Valasz Dr. Majoros Laszlo
opponensi véleményére

Mindenekel6tt szeretném koszonetemet kifejezni Dr. Majoros Laszlonak az MTA dok-
tori értekezésem igen alapos biralataért.

Ko6szonom, hogy a benyujtott értekezésemet szakmailag megalapozottnak itéli, alkal-
masnak tartja az MTA doktora cim megszerzéshez és nyilvanos védésre javasolta.
Kiilonosen sokat jelentenek elismerd szavai, mivel Dr. Majoros Laszl6 a klinikai mikro-
biolégia, azon belill is a Candida fajok orvosi mikrobioldgiai kutatasainak egyik vezetd

kutatdja, igy véleménye, nagyon fontos szamomra.
A birdlatban felvetett kérdésekre, kritikdkra az aldbbiakban valaszolok.

K6sz6noém biralom kritikai megjegyzéseit néhany szohasznalati kérdésben, azokkal

egyetértek.
A feltett kérdésekre a kovetkezékben valaszolok:

1. A kis csiraszamban normadl flora tagként elbfordulé mikroorganizmusok egyik szerepe
lehet, hogy megakadalyozzak a nagyobb virulencidval rendelkezd, obligat patogén kor-
okozdk megtelepedését. Lehet-e hasonlé szerepe ebben az Osszefiiggésben a C. parapsilosis-

nak? Magyarul, lehet-e kedvezé a C. parapsilosis jelenléte a normadl floraban?

A biralém egy rendkiviil érdekes téma tertiletre vezet kérdésével. A human mikrobiom
vizsgédlata az egyik legizgalmasabb teriilete mind a mikrobioldégidnak mind az immu-
nolégianak. Tény, hogy a kiilonb6z6 Candida fajok, igy a C. albicans és a C. parapsilosis
el6fordulasi gyakorisaga, illetve a koldnia képzd egységek szama kiilonbozo test taja-
kon és szervrendszerekben (mint pl. az emésztd szervrendszer vagy az uro-genitalis
szervrendszer) eltérd'. Azt is tudjuk, épp sajit nemrégiben kozolt vizsgalataink alap-
jan, hogy a szdjiiregben bizonyos kéros elvaltozasok soran (mint pl az oral squamosus
cell carcinoma - OSCC) a gomba mikrobiom is megvaltozik, nagyobb szdmu és val-
tozatosabb gomba mikrobidlis kozsség azonosithaté a tumoros szdjban®. A megval-

tozott mikrobiom minden bizonnyal hatdssal bir a természetes immunitds felismerd




mechanizmusain keresztiil a nyalkahartyak immunolégiai homesztazisara, igy koz-
vetve befolyasolhatja a tumorok progresszidjat, vagy mas betegségek kialakulasanak
sulyossagat is. Erre vonatkozo vizsgalatokat mar végeztek példaul a gyulladasos bélbe-
tegség esetében, ahol a gomba sejtfaldban megtalalhat6 beta-gliikant felismer6 C-tipusu
lektin a dectin-1 szerepét vizsgaltak a betegség kialakuldsaban, illetve annak sulyossa-
gaban®. A megvaltozott immunoldgiai mikrokornyezet (legyen az mikroba vagy tumor
indukalta) alapvetéen képes befolyasolni mindkét, immunhomeosztazis altal feliigyelt
folyamatot. Ezért legtijabb kutatdsi irdanyunk éppen arra koncentral, hogy felderitsiik az
emberi “mycobiom” vagyis gomba-mikrobiom szerepét az egészséges szervezetben és
megértsiik azt, hogy ennek a kozosségnek a megvaltozasa (akar szamban, akar ming-
ségben), hogyan befolyasolja bizonyos koérfolyamatok kialakulasat vagy a kialakult
betegség sulyossagat, esetleg az alkalmazott terapia hatékonysagat. A feltett kérdésre
tehat egyel6re nem tudok konkrét valaszt adni, az azonban bizonyos, hogy a mikrobi-
alis kozosség fajosszetételének, vagy az egyes fajok aranyanak megvaltozasa bizonyo-
san az immunoloégiai mikrokérnyezet megvaltozasaval jar. Erre mutat rd a kiilonb6z6
Candida fajok felismerésére és az altaluk kivaltott immunvalaszban megmutatkozo
eltérésekre koncentralo kutatasunk. Annyit biztosan kijelenthetiink mar most, hogy
a C. albicans és a C. parapsilosis altal indukalt immunvalasz szamos ponton jelentésen
eltér egymastol, igy az el6zéekben vazolt logika alapjan, joggal feltételezhetjiik, hogy
a C. parapsilosis tulsulyba keriilése megvaltoztatja az immunoldgiai mikrokornyezetet,
amelynek tobb szinten lehet hatasa. Arrdl, hogy ez elony6s vagy hatranyos a gazdaszer-
vezet szamara még nem all rendelkezéstinkre elég informacio, de a kérdés mindenkép-

pen izgalmas és reményeink szerint a jé6vébeni munkdnk erre valaszt adhat.

2. A virulencia faktorok in vitro elemzése alapjin a C. parapsilosis sensu stricto a
leginkdbb, mig a C. metapsilosis a legkevésbé virulens faj a ,,psilosis” csoporton beliil. Mi
lehet a magyardzata annak, hogy normdl immunrendszerii egerek intravénds oltdsa
utan a 3 faj virulencidja nem kiilonbozik szignifikansan egymdstol (Trevino-Rangel
és mtsai. 2014).

A kiilonboz6 fertézési modellek gyakran jelent6s kiilonbségeket mutatnak ugyana-
zon fajok Osszehasonlitasa soran is. Sajat munkank alapjan tudjuk, hogy in vitro infe-
kcids modellek (fagocita sejteket vagy rekonstrudlt emberi szovetek) hasznalataval a
3 ,psilosis” faj jelent6s eltérést mutat virulencia tekinetében®®. Bertini és munkatdr-

sai® 2013-ban 6sztrogén kezelt Balb/c egereken végzett vaginalis candididzist modellez6




fertézés alkalmazasaval kimutattak, hogy a C. metapsilosis sejteket jelentdsen gyor-
sabban képes az egerek immunrendszere eltiintetni mint a masik két ,psilosis” fajt.
2016-ban Hector Mora Montes kutatocsoportjaval kollabordciéban kimutattuk’,
hogy a 3 faj emberi mononukledris sejtek altali felismerése eltér és érdekes mddon a
C. parapsilosis sensu stricto és a C. metapsilosis altal indukalt citokin valasz hasonlé
volt. Ennek egyik magyarazata lehet, hogy a 3 faj sejtfal szerkezetében jelentds eltéré-
seket azonositottunk. Hipotézisiink szerint, a C. parapsilosis sensu lato csoport tagjai
inkabb tekinthetéek kommenzalista mikrobanak mint primer patogénnek, igy fizi-
olégiai adaptacidjuk a velesziiletett immunitds hatdrvonalain torténd tulélésre spe-
cializalodtak (tapanyag felvétel, mikroelemek felvétele, hémérséklet és pH adaptacio
stb.), illetve az itt jellemz6é immunfolyamatokhoz torténé alkalmazkodas illetve azok-
kal szembeni védekezés képességének kifejlesztése jellemz6 ezekre a mikrobdkra.
Azonban az immunolégiai hatarvonalak atlépése utan az immunrendszer viszonylag
altalanos gombaellenes rendszere aktivalodik (lasd periférids mononukledris sejtek). Ezek
alapjan tehat a C. parapsilosis sensu stricto ebben a kommenzalista adaptacioban jar el6-
rébb a C. metapsilosis-hoz képest, azaz gyakrabban és hatékonyabban képes az emberi
béron és nydlkahdrtydkon kolonizdlni. Ez lehet a magyardzata annak, hogy a klinikum-
ban viszonylag ritkdn azonositanak C. metapsilosis éltal okozott fertézéseket. Azonban ha
egy felszinen mindkét “psilosis” faj jelen van, akkor a barrierek attorése utan (pl. a véra-
ramba keriilés utan, ahogyan az a birdlém 4ltal hivatkozott cikkben is tortént) az immun-
rendszer nagyjabol azonos hatékonysaggal képes azokat elimindlni. A fentiek okdn is
fontos a virulencia és a virulencia faktorok fogalmanak ujragondolasa, amelyrdl dolgo-
zatom bevezetdjében is irtam. Véleményem szerint az opportunista patogének estében a
virulencia nem mas mint adaptdcid, a virulencia faktorok pedig olyan fizioldgiai folyama-

tok amelyek képessé teszek egy mikrobat egy adott kdrnyezetben torténd tulélésre.

3. Jol ismert, hogy a ,psilosis” csoport tagjai csokkent érzékenységgel rendelkeznek az
echinocandinok irant. Klinikailag, azonban minden nemzetkidzi adat azt mutatja,
hogy az echinocandinok in vivo hatékonyak. A munkdjiban kapott eredmények

lehetnek-e dsszefiiggésben ezzel a klinikai tapasztalattal?

A C. parapsilosis sensu stricto faj izolatumai valoban magasabb MIC értékkel birnak
echinocandinokkal szemben (EUCAST adatok) mint mas Candida fajok. Bizonyitja
ezt birdlom szdmos koézleménye is, kiillonb6zd in vitro és in vivo modellben. Néhany

éve azonban az is vilagossa valt, hogy az echinokandinokkal szembeni rezisztenciaért




els6dlegesen felelés FKS génekben (B-glikan szintaz komplex egyes tagjait kddolo
gének) bekovetkezéd pontmutdcidkon kiviil egyéb rezisztencia mechanizmusok is
kialakulhatnak és un. masodlagos fizioldgiai hatassal jarhatnak. Ismert ma mar, hogy
C. albicans esetében az echinokandinok hatdsira a HOGI, CEK1, PKC MAP kindz és
a Ca”-kalcineurin jelatviteli utak aktivalédnak, amelyek kovetkeztében a celluld-
ris gliikdn és kitin bioszintézis megvaltozik ezaltal mddositva a kezelt sejtek sejtfal-
szerkezetét®. megfigyelték azt is, hogy az FKS mutdns sejtekben a megnovekedett kitin
mennyiség akkor is megjelenik, ha a sejteket nem kezelik echinocandinnal, valamint
akkor is, megjelenik, ha egyébként echinocandin érzékeny (vad tipusut) sejteket echi-
nocandin kezelésnek vetik ald, mint egyfajta adaptacios folyamat kovetkezményeként.
Ezek a mechanizmusok egyelére részletesen nem tisztazottak C. parapsilosis eseté-
ben. Kutatdcsoportunk vizsgalatai alapjan ma mar ismert, hogy a sejtfal kitin tartalma
C. parapsilosis esetében is megemelkedik echinocandin kezelés hatasara. Azt is meg-
allapitottuk, hogy a megemelkedett kitin tartalom nem csak a mélyebb rétegekben
elhelyezked6 kitin polimerek, hanem a sejtfal felsébb rétegeiben elhelyezkedé kitin oli-
gemerek esetében is igaz (1. dbra). Ennek kovetkeztében a gazdaszervezet felismerd

mechanizmusai, illetve immunvalasza megvaltozhat, amely akar faj specifikus is lehet.
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1. abra: C. parapsisolsis sejtek anidulafungin kezelés hatdsara bekovetkez6 sejtfal osszetétel valtozasa (nem

kozolt adat). Calcofluor w - kitin polimer, ConA-FITC — manno-protein, WGA-TRITC - kitin oligomer.




A kiilonb6z6 Candida fajok okozta szisztémas fertézések elleni védekezésben az egyik
legfontosabb szerepe a makrofagokon és dendritikus sejteken expresszalédé Dectin-1-
nek van. Ez a sejtfelszinen talalhato receptor a B-1,3-glitkant képes felismerni és ez altal
aktivalni az NF-xB transzkripcios faktort, igy megnoveli a gyulladast serkentd cito-
kinek mennyiségét, valamint serkenti a gomba sejtek internalizacidjat makrofagok és
neutrofil granulocitak altal’. Kordbbi munkankban bemutattuk, hogy a C. parapsilosis
ochl KO sejtjeit a makrofagok hatékonyabban képesek felismerni a Dectin-1 receptoron
keresztiil, mivel az OCHI géntermék hidnydban a csokkent mennyiségli mannéz nem
képes ugyan olyan hatékonyan maszkolni a B-1,3-gliikan egységeket a sejtfal belsébb
rétegeiben, mint a vad tipus esetén™.

Elképzelheté tehat, hogy a sejtfal echinocandinok altal okozott struktura véltozdsa
lehetévé teszi, hogy a sejtfal mélyebb rétegeiben talalhaté komponensek jobban elérhe-
tobbé valnak az immunsejtek receptorainak szamara, illetve a felborult sejtfal osszetétel
miatt a nagyobb mennyiségi sejtfalkomponens az immunolégiai szempontbdl relevans

receptorok nagyobb mértéku aktivalodasat okozhatjak.

4. Véleménye szerint az antifungdlis kezelések milyen médon befolydsolhatjik a Can-

dida fajok elleni immunvalaszt, kiilonos tekintettel C. parapsilosis esetén.

C. parapsilosisrdl nem all rendelkezésre olyan jellegli adat, hogy az antifungalis kezelés
a gombara kifejtett hatasan keresztiil hogyan befolydsolja az immunvalaszt. Azonban
in vitro C. albicans fertézés soran caspofungin kezelés hatdsara jelentdsen megnovek-
szik az INF-y, a TNF-a, valamint az antifungalis immunvalasz egyik legfontosabb
citokinjének, az IL-17-nek a koncentracioja is, aminek hatterében valészintileg a caspo-
fungin hatdsdra bekovetkezd sejtfal felépitésének dtrendez8dése 4ll''. Az echinocandi-
nokkal szembeni rezisztencidért Candida fajokban els6sorban a P-glikan szintézist
végz6 Fkslp/Fks2p-t kddold génekben bekdvetkezo ,,hot spot” mutdciok felel6sek. Leir-
tak, hogy az FKSI-ben bekovetkezé mutaciok hatasara C. albicans-ban echinocandinok
jelenléte nélkiil megnovekszik a sejtfal kitin tartalma, ezzel egyidejtileg pedig lecsokken
a makrofdgok NF-kB/AP-1 aktivitdsa in vitro fertdzések soran'>. Amphotericin B rezisz-
tens C. tropicalis torzsek esetén megfigyelték a -glitkkan felszini megjelenését és meny-
nyiségének megemelkedését, ezzel parhuzamosan pedig tobb citokin (IL-1p, TNF-a,
IL-10, INF-y, IL-22, IL-17) koncentraci6janak névkedését". Erdemes megfigyelni, hogy




az elsd esetben az antifungalis kezelésnek volt kozvetett hatasa a létrejott immunva-
laszra, az utobbi két esetben viszont az adott organizmusokban megjelend rezisztencia
mechanizmusa okdn, antifungalis kezelés nélkiil kovetkezik be valtozas az immunva-
lasz jellegében. Erdekes médon ugy tinik, hogy a kiilonb6z6 echinocandinok 4ltal gya-
korolt hatas is eltér az immunvalasz tekintetében. C. glabrata vad tipusu és FKS2-ben
pontmutaciot hordozo, echinocandin rezisztens torzsét kezelték a vad tipusnak meg-
felel6 MIC-érték alatti 0,25-szoros és 0,5-szeres caspofungin és micafungin koncent-
raciokkal, mikozben in vitro makrofagokat fertéztek. Az NF-kB/AP-1 transzkripcios
faktor aktivacidja alapjan a vad tipusu sejtek mind caspofungin, mind micafungin
hatasara emelkedett makrofag aktivalodast valtottak ki, ellenben az FKS2 mutdns torzs
csak micafungin hatdsara véltott ki megnovekedett NF-kB/AP-1 aktivaciot'. Egy nem
régiben megjelent tanulmany arra is ramutat, hogy az antifungalis szereknek kozvet-
len hatasa is lehet az immunvalaszra. Micafungin stimulaciot kovetd fertézés esetén in
vivo egér modellben a kiilonbozé immunsejtek hatékonyabban Iéptek fel C. albicans és
Aspergillus fumigatus ellen. Valamint Galleria mellonella micafunginnal torténé el6-
kezelése Staphilococcus aureus fertézés utan megnovelte a larvak talélését ™. A fentiek
alapjan tehat bizonyosan kijelenthetd, hogy az antifungalis kezelésnek hatdsa lehet a
gazda immunvalaszdra egyrészt direkt mdsrészt indirekt médon. Reményeink szerint, a
C. parapsilosis esetében a kutatocsoportunk munkaja révén hamarosan tovabbi ismere-

teket szerezhetiink mindkét hatasrol.

5. A kiilonbozé koérokozok elleni immunvilasz egy nagyon finoman szabdlyozott
rendszer. Nem véletlen, hogy kevés olyan terdpidsan is haszndlhaté gydgyszer van,
amelyek az immunvdlaszba avatkozva fejtik ki a hatdsukat. Véleménye szerint
klinikailag milyen haszonnal jarhat (a betegek jobb tiilélése szempontjdbol) a kiilonbozé

Candida fajok elleni immunvdlasz pontosabb megismerése?

A kiilonboz6é Candida fajok elleni immunvalasz tobb ponton is eltérd lehet. Ugyan a
leginkabb tanulmanyozott C. albicans esetében all rendelkezéstinkre a legtobb informa-
ci6, ma mar tudjuk, hogy az un. “nem-albicans” fajok elleni gazda-valasz szamos pon-
ton eltérhet a C. albicans-nal megismertektdél. Ennek egyik leginkabb nyilvanvalé oka
az, hogy a kiilonbozo fajoknak eltérd sejtfalszerkezete lehet. Sajat munkank alapjan tud-
juk, hogy a C. parapsilosis esetében a sejtfaj szerkezete jelent6sen eltér a C. albicans-nal

”noren

megfigyelhet6étdl. Tudjuk, hogy a mannoprotein réteg mintegy “letakarja” a mélyebb




rétegekben elhelyezked6 B-gliikan halézatot, amely elsddleges ligandja a dectin-1 nevi
C-tipusti lektin PRR-nek. Eppen ezért munkacsoportunk egyik most futé kisérelt soro-
zataban dectin-1 knock out egerek immunvalaszat vizsgaljuk C. parapsilosis fert6zést
kovetden. Elozetes eredményeink arra utalnak, hogy ellentétben a C. tropicalis-szal és
a C. albicans-szal a dectin-1 hidnyos egerek nem mutatnak fokozottabb érzékenységet
C. parapsilosis fert6zésre. Ezzel 6sszhangban azt is kimutattuk, hogy sem a Syk kinaz
sem a CARD9 molekula nem esszencialis a C. parapsilosis elleni immunvalasz soran,
amely tovabb erdsiti azt a feltételezésiinket, miszerint az immunrendszer egymastdl
eltéré molekularis mechanizmusokat mozgosit a védekezés soran, attdl fiiggden, hogy
milyen Candida faj altal tortént a fertézés. Az ehhez hasonl6 ismereteknek komoly kli-
nikai jelentésége lehet azaltal, hogy egy esetleges immunterapia kidolgozdsa soran egy
pontos diagndzist kdvetden célzottan a fertézést kivalté opportunista patogén valik

tdmadhatdva.

Végezetiil szeretném még egyszer megkdszonni Dr. Majoros Laszld részletes és alapos

biralatat.
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