Biralat Dr. Emri Tamas: ,,Aspergillus fajok stresszvilaszainak vizsgalata” cimiit MTA
doktori palyizatardl.

K8sz6ndm, hogy felkértek Dr. Emri Tamas MTA Doktori értekezésének biralatéra.

A palyazé 85 in extenso munkajat kozld folyoiratok Osszesitett impakt faktora a
beadaskorl61,8 volt, a miivek fiiggetlen idézettsége az MTM szerint 957. Ezek koziil a
dolgozat 12 els6 és 6 utolséd szerzés kdzleményre épiil, az ezeket kozld folydiratok dsszesitett
impaktfaktora 40, 77 (atlagosan 2,26).

A doktori értekezés hiteles adatokat tartalmaz, nagyon alaposan, j6 nyelvezettel, szépen
lathato és olvashato6 dbrakkal és tablazatokkal, hibatlan tordeléssel késziilt el.

A dolgozat 6sszesen 177 oldal, aranyos felépitésti. A Roviditések jegyzékét a 3 oldalas
Bevezetés, 26 oldalas Irodalmi 4ttekintés majd a ,,Célkitlizések™ fejezet kiveti. A ,,Anyagok
¢s modszerek” fejezet 8 oldal, ezt az eredmények ismertetését és azok megbeszélését
Osszevonva mutatja be az ,,Eredmények és megbeszélésiik” fejezet 69 oldalon keresztiil. Az
értekezés legfébb megallapitasait foglalja Gssze a 6. fejezet, majd a Publikacids adatok utin
részletes Irodalomjegyzék kovetkezik, s végiii 11 melléklet.

A Bevezetés nagyszerlien vezeti fel az Irodalmi 4ttekintést, bemutatja a gomba stressz
tudomanytertiiletének fontossdgat és publikdcids termékenység kronolégidjat, valamint
pontosan definialja a doigozatban vizsgalt Aspergilius fajokat. Ez utobbi kiemeli, hogy a jelolt
nem csak egy meghatarozott, példaul egy laboratoriumi torzzsel végzett csak kisérletet,
hanem harom kiilénbézé Aspergillus fajjal: human- és allat patogénnel (4. midulans és A.
Sfumigatus), valamint egy iparilag fontos fajjal is (4. pachycristatus). A dolgozatban
tanulmanyozott négyfajta stressz koré épiilnek: oxidativ stressz, szénéhezés, vashidny és -
tobbek kozétt - az 4. pachycristatus éltal termelt masodlagos metabolit, az echinocandin B
altal kivaltott stresszt.

A ,,Gombdk oxidativ stresszvélasza” 2.1. alfejezetben a jelolt bemutatja az oxidativ és
nitrozativ stresszt kivalté okokat, a redox egyensily fenntartdsaban fontos enzimeket,
molekuldkat, és a stresszvédlasz fontosabb elemeit, melyek 4ltalanosan az eukariotakra
jellemzéek, de legf6képpen, amelyek a gombakra értend8k.Ez utébbindl az oxidativ
stresszben érintett killonbozd transzkripcios elemeket és jelatviteli utakat részletezi. Az
[rodalmi attekintésnél kiilondsen dicséretes, hogy a jeldlt kiemeli az egysejtti gombékra
specifikus stresszvalaszokat, és kritikusan mutatja be a masodlagos metabolitok termelését
érint6 stresszel kapcsolatos vélaszok indukci6jét és represszidjat is.

A szénéhezéssel kapcsolatos stresszvélaszokat térgyalé 2.2. alfejez dsszefoglalja a kivalto
stresszt. annak jelent6ségét, azt kiséré morfoldgiai, fiziologiai valtozasokat, transzkripcids
szabalyozd elemeket. A szénéhezést kiséré véltozasok leirdsa inkabb felsorolasként hat, és
nem érzi az olvasod a kiilonbozé folyamatok egyiittes jelenlétét, egymasra épiilését. Ugy



tinhet, mintha az autofigia, a ROS indukci6, az autokatalitikus sejtfaldegradacié és a
megfigyelt apoptotikus sejthalal kiilon-kiilon 1épnének fel, kiilén szabalyozé elemekkel és
effektorokkal, holott ezek hal6zatokban, 4tfedd szabalyozasi és jelatviteli utakon valésulnak
meg. A killonb6zé folyamatok ,keveredését” és egyediségét igazolja az a tanulmany is (Kim
Y et al., 2011), melynek soran hasonld, de kiilénbéz6 fehérjeszintii kifejezédést detektaltak A.
nidulans-ban mTOR gatloszerrel és szénéheztetéssel indukalt autofigidban. A kdzds
szabalyozo elemek koziil a jelslt az ATM kindzt be is mutatja, mint ami kézremiikédik mind
az autofdgia, mind az ASD és az oxidativ stressz folyamataiban. A szabalyozis komplexitasat
talan jobban szemléltethette volna egy sematikus 4bra az egyes folyamatokkal, és kiemelt
szabalyozé utakkal.

A jeldlt a 7. abrén egy, a szénéhezéssel valoszinlileg kézvetleniil nem is kapcsolatos
apoptozist €s az arra jellemzé markerek megjelenését mutatja be. Ez azért is furcsa, mert pont
sajat munkdjdra hivatkozva vonja kétségbe az apoptézis jelentéségét a szénéhezés
folyamatéban (Emri és mtsai, 2008). Egy tovabbi jellegzetes kovetkezményt emlit még: a
ROS novekedést. (K1) Nem lehetséges, hogy az autofégia sordn fellépé mitokondriumok
emésztése (mitofagia) vagy a belsé membranrészletek emésztésének kovetkeztében
megndvekvo intracelluldris kalcium koncentracié okozza a megndvekedett oxidativ stresszt?

Az alfejezet végén kitér szénéhezésgyakorlati jelentéségére, kiilénos tekintettel a
fermentécios ipari felhaszndlédsra.

A 2.3 alfejezet a humdn opportunista Aspergillus fumigatus fajt és annak stresszvélaszait
mutatja be, mely nagyon fontos a humén egészségiigy szempontjabdl, kiilonsdsen azért, mert a
faj eltérd stressz rezisztencidja lehet az egyik oka annak, hogy a legyengiilt immunrendszer(i
betegekben aszpergillozist okoz. A stresszek kéziil nagyon fontos a vaséhezés, ezért ennek
fizioldgiai bemutatésa, és lehetséges terdpids vonatkozasét a fejezet részletesebben targyalja.

A médszertani lefrasok elegendd informaci6t adnak arrdl, hogy milyen technikékat hasznélt a
jelolt. Ez egyes technikék ismertetése szitkre szabott, de az értekezést csak feleslegesen
bovitette volna a minden részletre kiterjedd modszertani leirds, és azok megtalalhatok
(felkutathatok) a mar megjelent k6zleményekben. Az Anyagok €s modszerek egyes pontjaibél
kideriil, hogy Dr. Emri Tamés milyen széleskérli gyakorlattal rendelkezik és milyen magas
szintli moédszerekben jartas a mikrobioldgia, biokémia €s molekuldris bioldgia teriiletén. Mar
az eddigi tudomdnyos karrierje is tobb modszertani fellendiilést kévet, és kozleményeinek
datumabdl ez jol nyomon kévethets. Ez azt is jelenti, hogy munkaja sordn mindig a
legmodernebb technikékat alkamazott tudoményos kérdéseinek megvélaszolasara (DNS-chip
—majd RNS szekvenalés). A mddszertannal kapcsolatos kérdéseim a kovetkezok:

(K2) Mi az oka annak, hogy a kiilénbdz6 Aspergillus fajoknal eltérd referencia géneket
hasznaltak?

(K3) A referencia gének esetében a transzldcidban szereplé eEF-3, eEF4A és eEF-1 szintje
nem valtozott az egyes alkalmazott stressz hatdsdra? Ugyanez felmeriil az 1,3 b-gliikén
szintaz katalitikus alegységet k6dold gén esetében is.



(K4) A DNS-chip kisérletek esetében az egyes bioldgiai mintakbol (3-3) poolt készitettek. Ez
azt is jelenti, hogy igy nem volt biologiai ismétlés? Nem deriil ki, hogy volt-e technikai
ismétlés, illetve az elsd kisérletben alkalmaztak-e szincserés (Cy5S — mintal : Cy3 — minta2 vs.
Cy3 — mintal : Cy5 — minta2) ismétlést? Bar a qRT-PCR sordn elvégzett megerdsitd
kisérletek megfeleld pontossdgot adtak, a fals pozitiv eredmények kikiiszébodlésére javasolt a
tobbszori ismétlés a DNS-chip technika sorén.

(K5) Az RNS szekvenédldskor a mintdk elemzése nem vildgos: a 3 ismétlést szintén
egyesitették 1 poolban, és azon végezték el a szekvenalast?

(K6) Az RNS szekvenalds esetében mire normaltik az eredményeket?

Az Eredmények és megbeszélések fejezet pontosan és szemléletesen mutatja be a jelolt altal
kapott eredményeit; azok targyaldsa korrekt, és az adott tudomanyos irodalmi hattérbe
beagyazva részletezi. Kiilondsen értékes az a megkozelités, hogy nem csak a stresszelt és nem
stresszelt gombék transzkriptomikai viszgalatat végezte el, hanem olyan mutdnsokat is
felhasznalt, amelyeknek feltételezetten a stresszvélasszal kapcsolatba hozhat6. Ezaltal annak a
génnek a szerepét és fontossagat is ki tudta mutatni. fgy sikeriilt igazolnia, hogy az egyes
stressz indukciok milyen atfedé génkifejez8dés valtozdsokat eredményeztek, melyek voltak
az alkalmazott 6tféle oxidativ stressz altal kivaltott kozos elemek, és melyeket indukalt a
NaCl-dal kivaltott sétressz. Ezzel a megkozelitéssel kideritették, hogy melyek az AtfA
szabalyozashoz kothetd gének. Ezek koziil kiemelenddk a kétkomponensi jelatviteli rendszer
elemei, melyeken keresztiil az AtfA jelentésen befolyasolja a jelatviteli halozat miikddését és
azon keresztlil a stresszvalaszt.

A stresszfolyamatok 4&ltal egylittesen szabalyozott gének nem csak a stressz bioldgiai
folyamatainak jobb megértését teszik lehetévé, hanem 0] stressz-folyamatban szereplé gének
felderitésében is segithetnek.

Ezzel kapcsolatos kérdésem: (K7) Hany olyan. t&bb stresszvalaszban egyiittes kifejez6dést
mutato, de eddig funkcionalisan nem annotalt gént sikeriilt azonositaniuk? Ezek kozil volt-e
olyan U RNS, amelyr6l kideritették, vagy kideriilt, hogy kdédolé génje valamely
stresszfolyamatban szerepet jatszik?

A génkifejez6dés valtozasok bemutatdsat helyesen a jel6lt nem az egyes gének felsorolasaval
végezte el (ennek természetesen nem csak értelmezési problémat okozott volna, de terjedelme
meghaladta volna a befogaddképességet is), hanem a gének funkcid szerinti csoportositasaval.
fgy képet kaphatunk a stressz folyaméan befolyasolt: annak kivédésében és valaszaban
legfontosabb bioldgiai folymatokrol, mint amilyen a vas anyagcsere, az ER és peroxiszomaélis
transzport, a zsirsav és a-aminosav metabolizmus, a riboszéma biogenezis, a citromsavciklus,
a 1égzés €s a sejtosztodas. Killon alfejezetben az oxidativ stressz és az atfA deléci6 hatdsgsat
mutatja be a jelolt a szekunder anyagcserére.A stressz soran 6t génklasztert indukcidjat
mutattdk ki, melyek a méasodlagos metabolitok szintézisében vesznek részt, valamint igazoltdk
az AtfA fehérje fontossagat.



Az Aspergillus nidulans szénéhezésre adott valaszat klasszikus mikrobioldgiai elemzéssel €s
DNS-chip mddszerrel is vizsgéltdk. Kromatofokuszalassal azonositottak egy szénéhezéssel
kapcsolatos extracelluldris béta-1,3-glitkandzt, melynek képzodéséhez aktiv FluG-BrlA
jelatviteli utvonal sziikséges, és amelyet az engA gén kodol. Kimutattak a sejtfalhidolazok
antifungdlis hatdsat és bemutattdk, hogy a szénéhezésre adott stresszvélaszban a GgtA
gamma-glutamil traszpeptiddznak jelent6sége van, €s a stressz sordn a melanin termelés
fontos az autolizis sordn az €16 sejtek karosoddsanak kivédésében.

Az 5.3 alfejezetben leirtakban a kovetkezé 4j tudoméanyos eredményrdl szamol be: az
echinocandint termeld Aspergillus pachycristatus echinocandin kezelésre indukalédoé
kitinszintézis elengedhetetlen a tolerancidjaban.

Az Aspergillus fajok stresszgénjeinek vizsgalatdt ismert gombdk igazolt funkcidju
stresszgének osszehasonlitdsdval végezték el. Ennek sordn igazoltdk, hogy a stresszgének
képiaszdmvaltozédsa a gombék evolicidjaban fontos volt a stresszhez torténd adaptacidban, de
az egyedi szabalyozédsban szereplé gének is befolydsoljdk azt. Az Aspergillus fumigatus
patogenitdsa nem magyarazhat6 annak stresszgén készletével.

A vashidny megemeli az oxidativ stresszel szembeni érzékenységét a A. fumigatus-nak, ami
megemelkedett redox-egyensily vesztésben mutatkozott meg. A kombinécids stressz altal
aktivalt specifikus génaktivitdsi mintdzat azt sugallja, hogy mas jellegli és erdsségli
valtozasok torténnek, mint az egyedi stresszeknél.Ezt a jelenséget 1ij gombaellenes terapids
megkozelitésben is ki lehet aknazni. Az utolsé alfejezet terdpids szempontbdl fontos
géncsoportokat targyalja.

(K8) Eddig a vaséhezés, szénéhezés és a kiilonb6z6 mddon kivaltott oxidativ stressz egyedi és
egytittes hatasait vizsgaltdk. Van-e informéci6 arrdl, illetve terveznek-e olyan kisérleteket,
ahol a kiilonb6z0, mar engedélyezett antifungéalis szereket hasznalnak valamely (oxidativ
stressz, vas/cink éheztetés) stresszel kombindlva, a terdpia hatékonysagénakndvelése céljabol?
Iletve ilyen kezelések globdlis transzkriptom vizsgdlata 10j rezisztencia markereket,
potencidlis célpontokat is azonosithatna.

Osszefoglalasként elmondhaté. hogy a doktori értekezés érdeme, a tudoményos fokusz, az
Aspergillus gombék stresszfolyamatainak feltardsa érdekében elvégzett kutatasok, melyeket
mikrobioldgiai és modern genomikai moddszerekkel hajtott végre a jelolt. A kapott
transzkripcidés eredményei €s a kilonbozd fajok stresszvéalasz folyamatainakalaposabb
feltirdsa kozelebb vihet a stressz rezisztencia, a patogenitds kialakuldsanak jobb
megértéséhez, és a méasodlagos metabolitok ipari termelésének optimalizacidjahoz.

Az elvégzett munkat kivalé minéségiinek, a doktori értekezést nyilvanos vitara alkalmasnak
tartom.
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