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Opponensi vélemény Dr. Gacser Attila ,,Opportunista humanpatogén gombak
virulencidjanak és patogenitasanak komplex vizsgalata” cimit MTA doktori

értekezésérol

Dr. Géacser Attila tudomanyos munkassagat jol ismerem, kutatasait, kiilonosen a Candida parapsilosis faj
virulencia faktorainak, tovabba az ezen opportunista patogén gomba altal okozott fert6zések patogenezisének a

felderitésében eddig elért eredményeit nagyra értékelem.

A biralatomban el6szor az értekezés formajat és nyelvhelyességét, majd tartalmat értékelem, ezt

kovetden pedig roviden Osszefoglalom az Gj tudomanyos eredményeket.
Forma, nyelvhelyesség

A dolgozat olvasmanyos, jol esett magyar nyelven ilyen szépen atgondolt és kidolgozott munkat olvasni.
Az értekezés szerkezete és terjedelme (irodalomjegyzékkel egyiitt 129 oldal) megfelel6, a hivatkozott
szakirodalom (205 koézlemény) relevans, a szerzé a dolgozat végén (95-104. oldalak, 45. abra) attekinthetd
modon foglalta 6ssze a legfontosabb kutatasi eredményeit. A tézisflizet formajat is el tudom fogadni, bar az 0j
kutatasi eredmények pontokba foglalasa nagymértékben javitotta volna a munka, kiilondsen az 0j eredmények

attekinthet6ségét.
A kritikai észrevételeim a kovetkezok:
1. Az értekezésben tobb helyen megfigyelhetok az angol Kkifejezések tiikorforditasabol szarmazo

nyelvhelyességi problémak. Tipikusan ilyen az ,alacsony” és ,magas” jelzOk haszndlata a kdvetkezd

paraméterek esetében: mortalitas (14., 18. és 20. oldalak), specificitas (14. oldal), sziiletési staly (19., 20., 49. és



99. oldalak), eléfordulasi gyakorisag (20. oldal), gliikdz, lipid tartalom (24., 27., 49. és 66. oldalak), pH (26.
oldal), sejtdenzitas (26. oldal), fungicid aktivitas (35. oldal), antibiotikum koncentraci6 (48. oldal), kolonizald
képesség (57. oldal), o6lési hatékonysag (60. oldal), makrofag migracidés sebesség (64. oldal), citokinek
termelése (80., 83., 85. és 102. oldalak), citokineket termelé sejtek szama és aranya (82., 84., 85. és 102.
oldalak) és gomba sejtszam (93. oldal). Ezek helyett kifejezetten ajanlom a ,.kis/, kicsi” és ,,nagy” jelzoket,
esetleg mas, rokon értelmi szavakat (pl. ,,csekély”). Szintén javaslom az ,.emelkedik” ige €s az ebbdl képzett
szavak (,,emelkedett”, emelkedés”) helyett a ,,novekszik” ige és az ebbdl képzett szavak hasznalatat a
kovetkez6 paraméterek esetében: gén/gének expresszidja (26., 35. és 78. oldalak), fagocita aktivacio (64. oldal),
Sapp2 termelés (100. oldal), fago-lizoszoma fuzié (101. oldal) és gombadlési képesség (101. oldal). Emellett fel
szeretném hivni a figyelmet a ,,soran” szo6 tulzott hasznalatara is (22., 28., 32., 35., 37., 50., 63., 64., 66., 67.,
72., 83., 85., 87.,91., 92., 93., 94., 95., 96., 97., 101. és 103. oldalak). A 14. oldalon olvashato: ,,A sulyos
gombas fert6zések magas mortalitasa részben annak koszonhet6 ....”, ami helyett sokkal jobb lenne ,,A sulyos

gombas fertézések nagy mortalitdsa részben annak tulajdonithaté ....” megfogalmazas.

2. A szakszavak hasznalatdban szintén taldltam bizonytalansagokat és ezek pontositdsat kérni is szeretném.
Példaul az értekezésben olvashat6 ,,Candida patogenezis” (25. oldal) tovabba ,,Lipazok szerepének vizsgalata a
C. parapsilosis patomechanizmusaiban” (47. oldal). Nem lenne helyesebb fertozések patogenezisérdl és
patomechanizmusar6l besz¢élni? A 67. oldalon és a 31. abran is (73. oldal) a C. parapsilosis Sapp enzimekkel
kapcsolatban olvashatdé mind a ,,proteinazok”, mind a ,,proteazok” kifejezés. Egyszerre érvényes lehet mind a
két meghatarozas? (Lasd: Barrett és McDonald, 1986, PMID: 3541905.) Az értekezésben tobb helyen (7., 27.,
35. és 84. oldalak) olvashatunk ,,reaktiv oxigéngyokok”-r6l. Ez tévedés, ezek helyesen ,reaktiv oxigén
formak/fajtak”, vagy ,,reaktiv oxigén részecskék”. Az ,,inozitol” helyesen ,,inozit” (22. oldal), a 26. oldalon
pedig valdsziniileg ,,farnezol”-ra gondolt a szerzé ,.fernesor” helyett. Néhany esetben az angol vegyiiletnevek
olvashatok az dolgozatban, pl. ugyancsak a 26. oldalon ,,thyrosol” a ,.tirozol és ,,dodecanol” a ,,dodekanol”
helyett. A Roviditések jegyzékében (4-7. oldalak) szamos kivalé magyar forditas mellett talaltam egy nem
teljesen megfelelé forditasi javaslatot, ,,apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(inflammaszoma asszocialt fehérje)”, és néhany esetben nem talaltam meg a magyar forditast (MYD88, RIG-

I, RORyt, Syk).

3. Ki szeretném emelni az értekezés abrainak (6sszesen 45 db abra) a mindségét és esztétikai szépségét,
kiilonos tekintettel a bemutatott mikroszkopi felvételek kivalo minéségére. Ez nagyban elésegitette az
elért eredmények attekintését a szamomra. Ugyanakkor nyomtatasban tobb abra (pl. 6., 11., 12. és 15. abrak)
részletgazdagsaga nem érzékelheté megfelelden és a mondanivald megértése sem konnyli a kicsinyitésbol

szarmazo problémak, pl. tal kicsi betiméretek, miatt. Dicséretes az abrak magyar nyelvii feliratozéasa, de



néhany esetben angol nyelvi feliratozas figyelheté meg foképpen a grafikonok esetében (9., 10., 11., 12., 13.,
14.,15.,17., 19., 32., 33. és 34. abrak). A 12. dbran az abrarészek jelzése ,,elcsuszott”, hiszen A-I-tdl tejed A-K
helyett.

4. Szamomra tul sziikkre szabottnak tlinik a ,,6. Anyagok és modszerek” fejezet (42-44. oldalak), ahol az
alkalmazott, nagyszamu kisérleti metodika egyszerti felsorolasa torténik. Oriiltem volna, ha legaldbb egy-két

megfeleld hivatkozast taladltam volna az egyes modszerekre vonatkozdan.

5. Még a formai értékelésben emlitem, de mar atvezet a tartalmi értékeléshez a szerzo azon igyekezete,
hogy kutatasi részteriiletenként Kitérjen a foly6 kutatasokra, egyiittmiikodo partnerekre, illetve a
kidolgozand6 kutatasi tervekre. Mint a 13. oldalon irja, ,,...a munka jelenleg is folyamatban van...” és a
bemutatott eredmények ,,...fontos szerepet jatszanak a jov6 kutatasi iranyvonalanak a meghatarozasaban is.”. A
szerzd emellett kiilon, igen érdekes és gondolatébresztd fejezetet (,,8. Tovabbi terveink™; 93-94. oldalak) szan
annak bemutatasara, hogy az értekezésbe foglalt eredmények milyen tovabbi kutatasokat alapozhatnak meg.
Emellett mar sziikségtelennek tiinik a folyd és jovObeni kutatasok részteriiletenként is torténd emlitése,
ismertetése (lasd az 40., 58., 60., 85., 86., 92. és a 103. oldalakat). Az értekezésben bemutatott Kisérleti

eredmények jelen formajukban is koherensek, sikeresen prezentalhatok és védhetoek.

Tartalom

Dr. Gécser Attila az értekezésében a hagyomanyosnak tekinthetd ,,mikroorganizmus kdzpontd” szemlélet
helyett ,,mikrobiologus-immunologus megkozelités” révén szeretné megérteni elsé helyen a C. parapsilosis faj
patogenitasat. Egyetértek a szerzével abban, hogy a Candida fajok altal okozott fertézések patogenezisének a
megértése komplex mikrobioldgiai, immunoldgiai, 6sszehasonlitd genomikai, evolucidbiologiai megkdzelitést
igényel. Fontos megjegyeznem azt, hogy a szerz6 mindezeket a teriileteket egyarant miiveli és ezeken mar

eddig is jelentds kutatasi eredményeket ért el.

1. A szerz6 kutatasai koziil ki szeretném emelni a C. parapsilosis CpLIP1 és CpLIP2 (a C. albicans
LIP1 lipazt kédolé gén homolégjai), valamint a duplikalodott SAPPla és SAPP1b aszpartil proteinaz
gének deléciojat és a létrehozott hidnymutinsok szerteagazé vizsgalatat. Ezen vizsgalatok
eredményeképpen megallapitast nyert, hogy a C. parapsilosis altal szekretalt lipaz aktivitas fontos virulencia

crcr

immunsejtek karositasiban, a gomba fagocita sejten beliili talélésében, s6t a gyulladasi folyamatok



késleltetésében is (23. abra, 66. oldal). Hasonloképpen, a Sapplp aszpartil proteinaz aktivitasa fontos a
gazdaszervezet altal termelt antimikrobialis fehérjék hatastalanitasban, a fagocitozis gatlasaban, tovabba, a lipaz
aktivitashoz hasonldan, segiti a gomba fagocita sejten beliili talélését is (31. abra, 73. oldal). Ezekhez a fontos

megfigyelésekhez kapcsoloddan a kovetkezd gondolatokat, kérdéseket szeretném megfogalmazni:

- A C. parapsilosis esetében a lipaz és proteinaz gének szama joval kisebb, mint a C. albicans esetében. A
genomanalizisek eredményeinek ismeretében varhaté-e a C. parapsilosis hidrolaz gének szamanak és ezaltal
a mikroba patogenitasanak a novekedése (lasd a SAPP1 gén duplikaciojat), vagy éppen, a Candida
dubliniensis-hez hasonléan (Jackson és munkatarsai, 2009, PMID: 19745113; Moran és munkatarsai, 2011 és
2012, PMID: 21076011 és 21904553), pszeudogének Kkialakulasa és génvesztés révén a virulencia
csokkenése, tovabba bizonyos anatomiai nichekhez (Moran és munkatarsai, 2012, PMID: 21904553) és
korcsoportokhoz (lasd pl. a nagyon kis sullyal sziiletett Gjsziiltteket, 19. oldal) torténé adaptacio zajlik? Ez
a mikrobialis evoluciobiologiai megkozelités kiegészithetné az Gjsziildttek immunrendszerének a sajatossagain
(pl. Th2/Th17 dominancia) alapul6 elgondolasokat (lasd a 84. oldalon). Ugyanezt a kérdést szeretném feltenni a

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

- A lipaz deficiens sejtek szaporodasa nagy lipidtartalmu tapkozegben lassabb, mint a vadtipust sejteké (49.
oldal; Gacser és munkatarsai, 2007, PMID: 17853941). Bar a SAPP1 hianymutans térzsek 20 % hdével
inaktivalt human szérumot tartalmaz6 PBS-ben a vadtipushoz hasonld sejtszdm novekedést mutattak (27. dbra a
70. oldalon; Horvath és munkatdrsai, 2012, PMID: 22301631) mas tenyésztési koriilmények kozott, pl. eltérd
fehérjeforrasok jelenlétében, eltérd (lassabb) szaporodas ebben az esetben is lehetséges. Ennek megvizsgalasat
mindenképpen javasolni szeretném. Felvetddik ugyanis az a kérdés, hogy mivel a lassi szaporodas
Oonmagaban is globalis transzkriptom és metabolikus valtozasokat valt ki Saccharomyces cerevisiae élesztGben
(Lu és munkatarsai, 2009, PMID: 19056679; Slavov és munkatarsai, 2012, PMID: 22456505) vajon az észlelt
fenotipusok legalabbis egy része nem a C. parapsilosis mutansok lassabb szaporodasanak tulajdonithato-

e az adott koriilmények kozott a deletalt hidrolaz(ok) tipusatol fiiggetleniil?

- A fagoszomak ¢és lizoszomaék ko-lokalizacidjanak a tanulmanyozasara vonatkozoan a szerzd két eljarast,
Alexa Fluor 647 — LysoTracker Green aramlasi citométeres ,kvantitativ imaging” (61. oldal) és Calcofluor
White — LysoTracker Red fluoreszcens mikroszkopos (72. oldal) modszereket hasznalt. Ezekben az esetekben
szeretném megkérdezni az elvégzett fiiggetlen kisérletek szamat és azt is, hogy a bemutatott valtozasok
szignifikansak voltak-e? Az értekezés egyik legnagyobb értéke egyébként éppen a nagyszamu kisérleti

adat megfelel6 és alapos statisztikai elemzése.



2. A C. albicans és C. parapsilosis sejtek altal kivaltott citokin termelési vizsgalatokban hovel eldlt
Candida sejteket hasznaltak (79. oldal), ami jelentdsen befolyasolhatja az eredményeket, pl. a sejtfalszerkezet
megvaltozasa miatt (83. és 92. oldalak). Erre a szerzé maga is helyesen mutat ra. A hokezelés a gombafajok
felismerésében szerepet jatszo receptorok azonositasat is megnehezitheti (91 és 92. oldalak). A szerz6 irja a 83.
oldalon: ,,Legujabb kisérleteinkben azonban kidolgoztunk egy olyan ko-inkubaciés rendszert, ahol az €16 sejtek
kolcsonhatasait vizsgalhatjuk a human fagocita sejtekkel.” Megtudhatunk-e errél részleteket? Sikeriilt-e

megeroésiteni az elolt sejtekkel kapott eredmények legalabb egy részét?
Uj tudomanyos eredmények
Dr. Gacser Attila tézisei koziil a kovetkezoket fogadom el 1) tudomanyos eredménynek:

1. A szerz6 a C. parapsilosis opportunista humanpatogén gomba genetikai moddositasara alkalmas,
transzformécion alapuld génkiiitési modszert dolgozott ki, amit sikeresen alkalmazott a LIP1 és LIP2, tovabba a

SAPP1la és SAPP1b gének deléciojara.

2. lgazolta a C. parapsilosis szekretalt lipazok szerepét a gomba taplalkozasaban, a gazdaszervezet

crer

legjelentésebb tudomanyos eredményének.

3. Ezen tulmenden igazolta a Sappl aszpartil proteinazok szerepét az antifungalis hatasu szérumfehérjék
elleni védekezésben tovabba a fagocitdzis gatlasdban makrofagok esetében. Ezek a proteinazok szintén

eldsegitik a patogén gomba fagocita sejten beliili ttlélését is.

4. A szerz6 a Candida sejtekkel szembeni immunvalasz dsszehasonlit elemzése révén igazolta, hogy amig
a C. albicans alapvetéen Th1/Th17 T-sejt polarizaciot indukal, a C. parapsilosis esetében eltolodas van a

Th2/Treg polarizéci6 iranyaba.

5. A szerzé igazolta a Dectin-1 receptor szerepét a C. parapsilosis felismerésében, tovabba megmutatta,
hogy a mononuklearis sejtek MAP kinazai kiilonb6z6 mértékben vesznek részt a C. albicans (a JNK szerepe
jelentdsebb) és a C. parapsilosis (a p38 és az ERK szerepe jelentdsebb) sejtek altal kivaltott citokin indukcio

szabalyozéasaban.



Nyilatkozat

Tekintettel Dr. Gacser Attila kutatasai eredetiségére, eredményességére, valamint az MTA doktori
értekezése szinvonalara, az abban bemutatott nagyszami, gondosan megtervezett, Kivitelezett és
kiértékelt kisérletre a doktori értekezésben foglalt eredményeket elegendonek tartom az MTA doktora
cim megszerzéséhez, tovabba javaslom a nyilvanos védés Kitiizését is. Az értekezés nivos nemzetkozi

szakmai folyoiratokban kozolt, hiteles adatokat tartalmaz.

Debrecen, 2016. augusztus 29.

Prof. Dr. Pécsi Istvan

egyetemi tanar, az MTA doktora



