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A KUTATAS CELJA ES MUNKATERVE

A Trichoderma nemzetség tagjai elterjedt talaj- és avarlaké fonalasgombak, melyek
mezdégazdasagi €s ipari szempontbdl egyarant jelentés mikroorganizmusok. Az utdbbi
években egyre tébb orvosi esettanulmany latott napvilagot, melyekben e kordbban
apatogénként nyilvantartott fonalasgombéak 4&ltal okozott, sokszor halélos kimeneteli
fertozésekrol tudositanak. Ezekben az esettanulmanyokban a fert6zés kialakuldsat és
lefolyasat, valamint az alkalmazott antifungalis szerek hatékonysagat vizsgaltak, azonban a
Klinikai torzsek karakterizalasardl, a karakterek variabilitdsdnak tanulmanyozasarol nem
jelentek meg kdzlemények.

A palyazat keretében természetes éléhelyrél és klinikai anyagbdl szarmazé Trichoderma
torzsek klasszikus és molekularis modszerek alkalmazasaval torténé 0Osszehasonlitd
tanulmanyozasat kivantuk elvégezni azzal a céllal, hogy adatokat nyerjink a torzsek
okofizioldgiai és genetikai tulajdonsagair6l, variabilitasukrol, hogy feltarjuk azon jellegeket
melyek segitséget nydjthatnak az egyes fajcsoportokon belll a patogén és apatogén toérzsek
elkllonitéséhez. A kisérletek soran meg kivantuk vizsgalni a torzsek kornyezeti tényezékkel
szembeni igényét, szén- és nitrogénforras-hasznositasi spektrumat, valamint extracellularis
enzimeik termel6dését, szabalyozottsagat. A tervezett kutatasi programon belll szerepelt a
vizsgalt térzsek mitokondrialis genomjanak vizsgalata, DNS-polimorfizmusanak felmérése,
valamint kiilonb6z6 extrakromoszomalis elemek el6fordulasanak vizsgalata.

Munkaterv:

1. év:
A Klinikai mintadkbol és természetes élohelyekrél szarmazd Trichoderma torzsek
Okofizioldgiai sajatsagainak felmérése és Osszehasonlitdsa, a kdrnyezet él6 és élettelen
elemeinek a torzsek életmiikddésére gyakorolt hatasanak tanulméanyozasa.

2. év:
A Trichoderma torzsek altal termelt, szerves anyagok lebontasaban szerepet jatszo
extracelluldris  enzimek  szekrécidjanak és  aktivitasanak  tanulmanyozésa, az
enzimrendszerek réven detektalhaté variabilitas meghatarozdsa, RAPD Kkisérletek
megkezdése.

3.ev:
A torzsek mitokondrialis DNS-e méretének meghatarozésa, RFLP mintdzatok vizsgélata, a
RAPD Kkiseérletek optimalizalasa, valamint a hibridizaciés munkahoz sziikséges génprébak
elééllitasa.

4. év:
Az RFLP vizsgélatok hibridizacios génprobakkal tortén6é  ellendrzése, az
extrakromoszomalis elemek elterjedtségének vizsgalata, a molekularis-genetikai markerek
vizsgalatval kapott adatok feldolgozésa, valamint a patogenitdssal korreléciéba hozhatd
markerek keresése.


https://core.ac.uk/display/11852616?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

A KUTATAS EREDMENYEI

A paélyazat keretében 150 Trichoderma torzset vontunk be a vizsgéalatokba. Ezek
nagyobb reszet szaprofita izolatumok tették ki, kisebb részét pedig azok a klinikai anyagokbol
szdrmaz0O torzsek melyeket kilonbdzé torzsgytjteményekbol illetve az izolélast elvégzé
orvosoktol szereztlink be. A vizsgalatba bevont klinikai torzsek az elsédleges leirasok alapjan
a T. citrinoviride, a T. harzianum, a T. inhamatum, a T. koningii, a T. longibrachiatum, a T.
pseudokoningii és a T. viride fajokba tartoztak.

1. Klinikai mintakbdl és természetes éléhelyekrél szarmazé Trichoderma torzsek
okofiziologiai sajatsagainak felmérése és dsszehasonlitasa

A kornyezet él6 és élettelen elemei koziil tanulmanyoztuk a hémérséklet és a pH
kilénbozo értékeinek a torzsek életmitkddéseire gyakorolt hatasat, elvégeztik a torzsek szén-
és nitrogénforras-hasznositasi spektrumanak, valamint antifungalis szerekkel szembeni
érzékenységének felméréset.

A magas homérsékleten valdo novekedés képessége egyike az opportunista human
korokozok virulenciatényezéinek, mivel az emberi szervezetben hosszan fennmaradni, illetve
szaporodni csak azok a korokozok képesek, melyek toleraljak a 37°C korili hémérsekletet.
Els6 lépésben ezért felmértiik az egyes fajcsoportokba tartozd, klinikai illetve természetes
éléhelyrol szarmazd torzsek novekedésének hoémérsekletfliggesét szintetikus minimal,
valamint élesztékivonatot tartalmazé taptalajon. A Klinikai torzsek képesek voltak névekedni
a 10°C és 40°C kozé esé homérsékleti értékeken, a legnagyobb ndvekedési ratat 30°C-on
mutatva.

A kornyezet pH értéke komoly hatast gyakorol a mikroorganizmusok életfolyamataira.
A fonalasgombak &ltalaban a savas kémhatasu kornyezetet kedvelik, a kdrokozdk azonban
képesek toleralni a semlegeshez kozeli értékeket is. A vizsgalt Trichoderma torzsek nagy
része elesztokivonatot tartalmazé taptalajon a 2,0-t6l 7,0-ig terjed6é pH tartomanyban mutatott
novekedest, legkedvezébbnek a pH 4,0-es értek bizonyult, ugyanakkor az altalunk vizsgalt
klinikai izolatumok még pH 9,0-es értéken is életképesnek bizonyultak

Nyolcvan vegyllet szenforrasként, valamint 34 vegyulet nitrogénforrasként torténé
hasznositasanak képességét vizsgalva megéllapitottuk, hogy a klinikai izoldtumok szdmos
aminosavat képesek egyeduli szén- és nitrogenforraskent hasznositani. A szénforras-
hasznositasi spektrumok alapjan hasonlésagi matrixot hoztunk létre, és torzsfan abrazoltuk a
torzsek rokonsagi viszonyait.

A torzsek in vitro antimikotikum-érzékenységét E-teszt segitségével hataroztuk meg.
Az 0sszes vizsgalt torzs rezisztensnek bizonyult flukonazollal szemben (MIC érték = 64
ug/ml) fuggetlenul a szarmazési helylktél. Az itrakonazol esetében egy torzs mutatott
dozisfuggsé érzékenységet (MIC eérték 0,25 és 0,5 upg/ml kozott) a tobbi rezisztensnek
mutatkozott (MIC érték = 1 ug/ml). Amphotericin B-vel szemben a klinikai térzsek egy
kivételével rezisztensek voltak (MIC érték > 2 ug/ml), a szaprofita torzsek fele érzékenynek
fele rezisztensnek bizonyult. A ketokonazol esetében mind a szaprofita, mind pedig a klinikai
izolatumok érzékenynek mutatkoztak (MIC érték < 8 pg/ml). Osszességében megallapithatd,
hogy bar az amphotericin B esetében megfigyelhet6 volt bizonyos eltérés, jelentés killonbség
nem volt mérhet6 a klinikai és a szaprofita térzsek antimikotikum érzékenysége kozott.

A magas hémérsékleten valé ndvekedés képessége a gombék virulenciafaktorainak
egyike. Emellett a torzsek azon tulajdonsagai, hogy képesek elviselni a semleges pH értéket,
valamint képesek tobb aminosavat egyedili szén- és nitrogénforrasként hasznositani,



elésegithetik opportunista kdrokozéként vald novekedésiiket. Az egyes antifungalis szerekkel
szembeni alacsony érzékenység, mely a szaprofita torzsek esetében is gyakorinak
mutatkozott, a fert6zések orvosi kezelése soran okozhat komoly nehézségeket.

2. Az extracellularis enzimek tanulmanyozéasa

Tizenegy kromogén paranitroanilin szubsztrat alkalmazésaval vizsgaltuk meg a klinikai
Trichoderma izolatumok induktiv kortlmények kozott termelt extracellularis protedzainak
aktivitasat. Valamennyi torzs esetében kimutathaté volt tripszin-, Kkimotripszin- és
kimoelasztaz tipusu aktivitas. A tripszin- és kimotripszin-tipusu proteazok enzimprofilja, az
oszlopkromatografias elvalasztasok alapjan, 0Osszetettnek mutatkozott, szamos izoenzim
jelenlétére utalva. Ugyanezen proteazok aktivitdsanak pH-fliggését tanulmanyozva Kkitint,
hogy mindkét enzimtipus magas aktivitast mutat egy széles, 5-t61 9-ig terjedé pH-
tartomanyban, mely a kiilénb6z6 izoenzimek eltéré pH-optimumara utal. A vizsgalt enzimek
tehat aktivnak bizonyultak fiziol6gids pH-n, tovabba egyes toérzsek 37°C-on nagyobb
mennyisegben szekretaltdk mindket vizsgalt enzimtipust mint 25°C-on. Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az ilyen tipusu aktivitdsok hozzajarulhatnak az opportunista Trichoderma
torzsek virulencidjahoz.

Tanulmanyoztuk a  szisztémds gombafert6zések egy tovabbi  lehetséges
virulenciafaktorat, a hemolizisre valo keépességet is. Eredményeink alapjan valamennyi
vizsgalt klinikai Trichoderma torzs képes a vérbontésra.

3. Toxintermelési vizsgalatok

A Helsinki Egyetem kutatoival kialakitott egyittmtikddes keretében lehet6ség nyilt a
klinikai Trichoderma torzsek toxikologiai vizsgalatanak elvégzésere is, szemikvantitativ
spermatoxicitasi teszt segitségével. Négy torzs esetében a vaddiszné spermatozoak
elveszitették mozgasi képessegiket, ami arra utal, hogy ezek a torzsek a spermasejtekre
toxikus metabolitokat termelnek. E négy torzs kivonata kioltotta a JC-1-el festett
vaddisznospermak kodzéprészének fluoreszcenciajat, ami a mitokondrialis membranpotencial
megsztinésere enged kovetkeztetni. Ezek alapjan a toxikus metabolitok termelésére valo
képesség a Trichoderma torzsek, mint opportunista korokozok lehetséges virulenciafaktorai
kdzé sorolhato.

4. Extrakromoszémalis elemek elterjedtségének vizsgalata

A Trichoderma torzsek extrakromoszomalis genetikai elemei kozul a mitokondriélis
DNS-en kivil a DNS plazmidok, valamint a dsRNS molekulak jelenlétét is részletesebben
megvizsgaltuk.

4.1.dsRNS molekulék jelenlétének vizsgalata

A torzsek dsRNS-tartalmanak vizsgalatahoz a micéliumokbdl eléallitott, teljes
nukleinsav kivonatot CF11 cellul6z kromatografidval tisztitottuk. Az elsé kérben megvizsgalt
105 szaprofita Trichoderma izolatum kodzott 6sszesen harom olyan torzset talaltunk, melyek
az elézetes vizsgalat alapjan feltehet6leg dsRNS-elemeket hordoznak. A kapott mintazat
elemzését RNaz mentes DNaz, RNaz, valamint az egyszald RNS molekulédkat hasitd S1
nukledz emésztéssel végeztik el, mely kisérletekb6l egyértelmivé valt, hogy a torzsek kozil
kett6 egyenként 9-9, a harmadik térzs pedig 7 dsRNS molekulat hordozott. A gombéakban
eléforduld dsRNS virusok a Hypoviridae, Totiviridae, Chrysoviridae illetve a Partitiviridae
csaladokba tartoznak, melyek kozll a két utdbbi osztott genomu virusokat tartalmaz, de



lehetséges magyarazat a delécidval létrejott defektiv szarmazékok, illetve szatellita virusok
jelenléte is. A dsRNS-elemek mitotikus stabilitasat a konidiumokba valo atjutas
megfigyelésével vizsgaltuk. A 7 elemet hordoz6 térzs esetében mindegyik dsRNS molekula
jelenléte stabilnak mutatkozott, ugyanakkor a masik ket torzs esetében a kilénbdzé mereti
molekulak &tjutdsa egymastdl fliggetlendl, és kb. 50-70%-o0s gyakorisdggal tortént meg. A
tovabbiakban vizsgaltuk a dsRNS-molekulak RNaz bontassal szembeni, fehérjék jelenlétével
Osszefliggésben all6 védettségét, ami viruspartikulumokba valé csomagolddasra utalt.
Tovabbi 27 szaprofita, gombafarmokrdl szarmazo Trichoderma torzs vizsgalata soran 12-ben
talaltunk dsRNS-molekulékat, itt tehat a virushordozd térzsek ardnya joval magasabb volt,
mint a szant6foldrél izolalt torzsek esetében. Osszességében megallapithattuk, hogy a
megvizsgalt szaprofita illetve klinikai T. longibrachiatum toérzsek ugyanakkor minden esetben
mentesnek bizonyultak dsRNS-molekuldk jelenlététol. Mivel a tenyésztés homérséklete
gyakran befolyasolja az extrakromoszomalis genetikai elemek jelenlétét és stabilitasat, ezért a
virushordozd torzsek esetében 25, 28, 31 illetve 34 °C-on torténd tenyésztést kovetéen is
készitettiink nukleinsavpreparatumot. Mint megéllapithat6 volt, a harom vizsgélt térzs kozul
kettonél a magas hémersékleten vald tenyésztésbol szarmazo nukleinsavmintadkban a dsRNS-
molekuldk nem voltak jelen (a harmadik tdrzs 34 °C-on nem mutatott ndvekedést). Mivel a
klinikai Trichoderma izolatumok szinte kizarolag a T. longibrachiatum fajba tartoznak,
melynek ndvekedésére a magasabb hoémérsékleti optimum jellemz6, ez magyarazattal
szolgalhat ezen torzsek dsRNS mentessegére.

3.2.Plazmidmolekulak jelenlétének vizsgalata

Egy szaprofita T. harzianum torzs izolalt mitokondriumaibdl kinyert DNS-minta
emésztetlen preparatumanak elektroforetikus elvalasztasat kdvetéen a nagy molekulasulyd
régidban elhelyezkedé sav mellett tovabbi két (egyenként 1,5 illetve 3,0 kbp nagysagu) sav
volt megfigyelhet6 a kis molekulastlyud régidban. A mintazatot 2,6 kbp nagysagu, kilénbdzo
csavarodottsagi foku plazmidmolekuldk hoztadk létre. Az éaltalunk pThrl-nek elnevezett
plazmid a mtDNS-sel szekvenciahomologiat nem mutatott. A plazmid teljes, 2622 bp-nyi
szekvencidjat meghataroztuk és szdmitogépes programok segitsegevel elemeztik. A pThrl
plazmid DNS-szinten nem mutat homologiat a GenBank adatbazisdban hozzaférheté mas
mitokondridlis plazmidokkal vagy egyéb DNS szekvencidkkal. A szekvenciaanalizis
kimutatta, hogy a plazmid nyitott leolvasasi kerete olyan fehérjét kodolhat, mely 650 bp
hosszan, aminosavszinten homoldgiat mutat Neurospora fajok Mauriceville és Varkud
plazmidjainak reverz transzkriptazaval. Tovabbi 27 szaprofita, gombafarmokrol szarmazé
Trichoderma torzs vizsgalata soran ot, kilonbdzé fajokhoz tart6zé tdrzsben taléltunk
plazmidmolekulakat, melyek a hibridizaciés kisérletek eredményei alapjan egymassal
szekvenciahomoldgidt mutatnak, ugyanakkor kulonboznek az A&ltalunk  korabban
megklonozott pThrl plazmidtol. Részletesebb vizsgalatukhoz a klénozasi munka folyamatban
van. A plazmidok jelenlétének vizsgalata alapjan 0sszességében megéllapithattuk, hogy mig
ezen extrakromoszémalis elemek jelenléte az egyeb szaprofita fajokhoz tartozo toérzsek
esetében nem tul nagy el6fordulési gyakorisaggal ugyan, de megfigyelhet6, a megvizsgéalt
szaprofita illetve Klinikai T. longibrachiatum térzsek minden esetben mentesnek bizonyultak
extrakromoszomalis dsDNS plazmidmolekuldk jelenlététél. Mivel a magas tenyésztési
homérséklet ezen extrakromoszomalis genetikai elemek jelenlétére és stabilitdsara gyakorolt
negativ hatdsarol is beszamoltak mar méas fonalasgombanemzetségek esetében, igy
valdsziniileg a T. longibrachiatum fajra jellemz6, magasabb homérsékleti optimumon valo
ndvekedés magyarazhatja ezen extrakromoszomalis dsDNS-molekuldk hianyat a vizsgalatba
bevont szaprofita és klinikai T. longibrachiatum térzsek esetében.

5. RAPD vizsgéalatok és szekvenciaelemzések



A RAPD Kkisérletek soran az OPA random primer Kitt segitségével vizsgaltuk a
Trichoderma torzseket és az amplifikacids mintazatok alapjan megallapitottuk, hogy az OPA
primerek kozul tobb is megfelelonek igérkezett a molekularis vizsgalatokhoz. Az ITS1 és 2
szekvencidk TrichOkey programmal (www.isth.info) tortén6é elemzését elvégezve
megallapitottuk hogy hét, morfoldgiai bélyegeik alapjan eredetileg T. citrinoviride-nek
(UAMH 9573), T. koningii-nek (CM382), T. pseudokoningii-nek (UAMH 7955, UAMH
7956), illetve T. viride-nek (CNM-CM-1792, CNM-CM-1798 és CNM-CM-2277)
meghatérozott izoldtum a T. longibrachiatum/Hypocrea orientalis/Trichoderma cerebriformis
fajok valamelyikének képvisel6je, tehat reidentifikalasra szorul. Mivel ez a harom faj az ITS
régio  szekvenciaelemzésével nem elkllonithet, a Becsi Egyetem kutatdival
egyuttmikodésben elvégeztik a vizsgalt klinikai izolatumok transzlacios elongacios faktort
kodold teflo génjének szekvenciaelemzését, melynek eredményeként igazolast nyert, hogy a
klinikai torzsek a T. longibrachiatum fajba sorolhatok, 1 kivétellel: az UAMH 9573 jeli torzs
a kozeli rokon H. orientalis faj kepvisel6jének bizonyult. A kozelmdltban sikerlt a T.
longibrachiatum fonalasgombat egy hazai, leukémias beteghdl szarmazo mintabol is
azonositani. Vizsgalati eredményeink alapjan tehat mindenképpen hangsulyozand6, hogy a
klinikai gyakorlatban nagyobb figyelmet érdemel a T. longibrachiatum faj, mint potencialis
opportunista kérokozo.

6. 1zoenzim polimorfizmus vizsgélatok

Tizenharom enzim aktivitdsdnak cellul6z-acetat elektroforézissel tortént elemzése
soran hét: a glikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH), a gliikoz-6-foszfat-izomeraz (GPI), a 6-
foszfoglikonat-dehidrogendz (6PGDH), a peptidaz A, B, és C (PEP A, B, D) valamint a
foszfoglikomutdz (PGM) alkalmasnak bizonyult az 06sszes vizsgalt Klinikai T.
longibrachiatum torzs tesztelésére. Az alkalmazott enzimek polimorfnak mutatkoztak a
vizsgalt populédcioban, a PGM interspecifikusnak, mig a tébbi enzim intraspecifikusnak
bizonyult. Az enzimmintazatokat felhasznélva 10 elektroforetikus tipust tudtunk elktloniteni,
melyek az el6éllitott dendrogramon harom elkilonilé csoportra bontottdk a vizsgalt T.
longibrachiatum izolatumokat. Eredményeink alapjan a cellul6z acetét elektroforézissel
végzett izoenzim-analizis a T. longibrachiatum fajba tartozo térzsek gyors azonositasara es
tipiz&lasara egyarant alkalmas, igy diagnosztikai célokra tértené felhasznalésa is elképzelheto.

7. A mitokondriélis DNS méretének meghatarozésa, az RFLP mintédzatok vizsgélata

A klinikai mintdbdl szarmazo, illetve a talajbol izolalt T. longibrachiatum torzsek
esetében eldéallitott mtDNS restrikcidés fragmenthossz-polimorfizmus (RFLP) mintazatok
kiilénbdzoségeinek alapjan a klinikai torzsek 5, a talajizolatumok pedig négy mtDNS-tipusba
voltak sorolhatoak. Bar azonos méretti fragmentek megfigyelhetok voltak a klinikai és a
talajbdl szarmazd torzsek mintaiban, teljesen egyez6 mintdzatot nem talaltunk. Ezen
eredmények alapjan a T. longibrachiatum fajon belil is nagyfokd polimorfizmus jellemzi az
izolatumokat mtDNS szinten. Az emésztett mtDNS fragmentjeinek méretmeghatarozasa
alapjan a klinikai és a szaprofita T. longibrachiatum térzsek mtDNS-e a 35,1 és 39,5 kbp
kozotti tartomanyba esik. A klinikai Trichoderma térzsek mtDNS alloméanyanak részletesebb
vizsgalatdhoz az ATP szintetaz 9. alegységének (atp9), az apocitokrom b-nek (cob), a NADH
dehidrogenaz 5. alegységének (ndh5) valamint a kicsi (rns) és nagy (rnl) riboszomalis
alegység RNS-ének génjeit hordozd, Aspergillus nidulans illetve A. carbonarius
mitokondridlis DNS-ébol szarmazd heterolog génprébak alltak rendelkezésiinkre. Ezek a
génprébak a mitokondrialis génekre jellemzd, nagyfoku konzervativitasuknak kdszénhetéen



megfeleléek voltak a Trichoderma térzsek vizsgalatdhoz, és segitségiikkel a mtDNS RFLP
vizsgalatok soran nyert hasonlé mintazatok azonossaga megallapithato volt.

8. A molekularis-genetikai markerek vizsgalataval kapott adatok feldolgozasa,
taxonomiai elemzések

A legtobb Kklinikai mint&bol izolalt Trichoderma torzset eredetileg morfoldgiai jellegeik
alapjan hataroztdk meg, azonban a torzsek azonositasahoz és rendszertani besorolasahoz
megbizhatobb eredményt szolgaltatnak a molekuléris bioldgiai mddszerek. Az ITS1, ITS2 és
tefla szekvenciak analizise alapjan tobb klinikai izolatumot reidentifikaltunk. Eredményeink
alapjan kijelenthetd, hogy a klinikai mintakbol izolalt térzsek donté tobbsége a Trichoderma
nemzetség Longibrachiatum szekcidjaba tartozik. Megallapitottuk, hogy az ITS1 és 2
szekvencidk 6nmagukban nem elegendéen variabilisak a szekcion bellili pontos besorolashoz
illetve az egyes torzsek rokonsagi viszonyainak megallapitasahoz, ebbdl a célbdl tovabbi
markerek vizsgalata szikseges. A celluldz acetéat elektroforézis hét enzim esetében (glikdz-6-
foszfat-dehidrogenaz; glukoz-6-foszfat-izomeraz; 6-foszfoglukonat-dehidrogenaz;
foszfogllikomutaz; peptiddz A, B, és C) hasznosnak bizonyult a térzsek 10 elektroforetikus
tipusba valo besorolasara, melyek harom csoportra valtak szét a térzsfan. A mtDNS RFLP
vizsgalata még ennél is jobb felbontast eredményezett, és a megfigyelt mintazatok 4 csoport
elkilonitését tettéek lehetévé a dendrogrammon. Ez utobbi két mddszer tehat nagyobb
felbontéasi eredményezett mint az ITS analizis, rdadasul jobb reprodukélhatésagot mutatott
mint a RAPD technika. Mindazonaltal egyik modszernél sem valtak el egymastol a
dendrogrammon a szaprofita és a klinikai izolatumok, igy tovabbi vizsgélatokat igényel annak
eldontése, vajon mindegyik T. longibrachiatum torzs képes-e megbetegedest okozni. Jelenleg
is folyamatban van tovabbi gének (pl. ech42) analizise az izolatumok taxondmiai
viszonyainak pontosabb tisztazasara, illetve a kutatasi munka folytatasaként a Bécsi Muszaki
Egyetem kutatdival egylttmiikddésben megkezdtik a patogenitdsért felel6ssé teheté gének
felkutatasat, génexpresszios vizsgalatok segitségével.



