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OPPONENSI VELEMENY
Dr. Emri Tamas

»Aspergillus fajok stresszvalaszainak vizsgalata”
cimii MTA doktori értekezésérol

Dr. Emri Taméas MTA doktori értekezése az elmult mintegy tiz év kutatasi eredményeit
foglalja 6ssze. A dolgozatbol kitetszik, hogy a témaval sokkal régebb ota, tobb mint két évtizede
foglalkozik és mar az itt ismertetett kutatdsokat megalapoz6 eredmények létrehozasaban is
aktivan részt vett. A dolgozatban vizsgalt organizmusok jelentdéségét nem kell hangsulyozni, a
kiilonboz6  Aspergillus fajok szerepe, mint modellorganizmusok, biotechnologiaban
alkalmazott szervezetek, illetve human patogén fonalas gombék, kozismert. A stresszvalasz
megértése mindegyik emlitett teriilet fejlddése és gyakorlati kiaknazasa szempontjabol alapvetd
jelentdseégt.

Az értekezés koveti a szokdsos strukturat és tartalmazza a kovetelményekben
meghatarozott fejezeteket. A teljes mii 177 oldal, melybdl a tartalmi rész 118, a kdzlemények
jegyzékei és a koszonetnyilvanitas 34, a mellékletek pedig 25 oldalt tesz ki. Az értekezésben
bemutatott eredmények megértését 33 abra és 22 tablazat segiti. Az értekezés alapjat 13 els6
vagy utolsé szerzés tudomanyos publikacid képezi, melyek Osszesitett impakt faktora 40,8.
Megjegyzendd, hogy tovabbi 20 impakt faktoros publikacid van feltiintetve, mint a dolgozathoz
kapcsoldado elsd, vagy utolséd szerzds kozlemény. Mindez jol mutatja a dolgozatban ismertetett
kutatasok szinvonalat és eredményességét, az a tény pedig, hogy a jeldlt ilyen nagyszamu
publikéci6 elsé vagy utolsd szerzdje, meghatdroz6d hozzijarulasat ezen eredményekhez. A
dolgozat alapjaul szolgald publikiciok tudomanymetriai adatai €s szinvonala tehat kivalo és
messzemenden kielégitik az MTA doktori disszertaciokra vonatkozé kovetelményeket.

Formai szempontbol a dolgozat igényesen kivitelezett, elirast csak elvétve talaltam
benne. Néha a szerzOnek gondja akadt a megfelel6 magyaros kifejezések megtalalasaval (pl.
mannitol, szorbitol helyett magyarul a mannit és szorbit kifejezést hasznaljuk, ubiqvitin helyett
a megfeleld irdsmdd: ubikvitin, a ,,fitnesz” kifejezést egy sz-szel irjuk, az ,,intenzifikalas” sz6
pedig meglehetdsen idegentil cseng), ezek szama azonban kevés €s nem volt értelemzavaro. Az
abraanyag szemléletes és jol segiti a megértést. Egyediil a 18. dbra tenyészetekrdl késziilt fotoi
¢€s a 29. abra torzsfaja esetében éreztem esztétikai hianyossagokat.

A dolgozat elején taldlhaté a Roviditések jegyzéke. Ezzel kapcsolatban meg kell
jegyezni, hogy a dolgozatban rengeteg gén van megemlitve tulnyomo részt roviditve, melyek
nem szerepelnek ebben a jegyzékben. Mivel a szerzd az elsd teljes megnevezést kovetden csak
a roviditésekkel hivatkozik rajuk és egy-egy oldalon akar 5-6 génre utalé betiiszo is eléfordul,
segitséget jelentett volna, kiilondsen az Irodalmi attekintés és az Eredmények és megbeszélésiik
fejezetek olvasasa soran, ha a tobbszor is eléforduld gének jeldlését is feltiintette volna a
jegyzékben, vagy akar egy kiilon mellékletben.

Az egyiittesen 29 oldal terjedelmii Bevezetés és Irodalmi attekintés rész jol elhelyezi
a késobbiekben ismertetett témdkat a nemzetkdzi irodalomban és bemutatja a kutatdsok
esetleges gyakorlati jelentdségét is. Az Irodalmi attekintés igyekszik Osszefliggd keretbe
agyazni a kiillonbozo kutatasi irdnyokat, aminek megfeleléen ismerteti a gombak oxidativ
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stresszre adott valaszat és ennek szabdlyozdsat, az A. nidulans szénéhezésre adott valaszat,
valamint az 4. fumigatus stresszvalaszait és utobbiak kutatasdnak gyakorlati jelentdségét.

A 4 oldalas Célkitiizések fejezet 4 f6 kutatasi célt fogalmaz meg, melyek mindegyike
tobb kisebb célkitiizésben konkretizalodik. Mindegyik 6 célkitlizés esetében kitér a kutatdsokat
megalapozo sajat eredményekre és tulajdonképpen ezek folytatasaként hatarozza meg a kitlizott
konkrét célokat. Az emlitett {6 célok a kovetkezOk: 1. Az A. nidulans oxidativ stresszvalaszdnak
¢s ezen beliil els@sorban az AtfA transzkripcids faktor szerepének vizsgalata; 2. az 4. nidulans
szénéhezésre adott stresszvalaszanak vizsgalata; 3. az A. pachycristatus, echinocandin termeld
gomba echinocandin toleranciajanak vizsgalata és 4. az A. fumigatus stressz toleranciajanak
vizsgalata, mely magéaban foglalta 13 Aspergillus faj genomikai €s stressz adatainak elemzését
is. A célkitiizések vildgosak €s logikusan felépitettek, de kicsit hidnyoltam egy 0sszefoglalo 6
célkitlizés, mint az egész kutatas céljanak, vagy akar egy tavlati célnak a megfogalmazasat.

Az Anyagok és modszerek fejezet 8 oldalon, tomoren, de kovethetden mutatja be a
dolgozatban ismertetett kutatasok modszertani hatterét megfeleléen hivatkozva mindazon
publikéciokra, ahol a felhasznalt eljarasok részletes leirasa megtalalhato.

Az értekezés lényegi része, természetesen, a 69 oldal terjedelmii Eredmények és
megbeszélésiik cimil fejezet, melynek alfejezetei a Célkitlizések fejezetben megfogalmazott
célok logikéjat és beosztasat koveti. A f6 célkitiizéseknek megfelelden a fejezet 4 f6 és tobb
kisebb alfejezetre tagolodik. Az eredmények értékelése alapos és szinte mindig kitér az adott
kutatdsi eredmény jelentdségére mind az alapkutatasok, mind a gyakorlat szempontjabol.
Kiemelendd az eredmények megvitatasa soran felhasznalt irodalom naprakész jellege, ami a
kutatast a mai nemzetkozi kutatasi trendek €s irdnyok Osszefiiggésébe helyezi, egyben az is
kitetszik beldle, hogy a szerzd igen magas szinten ismeri és gyakorolja szakteriiletét.

A dolgozat legfontosabb eredményeit a kétoldalas Tézisek cimi fejezet foglalja 6ssze
¢és sorolja fel, 6sszesen 19 pontban. A szerz6 minden tézispont esetében meghivatkozza az
eredményt koz16 publikéciot is.

A disszertacidban bemutatott €s felsorolt eredmények koziil a kovetkezoket emelem ki,
mint Uj tudomanyos eredményeket:

1. Vizsgalta az oxidativ stressz hatdsat a transzkriptomra Aspergillus nidulans esetében és
megallapitotta, hogy az a kép, amit a kornyezeti stresszvalasz fogalma sugall, miszerint a
stresszvalasznak volna egy stresszre specifikus (varidbilis) €s egy stressz tipusatol fiiggetlen
(konzervativ) eleme, az 4. nidulans esetében nem allja meg a helyét, hanem a kiilonb6zo
stresszorokkal kivaltott oxidativ stresszvalaszok a transzkriptom szintjén egyediek.

2. Jellemezte az AtfA transzkripcids faktor hatdsat a génkifejezédésre oxidativ stressz soran.

3. Megéllapitotta, hogy az atf4 gén inaktivaldsa segitségével egyes szekunder metabolit
génklaszterek génjeinek transzkripcioja befolyasolhatd A. nidulans-ban.

4. Jellemezte az engA gént, megallapitotta, hogy az egy szénéhezés hatasara extracellularisan
termelddd B-1,3-endoglitkanazt kodol, mely sziikséges a szénéhezd tenyészetek autolitikus
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5. Fontos megallapitasokat tett az A. nidulans szénéhezésével kapcsolatban. Megallapitotta,
hogy a szénéhezés ¢és a konidiogenezis mind a szabalyozést tekintve, mind funkcionalisan
Osszefligg egymassal, valamint vizsgalta a tenyészetek melanizacidjanak indukciojat és
szerepét a szénéhezés soran.

6. Igazolta, hogy az echinocandin termeld A. pachycristatus nem eleve echinocandin rezisztens
¢s B-1,3-glilkan szintaza echinocandinnal gatolhat6. Ugyancsak megallapitotta, hogy az
echinocandin kezelésre indukéalodo kitinszintézis fontos eleme az echinocandin tolerancianak.

7. Megallapitotta, hogy az Aspergillus fajok stresszgén készletének 0Osszetétele €s
stressztolerancidja kozott nincs szoros kapcsolat, ami arra utal, hogy utdbbit a stresszgének
kopiaszaman kiviil mas, pl. szabalyozasi, folyamatok hatarozzak meg.

8. Az A. fumigatus vaséhezéssel kombindlt oxidativ stresszre adott stresszvalaszanak
elemzésével megallapitotta, hogy az nem irhato le a csak vaséhezésre, illetve oxidativ stresszre
adott stresszvalaszok egyszerti kombinacidjaként, hanem mind erdsségében, mind jellegében
eltér azoktol.

Néhany a dolgozat tartalmi részével kapcsolatos megjegyzeés:

Az Eredmények és megbeszélésiik fejezetben, a transzkriptomok elemzése kapcsan a
szerz0 mindenhol indukalodott és represszalodott génekrdl ir. A 48. oldalon zéardjelben
megadja, hogy az ,,indukalodott” kifejezést ,,up-regulated”, a ,,represszalddott” kifejezést pedig
»down-regulated” értelemben hasznalja és nagyon helyesen, minden vizsgalatnal definialja,
hogy milyen fold change értékek folott, illetve alatt teszi ezt. Ennek ellenére, mivel az
indukcid/represszid kifejezések hagyoméanyosan arra vonatkoznak, hogy egy gén atirodik-e
vagy sem az adott koriilmények kozt, véleményem szerint helyesebb lett volna a feliil/alul
szabalyozott, vagy a tll-, alul mikodott, vagy hasonld kifejezések hasznalata, hisz minden
esetben a megadott FC érték alatt is értelmezheté a génmiikddés (indukalodott a gén), csak
legfeljebb kisebb mértékben fejezodott ki.

A 49-50. oldalon a kovetkezoket olvashatjuk: ,,A 10C abran az is latszik, hogy bar az
egylitt szabalyozott gének szama hasonl6 volt a kontroll és a mutans térzsben, a két géncsoport
kozott nagy atfedés nem volt. Azaz, a delécid hatasara bizonyos gének kikeriiltek az egyiitt
szabalyozott gének csoportjabol (6sszesen 88 gén), mig mas gének bekertiiltek ebbe a csoportba
(0sszesen 152 gén). Ez elsére meglepd, hiszen, ha az AtfA részt vett az egyiitt szabalyozott
gének mitkddtetésében, akkor jelentsen csokkenni kellett volna az egyiitt szabalyozott gének
szdmanak a mutansban. Ha nem vett részt, akkor a két géncsoport kozott nagy atfedést kellett
volna tapasztalnunk.” Ez a rész nehezen érthetd, kiilondsen mivel a szerz6 megvaltoztatta az
altala korabban bevezetett terminologiat. Az ,,egyiitt szabalyozott gének™ kifejezés korabban
azt jelentette, hogy mindhdrom stresszorra (MSB/diamid/tBOOH) megvaltozott a
kifejezddésiik. Az ilyen gének szdma a két torzs esetében a fent emlitettekkel ellentétben
vildgosan eltért (a kontroll esetében 79/73, a mutins esetében 53/163 volt a feliil/alul
szabalyozott ,,egylitt szabalyozott gének™ szama). Az egyiitt szabalyozott gének csoportjabol
nem kertiltek ki és ide nem kertiltek be gének, mivel a 10C 4dbran csak egyiitt szabalyozott gének
vannak feltiintetve. Ha jol értem az abrat, akkor az azon lathaté két halmaz mindegyike ,,egyiitt
szabalyozott gének” szamat mutatja, a metszetiik pedig azokat, amelyek a kontrollban is és a
mutansban is egyilitt szabalyozottnak bizonyultak. Ebbdl viszont az kovetkezik, hogy az atf4
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gén delécioja hatassal volt szdmos ,,egyiitt szabalyozott gén” kifejezddésére. A 10C abran a két
halmaz metszete olyan géneket mutat, amelyekre az atf4 gén delécidja nem volt hatdssal, hisz
ezek mikodése nem valtozott. A csak a mutansban tal-, illetve alulmiik6dd gének
kifejez0désére, azaz 18+134 génre viszont mindenképpen hatassal volt az atf4 hianya. Ezek
szabalyozasaban kozvetleniil, vagy kozvetve tehat részt vesz az AtfA. Mivel kezelheté szdmu
génrdl van szd, érdemes lett volna megnézni, hogy melyek ezek. Van-e informacio arra
vonatkozoan, hogy konkrétan milyen gén, illetve milyen funkcioval rendelkezd gének
szabalyozasaban vesz részt az AtfA? Ebbdl a szempontbdl érdekes lehet az is, hogy a csak a
kontrollban egyiitt szabalyozottnak bizonyult 88 gén hogyan fejezddik ki a muténsban,
inaktivalddtak, vagy csak bizonyos stresszorok hatasara aktivalodnak?

111. oldal: ,,A kisérleteinkben alkalmazott oxidativ stresszkezelés (3 mM H202; 1 h) a
kontroll tenyészetek transzkriptomaban (32. abra, 21-22. tiblazatok, 9-11 mellékletek) és
proteomaban is (Kurucz és munkatarsai 2018b) csak viszonylag kis stresszvalaszt generalt.”
Szerintem ez a hivatkozott 32. abrabol és 21-22. tablazatokbol nem olvashatoé ki, hisz
mindegyik esetében a valtozdsok a kontroll tenyészetekhez vannak viszonyitva, illetve
félrevezetd a megfogalmazas, mivel, ha jol értettem a dolgozatot, itt a kontroll éppen az volt,
ami nem kapott stresszort.

A szerz0 a 113. oldalon a kovetkezOket irja: ,,Ez egyben felértékeli azon erdfeszitéseket
is melyek célja, hogy a gombék stresszvélaszait kdzvetleniil a kutatds szempontjabol relevans
kornyezetben (pl. az emberi szervezetben) tanulmanyozzuk (McDonagh és munkatarsai 2008).”
Reméljiik ilyen vizsgalatra nem keriil sor emberi szervezetben, bizonyara a szerzd is sejt/szovet
tenyészetre vagy allatmodellre gondolt. A hivatkozott cikkben egyébként egérmodellt
hasznaltak.

Kérdéseim a jelolthoz a kovetkezOk:

Milyen viszonyban van a 10C és a 13. abra? A 13. dbra szerint 11 egyiitt szabalyozott
gén AtfA fiiggd, mig a 10C abran joval tobb. Szintén érdekes lett volna tudni, hogy a 11 génhez
milyen funkciok/folyamatok tarsithatok.

A jelolt az 50. oldalon megéllapitja: ,,Az a kép, amit az ESR fogalma sugall, miszerint
a stresszvalasznak van egy stresszre specifikus (variabilis) €és egy stressz tipusatol fliggetlen
(konzervativ) eleme, az A. nidulans esetében még kiilonféle oxidativ stresszek esetén sem éllja
meg a helyét.” Ugyanakkor 13 gén hatféle stresszor esetén is ,.egyiitt szabalyozottnak”
bizonyult, ami ezen géneknek a stresszvalaszban betdltott altalanos szerepére utal. Lehet-e
tudni, hogy melyek ezek a gének és milyen folyamatokkal allnak kapcsolatban?

Mit ért a jelolt ,altalanos stresszvalasz elemeken” (lasd 55. oldal)? A stresszvalasz
gének ¢és elemek megkiilonboztetését azzal indokolja, hogy ,,Azaz nem kdzvetleniil a gének
indukcidjat/represszidjat célszerti vizsgalni, hanem inkabb az Aaltaluk meghatarozott
folyamatokét.” Ugyanakkor, ha az adott gének meghataroznak egy folyamatot, akkor a gének
¢s a folyamat kifejezodése erdsen atfedo fogalmat alkot.

»RT-qPCR mérések alapjan az oxidativ stresszvalasz €s a szekunder anyagcsere
szabalyozasaban egyarant fontos napA (Yin és munkatdrsai 2013), valamint a szekunder
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anyagcserét aktivalo hatast rsmA4 (Shaaban és munkatarsai 2010, Yin és munkatarsai 2013)
oxidativ stressz alatt indukalddik és ezen indukcid elmarad, vagy jelentdsen mérséklodik AtfA
hianyaban (Emri és munkatarsai 2015).” (63. oldal) Lehetséges-e, hogy az AtfA mas
szabalyoz6 fehérjék génjeinek kifejezddésére hat és igy modulalja a szabalyoz6 halozatokat?
Vizsgaltak-e esetleg, hogy konkrétan milyen gének miikodését befolyasolja? A szerzé maga is
igy fogalmaz: , Az atfA deléci6 transzkriptomra gyakorolt hatasainak nagy része
megmagyarazhato, ha feltételezziik, hogy az AtfA {6 feladata a jelatviteli halozat miikodésének
modositasa oxidativ stressz alatt. (Orosz és munkatarsai 2017)” Van-e esetleg arra informacio,
hogy ez a modositas milyen génekre, vagy jelatviteli halozatra gyakorolt hatast jelent?

A szerz0 vizsgélta az autolitikus sejtfaldegradacio (ASD) jelentdségét szénéhezés
esetén, illetve kapcsolatdt a konidiogenezissel. Kisérleteiben a szénéhezd vad tipusu torzs
kevésbé bizonyult életképesnek, mint a dengA, AchiB torzs, ahol nem volt ASD és a telepek
sem novekedtek jobban. Igaz a konidiumszam a mutdnsok esetében valamivel kisebb volt, de
nem volt nagysagrendbeli az eltérés. Ennek fényében milyen eldnyt biztosit és mi lehet a
szerepe az ASD-nek, illetve van-e egyaltalan védelmi funkcidja szénéhezés esetén?

Vizsgaltak-e, illetve igazoltdk-e, hogy a tisztitott GgtA fehérjét kodolja-e a ggt4-nak
elnevezett gén (tortént-e fehérje szekvenalas)? Kérdés, hogy a teljes gGT aktivitasért ez a
fehérje, illetve gén felel-e?

Vaséhezéses €és az azzal kombinalt oxidativ stresszes allapotban szdmos multidrog
transzporter indukalddott és a szerzd felveti, hogy ezen transzporterek indukcidja terapids
koriilmények koézt megndvelheti a gombaellenesszerekkel szembeni ellenalloképességet a
gombaban. Van-e arra adat, hogy vashidny esetén, illetve az oxidativ stresszes allapotban
nagyobb az azoltolerancia, vagy mds antifungalis szerekkel szembeni ellenalloképesség A.
fumigatus-ban, vagy mas patogén gomba esetében?

Osszefoglalva, Dr. Emri Tamdas fontos eredményekkel jarult hozza az Aspergillus
nemzetség ¢és altaldban a gombdk stresszfolyamatainak és ezek genetikai hatterének
megértéséhez. Megallapitom, hogy a doktori disszertacid eredeti kutatdsokon alapszik és
jelentds, 1) tudomanyos eredményeket fogalmaz meg. Tudomdanyos teljesitménye ¢és a
benyujtott értekezés alapjan tehat Dr. Emri Tamast méltonak tartom az MTA doktori
fokozat elnyerésére és egyben javaslom a nyilvanos vita kitlizését és a disszertacio alapjan
az MTA doktora cim odaitélését.
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