Valasz Prof. Dr. Pocsi Istvan az MTA doktora
opponensi véleményére

Mindenekel6tt szeretném koszonetemet kifejezni Prof. Dr. Pdcsi Istvannak az MTA
doktori értekezésem igen alapos biralataért.

Ko6szonom, hogy a benyujtott értekezésemet tudomanyos szempontbol megalapozott-
nak itéli, alkalmasnak tartja az MTA doktora cim megszerzéshez és nyilvanos védésre

javasolta.

Kritikai megjegyzéseivel egyetértek, a magyar szaknyelv pontosabb haszndlatara tore-
kedni fogok. Valéban helyesebb a Candida parapsilosis fertézések patogenezisérdl és
patomechanizmusairél beszélni, illetve a Sap-ok esetében, ahogyan birdléom ramuta-
tott a proteazok kifejezés a helyes. Az ,apoptosis-associated speck-like protein conta-
ining a CARD” molekula helyesebb magyar megfelel6je talan az ,,apoptosis-kapcsolt
CARD-domént hordozé fehérje” lehetne. Egyetértek és megfogadom biralém abra-
szerkesztéssel kapcsolatos kritikdit. Koszonom tovabba dicsérd szavait a dolgozatban
bemutatott tovabbi terveinkkel kapcsolatban, amelyekrdl valaszaimban néhdny részle-

tet ismertetni is fogok.
A birdlatban megfogalmazott kérdésekre a kovetkezékben valaszolok:

1. A C. parapsilosis esetében a lipdz és proteindz gének szdma joval kisebb, mint a C. albi-
cans esetében. A genomanalizisek eredményeinek ismeretében vdrhato-e a C. parapsi-
losis hidroldz gének szamdnak és ezdltal a mikroba patogenitdsinak a novekedése
(lasd a SAPPI gén duplikdcidjdt), vagy éppen, a Candida dubliniensis-hez hasonléan
(Jackson és munkatdrsai, 2009, PMID: 19745113; Moran és munkatdrsai, 2011 és 2012,
PMID: 21076011és 21904553), pszeudogének kialakuldsa és génvesztés révén a virulen-
cia csokkenése, tovibbd bizonyos anatomiai nichekhez (Moran és munkatdrsai, 2012,
PMID: 21904553) és korcsoportokhoz (lasd pl. a nagyon kis sullyal sziiletett ijsziilotteket,
19. oldal) torténd adaptdcio zajlik? Ez a mikrobidlis evoliiciobiologiai megkozelités kiegé-
szithetné az ujsziilottek immunrendszerének a sajdatossagain (pl. Th2/Thl7 dominan-
cia) alapulo elgondoldsokat (ldsd a 84. oldalon). Ugyanezt a kérdést szeretném feltenni

a C. metapsilosis, C. orthopsilosis és C. parapsilosis fajok vonatkozdsdban is (77. oldal).




Biralom egy nagyon érdekes és szamos szempontbdl nehezen megvalaszolhatd kérdést
feszeget. Benniink is felmeriilt az un. ,patogén-evolucié” kérdése és ezért néhany évvel
ezelott, azota is gyiimolcsozd, kollaboraciot épitettiink ki Prof. Toni Gabaldon (Center
for Genomic Regulation, Barcelona, Spanyolorszag) munkacsoportjaval. Elsé 1épésként
C. parapsilosis klinikai és kornyezeti izolatumok teljes genom szekvenciait hataroztuk
meg'. Célunk az volt, hogy dsszehasonlitsuk a kiilonb6z6 kdrnyezeti viszonyokbol izo-
lalt torzsek genomjat és esetleges kiilonbségeket azonositsunk. A viszonylag kis min-
taszam ellenére, tobb érdekes megfigyelést tettiink. Egyrészt eredményeink cafolni
latszanak azt, az eddig altaldnosan elfogadott nézetet, miszerint a C. parapsilosis klinikai
izolatumok, mintegy egymas klonjai lennének, ugyanis a genomelemzések valdszintsit-
het6é rekombindacios és hibridizacids eseményekre utaltak. Ez tehat arra utal, hogy egy-
mastol fliggetleniil, tobbszor is kialkulhattak humanpatogén vonalak a C. parapsilosis
fajon beliil. Erdekes megfigyelésiink volt az, hogy a genomok &sszehasonlitdsa sordn
bizonyos gének sokszorozodasa volt megfigyelheté a kornyezeti izolatumok esetében,
amely nem volt jellemz6 a klinikai izolatumokra. Az arzén transzporter gének feldusu-
lasa példaul kapcsolatban lehet a nem klinikai kornyezethez torténé adaptacioval. Ha a
biralom altal emlitett szekretalt enzimek génjeit tekintjiik, akkor egyértelmtien lathatd
a gének szamanak novekedése C. albicans esetében, amely dsszefiiggésben lehet a viru-
lencia novekedésével. Elméletiink szerint, az emberi kornyezethez torténé adaptacio
(els6sorban a kiilonboz6 tapanyagokhoz, hipoxias koriilményekhez, illetve az immun-
rendszer védelmi mechanizmusaihoz) a hajtdereje ennek a folyamatnak. A tovabbiak-
ban vizsgaltuk a C. parapsilosis sensu lato fajcsoportba tartozd, a klinikumban szintén
viszonylag gyakran el6forduld faj a C. orthopsilosis genomjat® és megallapitottuk, hogy
az altalunk vizsgalt torzs nagy valoszinliséggel egy hibridizaciés eseményt kovetéen
alakult ki. Ez az eredmény arra utalt, hogy az emberi kdrnyezethez torténé alkalmaz-

kodas egyik eszkoze lehet a sejtek kozotti hibridizacids esemény. C. orthopsilosis eseté-

ben azt is megallapitottuk, hogy ez a hibridizacié nagy valdsziniiséggel két egymastol
jelentdsen eltéré genommal rendelkezd szl (un. tipus 1 és tipus 2) kozott zajlott le. Ez
a megfigyelés azért is nagyon izgalmas mert felveti annak lehet6ségét, hogy egy kor-
nyezethez torténd alkalmazkodas soran a viszonylag lasst adaptacios (evolucios) folya-
matok mellett egy sokkal gyorsabb esemény is lejatszodhat. Igy bizonyos tulajdonsédgok
megszerzése jelentésen rovidebb id6 alatt valik lehetségessé, illetve a biralom altal emli-
tett szambeli valtozasok is konnyebben lezajlank bizonyos gének esetében. Ezt a hibridi-

" s

zacios elméletet azdta tovabb erdsitette legujabb kozos publikacionk Toni Gabaldonnal,




ahol 11 C. metapsilosis klinikai izoldtum teljes genom szekvencidjat hataroztuk meg>.
Eredményeink arra utalnak, hogy minden esetben egy erdsen heterozigota hibrid gen-
omrol van sz6, rdadasul mind a 11 izoldtum esetében azonos hibridizaciés esemény
feltételezhetd ugyanazon sziil6i torzsek kozott, annak ellenére, hogy az izolatumok
kiilonboz6 foldrajzi régiokbol szarmaztak. Bizonyitottuk, hogy a hibrid genom dip-
loid, rdaddsul eredményeink feltételezik azt is hogy “mating” utjan johetett létre a mult-
ban. Ezek az eredményeink és a most is folyamatban 1év6 projektekbdl szarmazé adatok
tehat jelentdsen atértékelhetik a patogénné valasrél eddig alkotott elképzeléseinket,

illetve atrendezhetik az egyes fajok kozott eddig megallapitott hatarokat.

2. A lipaz deficiens sejtek szaporoddsa nagy lipidtartalmii tapkozegben lassabb, mint
a vadtipusii sejteké (49. oldal; Gdcser és munkatdrsai, 2007PMID: 17853941). Bdr
a SAPPI hianyos mutdns torzsek 20 % hével inaktivdlt humdn szérumot tartalmazo
PBS-ben a vad tipushoz hasonlo sejtszam novekedést mutattak (27. dbra a 70. oldalon;
Horvith és munkatdrsai, 2012, PMID: 22301631) mds tenyésztési koriilmények kozott, pl.
eltérd fehérjeforrdsok jelenlétében, eltérd (lassabb) szaporodds ebben az esetben is lehetsé-
ges. Ennek megvizsgdldsdt mindenképpen javasolni szeretném. Felvetédik ugyanis az a
kérdés, hogy mivel a lassii szaporodds onmagdban is globdlis transzkriptom és metabo-
likus valtozdsokat valt ki Saccharomyces cerevisiae élesztében (Lu és munkatdrsai, 2009,
PMID: 19056679; Slavov és munkatdrsai, 2012, PMID: 22456505) vajon az észlelt fenoti-
pusok legaldbbis egy része nem a C. parapsilosis mutdnsok lassabb szaporoddsanak tulaj-

donithaté-e az adott koriilmények kozott a deletalt hidroldz(ok) tipusatél fiiggetlentil?

K6sz6nom biralom felvetését a proteindz mutansok névekedésével kapcsolatban, a labo-
runkban jelenleg is foly6 egyik projekt célja éppen ennek a delécids torzsnek a beha-
tobb fenotipusos vizsgalata. Reményeim szerint hamarosan tovabbi adatok allnak majd
rendelkezésiinkre. A kérdés masodik részére nehezebb a valasz. Miutan a mutansaink
tapanyagban gazdag kozegben szaporodasukban nem mutattak eltérést a vad tipushoz
viszonyitva, igy azt feltételezziik, hogy a szekretalt hidrolazok elvesztése, tobbek kozott
a gazdaszervezettel Osszefliggésbe hozhatéd koriilmények kozott okoz szaporodas csok-
kenést. Az opportunista patogének esetén a virulencia sokszor nem mas mint a gaz-
dahoz, mint él6helyhez torténd alkalmazkodas képességének kifejlesztése. Ebben az
értelemben tehat a gazdat “reprezentald” in vitro kdrnyezetben tapasztalt lassabb nove-
kedés értelmezheté akar csokkent virulenciaként is. Esetiinkben a szekretalt hidro-

lazok bizonyos specialis koriilmények kozott (ilyen példaul a magas lipid tartalmu




tapkozeg) bizonyosan eszencialisak a hatékony szaporodashoz, ezzel magyarazhaté a
mutans sejtek lassabb novekedése ebben a specialis tapkozegben. A gazdaszervezetben
szamos eltéré mikrokornyezetet jelent6 ,niche” taldlhato, hiszen a béron vagy a vér-
ben teljesen mas tapanyagok, mikroelemek allnak rendelkezésre. Ennek fényében egy
gén elvesztésének kovetkeztében 1étrejovo szelektiv hatrany (abban az értelemben sze-
lektiv, hogy olyan koriilmények kozotti ndvekedési deficiencia amely a gazdaszervezetet
mint kornyezetet reprezentalja) véleményem szerint definialhaté virulencia csokke-
nésként. A szekretalt hidroldzok példajat tekintve a lipdzok a boron példaul segithetik a
megtapadast és a tdpanyagok felvételét a bor-lipidrétegének bontdsaval, azonban a véra-
ramba keriilve mar sokkal inkabb az immunmoduldlé molekuladk hidrolizise altal fejtik
ki a fertézést tdmogatd hatasukat. Igy ha tetszik, akkor ezek a képességek plasztikus-
nak tekinthet6k és attol fiiggden fejtik ki hatasukat, hogy milyen a gazdaszervezetben
jellemz6é mikrokornyezetbe keriil a gomba. Az el6z6 erésen hipotetikus megallapitassal
osszehangban 2016 végén Ballour és munkatdrsai® irtdk le annak a lehet&ségét, hogy a
gombasejtek a kiilonbozé testtajakon elérhetd szénforrasoktdl fiiggden képesek a sejtfal
szerkezetiiket alapvet6en megvaltoztatni. Kimutattak, hogy laktat jelenlétében a sejtfal-
ban el6fordulé fontos mikroba asszocialt molekuldris mintazat a f-gliikan rejtetté valik.
A gomba ezen a szénforrason lassabban novekszik mint gliikozon, azonban bizonyos
mikrokornyezetben (vér, vagindlis folyadék) a laktat koncentracidja magasabb mint mas
teriileteken és az ezekhez torténd adaptacio a sejtfal szerkezetének direkt megvaltoztata-

saval szelektiv elonyt jelent a gomba szamara az immunrendszer eldli menekiilés soran.

3. A fagoszomdk és lizoszomdk ko-lokalizdcidjanak a tanulmdnyozdsdira vonatko-
zéan a szerzd két eljardst, Alexa Fluor 647 — LysoTracker Green dramldsi citométeres
»kvantitativ imaging” (61. oldal) és Calcofluor White — LysoTracker Red fluoreszcens mik-
roszkopos (72. oldal) médszereket hasznalt. Ezekben az esetekben szeretném megkérdezni
az elvégzett fiiggetlen kisérletek szdmadt és azt is, hogy a bemutatott viltozdsok szignifi-
kansak voltak-e? Az értekezés egyik legnagyobb értéke egyébként éppen a nagyszdmi

kisérleti adat megfelelé és alapos statisztikai elemzése.

A 19. abran bemutatott kvantitativ képalkoté modszerrel elért eredményeink 3 fiigget-
len kisérletb6l mutatnak 1 reprezentativ abrat. Miutan az aramlasi citometrias eljara-
sok soran nagyszamu sejtrél kapunk eredményt (jelen esetben 10.000 sejtet vizsgaltunk
meg) ezért azok statisztikai ereje igen nagy. A 3 ismételt kisérletnél tendencidjaban

hasonlé eredményeket kaptunk, de azok jelentésen szortak. Ennek oka a primer sejtek




hasznalata volt, a primer sejtek esetében gyakran talalkozunk rendkiviil nagy eltéré-
sekkel, amelyek a donorok jelentds kiilonbségébdl adddik. Emiatt mindenképpen ter-
vezzik, tovabbi mintak vizsgalatat. A sappl mutansok esetében szintén human primer
makrofagokat hasznaltunk, a kisérleteket ebben az esetben 4 donorral végeztiik el, a
bemutatott dbra ezek koziil mutat egy reprezentativ felvételt. Itt hagyomdnyos mikrosz-
képos eljarast alkalmaztunk, igy sokkal kevesebb sejtrdl allt rendelkezésiinkre adat.
Egyetértek biralémmal, hogy a jovében mindenképpen sziikséges less a fago-lizoszoma
tazi6 részletesebb vizsgalatara és ebben az esetben is alkalmazni fogjuk a kvantitativ

képalkotd eljarast.

4. A C. albicans és C. parapsilosis sejtek dltal kivdltott citokin termelési vizsgila-
tokban hével elolt Candida sejteket haszndltak (79. oldal), ami jelentésen befolydsol-
hatja az eredményeket, pl. a sejtfalszerkezet megvdiltozdsa miatt (83. és 92. oldalak). Erre
a szerz6 maga is helyesen mutat rd. A hékezelés a gombafajok felismerésében szerepet jit-
sz0 receptorok azonositdsat is megnehezitheti (91 és 92. oldalak). A szerzé irjaa 83. olda-
lon: ,Legiijabb kisérleteinkben azonban kidolgoztunk egy olyan ko-inkubdcids rendszert,
ahol az él6 sejtek kolcsonhatdsait vizsgalhatjuk a humdn fagocita sejtekkel.” Megtudha-
tunk-e errdl részleteket? Sikeriilt-e megerdsiteni az elolt sejtekkel kapott eredmények leg-

alabb egy részét?

A szakirodalomban elfogadott megkozelitési mdod a hével elolt gomba sejtek és konidi-
umok alkalmazdsa a gazda immunvélaszdnak tanulmanyozésa soran®. Tudjuk, hogy a
hokezelt sejtek alkamazdsa soran kétségteleniil és bizonyitottan szamos hasznos infor-
macidhoz juthatunk, a hoékezelés soran a gomba sejtfaldban irreverzibilis valtozasok
kovetkeznek be, amelyek alapvetéen befolydsolhatjdk a gazda immunvélaszat °. J6lle-
het egyes vélemények alapjan a gazdaszervezetben bekévetkezd 616 mechanizmusok
kovetkeztében nagyon hasonld folyamtok mennek végbe a sjetfalban in vivo is. Ennek
ellenére vagy éppen ezért fontosnak tartottuk megvizsgalni, hogy az él6 Candida sej-
tek hogyan indukaljak a gyulladasos citokinek termelését mononukledris sejtekben.
Az errdl késziilt publikdciénk hamarosan megjelenik (Toth és munkatdrsai, Scientific
Reports 2017), eredményeink rovid Osszefoglalasa szerint tudjuk, hogy a mononuk-
learis sejteket €16 C. parapsilosis-szal és C. albicans-szal fertézve, mindkét faj azonos
mértékben indukdlta a TNFa és IL-6 szekrécidt, a C. parapsilosis szignifikdnsan alacso-
nyabb IL-1P termelést valtott ki, mint a C. albicans. A tovabbiakban ennek a kiilonb-

ségnek a hatterében meghuzddo lehetséges mechanizmusokat vizsgaltuk részletesen.




Az IL-1P érett formajanak kialakuldsa monocitakban és makrofagokban kaszpaz-1-,
illetve inflammaszoma-aktivacio-fiiggd. Mig monocitakban a kaszpaz-1 folyamato-
san aktiv, makrofagokban el6szor a pro-kaszpaz-1 hasitasa sziikséges az enzim akti-
vacidjahoz. Kisérleteink soran PMA-kezelt THP-1 makrofagokban vizsgaltuk a C.
parapsilosis és C. albicans altal indukalt inflammaszéma aktivaciot. Azt tapasztaltuk,
hogy a C. parapsilosis csak hosszu inkubacié utan és viszonylag nagy sejtszamban indu-
kalta az IL-1P szekrécidt, ellentétben a C. albicans-szal, amely mar néhany oéra eltelté-
vel jelentés IL-1P termelést valtott ki. Noha C. albicans esetén a hifaképzésnek fontos
szerepet tulajdonitanak az inflammaszoma aktivacié soran, érdekes modon eredmé-
nyeink szerint az IL-1p szekrécié mértéke fiiggetlen volt a C. parapsilosis pszeudohi-
fak jelenlétét6l. Tovabba, nem tapasztaltunk kiilonbséget THP-1 makrofagokban az
IL-1p mRNS és pro-IL-1P szintjében C. parapsilosis és C. albicans stimulaciot kove-
téen, ami arra utal, hogy a csokkent IL-1p szekrécié nem transzkripcids vagy transzla-
cios kiilonbségek eredménye, hanem a pro-IL-1f alacsony hatékonysagu aktivacidjabdl
adodik. Kiilonbozd inhibitorok alkalmazdsa segitségével kimutattuk, hogy mind a
C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt THP-1 sejtekben hasonlé médon
képzodik az érett IL-1P, és a folyamat kaszpaz-1-, kaszpaz-8-, Syk- és TLR4-fliggd.
Az NLRP3 és ASC deficiens THP-1 sejtekkel folytatott kisérletek megerésitették,
hogy az IL-1P szekrécié mindkét faj esetén NLRP3 inflammaszoma aktivacio-fiiggd.
Az NLRP3 inflammaszéma aktivacidjaban szerepet jatszé harom legfontosabb mecha-
nizmus a reaktiv oxigéngyokok képzddése, a katepszin B lizoszomabol torténd fel-
szabaduldsa, illetve az intracellularis K" koncentracié csokkenése. Eredményeink
szerint az IL-1B szekréci6 mind C. parapsilosis, mind C. albicans stimulaciot kove-
téen K'-efflux fiiggének bizonyult, a katepszin B gatlasa azonban nem volt hatassal a
THP-1 sejtek IL-1p termelésére, noha a C. albicans intenzivebb katepszin B felszaba-
dulast indukalt, mint a C. parapsilosis. Tovabbd, a NADPH-oxiddz gatldsa jelent6sen
csokkentette mind az intracellularis pro-IL-1f, mind a szekretalt IL-1P szintjét, jelezve
a ROS lehetséges szerepét az inflammaszoma aktivacidban. Ezt erdsiti az az eredmé-
nyiink is, miszerint a C. albicans intenziv ROS termelést indukalt THP-1 makrofa-
gokban, mig a C. parapsilosis a fertézés elsd négy orajaban egyaltalan nem indukalta
a reaktiv oxigéngyokok képzodését. Ezen tulmenden kimutattuk, hogy az inflamma-
szoma aktivacio C. albicans fertézés esetén fagocitozis-fiiggd, és a THP-1 sejtek szig-
nifikansan nagyobb mértékben fagocitaljak a C. albicans, mint a C. parapsilosis sejtjeit.

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy szamos mechanizmus kozrejatszik abban,




hogy a C. parapsilosis alacsonyabb szint(i IL-1P szekréciét indukal, mint a C. albicans.
Az inflammaszéma aktivacid vizsgalata laboratériumunkban jelenleg is folyik,
igy reméljik, hogy a jovoben még pontosabb képet kaphatunk a C. parapsilosis és

C. albicans altal indukalt gyulladdsos vélaszrol.

Végezetiil szeretném még egyszer megkoszonni Prof. Dr. Pocsi Istvannak dolgozatom

alapos biralatat.
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