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2 Bevezetés

Az opportunista patogén gombak altal okozott fertézések szama évrél évre nd, az
Aspergillus nemzetség tagjai mellett j fajok is felbukkannak, amely fajok altal okozott
megbetegedések kezelése megfeleld szakirodalmi adatok és tapasztalat hianyaban nehézkes,
gyakran csak miitéti uton lehetséges. Az immunszuppresszalt betegek kilondsen Kitettek az
opportunista patogének altali fertézéseknek, amelyek halalozasi aranya ezekben az esetekben
igen magas. Az immunszuppresszid szamos modern orvostudomanyi eljarasnal
nélkilozhetetlen (pl. transzplantacio, rakos megbetegedések), ezért e teriiletek fejlodésével a
tarsadalom veszélyeztetett rétege is boviil.

A fent emlitettecknek megfelel6en, az utobbi években megnétt a nem-Aspergillus
opportunista humanpatogén fonalas gombék vizsgalataval foglalkozé tanulmanyok szama.
Ezen csoportba tartoznak a Curvularia fajok, amelyek egyéb melanizalt gombéakhoz
hasonldan (gynevezett feohifomikdzisok kialakitasara képesek. A betegség egészséges
emberekben fOképp lokalis fertézésként jelenik meg, azonban immunszuppresszalt
betegekben invaziv szisztémas mikozis is kialakulhat.

A Curvularia fajok altal okozott megbetegedések immunolégiai hatterérdl, a
felismerési mechanizmusokrdl, a Kkivaltott immunvélaszrél kevés informacio all
rendelkezéslinkre, ezért jelen dolgozat célja a Curvularia izolatumokkal, elsésorban a C.
lunata-val szembeni immunvalasz vizsgalata. A dolgozatban harom, a velesziiletett
immunitashoz tartozé sejtcsoport, a monocitak, a makrofagok és a neutrofil granulocitak
interakciojat vizsgaltuk a gombatorzsekkel és dsszevetettiik azt az A. fumigatus esetében
tapasztalt adatokkal.

A Curvularia fajok erésen melanizalt konidiumokkal és hifakkal rendelkeznek. A
melanin virulenciaban bet6ltott szerepét mas fajok esetében mar vizsgaltak, azonban az
eredmények alapjan a pigment fajonként eltér6 mértékben befolyasolja a megbetegitd
képességet és a gazdaszervezeten bellli tulélést. Kisérleteink soran a melanin-bioszintézis

gatlasaval modelleztiik a melanin fagocitdzist és monocita érést befolyasold szerepét.



3 Irodalmi attekintés

3.1 A Curvularia nemzetség altalanos jellemzése

A Curvularia nemzetség a Pleosporaceae csaladba (Ascomycota, Pleosporales)
sorolhatd, melynek nevezéktana és taxonomiaja a kozeli rokon Bipolaris nemzetséggel
egyutt zavaros és gyakran valtozott. 1999-ben Berbee és munkatarsai (1999) ITS (a magi
riboszomalis RNS kodold régio koztes atirodd szekvenciaja), 5.8S rRNS és gpd
(glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz) szekvencidk alapjan a teleomorf Cochliobolus
nemzetség anamorf alakjait két csoportba osztotta. Eszerint az 1. csoport tartalmazta az
er0sen novénypatogén fajokat, melyek jellegzetes szaporitd képlete a nagy, ,.kenu” alakl
konidium. Ezen fajok mindegyike a Bipolaris nemzetségbe tartozott. A 2. csoport
genetikailag és morfologiailag is diverzebb volt, a Bipolaris és a Curvularia nemzetségbe
sorolt anamorf fajok egyarant tartoztak ide. Ezek konidiuma altalaban révid, egyenes vagy
hajlott. A 2. csoportra mar ezen vizsgalat alapjan javasoltdk az egységes Curvularia
elnevezést. Késébb Manamgoda €és munkatarsai (2012) részletesebb molekularis
filogenetikai vizsgalata is ugyanerre az eredményre vezetett. igy jelenleg az 1. csoportra a
Bipolaris, a 2. csoportra a Curvularia nemzetségneveket alkalmazzak. Huméanpatogén
torzsek csak a 2. csoportban, tehat a Curvularia nemzetségben talalhatok (da Cunha és mtsi.
2013, Madrid és mtsi. 2014). Ennek ellenére a klinikai feljegyzésekben gyakran még mindig
Bipolaris-ként azonositjak a fert6zésbol szarmazo Curvularia izolatumokat.

A Curvularia nemzetség jelenleg koriilbeliil 80 fajt foglal magaba. A lassan novo
telepek sotéten pigmentéltak, barna vagy sziirkés sziniiek, lehetnek vattaszertiek vagy
lapitottak. A konidiumok szeptaltak, egyenesek vagy hajlottak, utébbi esetben az egyik sejt
megnagyobbodasa okozza a jellegzetes gorbiiletet, melyr6l a nemzetség a nevét is nyerte.
Erésen melanizaltak, méretiik fajonként eltérd, hosszuk 16-41 um, szélességik 5-12 pum
kozotti (1. abra) (Kusai és mtsi. 2016).
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1. &bra: C. lunata (A) és C. hawaiiensis (B) konidiumok és hifak pasztadzo elektronmikroszképos
felvétele.

A nemzetség tagjai alapvetden szaprotrofok, gyakran el6fordulnak a talajban, névényi
anyagokon vagy trdgyaban (Madrid és mtsi. 2014). Emellett fontos ndvénypatogének,
melyek foképp a Poaceae csalad tagjait fertdzik, killondsen a kukoricéat, a bizat és a rizst,
amivel gazdasagi karokat okozhatnak. Egyes fajok opportunista huméanpatogénként is
szamon tartottak (Manamgoda és mtsi. 2011), ezen fajok altal okozott megbetegedések a
felbukkané gombafertézések kozé sorolhatok (Arif és Perfect 2017).

3.1 A felbukkané gombafert6zések jelentosége

A felbukkand gombafertézések a nem Aspergillus fumigatus-hoz vagy Candida
albicans-hoz kotheté mikozisokat foglaljak magukba (Pfaller és Diekema 2004). A fonalas
gombak kozott a Mucorales rend képviseldi, példaul a Lichtheimia, Rhizomucor és Mucor
nemzetségek egyes tagjai, a Fusarium, a Scedosporium és a Trichoderma fajok, valamint a
melanizalt gombak csoportja, amelybe példaul a Cladophialophora, Alternaria vagy
Curvularia fajok is tartoznak, feleldsek a fertdzések kialakitasaért (Arif és Perfect 2017).

Az ilyen jellegli fert6zések szama évr6l évre né. Ennek hatterében az
immunszuppresszalt betegek szamanak ndvekedése allhat (Nagy és mtsi. 2004, Arif és
Perfect 2017), de a fertézések esélyét noveli a hosszantartd korhazi apolas (Groll és Walsh
2001, Badiee és mtsi. 2011), vagy olyan civilizacios betegségek is, mint a cukorbetegség
(Poradzka és mtsi. 2013). A molekularis diagnosztika fejlodésének és elterjedésének
kdszOnhetéen pontosabb képet kaptunk ezen gombak eléfordulasarol, valamint a
klinikumban korabban nem diagnosztizalt gombafert6zések is kKimutathatova valtak. Mindez

azonban nem feltéetlendl jelenti azt, hogy eddig ezek a fajok nem voltak jelen tényleges



patogénként (Roilides 2016). Mivel ezek a gombak gyakran eléfordulnak a kérnyezetben, a
novekvo esetszam mdogott kdrnyezeti tényezok is allhatnak: a globalis felmelegedés miatti
klimavaltozas befolyasolhatja a gombak elterjedését, ezaltal a gombara nézve koradbban nem
jellemz6 teriileteken is leirnak fert6zéseket ( Raffa és mtsi. 2012, Debourgogne és mtsi.
2016). Ezzel o6sszefliggésben az egyre gyakoribb természeti katasztrofak is kockazatot
jelentenek a miko6zisok megjelenésében (Benedict és Park 2014).

Ezeknél a fertézéseknél a diagndzis felallitasa nehézséget okoz, hiszen az altalanos
képalkoto eljarasok és vérvizsgalatok (példaul B-D-glikan teszt) alapjan még nemzetség
szinten sem hatarozhaté meg a fert6z6 adgens, valamint nem all rendelkezésre a gyakoribb
esetszam@ gombakra mar kifejlesztett egyszeri szerologiai vagy antigén teszt. Altalaban
szlikséges az izolatumok tenyésztése és mikroszkopos vizsgalata, valamint a molekularis
modszerekkel torténd fajmeghatarozas (Wong és Revankar 2016, Arif és Perfect 2017).

A kezelések egy részénél a miitéti beavatkozas jelenti a megoldast, amellyel a fertézott
szoveteket eltavolitjak, emellett altalanosan hasznalnak gombaellenes szerekkel végzett
kezelést is. Az ezek iranti érzékenység akar az egy nemzetséghez tartoz6 fajok kozott is
nagyban eltérhet. Sok esetben hianyzik az egységes kezelési javaslat, f0képp a kis esetszdmu
fertézések esetében (Arif és Perfect 2017).

Ez klléndsen igaz a melanizalt gombak csoportjara, amelyek a spérak belégzésével
vagy perkutan sérilés soran kerllnek a szervezetbe. Ezen gombak patogenitasi
mechanizmusa nagyrészt ismeretlen. (Wong és Revankar 2016).

A melanizalt gombak tébb mint 150 faja és 70 nemzetsége hozhatd 6sszefiiggésbe
huméan megbetegedésekkel (Revankar és Sutton 2010), amelyeket 3 6 csoportba oszthatunk
(McGinnis 1983, Nagy és mtsi. 2004): (1) feohifomikdzis, amikor melanizalt gombabhifa,
¢lesztdszerll sejtek vagy pszeudohifak talalhatok a szovetekben és szklerotikus sejtek nélkiili
1éziok jelentkeznek a fert6zott szovetben, (IT) kromoblasztomikdzis, mely kronikus, lokalis
kutdn vagy szubkutan fert6zés, szemolcsszerli 1€ziok €s szklerotikus testek jellemzik, (III)
eumikotikus micetoma, amely mélyszoveti fertézéseket foglal magédba, jellemzden

micélium-aggregatumokat tartalmazé granulumokkal.
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3.2 A Curvularia fajok altal okozott fertézések altalanos jellemzése és
epidemioldgiaja

A Curvularia fajok ugynevezett ,,curvulariozist” okoznak, amely a feohifomikozisok
kozé sorolhatd. Klinikai megjelenése fligg a fertdzés helyétdl €s a beteg immunallapotatol.
A legtobb opportunista patogenhez hasonl6an ezen fajok esetében is az opportunista jelleg a
szisztémds mikozisok kialakitasara vonatkozik, hiszen lokalis fertézést egészséges
emberekben is okoznak. Felszini fertézéseket (keratitisz, kutan, szubkutan fert6zések) és
allergias megbetegedéseket okoznak leggyakrabban, de ezek mellett a tiid6t vagy a kdzponti
idegrendszert érint6 és disszeminalt fert6zéseket is leirtak (Revankar 2007). A Curvularia
fert6zések foldrajzi elterjedése a tropusi, szubtropusi teriileteken a leggyakoribb, de kisebb

esetszamban a mérsékelt dvezetben is el6fordulnak.
3.2.1 Felszini fert6zések

A Curvularia fajok altal leggyakrabban okozott felszini fertézések a szemet érintik. A
keratitiszes esetek legnagyobb része Indiabdl szarmazik, de az Egyesilt Allamokban,
Nepélban, Thaifoldon is irtak le ilyen fert6zéseket (Krizsan és mtsi. 2015). A bort érintd
felszini fertozések eléfordulnak példaul az Egyesiilt Allamokban (Moody és misi. 2012),
Japanban (Yanagihara és mtsi. 2010) vagy Ausztralidban (Torda és Jones 1997), amely
utobbi esetben nekrotizald fertézést figyeltek meg. A fertdzéseket altalaban sérilés elézi

meg, amely utat nyit a gomba bejutasahoz.
3.2.2 Légutakat érint6 megbetegedések

A légutakat érintd6 megbetegedések koziil a Curvularia fajok leggyakrabban
szinuszitiszt (orrmellékireg-gyulladas) okoznak. Invaziv (Viola és Sutton 2010) és nem-
invaziv (Chapurin és mtsi. 2016, Cavanna és mtsi. 2014) formara is taladlunk példat az
esetleirasok kozott. Az invaziv fertézés kialakulasa nem fligg immunszuppressziotol. A nem-
invaziv szinuszitisz leggyakoribb megjelenési formaja Curvularia fajok esetében az allergias
gombaés rinoszinuszitisz, amelyek koziill a legtobb esetet az Egyesult Allamokban
diagnosztizaltak (Krizsan és mtsi. 2015), de példaul Katarb6l (Taj-Aldeen és mtsi. 2004),
Franciaorszaghol (Ambrosetti és mtsi. 2006), Olaszorszaghdl (Posteraro és mtsi. 2010) és

Indidbol (Chowdhary és mtsi. 2011) is szarmaznak esetleirasok.
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Az allergia kialakitdsdban fontos szerepe van a gomba &ltal termelt allergén
molekulaknak. Ezen molekuldk kutatdsa nem csak az allergids folyamatok megértése
szempontjabol lehet fontos, hanem immunterapias kezelésekben is felhasznalhatoak
lehetnek. C. lunata esetében 6 allergénekként azonositottak a Cur | 1 (szerin proteadz), Cur |
2 (enolaz) és Cur | 3 (citokrom-c) fehérjéket. A Cur | 3 fehérjével és annak epitop peptideivel
egér modellben sikeres immunterapidt is végeztek (Sharma és mtsi. 2011).

A tiidot  ¢érintd  elsddleges  fertozések  kozott  leggyakrabban - allergiés
bronchopulmonaris mikozishoz kapcsolhatok ezek a fajok. A szinuszitiszhez hasonl6an a
fertézés ezen megjelenési formaja is az Egyesiilt Allamokban és Ausztralidban gyakoribb
(Chowdhary és mtsi. 2014, Landaeta és mtsi. 2017, Noda Milla és mtsi. 2015).

3.2.3 Kozponti idegrendszeri megbetegedések

A Curvularia fajok kozponti idegrendszeri fertézést is okozhatnak, mely
leggyakrabban masodlagos fert6zésként alakul ki, példaul kronikus szinuszitiszb6l (Viola és
Sutton 2010, Gadgil és mtsi. 2013). Ezt a fert6zési format is leirtdk mar immunkompetens
egyéneknél is (Carter és Boudreaux 2004). Az esetleirasok az Egyesiilt Allamokbdl

szarmaznak.
3.2.4 Disszeminalt és invaziv fertdzések

A disszeminalt fert6zések kialakulasa soran, mint ahogy egyéb gombas fert6zéseknél
is, kockazati tényez6t jelent az immunszuppresszalt allapot, vagy barmilyen, a szervezet
védelmi  vonalait érint6  elégtelenség. A  szakirodalomban taldlunk  példat
immunszuppresszalt betegben kutan fert6zésbdl kialakult disszeminalt fertézésre (Balla és
mtsi. 2016), de a vérképzdszervi rendellenesség (Chang és mtsi. 2018) vagy a kiterjedt égési
sérilés (Beckett és mtsi. 2017) is noveli a fert6zés esélyét. Immunkompetens egyénben is
volt példa disszeminalt fertézésre, amely a vesét és agyat érintette (Frank s mtsi. 2016). A
fent emlitett esetleirasokbdl az lathatd, hogy ezek a fert6zések leggyakrabban az Egyesiilt

Allamokban fordultak elé, de problémat okoztak Ausztraliaban és Japanban is.
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3.3 A Curvularia fajok patogenitasa

A Curvularia fajok novényekkel kapcsolatos patogenitasaval szamos kutatas
foglalkozott (Gao és mtsi. 2013, Gao és mtsi. 2014, Liu és mtsi. 2016, Gao és Chen 2017b),
azonban az emberi megbetegedések vonatkozasaban inkdbb csak esetleirasok allnak a
rendelkezésiinkre és a patogenitasi folyamatrol keveset tudunk.

Eml6s modellen végzett korai vizsgalatok féleg annak bizonyitasara szolgaltak, hogy
a fajok képesek a fertézésre (Whitcomb és mtsi. 1981, Alture-Werber és Edberg 1985). Egy
késobbi tanulmany is beszamolt arrdl, hogy a human szervezetbdl izolalt térzsekkel fert6zott
egészseges és immunszuppresszalt allatok szerveiben a gomba kimutathat6 (Vishnoi és mtsi.
2005). Egér modellben végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az immunszuppresszalt allatok
fertézése magas mortalitast eredményezett, tovabba a gomba elsddlegesen a tiid6t és a vesét
kolonizalta (Paredes és mtsi. 2013). Azonban magardl a fertézési folyamatrdl vagy a
virulenciafaktorokrél nem all rendelkezésiinkre informécio.

Mivel egészséges emberekben a Curvularia torzsek leggyakrabban allergias
megbetegedésekkel hozhatok Osszefliggésbe, az allergének meghatérozasara is iranyultak
kutatadsok, amelyek sordn azonositottak példaul a kordbban méar emlitett Cur | fehérjéket
(Gupta és mtsi. 2004, Sharma és mtsi. 2011) és az alkohol dehidrogenazt is (Nair és mtsi.
2011).

3.4 A Curvularia lunata lehetséges virulencia faktorai

A human fert6zésekhez kotheté virulenciafaktorokrol nincs adatunk, azonban a
gombafaj szamos, a novények fertdzésében szerepet jatszo virulenciafaktorat azonositottak.
Ide tartozik példaul a nem gazda specifikus furanoid toxin (Liu és mtsi. 2009) és a melanin
bioszintézise (Xu és mtsi. 2007), amely szintetikus Utvonalakban a brnl gén altal kédolt
enzim szerepet jatszik (Liu és mtsi. 2011). Virulenciafaktorként azonositottak példaul a cim1
(Wang és Chen 2011) és clkl1 (Gao és mtsi. 2013) gének altal kodolt mitogén aktivalt protein
kinazokat (MAPK), a CIPKS18 poliketid szintazt (Gao és Chen 2017a) vagy a ClVelB velvet
fehérjét (Gao és mtsi. 2017).
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3.4.1 A melanin szerepe a patogenezisben

A melaninok a pigmentek egy diverz csoportjat alkotjak, amelyek fenolos vegyuletek
hidroxilacidjaval és polimerizaciojaval jonnek 1étre. Szintézisiik alapjan harom f6 csoportot
kilénboztetlink meg: i) a fekete vagy barna eumelaninok, amelyek szintézise soran a tirozin
ciklizaciojaval o-dihidroxifenilalanin (DOPA) és dopakinon keletkezik és ezek tovabbi
ciklizacios 1épéseken mennek keresztiil, i1) a pirosas szinli feomelaninok, amelyek szintézise
az eumelaninokeéhoz hasonlo, azonban a DOPA ebben az esetben ciszteinizalodik, valamint
iii) az allomelaninok, amelyek di- vagy tetrahidroxinaftalén molekuldk oxidéacidjaval és
polimerizaciojaval keletkeznek a pentaketid Utvonalon (2. abra) valtozatos szinii polimereket
hozva létre (Plonka és Grabacka 2006).

A C. lunata dihidroxinaftalén (DHN) melanint szintetizal, amely a konidiumokban és
a hifékban is megtaldlhaté (Lanisnik és Wheeler 2003), mig az A. fumigatus DHN-melanin
és az ugyancsak az allomelaninok kdzé sorolhat6 piomelanin szintézisére képes, amely csak
a konidiumok faldban halmozddik fel (Heinekamp és mtsi. 2012). A DHN-melanin
bioszintetikus Gtvonala kémiailag gatolhaté példaul triciklazollal vagy Pyroquilon-nal
(Wheeler és Klich 1995). A ticiklazol kis koncentracioban (1ug/ml) gatolja az 1,3,8-tri-HN

vermelonna torténé atalakitasat, magasabb koncentraciéban (10ug/ml) az 1,3,6,8-tetra-HN

=z 7

acetat melanin

l T

OH OH OH OH OH OH
— @ﬁ — “ b@
HO OH HO
1,3,6,8-tetra-HN szkitalon 1,3,8-tri-HN vermelon

2. dbra: A C. lunata és az A. fumigatus altal is termelt DHN-melanin szintézisének Gtvonala. HN:
hidroxinaftalén; DHN: dihidroxinaftalén

A mikroorganizmusok esetében a melaninok szamos funkciot ellathatnak. Kornyezeti
hatasokkal szemben hatékony védelmet nyujthatnak: a melanizalt Sporothrix schenckii
konidiumai az UV besugarzéssal szemben ellenallébbak, mint a nem melanizalt konidiumok

(Romero-Martinez és mtsi. 2000).
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A pigmentek virulenciafaktorként bet6ltott szerepét tobb organizmusnal is vizsgaltak.
Wang és munkatarsai (1995) kisérleteiben a Cryptococcus neoformans esetében a melanin
hianya virulencia csokkenést eredmenyezett, a melanizalt térzsek ellenallobbak voltak az
oxigén és nitrogén gyokokkel szemben, valamint a pigment a fagocitdzis gatlasaban is
szerepet jatszott. A melanin antioxidans kapacitasat egyéb melanizalt gombaék, pl. Exophiala
dermatitidis és Alternaria alternata, esetében is bizonyitottak (Jacobson és mtsi. 1995). A
melanin hidrogén-peroxid (H202) és hipoklorossav (HOCI) semlegesit6 hatasat példaul A.
nidulans esetében is igazoltak (de Cassia és Pombeiro-Sponchiado 2005). Az E. dermatitidis
altal termelt melanin a neutrofil granulocitidk fagocitozisat vagy oxidativ folyamatait nem
befolyasolta, azonban szerepet jatszott a fagolizoszoman belili tulélésben (Schnitzler és mtsi.
1999). C. neoformans és Histoplasma capsulatum esetében a melanin csokkentette az
amfotericin B-vel és kaszpofunginnal szembeni érzékenységet (van Duin és mtsi. 2002). A
melanin azonban nem csak a tulélést segitheti, hanem a felismerés célpontja is lehet. Az A.
fumigatus spoérafaldban talalhaté melanint a mieloid sejtek MellLec receptora képes
felismerni, amely szerepet jatszik a gombaellenes folyamatok indukcidjaban (Stappers és
mtsi. 2018).

3.4.2 A haloperoxidaz enzimek jellemzeése és szerepe

A peroxiddz enzimek majdnem minden élélényben megtalalhatok, oxidativ reakciokat
katalizalnak, amelyekhez elektron akceptorként kiilonb6zd peroxidokat hasznalnak fel.
Lehetnek hem és nem-hem fehérjék A fébb csoportokat a 3. abra szemlélteti. A hem
peroxidazok tobbsége két nagyobb csaladba sorolhatd, az egyikbe féleg névényekben,
baktériumokban ¢és gombdakban eléforduld enzimek tartoznak, a masikban féleg allati
peroxidazok talalhatdk. Ezen kivil 4 Kisebb csaladot is elkilonitenek, ezek a katalazok, a di-
hem citokrém C peroxidazok, a Dyp-tipusu peroxidazok és a hem-haloperoxidazok. A nem-
hem peroxidazok 6t fliggetlen csaladba sorolhatok, melyek kdzil az egyik a haloperoxidazok

csoportja (Koua és mtsi. 2009).
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3. abra: A peroxidazok f6bb csoportjai (Koua et al. 2009).

A haloperoxidazok halidok oxidaciojat végzik hidrogén peroxid felhasznalasaval
(Butler 1998). Az enzimek tartalmazhatnak fémiont az aktiv centrumban, amely lehet hem-
csoport vagy vanadium, de fémion nélkdli aktiv centrummal is rendelkezhetnek. A harom
csoport kismértékli szekvencia-homoldgiat mutat (Conesa és mtsi. 2002).

A vanadium haloperoxidazok egy vanadat iont tartalmaznak a fémion centrumban és
az altaluk oxidalt legelektronegativabb ion alapjan csoportosithatok. A kloroperoxidazok
(CPO) klorid, bromid és jodid ionokat is képesek felhasznalni, mig a bromoperoxidazok csak
bromid és jodid ionokat (Winter és Moore 2009). Gombak esetében a vanadium
kloroperoxidazoknak a névényi sejtfal bontasaban tulajdonitanak szerepet. Az enzimek
lignocelluloz oxidaciojaval elésegitik a gomba novényi sejtbe torténd bejutasat, ezaltal
virulenciafaktorként szamontartottak (Butler és mtsi. 2001, Wever és Hemrika 2001).

A C. lunata-val kdzeli rokon C. inaequalis nem-hem kloroperoxidazat (CPO) 1987-
ben irtak le el6szor (Liu és mtsi. 1987), majd van Schijndel és munkatarsai (1993) vanadium
Kloroperoxidazként azonositottdk. Az enzim monomer szerkezetii, a kdzponti egyseg ket 4
darab a-hélixbél allo kotegbe rendezddik a harmadlagos szerkezetben (Messerschmidt és
Wever 1996). A vanadat-ion a His**® aminosav nitrogén atomjahoz, valamint négy nem
fehérje eredetli oxigén atomhoz kotddik trigonalis bipiramis szerkezetben (Messerschmidt és
mtsi. 1997), a negativ toltést az Arg®® aminosav kompenzalja (Macedo-Ribeiro és mtsi.
1999). A kotéhelyet a 4. abra illusztralja.
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4. abra: A C. inaequalis kloroperoxidaz vanadium kotéhelye. (Winter and Moore 2009)

A Katalitikus aktivitasért a His*** aminosav felelds. A halid kotését valosziniileg a
Phe3¥” és Trp*? végzik (Hasan és mtsi. 2006). Ezen haloperoxidaz esetében a katalaz
aktivitas nem volt kimutathaté (Fernandez-Fueyo és mtsi. 2015), ami altalanosan elmondhato
a vanadium kloroperoxidazokrol (Renirie és mtsi. 2009).

A gomba hem peroxidazok egy protopofririn 1X (hem b) kofaktort tartalmaznak. A
hem csoport egy N-terminalis és C-terminalis helix kozott helyezkedik el (Conesa és mtsi.
2002). Ezek a haloperoxidazok altaldban rendelkeznek katalaz aktivitassal (Renirie és mtsi.
2009, Sun és mtsi. 1994).

A fémion mentes haloperoxiddzok szerkezetét példaul Pseudomonas fluorescens,
Streptomyces aureofaciens és Streptomyces lividans esetében vizsgaltdk. A S. aureofaciens
kloroperoxidaza az észterdz/lipaz enzimek nagyobb csoportjaba tartozik (Hecht és mitsi.
1994). A P. fluorescens és S. lividans kloroperoxidazok specifikus halid kotohelye
valészintileg hianyzik (Hofmann és mtsi. 1998).

A gomba haloperoxidazok virulenciaban betoltétt szerepét human patogének esetében
még nem vizsgaltak, viszont mivel az enzimek maguk is szerepet jatszanak reaktiv
oxigéngyokok termelésében, jelenlétik a gombaban feltételezi a ROS-okkal szembeni
hatékony védelmi mechanizmus meglétét. Néhany haloperoxidaz katalaz aktivitassal is

rendelkezik, a H2O2 semlegesitésében is szerepet jatszhatnak.

17



35 Az A. fumigatus altalanos jellemzése és az Altala okozott

megbetegedések

Az A. fumigatus az Aspergillus nemzetség Fumigati szekcidjaba tartoz6 szaprotrof
fonalas gomba, amelynek természetes ¢l6helye a talaj. Boségesen sporazik, sporai 2-3 pm
atméréjiek, szinte mindenhol megtalalhatok a levegében (Mullins és mtsi. 1976), ezert
leggyakrabban belégzés atjdn jutnak be az emberi szervezetbe. Kis méretiiknek
koszonhet6en konnyen elérik az alveolusokat. A belélegzett konidiumokat immunkompetens
egyenekben hatékonyan eliminaljak az immunsejtek, azonban immunszuppresszalt vagy
immundefficiens betegekben akar haldlos kimenetelli invaziv fert6zések kialakitasara is
képesek (Latge 1999).

A tiidot érinté megbetegedések koziil kolonizacid nélkiil asztma, allergids szinuszitisz
alakulhat ki, amely a sporakkal szembeni erdteljes kitettséggel hozhato 6sszefiiggésbe. Ha a
gomba micéliuma is jelen van a légzdszervrendszerben, allergids bronchopulmonaris
aszpergillozis, aszpergilloma vagy invaziv aszpergillozis alakulhat ki. Ezen kivil az A.
fumigatus egyéb testtajakon is okozhat fertézést, pl. a béron, a hasliregben, a vesékben, vagy
a szemben (Latge 1999).

3.6 A gombak elleni természetes immunvalasz — effektor sejtek

A természetes immunvalasz az immunrendszer elsddleges védelmi vonala. Ennek
kialakitasaban rész vesznek fizikai gatak, mint a bOr vagy nyalkahartya, amelyek
megakadalyozzak a mikroorganizmusok bejutasat a szervezetbe, a komplement rendszer
elemei, amelyek segitik az immunsejtek altali felismerést, valamint maguk az effektor sejtek,
amelyek egymassal is egyiittmiikodve képesek a mikroorganizmusok eliminéléséara, valamint
az adaptiv immunvalasz aktivalasara (Ghuman és Voelz 2017). A természetes immunvalasz
sejtjei koze tartoznak a monocitak, makrofagok, neutrofil granulocitak, dendritikus sejtek,
hizosejtek, bazofil és eozinofil granulocitak valamint az epitél sejtek (5 abra). Ezek kozil
hivatasos antigénprezentald sejtek a makrofagok és a dendritikus sejtek, azonban mindegyik
sejttipus képes antigén bemutatdsara, amellyel a T sejtek differenciacidjat indukaljak
(Murphy és mtsi. 2008).
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5. &bra: A velesziletett és az adaptiv immunitas sejtjei.

A fonalas gombak elleni immunvéalasz modellezésére leggyakrabban az A. fumigatus-
t hasznaljak (Park és Mehrad 2009, Heinekamp és mtsi. 2015), azonban a felbukkano
fertdzéseket okozo fajok koziil is egyre tobbet bevonnak a kutatasokba. Ezen fajok kozott a
Mucorales rend képvisel6i (Ghuman és Voelz 2017) és a Scedosporium fajok (Roilides és
mtsi. 2009, Kaur és mtsi. 2019) altal kivaltott immunvalaszrol all rendelkezésre nagyobb
mennyiségii informacio.

Mivel a dolgozat a monocitak, makrofagok és neutrofil granulociték C. lunata-ra
adott valaszat vizsgalja, a tovabbiakban ez a harom sejttipus kertl bemutatasra.

3.6.1 Monocitak

A monocitdk a vérben talalhato, csontvel6i eredetli leukocitak, amelyek a mieloid
utvonalon jonnek létre. Funkcionalisan a fagocitozisra vald képesség, antigénprezentacio és
citokintermelés jellemzi 6ket (Ziegler-Heitbrock 2015). A monocitak szubpopulacioit CD14
és CD16 markerek alapjan kilonitjik el. A klasszikus monocita sejtek a CD14 molekulat
erosen expresszaljak, a nem klasszikus monocitdkra viszont a CD16 marker erdsebb
kifejezése jellemz6. A két molekulat egyenlé mennyiségben expresszalo sejteket a koztes
fenotipust alpopulacioba soroljak (Ziegler-Heitbrock és mtsi. 2010). Egérben a klasszikus
és nem-klasszikus populacidk ugyanugy megtalalhatok, amelyek a CD115, CD45 és Ly6C
markerek alapjan kiilonithetdk el (Ingersoll és mtsi. 2010).

Fagocitozis utan a monocitak az antigéneket MHC molekulan keresztiil mutatjak be.

crer

adaptiv immunrendszert. A T sejtek differenciacidjanak szabalyozasaval helper, citotoxikus,
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de akar regulator T sejtek proliferaciojat is elosegithetik (Augier és mtsi. 2010, Jakubzick és
mtsi. 2017).

A monocitak aktivaciojat mikrobidlis, gyulladasos vagy egyéb patoldgias szignalok
indukélhatjak (lvanova és Orekhov 2016). A mikrobidlis szignalok kozé tartoznak tobbek
kozott a gomba PAMP-ok (patogén-asszocidlt molekularis mintazat) is, amelyek
felismerésében elsésorban a Toll-like receptorok (TLR) vagy C-tipust lektin receptorok
(CLR) jatszanak szerepet (Lauvau és mtsi. 2015). Az aktivacios szignal elinditja a monocitak
CD14"* monocitdk az érfalon valdé &tlépés utan tobbféle utvonalon fejlédhetnek:
differencialodhatnak makrofagokkad vagy dendritikus sejtekké (Plantinga és mtsi. 2013,
Tamoutounour és mtsi. 2013, Jakubzick és mtsi. 2017) (6. abra), de akar fenntarthatjak a
monocita allapotot is (Jakubzick és mtsi. 2013, Jakubzick és mtsi. 2017).

Erfal

HF} Makrofag

Mikrobialis szignal \ 07‘ : g
Gyulladésos szignal == %

Patoldgids szigndl MOHOCita/

/

Dendritikus sejt

6. abra: A monocitak aktivaciojanak és differenciacidjanak folyamata. A monocitadk a szignalok
hatdsara az érfalon keresztil a szovetek kozotti térbe Iépnek, majd ott differenciadlédnak
(https://slideplayer.hu/slide/2108693/).

A monocitak differenciacidja soran tobbek kdzott az endotél sejtekkel vald kapcsolat
kialakitasahoz szikseges fehérjék jelennek meg a sejtek felszinén. llyen fehérjék az
integrinek, amelyek a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasan (Hynes 1987) kivil a fagocitozissal
Osszefiliggd jelatvitelben is szerepet jatszanak (Aplin és mtsi. 1998). A primer monociték
makrofagga torténd differencialodasa soran a CD1la, CDI11b ¢és CDIllc molekuldk

expresszidja emelkedik meg, mig dendritikus sejtté valo differencidlodasnal a CD11b és
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CD11c expresszidja n6 meg. A dendritikus sejteken a CD11a expresszidja is megmarad
(Ammon és mtsi. 2000).

A monocitdk a kemokin receptorok koziil elsdsorban a CCR1, CCR2 és CCRS
molekulakat expresszaljak, amelyek az infiltraciot kivaltd kemokinek kotéséért feleldsek
(Yang és mtsi. 2014). Az érés sordn a CCR2 molekula mennyisége csokken, amely
transzkripcids szinten is kimutathatd (Phillips és mtsi. 2005).

3.6.1.1 A monociték szerepe a patogén fonalas gombak elleni védekezésben

A monocitak A. fumigatus-ra adott valasza fugg attdl, hogy a gomba milyen forméaban
van jelen a szervezetben. A konidiumok jelenléte ugyan valt ki fagocit6zist, de a citokin és
kemokin kddolé gének expresszitjat nem indukélja. Ezzel szemben a csiratomlé
megjelenése, valamint a hifék jelenléte ezen gének expresszidjat valtja ki (Loeffler és mtsi.
2009).

Az A. fumigatus okozta léguti megbetegedések esetén a monocitak altal kozvetitett
védekez6é mechanizmusok elengedhetetlenek a gomba eliminalasaban. A monocitak és a
monocita eredeti dendritikus sejtek fokozzak a neutrofilek 61ési képességét a konidiumokkal
szemben (Espinosa és mtsi. 2014), valamint a T sejtes valasz szabalyozasaban is részt
vesznek (Rivera és mtsi. 2011). A monocitak fagocitdzis utan NADPH-oxidaz dependens
utvonalon kozvetlendl is képesek a belélegzett Aspergillus konidiumok 6lésére (Jhingran és
mtsi. 2012, Espinosa és mtsi. 2014). A CD14+ sejtek gatoljak a gombasejtek ndvekedését,
mig a CD16+ sejtek inkabb a citokintermelésben (TNF-a, IL1) jatszanak szerepet, azonban

a citokin szekrécio csak €16 konidiumok jelenlétében valosul meg (Serbina és mtsi. 2009).
3.6.2 Makrofagok

A makrofagok a szovetekben taldlhatdo mieloid eredetli immunsejtek, amelyek az
idegen anyagok, elpusztult sejtek eltakaritasat, valamint gyulladasos szignal jelenlétében
egyéb immunsejtek toborzéasat végzik. A professzionalis fagocitdk kdzé sorolhatok, a
patogének jelenlétét TLR, NOD-like és C-tipusu lektin receptorokon keresztiil érzékelik
(Akira és mtsi. 2006, Murray és Wynn 2011). Szoveti elhelyezkedésiik szerint
csoportosithatjuk 6ket, funkcidjukat a szoveti kornyezet is befolyasolja. Példaul a bélfalban
talalhato makrofagok a dendritikus sejtekkel egylittmiikodve alakitjadk ki a bélfloraval

szembeni toleranciat, a lép marginadlis zdénajanak makrofagjai az immunsejtek
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szuppresszidjat vegzik az apoptotikus sejtekkel szemben (McGaha és mtsi. 2011, Murray €s
Wynn 2011). A szoveti makrofagok egy része, foleg gyulladasos koriilmények kozott, a
mint a Kupffer-sejtek vagy az alveolaris makrofagok mar magzati korban a szovetek kozé
vandorolnak és helyben proliferalédnak (Yona és mtsi. 2013)

A szoveti makrofagok a klasszikus (M1) és alternativ (M2) utvonalon aktivalédhatnak.
Az M1 makrofagok proinflammatorikus funkcioju sejtek, amelyek a Thl-es valaszt, mig az
antiinflammatorikus M2 sejtek a Th2-es valaszt indukaljak. Az M1 fenotipus kialakulasat
tobbek kozt a TLR ligandok &ltali aktivacio eredményezheti. llyen ligand pl. a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranjaban talalhato lipopoliszacharid (LPS), amely a TLR4-hez
kotédik (Nau és mtsi. 2002). Az M2 fenotipus tovabbi csoportokra bonthat6. Az M2a tipusu
sejtek a Th2 sejtek &ltal aktivalt makrofagok, amelyek kialakuldsa a Th2 sejtekbdl
felszabadul6 1L4 és IL13 citokinektdl fiiggd folyamat (Martinez és mtsi. 2013). Az M2b
csoportba tartoz6 sejtek immunkomplex (antigén és ellenanyag kdlcsonhatasa) és TLR ligand
kombinalt szignal jelenlétében figyelhetok meg. Az M2c, vagy immunregulator sejtek
kialakulasat az IL10 jelenléte valtja ki (Park-Min és mtsi. 2005, Martinez és Gordon 2014).

3.6.2.1 A makrofagok szerepe a patogén fonalas gombak elleni védekezésben

A makrofagok a fonalas gombak sporait, konidiumait fagocitaljak, majd intracellularis
mechanizmusokkal kérositjak, azonban ezen antifungélis mechanizmusok az egyes fajokkal
szemben eltér6 lehet. A Rhizopus fajok fagocitalt sporainak csirazéasat a sejtek vaséheztetés
utjan gatoljak, ugyanis a fertézés soran a vas sejten beliili transzportjahoz és eloszlasahoz
kothetd gének transzkripcios valtozasat figyelték meg (Andrianaki és mtsi. 2018), az A.
fumigatus konidiumok 6lése viszont fagolizoszOma savasodasaval és intracellularis oxidativ
utvonalon torténik (Ibrahim-Granet és mtsi. 2003, Philippe és mtsi. 2003).

Az A. fumigatus spérak leggyakrabban belégzéssel kerlilnek a szervezetbe, ezért a
spérak eliminalasaban az alveolaris makrofagoknak elengedhetetlen szerepe van. A nyugvo
konidiumokat a sejtek fagocitaljak, azonban citokinek eés reaktiv oxigénfajtdk (ROS)
szekrécidjat ez a forma nem véltja ki (Gersuk és mtsi. 2006), az intracellularis Olési
mechanizmusok aktivacidja a duzzadt konidiumok megjelenésekor torténik meg (Philippe és

mtsi. 2003). A fagocitdzis indukcidjaban a Dectin-1 és a TLR2 receptorok jatszanak szerepet
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(Luther és mtsi. 2007). Erdekes médon a konidiumok a makrofagok alternativ Gtvonald
polariz&cidjat indukaljak (Bhatia és mtsi. 2011). A makrofagok géatoljdk a neutrofil
funkciokat a konidiumok jelenlétében (Rosowski és mtsi. 2018). A nem fagocitalt duzzadt
és csirazo konidiumok mar indukaljék a citokinek és a ROS szekrécigjat (Gersuk és mtsi.
2006), azonban a sejttipus els6édleges feladata a konidiumok eliminalasa (Schaffner és mtsi.
1982).

3.6.3 Neutrofil granulocitak

A neutrofil granulocitak csontvel6i eredeti sejtek, amelyek folyamatosan termelddnek
a mieloid prekurzor sejtekb6l (Borregaard 2010). Emberben a kering6 leukocitak 50-70%-at
teszik ki (Mestas és Hughes 2004). 7-10 um atmér6jii, szegmentalt sejtmagu sejtek, amelyek
citoplazméajdban szamos granulum és szekretoros vezikula talalhatd (Borregaard 2010). A
granulumok harom csoportba oszthatok: i) azurofil (els6dleges) granulum, amely
mieloperoxidaz enzimet (MPO), specifikus protedzokat és defenzineket tartalmaz; ii)
specifikus (masodlagos) granulum, amelyben tobbek kozétt laktoferrin és zselatindz
talalhato; iii) zselatindz (harmadlagos) granulum, amely a métrix metalloproteindz 9 enzimet
tartalmazza (Faurschou és mtsi. 2002, Borregaard 2010, Hager és mtsi. 2010).

A neutrofilek a patogéneket intra- és extracellularis Utvonalakon is képesek eliminalni.
Azt, hogy melyik utvonal aktivalodik a patogén mérete is befolyasolja: a kis méret
fagocitézist és intracellularis 6lést, a nagy méret extracellularis 6lési mechanizmusokat
indukal (Warnatsch és mtsi. 2017). A patogén bekebelezése utan a neutrofil sejtek NADPH-
oxidaz fiiggd ROS termeléssel és a granulumokbol az antimikrobidlis peptidek fagoszomaba
uritésével karositjak a mikroorganizmust (Borregaard 2010, Hager és mitsi. 2010). Az
extracellularis 6lési mechanizmusban is szerepet jatszik a ROS és a granulumokbol
felszabadul6 enzimek altali kérositas (degranulécié), valamint az extracellularis csapda (NET
- neutrophil extracellular trap) formalas is (Brinkmann és mtsi. 2004, Papayannopoulos €és
Zychlinsky 2009) (7. abra).
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7. dbra: A neutrofil granulocitak effektor funkcidi: fagocitozis, degranuldcié és NET formalas
(Kolaczkowska és Kubes 2013).

A NADPH-oxidaz fiiggé ROS termelés, az oxidativ burst folyamataban a
membrankotott NADPH-oxidaz elektront vesz fel a citoplazmatikus NADPH-t6l, amelyet
molekularis oxigénhez kot szuperoxid gyokot (0.7) hozva létre, amely gyors reakcidban
spontan vagy szuperoxid dizmutaz (SOD) altal H.O,-da alakul (Babior és mtsi. 2002, Bedard
és Krause 2007). Ezutan a MPO HOCI-t hoz létre a H,O> felhasznalasaval (Klebanoff 1999,
Klebanoff 2005). Emellett a MPO a O, kdzvetlen felhasznalasaval szinglet oxigén (A'O»)
eléallitasara is képes (8. abra) A HOCI ezutan képes reakcidba Iépni a H2O2-dal és szinglet

oxigént vagy peroxil gyokoket Iétrehozni (Miyamoto és mtsi. 2006).

8. dbra: Az oxidativ burst folyamata. (Nguyen, Green and Mecsas 2017). A'O,: szinglet oxigén; H.O.:
hidrogén peroxid; MPO: mieloperoxidaz; NADPH: Nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat; O,
szuperoxid gyok; OH™: hidroxil gyok; SOD: szuperoxid dizmutaz;
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A NADPH-oxidaz komplexre szamos receptoron keresztili jelatvitel hathat. Ezek
kozil a legtdbb G-protein kapcsolt receptorrdl (GPCR), a TLR-ekr6l és a citokin
receptorokrol érkezd szignal elsédleges impulzusként szolgal a sejteknek, felkésziti a
masodik szignalra adott erbteljes valaszra. Ezek a jelatviteli folyamatok nem indukalnak O,
termelést, azonban az enzimkomplex egy-egy tagjanak foszforilacidjat, transzlokacidjat
szabalyozhatjdk Az Fc receptorok (opszoninokat koté receptorok) €s integrin receptorok
(mint pl. a CR3) jelatviteli folyamatai azonban kozvetlenul képesek aktivalni a NADPH-
oxidazt, igy O, termelést valtanak ki (Nguyen és mtsi. 2017).

A MPO érett forméban tarolddik a neutrofilek azurofil granulumaiban. A sejtek
receptorokon Keresztiili aktivacidja utdn az enzim sejtb6l vald kijutasa torténhet
degranulécidéval, apopt6zis/nekrézis kovetkezteben (Bentwood és Henson 1980, van der
Veen és mtsi. 2009, Odobasic és mtsi. 2013) vagy a NET képzés velejardjaként (Kessenbrock
és mtsi. 2009). A mar targyalt enzimatikus aktivitdson kivil az MPO nem-enzimatikus
szabalyoz0 szerepet is betolt. Proinflammatorikus hatasa, hogy autokrin médon aktivalhatja
a neutrofil granulocitakat (Lau és mtsi. 2005), azonban egyéb leukocitak toborzasat is végzi
azok CD11b/CD18 receptorain keresztul (Johansson és mtsi. 1997). Az enzimatikusan
inaktiv MPO az endotél sejtekben az IL6 és IL8 citokinek termelését indukalja (Lefkowitz
és mtsi. 2000).

Az extracellularis effektor funkciot ellatdo NET legf6bb osszetevije a sejtek DNS-e, de
tartalmaz a granulumokbol felszabadul6 fehérjéket, mint példaul elasztazt, mieloperoxidazt
vagy lektoferrint is. A neutrofilek baktérium- (Brinkmann és mtsi. 2004) és gombao16 (Urban
és mtsi. 2006) mechanizmusaiban is van szerepe.

A NET képzés szabalyozasa kevésbé ismert. A legtobb kutatads szerint a hal6zat
megjelenése fiigg a ROS képzéstél (Fuchs és mtsi. 2007), de ezek a kutatasok foképp az
intracellularis ROS altali szabalyozasra vonatkoznak (Stoiber és mtsi. 2015). Megfigyeltek
ROS fliggetlen NET képzést (Arai és mtsi. 2014) és a csapda hianyat ROS jelenlétében is.
Tehat a ROS valoszintileg sziikséges, de nem egyedli szabalyozoja a NET megjelenésének
(Yost és mtsi. 2009). Nishinaka és munkatarsai (2011)eredményei alapjan a szinglet oxigén
a NET képzés legfontosabb inducere, azonban mas kutatasok ennek a hipotézisnek ellent
mondanak: a pH valtozas befolyasolja a neutrofil funkciokat, igy a NET kialakulasat: az
intra- és extracellularis savasodas gatolja a ROS termelést, ezéltal a NET képzést, azonban
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savas kornyezetben is indukalhaté a NET kialakulasa H2O2 hozzdadasaval (Behnen és mtsi.
2017), tehat a H20: is szerepet jatszik a szabalyozésban.

Nem csak a ROS-ok valthatnak ki NET képzést, hanem egyes gyulladasos citokinek,
mint az IL8, TNFa (Keshari és mtsi. 2012) vagy mikrobialis szignalok, mint az LPS
(Brinkmann és mtsi. 2004) jelenléte is képes indukalni azt. Feltételezik tovabba, hogy a
halozat megjelenése fiigg a patogén méretétdl is, ugyanis a Dectin-1 receptoron keresztili
fagocitdzis gatolja a kialakulasat (Branzk és mtsi. 2014). Egyes esetekben, példaul Candida
albicans jelenlétében, megfigyelték, hogy az MPO is szabalyozza a NET kialakulasat
(Metzler és mtsi. 2011). Ezt az 0Osszefliggést azonban Staphylococcus aureus vagy
Escherichia coli esetében nem tamasztottak ala (Parker és mtsi. 2012)

A neutrofil granulocitak, akarcsak a monocitdk és makrofagok, CLR és TLR
receptorokon keresztiil ismerik fel a gombasejtfali mintazatokat (Thomas és Schroder 2013).
A TLR2 és TLR4 receptorok részt vesznek a H20> termelés indukcidjaban. A TLR4 receptor
a neutrofilek élettartamanak szabalyozéasaban is szerepet jatszik, a stimulacio elnyujtott
neutrofil talélést eredményez a szignal megjelenését kovetd rovid iddszakban, amely egy
NF-kB altal kozvetitett Gtvonalon zajlik, azonban a hosszu tavu élethossz-szabalyozas mar a
monocitak feladata (Sabroe és mtsi. 2003). A sejtek felszinén jelen 1évé Fc receptorok is
fontosak az opszonizalt (ellenanyaggal vagy komplementfehérjékkel megjeldlt) patogének

felismerésében (Dale és mtsi. 2008).
3.6.3.1 A neutrofil granulocitak szerepe a patogén fonalas gombak elleni védekezésben

Tekintettel arra, hogy a neutropénias vagy neutrofil funkcidban sérilt betegeknél az
invaziv aszpergillozis kialakuldsa igen gyakori, a neutrofilek A. fumigatus-sal szemben
betoltott kulcsfontossagh védekez6 szerepe régota ismert (Young és mtsi. 1970, Cohen és
mtsi. 1981). A feohifomiko6zisok, ezen belil a disszeminélt Curvularia fertézések
kialakulasdban is kockdzati tényezot jelent a neutropénia, a fertézést kovetden a neutrofil
funkcio helyreallitasa pedig noveli a tulélés esélyét (Ben-Ami és mtsi. 2009).

A neutrofil granulocitdk az Aspergillus konidiumokat és hifakat kiilonb6zé modon
ismerik fel (9. abra). A konidiumokat opszonizacio nélkul is képesek fagocitalni a CR3
receptoron keresztiil, amelyek csirdzasat nem oxidativ folyamatokon keresztiil gatoljak. A

csirazas gatlasa foképp a laktoferrinek altali vaskotés kovetkeztében torténik. A hifak
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felismerése opszonizaciohoz kotott, Fc receptoron keresztil torténik. Azok 6lésében nagy
szerepe van az oxidativ folyamatoknak (Gazendam és mtsi. 2016).

A B

0

9. dbra: A) Az A. fumigatus konidiumok altal kivaltott jelatviteli folyamat, amely nem oxidativ 6lési
mechanizmust indukal, B) a hifak felismerését koveto jelatviteli folyamat, amely az oxidativ burst
indukalasahoz vezet (Gazendam és mtsi. 2016). CR3: komplement receptor 3; FCyR: FC gamma
receptor; H,O,: hidrogén peroxid; HOCI: hipoklérossav; 1gG: immunoglobulin G; MPO:
mieloperoxidaz; PI3K: foszfoinozitid 3-kinaz; PKC: protein kinaz C; SYK: Spleen tirozin kinaz.

Clark és munkatarsai (2018) eredményei alapjan a CR3 receptor valdsziniileg a hifak
felismerésében is szerepet jatszik, ugyanis a NET képzés szabalyozésaval is 6sszefliggésbe
hozhatd, valamint a B-glikan a receptoron keresztiil a ROS képzeést is indukalja. Ebben a
kisérletben a Dectin-1 szerepe a felismerésben nem volt bizonyithatd. Egy mésik tanulmany
szerint azonban a Dectin-1 knockout egerekbél szarmazd neutrofilek NADPH-oxidaz
komplex aktivacioja duzzadt és csirdz6 konidiumok jelenlétében elmaradt, 6lési képességuk
csokkent (Werner és mtsi. 2009).

A Dectin-1 receptornak valdszintileg fontos szerepe van a Curvularia fajok
felismerésében is, hisz a Dectin-1-hez kotott jelatvitelben is szerepet jatsz6 CARD9 fehérje
hianya vagy helytelen miikddése kockazati tényezOként szerepel az ezen gombdk altal
okozott feohifomikozisok kialakulasaban (Wang és mtsi. 2018).

A kronikus granulomatozus betegségben (CGD) szenvedék NADPH-oxidaz funkcio
hianyaban elégtelen neutrofil valasszal rendelkeznek (Arnold és Heimall 2017). A CR3
receptor a CGD-s betegek esetében is szerepet jatszik a gomba felismerésében, ebben az
esetben azonban nem-oxidativ 6lési mechanizmusokat aktival (Gazendam és mtsi. 2016).
CGD esetén nem figyelheté meg NET formalas (Fuchs és mtsi. 2007). Ezekben a betegekben
a halalozas egyik f6 oka az invaziv aszpergillozis (Winkelstein és mtsi. 2000, Seger 2008).
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A NADPH-oxidaz génterdpids komplementaldsa helyredllitotta a NET képzést, igy a
neutrofilek képesek voltak eliminédlni az A. nidulans spérékat és hifakat (Bianchi és mtsi.
2009).

A NET 6lési mechanizmusban bet6ltott szerepe Aspergillus esetében ennek ellenére
kérdéses. McCormick és munkatarsai (2010) tanulménya alapjan a NET szerepet jatszik a
gomba novekedésének gatldsdban, azonban Gazendam és munkatarsai (2016) nem
tapasztaltak valtozast az 6lési hatékonysagban A. fumigatus-szal szemben akkor sem, ha a
NET kialakulasat gatoltak.

3.7 A THP-1 sejtvonal — a monocita-makrofag sejtek modellrendszere

A THP-1 sejtvonal egy spontan immortalizaloédott monocita szerli sejtvonal, amelyet
egy leukémias gyermek periférias vérébol izolaltak. Fagocitdzisra képes sejtek, HLA
tipizalas alapjan HLA-A, HLA-B és HLA-DR antigén talalhato a felszinikon (Tsuchiya és
mtsi. 1980). A monocita allapoti THP-1 sejt a CD14 markert kis mennyiségben expresszalja
(Bosshart és Heinzelmann 2016).

A HLA-DR gén altal kddolt MHC Il molekula részt vesz az antigén prezentacioban,
valamint altala nyomon kovethetd a sejtek aktivaltsagi allapota is (Baqui és mtsi. 1999). A
sejtvonal esetében a HLA molekuldk kozul a HLA-DR expresszidja konstitutiv, mig a DP és
DQ IFN-y dependens (Yunis és mtsi. 1989). Az aktivalodas detektaldsara a CCR2 molekula
szintén alkalmas, hiszen a monocita allapotd THP-1 sejtek makrofaggd torténd
mintézatot mutatja. A CCR1 mRNS szintii alulszabalyozasa nem mutathato ki a THP-1 sejtek
differenciaciojakor (Phillips és mtsi. 2005). A sejtvonal a monocitadk adhéziés molekulait is
expresszélja, az ITGAL (CD11a), ITGAM (CD11b), ITGAX (CD11c) integrinek vizsgalata
szintén kovetkeztetni enged a sejtek aktivaltsagi allapotara (Baqui és mtsi. 1999).

A monocita sejtek érett makrofag fenotipusu sejtté differencialtathaték forbol-12-
mirisztat-13-acetat (PMA) vagy 1,25-dihidroxivitamin D3 (VDz3) hasznalataval (Schwende
és mtsi. 1996).

A THP-1 sejtek monocita és makrofag allapotban is képesek citokinek és kemokinek

termelésére (Schutte és mtsi. 2009). A sejtvonal gyakran hasznalt modellje a monocita és
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makrofag funkciok vizsgalatanak (Chanput és mtsi. 2014), gomba-immunsejt interakciok
tanulméanyozéséra is hasznéljak (Thuer és Gabaldon 2017, Hymery és mtsi. 2017)

3.8 A neutrofil granulocitdk modellrendszerei

Mint minden sejttipusnal, a neutrofil granulocitdk modellezéséhez is hasznalhatok a
vérbdl izolalt primer sejtek, vagy rendelkezésre allnak immortalizalt sejtvonalak is (pl. HL-
60, NB4). Mindkét modellrendszernek vannak erdsségei és gyengeségei. A sejtvonalak nem
minden funkcidban azonosak a primer sejtekkel, viszont konnyebben hozzaférheték. A
primer sejtek funkciojat ugyanakkor befolydsolhatja a donor allapota, az izolacié
hatékonysaga és egyes lépései. A neutrofil granulocitak esetében az izolalasnal visszamaradt

monocita popul&cid is hatdssal van a neutrofilek tulélésére (Sabroe és mtsi. 2003).
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4 Célkituzések

A fonalas gombak elleni immunvalaszrél a legtébb informacionk az A. fumigatus-szal
kapcsolatban van, azonban egyre tdbb opportunista human patogén fonalas gomba fajt
vizsgalnak ebbdl a szempontbol. A gombakkal szembeni felismerési és 61ési mechanizmusok
a szakirodalmi adatok alapjan eltéréek lehetnek.

Munkank soran a Kklinikai mintakbol leggyakrabban izolalt Curvularia fajok
reprezentativ torzsei, elsésorban a C. lunata altal kivaltott természetes immunvélaszt
vizsgaltuk. Hogy képet kapjunk a folyamatok csoporton belili diverzitasarol, egyes kisérleti
elrendezések esetében a Curvularia nemzetség egyéb fajait is bevontuk a vizsgalatokba.

Ezen vizsgélatokhoz a kovetkez6 célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. THP-1 monocita sejtvonal interakciojanak vizsgalata C. lunata, C. hawaiiensis
és C. spicifera torzsekkel, amely kiterjed a hifak és a konidiumok altal kivaltott
valasz, az 6lési hatékonyséag, valamint a melanin fagocitdzisgatlo szerepének
vizsgalatara;

2. THP-1 sejtekbdl érlelt makrofagok interakciojanak vizsgalata C. lunata, C.
hawaiiensis és C. spicifera torzsekkel, amely soran a fagocit6zis mértékét és az
6lési hatékonysagot kivantuk megéallapitani;

3. Primer neutrofil granulocitdk interakciojanak vizsgalata C. lunata-val, ezen
belll a felismerési és 6lési mechanizmusok, az 6lési hatékonysag és a gomba

védekez6 mechanizmusainak feltérképezeése.
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5 Anyagok és mddszerek

5.1 Az alkalmazott gombatorzsek: tenyésztés, spdraszuszpenzio készitése

A Kkisérletek soran négy Curvularia és egy Aspergillus fumigatus izolatumot

hasznaltunk, amelyeket az 1. tablazat mutat be.

1. tablazat: A Kisérletek soran hasznalt gombatorzsek, azok torzsgyljteményi szama, valamint
izolalasi helyik.

Faj Torzsgyilijteményi Forras Szarmazasi hely
szam

Curvularia lunata SZMC 23759 Human keratomikdzis India
Curvularia spicifera SZMC 13064 Human keratomikézis ~ Coimbatore, India
Curvularia hawaiiensis CBS 103.97 Human szinuszitisz, Giessen,

agyi érintettséggel Németorszag
Curvularia hawaiiensis SZMC 13061 Human keratomikézis  Coimbatore, India
Aspergillus fumigatus SZMC 23245 Human keratomikozis Horvatorszag

5.2 Alkalmazott sejtkultirak

THP-1: akut mieloid leukémias beteg periférias vérébdl szarmazd monocita-szerii sejtvonal
(ATCC TIB-202).

Neutrofil granulocitdk: egészséges felndtt donorok periférias vérébdl izolalt

polimorfonukleéris sejtek.
5.3 Alkalmazott tapkozegek, oldatok, reagensek és pufferek

Burgonya-dextrdz taptalaj (Potato dextrose agar; PDA; VWR): 0,4% burgonya pepton, 2%

glukoz, 1,5% agar.
Rizslisztes taptalaj (Rice flour agar; RFA): 1% rizsliszt, 0,2% élesztOkivonat, 2% agar.

RPMI tapoldat: RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), 0,3 mg/l L-glutamin.
THP-1 tapoldat: RPMI-1640 tapoldat (BioWhittaker) kiegészitve 10% (V/V) 56 °C -on 40

percig hdinaktivalt borjiszérummal (FBS; Euroclone), valamint sziikség esetén 100

unit/ml penicillin-sztreptomicinnel (Lonza) és 25 pg/ml amfotericin B-vel (Gibco).
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Mddositott Krebs-Ringer foszfat puffer (NKRPG): 145 mM NaCl, 4,85 mM KCI, 5,5 mM
glikéz, 5,7 mM NazHPO4, pH = 7,35.

Foszfat puffer (PBS): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOg4, 2 mM KHzPOy,,
pH=74.

Nétrium-citrat puffer: 10 mM CsHsNazO7-2H20, pH=7,2.

Tripankék festék: 0,4% (m/V) tripankék festék PBS pufferben.

ELISA puffer: 1% (m/V) marha szérumalbumin (Bovine Serum Albumin, BSA; Sigma-
Aldrich) PBS pufferben.

ELISA moso puffer: 0,05% (V/V) Tween 20 (Reanal) PBS pufferben.

ELISA szubsztrat puffer: 0,11 M Na-acetat, pH = 5,5 (96% ecetsavval).

TMB oldat: 6 mg/ml TMB (tetrametilbenzidin, Sigma-Aldrich) DMSO-ban oldva.

ELISA szubsztrat oldat: 0,1 mg/ml végkoncentraciéja TMB és 0,003% (V/V) H20, ELISA
szubsztrat pufferben.

ELISA stop oldat: 1,8 M H2SOas.

FACS puffer: 0,05% (V/V) Tween 20 (Reanal) PBS pufferben.

MTT oldat: 0,5% (m/V) 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid RPMI-
1640-ben oldva.

MPO (mieloperoxidaz) szubsztrat oldat: 150 mM natrium foszfat puffer, pH = 5,4; 2,9 mM
3,3°,5,5-tetrametilbenzidin; 0,05 mM H20..

Inhibitoros MPO szubsztrat oldat: 150 mM natrium foszfat puffer pH 5,4; 2,9 mM 3,3°,5,5’-
tetrametilbenzidin, 0,05 mM H20,, 1 mM 4-amino benzhidrazid.

Savas izopropanol: 95% (V/V) izopropanol, 5% 1N HCI.

5.4 Gombatorzsek tenyésztése, konidium-szuszpenzié készitése
5.4.1 Tenyésztés szilard taptalajon

A felhasznalt gombattrzseket PDA taptalajon tartottuk fenn. A Kkisérletekhez a
konidiumokat 7 vagy 14 napig PDA illetve 7 napig RF taptalajon nevelt tenyészetekrdl, PBS-
sel vagy mKRPG-vel mostuk le. A hifatormeléktdl a Curvularia izolatumok esetében 45 um
porusatmérdjii sziird (Millipore) segitségével szabadultunk meg.

A melanin bioszintézis gatlasara a PDA taptalajt 20 pg/ml triciklazollal (Sigma-
Aldrich) és 1% agarral (Merck) egészitettik ki.
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5.4.2 Tenyésztés folyékony tapoldatban, H,O> indukcid

A gombatorzseket a folyadéktenyészetben torténé neveléséhez 100 mi-es Erlenmeyer
lombikba, 50 ml RPMI tapoldatba 10° konidium/ml koncentracioban oltottuk le. A
tenyészeteket 37 °C-on, folyamatosan razatva neveltiik 5 napig. A tenyészeteket H,O»-dal
indukaltuk (0,2 mM végkoncentracioban), majd 30 vagy 60 perc mtlva gézlapon lesziirtiik.
A mintékat felhasznélasig -80 °C-on téaroltuk.

5.5 Sejtvonalak tenyésztése, primer sejtek izolalasa
5.5.1 THP-1 sejtvonal tenyésztése és differencialtatasa

A sejtvonalat antibiotikummal kiegészitett THP-1 tapoldatban tartottuk fenn, 37 °C-
on, 5% CO> és 100% relativ paratartalom mellett. A kisérletek el6tt minimum egy atoltasi
ciklus soran antibiotikum nélkil neveltilk a sejteket.

A differencialtatashoz a sejteket a kisérlethez sziikséges végkoncentracidban osztottuk
12 vagy 24 lyuku sejttenyészt6 lemezekre. A differencialtatast 24 oran keresztul végeztik 10
nM forbol-mirisztil-acetattal (PMA) kiegészitett THP-1 tapoldatban, 1 ml végtérfogatban. A
PMA eltavolitasa utan a sejteket 24 6ran keresztll 37 °C-on, 5% CO; és 100% relativ

paratartalom mellett inkubaltuk.
5.5.2  Primer neutrofil granulocitak izolalasa

A sejteket 20-50 éves, egészséges donorokbdl szarmazo vénas vérbdl izolaltuk. A vér
heparin tartalmu cs6be (BD Vacutainer) kerilt levételre. A neutrofil granulocitdk izolalasat
a kordbban mér leirt dextran (Sigma-Aldrich) szedimentaciot kovet6 Ficoll-Paque gradiensen
(GE Healthcare) torténd centrifugalassal végeztiik (Kuhns et al. 2015). Az eritrociték lizise
hipozmotikusan tortént. A sejtek spontan aktivaciojanak elkertlése érdekében az izolalast
szobahémérsékleten végeztilk és az izolalt sejteket 5 ml Ca?" és Mg?* mentes mMKRPG

pufferben vettik fel.
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5.6 Kisérleti modszerek
5.6.1 Human szérum izolalas

Az opszonizaciohoz hasznalt human szérumot minden donor esetében sajat vénas
vérbdl izolaltunk. A vér szeparator géllel toltott vérvételi csébe keriilt levételre. A szérum

elvalasztasdhoz a megalvadt vért 25 °C-on 1200 rpm-en 15 percig centrifugaltuk.
5.6.2 Fert6zési koriilmények

THP-1 sejtvonal fert6zése

A THP-1 monocitak fert6zését 6 vagy 12 lyuku sejttenyészté lemezen végeztik, a
sejteket a fertdzést megel6zé napon osztottuk 10° sejt/ml koncentracidban, 3 ml vagy 1 ml
végtérfogatban.

Mind a monocita, mind pedig a makrofag sejtekhez 1:20 vagy 2:1 effektor:target (E:T)
ardnyban adtunk ¢l6 vagy héinaktivalt konidiumokat 100 pl PBS-sel készitett
szuszpenziodban, majd a lemezeket meghatarozott ideig (3, 9 vagy 24 éra) 37 °C-on, 5% CO>
és 100% relativ paratartalom mellett inkubaltuk. Az inkubacios 1d6 leteltével gylijtott
feltliszot felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

A sporak héinaktivalasat 25 percig 125 °C-on végeztik.

Primer neutrofil granulocitdk fertfzése

A Kisérletekben csirdztatott konidiumok és neutrofil granulocitdk interakciojat
vizsgaltuk. A 96 lyuki lemezen (Sarstedt) a csiraztatast (2x10* konidium/well) 37 °C-on,
MKRPG-ben végeztik, C. lunata esetében 4 éran, A. fumigatus esetében 8 6ran at 100 pl
végtérfogatban, amely utan a sejteket 100 pl térfogatban adtuk a gombakhoz a
konidiumokhoz viszonyitott 5:1 ardnyban. A CELLview iivegalju sejttenyésztd petricsészére
(Greiner Bio-One) 7x10* konidiumot oltottunk le 400 pl végtérfogatban. A csiraztatas utan
a sejteket 400 pl térfogatban adtuk a gombakhoz 5:1 aranyban.

Négy kisérleti kortlményt allitottunk fel:

1. Fellluszoval: a konidiumok csirazasat koveten az izolalt sejteket kdzvetlenil adtuk

a gombéakhoz.

2. Felilaszé nélkil: a csiraztatas utan a csirazo konidiumokat friss mKRPG-vel mostuk,

majd a sejteket a friss pufferben adtuk a gombéakhoz.
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3. Szérum opszonizalt: a gombéakat a konidiumok csiraztatasanak utolso érajaban 10%
(VIV) szérum hozzaadasaval opszonizaltuk, majd a sejteket igy adtuk a gombakhoz.

4. Fellldszo kezelt: a sejtekhez a csirazo konidiumok gombamentes felliliszojanak 100
pl-ét adtuk.

Lipopoliszachariddal (LPS) torténé indukci6

Az LPS-sel torténé indukciohoz Escherichia coli Q26:B6 (Sigma-Aldrich)

lipopoliszacharidot hasznaltunk, 1 pg/ml végkoncentracioban.
5.6.3 Fagocitozis vizsgalat

A fagocitozis vizsgalatot 12 lyuku lemezeken végeztilk, amelyre a monocita THP-1
sejteket a kisérletet megel6z6 napon osztottuk a mintahelyekbe, 10° sejt/ml koncentracioban.
A makrofagok vizsgalatahoz a sejteket 24 Iyukd lemezen, 3x10° sejt/ml koncentracidban
indukaltuk a korabban leirt modon. A kisérlet el6tt 4 oraval a sejteket félszeres
koncentracioban festettiik 15 percen at CellMask Deep Red Plasma Membrane stain (Thermo
Scientific) festékkel, majd kétszer mostuk 37 °C-ra elémelegitett PBS-sel.

A Kkonidiumokat AlexaFluor 488 karboxilsav, szukcinimidil észterrel (Thermo
Scientific) festettilk 4 °C-on 15 percig, majd kétszer mostuk PBS-sel. Az interakciéhoz 1:2
vagy 20:1 (E:T) aranyban fertéztiik a sejteket. Az inkubacids id6 lejarta utan a sejteket
felmostuk, majd 15 perc 1000 rpm-en torténd centrifugalas utan 200 pul FACS pufferben
felszuszpendaltuk. A meérést FlowSight Imaging Flow Cytometer-rel (Amnis) végeztiik, az
adatokat IDEAS Software (Amnis) segitségével értékeltik ki.

5.6.4 Enzimhez kapcsolt immunoszorbens vizsgalatok (ELISA)

Az interakciok soran a sejtekbdl felszabaduld citokinek mennyiségét ELISA eljarassal
hataroztuk meg, a kovetkez6 kiteket haszndlva: Human TNF-a DuoSet ELISA Kit (R&D
Systems), Human IL-1p DuoSet ELISA Kit (R&D Systems), Human IL-6 DuoSet ELISA
Kit (R&D Systems), Human IL-8 DuoSet ELISA Kit (R&D Systems) és Human IL-10
ELISA (Immunotools). A méréseket a gyartok utasitasai szerint végeztilk. A mosast minden
esetben négyszer végeztik ELISA mosé pufferrel. Az elsddleges antitestet 96 lyukit NUNC
Immuno-plate F96 MaxiSorp (Thermo Scientific) lemezre vittiik fel egy éjszakan at torténd

szobahOmérsékletli inkubalassal. A lemezeket mosas utan ELISA pufferrel 1 6rédn at
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blokkoltuk. Ujabb mosés utan a mintahelyekre felvittilk az ELISA pufferben higitott citokin
standardokat vagy a mintakat 2 technikai parhuzamosban, majd szobahémérsékleten 2 6ran
at inkubaltuk. Mosast kovetéen adtuk hozza a masodlagos, biotinalt antitestet a mintakhoz,
amelyet 2 oran at, szobahémérsékleten kotottink fel. Mosas utan ELISA pufferben higitott
sztreptavidin-HRP oldatot mértiink a mintahelyekbe. 20 perc inkubalds utdn mostuk a
mintakat és 100 pl friss ELISA szubsztrat oldatot adtunk hozzajuk. A megfeleld
szinintenzitas elérése utan 100 ul ELISA stop oldattal allitottuk le a reakciét. A fényelnyelést
450 nm-en, SPECRTOStar Nano Microplate Reader (BMG Labtech) segitségével hataroztuk
meg. Az adatokat a MARS Data Analysis szoftverrel (BMG Labtech) elemeztiik. A citokinek
mennyiségi meghatarozasahoz négy paraméteres logisztikus modell alapjan létrehozott

standard gorbét hasznaltunk.
5.6.5 Gomba életképesség meghatérozas

Az immunsejt-gomba interakciokat koveto hifakarosodas mértékét MTT (3-(4,5-
dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid) vizsgalattal hataroztuk meg. A
metabolikusan aktiv sejtek a sarga szinit MTT-t kék formazan-kristalyokka alakitjak at,
amelyek a gomba sejtfalaba épulnek be. A vizsgalatokndl meghatarozott interakcids id6
leteltével a lemezek mintahelyeirél a feliiluszot eltavolitottuk, majd a sejteket 0,5%-0s
natrium-deoxikolat hozzdadasaval lizaltuk. A sejttormeléket PBS-sel torténé mosassal
tavolitottuk el, majd 200 ul vagy 1 ml, a kisérletnek megfeleld pufferben vagy tapoldatban
oldott, 0,5%-0s (m/V) MTT (Sigma) hozzaadasa utan a lemezeket 37 °C-on 3 Oréat
inkubaltuk. Ezutan a mintakat haromszor mostuk PBS-sel, majd egy éjszakan at -20 °C-on
taroltuk. Ezt kovetéen 200 pl savas izopropanolt (19:1 aranyt izopropanol és HCI) adtunk a
gombéakhoz, majd a formazan-kristalyok feloldédasaig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A
feltlGszot Uj mikrotiterlapra vittik at, majd a fényelnyelést 550 nm-en mértilk SPECTROStar
Nano Microplate Reader (BMG Labtech) késziilékkel. Az életképességet a kdvetkezd képlet
alapjan szamoltuk, ahol ODsso minta @ Sejtekkel ko-inkubalt hifara vonatkozo fényelnyelés,
mig ODsso kontront @ Sejtek nélkil inkubalt hifa esetében mért fényelnyelés:

OD550 minta
OD550 kontroll

Eletképesség = ( >>< 100.
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5.6.6 Mieloperoxidadz (MPO) aktivitas mérése

A neutrofil  granulocitdkbol  felszabadul6  mieloperoxiddz — mennyiségének
meghatarozasat 96-lyuku lemezen végeztik. Az MPO felszabadulast a ko-inkubéacié 30. és
60. percében mértiik a sejtmentes felullszobdl. A reakcidelegy a kovetkezd Osszeteviket
tartalmazta: 30 pl minta, 150 upl szubsztrat oldat / inhibitoros szubsztrat oldat. A
reakcidelegyet 5 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd a reakciot 70 ul ELISA stop oldat
hozzéaadasaval allitottuk le. A mérést 450 nm-en végeztilk SPECTROstar Nano Microplate
Reader (BMG Labtech) keésziilékkel. Kontrollként vizsgaltuk a neutrofil granulocitak
spontan mieloperoxiddz termelését, amelyhez fert6zés nélkiili sejteket hasznaltunk. A
szamolas soran a hozzéadott szubsztratot tartalmazd mintdk ODasonm értékébdl kivontuk az
inhibitoros mintdk ODasonm €értéket, igy megkapva a kizarolag MPO aktivitasbol szarmazo
értékeket. A mennyiségi meghatarozashoz Recombinant Human Myeloperoxidase Protein,
CF (R&D) higitéasi sorabol felvett standard gorbét hasznaltunk.

5.6.7 Reaktiv oxigéngyokok (ROS) mérése

Az extracellularis H20- termelést Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay
Kit-tel (Thermo Scientific) mértiik, a gyarto leirasa alapjan. A mintak méréséhez hasznalt
excitacios és emisszios hullamhossz 560 és 590 nm volt. A mérést a ko-inkubécio 30. és 60.
percében végeztik Fluostar Optima (BMG Labtech) késziilékkel. A mérések soran
kontrollként vizsgaltuk a neutrofil granulocitak fert6zés nélkiili, spontan extracellularis H202
termelését. A kiértékelés soran a 30 és 60 perc elteltével mért értékekbdl kivontuk a spontan
felszabadulaskor mért értékeket. A mennyiségi meghatarozashoz H.O; higitasi sorbol mert

értékekbol felvett standard gorbét hasznaltunk.
5.6.8 NET képzés vizsgalata

A neutrofil granulocitak altal 1étrehozott extracellularis csapdat (NET) az interakcio
harmadik orajaban, CELLview (Greiner Bio-One) csészén vizsgéltuk. A mintékat 1%
formaldehid oldattal 15 percig fixaltuk. A festéseket natrium-citrat pufferben,
szobahdmérsékleten, fényt6l védve végeztik. A DNS-t 167 nM SYTOX Green-nel (Life
Technologies) 30 percig, a kitint 5 pg/ml koncentracidju Calcofluor White-tal (Cyanamid)
15 percig, a sejtmembrant félszeres koncentracioju CellMask Deep Red plazma membran
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festekkel (Life Technologies) 15 percig festettiik. A festési 1épések kozott és a festés utan a
mintékat kétszer mostuk natrium-citrat pufferrel.

A mikroszkopos vizsgalatot Zeiss Axio Observer fluoreszcens inverz mikroszkoppal
vegeztik. A NET képzésben részt vevo sejtek szazalékos aranyat ImageJ képanalizissel
hataroztuk meg Gonzalez és mtsi. (Gonzalez és mtsi. 2014) altal leirt protokol alapjan kisebb
modositassal. Roviden a SYTOX Green &ltal megfestett terlilet kiterjedését hatroztuk meg
minden fokuszban 1év0 sejt esetében, amely alapjan a sejteket 3 csoportba osztottuk: az intakt
sejtmag esetében a DNS Kkiterjedése kisebb vagy egyenld, mint 50 pm?, felbomlott
sejtmagmembran esetén 50-90 um?, mig netotikus sejt esetén nagyobb, mint 90 um?. Az

egyes kortlmények vizsgalatara minimum 6 képet elemeztlnk.
5.6.9 Az extracellularis pH meghatarozasa

Az extracellularis pH-t, a gomba-neutrofil granulocita interakcié 3. 6rajdban, a
sejtmentes fellldszoban hataroztuk meg kalibracids egyenes segitségével. A kalibracios
egyenes felvételéhez kiilonboz6é pH-ju mKRPG puffert hasznaltunk. A feltilisz6 100 pl-éhez
5 pl 2% lakmusz oldatot (CPAChem) adtunk 96 Iyukd lemezen, a szinvaltozast 580 nm-en
SPECTROstar Nano Microplate Reader (BMG Labtech) segitségével mertik.

5.6.10 A melanin tisztitasa és vizsgalata

A C. lunata neutrofil granulocitakkal vald interakcidja, valamint a gomba mKRPG
kozegben torténd tenyésztése sordn vizsgaltuk a melanin termelést. Az interakciobol
szarmaz0O tapkozeget 6000 rpm-en 10 percig centrifugdltuk, a tenyésztésbél szarmazo
MKRPG-t pedig gézlapon szlrtikk. A feliiluszokat tomény HCl hozzadasaval pH = 2-ig
savanyitottuk, amely hatdsira a melanin kivalasa figyelheté meg. A savanyitas utan a
feluldszokat 0,2 um poli(tetrafluoroetilén) (PTFE) membransziirén sziirtiik (Goncalves,

Lisboa and Pombeiro-Sponchiado 2012), amellyel a csapadék felfoghato.
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5.6.11 RNS izoléléds, cDNS szintézis és kvantitativ valos idejii reverz transzkripcio (qQRT)
PCR analizis

gRT-PCR sejttenyészetbdl

A THP-1 sejtekbdl torténd totdl RNS izoladlashoz RNeasy Mini kitet (Qiagen)
hasznaltunk, a gyartod utasitasai alapjan. Az eludlasi térfogat 20 pl volt. Az izolalt RNS
tisztasagat és koncentraciojat ND-1000 Spectrophotometer (Nano Drop) ellenériztuk.

A reverz transzkripciohoz SuperScript VILO Master Mixet (Invitrogen) hasznéaltunk a
gyarté utasitasai szerint.

A relativ transzkripcios szintek meghatarozasa StepOne Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) segitsegével tortént. A reakciokat TagMan Gene expression Master
Mix (Applied Biosystems) vagy Sybr Select Master Mix (Applied Biosystems)
felhasznalasaval mértiik 6ssze. Az inditdszekvenciakat és a probékat a 2., illetve a 3. tablazat
foglalja Gssze. A relativ transzkripcios szinteket 18S rRNS-re normalizalva, AACT (2742¢")

modszerrel (Livak and Schmittgen 2001) szamoltuk ki.

2. tAblazat: a THP-1 sejttenyészeteknél alkalmazott inditoszekvencidk dsszefoglalo tablazata.

Target gén Forward (5' -3") inditészekvenciak Reverz (5' -3") indit6szekvenciak
CCR1 TCTACGCCTTCGTTGGTGAG TTTAACCAGGTGCACAGCCA
CCR2 TACCAACGAGAGCGGTGAAG GCATGTTGCCCACAAAACCA
CCR5 TTACTGTCCCCTTCTGGGCT AAGCAAACACAGCATGGACG

CXCR2 TTTCGCCATGGACTCCTCAA GTAGTGGAAGTGTGCCCTGA
IL1B AGCTGGAGAGTGTAGATCCCAA GGGAACTGGGCAGACTCAAA
ITGAL GCAAGGACATACCGCCCAT TACTCAGGCTCAGCTCCACA
ITGAM AGTCTGCCTCCATGTCCAGAA CTGCGTGTGCTGTTCTTTGTC
ITGAX AGTCTGCCTCCATGTCCAGAA CTGCGTGTGCTGTTCTTTGTC
HLADRA CCGATCACCAATGTACCTCCA CGAAGCCACGTGACATTGAC
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3. tablazat : A THP-1 sejttenyészeteknél hasznalt TagMan prébak azonositoi.

Target gén TaqMan azonosito
18S rDNA Hs99999901_s1
IL10 Hs00961522_m1
IL6 Hs00174131_m1
IL8 Hs00174103_m1
TNFA Hs00174128_m1
NLRC3 Hs01054716_m1

gRT-PCR a gomba sejtekbdl

A gombabdl torténd total RNS izolalashoz NucleoSpin RNA Plant kitet (Macherey-
Nagel) hasznaltunk. A folyadéktenyészetbél a gombahifat gézen vald atsziiréssel
Osszegyljtottiikk, majd folyékony nitrogénben eldorzsoltik. Az RNS-t a gyartd utasitasai
alapjan izolaltuk. Az eluélési térfogat 50 pl volt. Az RNS tisztasagat és koncentracidjat ND-
1000 Spectrophotometer (Nano Drop) ellenériztuk.

A reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kittel (Thermo
Scientific) végeztik. Az atirdshoz gRT-PCR reakcidonként 500 ng RNS-bél indultunk ki. A
szintézishez oligo(dT)18 és random hexamer primereket hasznaltunk a gyart6 utasitisa

szerint.

A relativ transzkripciés szintek meghatarozasahoz valos idejii PCR reakciot
hasznaltunk. A reakcidkat Maxima SYBR Green qgPCR Master Mix (Thermo Scientific)
felhasznélasaval mértiik dssze, a gyartd utasitasai alapjan. A felhasznalt inditészekvencidkat
az 4. tablazat foglalja 0ssze. A relativ transzkripcios szinteket a C. lunata aktin génre

normalizalva, AACT (224¢Y) madszerrel (Livak és Schmittgen 2001) szamoltuk ki.
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4. tablazat : A C. lunata-nal hasznalt inditészekvenciak 6sszefoglalo tablazata

Target gén Forward (5" -3") inditészekvenciak Reverz (5' -3") indit6szekvenciak
Aktin CAAGTCCAACCGTGAGAAGATG TAGTCAGTCAGATCACGACCAG
HPO1 CTACAAACACCAACGACATCC GTTTAGCTCCTCGGAAATCAC
HPO2 GCTACTACAACAGACCCTCAG CACAACTTCCAGAGAACAACC
HPO3 TACCGCCAATACTTTCCTCCT TGGTTTCCAATTTCACCGTCTG
HPO4 GTACCTCTTTCTCGCCATTGTC GGAATAGCCAGGTAAGAGTTGGA
HPO5 CTAGCTCATTTGACGGCTTCC GTTCCAACAGGCTTCCTAGAC
HPO6 TCCCAAATCATTGCTACCTCCA CAAGTTCCCGATGATGCCAG

HPO7 CATTGCCTCCTATATCTTTGACTG GGACAAAGACAAGACAGACGA

HPOS8 GACCGCGTCTCTTTCTTGTG ATTTGCCCTGCGAACATGAG

5.7 Statisztikai analizis

A Kisérleteket két technikai és harom bioldgiai parhuzamosban végeztiik. Az adatokat
Microsoft Excel és GraphPad Prism 7 szoftverek segitségével elemeztiik. A szignifikancia
értékeket paros t-probaval, tdbbszords t-prébaval (hamis taldlati ardnnyal, Q = 10%),
kétszempontos ANOVA teszttel vagy Kruskal-Wallis teszttel hataroztuk meg. P < 0,05 (*
p<0.05 **** p<0.0001) érték esetében tekintettiik az eredményeket szignifikansnak.

5.8 Insilico szekvencia elemzés

A haloperoxidaz szer(i fehérjéket kodolo géneket a C. lunata genomadatbézisaban
(https://genome.jgi.doe.gov/Coclu2/Coclu2.home.html; (Ohm és mtsi. 2012, Condon és
mtsi. 2013) végzett keresés alapjan azonositottuk. A szekvenciakat Expasy MyHits motivum
keresé programmal (https://myhits.isb-sib.ch; (Pagni és mtsi. 2007) és NCBI blastP
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) programmal elemeztik.
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6 Eredmenyek és értekelésuk

Kisérleteinkben az A. fumigatus-t hasznaltuk kontrollként, hiszen a fonalas gombékra
adott immunvalasz kutataséban ez a faj az ltalanosan alkalmazott modellorganizmus és igy

a legtdbb informAcio is errdl a fonalas gombardl all rendelkezésiinkre.
6.1 Monocitak valasza Curvularia izolatumokra

A THP-1 monocitak vélaszat a Curvularia izolatumokra az interakcio 1., 3. és 24.
orajaban vizsgaltuk. A gomba a fertézést6l szamitott 1. 6rdban még konidium, a 3. 6réban
csirdz6 konidium allapotban van (utobbi esetben tehat megjelenik a fonalas csiratomlé, a
csirdzés folyamata a leoltastol szamitva koriilbeliil 90 perc elteltével kezd6dik), mig a 24.

oraban mar elagazo hifak is megfigyelhetok.
6.1.1 A THP-1 sejtek C. lunata konidiumokra adott valasza

A C. lunata konidiumokkal torténd interakcioban a sejtek fagocitald képességét,
aktivaciojat eés citokintermelését vizsgaltuk €16 és hdinaktivalt konidiumok hasznélataval.

Az ¢él6 konidiumokkal fertdzott sejtek esetében a fagocitozist egy ora elteltével
vizsgaltuk (E:T = 20:1). A sejtek csupan 0,12(+0,1)%-a mutatott pozitiv eredményt a
fagocitozis tekintetében, ezen események tobbsége viszont inkabb csak sejt-konidium

kapcsolat volt, mint tényleges bekebelezés (10/1. abra).

1) 1)

1el

Intenzitas Ch11
Intenzitas Ch11

L I P i P s Rt LI | T | LR PR ) IR L P TR
-1000 100 1e3 1e4 1e5 1eb6 -100 0 100 1e3 1e4 1e5 1e
Intenzitas Ch2 Intenzitas Ch2

10. dbra: A THP-1 monocitak fagocitalo képessége 1.) C. lunata (E: T = 20:1) és I1.) A. fumigatus (E:T
= 1:2) konidiumokkal szemben 1 6ra elteltével. Az abrakon az A (piros) populacié a monocitakat, a
B (sarga) a konidiumokkal interakcidban 1évo sejteket, mig a C (z6ld) a konidiumokat jelenti. A
tengelyek a piros (Chll) és zold (Ch2) fluoreszcencia intenzitast jelolik. A sarga keretbe foglalt
fluoreszcens felvételek a konidiumok és sejtek interakcidit mutatja, ahol z6ld szinnel a konidium,
pirossal a monocita lathato.
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Kontrollként végrehajtottuk a fagocitozis vizsgalatot A. fumigatus konidiumokkal
szemben is. A fertdzést elvégeztiik a szakirodalomban altalanosan hasznalt 1:2 (Loeffler és
mtsi. 2009) valamint a C. lunata-nal altalunk hasznalt 20:1 effektor:target aranyban is. Egy
ora elteltével a fagocitald sejtek ardnya E:T = 1:2 esetében 20,7(x2,5)% az E:T = 20:1
esetében 2,4(+0,4)% volt (10/1l. dbra). Az A. fumigatus csirazasi ideje a 6. orara tehetd, a
fagocitdzis mértékét 3 dra elteltével vizsgaljak a szakirodalmi adatok szerint (Loeffler és
mtsi. 2009).

A Curvularia esetében a tényleges fagocitézis hianyat magyarazhatja a konidium
mérete is, hiszen az A. fumigatus 2-3 um-es sporai (Mullins és mtsi. 1976) elég kicsik, hogy
a sejtek akar tobb konidiumot is képesek legyenek internalizalni (10/11 abra), azonban a C.
lunata 20-30 um-es (Kusai és mtsi. 2016, Stappers és mtsi. 2018) konidiumai ezt nem teszik
lehet6vé (10/1. &bra).

A szakirodalmi adatok alapjan a melanin egyes fajok, mint példaul C. neoformans
esetében gatolhatja a fagocitézist (Wang és mtsi. 1995), mas fajoknal, mint az E.
dermatitidis, erre a folyamatra nem volt hatassal (Schnitzler és mtsi. 1999). A. fumigatus
konidiumainak felismerésében a melaninhoz k&tddé MelLec receptor fontos szerepet jatszik
(Stappers és mtsi. 2018). A C. lunata konidium falanak részletes felépitése és benne a
melanin helyzete nem ismert. Mivel a melanin hatasa a fagocitdzisra fajonként eltérd, ezért
feltételezhetjuk, hogy a C. lunata esetében a pigment akar gatolhatja is a sejtek altali
felismerest. A hipotézis tesztelésehez a fagocitozist olyan héinaktivalt konidiumokkal is
megvizsgaltuk, melyeket melanin bioszintézist gatld korilmények kozt nevelt C. lunata
tenyészetrdl mostunk le (5.4.1. fejezet).

A hdinaktivalt konidiumokkal végzett fagocitdzis vizsgalatban a sejteket 3 Oran 4t
egyutt inkubaltuk a monocitadkkal (E:T = 20:1). Ez esetben a sejtek 0,35(x0,2)%-anal
mértink pozitiv eredményt. A melanin felhalmozodasanak hidnya a sejtfalban nem
befolyasolta a monocitak fagocitald kepességét: az ilyen konidiumokkal végzett interakcios
kisérletben a sejtek 0,69(x0,1)%-anal tapasztaltunk interakciot.

Osszefoglalva a fentieket elmondhat6, hogy mig a korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban
(Loeffler és mtsi. 2009) a THP-1 sejtek aktivan fagocitaltdk az A. fumigatus konidiumokat,
nem voltak kepesek erre a Curvularia konidiumok esetében és ez a jelenség nem fliggott a

konidiumok melanizaltsagatol. Feltételezésiink szerint a kétféle gombara jellemzé
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konidiumok markansan eltéréd mérete és sejtfal Osszetétele lehet az egyik magyarazata a
monocitak veliik szemben tanusitott eltérd fagocitald képességére.

A monocitdk és C. lunata konidiumok kozotti csekély interakcid ellenére
megvizsgaltuk ezen sejtek konidiumok altal kivaltott aktivaciojat es citokintermelését.
Héinaktivalt konidiumokat adtunk a THP-1 sejtekhez, majd 3 és 24 6ra elteltével mértik az
aktivaciohoz és a citokintermeléshez ko6t6do gének kifejez6dését, valamint egyes citokinek
mennyiséget.

A monocita sejtek gomba szignalok jelenlétében képesek aktivalodni, amely soran az
érfalon valo atlépéshez, antigén prezentaciohoz sziikséges molekulék kifejezédése figyelhetd
meg (Shi és Pamer 2011). Az aktivacio vizsgalatdhoz a CCR1, CCR2, és HLADRA géneket
valasztottuk ki (11. abra).
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11. &bra: A THP-1 monocitak aktivaciot jelz6 génjeinek transzkripcios valtozasa C. lunata melanizalt
[melanin (+)] és melanin gatolt [melanin (-)] héinaktivalt konidiumainak hatdsara. A relativ
transzkripcios szinteket AACr (2°44°Y) moédszerrel hataroztuk meg. A statisztikai analizist paros t-
prébaval végeztik el az azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

THP-1 sejtek esetén a CCR1 gen transzkripcioja nem, azonban a CCR2 géné
alulszabalyozést mutat aktivacid esetén (Phillips és mtsi. 2005). Aktivacio el6tt a monocitak
kevésbé hatékony stimuldtorai a T sejteknek, koszonhetéen az alacsony MHCII
expresszionak (Laupeze és mtsi. 1999). Az MHCII molekulat kodol6 HLADRA gén

felulszabalyozésa is utal a THP-1 monocitak aktivacidjara, valamint az antigén prezentacio
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jelenlétére is kdvetkeztethetlink a transzkripcids valtozasbdl (Baqui és mtsi. 1999). Sem a
melanizalt, sem pedig a melanin géatolt C. lunata konidiumok nem véltottak ki az aktivaciora
jellemz6 transzkripcios valtozast a vizsgalt génekben (11. abra).

A citokintermelést transzkripcios és fehérje szinten is meghataroztuk. A vizsgalt gének
esetében nem tapasztaltunk transzkripcios emelkedést, a melanizalt konidiumok jelenléte
TNFA és IL8 gének szignifikans alulszabalyozasat eredményezte 3 ora elteltével a kontrol
sejtekhez viszonyitva. A melaningatolt konidiumok esetében csak az IL8 kifejez6désében

tapasztaltunk szignifikans csokkenest (12. abra).
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12. dbra: A THP-1 monociték citokint kddold génjeinek transzkripcids valtozasa C. lunata melanizalt
[melanin (+)] és melanin gatolt [melanin (-)] héinaktivalt konidiumok jelenlétében. A relativ
transzkripci6s szinteket AACr (2"24°Y) médszerrel hataroztuk meg. A statisztikai analizist paros t-
probaval végeztiik el az azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

A génexpresszios értékeknek megfelelden a konidiumok jelenlétében nem mutattunk
ki jelentds valtozast a TNFa, IL8, IL6 és IL10 citokinek termelésében a kontroll

korilményekhez képest (13. abra).
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13. dbra: A THP-1 monocitak citokin termelése C. lunata melanizalt [melanin (+)] és melanin gatolt
[melanin (-)] héinaktivalt konidiumok jelenlétében. A fehérjek mennyiségét ELISA-val hataroztuk
meg, pg/ml koncentracioban &brazoltuk. A statisztikai analizist Kruskal-Wallis teszttel végeztik az
azonos idOpontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

A C. lunata konidiumokkal a monocitak elenyész6 szazaléka kerilt interakcioba, a
héinaktivalt konidiumokkal 3 éran at egyutt inkubalt sejtek esetében is alacsony interakcios
szadzalékot mértiink. Az aktivacio és a citokintermelés hianya magyarazhat6 a fagocitézis
hianyaval, azonban a fagocitdzis nem minden esetben valt ki citokintermelést. Példaul az A.
fumigatus konidiumok internalizaciéja ugyan megtorténik, de a szakirodalmi adatok szerint
a citokinek génjeinek expresszidjaban ez a folyamat nem okoz valtozast (Loeffler és mtsi.
2009). Kontrollként megvizsgaltuk az A. fumigatus ¢16 konidiuminak és hifainak jelenlétében
a TNF-a és IL8 citokineket kddolo6 genek relativ transzkripcids szintjét, ahol a hifak képesek
voltak kivaltani a gének feliilszabalyozasat (14. abra). A tenyésztés 9. Orajaban az A.

fumigatus fiatal hifai, mig a 24. 6raban elagazo hifai voltak jelen.
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14. dbra: THP-1 monocitak TNFa és IL8 citkoineket kodolo génjeinek relativ transzkripcios valtozasa
A. fumigatus-sal torténd interakcio 3., 9. és 24. 6rajaban. A relativ transzkripcids szinteket AACt (27
AACY madszerrel hataroztuk meg. Kontrollként azonos korilmények kozott tartott, kezeletlen sejteket
hasznaltunk. A statisztikai analizist paros t-probaval végeztiik el az azonos idépontban mért sejtes
kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

6.1.2 A THP-1 sejtek Curvularia hifakra adott valasza

A THP-1 monocitak hifakra adott valaszanak vizsgalatanal mikroszkdpos vizsgalatot
végeztiink a fertézés 3. és 24. Orajaban és ugyanezen idépontokban vizsgaltuk a sejtek
mellett, a C. hawaiiensis és a C. spicifera egy-egy klinikai izolatumat is bevontuk.

A Curvularia hifak jelenlétében végzett mikroszkopos vizsgalatokbdl kiderdil, hogy a
monocitak csak a C. lunata esetében aggregalddnak a hifa koré 24 6ra utan. Ez a jelenség a
tobbi torzs esetében nem volt megfigyelhetd, valamint a fertdzés korai szakaszaban (3 Ora

utan) egyik térzsre sem tapasztaltuk ezt a valaszreakciot (15. abra).

15. dbra: THP-1 monocitéak és C. lunata interakcidja 3 éra (A) és 24 6ra (B) utan. A méretskala az A
kép esetében 50 um-t, a B kép esetében 200 um-t jelol.
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Mivel a monocitdk rendelkeznek a patogének elimindlasahoz szilkséges Olési
mechanizmusokkal, ezért a sejtek gombakkal szembeni 6lési hatékonysaganak vizsgalatdhoz

az interakciot kovetéen meghataroztuk a gombak életképességét.
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16. abra: Curvularia izolatumok életképessége THP-1 monocitadkkal vald interakcié utan. Az
életképességet a kezeletlen gombakontrollhoz viszonyitott szézalékos értékben fejeztik ki. A
vizsgalatot MTT-teszttel végeztik.

A Curvularia izolatumok esetében nem tapasztaltunk csokkenést az életképessegben
(16. abra). A kontrollként hasznalt A. fumigatus életképessége 12,9%-ra csokkent a
monocitakkal tortént 24 6ras interakcid utan.

Mas sejttipusoknal, példaul makrofagoknal ismert, hogy a gomba kordli
sejtcsoportosulds megakadalyozza a gomba tovabbi szoveti terjedését (Behnsen és mitsi.
2007). C. lunata esetében ugyan megfigyelhet6 volt a monocitak csoportosulasa, azonban a
gomba sok esetben tulndtte az aggregacio helyét (15/B. &bra). A magasabb életképesség
ebben az esetben feltételezhetden a gyorsabb ndvekedési litemmel magyarazhato.

Akércsak a konidiumok esetében, a hifakra adott valasznal is megvizsgaltuk a
monocita sejtek aktivacidjat. Ebben az esetben tdbb gént is bevontunk a vizsgalatokba.

A konidiumoknal is vizsgalt CCR1 és CCR2 gének mellett a CCR5 gén kifejez6dését
is vizsgaltuk (17. abra), amely a CCR1-hez hasondan, a THP-1 aktivacid soran nem kertl
gatlas ala (Phillips et al. 2005).
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17. &bra: A THP-1 monocitak aktivacidjat jelz6 CCR gének relativ transzkripcios szintje. A relativ
transzkripcios szinteket AACt (224¢Y) médszerrel hataroztuk meg. Kontrollként azonos koriilmények
kozott tartott, kezeletlen sejteket hasznaltunk. A statisztikai analizist paros t-probaval végeztik el az
azonos idOpontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

A CCR2 g@gén alulszabalyozésa a C. hawaiiensis és C. spicifera esetében 24 o6ra
elteltével megfigyelhet6, azonban a CCR1 és CCR5 gének relativ transzkripcios szintjeben
is csokkenést tapasztaltunk, amely mintazat nem jellemz6 a THP-1 aktivacié soran (17. bra).

A CD11 molekulak az endotél sejtekkel val6é kapcsolat kialakitasaban szerepet jatsz
integrinek, amelyek mennyisége az aktivacidé sordn megemelkedik. A CD11a, CD11b és
CD11c molekuldk mennyiségébdl kovetkeztetni lehet a differenciacio iranyara is (Ammon
et al. 2000) Ezen molekulakat kodol6 ITGAL, ITGAM és ITGAX gének relativ transzkripcios
szintje nem mutatott emelkedést a gombak jelenlétében (18. abra). Az eredményekbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a Curvularia izolatumok hifai énmagukban nem inditjak el a

monocita aktivacio és differenciacid folyamatat.
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18. &bra: THP-1 monocitdk adhéziohoz koétheté génjeinek relativ transzkripcios szintjei. A relativ
transzkripcios szinteket AACt (224¢Y) médszerrel hataroztuk meg. Kontrollként azonos korilmények
kozott tartott, kezeletlen sejteket hasznaltunk. A statisztikai analizist paros t-prébaval végeztik el az
azonos idOpontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

Ezt az eredményt tdmasztja ala a konidiumok jelelétében is vizsgalt HLADRA gén
transzkripcids mintazata is. A C. lunata esetében 3 déra utan ugyan kismértékii transzkripciods
emelkedést lathatd, 24 ora utan erételjes alulszabalyozas figyelhet6 meg. A 24 Ora utani
transzkripcids gatlas a C. hawaiiensis és C. spicifera jelenlétében is megmutatkozik (19.
abra). A monocitak HLA-DR expresszidjanak csokkenése tobb tanulmany szerint is protektiv
immunvalasz (Palojarvi és mtsi. 2013) és az immunszuppresszio kialakulasdhoz vezet, amely
a nozokomialis fert6zésekkel is dsszefiiggésbe hozhatd ( Drewry és mtsi. 2016, Manzoli és
mtsi. 2016, Boeddha és mtsi. 2018).

A gén altal kodolt MHCII molekula részt vesz az antigén prezentacioban (Busch és
mtsi. 2005). A mikroszkopos vizsgalatoknal tapasztaltuk, hogy a monocitak eés a gombahifak
kozott 3 dra utdn nem alakul ki sejt-sejt kapcsolat (15/A. abra). A HLADRA 3 oOra utani
transzkripcidés emelkedése nem utal antigén prezentaciora. A C. lunata esetében 24 6ra
elteltével a sejtek a hifdkhoz tapadnak (15/B. abra), azonban ezen idépontban a HLADRA
génben alulszabalyozas latszik, amely az antigén prezentacid hianyara utalhat (19. abra).
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19. dbra: THP-1 monocitak HLADRA és NLRC3 génjeinek relativ transzkripcids szintjei. A relativ
transzkripcios szinteket AACT (2°24¢) médszerrel hataroztuk meg. Kontrollként azonos korilmények
kozott tartott, kezeletlen sejteket hasznaltunk. A statisztikai analizist paros t-probaval végeztik el az
azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

Az NLRC3 molekula az immunvalasz negativ szabalyozoja, amely az NLRP3
inflammaszoéma Osszeszerel0dés gatlasaval megakadalyozza az IL1B felszabadulast
(Gultekin és mtsi. 2015). A molekulat kodol6 gén relativ transzkripcidjaban nem meértiink
emelkedést a Curvularia torzsek jelenlétében, C. spicifera esetében 24 6éra elteltével
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd (19. &bra). Feltételezhetd, hogy ez a molekula
nem vesz részt a monocitak valaszanak regulélasaban a Curvularia fertézések esetében.

A monocitak citokin véalaszat génexpresszids és fehérje szinten is vizsgaltuk. A
gyulladasos citokinek kdzil a TNFA, 1L8, IL6 és IL1B gének relativ expresszids mintazatat
vizsgaltuk a gombak jelenlétében. A TNFa-t kddold gén expresszidjaban mindharom vizsgalt
torzs jelenlétében emelkedést tapasztaltunk 24 dra elteltével, a C. spicifera és C. hawaiiensis
mar 3 dra utdn relativ transzkripcidés ndvekedést okozott a sejtekben. Az IL8 génjének
vizsgalatakor kismértékii, de statisztikailag nem szignifikdns emelkedést mértiink a vizsgalt
Curvularia torzsek altali 24 6rés indukcié hataséra (20. abra). Az IL6 citokint kodold gén
esetében nem tapasztaltunk transzkripcios valtozast. Az IL1B génjének alulszabalyozasat
mértiik 3 és 24 orés C. lunata-val valamint 3 6ra utan C. hawaiiensis-szel valo interakcid
utan, a C. spicifera nem okozott szignifikdns valtozast a transzkripcioban. Az 1L10
antiinflammatorikus citokint kodold gén vizsgalatakor erésebb transzkripciot mértiink

mindharom gombatorzs hatasara 24 ora elteltével (20. abra).
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20. dbra: A THP-1 monocitak citokineket kodol6 génjeinek relativ transzkripcids szintjei. A relativ
transzkripcios szinteket AACt (224") modszerrel hataroztuk meg. Kontrollként azonos koériilmények
kozott tartott, kezeletlen sejteket hasznaltunk. A statisztikai analizist paros t-prébaval végeztik el az
azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n = 3.

Kontrollként az LPS-re adott valasz esetében is megvizsgaltuk a citokineket kodolo
gének kifejez0dését. Erételjes TNFA, IL8, IL6, IL10 és IL1B kifejez6dést mértiink mar 3 éra
elteltével. 24 éra elteltével ugyan a relativ transzkripcids szint visszaesett, de még mindig
emelkedett értékeket mutatott (21. abra).
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21. dbra: THP-1 monociték citokin kédol6 génjeinek relativ transzkripciods valtozasa LPS indukci6
hatasara 3 és 24 6ra utan. A relativ transzkripcios szinteket AACr (2"24¢") médszerrel hataroztuk meg.
Kontrollként azonos korulmények kozott tartott, kezeletlen sejteket hasznéltunk. A statisztikai
analizist paros t-probaval végeztiik el az azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva, n =
3.
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A citokinek mennyiségének fehérjeszintli meghatarozasanal nem tapasztaltunk IL6
termelést a Curvularia izoldtumokkal vald interakcié utén, a C. hawaiiensis és C. spicifera
csirazd konidiumainak és hifainak jelenlétében a kontroll sejtekhez hasonlo citokin

mennyiségeket mértink TNFa, IL8 és IL10 esetében is (22. abra).
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22. dbra: THP-1 monocitak citokin termelése Curvularia térzsekkel valé interakcio 3. és 24. drajaban.
A fehérjék mennyiségét ELISA-val hataroztuk meg, pg/ml koncentracidban abrazoltuk. A statisztikai
ﬁn:I;ZiSt Kruskal-Wallis teszttel végeztiik az azonos idépontban mért sejtes kontrollhoz viszonyitva,

A C. lunata 24 é6ra elteltével kis mennyiségii TNFa termel6dést (45 pg/ml) indukalt,
valamint az IL8 (340 pg/ml) és az IL10 (318 pg/ml) termelése jelentésen megemelkedett (22.
abra). Az A. fumigatus-szal indukélt kontroll sejtek esetében hasonldé mennyiségii IL8 (376
pg/ml) termelddését mutattunk ki, viszont csak kis mennyiségii IL10 (43 pg/ml) termelést
detektaltunk. Az IL8 termelés ebben az esetben egyéb kutatasok altal is alatdmasztott
(Loeffler és mtsi. 2009, Cortez és mtsi. 2006). Az LPS indukci6 utan 3 éraval 377 pg/ml 1L8
és 10 pg/ml IL10 termelést mértiink, mig 24 o6raval 567 pg/ml IL8 és 5 pg/ml I1L10

mennyiséget hataroztunk meg (23. abra).
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23. abra: A monocitak 1L8 és IL10 termelése LPS és A. fumigatus (E:T = 20:1) indukci6 hatésara 3
és 24 ora utan. A fehérjék mennyiségét ELISA-val hatdroztuk meg, pg/ml koncentracidban
abrazoltuk. A statisztikai analizist Kruskal-Wallis teszttel végeztik az azonos idépontban mért sejtes
kontrollhoz viszonyitva, n = 2.

A proinflammatorikus citokinek fontos szerepet jatszanak a gombéak elleni
immunvalasz kialakitdsaban (Antachopoulos és Roilides 2005), a Curvularia izolatumok
jelenlétében tapasztalt kis mennyiségii gyulladasos citokin termelés ebbél a szempontbol
meglepd jelenség, amelyet a C. lunata esetében tapasztalt antiinflammatorikus 1L10 termelés
magyarazhat, hiszen ez a citokin gatolja a proinflammatorikus citkoinek termelését (de Waal
Malefyt és mtsi. 1991, Couper és mtsi. 2008, Ouyang és mtsi. 2011). Az IL10 rendellenesen
magas szintje a szérumban A. fumigatus fertézésre valo hajlamosité tényezé (Romani 2004),
a citokin hianya pedig a C. albicans és a H. capsulatum gyorsabb eliminacidjat eredményezte
(Romani és mtsi. 1994, Deepe és Gibbons 2003). A kivaltott magas IL10 koncentracid
Osszefligghet azzal, hogy a Curvularia fajok, féleg a C lunata immunokompetens
egyénekben is kronikus fertézéseket okozhat, amelyek tobbsége egyben allergias
megbetegedés is (Krizsan és mtsi. 2015).

Az IL10 gatolni képes az IL8 termelddését is, azonban az IL10 termelés ellenére a C.
lunata hifainak jelenlétében 24 éra utan magas IL8 szintet is kimutattunk. Ez a citokin a
neutrofil granulocitak f6 kemoattraktansa (Hoffmann és mtsi. 2002), ami azt sugallja, hogy
ezeknek a sejteknek fontos szerepe van a gomba elleni védekezésben.

A C. hawaiiensis és C. spicifera esetében mért transzkripcios emelkedések ellenére
egyik vizsgalt citokin termelesét sem tudtuk fehérje szinten kimutatni. A TNFa szekrécio
szabalyozéasa transzkripcids és transzlacids szinten is megvalosul (Spriggs és mtsi. 1992,
Parameswaran és Patial 2010), ezen citokin esetében valésziniileg a fehérje termelésére

transzlacios gatlas hat. Az IL10 és IL8 citokinek megjelenése azonban elsdsorban
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transzkripcids szabalyozas alatt &ll (Le és mtsi. 1997, Roebuck 1999), a szekrécio hianyéat
valdsziniileg a transzlacios gatldas nem magyarazza.

A kozeli rokon gombakra adott eltérd immunvalasz mas nemzetségeken belil is
megfigyelheté. A monocitak az Aspergillus nemzetség kiilonb6z6 tagjaival szemben eltérd
IL6 és TNFa vélaszt adtak (Warris és mtsi. 2005), de a Candida fajok esetében is irtak le
kilonbségeket az immusejtek altali felismereés és citokintermelés tekintetében (Netea és mtsi.
2015, Toth és mtsi. 2017a).

Az ebben a fejezetben bemutatott eredményeket a kovetkezd publikacid tartalmazza:
Téth és munkatarsai (2017b).

6.2 Makrofagok valasza Curvularia izolatumokra

A makrofagga érlelt THP-1 sejtek interakcidjat is megvizsgaltuk a Curvularia
izolatumokkal. A 3 és 24 6ras vizsgalatoknal a C. lunata mellett ebben az esetben is bevontuk
a C. hawaiiensis és C. spicifera egy-egy klinikai izolatumat.

Mivel a makrofagok els6dleges feladata A. fumigatus-szal szemben a sporak
elimindlasa (Marr és mtsi. 2001, Philippe és mtsi. 2003), a sejtek C. lunata konidiumokat
fagocitald képességet vizsgaltuk. A vizsgalatot 1 és 2 6ra ko-inkubaciot kovetden végeztiik
el, é16 konidiumok jelenlétében (24. dbra). Két ora elteltével mar csirdzé konidiumok vannak
jelen.

Egy oraelteltével a sejtek 4,3(x1,5)%-a mutatott interakciot a C. lunata konidiumokkal
20:1 (E:T) arany esetén. Habéar ez az érték elmarad az A. fumigatus-sal 1:2 (E:T) aranyban
fert6zott sejteknél tapasztalt 23(+1)%-os értéktol, azt érdemes megjegyezni, hogy a C. lunata
konidiumok 30,9(+1,9)%-at ismerték fel a sejtek ebben az idépontban (24/1. dbra). Két 6ra
utan a sejtek 6,3(x1,8)%-a mutatott pozitiv eredményt az interakciéra nézve (E:T = 20:1).
Ebben az idépontban a konidiumok 43(+2,2)%-at ismerték fel a makrofagok. A C. lunata
esetben mért pozitiv események tébbsége tényleges internalizaciot is. A. fumigatus esetében
a monocitdkhoz hasonloan itt is megvizsgaltuk 3 ora elteltével a fagocitald sejtek aranyat.
1:2 (E:T) fert6zési aranynal a sejtek 46,2(+0,24)%-a fagocitalt (24/11. bra), mig 20:1 (E:T)
aranynal 3(x1,3)%-0s értéket mértink. Az eredmények alapjan a makrofagga

differencialtatott THP-1 sejtek képesek felismerni és fagocitalni a C. lunata konidiumokat.
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24. dbra: A THP-1 makrofagok fagocitalo képessége 1.) C. lunata (E:T = 20:1) és 1l.) A. fumigatus
(E:T = 1:2) konidiumokkal szemben 1 oOra elteltével. Az abrakon az A (piros) populécié a
monocitakat, a B (sarga) a konidiumokkal interakcidban 1évo sejteket, mig a C (z61d) a konidiumokat
jelenti. A tengelyek a piros (Chl1) és z6ld (Ch2) fluoreszcencia intenzitast jel6lik. A sarga keretbe

foglalt fluoreszcens felvételek a konidiumok és sejtek interakcidit mutatja, ahol zold szinnel a
konidium, pirossal a makrofag lathato.

Az interakcio 3. és 24. drajaban mikroszkopos vizsgalatot végeztink (25. abra). A
sejtek hifa korali aggregacidjat egyik torzsnél sem tapasztaltuk, azonban itt is
megfigyelhetdek voltak a konidiumokhoz kapcsolodo sejtek.

e SR A

25. abra: A THP-1 makrofagok és a C. lunata interakcidja 3 (A) és 24 (B) dra utan. A képeken a
méretskala 50 um-t jeldl.

24 oOra ko-inkubacid utdn meértlik az izolatumok életképességét (26. abra), amelybol
kiderul, hogy a THP-1 makrofagok nem voltak képesek a gombak hatékony 6lésére. Irodalmi
adatok alapjan az A. fumigatus fiatal hifai indukaljak a makrofagok NADPH oxidaz altali
ROS, valamint citokin termelését (Gersuk és mtsi. 2006), a hifak karositasat azonban féleg a

neutrofil granulocitak vegzik (Rosowski és mtsi. 2018).
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26. dbra: A Curvularia izolatumok életképessége a THP-1 makrofagokkal valé 24 6rés interakciot
kovetden, az azonos koriilmények kozott nevelt gomba kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben.
Az életképességet MTT-teszttel hataroztuk meg.

A THP-1 makrofagok az eredmények alapjan a C. lunata konidiumait felismerik és
fagocitaljak, ennek ellenére a gomba életképessége a sejtek nélkul nevelt térzshéz képest
nem csokkent. Valdsziniileg az internalizalt konidiumok csirdzasat jelentdsen nem gatoltak
a sejtek. A C. hawaiiensis és C. spicifera esetében sem tapasztaltuk az életképesség

csokkenését. A hifak nem valtottak ki a THP-1 makrofagok aggregéciojat.
6.3 Neutrofil granulocitak valasza Curvularia lunata-ra

A primer neutrofil granulocitdk tisztasagat és életképességét az izolalds utan
ellendriztik: minden esetben minimum 95%-os tisztasagot (a kontaminalé sejteket Wright
festés alapjan eritrocitaként azonositottuk) és 97%-o0s életképességet értlink el.

A kisérletekben vizsgaltuk a neutrofilek felismerési mechanizmuséat, ROS termelését,
NET képzését és olesi hatékonysagat C. lunata-val szemben. Kontrollként A. fumigatus-t
hasznéltunk.

A sejtek felismerési mechanizmusat a kiilonbozd koriilmények kozott felszabadulod
MPO mennyiségének meghatarozasaval vizsgaltuk (27. abra). Az enzim extracellularis

megjelenése jelzi a sejtek aktivaciojat (van der Veen és mtsi. 2009).
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27. abra: A neutrofil granulocitak altal kibocsatott MPO mennyisége A. fumigatus és C. lunata
jelenlétében, kiilonboz6 koriilmények kozott. Kontrollként az azonos korilmények kdzott nevelt,
kezeletlen sejteket hasznaltuk. Feliiliszdval: a neutrofil granulocitakat kézvetlenil adtuk a csirazo
konidiumokhoz; felulisz6 nélkil: a neutrofilek hozzaadasa elétt a fiatal hifakat mKRPG pufferrel
mostuk; szérum opszonizalt: a gombakat a csirazas utolsd ordjaban megfeleld donorbol szarmazo
szérummal opszonizaltuk; felilisz6 kezelt: a neutrofil sejtekhez a gombak sejtmentes csiraztatasi
felliliszéjat adtuk. n = 12; a statisztikai analizist kétszempontos ANOVA médszerrel végeztuk.

Mig az A. fumigatus a szakirodalmi adatoknak megfelelden csak szérum opszonizacio
utan aktivalta a sejteket (Gazendam és mtsi. 2016), a C. lunata csirdztatasi feliliszoja és az
opszonizalt gomba jelenlétében is mértiink az extracellularis MPO szintjében emelkedést.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a gomba felismerése az A. fumigatus-hoz hasonl6an
torténik, valamint, hogy a C. lunata altal termelt valamely szolubilis faktor képes indukalni
a neutrofil aktivaciot.

A MPO feladata elsGsorban az oxidativ burst soran termel6d6 H,O2 HOCI-€é alakitasa
(3.8.3. fejezet), amely biztositja a hatékony 6lést. Az interakcié soran mértiik a termel6do
H>0O2 mennyiségét. Azt tapasztaltuk, hogy az A. fumigatus-hoz hasonldan a C. lunata is csak
szérum opszonizacid utan képes indukélni a ROS felszabadulast, azonban az interakcid 60.

percében (az A. fumigatus-sal ellentétben) az majdnem teljesen eltlinik (28. abra).
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28. dbra: A neutrofil granulocitak extracellularis H,O, termelése szérum opszonizalt gombak
jelenétében, 10° sejtre vonatkoztatva az interakcié 30. és 60. percében. n = 6; a statisztikai analizist
ketszempontos ANOVA modszerrel végeztik.

Erdekes, hogy a szérum opszonizacio nélkiil, a csak a szolubilis faktor altal aktivalodo
sejtek esetében nem tapasztaltunk ROS termelést. Mint azt az 3.8.3. fejezetben targyaltuk, a
MPO nem csupan az oxidativ burst folyamataban tolt be fontos szerepet, hanem egyéb
leukocitak toborzésat is végzi (Johansson és mtsi. 1997, van der Veen és mtsi. 2009).
Elképzelhetd, hogy a szolubilis faktor hatasara termel6édé6 MPO proinflammatorikus
szabalyozoként miikodik.

A 60. percben mért szignifikans H2O> koncentracidbeli csokkenés hatterében allhat
egy, a gomba altal termelt, MPO-hoz hasonlé haloperoxidaz, amely szintén HOCI-t hoz létre
H>0> felhasznalasaval (Butler 1998) vagy egyes mikrobialis haloperoxidazok esetében leirt
katalaz aktivitassal a H2O2-t vizzé és oxigénné bontja ( Morris és Hager 1966, Libby és mtsi.
1982, van Pee és Lingens 1985). Egy biotechnoldgiai targyu tanulmany felhivja a figyelmet
a rokon C. inaequalis extracellularis haloperoxidaz termelésére (Hansen és mtsi. 2003).

A haloperoxidazok vizsgélatara a C. lunata genomadatbazisabol (Cochliobolus lunatus
ml18 v2.0, JGI MycoCosm) 9 haloperoxidazszerii fehérjét kédold gént azonositottunk,
amelyeket HPO1-9 géneknek neveztiink el. A gének szekvenciait az 1. melléklet tartalmazza.
A 9 aminosav szekvenciaban ExPasy MyHits motivum keres6 programjaval végzett keresés
alapjan megtalalhatd a haloperoxidazokra jellemzé 2-es tipusu foszfatidil-sav foszfataz
(PAP2) motivum benne a PAP2 doménnel.
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A HPO1-8 gének expresszios valtozasat H.0 indukcio hatasara vizsgaltuk az indukcio
30. és 60. perceben (29. abra). Az Altalunk hasznalt toérzs HPO9 gén szekvencidja
valoszintlileg eltér az m118-as torzsétdl, ugyanis erre a génre tervezett inditoszekvenciakkal
nem sikerilt a gént felszaporitanunk. A HPOL1 gén esetében 30 perc utan szignifikansan
nagyobb transzkripcids szintet detektaltunk, mig a tobbi gén esetében szignifikans csokkenés

vagy valtozatlan transzkripci6 volt megfigyelhetd.
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29. abra: C. lunata feltételezhetden haloperoxidazt kodold génjeinek relativ transzkripcids szintje
H,0, indukcié hatasara 30 és 60 perc elteltével. A relativ transzkripcids szinteket AACt (2744
modszerrel hataroztuk meg a kezeletlen gombanal tapasztalt génexpresszidhoz viszonyitva. A
statisztikai analizist tobbszoros t-prébaval végeztiik az indukalatlan 30 és 60 perces mintakhoz képest,
amelyek értékét 1-nek vettiik (hamis talalati arannyal, Q = 10%).

A HPOL1 gén altal kddolt fehérje aminosav sorrendje NCBI blastp illesztés alapjan 93%
egyezést mutat a C. inaequalis vanadium kloroperoxidazzal (P49053), amelynek ismert a
fehérje szerkezete (3.7 fejezet). A HPO1 fehérje aminosav szekvencigjat a CPO fehérjéhez
illesztve lathatd, hogy a fehérje kdzponti egysegét alkotd a-helix struktiréknal a két
szekvencia nagyfoku hasonlésagot mutat (30. abra). A HPOL1 fehérjében is megtalalhaté az
aktiv centrumhoz és vanadat-ion megkotéséhez sziikséges His aminosavak, valamint a
vanadium kozpont kialakitasaban szerepet jatszd Ser‘®?, Gly*®, Lys®3 Arg®® és Arg*®
aminosavak is (3.7 fejezet). A szerkezeti hasonlosag alapjan valosziniileg a HPO1 fehérje
szintén vanadium kloroperoxidaz. Ezen enzimek esetében még nem irtak le katalaz aktivitast
(Renirie és mtsi. 2009).
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30. &bra: A C. inaequalis vanadium kloroperoxidaz és C. lunata HPOL1 fehérjék aminosav szekvencia
illesztése. A C. inaequalis fehérjeszekvencigjaban az a-helix struktdrat kék szin, az aktiv centrumot
sarga, a fémion kotéhelyet lila szin jeloli. A vanadium kodzpont 1étrehozasadban résztvevo egyéb
aminosavakat piros betiivel jeloltiik. Az illesztést és a szerkezeti elemek azonositasat UniProt BLAST
programmal készitettik.

A HPO2-9 fehérjék mas fehérjék szekvencidihoz val6 legnagyobb azonossagi

szazalékat az 5.

tblazat foglalja 0Ossze.

Ezen hasonl6 fehérjék funkcidja mas

organizmusokban sem tisztazott, de mivel az indukcié hatasara nem tapasztaltuk a gének

felllszabalyozésat, a H»O. atalakitasaban valoszinlileg nem vesznek részt a Vvizsgalt

kortlmenyek kozott.
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5. tablazat: A HPO2-9 gének altal kodolt fehérjék aminosav szekvencidinak legmagasabb szazaléku
azonossaga és lefedettsége méas organizmusok fehérjéivel.

Kaodolo Legnagyobb hasonldsédgot mutatd gén Azonossag Lefedettség

gén

HPO2 B. maydis hipotetikus fehérje COCC4DRAFT 43272 58% 97%

HPO3 Bipolaris oryzae hipotetikus fehérje COCMIDRAFT 89% 100%
93739

HPO4 B. maydis hipotetikus fehérje COCC4DRAFT 41040 94% 100%

HPO5 B. maydis hipotetikus fehérje COCC4DRAFT 54428 89% 100%

HPO6 Stemphylium lycopersici PAP2 domént tartalmazé 76% 96%
fehérje

HPO7 B. victoriae hipotetikus fehérje COCVIDRAFT 104494 86% 100%

HPO8 Pyrenophora teres f. teres hipotetikus fehérje PTT 91% 100%
08684

HPO9 Bipolaris sorokiniana hipotetikus fehérje 91% 98%

COCSADRAFT 177466

Az interakcio soran a NET képzOdést is megvizsgaltuk. A szérum opszonizalt A.

fumigatus-szal val6 3 éras interakcidoban jol megfigyelhet6 a kromatin dekondenzalddésa és

az extracellularis hal6 megjelenése, mig azonos korilmények kozdétt a C. lunata jelenlétében

a sejtek lathatoan felismerik a gombat, kapcsolddnak a hifahoz, azonban a sejtmag lobularis

szerkezete megmarad, NET képzés pedig nem lathat6 (31. abra). Egyéb kortlmények kdzott

a sejtek hifa koruli aggregacioja is elmaradt.

31. abra: Neutrofil granulocitdk NET képzése A. fumigatus (A) és C. lunata (B) hifak jelenlétében, 3
oras interakciot kovetéen. A méretskala 20 um-t jeldl.
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A NET képzés egyes stadiumaiban levo sejtek kvantifikacidjanal azt tapasztaltuk, hogy
az A. fumigatus hifai koré gyilt sejtek kozott intakt és felbomlott sejtmagu sejtek, valamint
mar netotikus sejtek is megtalalhatok, mig a C. lunata hifai korul csak intakt sejtmagu sejtek
voltak megfigyelhet6k (32. abra)

A. fumigatus C. lunata

B <50 un?
50 < 90 pm?
> 90 pum?

0o

32. dbra: A NET képzés egyes stadiumaiban 1év6 sejtek szazalékos megoszlasa A. fumigatus és C.
lunata szérum opszonizalt hifai hatasara. A stadiumokat a DNS kiterjedésének mértékével
jellemeztiik: intakt sejtmag: DNS < 50 um?; felbomlott sejtmagmembran: 50 um? < DNS < 90 um?;
netotikus sejtek: DNS > 90 um?. A sejtek DNS-ének kiterejedését SYTOX Green festés alapjan
hataroztuk meg ImageJ szoftver segitségével.

A ROS-ok NET képzésben betdltott szabalyozd szerepét tobb tanulmany is
alatdmasztotta (Fuchs és mtsi. 2007, Behnen és mtsi. 2017). A H202 mennyiségének radikalis
csokkenése magyaradzhatja a NET képzés elmaradasat, ez azonban azt is feltételezi, hogy a
HPOL1 gén altal kddolt haloperoxidaz, amely szerkezet alapjan nem rendelkezik katalaz
aktivitassal, nem vesz részt ebben a folyamatban, hiszen a NET képzés nem indukalodik. A
NET képzés hidnya C. lunata jelenlétében ellentmond annak a szakirodalomban leirt
jelenségnek, amely szerint a NET megjelenése a patogén méretétdl fliggene (Branzk és mtsi.
2014).

Mivel szérum opszonizacié hatasara a neutrofil granulocitak a hifak koré
aggregalodtak, megvizsgaltuk a gombak életképességét az interakciot kovetd 3. oraban (33.
abra). Azt tapasztaltuk, hogy mig a sejtek az A. fumigatus-t hatékonyan képesek 6lIni, a C.

lunata életképessége nem csokkent az interakci6 utan.
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33. dbra: A szérum opszonizalt gombatdrzsek életképessége a neutrofil granulocitakkal valo 3 6rés
interakcié utan a kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben kifejezve. Kontrollként az azonos
kortlmények kozott, neutrofil sejtek nélkil nevelt gombékat hasznaltuk. n = 9; a statisztikai analizist
ketszempontos ANOVA maodszerrel végeztik.

A H202 mennyiségének csokkenésere két hipotézist vizsgaltunk, amelyeket az

alabbiakban ismertetiink.
6.3.1 A melanin, mint antioxidans jelenléte

A melaninok antioxidans kapacitasat szakirodalmi adatok tamasztjak ala (Jacobson és
mtsi. 1995, Wang és mtsi. 1995). Az interakci6 60. percében lecsdkkent H2O> szint
magyarazhat6 lenne a gomba 4ltal termelt melanin szabadgyok semlegesitd hatasaval, ezért
az interakcios feltluszoban vizsgaltuk a melanin jelenlétét. Az interakcidbdl szarmazo
feliilusz6 savanyitasa soran nem tapasztaltuk csapadék képz6dését, a PTFE membranon sem
volt lathaté pigment sziirlet. Hét napos tenyésztés utan is vizsgaltuk a melanin termelést
mKRPG kozegben. A savanyitas utan nem volt megfigyelhetd a melanin kivalasa.

Feltételezhetd, hogy ebben a kozegben a gomba nem bocsat ki melanint az

extracelluléris térbe, tehat a H20, semlegesitése sem a pigment altal torténik.
6.3.2 Az extracellularis kdrnyezet savasodasa

Szakirodalmi adatok alapjan a mikrobédk es a neutrofil sejtek interakcitja soran az
extracellularis savasodas gatolja a neutrofil funkciokat, els6sorban az oxidativ burst gatlasan
keresztiil (Behnen és mtsi. 2017), ezért az interakcid 1. és 3. drajaban meghataroztuk a kbzeg
pH-jat (30. abra).
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Mivel a szérum hozzadadasa lugositotta a kdzeget, az egyes kisérleti eredményeket
mindig a megfeleld kontrollhoz hasonlitottuk. A gomba kontrollok 1 és 3 ora elteltével is
savanyitottak a kornyezetiiket. Ezzel ellentétben a sejtek jelenlétében A. fumigatus esetében
nem tapasztaltuk a kézeg savanyitasat egyik vizsgalt idopontban sem. C. lunata esetében
szérum opszonizacid utan a sejtek jelenlétében is megfigyelheté volt a pH csokkenése mar
60 perc elteltével is. 3 ora utdn szignifikansan alacsonyabb pH-t mértlink ebben az esetben,
mint a kontroll sejteknél (30. abra). A Behnen és munkatarsai (2017) altal publikalt

tanulmany szerint a 6,5 koriili pH mar elegend6 a neutrofil funkciok gatlasdhoz.
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30. abra: Az extracelluldris pH alakulésa a neutrofil granulocitak és a gombak interakcidjaban 60 perc
(A) és 3 ora (B) elteltével. A gomba kontrollok a sejtek nélkil, mig a sejt kontroll a gombak nélkul
azonos korilmények kozott inkubalt allapotot jel6li. Az abran hasznalt tovabbi jel6lések: felildszdval
- a neutrofil granulocitdkat kozvetlenul adtuk a csirdzd konidiumokhoz; feluliszé nélkil - a
neutrofilek hozzdadasa el6tt a fiatal hifakat mKRPG pufferrel mostuk; szérum opszonizélt - a
gombékat a csirdzas utolsd orajaban megfeleld donorbdl szarmazd szérummal opszonizaltuk. A
szérum opszonizacids korilmények statisztikai elemzése a szérummal és szérum nélkilt inkubalt
sejtes kontrollhoz viszonyitva is megtortént, mig a tobbi esetben a szérum nélkil inkubalt sejtes
kontrollt hasznaltuk. n = 6; a statisztikai analizist kétszempontos ANOVA modszerrel végeztik.

Ezen eredmények magyarazatot adnak a H202 mennyiségének csokkenésére és ezzel
egyutt a NET képzés elmaradasara is. A C. lunata opszonizacioja nélkil végzett interakcios
kisérletekben (feliluszoval és feliilluszd nélkil) is megfigyelhetd volt kismértéki pH
csokkenés, azonban ezekben az esetekben nem tapasztaltuk a gomba és a sejtek tényleges

kapcsolatat (6.3. fejezet).
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7 Osszefoglalas

A Curvularia fajok mind human egészségiigyi problémakent, mind pedig gazdasagi
kartevoként gyakorlati jelentéséggel bird fonalas gombak. Novényi patogénként szamos
kutatas foglalkozik ezen fajokkal, azonban huméanpatogén szempontbdl kevés informéacionk
van a nemzetség képvisel6irdl. Ezek a gombak feohifomikdzisok kialakitasara képesek,
melyek egészséges emberekben elsdsorban lokalis, immunszuppresszalt betegekben invaziv,
illetve disszeminalt fertézésként jelentkeznek. A nemzetség tagjai koziil humén
fertézésekbol leggyakrabban a C. lunata, a C. hawaiiensis és a C. spicifera fajok képviseldit
izolaljak, amely fajok er6sen melanizaltak, ezért a pigment esetleges virulenciafaktorként
bet61tott szerepe is jol vizsgalhatd esetiikben. Mivel az opportunista fonalas gombafertézések
esetszdma az utdbbi évtizedekben ndvekedést mutat, amely magaban foglalja a kevésbhé
jellemzett nem Asperillus fajokat is, az ilyen irany( kutatasok fontossaga kiemelkedd.

Munkank soran célul tiiztik ki a C. lunata interakcidjanak vizsgalatat harom, a
velesziletett immunvalasz folyamataban alapvet6 szerepet jatszo immunsejttipussal.

A monocitakkal és makrofagokkal val6 interakcio modellezésére a THP-1 sejtvonalat
hasznaltuk, ahol a sejtek valaszat a konidiumok és hifak jelenlétében is megvizsgaltuk. A
hifak altal kivaltott valaszt a C. hawaiiensis és a C. spicifera esetében is tanulmanyoztuk. A
neutrofil granulocitdk és a C. lunata fiatal hifainak interakcidjat primer immunsejtek

felhasznalasaval modelleztik.

1. Monociték vélasza a Curvularia izoldtumokra

A THP-1 monocitdk a C. lunata nagy, melanizalt konidiumaival nem Iéptek
interakcidba, a fagocitozis vizsgalatban a kdolcsonhatdsban 1év0 sejtek aranya nagyon
alacsony volt. A pozitiv események tobbsége nem volt tényleges internalizacié. Mivel a
melanin hatassal lehet a fagocit6zisra, a vizsgalatot elvégeztiik melanin bioszintézist gatlé
koriilmények kozt termelt konidiumokkal is, azonban az interakcioba 1€p6 sejtek aranyat nem
ndvelte a konidiumfal melanin tartalmanak hianya. A THP-1 monocitak sem a melanizalt,
sem pedig a melanin gatolt konidiumok jelenlétében nem termeltek TNFa, IL6, IL8 vagy
IL10 citokineket.

A monocitak tobbek kdzott mikrobialis szignalok hatasara aktivalddni képesek, amely

soran a sejtek felszini receptor mintazata megvaltozik. Az aktivacié elinditja a differenciacio
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folyamatat, amely utan a monocitdk makrofagga vagy dendritikus sejtté alakulnak, vagy
fenntartjak monocita allapotukat. A monocitak az antigén prezentacioban is részt vesznek.

A THP-1 monocitak aktivaciojat mind a konidiumok, mind a hifak jelenlétében
vizsgaltuk. A C. lunata konidiumai nem valtottak ki a sejtek aktivacidjat, valosziniileg
antigén prezentacio sem torténik, amely a kismértéki interakcioval magyarazhat6. A melanin
hidnya a konidiumfalban nem befolyésolta az aktivacio és az antigén prezentacio
elmaradasat. A hifak jelenlétében sem tapasztaltuk az aktivaciora jellemz6 génexpresszios
mintazatot egyik Curvularia izolatum jelenlétében sem, habar a C. lunata esetében a sejtek
aggregacioja volt megfigyelhetd a kés6i immunvalasz vizsgalatanal. Ebben az esetben sem
kovetkeztethettlink antigén prezentaciora. A C. hawaiiensis és C. spicifera hifai nem
valtottadk ki a monocitak csoportosulasat. A monocitdk nem voltak képesek csokkenteni a
gombak életképessegét az interakcio soran.

A THP-1 monocitak hifak hatasara bekovetkezo citokintermelését is megvizsgaltuk. A
C. hawaiiensis és C. spicifera nem valtotta ki a mért citokinek termelését. A C. lunata hifak
jelenlétében tapasztalt IL10 antiinflammatorikus citokin termelés dsszefuiggésben allhat a
gomba altal okozott fertézések kronikus jellegével, a gyulladdsos vélasz gatlasara utalhat a
HLADRA gén alulszabélyozésa is. Ugyanakkor a gomba az IL8 termelését is indukalta, amely

a neutrofil granulocitak toborzasaért felelds legfontosabb attraktans.

2. Makrofagok valasza a Curvularia izolatumokra

A Curvularia izolatumok interakciojat érlelt THP-1 sejtekkel is vizsgaltuk, amely
makrofagokhoz hasonld fenotipust mutat. A C. lunata konidiumait az érlelt sejtek
hatékonyabban ismerték fel, a fagocitald sejtek aranya megndtt. Az interakcios események
nagy resze tényleges internalizacio volt a konidiumok méretétdl fliggetlendil.

A hifadk ebben az esetben nem indukaltdk a sejtek aggregaciojat, azonban azok
megjelenése utan is megfigyelhetd volt a sejtek konidiumhoz térténd kapcsolddasa, tehat a
makrofagok a konidiumok felismerésében jatszhatnak szerepet.

A sejtekkel valo interakci6 nem csokkentette az izolatumok életképessegét,

6nmagukban a makrofagok nem voltak képesek hatékony 6lésre.

3. Neutrofil granulocitak valasza C. lunata fiatal hifaira

A vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a neutrofil granulocitak a C. lunata hifait

szérum dependens mechanizmussal ismerik fel, amely indukalja az oxidativ burst folyamatat
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a sejtekben. A gomba termelhet egy szolubilis faktort, amely 6nmagaban is kivaltja a sejtek
aktivalddasat, azonban ROS felszabadulést ez nem eredményez. A nagyméretii mikrobakkal
szemben, mint a fonalas gombak, a NET képzést fontos effektor funkcionak tartjdk a
neutrofilek esetében. A C. lunata jelenléte azonban nem valtotta ki a NET formalasat, habar
a sejtek kapcsolddtak a hifakhoz. A NET hianyat magyarazhatja a H-O: szintjének radikalis
csokkenése az interakcid soran, hiszen a NET képzés szabalyozasaban a reaktiv oxigén
gyokok fontos szerepet jatszanak. Eredményeink alapjan a gomba savanyitja a kdrnyezetét
az interakcid soran, amely pH valtozas gatolja a neutrofil funkcidkat, elsésorban az oxidativ
burst gétldsan keresztul. Ezen korulmények kozott a neutrofil granulocitdk nem voltak
képesek hatékony 6lésre a C. lunata-val szemben

Eredményeink alapjan a monocitak a C. lunata hifait, mig a makrofagok a
konidiumokat ismerik fel. A monocitak esetében az antiinflammatorikus folyamatok
elotérbe keriilését figyeltiik meg, amely hozzajarulhat a kronikus fert6zések
kialakulasahoz. A neutrofil granulocitak szérum opszonizéacié utan képesek felismerni
a gomba hifait, azonban a gomba gatolja a neutrofil effektor funkciokat. A vizsgalt
sejttipusok egyike sem volt képes a C. lunata vagy a tébbi Curvularia izolatum hatékony
Olésére izolalt korulmények kozott. Mivel az interakciok soran immunregulal6
molekulak termelését is kimutattuk, mint a monocitadk esetében a neutrofilek
toborzasaért felelés IL8 termelést, vagy az effektor funkciokat nem indukalé MPO
felszabadulast neutrofil granulocitak esetében, feltételezhetd, hogy ez a sejt-sejt
kommunikécid a C. lunata elleni védekezésben nagyon fontos szerepet jatszik.
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8 Summary

Curvularia species are filamentous fungi having practical significance for both the
human health and the agriculture. Several studies have been performed on these species as
plant pathogens but from a human pathogenic concept, we have only few information about
them. Some of these fungi can cause human phaeohyphomycoses (i.e. mycoses caused by
dematiaceous fungi) that manifest as local infections in healthy individuals and as invasive
infection in immunosuppressed patients. Among the members of the genus, C. lunata, C.
hawaiiensis and C. spicifera are the most frequently isolated species from human infections,
that are highly melanized hence the role of the pigment as a potential virulence factor can be
investigated.As far as in the last decades, case number of infections caused by opportunistic
pathogenic filamentous fungi including the less characterized non-Aspergillus species have
been increasing, research of these fungi became an intensively studies area.

During this study, our aim was to examine the interaction of C. lunata with three cell
types of the innate immunity.

To model the interaction with monocytes and macrophages, we used the THP-1 cell
line and examined the response of the cells to conidia and hyphae as well. Response to hyphae
was analyzed in case of C. hawaiiensis and C. spicifera, too. Interaction of neutrophil

granulocytes and young hyphae of C. lunata was simulated using primer immune cells.

1. Response of monocytes to Curvularia strains

THP-1 monocytes did not interact with the large and melanized conidia of C. lunata,
and the percentage of connecting cells was very low in phagocytosis assay. Majority of
positive events was were not actual internalization. As melanin can affect phagocytosis, the
assay was performed with conidia harvested from cultures grown on melanin biosynthesis
inhibitory medium. However, the lack of melanin in the conidial cell wall did not increase
the ratio of the connecting cells. THP-1 monocytes didn’t produce any TNFa, IL6, IL8 or
IL10 cytokines, neither in response to melanin inhibited nor to melanized conidia.

Monocytes can be activated by microbial signals, and during this process, the pattern
of the cell surface receptors changes. Activation may start differentiation of monocytes to
macrophage or dendritic cell but can maintain the monocytic state as well. Monocytes also

participate in the antigen presentation.
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Activation of THP-1 monocytes was examined in presence of both conidia and hyphae.
Conidia of C. lunata didn’t induce activation of cells, probably antigen presentation is also
missing, that can be explained by the low level of interaction. Absence of melanin from the
conidial cell wall had no effect on the lack of activation or antigen presentation. We did not
observe the gene expression pattern specific to activation in the presence of hyphae of any
tested Curvularia strain, although during investigation of late immune response to C. lunata,
aggregation of monocytes could be seen around the hyphae. In this case, we also could not
suppose antigen presentation. Hyphae of C. hawaiiensis and C. spicifera didn’t induce
aggregation of monocytes. The cells could not reduce viability of fungi during the interaction.

Cytokine production of THP-1 monocytes was also analyzed as an effect of fungi. C.
hawaiiensis and C. spicifera did not induce the release of the examined cytokines. Production
of anti-inflammatory IL10 cytokine as a response to C. lunata hyphae can be related to the
chronic nature of infections caused by the fungus. Downregulation of HLADRA can refer to
the inhibition of inflammation. At the same time, C. lunata induced the release of IL8, which

is the main attractant for neutrophil granulocytes.

2. Response of macrophages to Curvularia strains

Interaction of Curvularia species was investigated with differentiated THP-1 cells
showing macrophage-like phenotype. Conidia of C. lunata was recognized more efficiently
by the differentiated cells and the ratio of phagocytizing cells increased. The majority of
interactions was actual internalization despite the size of the conidia.

Hyphae in this case did not induce aggregation of cells but connection of macrophages
and conidia was seen even after germination, so macrophages may play role in the
recognition of conidia.

Interaction with the cells did not reduce the viability of strains and macrophages on

their own were not capable of efficient killing.

3. Response of neutrophil granulocytes to young hyphae of C. lunata

During our experiments, we concluded that neutrophil granulocytes could recognize C.
lunata hyphae in a serum dependent way. This process induced oxidative burst in the cells.
Fungus could produce a soluble factor, which was able to trigger the activation of cells but
did not provoke ROS generation. NET formation is considered as an important effector
function of neutrophils against large microbes. Presence of C. lunata did not trigger NET
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formation, although cells attached to the hyphae. Absence of NET can be explained by the
radical decline in the concentration of hydrogen peroxide during the interaction, as formation
of NET is regulated by ROS. According to our results, the fungi acidifies its environment
during the interaction. This pH change inhibits neutrophil functions primarily by the
blockage of oxidative burst. Under these circumstances, neutrophil granulocytes could not

kill efficiently C. lunata.

Based on our results, monocytes recognize hyphae of C. lunata while macrophages
react to the conidia. In case of monocytes, we noticed the anti-inflammatory processes
to become conspicuous, that can correlate with the development of chronic infections.
Neutrophil granulocytes can recognize fungal hyphae after serum opsonization, but the
fungi can block effector functions of neutrophils. None of the investigated cell types
could kill C. lunata or the other Curvularia strains under these isolated circumstances.
While during interactions we detected the production of immunregulating molecules
like IL8 in case of monocytes (that is responsible for the recruitment of neutrophils) or
MPO release by neutrophil granulocytes that did not induce the effector functions of
the cells, we could assume that protection against C. lunata may depend on this cell-cell

communication.
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11 Mellékletek

1. melléklet: A C. lunata haloperoxidaz szerii fehérjéket kodolo génjeinek szekvenciai. Sziirke szin
jeldli a promoter és terminalis szakaszokat, piros szinnel jel6lt a kodol6 régio, kék szin jel6li a nem
transzlalodé régidkat, fekete pedig az intronokat.

HPO1 scaffold_9:696118-697941

698141 698072
698071 698002
698001 ATGGGGTCCG 697932

697931 TTATACCCATCCCTCTCCCAAAGATCGATGAACCCGAGGAGTATAACACGAACTACATACTCTTCTGGAA 697862
697861 CAATGTGGGTTTGGAACTCAACCGCGTAACTCACACTGTGGGTGGTCCCCTGACGGGCCCTCCTCTCTCT 697792
697791 GCCAGAGCTTTGGGCATGCTCCACTTGGCTATTCACGACGCCTACTTTTCTATCTGCCCTCCGACCGACT 697722
697721 TTACTACCTTCCTCTCCCCAGATGCTGAGAATGCCGCGTACCGTCTGCCCAGCCCCAATGGTGCACATGA 697652
697651 CGCTCGCCAAGCAGTCGCTGGAGCTGCCCTCAAAATGCTGTCTTCACTGTACATGAAGCCTGATTCTAAC 697582
697581 TCCGGCGGTAACATCTCCGACAATGCTTACGCTCAGCTTGCTCTGGTCATCGACCGATCAGTCCTGAAAG 697512
697511 CACCTGGTGGTGTTAACCGAGAGTCCGCCAGTTTCGTGTTTGGCGAGGCTGTAGCAGATGTCTTCTTTGC 697442
697441 ACTCCTTAACGATCCTCGAGGTGCTTCGCAGGAGGGATACCACCCAACGCCAGGTCGCTGCAAATTTGAC 697372
697371 GATGAGCCTACTCACCCTGTCGTCCTAGTCCCGGTTGACCCCAACAACCCCAATGGCCCTAAGAAGCCTT 697302
697301 TCCGCCAGTATCATGCCCCATTCTACGGCAAGACTACGAAGCGTTTTGCGACGCAGACCGAGCACTTCCT 697232
697231 GGCCGACCCACCAGGTCTTCGTTCTAATGCGGATGAGACTGCCGAGTATGACGACTCTATCCGTGTCGCT 697162
697161 ATCGCCATGGGAGGGGCCCAGGGTCTCAACTCCACCAAGCGTAGCCCATGGCAGACGGCACAAGGCCTAT 697092
697091 TCTGGGCTTACGATGGATCAAACCTCGTTGGTACGCCACCTCGCTTTTACAACCAAATCGTGCGTCGCAT 697022
697021 TGCAGTCACGTACAAGAAAGAAGAGGACCTTGCCAACAGCGAAGTCAACAACGCAGACTTTGCCCGCCTT 696952
696951 TTCGCGCTCGTCGACGTCGCTTGTACCGACGCTGGTATCTTTTCCTGGAAGGAAAAATGGGAGTATGAAT 696882
696881 TCTGGCGCCCACTTTCTGGCGTGCGAGATGATGGACGTCCAGACCACGGAGATCCTTTCTGGCTCACCCT 696812
696811 CGGTGCCCCAGCTACAAACACCAACGACATCCCCTTCAAGCCACCATTCCCAGCCTACCCATCGGGTCAC 696742
696741 GCGACCTTTGGTGGTGCCGTGTTCCAAATGGTACGCCGATACTACAACGGCCGTGTAGGCACATGGAAGG 696672
696671 ACGACGAGCCAGATAACATTGCCATTGACATGGTGATTTCCGAGGAGCTAAACGGCCTGAACCGCGACCT 696602
696601 GCGCCAGCCCTACGACCCGACTGCCCCGATCGAAGACCAACCCGGTATCGTCCGCACACGCATCGTACGC 696532
696531 CACTTTGACTCTGCCTGGGAAATGATGTTTGAAAACGCCATTTCCCGCATCTTCCTCGGTGTCCATTGGC 696462
696461 GCTTTGATGCCGCTGCCGCACGCGACATCCTCATTCCTACGACGACAAAAGATGTCTACGCTATCGATAA 696392
696391 TAATGGCGCTACTGTGTTCCAGAATGTAGAGGATATTAGGTACTCGACTAAAGGAACGCGTGAGGACCGC 696322
696321 GAGGGCCTTTTCCCTATTGGTGGTGTGCCACTGGGTATTGAGATTGCGGATGAGATTTTTAATAATGGAC 696252
696251 TTAGGCCTACCCCGCCTGAGCTTCAGCCTATGCCGCAGGAGACTCCTGTGCAGAAGCCGGTTGGGCAGCA 696182

696181 GCCGGTTCAGGGGTTGTGGCAGGATGAGGAGGAGCAGGTGCCGGTGGTTAAGGAGGCGCCGTAG 696112
696111 696042
696041 695972
695971 695918

HPO2 scaffold_11:955923-957072

955723 955792
955793 955862
955863 ATGCTCGTCC 955932

955933 TACCCAAGCTCATCCCCGGTAAGCATCATTGGCTCATGCCAGGCTACTACAACAGACCCTCAGCGCGCCA 956002
956003 AGTCTTCAACGACAACTGGTTAAATCTACTCACAACATTGATCTGCTTTATAACAGCGGTTGTTCTCTGG 956072
956073 AAGTTGTGTCCACCAGCAGTCACTCACTATTTCCCATATTTCGAGGGCGTCGAGAAGACTTCTGCGGGCC 956142
956143 TCAAGTATGCTCAGCCGCTACGCAGCGAGTACCTTGACACGGTCAAGACGGCCGCTATATCGTTCTGCAT 956212
956213 TCCAGCCGGTGTGATGGTTGGTATGAATCTGTGGGTGCTGAGAGACTACTACAATGCCAGTGCTGCTGTG 956282
956283 AGTTCTTTGAGACCTGCCTTTCCCCCTCCTCTTCTACCCTCCTCCCCCCTCAATACTACCCCCTGAAGTA 956352
956353 GAAAACAAAGGGAAGCTACATCACAACTGACATACAATGAACCCCCTCAAACAGCTCACAGGCCTCAGCT 956422
956423 ACGCACTCTCCACCTCGGCCCTCCTCGCCTGTCTTCTGAAAATCTTCGTCGGCGGCCTCCGACCAAACTT 956492
956493 CTACGAGATATGCAGACCAGCATACCTGGCTGCATCATCTACATCTGATACTGAAACCACTTACTCTCAC 956562
956563 TCCTATTACACCACCGCCGACGAAACGTGCACCAACACGCACAAACCCTCACTCCACGACTCGCAAATGA 956632
956633 GTTTTCCCTCTGGCCACGCCTCCTCCGCATTCGCCGGCTTCGTCTTCCTCACGCTCTGGCTCAGCGCACA 956702
956703 CTTCAAGACATTTGGGCGCTCTCAAGATGATACGCCGCCACCTTTACTTACCGCCAGTATAGACGCTGAG 956772
956773 CCAGAAGACGGCCGCCAGTCCTCGTTGGAATTACTCGCTGAGCCATCGTTTGGCGCAGTGCCCCACTGGA 956842
956843 AACTGCTGCTTTCCGCAACTCCGCTGTGCACGGCGGTCATACTAGCGCTGTCTAAGATCAGAGACGGGTG 956912
956913 GCATCATCCTGTTGATGTCGTGTGTGGTGCGGCGATTGGTACCGTCTTTGCGTTGATGGCGTACAAGATG 956982
956983 AACTTTTGGAGTGTATGGGATGTAAGGGATAATCATGTGCCGAGGAGAAAGGTGCATGATTTGAGGGCGG 957052

957053 GAAGGGACGGGGTTCTGTGA 957122
957123 957192
957193 957262
957263 957272
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HPO3

527703
527773
527843
527913
527983
528053
528123
528193
528263
528333
528403
528473
528543
528613
528683
528753
528823
528893
528963
529033
529103
529173
529243
529313
529383
529453
529523
529593
529663
529733
529803
529873
529943
530013

HPO4

741179
741249
741319
741389
741459
741529
741599
741669
741739
741809
741879
741949
742019
742089
742159
742229
742299
742369
742439
742509
742579
742649
742719
742789
742859
742929
742999
743069

scaffold_7:527903-529818

ATGGACGAGT
GGACGTCCAAGCAGCTCCCTGAGCGCCTGCCCTTCTCCAAGAAGCGCCTCTCCAAGAAGGTCATCTTCTC
GTGCGTAGAGTCGTCTCGCCCACAGCGCAGTAGATGCTGACCAGCGCAGATATATCGGTGACTATCTGAT
CATCATGTAAGACCACGCCGTCCGGCGCACACGACCTCCTTCCTGGCTTGATTGCAAGGCTGACCACCCT
CCCAGCGTCTTGATGCTCACCTTTGCCATTGTCGACAAGATTCCGCCCTTCCACCAACACTTTTCGCTCG
ACAACTACACCCTACACTATCCCTTTGCTACCCGTGAGCGCGTACCCGTCATATGGCTCTGCGTTTATGT
CGTCCTCGCGCCTGCCGTCATTATTGCTATATACACCATGGTAATCGACGGCCTCTTCTCACACCAAACC
GCCATGCCTGCCAATAGGACCGGCCTCAAGCGTCTCTCGGGGAGATACAGGTTCAAGGATAGGCTGTGGG
AGCTCAACTGCGGTATACTCGGGTTGGGCCTGAGCATTGGTGCTGCCTTTACAATCACCGGGGCTTTGAA
GAATGCTATTGGAAAGCCGCGGCCCGATCTCATCGACCGGCAAGTCAGTCTTTGGCGCGGAGGAGAGCTT
TGACTAACAATCCACAGCTGTCAGGTGGACCCGGCCAAGATCAACCACAACGCCTACGCCCTTCAGACTA
TTGACATTTGCACGCAAACGAACAATTACATTCTGCAGGATGGCTTCAAGAGCTTTCCCTCTGGACATAG
CAGCGGTATGACGTACAGACTCTCTTGCATGCCCACCTGACTGACATCCCAAAGTTTCTTTTGCTGGTCT
GTTTTACCTTTCCATTTACCTCGCAGGAAAACTCCACGTCCTGGACGCCAAGGGTGAAGTCTGGAGGACA
TTTATTGTCATGGTCCCTGCGCTCGGTGCTGCGCTCATCACCGGAACCCGTATCATGGATGCCCGTCATC
ACCCATTCGATGTCATTTCCGGTGCGCTGCTTGGCATACTTGTAGCATGGGGCTCGTACCGCCAATACTT
TCCTCCTGTTTCCGAGACCTGGCGCAAGGGACGCGCATATCCCATTCGCGCTTGGGGCAAAGCCTCGCGC
GCGCCGCCTCATGGTGCCCTGCTTGCCGAAGATGACATCCGACAGCTACAAGAAATCAACAAACCAGTAG
ATGAGGAGCGCGGGGAAGCTTCGGGTTATTCTGCCGCGGCTACGGTCCCTGCAGACGGTGAAATTGGAAA
CAATGTGTTCCGCCAACAAATCCATAACTCTCAGCGGAGGCGCCAAGAGTCCGGATCTCACTATGGCGTG
GGCCGAAGTGACACAGGCGCTTCGAGCAACTACCGCACCGAGACCATGAATTCAGGCATCTCCTCGAAGG
TCAACAGATATACTAATCAGCTGCCATCCACCAATCCTTTCGCCGCTGATGTCGCACGCCAACGCCAACT
GGATACCTATGATTATTCATCCTCGGAAGACGACGGCAACTACGAGCTCCAACCCAGGGCGGGCGTTTAC
AACCCAGTGTCTGGCACACTCACGGATACAGGATACCATCCACCCACGGGTATCTCCCCAGTTCCTACAC
CACCTCCTCAGGCAAACACCATTCTACATAACCAGGCGACGACCATGTCTCCGACAGGCGACCTTTCTGA
TCGAAGAGAAGTTCCACCCATGCCTCCTCCACATGGTGCGAGCAACTTGTCTCAGCAAATATGAAGTCGG
TTCAAGGTGTACGATCATGTGTGAGTGACGTTGTTTTTTTGGTGGAAGCAAGTGCATTTCTGGAAAATAC
CCGCATCCTCGTTACTCGGCAGATTTTGGTGTGTGCCGATGAGCGTATGAGAAGCCATTACGGTTAAGAC
GAGCCTCATGTATCAC

530018

scaffold_10:741379-743059

CCCTCACCTG
CTCGCCCGACTCTCTTCAAAACAAAAAGTAGTCCCCAACAGAGGCCCGACGCAAACGCCCTCCACCCCGT
GGTTGCTGTTGCTGTTGCTGCTGTAGCTGTGGTTGTGTACTTGCTTCTCTTCTTCTGCTCGTCTGCCTAC
TCCCGACCGCCGCCTCCGGTCGCCTGCTCCCGTCGCCGTTCCCCCCACGCGACCCCCATATATATTCACC
ATGACCAACAAGAGCTATCTCGCCTTCCTCGACAGCACCACGGCCTCGGACATGCTCTCGCGCTCCTCGG
TGCCAGGCCTCTCGGCCCTGCCCAGCCTGATCCCCCACCGCGTCCGCAGAAAGTGGAGGGCCACCCGGTC
GCGCATACGTGGGCGCCAGTCGCCAACCTCGTCCATTGCCTCGCTCGAGACGTCCTTCTCGCCCTCGGAT
ACCCTGCGCTCCCTGCGCTCCCACTCGTGGTCCATATACGACGCCCAGTACCTCTTTCTCGCCATTGTCG
CCATCTTCTCCCTGTCCGTCAGCGAGTCTCCTGGCCCATTTGCAAAGACATTTATTGCAACCCTGCTTAT
GACGGGCTTGTGTCTGCCTATTACCCGCCAATTCTTGCTCCCATTGCTTCCAACTCTTACCTGGCTATTC
CTTTTCTCGAGCTGCAAGTACGTACTCTGCGCTATGTCTGTCCATGAACTAGAAAAAATACTAACAATTC
CGCCAGATACATCTCCCCAGAATACCGACCTGCTATCTGGGTCCGCGTCCTCCCCGCTCTCGAGAACATT
CTTTATGGCTCAAACCTGAGCAACATTCTCTCCGCCAACAAGCACACAGTCCTCGATATCCTTGCTTGGC
TGCCCTACGGAGTGGTCCACTATGTATCGCCCGTCATTGTTAGCGGATGCATGTTCATCTGGGGCCCTCC
GGGAACCCTCCCCATCTGGGCTCGCGCCTTTGGCTACATGAACATCACCGCCGTCCTGATCCAGATTGTT
TTCCCCTGCTCCCCGCCATGGTACGAGAACACATACGGACTGGCGCCCGCTACCTACAGCGTCAAGGGAG
ACGCTGCAGGACTCAAGGCCATTGACGCCCTCACCGGCATCGATATCTACACATCTGCCTTCTTGGGCTC
ACCCATGGTTTTTGGTGCTTTCCCTTCCCTGCATTCCGGATGGGCTACTCTGGAGACGCTCTTCATGGGC
CATGTTTTCCCTAGGCTCTTCCCTGTATATGTATTCTACACCATGTGGCTTTGGTGGTCTACCATGTACT
TTTCTCACCACTACGCCGTCGACCTGGTTGCTGGCAGTCTCCGTAAGTTACTCAACTTCCCATTTCCACC
AATGTCGTGGCTAACCATGTCTCAGTCGCTGGTGTCTGCTACTTCTTCGGCCGTGCCAACTTCCTGCCCC
GCCCTCAACCCGACAAGGAGTTCCGATGGGACTACGACTATGTCGAGATTGGTGACCCCGCAGATGGTGC
TGGCTTCAGCATGCTCGACATCTACGACGAGTTCCCATCCCACTCCGACTCTGAAGACTGGGCCAGTGGT
TCCTCTTCATCCTACTCTACCGGCGGCCGAAGCCCAATTGGCGCCCGTTCGCCAACTGACGACAACCAGA
GCCTCTGGGACGGAGACACAGTCGGATCTGATACCGAGCACACCCTCCGCAAAGACTAGAC

527772
527842
527912
527982
528052
528122
528192
528262
528332
528402
528472
528542
528612
528682
528752
528822
528892
528962
529032
529102
529172
529242
529312
529382
529452
529522
529592
529662
529732
529802
529872
529942
530012

741248
741318
741388
741458
741528
741598
741668
741738
741808
741878
741948
742018
742088
742158
742228
742298
742368
742438
742508
742578
742648
742718
742788
742858
742928
742998
743068
743138
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743139
743209

HPO5

159613
159683
159753
159823
159893
159963
160033
160103
160173
160243
160313
160383
160453
160523
160593
160663
160733
160803
160873
160943
161013
161083
161153
161223
161293
161363
161433
161503
161573
161643

HPO6

200140
200070
200000
199930
199860
199790
199720
199650
199580
199510
199440
199370
199300
199230
199160
199090
199020
198950
198880
198810
198740
198670
198600
198530
198460
198390
198320
198250
198180
198110

743259

scaffold_23:159813-161445

GTCCTCTCTT
TCCTCCACTCTAGATACTTGCTGGCTCCCCCGAGCTGACTGGGTGCCCATACGTCATTCACAGTTCGGTA
TACTTGCCTCGTCTGACAACCAGAACCAACACCATCGTCATGGGCTTCTTCAACAAGCGCAACACGACGC
CCGTCGCTGCAGACACTGCTGCTGCAACCGGCACTCACAGGGAAAAGAGACCAAGGCGCCACTCCAAATC
TCACCCGTCGTCGTACAACACCAGGCCCAGCTTTGGACAATGGCTCAAGGCAACTTGGCTCGACATTGTG
ACCATGGCCGCTATGGGCGCCGTCGGTCTCGGTGTATACATGGCTGACCCAGCCCCCAGCCGCAGCTTTC
CAGTCATCTTCCAGGATGGCGAGATTGTCTATCCCGAGTTCGCCTACCCCCTGCGCAACGAAATCGTCCC
CATCTGGGCTGCCGCCCTCATGGCCTTTTTCATTCCTTTTGCCGTCTTCCTCATTGTTCAGATCCGCGCC
CGCAGCTTCTGGGACATCAACAACGCCACCATTGGCCTACTCTACTCCCTCATCACCGCTGCTGTATTCC
AAGTCTTCATCAAGTGGCTCATTGGTGGACTTCGCCCTCACTTCCTCGCCGTCTGCAAGCCTGTCATCCC
CGCCGACATTCTCGCCAGCGTTGGCAATTCAGACAACGGCGTCGAGGCAGGCAGCGCCTATGGCAACGTT
GCCAATGGTTACAGACAAATCATGTTTGACAGGAGCATCTGCACCGGTGATCGCAACGAGATCAACGACA
GTCTTGAGTCCATGCCGTCCGGCCACACTACTGCTGCTTTTGCCGGCTTCGTCTTCCTCTACCTGTACCT
CAACGCAAAGCTCAAGGTCTTTGCAAACTACCACCCCGCAATGTGGAAGATCATTGCATTGTACGCTCCT
ATTCTCGGTGCCTGTTTGATTGGCGGTGCCCTCACCATTGACGAATACCACAACTGGGTATGTACTGTTT
TACTTTATCAGAAATACATGATACTAACATCAGAAATCAGTACGACATCCTCGCTGGCGCAGTGATTGGT
ACCATGATGGCATTCAGCGCCTACCGCATGACATACGCCTCCATCTGGGACTTCCGCTTCAACCACATCC
CTCTTCTACGCCACACTCCATTTATCTACGGCGCCGGCCCTAGCTCATTTGACGGCTTCCACGACGTCGT
CTTTACCCGCAAGGCTGGCTGGGGCACCCATGAGGGAGGTAGCTGGGGTGGCGCGCCTTTTGATGCTGCT
GATGGCCCCAGGGGCTCCATGATGCCACAGGCAGAGGGCCCTGCTGGTTCCCACGTGTCTAGGAAGCCTG
TTGGAACTGGTTCCAGGGGAGAGCACATGGTTTAGAGGCTGAAATCATTTCACTCTGAGTGAAGAATGGA
GGGAGCGAGAGTGTGATTTTCCAGAGGCTCAGTGGTTTTTTTTTCACTGTCCTGGTACTACCATTGGGAT
TGGCTTTACGTTTTTTTCCTAATACCGAGATTTTATACCCGTGTATACCTAATTTGTATCATTAATGACG
GCGACGATACCAACGGGCGTTTTTTTTACTTTTTCTCTTGTATAATTAGCTGAACGGATAATATCACTTT
GATGTTCTACTAC

161645

scaffold 2:197552-199940

ATGGCATTCT
TCGTGTCTATAGATATCCTAGATCAGAATATCAATATGGAAAAGTATACTGAGCTCTCTGCAAATGCACT
CTTCAATGTCAATGGCATCGTCGCCGTCATCACGGGCGGCGGATCAGGTAGTCTACTCGGGATCGACAAG
GCCGAATCTGGCACTGAAACTCACAGGTATCGGACTGATGATGACCAAAGCGCTGGCTGCAAATGGTGCG
CACCGCATCTACATCATCGGCCGTAGAGAGGATGTCCTACTTGAAGCGGCCGCCAGCATCGACCCAAAAG
TCGTTATTCCTCTACCAGGAGACATAACCTCTCAAGACACACTGCTTGACATGGCAGCAAAAGTTGAATC
GGAAACAGGCTACGTCAATCTCGTCATTGCAAACGCCGGCATCATGGGCCCAAGACCACTCAAAGCCGCC
CCGGGTAGTCCCATACCCTCAATCAGCGAGTACCGAGCACACGCCCTACAGACACCCATGCATGATTTCA
CGCAAACTTACGCTGTAAATGCGACAGGCGTTTACTACACAGCTCTAGCTTTCCTCAACCTCCTCGATGC
TGGCAACACCAAAGGCAACCTGGGAGCCGACATGCGCTCCCAAATCATTGCTACCTCCAGCATCGGCGGC
TTCTCGCGCCTCGCAGGCGCCTCATTTGCATACAACAGCAGCAAAGCCGCAGTCACGCACATGATGAAGA
TGATGGCTACATCGTTCGCTCCATATCGCATCCGCTGCAACGTGCTGGCCCCAGGCATCTTTCCGTCTGA
CATCACGACTGGCATCATCGGGAACTTGGATCCGGGGCAGAGCGGTAGCGTGAGCAAGGAGGTGATACCA
GCGGAGAGGACAGGCAATGAGAGAGATCTTGCCGGGGCGGTGCTATGGATGGCGGGGTTGGCGGGGGCGT
ATCTGAATGGAAGTGTGATTGTGGTGGATGGAGGGAGATTGAGTATGCTACCGTCGACGTATTGACAATC
TTCTGTGCGGTTTTACCGAGCCATCGCTATTGAGTCAATAGCAATCGGAGGACAGATTACAAAGAGTAAA
TATATACATTGTAGTCTTAGAATAGGTATGACAACTAGACTAGTAGTCCATTACAGACGCATGCCTATGA
CGCAGCATTCGCGCGCTAGCGGCAGCGGCCCGTGCCATGCCTGCCGCTGCGGAGTTGAAGCCACACCTCC
GAAAGAAACAAAGTCTACCACGACGACTACTCGCTCCAGATTGTTCCATTTTTACTAATGATGCGCGCAT
GACCCTGTTCTAACAATAAATATGCCTGTACAAACAAACAGGCTCAGCTCTAATGAGCTCATCCATTCCC
CGGGGTTTCTTGGTGCAGTAGCACGCTTCTGGCAGGTGTGTGTAGTCTTGCCGACATGCTGGGCCGGTTT
CGAATAGCTAATGGGGACTCTTGGGGTACAAGTAGCGCTCGTATGCTTCAGATTATATTGGAATAGCGAT
GCTAGTATGCGGATATATAGGGGTATGTGAACTACAAAGGCCAAAAGGCTAGGAATCTTGGGGACAGACG
CACACTTACACCATGAACAGATACAATTCTTCGCCGAACCCTTCCATCGCATGTTTTTCCTGGATAACCT
CGCGATCAACTACCCCCACGCCGAGATCGAGCGCGTATCGGTAACGTGGCTGTTTATCTACGCGGCAGCC
GTGCCATTGGGTATACTTGTTGTATGGGCTCTTGCATTCCGCCCAGGAACACACAAAGCGCACGTCACTA
TTCTCGGGCTGGTAATCAGTCTGATTCTCACAAGCTTCATCACCGATGTGATCAAGAACGCCGTCGGCAG
ACCCCGACCCGACCTCATTGCGCGATGCAAACCCGCACCTGGCACCCCGGCCCACCAGCTCGTCACGTAC

743208

159682
159752
159822
159892
159962
160032
160102
160172
160242
160312
160382
160452
160522
160592
160662
160732
160802
160872
160942
161012
161082
161152
161222
161292
161362
161432
161502
161572
161642

200071
200001
199931
199861
199791
199721
199651
199581
199511
199441
199371
199301
199231
199161
199091
199021
198951
198881
198811
198741
198671
198601
198531
198461
198391
198321
198251
198181
198111
198041
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198040
197970
197900
197830
197760
197690
197620
197550
197480
197410

HPO7

382862
382792
382722
382652
382582
382512
382442
382372
382302
382232
382162
382092
382022
381952
381882
381812
381742
381672
381602
381532
381462
381392
381322
381252
381182

HPOS8

1031153
1031223
1031293
1031363
1031433
1031503
1031573
1031643
1031713
1031783
1031853
1031923
1031993
1032063
1032133
1032203
1032273
1032343

HPO9

213755
213825
213895

GAAATCTGTACTGAAACAGATCATCATACCTTGCACGATGGATGGCGCAGTTTTCCCAGCGGTCATAGCA
GTTTCGCCTTCGGCGGACTGGGTTACCTTTCCCTCTTCATTGCAGGCCAATGCCACGTTTATCGTCCCCG
TGCCGACCTCGCTCGCGTCCTGTTGGCTCTTATACCTTTGCTCGGCGCCGCGCTCATCGCCATTTCCCGC
TGCGAAGACTACAGACACGATGTCTACGACGTTACTGTCGGGTCGTTGATCGGAATGACAATTGCGCATT
ATACATACAGGAGGTATTATCCTGCTCTCAGGCACAGGCTGTGTGCTACGCCGTTTCCTAATCCTGCGGA
TGACAAGGGATGGGGGAAGGTCAAAGGGGATGAGGAAAGTTTGAGAGATGTGCAGGAGTTTGAGTTGAGT
GAGTTTGAAGAGGAGGAGAGGGAAAGCGGTGAGGGGAGGCCGTTGAATGGAGGGAGGAGACAGCATTGA

197352

scaffold_14:381359-382662

ATGCAGTCGT
TCAAGACCATGAGTCGGCCGTCGTCGCGCCTCATTGCCTCCTATATCTTTGACTGGATCGTCATCATCGC
CATTGCTGCCGTCGCCGGCGGCTGGGAATTCCTCGAGCCCTTCCGCCGACCCTTCTCTCCCGTCGATCTC
AACATCTCCTACCCGCATCAGTTCAACGAAAAGATCCCCACATGGCTGCTTGTCGTCGTCTCGCTTGTCA
TCCCTGCCGCCATCATCCTGGTCGTCTGTCTTGTCTTTGTCCCGGGTCCAACCGCTGAGCGTGGAACGCC
AAAGTCGCTCATTTGGAGGAGGAAGCTCTGGGAGTGGAACACGGGATGGATGGGCCTGGCTCTCTCCCTT
GCCACGGCCTTTTTGATCACCCAGGGTATGAAGAACTTGTTTGGAAAACCGAGACCGGATCTGCTGTCGA
GATGCAAGCCCGACCTCGATCGCATTGCCGAATTCGCCATCAATCCCATTGTCGGAGACATCTTTGACCC
GGCCTGGGTGCTCGTTACTTCGGGTATCTGTACCCAGACCGACAACGATCTCCTGAAGGACGGCTTCAAG
TCGTTCCCCAGCGGACACTCTAGCTGTAAGCCATCTCGTCTTCCCTTTCTTTCGTACCCGTTCACTAACC
CAGTACTCCTGCAGTCTCATGGGCCGGCCTGCTCTACCTCACCCTCTTCCTCGCCTCCAAATTCTCCGTT
GCAATCCCCTTCCTCCCGCACCGCCCCTTCTCTACGAACCCGGCCTACACCTCGGCTGTGGCTCCTTCCA
ATCTGAAGAGACAAGCCACCCTCCCCATGCACAAGCAAGACACCTCCCTCTCCTCCCCGAACTCGTACGC
CGATGATGCCGTAGTCCCCATCCGCTACCAAAACGCCGCACCACCCGTCTACACGCTCGTCCTCATCCTC
GTCCCCATCTGCGCCGCAATCTACATTACTAGCACCCGCTACACCGACTTCCGCCACTTTGGCTTCGACA
TGCTCTTCGGCTCCCTCATTGGCATCACCTGCGCCTGGTTCTCCTTCCGCTGGTACCACCTGCCCATCAC
GCGGGGTGCAGGCTGGGCCTGGGGTCCCCGCAGCTACCAGCGCGCCTGGGGCATTGGCGTCGGCCGLCGGL
TCGTACGTCGGCACAGAGGGATGGAGCAAGGCCAGGAAACGCACGGATACACGTGCTGCTGTGCAATCGG
TCGACGAAAGCGAATTGGGCGTCTTGAATGCAAATGGTGTGCCGCATGCGGGGAATCCCCCTAGTTCTAG
ACAGTCGAGGACAGCAGGCTCGCACGATGTTTAG

381159

scaffold_3:1031353-1032149

ATGGACGGCC
CCCCGCTTGCCTCGCTTTCCCTTACCCATGTGCACTATGTTGGTAGACCCAGATGGCTGTGTCGCGCACA
GTGCTGACATGCTTAGAACCCAGCAGACCGCGTCTCTTTCTTGTGCGCATGGCTCGCCCTCGTACCGCAG
GCGTTGTGTGTAGTCTATGCGACGCTGATATGGTCGAACCGCGAGATTGAGATCTTCCTCATGTTCGCAG
GGCAAATGTCCTGCGAAGCCCTCAATTGGGTGCTGAAGAGATACATCAAGGAAGAGCGACCACGGGGTAT
GCGCAGAGCACTCTAACTTCTCACCTTCCAAACAATGTACTGACGGCTACACCTCCAGAGATGCATGGCA
AGGGCTATGGAATGCCTTCGTCACATGCACAATTCGTCTCCTTCTTCTCTGTCACTCTCACCCTCTTCCT
CCTTTTCCGCCACGTCCCGCACCCTACCGATACCCACACCCCCTTCTCCTTCGGTGGTCGCCTTGTCCTC
TCGCTTCTCGCACTAGCCAGCGCCGGTGCTGTAGCCGTCAGTCGTATTTATCTGAGCTACCACACCCCGA
AGCAGGTTGCAGTTGGTTGTGGAGCTGGAGCCGTTTTTGCGTTGGTATGGTTCTTGTTCACAACATATCT
GCGGAGAGCTGGTTGGATTGAGTGGGCGCTCGAGACATGGCTCTTTAGAGCACTTCGTGTCAGAGATCTC
GTGATACAAGAGGACTTGGTTGATTCTGGGTGGGCAAGATGGGAAGACAGGAGGAAGCGACAGGTGCTTG
TGAATCAAGGCAAGAAG

1032349

scaffold_9:213955-215764

ATGCACCCGC

197971
197901
197831
197761
197691
197621
197551
197481
197411

382793
382723
382653
382583
382513
382443
382373
382303
382233
382163
382093
382023
381953
381883
381813
381743
381673
381603
381533
381463
381393
381323
381253
381183

1031222
1031292
1031362
1031432
1031502
1031572
1031642
1031712
1031782
1031852
1031922
1031992
1032062
1032132
1032202
1032272
1032342

213824
213894
213964

213965 CGCAACATCAACATGAGGCGGGGCCCCAGCCGGACTCGACGGCTCCGTTGAAACCCAAGTTGGACGCAGG 214034
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214035
214105
214175
214245
214315
214385
214455
214525
214595
214665
214735
214805
214875
214945
215015
215085
215155
215225
215295
215365
215435
215505
215575
215645
215715
215785
215855
215925

CAATCAGGGCCACGATCACTATGCCCAGCGGCTGCCCAAATGGCGCAATTCGCTGCGAAATCGCCTCATT
CCCATTGTGCGCTGGGAGACGCCGTGGCTGGCGCTGCTGCAGGACAAGCTGCGCTCGCCCTTCCTCGACT
CGTACTTTGCCTACACTGCCAACCTCGGCACCCACACCTTCTTCATGGTCTTCCTGCCCATCCAGTTCTG
GTGCGGCTACACCAGCGTAGGCCGAGCGTACGTCGCGCGCTGTTGTCCTTGGCCGTACTGCCATGTCTGA
CGTGCACAGGACTGTCTTCATGCTCGCCGCCGGCGTCTACTTCACCGGCTTCTTGAAGGACCTACTCTGC
TTACCGAGGCCGCTATCGCCGCCTCTTGCTCGCATCTCCATGTCTGGTTCCGCTGCGCTTGAATACGGAT
TCCCCTCGTCTCATTCGGCCAATGCCGTCTCCGTAGCCTTCTACGCCATTTACATGTTGCGCCAGTCTGC
CCAAGAGGGCAGCACTAACCTAAACATGGGCCTCCAGGCGCTCTTTTACTTTTATGCACTGTCCATCATC
GCCGGCCGCTTGTACTGCGGCATGCACGGTTTCCTCGACGTCATAGTGGGCAGTGTTATGGGCGCGCTCA
TCACGGCATTCCAACTCGTATATGGCGACTGGATGGACTCGTGGGTCTTTAGCGGCAATTCCCTGCATAT
CTTTATCGCTACCCTGGTAATCTGTGTTCTTGTCCGCGTCCATCCGGAGCCTGCCGATGACTGTCCTTGC
TACGACGATAGCGTGTCGTTCGCTGGTGTCGTCATAGGCATTAACCTTGGTGCCTGGCACTATGCCCAAA
CCGGCTACGCCCTGCAAGATGCATATCCGTCTTCGGTCCCCTTCAGCTTGGAAGAGATGGGATGGTTGAA
AGCAATGATTCGTATCGTCTTGGGTGTCGTTGTCATCTTCGTCTGGAGAGCGACCATGAAGCCTGCTCTG
TTCACCGTACTGCCTCCCATCTTCCGTTTGCTTGAGCAAGCTCGTTGGAATATGCCCCGTGCCTTCTTICT
TGAACGCTTCCAAGTACAGCTCCATTAAACCGTTCGCAGATGACGATAATGTCATTCCACCTGCTTCGGA
GCTGCCGCATATGCTGAAGAACCTCGCACACCCACGTAAGCGGTCCGTCTCGGTTGGTCCACAATCTGCT
GCAGATGCATATGAGACGCTCGCATACCGCAACCGTCGGCGACGAGAAAGCGTCAACTCGTTGGATGGCG
CTCTTCCAGAGAACTCCACCTGGGTCCCTAGTTCAACACCTCTACACACGCCCAAAGTGGAGAAATCGGA
CCCGCTGCTTGGTGCCGGCCTCCTGCCAACACCAATGGCGTCTCGAGTACATTCGTATGAACAGATGATG
GGCACTGGTAAAGTGCAACTGCCCGAGAAGAGCACAATGACGCCCCCAGAGAGCGACACAGACGTTGCAG
GCAATGTCTATGAAGTCACGCAGGAGCCGACCGAAGAGGAGAACGAGAAGCGCGAGATTTTCATGAAGCT
GACGACGCCACGAGTACGATACGACGTTGAGGTTGTAACAAAGTTAATCGTTTACGCTGGTATGTCAATC
ATGTCAAGCACAATAGCCCAAACGGACTGCTAATCTACATTAGGTATTGCATACATAGCGGTTGCAGGAA
ACCCTATTTTGTTCGAGTTCCTGGGATTAGGCATGGGCATCGAGGCATAG

215964

214104
214174
214244
214314
214384
214454
214524
214594
214664
214734
214804
214874
214944
215014
215084
215154
215224
215294
215364
215434
215504
215574
215644
215714
215784
215854
215924
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