn VTT kutatdintézet illetve az osztrak
ACIB (virtudlis) kutatointézet kiilonboz6 egyetemeken dolgozé munkatdrsaihoz kotédik —
utébbira példa a Professzor Ur 4ltal is emlitett Bischof'et. al. (2013) cikKk is.

Ivanova et al. (PLoS ONE 8, €62631, 2013) megéallapitotta, laktézon az dsszes olyan glikozil
hidrolazt kédolé génnek megnd a kifejez6dése, melyek altaldban a celluldz és hemicellulaz
lebontéashoz sziikségesek, kiilondsen pedig azoknak, melyek az egysziki{i névények xilogliikan
vegylleteinek degraddciojahoz sziikségesek. A laktoz szamos feltételezett MFS-transzporter
fehérjét (Major Facilitator Superfamily) is indukal.

Bischof et. al. (Biotechnology for Biofuels 6: 127, 2013) dolgozata a blzaszalma (wheat
straw) alapu szénforrdson létrejové transzkriptumot vizsgalta a laktozon kialakuléhoz képest.
Eredményeik szerint a szalma jobb élettani induktora a szénhidrat lebontd enzimeknek a
laktoznal — a relevans enzimeket kodolod gének tobbsége ugyan mindkettén kifejezédik, de
szalméan a kétharmaduk joval erésebben, néhany xilandz, kitindz és mannozidaz pedig csak
azon. A szalma fermenticids induktorként torténd hasznalatat azonban limitdlja gyenge
vizoldékonysdga ¢s az, hogy a keletkez6 enzimek megtapadnak a feliiletén.
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Xu et al. (Eukaryotic Cell 13: 1001-1013, 2014) genomszinti transzkriptum elemzéssel
megallapitotta: a cellulaz gének laktoz altali indukcids folyamataban két intracellularis B-
gliikozidaz (CEL1a és CEL1b) valamelyike esszencialis.

Limon et al. (Microbial Cell Factories 10: 40, 2011) a gliikoz 6-foszfat izomerdz enzimet
glikolizis blokkolasaval a T reesei képes-¢ kizardlag a pentoz-foszfat utat hasznositva néni és
enzimet termelni. A valasz lakt6z vonatkozasdban nemleges volt.

Végezetiil megemlitem, hogy el6szor laktoz szénforrason végezték el két fontos ipari 7. reesei
torzs, a RUT C30 és az NG 14 6sszehasonlitd transzkriptom elemzését is (Le Crom et al.,
PNAS USA 106: 16151-16156, 2009).

Mi is t6bbszor végeztiink genomszintli génexpresszios vizsgalatokat, mindannyiszor 7. reesei
gombaval és microarray modszerrel (Fekete et al: BMC Genomics 15: Art. No. 447, 2014;
Karimi Aghcheh, Németh, et al: PLoS One 9: ¢112799, 2014). Ezek azonban nem érintették
kozvetleniil a gomba galaktéz és/vagy laktoz anyagceseréjét. Legkozelebb a teriilethez azon
munkank allt (Portnoy et al: BMC Genomics 12: Art. No. 269, 2011), melynek soran a karbon
rata fiiggvényében; az alacsony novekedési rataju tenyészeteket gliikoz-limitalt folytonos
fermentéacids rendszerben (kemosztat) hoztuk létre. Laktdzt nem hasznalhattunk erre a célra,
hiszen magas specifikus novekedési ratdju tenyészetet nem tudtunk volna rajta létrehozni.
Ezek a cikkek ezért nem is szerepeltek nagydoktori értekezésemben.

Végezetill, szeretném még egyszer megkdszonni Pesti Miklos professzor ur biralatat.

Debrecen, 2017. augusztus 4.
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