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BEVEZETES

A Trichoderma nemzetségbe tartozd fajok mind Okologiai, mind mezégazdasagi
szempontbol fontos szerepet toltenek be, néhany Trichoderma faj azonban képes
jelentds karokat okozni a gombatermesztésben, tovabba egyes fajok akar human
fertézések korokozoi is lehetnek. A Trichoderma fajok altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek koziil a peptaibolok vizsgalata kiemelkedéen fontos lehet annak
érdekében, hogy jobban megértsiik a termel6 fajok biokontroll tulajdonsagait, illetve a
gombatermesztésben okozott karok, vagy akar a human fert6zések hatterében zajlo
folyamatokat.

A Trichoderma fajok a peptaibolok fo termeldi, melyek rovid, altalaban 5-20
aminosav hosszisagu peptidek. Tartalmazhatnak o-aminoizovajsavat (Aib) és
izovalint, valamint N-terminalis végiik acetilalt, C-terminalis végiik pedig egy 1,2-
aminoalkohol. A peptaibol elnevezés 3 szobodl ered: olyan peptidek, melyek két
jellemz6 alkotot — Aib és a C-terminalis aminoalkohol — tartalmaznak.
Membrankarosité vegyiiletek, mely hatdsuk soran szamos hidrofob transzmembran
hélix fog korbe egy kozponti porust, igy ioncsatornat kialakitva a kettds
lipidmembranokban.

A Trichoderma nemzetség Viride kladjaba tartozo fajok, mint példaul a 7.
koningiopsis és a T. gamsii, elonyos tulajdonsiagaik miatt kozkedveltek a
mez6gazdasagban, iparban és gyogyszeriparban. A Harzianum kladba tartozd 7.
aggressivum f.  europaeum és T. pleuroti fajok képesek zoldpenészes
megbetegedéseket okozni termesztett gombakon, mint példaul a csiperkén (4.
bisporus), vagy a laskagomban (P. ostreatus). A Longibrachiatum kladba tartoz6 7.
longibrachiatum, T. bissettii és T. citrinoviride fajok legyengiilt immunrendszerii
emberekben fertézéseket okozhatnak. A klad egyes fajai gazdasagilag elénydsek is
lehetnek, ilyen példaul a T. reesei, melyet széles korben hasznalnak kivalo
cellulaztermeld képessége miatt. A Longibrachiatum klad 6kologiai szempontbol
rendkiviil valtozatos, egyes fajaik vilagszerte megtalalhatoak, mint példaul az
opportunista human patogén 7. longibrachiatum és T. bissettii, mig mas fajok csak
egyes teriileteken izolalhatoak, mint példaul a biotechnoldgiai szempontbdl jelentds
cellulaztermeld 7. reesei.

Munkam soran a 7. koningiopsis, T. gamsii, T. aggressivum f. europaeum, T. pleuroti,

valamint 17, a Longibrachiatum kladba tartozé faj peptaibol-profiljait, és ahhoz
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kapcsolodd Dbioaktivitasait vizsgaltam a Trichoderma peptaibiomika teriiletével

kapcsolatos tudasanyag bévitése érdekében.

CELKITUZESEK

Az tUjonnan azonositott Trichoderma fajok ndvekvd szamanak eredményeként uj
peptaibolok, akar peptaibolcsoportok azonositasara nyilik lehet6ség. A peptaibolok
bioaktiv vegyiiletek, melyek szerepet jatszhatnak a Trichoderma torzsek
novénypatogén fonalasgombakkal, termesztett gombakkal, vagy akar az emberi
szervezettel kialakitott kolcsonhatdsai soran, a peptaibolprofilok valtozasainak és
bioaktivitasainak kutatdsa ezért nagy jelentéséggel bir. A munka soran a kovetkezd
célokat tliztiik ki:

- Nagy teljesitményli folyadékkromatografias tomegspektrometria (high
performance liquid chromatography, HPLC - mass spectrometry, MS)
optimalizalasa peptaibol-vegyiiletek azonositasa céljabol

- Biokontroll potenciallal rendelkezé Trichoderma fajok peptaibol-
termelésének vizsgalata

- A termesztett gombak zoldpenészes megbetegedését okozd Trichoderma
fajok peptaibol-termelésének vizsgalata

- A klinikailag relevans Longibrachiatum kladba tartozé fajok peptaibol-
profiljainak §sszehasonlit6 elemzése

- Peptaibolok baktériumokra, gombakra, ndvényekre ¢és emlGssejtekre

gyakorolt bioaktivitasainak vizsgalata

MODSZEREK
Tenyésztési modszerek:

- Szilard taptalajon torténd nevelés Petri-csészékben

- Szilard taptalajon torténd nevelés talcakon (40 x 40 cm)
Elvalasztastechnikai modszerek:

- Peptaibolok extrakcidja

- Peptaibolok elemzése HPLC-MS-technikaval

- Peptaibolok tisztitasa szemipreparativ HPLC-technikaval
Peptaibolok mennyiségi és mindségi elemzése:

- Elsddleges szerkezet meghatarozasa tomegspektrometrias modszerekkel



- Peptaibolprofilok meghatarozasa tomegspektrometrias modszerekkel
- Peptaibolprofilok elemzése klaszteranalizissel, ClustVis web tool
alkalmazasaval
Biotesztek:
- Peptaibol-kivonatok hatdsa baktérium- és élesztkultirakra
- Peptaibol-kivonatok hatasa fonalasgombakra
- In vitro konfrontacios tesztek
- Peptaibol-kivonatok gombamicéliumokra kifejtett toxicitasa
- Peptaibol-kivonatok fonalasgombakra kifejtett toxicitasa
- Peptaibol-kivonatok hatasa novényekre (Arabidobsis thaliana)
- Peptaibol-kivonatok hatasa emléssejtekre (PK-15 sertésvese epitélialis

sejtvonal, vadkanspermiumok)

EREDMENYEK
1. HPLC-MS optimalizalasa peptaibolok azonositasa céljabél

A HPLC-MS Agilent 1100 és HPLC-Orbitrap-MS, Dionex UltiMate 3000
késziilékeket alamethicin (ALM) standard segitségével optimalizaltuk peptaibol-

vegyiiletek azonositasanak céljara.

2. A T. gamsii és T. koningiopsis (Viride klad) altal termelt peptaibolok
A Viride kladba tartozd 7. koningiopsis és T. gamsii fajok altal termelt peptaibolok
Osszetételének vizsgalata soran osszesen 30 (26 Uj és 4 ismert) peptaibol-szekvenciat
azonositottunk. A T. koningiopsis 11 altalunk felfedezett, 19 aminosav hossziisagi

peptaibolt termelt, melyeket brevicelsin-eknek neveztiink el.

3. Zoldpenészes megbetegedéseket okozo Trichoderma fajok altal
termelt peptaibolok
A gombatermesztésben zoldpenészes megbetegedéseket okozo Trichoderma fajok
vizsgalata soran 20 0j és 5 mar ismert hypomurocin-szer(i peptaibol-szekvenciat
sikeriilt azonositanunk a 7. aggressivum f. europaeum extraktumabol. A T. pleuroti 24
altalunk felfedezett, 18 aminosav hosszisagu peptaibolt termelt, melyeket tripleurin-

oknak neveztiink el.



4. A Trichoderma nemzetség Longibrachiatum kladjaba tartozé fajok
peptaibol-termelése

A Trichoderma nemzetség Longibrachiatum kladjaba tartozd fajok peptaibol-
diverzitasanak vizsgalata soran Gsszesen 128 (53 uj és 75 mar ismert) 20 aminosav
hosszlisagu peptaibol-szekvenciat sikeriilt azonositanunk 17 faj (7. aethiopicum, T.
andinense, T. capillare, T. citrinoviride, T. effusum, T. flagellatum, T. ghanense, T.
konilangbra, T. longibrachiatum, T. novae-zelandiae, T. pinnatum, T. parareesei, T.
pseudokoningii, T. reesei, T. saturnisporum, T. sinensis és T. orientale)
extraktumaibol. A 7. flagellatum, T. sinensis és T. parareesei tovabbi 8, altalunk
felfedezett, 19 aminosav hosszisagl peptaibolt is termel, melyeket brevicelsin-eknek
neveztiink el. A Longibrachiatum kladba tartozo fajok altal termelt peptaibolokat
harom csoportba tudtuk besorolni: az A ¢és B csoport kizardlag 20 aminosav
hosszlisagu peptaibolokat tartalmaz, mig a C csoport csak a 19 aminosav hossziisagi

brevicelsin-eket foglalja magaba.

5. A peptaiboltermelés alapjan készitett filogenetikai elemzések

A Longibrachiatum kladon beliil a peptaiboltermelés alapjan a filogenetikai
kapcsolatok kevésbé tiikrozédnek, mint a termeld fajok génszekvenciai alapjan, mégis
tovabbi betekintést nyujthatnak a klad fajainak evolucidjaba. Eredményeink alapjan az
A csoportba tartozd peptaibolok termelése a Longibrachiatum klad egy 0Osi
tulajdonsaga lehet, a B csoportba tartozd peptaibolok termelésére torténd valtas pedig
tobbszor is megtortént, mely a konvergens evolicio eredménye lehet. Ez a valtas
egyes fajok esetében nem tortént meg teljes mértékben, ezért képesek a B csoportba
tartozo peptaibolok termelése mellett az A csoportba tartozé peptaibolok termelésére

is.
6. A T. gamsii és T. koningiopsis altal termelt peptaibolok bioaktivitasa

A T. gamsii és T. koningiopsis altal termelt peptaibolokkal torténé kezelésre a Gram-
pozitiv baktériumok érzékenyebben reagalnak, mint a Gram-negativ baktériumok.
Elesztdkkel szemben gatlo hatast nem figyeltiink meg, viszont fonalasgombakon jol
detektalhato novekedésgatlast tapasztaltunk. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a
megtamadott mikroorganizmusok sejtfalszerkezete befolyassal lehet a peptaibolok

toxicitasara.



7. A T. aggressivum f. europaeum és T. pleuroti altal termelt
peptaibolok bioaktivitasa

A T. aggressivum f. europaeum ¢és T. pleuroti altal termelt peptaibolok gatoljak a

termesztett gombak micéliumanak novekedését, ezaltal szerepet jatszhatnak a

zoldpenész tiinetegyiittes kialakulasaban. Csiperkegomba (Agaricus) és laskagomba

(Pleurotus) jelenlétében mennyiségi valtozasokat is megfigyeltink a 7richoderma

fajok peptaibol-termelésében, ami arra utal, hogy a gazdaszervezetnek hatdsa van a

Trichoderma fajok peptaibol-metabolizmusara.

8. A T. reesei peptaibolok bioaktivitasa

A peptaibolok baktériumokra és fonalasgombakra toxikusak, Arabidopsis novényeken
azonban nem tapasztaltunk negativ hatist a 7. reesei 4ltal termelt, 0,1 mg ml'-nél
peptaibololdat képes szamos novénypatogén gomba novekedésének gatlasara. Ezen
kivonatok erdsen toxikusnak bizonyultak vaddiszndéspermiumokra és PK-15 sejtekre
nézve is, de a toxicitas csak kozvetlenill a sejtmembrannal érintkezve jelentkezik,
hasonléan, mint az altalanos amfifil vegyiiletek, mososzerek esetében. Eredményeink
alapjan a  biokontroll-aktivitassal rendelkezd, tisztitott peptaibol-kivonatok
potencialisan alkalmazhatdak lehetnek a mezdgazdasagban, pl. tropusi teriileteken a
termotolerans, opportunista humanpatogén potenciallal rendelkezé Trichoderma

torzsek kivaltasara.

Munkam eredményei ravilagitanak a peptaibiomok 7richoderma nemzetségen beliili
valtozatossagara, a peptaibolok szamos organizmussal szembeni bioaktivitasaira,

valamint utat nyitnak a ndvényvédelemben torténd alkalmazasuk elétt.

OSSZEFOGLALAS
- HPLC-MS rendszereket optimalizaltunk a Trichoderma fajok altal termelt
peptaibol-vegyiiletek azonositasanak céljara.
- A T. gamsii és T. koningiopsis fajok extraktumaibodl Gsszesen 26 0j és 4
ismert peptaibolt azonositottunk, koztiik 11 korabban nem ismert, 19

aminosav hosszisagu koningiopsin-t.



- A T. aggressivum f. europaeum extraktumabol osszesen 20 0j és 5 ismert
hypomurocin-szerii peptaibolt azonositottunk. A 7. pleuroti extraktumaban
24, 18 aminosav hosszusagu, korabban nem ismert tripleurin-t irtunk le.

- A Longibrachiatum kladba tartozo 17 faj vizsgalata soran 128 (53 4j és 75
ismert) 20 aminosav hosszisagl peptaibolt, tovabba 8 korabban nem
ismert, 19 aminosav hosszisagu brevicelsin-t detektaltunk.

- A T. gamsii és T. koningiopsis altal termelt peptaibol-kivonatok gatoltak a
Gram-pozitiv baktériumok és fonalasgombak novekedését, a Gram-negativ
baktériumok kevésbé voltak érzékenyek, mig élesztok esetében egyaltalan
nem tapasztaltunk novekedésgatlast a peptaibol-kezelések hatasara.

- A T. aggressivum f. europaeum és T. pleuroti éltal termelt peptaibolok
gatlo hatast fejtettek ki a termesztett gombak micélium-novekedésére. A
termel§ fajok és csiperke (Agaricus), illetve laskagomba (Pleurotus) kozott
kivitelezett in vitro konfrontacios tesztek soran valtozasokat tapasztaltunk
a peptaibolok termelésének mennyiségében.

- A T. reesei 4ltal termelt peptaibol-kivonatok 0,1 mg ml"' alatti
koncentracioban A. thaliana ndvényekre nem gyakorolnak negativ hatast.
A 0,1 mg ml"' koncentracioju peptaibolkivonat még képes a
novénypatogén fonalasgombak novekedésének gatlasara.

- A T. reesei peptaibol-kivonatok 0,1 mg ml™" koncentracioban alkalmazva

toxikusak a PK-15- és vadkanspermium-sejtekre.
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