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SOUHRN

Claviceps purpurea je paraziticka houba, produkujici namelové alkaloidy, které nachazeji svij
vyznam ve farmaceutickém pramyslu pro vyrobu lé¢iv. ZvySend produkce alkaloidii genetickymi
modifikacemi vybranych kment Claviceps purpurea by mohla snizit naklady na vyrobu téchto
1€kt. Gen dmaW koduje enzym 4-dimethylallyltryptophan syntasu, ktera katalyzuje prvni krok
biosyntetické drahy alkaloidi, jenz by mohl byt zaroven krokem regulaénim. A pravé nadexprese
tohoto genu by mohla vést ke zvySené produkci namelovych alkaloidu.

V teoretické Casti byla za pouziti uvedené literatury popsana charakteristika rodu
Claviceps a zivotni cyklus C. purpurea produkujicich alkaloidy in planta a v submerzni kultufe.
Dale byla zpracovana kapitola zabyvajici se ndmelovymi alkaloidy, jejich chemickou strukturou,
farmakologickym tucinkem, biosyntézou a jeji regulaci. Posledni kapitola teoretické casti
je zaméfena na vybrané metody analyzy namelovych alkaloidu.

V praktické casti prace byla provedena transformace protoplasti C. purpurea
produk¢niho kmene P1 konstrukty pPNDH-OGG: :dmaW (vektor obsahujici dmaW z C. purpurea
20.1 fazovany na N konci s gfp pod konstitutivnim OliC promotorem) a pNDH-OGG (vektor
obsahujici gfp pod konstitutivnim OliC promotorem), tento druhy vektor slouzil jako kontrolni.
Cilem této transformace bylo zvysit expresi genu dmaW a tim zvySit produkci alkaloidd
v submerzni kultute. Uspé&snost transformace byla potvrzena pomoci diagnostické PCR. Piiblizny
obsah namelovych alkaloidi v myceliu a médiu ziskanych houbovych kultur byl stanoven Van
Urk testem, zatimco metodou HPLC byl stanoven piesny kvalitativni i kvantitativni obsah
alkaloidd. Bylo zjisténo, Ze nadexprese enzymu katalyzujiciho prvni krok biosyntézy namelovych

alkaloidd muize zvysit produkci téchto latek.



SUMARRY

Claviceps purpurea is a phytopathogenic fungus producing ergot alkaloids, whose purpose can
be found in the pharmaceutical industry in the pharmaceuticals manufacturing.
An increased production of alkaloids by genetic modifications of selected strains of Claviceps
purpurea could reduce the manufacturing costs of these pharmaceuticals. DmaW gene encodes
an enzyme 4-dimethylallyltryptophansynthase, which catalyzes the first step of alkaloid
biosynthetic pathway, which could also be the step of regulation. The overexpression of this gene
could lead to increased production of ergot alkaloids.

In a theoretical part of the thesis, using the mentioned literature, the characteristic of the
Claviceps genus and the life cycle of C. purpurea producing alkaloids in planta
and in asubmerged culture are described. Next chapter introduces ergot alkaloids, their chemical
structure, pharmacological effect, biosynthesis and its regulation. The last chapter of the
theoretical part specifies the selected methods of analysis of ergot alkaloids.

The practical part of the thesis is focused on the transformation of protoplasts of the
producing strain P1 of C. purpurea with constructs pNDH-OGG::dmaW (a vector containing
dmaW from C. purpurea 20.1 fused at N-terminal to gfp under the constitutive OliC promoter)
and pNDH-OGG (a vector containing gfp under the constitutive OliC promoter), this vector was
used as a control. The purpose of this transformation was to increase the expression of dmaw
gene and thereby increase the production of alkaloids in the submerged culture. A success of the
transformation was confirmed by diagnostic PCR. An approximately ergot alkaloids content
in mycelium and in a medium of procured fungal cultures was determined by Van Urk test, while
HPLC method was used for determination of an exact qualitative and quantitative content
of alkaloids. This research led to a conclusion that overexpression of an enzyme catalysing the

first step of ergot alkaloids biosynthesis can increase the production of these substances.
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1 UVOD

Claviceps purpurea je vieckovytrusna houba, ktera napada fadu jednodéloznych rostlin, véetné
hospodéiskych plodin, jako je jeCmen, pSenice a zito. V konecné féazi infekce vyrlsta
z napadenych klasii misto obilky tmavé fialové az Cerné sklerocium neboli namel, ktery
je vyznamnym zdrojem namelovych alkaloidi. Tyto slou¢eniny odvozené od L-tryptophanu
se V dnesni dobé hojn€ vyuzivaji k vyrobé 1ékd napt. k 1écbé migrény, mozkové dysfunkce
u starsich osob ¢i Parkinsonové nemoci. Farmakologickou aktivitu téchto sloucenin zajistuje
jejich strukturni podobnost se tfemi neurotrasnmitéry — noradrenalinem, dopaminem
a serotoninem.

Geny pro biosyntézu namelovych alkaloidl jsou uspotfadany do klastru, ktery obsahuje
14 gent. Produkt genu dmaW katalyzuje prvni krok biosyntetické drahy namelovych alkaloidi,
kterym je prenylace L-tryptophanu dimethylallyldifosfatem za vzniku
4-y,y-dimethylallyltryptophanu. Zvysena produkce namelovych alkaloidt ve vybranych kmenech
C. purpurea, by mohla vést ke snizeni nakladd na vyrobu téchto 1€kti, coz predstavuje zajimavy
pfinos pro mnoho farmaceutickych firem. Jednim z moznych pristupti vedoucich ke zvyseni
produkce téchto latek je i pfiprava geneticky upravenych kmend C. purpurea s nadexpresi
vybranych genti biosyntézy alkaloidi.

V této bakalaiské praci byly transformovany protoplasty Claviceps purpurea
produkéniho kmene P1 konstruktem pNDH-OGG::dmaW (vektor obsahujici dmaW
z C. purpurea 20.1 fazovany na N konci s gfp pod konstitutivnim OliC promotorem), pro kontrolu
byl k transformaci pouzit vektor pPNDH-OGG (vektor obsahujici gfp pod konstitutivnim OIiC
promotorem). Transformace byla GspéSné potvrzena pomoci diagnostické PCR, v ziskanych
transformantech (v myceliich i médiich) byl detekovan zvySeny obsah alkaloidi pomoci Van Urk

testu 1 pomoci HPLC.



2 CILE PRACE

1.

Vypracovani literarni reserSi na téma Claviceps purpurea se zaméfenim na biosyntézu
namelovych alkaloidi, jejich vyuziti a na metody analyzy alkaloidt.

Transformace Escherichia coli TOP10 vektory pNDH-OGG a pNDH-OGG::dmaWw.
Transformace produkéniho kmene C. purpurea Pl vektory pNDH-OGG
a pPNDH-OGG::dmaWw.

Ovéfeni ziskanych transformantti C. purpurea pomoci diagnostické PCR.

Izolace homokaryotickych kultur.

Kvantitativni a kvalitativni zméfeni obsahu namelovych alkaloidii v ziskanych

transformantech pomoci Van Urk testu a HPLC.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Claviceps purpurea

3.1.1 Taxonomie

Rise: houby (Fungi)

Oddéleni: houby vieckovytrusné (Ascomycota)
Trida: vieckovytrusné houby (Ascomycetes)
Rad: masenkotvaré (Hypocreales)

Celed palickovicovité (Clavicipitaceae)

Rod: pali¢kovice (Claviceps)

Druh: pali¢kovice nachova (Claviceps purpurea)

3.1.2 Charakteristika rodu Claviceps

Zastupci rodu Claviceps parazituji na vice nez 600 jednodéloznych rostlinach celedi sitinovité,
Sachorovité a lipnicovité, véetn¢ hospodatsky vyznamnych plodin, mezi které patii Zito, pSenice
a je¢men (Bové, 1970). Rod Claviceps obsahuje vice nez 30 druhti, z nichZ vétSina napada uzké
spektrum rostlin. Vyjimku v8ak tvoii vieckovytrusna houba Claviceps purpurea, ktera je schopna
infikovat vice nez 400 druht rostlin, ¢imz se fadi k nejznaméjsim druhiim v Evropé (Taber, 1985).

Na napadenych klasech se misto zrn vytvaii prezimujici stddium této houby
tzv. sklerocium neboli namel (Obr. 1), zdroj namelovych alkaloidu, které pti poziti vyvolavaji
onemocnéni zvané ergotismus (Eadie, 2003). Vzajemny vztah mezi symptomy ergotismu
a konzumaci namele objevil v 50. letech 19. stoleti Louis René Tulasne, ktery jako prvni popsal

zivotni cyklus C. purpurea (Tulasne, 1853).

Obr. 1: Sklerocia C. purpurea vyrustajici ze zita.



Prvni poznatky o toxicité namelovych alkaloidd pochdzeji z roku 600 pif. n. I
Ve stitedovéku byla zaznamenana rozsahla epidemie, kterd byla zapfi¢inénd konzumaci zitného
chleba, jenz byl vyroben ze zrn infikovanych rostlin (Tudzynski et al., 2001). Gangren6zni forma
ergotismu byla roz§ifend ve Francii a v dalSich evropskych zemich zapadné od feky Ryn, zatimco
konvulsivni forma méla ohnisko ve stfedni a vychodni Evropé a Skandinavii (Romberg, 1853).
Gangrenozni ergotismus se projevuje jako ischémie v koncetinach spojena se zménami barvy
pokozky, ztratou citlivosti, otoky, a nakonec i s amputaci postizené tkan¢, zatimco konvulsivni
ergotismus se projevuje halucinacemi a deformacemi trupu a koncetin (van Dongen et de Groot,
1995).

Prestoze se epidemie ergotismu v dnesni dob¢ stale jesté v nékterych zemich vyskytuji
(Demeke et al., 1979), v nasich podminkach, pfi dodrzovani zasad spravné zemédélské praxe
a na zakladé soucasnych poznatkd, je riziko otravy namelovymi alkaloidy minimalni. Tyto otravy
jsou spise spojeny s predavkovanim Iéky obsahujicimi namelové alkaloidy.

Namel byl pouzivan jiz v roce 1582 porodnimi asistentkami k urychleni porodu
(Hoffman, 1978). Avsak necistota a neschopnost reprodukce obsahu alkaloidii znemoznila jejich
vyuziti V medicin€. Pokrok nastal az s vyvojem modernich metod, které umoznily ziskat alkaloidy
v odpovidajici Cistoté¢ (Tudzynski et al., 2001). Nékteré druhy namelovych alkaloidt slouzi
Kk vyrob¢ terapeutickych latek pro 1é€bu migrény, v gynekologii a jako 1éky proti Parkinsonové
nemoci (de Groot et al., 1998).

3.1.3 Zivotni cyklus
3.1.3.1 Kmeny C. purpurea produkujici alkaloidy in planta

C. purpurea napada fadu trav a obilovin, ale diky své vysoké organové specificité je schopna
infikovat pouze mladé a neoplozené semeniky (Lee, 2009). V pocate¢ni fazi infekce nejsou znamé
rust pylové lacky (Tudzynski et Scheffer, 2004).

V jarnim obdobi za¢ina prvni kolo infekce (Obr. 2) neoplozenych semenikt palickovici
nachovou pomoci vétrem pienasenych askospor, pochazejicich z perithecia kliciciho sklerocia
(tzv. primarni infekce). Spory jehli¢kovitého tvaru dopadaji na blizny trav (1), kde nasledné kli¢i
(Esser et Tudzynski, 1978). Poté bez pouziti fyzického tlaku nebo specifickych infekénich
struktur pronikaji houbova vlakna pfes kutikulu do hostitelské rostliny. Po penetraci vytvaii
houba silné a nerozvétvené hyfy, které prorastaji ve sméru ristu pylové lacky az k bazalni ¢asti
semeniku (2), kde se napojuji na cévni tkan, vznika rozvétvené mycelium tzv. sphalecium.
Toto sphacelium obklopuje cely semenik a produkuje konidie, které se vytvaieji ptiblizn¢ 7 dnt
po infekci spolecné s medovici (3) (Lee, 2009), jejiz pfitomnost zna¢i uspésnou infekci

hostitelské rostliny. Velkou ¢ast této kapaliny kromé konidii tvoii cukry — atraktivni lakadlo



pro hmyz, ktery je pfenasi mezi jednotlivymi rostlinami, dochazi k druhé fazi infekce
tzv. sekundarni infekci trav a obilovin (4). Produkce medovice se po dvou tydnech zastavuje,
nasleduje vyvoj tuhého sklerocia, které se vytvaii z infikovanych semeniki. Sklerocia dozrévaji
po 5 tydnech (5), kdy vypadavaji na zem, kde pfezimovavaji (6). Jakmile teplota vzroste na 20 °C,
sklerocia za¢nou klicit (7) a vytvoii stromata (8), cely cyklus se opakuje (Tudzynski et Scheffer,
2004).

Obr. 2: Zivotni cyklus houby Claviceps purpurea (Hulvova et al., 2013).
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3.1.3.2 Kmeny C. purpurea produkujici alkaloidy v submerzni kulture
Nékteré kmeny C. purpurea jsou schopné za uréitych podminek (napft. ptitomnost Trp v médiu,
vysoky osmoticky tlak média, nizka hladina fosfatu) produkovat alkaloidy v submerzni kultufe
(kultivace probihajici v tekutém médiu, které je neustale tiepano a provzdusiovano), nicméné
nikdy nedochazi ke tvorbé sklerocii (Rehadek et al., 1971; Robbers et al., 1972; Mantle
et Nisbet, 1976). Nékteré z téchto kment si ponechaly schopnost sporulace (spory byvaji vétsinou
haploidni a vyuzivaji se k selekci homokaryotické kultury), jiné kultury (napt. P1) tuto schopnost
Vv prub&hu mutageneze ztratily (Tudzynski et al., 1999).

Tyto kmeny byly z velké Casti ziskany UV mutagenezi nebo pouzitim mutagennich
slougenin jako jsou ethymethansulfonat (EMS) nebo N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin
(NTG) (Strnadova, 1964; Brauer et Robbers, 1987). Jinou moZnost selekce pfedstavuje screening
na zakladé¢ morfologie ¢i pigmentace nebo na zakladé zvySené aktivity tryptophan syntasy
¢ijinych enzyma zapojenych do biosyntézy tryptophanu nebo alkaloidi (Schmauder
et Groger, 1983).

V submerzni kultufe rozliSujeme celkem tii faze rustu kultury — rist kolonie na pevném
médiu, rist vegetativniho mycelia (A) tzv. vegetativni prekultury a tvorbu produkéniho mycelia
(B) (Didec-Brumec et al., 1996). Obecné jsou tyto kmeny kultivovany na Zzivnych médiich a dale
ockovavany z jednoho tuhého média na dalsi bud’ pomoci ¢asti mycelii nebo spor. Jak ¢asti
mycelii, tak i spory se dale rozrlstaji a vytvari tzv. vegetativni mycelium. Toto mycelium
je tvofeno dlouhymi hyfami s tenkymi bunénymi sténami, velkym poctem jader, malymi
vakuolami a nékolika mitochondriemi, butiky obsahuji malo lipida (Obr. 3). Na druhou stranu
kultura produkujici alkaloidy ma zcela odliSnou morfologii — hyfy jsou kratké a tlusté
(tzv. polyedrické) se silnou bunénou sténou, buiikky obsahuji redukované mnozstvi jader
a mitochondrii, velké vakuoly a velké mnozstvi lipidii v cytoplazmé (Losecke et al., 1980, 1982;
Spalla, 1973).

- 1 AEE A N o o .‘
Obr. 3: Porovnani vegetativniho a produkéniho mycelia. Cara predstavuje 10 um (Didec-Brumec
et al., 1996).

A vegetativni mycelium
B: produkéni mycelium



Nejvétsi problém v piipadé submerznich kultur rodu Clavcieps ptredstavuje degenerace
téchto kultur. U C. paspali bylo dokazano, Ze b&hem pasazovani dochazi k morfologickym
zménam kultury a zaroven k velmi vyraznému poklesu v produkci alkaloidf. Po nékolika kolech
opakované kultivace bylo mozné pozorovat na miskach s C.paspali dva typy
kolonii — hnédé produkujici sporulujici mycelium a bilé neprodukujici nesporulujici kolonie,
jejichz pocet se zvySoval se zvysSujicim se poctem kultivaci, az nakonec, na posledni misce po 10.
kultivaci bylo mozné pozorovat pouze tyto bilé kolonie (Segal et Germanier, 1974). Obecné
lze fici, ze tyto kmeny lze rozkultivovavat 6—9krat, aniz by doslo k vyznamnému poklesu
v produkci alkaloidi (Malinka et al., 1988). Je tedy naprosto nezbytné udrzovat tyto kultury jak
na zivnych médiich, tak je i dlouhodob¢ uskladnit, tak, aby se co nejvice eliminovaly biologické

efekty spojené s transferem kultury a jejim starnutim (Hwang, 1966; Mizrahi et Miller, 1968).

3.2 Namelové alkaloidy

Namelové alkaloidy jsou indolové slou¢eniny odvozené od L-tryptophanu. V piirodé piedstavu;ji
nejveétsi skupinu dusikatych houbovych metabolitt (Schiff, 2006). S objevem fosilniho druhu
Paleoclaviceps parasiticus se vyskyt namelovych hub datuje jiz od kiidy (Poinar et al., 2015).
Zdrojem namelovych alkaloidt kromé rodu Claviceps mohou byt i jiné rody hub z oddéleni
vieckovytrusnych napt. Penicillium (Kozlovsky et al., 2005; Zhelifonova etal., 2010),
Aspergillus (Coyle et Panaccione, 2005; Rigbers et Li, 2008) a Epichloé (Leuchtmann et al., 2000;
Guerre, 2015). Symbioza s rody Epichloé piinasi pro hostitele fadu vyhod, mezi které patii
napt. zvySena odolnost vii¢i suchu a odolnost vi¢i hmyzu a patogenim. Na druhou stranu
produkce namelovych alkaloidii s sebou nese i fadu nevyhod. Jednou z nich je napfiklad tvorba
indolovych diterpenil zptisobujicich tfes u ovci a dalSich pasoucich se zvitat. Mezi symptomy
toxicity namelovymi alkaloidy u pasoucich se zvifat patfi zvySend teplota, snizena laktace
a fertilita, vasokonstrikce a suché gangrény se ztratou kopyt (Burke et al., 2001; Gadberry et al.,
2003). Ekologicky vyznam namelovych alkaloidd neni jesté zcela prostudovan, avSak jiz nyni
existuji ditkazy o tom, Ze poskytuji ochranu samotné houbé nebo jejimu rostlinnému hostiteli pred

pojidanim hmyzem a savci (Florea et al., 2017).

3.2.1 Chemicka struktura namelovych alkaloidi

Vétsina namelovych alkaloidii produkovanych C. purpurea obsahuje tetracyklicky ergolinovy
kruh (Obr. 4). Vyjimku vsak tvoii prirozené klavinové alkaloidy, které jsou tricyklické, a jejichz
prekurzorem je chanoklavin-1. Jedna se naptiklad o chanoklavin-1I a isochanoklavin-I (Kien
et Cvak, 1999).



/

Obr. 4: Chemicka struktura ergolinu (Hulvova et al., 2013).

NH

Ergolinovy kruh, ktery je syntetizovan z tryptophanu, methylové skupiny S-adenosyl
methioninu a izoprenové jednotky odvozené od kyseliny mevalonové, mize byt methylovan
v pozici N-6 nebo substituovan v pozici C-8. Podle substituentu v pozici C-8 pak mohou byt
namelové alkaloidy rozdéleny do tfi skupin — klavinové alkaloidy, alkaloidy kyseliny
D-lysergové a jeji jednoduché derivaty a peptidové alkaloidy (ergopeptidy) (Schiff, 2006).

Klavinové alkaloidy obsahuji tricyklicky (6,7-sekoergoliny) nebo kompletni

tetracyklicky systém (ergoliny). Tyto alkaloidy mohou obsahovat dvojnou vazbu v pozicich 8, 9
nebo 9, 10 nebo mohou mit v pozici 8 a nebo 9 navazany dalsi substituent, kterym obvykle byva
methylova, hydroxylova nebo hydroxymethylova skupina (Kien et Cvak, 1999). Z izolovanych
35 klavinovych alkaloidii nema ani jeden lékatské vyuziti (Schiff, 2006).

Vzhledem Kk velmi snadné izomeraci kyseliny lysergové na kyselinu isolysergovou,

existuje vétsina derivatd této kyseliny ve dvou izomernich forméch. Derivaty kyseliny lysergové

mohou byt na zékladé¢ amidace C-8 karboxylové skupiny rozdéleny do dvou typt sloucenin:
jednoduché nepeptidové amidy, které nesou malé uhlikaté fetézce a peptidové amidy, které
se vyskytuji ve formé tripeptida (Roberts et al., 2009).

Mezi bézné SR,8R-nepeptidové amidy patii ergometrin, methylergometrin, kyselina
paspalova a synteticky pfipravovany diethylamid kyseliny lysergové (LSD). Ergometrin
(téZ ergonovin nebo ergobasin), odvozeny od kyseliny D-lysergové a 2-aminopropanolu,
je produkovan nékterymi druhy C. purpurea spoleéné s ergopeptidy. Amidové derivaty kyseliny
lysergové maji vyznamny farmakologicky ucinek (Schiff, 2006). Ergonovine a jeho
semisynteticky derivat methylergonovin a methylsergid nachazeji uplatnéni v gynekologii
a porodnictvi k prevenci a 1é¢bé poporodniho krvaceni (de Groot et al., 1998).

U ergopeptidovych alkaloidu rozliSujeme ergopeptiny a ergopeptamy. Ergopeptiny jsou

tvofené jednou B-aminokyselinou — kyselinou lysergovou, 9,10-dihydrolysergovou nebo
8-hydroxylysergovou kyselinou a tifemi a-aminokyselinami tvoficimi tzv. cyklol (Obr. 5) (Kfen
et Cvak, 1999). Ergopeptiny jsou kone¢né produkty biosyntetické drahy namelovych alkaloidd.

Rozmanitost téchto sloucenin zajistuje tripeptidovy komplex, jehoz soucasti je L-prolin, ktery



predstavuje V poradi vzdy tfeti aminokyselinu. Podle vyskytu jednotlivych aminokyselin
na pozici jedna a dva lze rozlisit nékolik ergopeptint (Tab. 1). Ergopeptamy jsou necyklolové

alkaloidy, mezi které patii napt. ergokristam, ergokomam a a-ergokryptam (Flieger et al., 1981).
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Obr. 5: Zakladni struktura ergopeptind, které se navzajem lisi vV navazanych aminokyselinach
v pozici | a Il. Aminokyselina v pozici III je vzdy L-prolin (Schardl et al., 2006).

Tab. 1: Rozd¢€leni ergopeptinti podle aminokyselin v pozici | a Il. (Haarmann et al., 2005).

Pozice Il Pozice I

Alanin Kysclina o-amino /i

butanova

Fenylalanin Ergotamin Ergostin Ergokristin
Leucin a-Ergosin a-Ergoptin a-Ergokryptin
Isoleucin B-Ergosin B-Ergoptin B-Ergokryptin
Valin Ergovalin Ergonin Ergokornin
Kyselina o-amino butanova  Ergobin Ergobutin Ergobutyrin

3.2.2 Farmakologicky ucinek

Pfirodni namelové alkaloidy maji Siroky specificky uc¢inek, a tak mohou vyvolat nezadouci
vedlej§i ucinky. Proto je nutné tyto pfirodni latky chemicky upravit, aby se zazila jejich
specifi¢nost (Vendrell et al., 2007).

Farmakologickd aktivita namelovych alkaloid, konkrétn¢ derivatd kyseliny
D-lysergové je zajiSténa na zékladé jejich strukturni podobnosti se tfemi neurotransmitery:
noradrenalinem, dopaminem a serotoninem (Obr. 6). Pricemz alkaloidy jsou schopny reagovat
S receptory pro tyto neurotransmitery (Berde et Stiirmer, 1978). Substituent, ktery je navazany
na karboxylové skupin¢ D-lysergové kyseliny poté urcuje vztah alkaloidu

K neurotransmiterim — mohou pisobit jako agonisté nebo antagonisté (Stadler et Giger, 1984).



Derivit D-lysergové kyseliny  #, ,eo8

HH

Dopamin Serotonin Noradrenalin

Obr. 6: Srovnani podobnosti struktur neurotransmiterd s derivaty D-lysergové kyseliny
(Haarmann et al., 2009).

Farmakologické G¢inky klavinovych alkaloidii byly prokazany pouze u druhu Aspergillus
fumigatus. Ob¢ slouceniny 9-deacetoxyfumigaklavin a 9-deacetylfumigaklavin vykazuji

cytotoxicky ucinek proti lidskym leukemickym buiikam (Gee at el., 2009).
Z alkaloidt odvozenych od kyseliny lysergové se v 1ékafstvi hojné vyuZivaji ergometrin,

ergotamin a dihydroergotamin. Ergometrin, prvni syntetizovany namelovy alkaloid, nasel vyuziti

v prevenci a 1é¢bé poporodniho krvaceni. Tento alkaloid stimuluje hladkého délozni svalstvo, coz
zpisobuje zvyseni rychlosti a sily kontrakce, stimulujici efekt souvisi s agonistickymi ucinky
na serotoninové receptory 5-HT» (5-hydroxytryptamin) (Schiff, 2006). Ergotamin byl izolovan
produkované C. purpurea (van Dongen et de Groot, 1995). Spole¢né se svym semi-syntetickym
derivatem dihydroergotaminem se vyuzivaji k 1é¢bé migrény (Wallwey et Li, 2011).

Mezi dalsi farmakologicky vyznamné alkaloidy patii dihydroergotoxin a bromkryptin.

Dihydroergotoxin, smés nékolika ergopeptidd, se vyuziva ke sniZzeni vysokého krevniho tlaku
a k 1é¢bé mozkové dysfunkce u starSich osob (de Groot et al., 1998), nebot’ ergotoxiny pisobi
jako inhibitory pfi uvoliiovani peptidového hormonu prolaktinu. Bromkryptin se vyuziva k 1é¢bé
Parkinsonovy nemoci a hyperprolaktonémie, inhibuje uvolnéni prolaktinu z hypofyzy (Wallwey
et Li, 2011).

Ze semi-syntetickych derivatt namelovych alkaloidu je nejznaméjsi diethylamid kyseliny

lysergové znamy pod ndzvem LSD. Tato latka byla vyvinuta pro 1é¢bu psychickych poruch
(Wallwey et Li, 2011). V roce 1938 byla syntetizovana Albertem Hofmannem a nasledné
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testovana jako antidepresivum pro 1é¢bu schizofrenie a alkoholismu (Hofmann, 1980). Pfestoze
béhem testovani byla prokdzdna paranoia, nasla tato sloucenina uplatnéni v 1é¢bé neurdz,
sexualnich dysfunkci a jiz zminéné schizofrenie (Tudzynski et al., 2001). Diky svym
halucinogennim ucinklim bylo pouzivani této latky v 60. letech téméf na celém svété zakazano

(Haarmann et al., 2009).

3.2.3 Biosyntéza namelovych alkaloidii u C. purpurea

Geny pro biosyntézou sekundarnich metaboliti v houbéch jsou vétSinou uspotadany do jednoho
kontinualniho segmentu na chromozomu neboli klastru (Hoffmeister et Keller, 2007). Pomoci
metody ,,chromosome walking™ byl jako prvni v C. purpurea identifikovan klastr gent
pro biosyntézu namelovych alkaloidt (tzv. EAS klastr) (Tudzynski et al., 1999). Tento klastr
obsahuje celkem 14 genti - dmaW, easF, easC, easE, easD, easA, easG, cloA, IpsB, IpsAl, IpsA2,
IpsC, easH a easH"” (Obr. 7), jeho velikost je vice nez 68,5 kb (Wallwey et Li, 2011; Schardl
etal., 2013). V dal§im rozvoji vyzkumu C. purpurea schrala také velky vyznam sekvenace
genomu C. purpurea 20.1 (Schardl et al., 2006).

IpsC lpsB easC easE easG  easH easHY fpsA2

easA clod easD eqsF dmalW IpsAl

Obr. 7: Schéma genového klastru pro biosyntézu namelovych alkaloidt v C. purpurea. (upraveno
podle Florea et al., 2017).

Na zékladé izotopicky znacenych prekurzori bylo zjisténo, ze mezi prekurzory
ergolinového systému patii tfi primarni metabolity: L-tryptophan (L-Trp), dimethylallyldifosfat
(DMAPP) a methionin, pficemz DMAPP slouZi jako donor izoprenové jednotky a methionin jako
donor methylové skupiny (Floss 1976; Groger et Floss, 1998).

Biosynteticka draha namelovych alkaloidi (Obr. 8) zacind prenylaci L-tryptophanu
s DMAPP za vzniku 4-y,y-dimethylallyltryptophanu (DMAT). Reakce je katalyzovana
4-dimethylallyltryptophan syntasou (DMATS) (Heinstein et al., 1971; Gebler etal., 1992).
Piislusny gen byl oznac¢en jako dmaW (Tsai et al., 1995).

11



H:C.__CH
NH, H;C.__CHj HsC . _CH; 9y 3 ’ 3 HN/CHS
-, -OH | DMATS | NHy  N-methyltransferasa . OH
ﬂ/ dmaW -, -OH casF ﬂ/
\ 0 0_0 [ —> 0
HO\FH,,O\E,O —— 0 SAM N
N + I I N
H Og 09 " N
H
H
Trp DMAPP DMAT MeDMAT
Chanoklavin-I syntasa |-Katalasa
casE icasC
o ?H FAD
I}
17 H,C CHs
HsC g AL CHs O AT cHs : Hn-CHs
H  Acrokl N 54 Chanoklavin-I-aldehyd | HN Chanoklavin-I H
groklavin \ Y
syntasa 4 oxidoreduktasa dehydrogenasa
casG easA casD
7 FMN +
NADH 2 L NAD
NAD N
13 15N 1 N
47 h NADPH H H
Agroklavin Isochanoklavin-I aldehyd Chanoklavin-I aldehyd Chanoklavin-I
CH;
2 I o "0
HyC ~CH; HO” N7 Ha | H
N Cytochrom P450 ®) H  LPS2 + LPS3 0" N/E 3
monooxcyi‘%ilasa e IpsB + IpsC “
NADH 7 —
2(NADH) AN Ala \
cloA PhP
N N ATP N
Cytochrom P450 H H
monooxygenasa . Kyselina lysergova
Elymoklavin ¥ yserg Ergonovin
3(PhP) LPS2 + LPS1, LPS4
3(ATP) IpsB + IpsA
L-aminokyselina 1
L-aminokyselina 2
L-prolin
g 10 \ 0
QH N7z Rl O
SN0 R g )\:'/N . CH
N7 T2 NS A ALH3z
e N, S A i Y
¢] £ 173 ) RZ O S
R2 0 H Dioxygenasa
casH N\
2-0G N
Fe(Il) H
Ergopeptiny Ergopeptidové laktamy

Obr. 8: Schéma biosyntetické drahy namelovych alkaloidt u C. purpurea. Nazvy enzymu jsou

zapsany modfe (upraveno podle Florea et al., 2017).

DMAT, 4-y,y-dimethylallyltryptophan
DMATS, 4-dimethylallyltrytophan syntasa
DMAPP, dimethylallyldifosfat

Me-DMAT, N-methyl-dimethylallyltryptophan
LPS, neribozomalni peptidova syntasa

PhP, 4’-fosfopantetein

2-0G, 2-oxoglutarat

SAM, S-adenosylmethionin

12



DMATS je prvni specificky enzym biosyntézy namelovych alkaloidd, ktery byl izolovan
a purifikovan z mycelia C. purpurea SD 58 (Heinstein et al., 1971, Lee et al., 1976). Tento enzym
katalyzuje prenylaci L-Trp na C-4 indolovém kruhu (Unsold et Li, 2005; Steffan et al., 2009).
Svyvojem bioinformatickych pfistupt bylo v roce 2012 analyzovano téméf 200 geni
Z houbovych genomu se sekvenéni homologii na DMATS. Celkem bylo nalezeno 17 enzymi
s podobnou funkci jako DMATS (Li, 2009; Yin et al., 2010, Liu et Walsh, 2009; Zou et al., 2010).
Obecn¢ vSechny prenyltransferasy reaguji s DMAPP a katalyzuji reakce na aromatickych
substratech v pravidelném nebo obraceném piipojeni (Obr. 9) (Luk et Tanner, 2009; Yin et al.,

2010). V piipadé¢ pravidelné prenyltransferasy je prenylova ¢ast piipojena pies C-1

k aromatickému jadru (jedna se napt. o DMATS C. purpurea). Oproti tomu obracena

prenyltransferasa katalyzuje spojeni prenylovych skupin pies C-3 k aromatickému substratu.

Pravidelné

DMATS enzymy
l Ar—H + o /I\f/”]\ Ar/\'ﬂ)\

Ar—H 7—T' ﬂ—"
o AP . Pravidelné

Obracené

DMATS enzvmy
Ar—H == [Ar—H b D -]—- Ak

’ mf\ﬁL«. PPi Obracene
prenylované
produkty

prenylované
produkty

Obr. 9: Pravidelna a obracena prenylace katalyzovana prenyltransferasami z nadrodiny DMATS
(Yu et Li, 2012).

Co se ty¢e DMATS C. purpurea SD58, Lee et al (1976) popsali, ze se jedna 0 monomerni
protein s molekulovou hmotnosti 70—73 kDa, zatimco podle Cress et al (1981) sejedna
0 homodimer s velikosti podjednotky 34 kDa. Posledni analyzu pomoci gelové filtracni
chromatografie a SDS-PAGE provedli Gebler et Poulter (1992), ktefi ptecistili DMAT syntasu
z C. fusiformis a charakterizovali ji jako homodimericky protein s molekulovou hmotnosti
105 kDa a s velikosti podjednotky 52 kDa. Narozdil od ostatnich prenyltransferas je DMAT
syntasa C. purpurea aktivni i v nepfitomnosti dvojmocnych kovovych ionta (Gebler et Poulter
1992).

Druhym krokem biosyntézy namelovych alkaloidii je methylace DMAT za vzniku
N-methyldimethylallyltryptophanu (MeDMAT). Tento krok  je katalyzovan

4-dimethyallyltryptophan N-methyltransferasou, ktera je kodovana genem easF. Darcem
methylové skupiny je S-adenosylmethionin (SAM) (Otsuka et al., 1980).
Nasledné dochazi k nékolika oxidaénim a redukénim reakcim, které vedou k tvorbé

chanoklavinu-I, poté chanoklavinu-1 aldehydu a agroklavinu. Chanoklavin-I syntasa, kédovana
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genem easE, patii mezi flavin-dependentni oxidoreduktasy a podili se na oxidaci MeDMAT
na chanoklavin-1 (Lorenz etal., 2010). Dalsim enzymem, ktery se podili na této konverzi
je katalasa kodovana genem easC.

Chanoklavin-I se dale oxiduje na chanoklavin-1 aldehyd pomoci chanoklavin-I

dehyhydrogenasy, ktera je kodovana genem easD (Wallwey et Li, 2011). Poté nasleduje

izomerizace dvojné vazby chanoklavin-1 aldehydu za vzniku isochanoklavin-1 aldehydu. Reakce

je katalyzovana chanoklavin-l-aldehyd oxidoreduktasou (tzv. old yellow enzyme), ktera

je kodovana genem easA (Coyle et al., 2010). Isochanoklavin-I aldehyd se dale redukuje
na agroklavin pomoci agroklavin syntasy v ptitomnosti NADPH. Agroklavin syntasa je kddovana
genem easG (Matuschek et al., 2011).

Dalsimi kroky biosyntetické drahy je oxidace agroklavinu na elymoklavin a jeho nasledna
oxidace na kyselinu lysergovou v piipadé C. purpurea a kyselinu paspalovou v piipadé C. paspali
(Kim et al, 1983; Robinson et Panaccione, 2015). Tento krok je Kkatalyzovany

NADPH-dependentni cytochrom P450 monooxygenasou, ktera je kodovana genem ClOA

(Haarmann et al., 2006; Robinson et al., 2014). Tento enzym je s nejvétsi pravdépodobnosti
zodpovédny za vSechna tii kola 2 elektronové oxidace, ktera jsou zapotiebi ke vzniku lysergové
kyseliny z agroklavinu (Haarmann et al., 2006).

Genovy klastr pro biosyntézu ergopeptini u C. purpurea je tvofen Ctyfmi geny, které
koduji neribozomalni peptidové syntetasy: IpsAl, IpsB, IpsC a lpsA2. Gen IpsAl koduje
trimodularni lysergyl peptidovou syntasu LPS1, ktera ma podobnou funkci jako syntasa LPS4,

ktera je kodovana genem IpsA2 (Haarmann et al., 2005). Jejich odli$nost spoc¢iva nejspise
ve schopnosti vazat riizné aminokyseliny, které se vyuzivaji pro tvorbu ergopeptini. V kmeni
C. purpurea P1, ktery produkuje ergotamin jako hlavni alkaloid a a-ergokryptin jako minoritni,
je enzym LPS4 s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédny za tvorbu a-ergokryptinu, zatimco
enzym LPS1 Kkatalyzuje tvorbu ergotaminu (Haarmann et al., 2005). Gen IpsB koduje

monomodularni enzym LPS2 a gen IpsC kéduje monomodularni syntasu LPS3 (Haarmann et al.,

2005). Enzym LPS2 aktivuje fetézec D-lysergové kyseliny pro syntézu ergopeptidového laktamu
(Walzel et al., 1997). Po aktivaci je kyselina pfenesena na enzym LPS1, ktery obsahuje téi domény
pro vazbu L-aminokyselin. Po navazani vSech <¢Ctyf substituentd dochazi ke vzniku
ergopeptidového laktamu (Riederer et al., 1996; Correia et al., 2003). Nasledna oxidativni
cyklizace laktamu je katalyzovana dioxygenasou, ktera je kodovana genem easH, jedna
se 0 konecny krok tvorby ergopeptini (Havemann et al., 2014). Gen easH" je pravdépodobné
pseudogenem (Schardl et al., 2006). LPS2 spolecné s LPS3 katalyzuje biosyntézu ergonovinu,
ktery vznikd vytvofenim peptidové vazby mezi L-alaninem a karboxylovou skupinou

D-lysergové kyseliny (Ortel et Keller, 2009).
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3.2.4 Regulace biosyntézy namelovych alkaloidi

Na rozdil od vétsiny klastri zodpovédnych za biosyntézu sekundarni metaboliti v jinych
houbach, nebyl doposud v klastru pro biosyntézu namelovych alkaloidi rodu Claviceps
identifikovan zadny gen, kodujici transkripéni faktor. Predpoklada se vsak, ze gen easG by mohl
byt vhodnym kandidatem kodujici regulacni faktor. Ortologni geny se nachazeji v klastrech
druhu C. fusiformis, Neotyphodium lolii a Aspergillus fumigatus a vykazuji ur¢itou podobnost

s proteiny NmrA, které maji regulaéni funkci u jinych hub (Lorenz et al., 2009).

3.2.4.1 Vliv koncentrace fosfatu

U kment C. purpurea, které produkuji alkaloidy v submerzni kultuie je biosyntéza namelovych
alkaloidl regulovana koncentraci fosfatu v kultivanim médium, tzv. fosfatovy efekt (Robbers
et al., 1972; Pazoutova et Rehacek, 1984). Obecné Ize fici, Ze vysoka koncentrace anorganického
fosfatu inhibuje syntézu alkaloidli, zatimco nizka koncentrace fosfatu ma pozitivni efekt
na produkci alkaloidli. Navic bylo dokazano, ze témét vsechny geny z klastru maji rozdilnou
expresi v zavislosti na nizké a vysoké koncentraci fosfatu. Pti nizké koncentraci fosfatu jsou
transkribovany geny dmaW, IpsAl alpsB, zatimco pii vysoké koncentraci fosfatu nebyla

transkripce téchto gend téméf detekovana (Correia et al., 2003).

3.2.4.2 Vliv koncentrace Trp

Nejvyznamnéjsi slouceninou, kterda zvysSuje produkci alkaloiddi v médiu je Trp. Jak jiz bylo
feceno, jedna se o jeden z hlavnich prekurzorti biosyntézy alkaloidl, jehoz aktiva¢ni role byla
rozpoznana v roce 1964 (Floss et Mothes, 1964). Vzhledem k tomu, Ze transport Trp je zavisly
na intracelularni koncentraci Trp, na teploté¢ a pH a preferovan je L-Trp, predpoklada se, ze je
tento transport zprostiedkovan specifickymi permeasami (Robertson et al., 1973).

Obecné lze fici, ze pouzitim tryptophanu lze  Castecné  prekonat
fosfatovy efekt — indukovanou inhibici syntézy namelovych alkaloidd (Robbers, 1984).
Spekuluje se, Ze zvySeni produkce alkaloidi vyvolané piidavkem Trp do média s nizkym
i vysokym obsahem fosfatu by mohla souviset se zvysenim aktivity DMAT syntasy (Krupinski
et al., 1976). Navic Trp slouzi nejen jako substrat pro DMATS, ale také tento enzym allostericky
aktivuje. Pro maximalni dosazeni stimulace je potieba ptidat tryptophan do média béhem rustové

faze (Didec-Brumec et al., 1996).

3.2.4.3 Modifikace histonii

V aktivaci a represi gent, kodujici sekundarni metabolity u hub maji téz dilezity vyznam
histonové modifikace. Bok et Keller (2004) objevili, Ze histon methyltransferasa — LaeA
ma vyznamnou funkci pro regulaci klastru v rodu Aspergillus. Deleci genu laeA doslo

k zablokovani exprese nékolika genl v klastru, zatimco nadexpresi byla pozorovana zvysena
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transkripce a tvorba produkti. Sekvence genomu ukazala, Ze biosyntetické geny se nachazeji
v oblasti telomer, které jsou bohaté na heterochromatin (Rehmeyer et al., 2006). LaeA protein
pochazejici z A. nidulans muiize iniciovat pfeménu heterochromatinu na euchromatin, interferenci
prostfednictvim methylas nebo deacetylas spojenou se zménou struktury histont. Proto
se predpokladalo, ze nadmérna exprese genu laeA z A. nidulans povede k aktivaci genu klastru
pro namelové alkaloidy v riznych kmenech C. purpurea. Pro analyzu exprese genu laeA byl
pouzit kmen 20.1, ktery produkuje alkaloidy pouze v hostitelské rostliné nikoliv v axenické
kultufe, mutantni kmen P1 schopny produkovat alkaloidy v axenické kultufe a kmen ECC93
produkujici malé mnozstvi alkaloidi v axenické kultufe. Analyzy ukazaly, ze gen laeA
z A. nidulans nema zadny vliv na expresi genti z klastru v riznych kmenech C. purpurea (Lorenz
et al., 2009).

Testovani hypotézy, zda acetylace/deacetylace histonti ovliviiuje expresi gent v klastru
C. purpurea bylo provedeno s pouzitim dvou syntetickych inhibitort: histon acetyltransferas
(HATI) a histon deacetylas (HDAci), z nichz jeden byl vzdy soucasti kultivaéniho média. Kmen
P1 C. purpurea byl kultivovan jak na médium T25N, které indukuje tvorbu alkaloidl, tak
i na médiu BII, které neindukuje tvorbu alkaloidt. Kultivace byla ukon¢ena po 7 dnech. Jako
kontrola byla pouzita kultura, ktera byla inkubovana bez jakykoliv inhibitort v médiu. Test byl
vyhodnocen Van Urk testem (Obr. 10) (Ehmann, 1977).

HDACI -
=<
g
O
medium =
T25N ()
BII | @
T25N
BlI
medium " el -—
o )
gl s | s
| 8
HATI R

Obr. 10: Uginky inhibitora HDACi a HATi na produkci namelovych alkaloidi v kmenu P1
C. purpurea, ktera byla kultivovana bud’ v indukovaném T25N médium nebo neindukovaném BII
médium. Jako kontrola byla pouzita slou¢enina DMSO. Modré zbarveni znaci produkci
alkaloidt — Van Urk test (Ehmann, 1977; Lorenz et al., 2009).
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Podle wvysledki je biosyntéza alkaloidti inhibovana piidavkem HDACI, zatimco
ptidavkem HATi doslo k masivni indukci biosyntézy, nezdvisle na kultivaénich podminkach.
Tyto vysledky ovsem nekoreluji s obecnym modelem, kdy HDACi stimuluji acetylaci histond,
pticemz dochazi k rozvolnéni heterochromatinu na euchromatin, ktery je vice ptistupny expresi
gent, a tak by HDACi mély zvySovat hladinu alkaloidi a HATi snizovat. MoZznym vysvétlenim
je, ze preména chromatinu neplsobi pfimo na klastr, ale na neznamy represor biosyntézy
alkaloidu, ktery je pomoci HDAci aktivovan, zatimco HATi omezuji jeho aktivitu (Lorenz et al.,
2009).

3.2.4.4 Inhibice koncovym produktem

U kment C. purpurea, které produkuji kyselinu lysergovou a jeji derivaty, nikoliv ergopeptiny,
je biosyntéza alkaloidd inhibovana koncovymi produkty drahy — elymoklavinem a agroklavinem.
Elymoklavin inhiboval purifikovanou DMAT synthasu z 90 %, agroklavin vykazoval
70 % inhibici. Navic in vitro studie ukazaly, ze elymoklavin téZ inhibuje enzym katalyzujici
tvorbu agroklavinu (Erge et al., 1973), DAHP syntetasu — enzym katalyzujici prvni krok
Sikimatové drahy (Schmauder et Groeger, 1983) a anthranilat syntasu — klicovy enzym biosyntézy

Trp, ktery je navic zpétnovazebn¢ inhibovan L-Trp (Mann et Floss, 1977).

3.3 Metody analyzy alkaloidi

Stanoveni kontaminovaného krmiva nebo potravin ndmelovymi alkaloidy je velmi dilezité pro
prevenci otrav hospodaiskych zvifat a spotfebitel. Enzymové imunosorbentni testy (ELISA)
umoznuji rychlé stanoveni celkové kontaminace namelovymi alkaloidy na né€kolika vzorcich
soucasné, ale neposkytuji zadné informace o jednotlivych alkaloidech (Cody et Valtier, 1997).
Zatimco metody, které jsou zaloZeny na kapalinové chromatografii s fluorescenéni detekci (Storm
et al., 2008) nebo hmotnostni spektrometrii (Lehner et al., 2005) stanovuji jednotlivé namelové
alkaloidy a jejich epimery, které mohou mit rozdilnou toxicitu.

Sklerocia obsahujici namelové alkaloidy nejsou homogenné distribuovana mezi zrny,
a tak musi byt velikost vzorkti pomérné velka (1-5 kg). Vzorky je potfeba vysusit a zaznamenat
ztratu hmotnosti (Krska et al., 2008a). Naméfeny obsah alkaloidl je poté potieba zkorigovat
k dispozici sofistikované a automatizované metody pro pocitani sklerocii ptimo v klasech
(Koppen et al., 2013).

K instrumentalnim metodam, které¢ méii obsah celkovych nebo jednotlivych alkaloidi
patii enzymové spojené imonusorbentni testy (ELISA), kapalinova chromatografie

S fluorescen¢éni detekci (LC-FLD) ¢i ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS)
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od klasické kolonové chromatografie. Mezi dalsi alternativni metody patii plynova
chromatografie spojena s hmotnosti spektrometrii (GC-MS), chromatografie na tenké vrstve
(TLC) a kapilarni zénova elektroforéza (CZE) (Crews, 2015).

Vyse zminéné instrumentalni metody vyzaduji i€innou extrakci alkaloidt a ur€ity stupeii
precisténi. Béhem piipravy vzorki je dulezité dodrzovat jednotlivé postupy, aby nedoslo k jejich
epimerizaci. Aktivni a neaktivni izomery nelze rozli§it barevnymi reakcemi pro namelové

alkaloidy (Crews, 2013).

3.3.1 Spektroskopie, kolorimetrie

K detekci namelovych ¢astic v obilovinach mohou byt vyuzity metody zalozené na vizualnim
¢i spektroskopickém stanoveni. Tyto metody vyZzaduji prichod vzorku — obilovin o urcité
hmotnosti (napt. 250 g) pres fadu sit a sbirani frakce o primérné velikosti 1-3,5 mm (Komarova
et Tolkachev, 2001).

Prvni kolorimetricky test slouzici ke kvantitativni spektroskopické analyze byl zaloZeny
na reakci namelovych alkaloidi s koncentrovanou kyselinou sirovou (Tanret, 1875). Mezi
nejcasteji pouzivana Cinidla patfi Ehrlichovo, Allportovo a Van Urkovo ¢inidlo, obsahujici
p-dimethylaminobenzaldehyd (p-DMB) (van Urk, 1929; Allport et Cocking, 1932; Scott
et Lawrence, 1980). Reakéni mechanismus je zalozen na reakci dvou molekul namelovych
alkaloidti s molekulou p-DMB za tvorby produktu na indolovém jadre.

Prvni semikvantitativni analytickd metoda pro stanoveni namelovych alkaloidd,
vyuzivajici stejny princip jako kolorimetrie, byla objevena Eversem (1927). O dva roky pozdé&ji
popsal van Urk (1929) reakci namelovych alkaloidi s p-DMB, ktera slouzi pro kvantitativni
analyzu. Van Urkovo ¢inidlo obsahuje p-DMB v roztoku kyseliny sirové a reaguje s indolovymi
alkaloidy za vzniku modrého zbarveni s absorbanci pii 580 nm po expozici svétlem. Cinidlo bylo
vylepSeno pridanim chloridu zelezitého a dusitanu sodného, které urychluji reakci. Tato technika
se vyuziva pfi screeningovych analyzach pro uréeni celkového obsahu namelovych alkaloidd
ve sklerocicich (Komarova et Tolkachev, 2001).

Kolorimetrické testy jsou pomérné vysoce citlivé metody, jejichz intenzita zbarveni
je umérna obsahu namelovych alkaloidd v roztoku. Tyto metody dokazi stanovit az 90 % aktivni
slozky, zatimco vedlej§i produkty oxidace nejsou detekovany (Dobbelin et Hartmann, 1980).
Na druhou stranu tyto testy nedokazi rozlisit epimery namelovych alkaloidu, jednotlivé namelové
alkaloidy a slouceniny obsahujici amin napf. tryptophan, ktery lze stanovit jen pfi Vlnové délce

vetsi nez 580 nm (Crews, 2013).
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3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie patfi mezi separacni metody, které jsou zalozeny na principu rozdilné
distribuce latek ve vzorku mezi dv€ nemisitelné faze, z nichz jedna je stacionarni a druha mobilni.
Nepohybliva faze (stacionarni faze) se nachazi uvniti kolony, ptes kterou proudi faze pohybliva
(mobilni faze).

Vysokot¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) byla odvozena od klasické kolonové chromatografie a patfi k jednim
ktery se vytvaii béhem transportu mobilni faze pies kolonu pomoci ¢erpadla. Vzorek je unasen
mobilni fazi a na stacionarni fazi, kterou piedstavuje kolona, dochazi k jeho zachycovani. Kolony
jsou slozeny z cCastic o velikosti 3—10 um a rozsah zachyceni analytu je dan jeho afinitou
K stacionarni fazi.

HPLC je mnohem vSestranngj$i metoda nez plynovd chromatografie, jelikoz neni
omezena na tékavé a tepelné stabilni vzorky a vybér mobilnich a stacionarnich fazi je Sirsi.
K vyhodam HPLC patfi ptisné kontrolované pritoky generované mechanickymi pumpami
na rozdil od kapilarniho toku v TLC a lepsi piesnost a citlivost k UV a fluorescenéni detekci.
HPLC patii k nejpouzivanéj$im diagnostickym metodam pro nejpiesnéjsi kvantitativni

i kvalitativni analyzu namelovych alkaloidd (Schoenmakers, 1986; Hanai, 1999; Shelby, 1999).

3.3.2.1 Obecny princip HPLC

Béhem separace (Obr. 11) je mobilni faze vedena ze zasobniku (1) do sméSovace (2), kde dochazi
k jejimu promichavani a nasledné je vedena do odplytiovace (3). Odplynéni mobilni faze je velmi
dilezity krok, proto aby nedochazelo vlivem tlaku ke tvorbé bublin v systému. Mobilni faze
je pres vysokotlaké Cerpadlo (4) pfivadéna pies davkovaci zatizeni (5) na kolonu (6). Kolona
(stacionarni faze) je nejdulezitéjsi casti HPLC, nebot jeji zména ma nejvétsi vliv na rozliSeni
analytd béhem metody. Nejbéznéjsi matrici pro HPLC jsou kfemicité kolony, které jsou robustni,
derivatizovatelné a nemaji tendenci se pod tlakem stlacovat (Wittwer et Kluckhohn, 1973). Oxid
kremicity je také chemicky stabilni vii¢i vét§in€ organickym rozpoustédliim a systémim s nizkym
pH. Selektivitu staciondrni nebo mobilni faze urcuje prevazné struktura analyzované latky a podil
jednotlivych funkénich skupin v molekule v zavislosti na pfitomnosti urcitych prvki (O, H, C, N)
(Flieger etal., 1997). Chromatografické kolony byvaji nejcastéji zhotoveny z nerezové oceli,
ale vyuzivaji se i sklenéné nebo plastové.

Pratok mobilni faze kolonou musi spliiovat nasledujici kritéria: byt konstantni, bezpulzni
a reprodukovatelny. Z kolony eluat proudi do detekéniho zatizeni (7) asignal z detektoru
je vyhodnocovan pomoci pocitace nebo jiného zafizeni (8). Signal se ptevadi do chromatografu,

ktery vyjadiuje Casovou zavislost intenzity urCité veliiny a je tvofen piky. Eluat mize byt
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po odchodu z detektoru sbiran a pouzit pro dalsi analyzu (9). Separace vzorku je zaloZena
na rozdilné mife migrace ptes kolonu vyplyvajici z rizného rozdé€leni vzorku mezi stacionarni
amobilni fazi. V zdvislosti na rozdéleni rtznych slozek probihd eluce v rGznych casech
(Churacek et Jandera, 1981; Schwedt, 1997; Klouda 2003). K detekci se pouziva ultrafialové
svétlo (UV) (Lehner et al., 2005), fluorescence (FLD) (Rottinghaus et al., 1991) nebo muze byt
analyza spojena s hmotnostni spektrometrii (MS) (Krska et al., 2008b). Vybér detektoru zavisi na
potencialni interferenci a chemické povaze zkoumaného analytu. Pokud zkoumana latka vykazuje

slabou nebo Zadnou absorpci UV, Ize na nahradit UV detektor detektorem indexu lomu (RI).

1 zasobniky s mobilni fazi
2 smégovac

3 odplyiiovaé

6 4 vysokotlaké ¢erpadlo

5 davkovaci zaiizeni

6 kolona

7 detekor

8 vyhodnocovaci zafizeni
9 sbérac frakei

Obr. 11: Obecné schéma HPLC zafizeni

3.3.2.2 Analyza namelovych alkaloida

Prvni separace ndmelovych alkaloidiit metodou HPLC na normalni fazi (polarni stacionarni faze
anepolarni mobilni faze) byla provedena na silikagelu. Namelové alkaloidy se eluovaly v potadi:
ergopeptininy > ergopeptiny > ergometrin a klaviny, coz je velmi podobné s eluci na TLC
deskach. Chromatografie na normalni fazi je vSak zatizena n¢kolika nevyhodami, mezi které patii
napt. nizké vysledky, nenapadné piky a velka adsorpce polarni slozek, a proto byla pozdéji tato
chromatografie nahrazena chromatografii na reverzni fazi (nepolarni stacionarni faze a polarni
mobilni faze), kterd se v soucasnosti vyuziva ke stanoveni namelovych alkaloidll v extraktech
rostlin, obilovin a téInich tkanich (Szepesy et Gazdag, 1976; Zorz et al., 1980, Crews, 2013).
Separace namelovych alkaloidii metodou HPLC na reverzni fazi byla objevena v 70. a 80.
letech. Nepolarni stacionarni faze a polarni mobilni faze zptisobuji, Ze polarni piky se eluuji diive
nez nepolarni piky. Obecné plati, Ze kolona reverzni faze HPLC je vyrobena zabalenim kolony
se sférickymi silikagelovymi kulickami, které jsou pokryty hydrofobni stacionarni fazi.

Stacionarni faze se do matrice zavadi reakci chlorosilanu s hydroxylovymi skupinami pfitomnymi
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na povrchu silikagelu (Gupta et al., 2012). Mobilni faze se u tohoto typu chromatografie sklada
z vodného pufru a organického rozpoustédla, které nema UV aktivitu a je misitelna s vodou
(Miyabe et Suzuki, 1994). Tato mobilni faze pak ovliviiuje rozliSeni, selektivitu a ucinnost.
Néamelové alkaloidy jsou eluovany podle jejich zvySujici se hydrofobicity v pofadi:
klaviny < amidy kyseliny lysergové < ergopeptiny < ergopeptininy. Ergopeptininy (8-epimery)
se eluuji vzdy pozdéji nez jejich odpovidajici ergopeptiny (Nelson et Flotz, 1992).

U kment C. purpurea produkujicich namelové alkaloidy v submerzni kultufe zacina
ptiprava vzorku pro analyzu HPLC rozpusténim mycelia v acetonu a 4% kyselin€ vinné v poméru
1:1. Po 3 h extrakci je extrakt filtrovan ptes skelnou vatu. Ziskany vzorek je za vakua odpafen
a odparek je nasledné rozpustén v 80% MeOH. U piipravy vzorku ze sklerocii je postup obdobny,
nicméné extrakce probihd pouze v pfitomnosti acetonu (Pertot et al., 1977). Jako elu¢ni roztoky
se u HPLC pouzivaji methanol-voda nebo acetonitril-voda, lehce upravujici pH. Pti alkalickém
pH jsou namelové alkaloidy separovany jako volné baze, které poskytuji mnohem lepsi selektivitu
1993).

Chromatografické chovani namelovych alkaloidi ve stacionarni a mobilni fazi
je ovlivnéno pravdépodobné bazickym dusikem N-6 s volnym elektronovym péarem
na ergolinovém kruhu. Dalsi faktor ovliviiujici chromatografické oddéleni namelovych alkaloidd,
naptiklad klavint, je polarita postranniho fetézce na pozici C-8 (Flieger et al., 1997). Pokud by
meél roztok vzorku vétsi polaritu nez mobilni fidze, mohlo by dojit ke zkresleni piku
na chromatografu (Di Mavungu et al., 2012). Selektivitu chromatografické separace namelovych
alkaloidii ajejich epimerti urCuje sterické uspofadani amidové skupiny na pozici C-8
ergolinového kruhu. Casy eluce se tak méni v zavislosti na zméné konfigurace na C-8.
V ergopeptinech méa amidova skupina pseudoequatoridlni polohu k ergolinovému kruhu, zatimco
ergopeptininy maji polohu pseudoaxialni, kterd je stabilizovana intramolekularni vodikovou
vazbou bazického dusiku N-6 s vodikem amidové skupiny na C-8 (Flieger et al., 1997).
Epimerické formy lze snadno oddélit pomoci gradientti mobilni faze. Separace 1ze dosahnout jak
S izokratickou tak s gradientni mobilni fazi. Béhem izokratické eluce se v prub&éhu analyzy
nemeéni elucni sila mobilni faze, zatimco béhem gradientové eluce elucni sila v pribéhu analyzy
vzrista (Crews, 2015).

K separaci ergotaminu a jednoduchych derivatl kyseliny lysergové se pouziva mobilni
faze, ktera je tvofena smési acetonitrilu a roztoku uhli¢itanu amonného (Miiller et al., 2006).
Nejlepsich vysledkdi separace namelovych alkaloidi a jejich epimert bylo dosaZeno
se stacionarni reverzni fazi, silikagel chemicky oSetfen oktadecylsilanem C18 a elu¢ni smési
acetonitrilu a vodného uhli¢itanu amonného nebo se stacionarni fazi vyrobenou ze silikagelu
chemicky upraveného pomoci n-propylaminumu a elu¢ni smési ethanolu a diethyletheru (Flieger

et al., 1997).
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K detekci namelovych alkaloid ve sklerociu, obilnych zrnech a v potravinach na bazi
obilovin se nejcastéji pouzivaji flourescenéni detektory. Ergopeptiny a ergopeptininy absorbuji
pti vinovych délkdch 310 nm a dihydroergopeptiny pii 280 nm (Edlund, 1981). Pro pfirodni
ergopeptiny je doporucovana kombinace vinovych délek detektoru béhem excitace 310 nm
aemise pii 415 nm (Shelby et Flieger, 1997). Fluorescencni signal ergotaminu je pfiblizné
dvojnasobny oproti ostatnim hlavnim namelovym alkaloidiim C. purpurea. Intenzita fluorescnece

a pozice maxima emisniho spektra alkaloidi je zavisla na pH rozpoustédla (Hooper et al., 1974).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Chemicky kompetentni bunky Escherichia coli TOP10 (NEB)
Claviceps purpurea P1 (Tudzynski et al., 1999)
pNDH-OGG::dmaW (Mgr. Michaela Hradilova, nepublikovano)
pNDH-OGG (Schumacher, 2012)

4.2 Pouzité chemikalie

1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
4-dimethylaminobenzaldehyd (AppliChem)

6x Loading Dye vzorkovaci pufr (Thermo Fisher Scientific)
10x NEB 3.1 pufr (NEB)

20umol-1* ergotamin (Teva Czech Industries)
Aceton (Penta)

Acetonitril (Sigma-Aldrich)

Agar (Himedia)

Agarosa (Amresco)

Amid kyseliny nikotinové (Sigma-Aldrich)
Amoniak vodny roztok 25% (Lach:ner)

Ampicilin (Sigma-Aldrich)

Bromid ethidia (NeoLab)

D-glukosa monohydrat (Lach:ner)
Dihydrogenfosforecnan draselny (AppliChem)
DMSO (Duchefa)

dNTPs (Fermentas)

Dusi¢nan vapenaty tetrahydrat (Lach:ner)

Dusitan sodny (Lach:ner)

EDTA (Penta)

Ergotamin (Teva Czech Industries)

Ethanol 96% (Penta)

GoTaq G2 Flexi DNA polymerasa (5000 U-ml'1, Promega)
Heptahydrat siranu zine¢natého (Neo-Lab)
Hydrogenfosforecnan draselny (Lach:ner)

Hydroxid sodny (Penta)
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Hygromycin Gold (InvivoGen)

Chlorid hote¢naty (Promega)

Chlorid draselny (Lach:ner)

Chlorid sodny (Lach:ner)

Chlorid vapenaty (Penta)

Isopropanol (Lach:ner)

Kvasinkovy extrakt (Sigma-Aldrich)

Kyselina citronova monohydrat (Sigma-Aldrich)
Kyselina octova 80% (Lach:ner)

Kyselina sirova 96% (Lach:ner)

Kyselina vinna (Lach:ner)

L-asparagin monohydrat (Sigma-Aldrich)

LB Broth (Sigma-Aldrich)

L-cystein (Erba-Lachema)

Lyza¢ni enzym z Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich)
Methanol (Lach:ner)

Methanol 80% (HPLC ¢istota, Lach:ner)
Nuclease-free voda (Qiagen)

Octan draselny (Penta)

Octan sodny (Penta)

PEG 6000 (AppliChem)

Pepton (Merck)

Pstl restrikéni endonukleasa (20000 U-ml?, NEB)
Sacharosa (Lach:ner)

SDS (Penta)

Siran hofe¢naty heptahydrat (Penta)

Siran zeleznaty heptahydrat (Sigma-Aldrich)
Smés ergopeptinti — standard pro HPLC (Teva Czech Industries)
Sorbitol (Duchefa)

Tris (Duchefa)

Trypton (Duchefa)

Uhli¢itan amnonny (Lach:ner)
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4.3 Pouzité roztoky a jejich priprava

5mmol-l* octan draselny: 39,25 g octanu draselného, doplnit destilovanou vodou na 80
ml

0,2mol-I'! malat draselny (pH 5,2): K 600 ml 0,2molI* hydroxidu draselného pfilit
takové mnozstvi 0,2mol-1' kyseliny maleinové, aby bylo pH = 5,2, sterilizovat
autoklavovanim (115 °C, 20 min)

Agarosovy gel, 1% (w/v): 1 g agarosy rozpustit ve 100 ml TAE pufru

InocN médium (pH 5,2): 100 g sacharozy, 10 g monohydratu kyseliny citronové, 0,12 g
chloridu draselného, 0,5 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g heptahydratu siranu
hotec¢natého, 1 g tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého, 0,075 g amidu kyseliny nikotinové,
0,006 g heptahydratu siranu zine¢natého, 0,007 g heptahydratu siranu zeleznatého, pH
upravit pomoci 10% NH,OH doplnit destilovanou vodou na 1 |, sterilizovat
autoklavovanim (105 °C, 15 min)

Kultivaéni BII agar (pH 5,2): 100 g sachardzy, 5 g peptonu, 5 g L-asparaginu, 1 g
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g heptahydratu siranu hofe¢natého, 12 g agaru,
doplnit destilovanou vodou na 1 |, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)
Kultivaéni BII médium (pH 5,2): 100 g sachardzy, 5 g peptonu, 5 g L-asparaginu, 1 ¢
dihydrogenfosforeCnanu draselného, 0,5 g heptahydratu siranu hotfec¢natého, doplnit
destilovanou vodou na 1 1, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)

LB agar (pH 7,2): 9,5 g chloridu sodného, 15,5 g LB Broth, 15 g agaru, doplnit
destilovanou vodou na 1 1, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)

LB médium (pH 7,2): 9,5 g chloridu sodného, 15,5 g LB Broth, doplnit destilovanou
vodou na 1 1, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)

Lyzaéni pufr (pH 8,5): 4,84 g Tris, 2,92 g chloridu sodného, 1,86 g EDTA, 1 g SDS,
doplnit destilovanou vodou na 200 ml, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)
Mantle agar (pH 5,2): 100 g sachardzy, 10 g L-asparaginu, 1 g tetrahydratu dusi¢nanu
vapenatého, 0,25 g dihydrogenfosforecnanu draselného, 0,25 g heptahydratu siranu
hotecnatého, 0,125 g chloridu draselného, 0,033 g heptahydratu siranu zeleznatého,
0,027 g heptahydratu siranu zine¢natého, 0,01 g L-cysteinu, 0,1 g kvasinkového extraktu,
20 g agaru, pH upravit pomoci NaOH, doplnit destilovanou vodou na 1 |, sterilizovat
autoklavovanim (115 °C, 20 min)

Mobilni faze A: 0,15% kyselina octova (pH = 4,4) a acetonitril v poméru 4:1

Mobilni faze B: acetonitril a destilovana voda v poméru 4:1

PEG roztok (pH 7,5): 7,5 g 25% PEG 6000, 1,5 ml 1mol-1"* chloridu vapenatého, 3 ml

1mol-1* Tris, doplnit destilovanou vodou na 30 ml, sterilizovat filtraci (0,22 um)
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Protoplastizaéni roztok (pH 5,2): 100 mg lyza¢niho enzymu z Trichoderma harzianum,
20 ml SMaC, sterilizovat filtraci (0,22 pm)

Roztok dusitanu sodného, 0,1% (w/v): 0,1 g dusitanu sodného, doplnit destilovanou
vodou na 100 ml

SMaC pufr (pH 5,2): 5,88 g chloridu vapenatého, 123,88 g sorbitolu, doplnit
0,2mol 1 ! malatem draselnym na 800 ml, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)
SOC médium (pH 7,0): 20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 0,5 g chloridu sodného
rozpustit v 950 ml destilované vody a pridat 10 ml 0,25mol-1* roztoku chloridu
draselného. pH upravit hydroxidem sodnym a objem doplnit destilovanou vodou na 1 I.
Sterilizovat autoklavovanim. Nakonec pfidat 5 ml 2mol-1* chloridu hofe¢natého a 20 ml
ImolI?* roztoku glukdzy. Sterilizovat filtraci (0,22 um).

STC pufr (pH 7,5): 7,36 g chloridu vapenatého, 1,22 g Tris, 154,87 g sorbitolu, doplnit
destilovanou vodou na 1 1, sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)

TAE pufr (pH 8,0): 40mmol-1?* Tris, Immol-1* EDTA

T25N indukéni médium (pH 5,2): 300 g sachardzy, 15 g monohydratu kyseliny
citronové, 0,12 g chloridu draselného, 0,5 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 0,5 g
heptahydratu siranu hotecnatého, 1 g tetrahydratu dusi¢nanu vapenatého, 0,075 g amidu
kyseliny nikotinové, 0,006 g heptahydratu siranu zinec¢natého, 0,007 g heptahydratu
siranu zeleznatého, pH upravit pomoci 10% NHsOH, doplnit destilovanou vodou na 1 1,
sterilizovat autoklavovanim (115 °C, 20 min)

Van Urk ¢inidlo: 0,1 g 4-dimethylaminbenzaldehydu, 50 ml 96% kyseliny sirové,
doplnit destilovanou vodou do 100 ml

4.4 Pouzité primery

Sigma-Aldrich (lyofilizované primery byly rozpustény v nuclease free vodé na koncentraci

100 mmol-1*, pro ugely PCR byly primery nafedény na koncentraci 10 mmol-I*)

PoliC_OE_sekl_fw 5" -CCCGGAAACTCAGTCTCCTT-3"
Tgluc_rev 5" -GTCTTCCGCTAAAACACCCC-3”
Hyg_pNDH-OGG_fw 5 -GAATTCAGCGAGAGCCTGAC-3~
Hyg_pNDH-OGG_rev 5" -ACATTGTTGGAGCCGAAATC-3"

4.5 Pouzité soupravy

NucleoBond Xtra MidiPrep kit (Macherey-Nagel)
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel)
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4.6 Seznam pouzitych laboratornich pristroji a pomucek

Autoklav HST 5-6-8 (Zirbus)

Biirkerova komirka (Marienfeld)

Centrifuga SCANSPEED 1730R (LaboGene)

Digestot (Merci)

Digitalni fotoaparat Lumix TZ6 (Panasonic)
Elektroforeticka komurka pro horizontalni elektroforézu (Biometra)
Elektromagneticka michacka (Boeco)

Filtr s velikosti port 0,22 pm (Techno Plastic Products AG)
Flowbox (Merci)

HPLC Nexera (Shimadzu)

Inkubator, 28 °C, 37 °C (Memmert)

Kolonka SPE Cartridges C18 (Applied Separations)
Kolonka Spin-X 0,22 um (Costar)

Kolona Zorbax eclipse C18 (Agilent)

Laboratorni homogenizator SJB-S 450 (Siehe)
Laboratorni vibracni mlynek pro kryogenni mleti (Retsch)
Lyofilizator SeduVac (LaboGene)

Mikrocentrifuga FVL-2400N (Unimed)

Miracloth membrana (Calbiochem)

NanoDrop NAS 99 (ACT gene)

Nytexova membrana (Fluka)

SpeedVac SPD (Thermo Electron Corporation)
Stereomikroskop (Zeiss)

Svételny mikroskop Helago B-382PHi-ALC (Helago)
Termoblok (BIOER)

Termocykler T-gradient (Biometra)

Ttepacka Orbit 1000 (Labnet)

UV/VIS spektrofotometr (Agilent)

UV-transiluminator UVT-20 M-HC (Herolab)

Vakuova komitirka Supelco (Visiprep)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Biometra)
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4.7 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.7.1 Transformace bunék Escherichia coli TOP10 tepelnym Sokem

Pro transformaci chemicky kompetentnich bunék E. coli TOP10 byly pouZity plasmidy
pPNDH-OGG::dmaW (obsahujici dmaW fazované s gfp na N konci, pod konstitutivnim OIliC
promotorem) a pNDH-OGG (gfp pod konstitutivnim OliC promotorem). Bunky E. coli TOP10
byly uchovany v mrazaku pii -80 °C, a proto byly inkubovany do rozmrazeni na ledu. Poté byl
k bunkam (50 pl) pipetovan 1 pl plasmidu, smés byla opatrné pomoci pipety promichana
a nasledné inkubovana 30 min na ledu. Trasnformace byla provedena tepelnym Sokem pii 42 °C
po dobu 30 s. Po 5 min inkubaci bylo ke smési pipetovano 950 ul SOC média. Po 1 h inkubaci
na tfepacce pii 37 °C bylo na Petriho misky s LB agarem a ampicilinem (finalni koncentrace
100 ug'ml?) pipetovano po 10 ul a 50 ul transformacéni smési. Sterilni hokejkou byla smés
dikladné rozetfena po celém povrchu misky. Buiiky byly kultivovany dnem vzhiiru pti 37 °C pfes
noc.

Nasledujici den byly narostlé kolonie pomoci sterilniho paratka pfeneseny do sklenénych
zkumavek s 5 ml tekuttho LB médiaaampicilinem (finalni  koncentrace
100 pg-ml?), kultivace na tfepacee (180 rpm, 37 °C) do dalsiho dne.

Dalsi den bylo 100 upl narostlych kultur pipetovano do Erlenmeyerovych banék
obsahujicich 100 ml tekutého LB média s ampicilinem (finalni koncentrace 100 pg-ml?).

Kultivace do dalsiho dne na tfepacce pii 37 °C.

4.7.2 Izolace plasmidové DNA

Izolace plasmidové DNA byla provedena pomoci Kitu NucleoBond Xtra Midi
(Macherey-Nagel). Narostlé bakterialni kultury obsahujici plasmidy pNDH-OGG::dmawW
a pPNDH-OGG byly prelity z Erlenmeyerovych ban¢k do 50ml Falcon zkumavek, centrifugace
10 min (4700 rpm, 4 °C). Bunéény pelet byl resuspendovan v 8 ml RES pufru, do kterého byla
piidana RNasa (findlni koncentrace 100 ug'ml?; 4 °C). Ke smési bylo piidano 8 ml LYS
lyzacniho pufru a opakovanym prevracenim zkumavky (10—15 x) byla smés promichana,
inkubace 5 min pti RT. Mezitim byla na Falcon zkumavku umisténa NucleoBond Xtra kolonka
s filtrem, ktera byla ekvilibrovana 12 ml EQU pufru, jenz byl pipetovan na horni lem filtru.
Po uplynuti 5 min bylo ke smési s lyzaénim pufrem piidano 8 ml NEU neutraliza¢niho pufru
a opakovanym ptevracenim zkumavky (10—15x) byla smés opét promichana. Neutralizovana
bunécna suspenze byla pipetovana po okraji filtru a poté byla kolonka promyta 5 ml EQU pufru.
Po promyti byl filtr z kolonky odebran a samotna kolonka byla promyta 8 ml WASH pufru.
Plasmidova DNA byla eluovana 5 ml ELU elu¢niho puftu.
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4.7.3 Precipitace plasmidové DNA

Izolovana plasmidova DNA byla zakoncentrovana a odsolena pomoci isopropanolu a octanu
sodného. K 1 ml izolované plasmidové DNA v elu¢nim pufru bylo ptidano 700 pl isopropanolu
a 100 pl octanu sodného (3 moll?; pH = 5,2). Smés byla centrifugovana po dobu 30 min
(14000 rpm, 4 °C). Pelet byl promyt 500 ul 70% ethanolu (w/v, -20 °C), centrifugace 10 min
za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén a pelet byl ponechan 30 min v digestofi
K vysuseni. Poté byl resuspendovan v 100 pl nuclease-free vody. Pomoci Nanodropu byla

zmétena koncentrace precipitované plasmidové DNA.

4.7.4 Restrikce plasmidové DNA

Pro zvySeni ucinnosti transformace C. purpurea Pl byla izolovand plasmidova DNA
linearizovana restrikéni endonukleasou Pstl (Tab. 2). Pro restrikci bylo pouzito 150 ug izolované

plazmidové DNA. Restrikce probihala v 10x zfedéném NEB pufru 3.1 pfi teploté 37 °C pfes noc.

Tab. 2: SloZeni restrikéni smési pro linearizaci izolované plasmidové DNA

Slozka MnozZstvi
Restrikéni endonukleasa Pstl (20000 U-ml?) 3,5ul
10x NEB 3.1 pufr 30 ul
Plasmidova DNA 150 pg

Doplnéno do 300 pl nuclease-free vodou

4.7.5 PreciSténi restrikéni smési
Pred transformaci C. purpurea P1 bylo potieba provést piecisténi restrikénich smési, obsahujicich
linearizované plasmidy pNDH-OGG::dmaW a pNDH-OGG pomoci kitu NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Macherey-Nagel).

K restrikéni smési byl ptidan 2x vétsi objem NT1 pufru. Smés byla diikladn€ promichana
a poté pipetovana na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou. DNA byla navazana na kolonku
apo 30 s centrifugaci (11000 g, RT) byla kolonka 2 x promyta 700 pul NT3 pufru a centrifugovana
po dobu 30 s (11000 g, RT). Nasledné byla kolonka pienesena do nové 1,5ml mikrozkumavky
a centrifugovana 1 min naprazdno (11000 g, RT). Po dal$im pfenesenim kolonky do nové 1,5ml
mikrozkumavky byla DNA eluovana 35 pul nuclease-free vody (65 °C), inkubace 1 min (RT)

a centrifugace 1 min (11000 g, RT). Pomoci Nanodropu byla zmétena koncentrace ziskané DNA.
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4.7.6 Elektroforeticka separace DNA v agarosovém gelu

Elektroforeticka separace plasmidové DNA byla provedena ke kontrole jejiho spravného §tépeni,
zda byla plasmidova DNA opravdu linearizovana.

K 1 pg nastépené i nenastépené plasmidové DNA (pNDH-OGG, pNDH-OGG::dmaW)
byl pfidan vzorkovaci pufr 6x Loading Dye, jako-standard byl pouzit 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific).

Horizontélni elektroforeticka separace DNA probihala v 1% agarosovém gelu a 1x TAE
pufru. Pro zviditelnéni fragmentt DNA bylo ke 100 ml 1% agarosy pipetovano 20 ul
0,5% ethidium bromidu. Separace probihala pti napéti 100 V po dobu 40 min. Separované vzorky
v gelu byly detekovany pomoci UV-transiluminatoru a dokumenta¢niho systému Alpha DigiDoc

RT s programem Alpha Innotech.

4.7.7 Transformace Claviceps purpurea P1

4.7.7.1 Priprava protoplasti

C. purpurea P1 byla kultivovana v 50 ml BII média ve 250ml Erlenmayerové bance. Kultivace
probihala po dobu 3 dnii na tiepacce (180 rpm, 28 °C).

Narostlé mycelium bylo centrifugovano po dobu 10 min (14000 rpm, RT). Pelet byl
promyt SMaC pufrem a centrifugovan dalSich 10 min za stejnych podminek. V prib&hu
centrifugace byl ptipraven protoplatizaéni roztok — 20 ml SMaC pufru bylo smichano s 100 mg
lyza¢niho enzymu z Trichoderma harzinarum, roztok byl filtrovan pies filtr s velikosti pora
0,22 um. Po centrifugaci byl pelet resuspendovan v protoplatizaénim roztoku.

Po 1 h inkubaci (80 rpm, RT) byl roztok filtrovan pfes Nytexovou membranu, filtrat byl
centrifugovan 10 min (900 g, RT). Supernatant byl odstranén a pelet byl 2x promyt STC pufrem,
centrifugace 10 min (900 g, RT). Poté byly protoplasty resuspendovany v 1 ml STC pufru
a pomoci Biirkerovy komurky byla pod svételnym mikroskopem zkontrolovana jejich hustota

(optimalni hustota protoplastii — 5-108 protoplastt v 1 ml pufru).

4.7.7.2 Transformace protoplasti
Do tii 12ml Falcon zkumavek byla pfipravena transformaéni smés obsahujici 10 ul (10 ug)
nastépené a piecisténé plasmidové DNA pNDH-OGG::dmaW a do tfi 12ml Falcon zkumavek
byla pfipravena transformacni smés obsahujici 10 pl (10 pg) nastépené a precisténé plasmidové
DNA pNDH-OGG. Ke smési bylo ptidano 80 pl STC a 50 pl PEG roztoku. Po promichani bylo
smesi pipetovano 100 pl protoplasta.

Po 20 min inkubaci pii RT byly do smési ptidany 2 ml PEG roztoku, inkubace 5 min, RT.

Nakonec byly ke smési pridany 4 ml STC, které zastavily transformaci.
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Ve flowboxu bylo pro kazdou 12ml Falcon zkumavku piipraveno 10 Petriho misek.
Do prvni misky bylo nalito 20 ml BII transforma¢niho agaru a 11 pl protoplasti. Tato miska
slouzila jako kontrola protoplastl, zda jsou schopné riistu i po odstranéni bunécné stény. Do druhé
misky bylo nalito 20 ml BII transforma¢niho agaru a 690 pl transformacni smési. Tato miska
slouzila ke kontrole transformace, zda v jejim prab&éhu nebyly protoplasty usmrceny. Do zbylého
BII transformacéniho agaru, ktery byl rozlit do osmi misek, bylo pfidano 690 pl transformacni
smeési. Po 24 hod regeneraci bylo téchto osm misek pievrstveno 10 ml BII kultiva¢niho agaru
obsahujiciho hygromycin (findlni koncentrace v 30 ml média 200 umol-I).

Po tydnu byli narostli transformanti pifeockovani na BII transformacni agar

s hygromycinem (finalni koncentrace 200 pg-ml™).

4.7.8 Ovéreni transformace C. purpurea P1 pomoci diagnostické PCR

4.7.8.1 Izolace genomické DNA

Den pied izolaci genomické DNA byla z Bll transformaéniho agaru vyfezana narostla mycelia,
ktera byla umisténa do 2ml mikrozkumavek s propichnutymi vicky, zalita tekutym dusikem
a lyofilizovana pies noc.

Nasleduyjici den byly K lyofilizovanym myceliim vloZeny 2—3 sklenéné kuli¢ky, které
usnadnily rozdrceni materialu ve vibra¢nim mlynku (25 Hz, 30 s).

Nésledujici centrifugace probihaly za podminek 14000 rpm a 4 °C. Do kazdé
mikrozkumavky bylo pfidano 600 pl Lyzaéniho pufru, smés byla inkubovana 10 min na vortexu.
Poté bylo ke smési piidano 400 pl 5mol-1* roztoku octanu draselného. Po 20 min centrifugaci byl
supernatant piepipetovan do novych 2ml mikrozkumavek, do kterych byl ptidan 1 ml
isopropanolu, obsah mikrozkumavek byl dikladné promichan. Nasledovala 30 min centrifugace,
ziskany pelet byl promyt 500 pl 70% ethanolu (w/v, -20°C), centrifugace 5 min. Supernatant byl
opatrné odpipetovan a pelet byl vysuSen v digestofi. Po 30 min byl pelet rozpustén ve 100 pl

nuclease-free vody. Pomoci NanoDropu byla zméfena koncentrace izolované genomické DNA.

4.7.8.2 Diagnosticka PCR

Oveéfeni ziskanych transformantii bylo provedeno pomoci diagnostické PCR (Tab. 3, 4). Jako
pozitivni kontroly byly pouzity plasmidy pPNDH-OGG a pNDH-OGG::dmaW, jako negativni
kontrola byla pouzita nuclease-free voda. Ke kontrole pfitomnosti transgenti byla pouzita také
gDNA z WT P1. Byly pouzity dvé sady primeri: PoliC_OE sekl + Tgluc rev, které nasedaji
v promotoru OliC a terminatoru Gluc a Hyg pNDH-OGG_fw + Hyg pNDG-OGG_rev, které
nasedaji do Cteciho ramce hygromycinové rezistence (Obr. 12, 13). Vzorky byly rozdéleny

v 1% agarosovém gelu a 1x TAE pufru pii 120 V po dobu 25 min dle 4.7.6.
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Tab. 3: Slozeni reak¢ni smési pro PCR s pouzitim s GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasy.

Slozka Objem [pl]
5x GoTaq Flexi pufr 2,5

GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasa (5000 U-ml'Y) 0,07
MgCl; (25 mmol-1*?) 0,75
dNTPs (10 mmol-17) 0,25

Fw primer (10 mmol-1?) 0,25

Rev primer (10 mmol-1*?) 0,25

H20 7,43
gDNA C. purpurea P1 (100 ng) 1

Celkovy objem 12,5

Tab. 4: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce s GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasou.

Krok Teplota [°C] Cas [s]
Pocatecni denaturace 95 120
Denaturace 95 30

Annealing 58 30

Elongace 72 1 kb cca 1 min
Finalni elongace 72 300

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x

S— T | oliC ‘GFP‘ dmal’ Telie |—

Hyg pNDH-OGG_fw PoliC _OE sekl fw
— =

Tgluc rev
Hyg pNDH-OGG_rev
%

A 366 bp B 2761 bp

Obr. 12: Schéma nasednuti primert pro diagnostickou PCR piedpokladanych transformantt
pNDH-OGG::dmaWw.

A: tisek hph rezisten¢niho genu
B: pNDH-OGG::dmaW

— hph PoliC GFP Tglue |——
Hyg pNDH-OGG_fw PoliC OE sekl fw
Tglue rev
Hyg pNDH-OGG rev ge_
%

A 366 bp B 1295 bp

Obr. 13: Schéma nasednuti primert pro diagnostickou PCR predpokladanych transformantti
pNDH-OGG.

A: tisek hph rezisten¢niho genu
B: pNDH-OGG
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4.7.9 Izolace homokaryotické kultury

Vzhledem k tomu, ze genom C. purpurea P1 nebyl dosud sekvenovan a bufiky tohoto kmene
obsahuji vice nez 10 jader v buiice (Spalla et Marnati, 1978), je velka pravdépodobnost, Ze ziskani
transformanti byli heterokaryoti. Z tohoto diivodu byli pomoci metody sekani $picek hyf ziskani
homokaryoti.

Transformanti byli po dobu 1 tydne kultivovani na Mantlu agaru s hygromycinem (finalni
koncentrace 200 pg-ml?). Poté byly pomoci sterilni lancety pod stereomikroskopem ufiznuty
$picky hyf transformantt, které byly pieneseny na novy Mantle agar s hygromycinem (finalni
koncentrace 200 ug-ml?). Tento postup byl kviili vyssi pravdépodobnosti ziskani homokaryotické
kultury opakovan celkem 3x, vzdy po tydnu.

Nasledné byla znarostlych transformanti izolovana gDNA (4.7.8.1), Kk ovéfeni
pfitomnosti transgenti byla provedena diagnosticka PCR (4.7.8.2) a nasledna elektroforeticka

separace Vv agarosovém gelu (4.7.6).

4.7.10 Méreni obsahu alkaloida v transformantech C. purpurea P1

4.7.10.1 Priprava vzorku

Celkem 3 transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW fuzované s gfp pod konstitutivnim
promotorem OIliC, jeden transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp pod konstitutivnim
promotorem OIliC a WT C. purpurea P1 byli po dobu 2 tydnd kultivovani na Mantle agaru
s hygromycinem (Obr. 14) (A) (finalni koncentrace 200 pg-ml?). Poté byl kazdy transformant
ptip. WT C. purpurea P1 pieoc¢kovan do Sesti 250ml Erlenmeyerovych ban¢k (B) obsahujicich
50 ml inokulaé¢niho média InocN (= 6 biologickych replikati od kazdého vzorku) nasledovala
inkubace po dobu 5 dnti na tfepacce ve tmeé (200 rpm, 28 °C).

Po péti dnech byla kultura z banék pfielita do 50ml Falcon zkumavek, 40 min
centrifugace (4700 rpm, RT). K 6,79 g peletu bylo pfidano 40 ml destilované vody objem vody
se pfimo Umerné meénil podle hmotnosti peletu. Smes byla pomoci tyCového mixéru
homogenizovana a nasledn¢ byly vzdy 2 ml této kultury pipetovany do 250ml Erlenmeyerovych
banék obsahujicich T25N indukéni médium (C) (jeden vzorek z InocN vzdy do jedné banky
s T25N indukénim médiem, stale tedy 6 biologickych replikatl), inkubace 14 dnti na tfepacce
ve tmé (200 rpm, 28 °C).

Po 14 dnech byla narostld houbova kultura filtrovana pfes Miracloth membranu
na Biichnerové nalevce pod vakuem. Médium bylo pfelito do 50ml Falcon zkumavek, dale
uchovano pfti -20 °C. Mycelium bylo umisténo do 15ml Falcon zkumavek s propichnutymi vicky,
zalito tekutym dusikem a lyofilizovano po dobu 3 dnl. Poté bylo lyofilizované mycelium

rozdrceno Spachtli.
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Z lyofilizovaného a rozdrceného mycelia byla izolovana gDNA (4.7.8.1), ktera byla opét
pouzita na diagnostickou PCR pro ovéfeni ptfitomnosti transgenti (4.7.8.2), nasledovala
elektroforeticka separace DNA v 1% agarosovém gelu a 1x TAE pufru pti 120 V po dobu 25 min
(4.7.6).

Mantle agar

yRs Ry Ry ayas
AVAVAVAVAYA

InocN médinm

VUV VNV e
IATAYAVAYAYA

T25N ind medium

Obr. 14: Schéma ptipravy jednoho vzorku pro stanoveni alkaloidd. Celkovy pocet vzorkd byl 5
(1x WT C. purpurea P1, 1x tranformant exprimujici gfp, 3x transformant exprimujici dmaw

s gfp).

4.7.10.2 Van Urk test

V odebraném médium a mycelium houbové kultury bylo pomoci Van Urk testu (van Urk, 1929)

ptiblizné¢ mnozstvi alkaloidu.

4.7.10.2.1 Médium

T25N indukéni médium bylo po 1 ml pipetovano do tfech 2ml mikrozkumavek
(= 3 replikaty). K médiu byl pipetovan 1 ml Van Urk ¢inidla. Smés byla dikladné promichana,
inkubace 10 min pii RT. Poté byla smés ptelita do 2,5ml kyvety a umisténa
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do spektrofotometru, kde byl pfi vinové délce 590 nm proméfen tento vzorek jako slepy vzorek
(tzv. blank). Poté bylo ke smési ptidano 50 pl 0,1% (w/v) dusitanu sodného a pomoci pipety byla
smés promichéna a na spektrofotometru za stejnych podminek byla zmétena absorbance.

K vytvoteni kalibraéni kiivky byl pouzit zasobni roztok ergotaminu v acetonitrilu
o koncentraci 0,5 mg-ml?, ktery byl dale fedén pomoci acetonitrilu na koncentraci 0,2 mg-ml™,
0,1 mg'ml?, 0,05 mgml! a 0,01 mgml?. Znaméfenych hodnot absorbanci byla sestavena
kalibracni kiivka a pomoci regresni rovnice bylo spocitano pfiblizné mnozstvi alkaloidu

ve vzorcich.

4.7.10.2.2 Mycelium

K 50 mg mycelia ve tfech 2ml mikrozkumavkach (= 3 replikaty) bylo pipetovano 600 ul acetonu
a 600 pl 4% kyseliny vinné, inkubace pies noc na tiepacce (280 rpm, RT). Néasledujici den byla
smés centrifugovana po dobu 10 min (14000 rpm, RT). V ziskaném supernatantu byl pomoci Van
Urk testu dle 4.7.10.2 zméfen piiblizny obsah alkaloidd.

4.7.10.3 HPLC analyza

4.7.10.3.1 Priprava médii

Ke 2 ml T25N induk¢éniho média byl piidan 1 ml destilované vody. Na kolonku SPE Cartridges
C18 (Applied Separations) umisténou na vakuové komirce Supelco (Visiprep) (Obr. 15) bylo
pipetovano 5 ml acetonitrilu, pod vakuem byla kolonka acetonitrilem promyta a aktivovana.
Tento krok byl opakovan s 5 ml destilované vody. Po aktivaci byl na kolonku pipetovan vzorek
média smichany s vodou, ktery protékal kolonkou pod vakuem po dobu pfiblizné 5 minut, aby
doslo k navazani alkaloidt. Poté byla kolonka promyta 5 ml destilované vody a alkaloidy byly
nasledné eluovany 3 ml 10mmol-1"? uhli¢itanu amonného a acetonitrilu v poméru 1:4. Vzorky
byly odpafeny ve Speedvacu pod vakuem pii 37 °C pfes noc, pelet byl rozpustén v1 ml
80% methanolu (HPLC ¢istota), inkubace 5 min na ttepacce (280 rpm, RT).

Vzorky byly pipetovany na kolonky Spin-X 0,22 um (Costar), centrifugace 1 min
(14000 rpm, RT). 100 pl ze smési, ktera kolonkou protekla bylo pipetovano do sklenénych vialek

(Thermo Scientific), na koloné¢ HPLC bylo analyzovano 5 p této smési.
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Obr. 15: Ptiprava vzorkd médii ptes kolonky SPE Cartridges C18 a vakuovou komutrku pro HPLC
analyzu obsahu namelovych alkaloida.

1: SPE kolonky
2: vakuova komtrka
3: promyvacka

4.7.10.3.2 Priprava mycelii
50 mg mycelia bylo rozpusténo v 600 ul acetonu a 600 pl 4% kyseliny vinné. Smés byla

inkubovana pfes noc na tfepacce (280 rpm, RT) a nasledujici den byla centrifugovana po dobu
10 min (14000 rpm, 25 °C). Supernatant byl pfepipetovan do novych 2ml mikrozkumavek
a odpafen ve Speedvacu pod vakuem pii 37 °C pies noc. Pelet byl rozpustén v 500 pl
80% methanolu (HPLC cistota).

Vzorky byly pipetovany na kolonky Spin-X 0,22 um (Costar), centrifugace 1 min
(14000 rpm, RT). 100 pl ze smési, ktera kolonkou protekla bylo pipetovano do sklenénych vialek

(Thermo Scientific), na koloné HPLC bylo analyzovano 5 p této smési.

4.7.10.3.3 Podminky méreni

HPLC analyza namelovych alkaloid byla provedeno na pfistroji Nexera (Shimazdu). Vzorky
byly separovany na koloné Zorbax eclipse C18 (Agilent) s rozméry 2,1 x 50 mm a velikosti ¢astic
1,8 pm.

K analyze alkaloidd byly pouzity: mobilni faze (A) obsahujici 0,15% kyseliny octové
(pH = 4,4) a acetonitrilu (4:1) a mobilni fize B, ktera byla sloZena z acetonitrilu a vody (4:1).

V Tab. 5 je znazornén prubéh gradientu koncentraci mobilnich fazich A a B. Analyza

probihala 25 min.
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Jako standard bylo pouzito 5 ul 20umol-1? ergotaminu a 5 pl identifika¢ni smési
ergopeptinit (TEVA Czech Industries).
Analyzu provedl doc. Mgr. Petr Galuszka Ph.D.

Tab. 5: Koncentrace mobilnich fazich A a B v prub&hu analyzy.

¢as [min] mobilni faze B [obj. %]  mobilni faze A [obj. %]

0 9 91
5.-7. 15 85
7.-11. 45 55
do 13. 45 55
do 15. 60 40
do 18. 60 40
do 19. 9 91
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5 VYSLEDKY

5.1 Transformace bunék Escherichia coli snaslednou izolaci
arestrikci plasmidové DNA, elektroforeticka separace DNA

V agarosovém gelu

Vektory pNDH-OGG::dmaW (vektor obsahujici dmaW fazované na N konci s gfp
pod konstitutivnim OliC promotorem) a pPNDH-OGG (vektor obsahujici gfp pod konstitutivnim
OliC promotorem) byly transformovany pomoci tepelného Soku do bakteridlnich bunék E. coli
TOP10. Transformacni smés byla rozetfena na misky s LB agarem a Ampicilinem (4.7.1).

Z narostlych bakteridlnich kultur byla pomoci NucleoBond Xtra Midi kitu izolovana
plasmidovd DNA (4.7.2). Ziskana Plasmidova DNA byla dale koncentrovana a precipitovana
isopropanolem a octanem sodnym (4.7.3).

Pro zvySeni ucinnosti transformace Claviceps purpurea P1 byla plasmidova DNA
linearizovana restrikéni endonukleasou Pstl (4.7.4), restrikéni smés byla ptecisténa pomoci
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (4.7.5).

Poté, co byla v agarosovém gelu (Obr. 16) (4.7.6) ovéiena velikost ziskanych DNA
fragmentti (DINDH-OGG — 11094 bp, pNDH-OGG::dmaW — 12557 bp), byla tato DNA pouzita
k transformaci protoplasti C. purpurea P1 (4.7.7.2).

| 2 - 4 M 5 6

Obr.  16:  Elektroforetogram  DNA  fragmentd  ziskanych  restrikci  vektori
pPNDH-OGG a pNDH-OGG::dmaW enzymem Pstl.

1: pPNDH-OGG nenastépeny (11094 bp)

2: pPNDH-OGG stépeny restrikéni endonukleasou Pstl, neptecistény (11094 bp)

3: pPNDH-OGG::dmaW nenastépeny (12557 bp)

4: pNDH-OGG::dmaW restrikéni endonukleasou Pstl, neptecistény (12557 bp)

M: 1 kb Plus DNA Ladder

5: pPNDH-OGG stépeny restrikéni endonukleasou Pstl, piecistény (11094 bp)

6: pPNDH-OGG::dmaW stépeny restrikéni endonukleasou Pstl, precistény (12557 bp)

38



5.2 Transformace C. purpurea P1

Protoplasty C. purpurea P1 (4.7.7.1), byly transformovany pomoci polyethylenglykolu
linearizovanymi vektory pNDH-OGG a pNDH-OGG::dmaW (4.7.7.2).

Z primarnich transformantti C. purpurea P1 rezistentnich k Hygromycinu (Obr. 17) byla
izolovana genomickd DNA (4.7.8.1), ktera byla nasledné pouzita jako templat pro diagnostickou
PCR (4.7.8.2). Na tuto PCR byly pouzity dvé sady primeri: primery PoliC OE sekl fw
a Tgluc_rev byly pipetovany do prvni PCR reakéni smési (ocekévana velikost DNA fragmenti:
pNDH-OGG - 1295 bp, pNDH-OGG::dmaW — 2761 bp), primery Hyg pNDH-OGG_fw
a Hyg_pNDH-OGG rev byly pipetovany do druhé PCR reakéni smési (o¢ekavana velikost DNA
fragmentl v ptipade obou vektorti byla 366 bp). Velikost ziskanych DNA fragmenti byla ovétena
elektroforézou v agarosovém gelu (4.7.6) (Obr. 18).

Obr. 17: Transformanti C. purpurea P1, kontroly transformace a protoplastizace. Sipky ukazuji
na jednotlivé transformanty.

A: kontrola protoplastizace

B: kontrola transformace

C: transformace C. purpurea P1 linearizovanym vektorem pNDH-OGG::dmaW
D: transformace C. purpurea P1 linearizovanym vektorem pNDH-OGG
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Obr. 18: Elektroforetogram DNA amplikont amplifikovanych z gDNA primarnich trasnformantti
C. purpurea P1 exprimujicich gfp nebo dmaWw s gfp.

1-3: tfi nezavisli transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp (A — 2761 bp, B — 366 bp)
4: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp (A — 2761 bp, B — 366 bp)

M: 1 kb Plus DNA Ladder

WT: WT C. purpurea P1

N: negativni kontrola (H20)

P1: pozitivni kontrola pPNDH-OGG::dmaW (A — 1295 bp, B — 366 bp)

P2: pozitivni kontrola pPNDH-OGG (A — 1295 bp, B — 366 bp)

A: primery PoliC OE_sekl fw a Tgluc_rev
B: primery Hyg_ pNDH-OGG_fw a Hyg pNDH-OGG_rev

5.3 Izolace homokaryotické kultury

Pro izolaci homokaryotické kultury byli vybrani tfi nezavisli transformanti C. purpurea P1
exprimujici dmaW s gfp a jeden transformant exprimujici gfp. Opakovanou izolaci $pic¢ek hyf (3x)
téchto transformantli (4.7.9) byli obdrzeni homokaryotni mutanti, ze kterych byla nasledné
izolovana gDNA (4.6.8.1).

Pfitomnost vektort pPNDH-OGG::dmaW nebo pNDH-OGG v ziskanych homokaryotech
byla potvrzena diagnostickou PCR (4.7.8.2), na kterou byly pouZity opét dvé rtizné sady primera.
Prvni PCR smés obsahovala primery PoliC OE sekl fw a Tgluc rev (o¢ekavana velikost DNA
fragmentt: PNDH-OGG — 1295 bp, pNDH-OGG::dmaW — 2761 bp), druha PCR smés obsahovala
primery Hyg_pNDH-OGG_fw a Hyg_pNDH-OGG rev (o¢ekavana velikost DNA fragmentt
Vv pfipadé obou vektord byla 366 bp). Velikost ziskanych DNA fragmenti byla ovéfena
elektroforézou v agarosovém gelu (4.7.6) (Obr. 19).
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Obr. 19: Elektroforeogram DNA amplikont amplifikovanych z gDNA homokaryota C. purpurea
P1 exprimujicich gfp nebo dmaW s gfp, tito mutanti byli ziskani po tfech kolech sekani $pi¢ek
hyf.

1-3: tii nezavisli transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp (A — 2761 bp, B — 366 bp)
4: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp (A — 1295 bp, B — 366 bp)

M: 1 kb Plus DNA Ladder

WT: WT C. purpurea P1

N: negativni kontrola (H20)

P1: pozitivni kontrola pNDH-OGG::dmaW (A — 2761 bp, B — 366 bp)

P2: pozitivni kontrola pNDH-OGG (A — 1295 bp, B — 366 bp)

A: primery PoliC OE_sekl fwa Tgluc_rev
B: primery Hyg_pNDH-OGG_fw a Hyg_pNDH-OGG_rev

5.4 Analyza obsahu namelovych alkaloidi

5.4.1 Priprava vzorku

Celkem tii nezavisli transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, jeden transformant
C. purpurea P1 exprimujici gfp a WT C. purpurea P1 byli kultivovani v inokula¢nim InocN
médiu (od kazdé houby bylo vytvofeno 6 biologickych replikatt). Nasledné byly tyto houby
preockovany do indukéniho média T25N. Mycelium i média byly uchovany pro dalsi analyzy.
Ze vzorku mycelii byla izolovana gDNA (4.7.8.1), ktera byla pouzita jako templat
pro diagnostickou PCR (4.7.8.2), na kterou byly pouzity dvé rizné sady primerd. Prvni PCR smés
obsahovala primery PoliC OE_sekl fw aTgluc rev (ofekdvana velikost DNA fragmenti:
PNDH-OGG — 1295 bp, pNDH-OGG::dmaW — 2761 bp), druha PCR smés obsahovala primery
Hyg_pNDH-OGG_fw a Hyg_pNDH-OGG_rev (o¢ekavana velikost fragmentd v piipadé obou
vektorti byla 366 bp). Velikost ziskanych fragmentl byla ovéfena elektroforetickou separaci

v agarosovém gelu (4.7.6) (Obr. 20).
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Obr. 20: Elektroforeogram DNA amplikonti amplifikovanych z gDNA transformanta
C. purpurea Pl exprimujicich dmaW sgfp nebo gfp ze vzorkd pfipravenych pro analyzu
namelovych alkaloid.

1-6: Sest biologickych replikatt WT C. purpurea P1

7-12, 13-18, 19-24: vzdy Sest biologickych replikatt tfi nezavislych transformanti C. purpurea P1
exprimujicich dmaW s gfp (A — 2761 bp, B — 366 bp)

25-30: Sest biologickych replikati transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho gfp (A — 1295 bp,
B — 366 bp)

M: 1 kb Plus DNA Ladder

WT: WT C. purpurea P1

N: negativni kontrola (H20)

P1: pozitivni kontrola pPNDH-OGG::dmaW (A — 2761 bp, B — 366 bp)

P2: pozitivni kontrola pPNDH-OGG (A — 1295 bp, B — 366 bp)

A: primery PoliC OE_sek1_fw a Tgluc_rev
B: primery Hyg_pNDH-OGG_fw a Hyg_pNDH-OGG_rev

5.4.1.1 Van Urk test
Pomoci Van Urk testu bylo z médii a mycelii (4.7.10.2.1, 4.7.10.2.2) houbovych kultur (WT

C. purpurea P1, tfi nezavisli transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp a jeden
transformant C. purpurea P1 exprimujici ¢gfp) stanoveno piiblizné mnozstvi namelovych
alkaloidd. Kazdy biologicky replikat i standard (ergotamin) byl analyzovan 3x (3 technické
replikaty), vzorky byly piepipetovany do 24 jamkové desticky a vyfoceny (Obr. 21, 23, 24).
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Ze zasobniho roztoku ergotaminu byla sestavena kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance
jednotlivych roztokt ergotaminu na jeho koncentraci (Obr. 22). Z regresni rovnice bylo spo¢itano
mnozstvi alkaloidu ve vzorcich médii (Tab. 6) a mycelii (Tab. 7).

Z namétenych hodnot byl spocitan aritmeticky primér a smérodatna chyba, vysledky

byly statisticky zpracovany pomoci F-testu a t-testu (Tab. 8, 9).

b

Obr. 21: Vizualni hodnoceni obsahu namelovych alkaloidid Van Urk testem — roztok ergotaminu,
ktery byl pouzit jako standard.

A: 0 mg-ml?

B: 0,01 mg-ml!
C: 0,05 mg:ml!
D: 0,1 mg'ml?
E: 0,2 mg-ml!
F: 0,5 mg:ml?!

Zavislost absorbance ergotaminu na koncentraci
4,00

3,50
3,00
2,50

< 2,00 y =7,2353x + 0,1801

1,50 R?=0,9928
1,00
0,50

0,00 ‘®
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

koncentrace ergotaminu [mg-ml]

Obr. 22: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance roztokl ergotaminu na jeho koncentraci
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Obr. 23: Vizualni hodnoceni obsahu namelovych alkaloidi Van Urk testem — média z WT C. purpurea P1 (WT), transformanta C. purpurea P1 exprimujiho

gfp (OE GFP) a tfi nezavislych tranformant C. purpurea P1 exprimujicich dmaW s gfp (OE dmaW GFP 7, OE dmaW GFP 8, OE dmaW GFP 13). Kazdy
ze Seti biologickych replikati byl analyzovan 3x (3 technické replikaty).

1-6: Sest biologickych replikata WT C. purpurea P1

7-12: $est biologickych replikatt transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho gfp

13—18: Sest biologickych replikatt transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢&. 7
19-24: Sest biologickych replikati transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢. 8
25-30: Sest biologickych replikat transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢. 13
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Obr. 24:Vizualni hodnoceni obsahu namelovych alkaloidi Van Urk testem — mycelia z WT C. purpurea P1 (WT), transformanta C. purpurea P1 exprimujiho
gfp (OE GFP) a tfi nezavislych tranformantt C. purpurea P1 exprimujicich dmaW s gfp (OE dmaW GFP 7, OE dmaW GFP 8, OE dmaW GFP 13). Kazdy
ze Sesti biologickych replikatii byl analyzovan 3x (3 technické replikaty).

1-6: Sest biologickych replikata WT C. purpurea P1

7-12: $est biologickych replikatt transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho gfp

13—18: Sest biologickych replikatt transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢. 7
19-24: Sest biologickych replikati transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢. 8
25-30: Sest biologickych replikata transformanta C. purpurea P1 exprimujiciho dmaW s gfp, transformant ¢. 13
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Tab. 6: Koncentrace alkaloidii stanovend pomoci Van Urk testu — média WT C. purpurea P1
(WT), C.purpurea Pl exprimujiho gfp (OE GFP) a tfi tranformantd C. purpurea Pl
exprimujicich dmaW s gfp (OE D 7, OE D 8, OE D 13). Kazdy ze Sesti biologickych replikati
(A—F) byl analyzovan 3x (1-3).
Koncentrace alkaloidd v médiich [mg-ml™]
Vzorek Pocet méieni A B Cc D E F

1 0,034 0,019 0019 0,021 0040 0,032

WT 2 0,036 0,020 0,023 0,027 0,038 0,032

3 0,019 0,028 003 0,029 0,039 0,032

1 0,045 0,027 0,029 0,059 0019 0,039

OE GFP 2 0,040 0,030 0028 0,051 0,023 0,038
3 0,046 0,029 0,049 0,036 0019 0,041

1 0,114 0,143 0,097 0,064 0,062 0,019

OE D7 2 0,087 0,140 0,095 0,049 0,068 0,019

3 0,086 0,143 0,101 0,052 0,065 0,024

1 0,129 0129 0176 025 0,125 0,149

OE D8 2 0,120 0,129 0175 0,277 0125 0,168

3 0,126 0,122 0183 0271 0,125 0,152

1 0,137 0,063 0066 0,109 0171 0,101

OE D13 2 0,143 0,048 0064 0,117 0166 0,100
3 0,142 0,049 0064 0,110 0,173 0,104

Tab. 7 Koncentrace alkaloidl stanovena pomoci Van Urk testu — mycelia WT C. purpurea P1
(WT), C.purpurea P1 exprimujiho gfp (OE GFP) a tfi tranformantd C. purpurea P1
exprimujicich dmaW s gfp (OE D 7, OE D 8, OE D 13). Kazdy ze Sesti biologickych replikati
(A-F) byl analyzovan 3x (1-3).

Koncentrace alkaloidi v myceliich [mg-ml]

Vzorek Pocet méieni A B C D E F
1 -0,011  -0,011  -0,005 -0,003 0,001 -0,008
WT 2 -0,022  -0,004 -0,002 -0,003 0,002 0,007
3 -0,014  -0,003 -0,006 -0,003 -0,002 -0,005
1 -0,005 0,002 0,013 0,006 -0,006 0,000
OE GFP 2 0,003 0,005 -0,006 0,001 -0,003 -0,004
3 0,005 0,002 -0,002  -0,002  -0,008 0,012
1 0,004 0,007 -0,003 0,053 -0,010 -0,011
OE D7 2 0,010 0,010 -0,002 0,000 0,005 -0,006
3 0,008 0,009 0,003 -0,010  -0,006 -0,004
1 0,002 0,009 0,022 0,026 0,012 0,017
OE D8 2 -0,007 0,005 0,012 0,040 0,010 0,023
3 0,012 0,007 0,026 0,028 -0,016 0,017
1 0,010 -0,004  -0,003 0,007 0,019 0,010
OE D13 2 0,008 -0,003 0,003 0,011 0,018 0,004
3 0,010 -0,004  -0,001 0,004 0,019 0,009
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Tab. 8: Vypocitané pramérné koncentrace alkaloida v médiich houbovych kultur se standardni
chybou. Hodnoty byly zméfeny Van Urk testem.
F-test a t-test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Pramérna koncentrace

Vzorek alkaloidi [mg-ml?]
WT 0,029 + 0,002
OE GFP 0,035 + 0,004
Média OE D7 0,079 +£0,016*
OE D8 0,163 +0,021**
OE D13 0,107 + 0,016**

WT: WT C. purpurea P1

OE GFP: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp

OE D7: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 7
OE D8: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 8
OE D13: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 13

Tab. 9: Vypoéitané primérné koncentrace alkaloidd v myceliich houbovych kultur se standardni
chybou. Hodnoty byly zméteny Van Urk testem.
F-test a t-test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Pramérna koncentrace

Vzorek alkaloidii [mg-ml"]
WT 20,005 £ 0,002
OE GFP 0,001 % 0,001
Mycelia OE D7 0,003 + 0,003*
OE D8 0,014+ 0,004%*
OE D13 0,007 % 0,003*

WT: WT C. purpurea P1

OE GFP: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp

OE D7: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 7
OE D8: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 8
OE D13: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 13

5.4.1.2 HPLC

Mnozstvi namelovych alkaloidi ve vzorcich médii a mycelii bylo téz stanoveno metodou HPLC
(4.7.10.3). Z namétenych hodnot (Tab. 10, 11) byl spocitan aritmeticky prumér a smérodatna
chyba, vysledky byly statisticky zpracovany pomoci F-testu a t-testu (Tab. 12, 13).
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Tab. 10: Vysledky obsahu namelovych alkaloidi v myceliich WT C. purpurea P1 (WT),
transformantovi C. purpurea P1 exprimujicim ¢fp (OE GFP) a ve tfech nezavislych
transformantech C. purpurea P1 exprimujicich dmaW s gfp (OE D7, OE D8, OE D13). Hodnoty
byly zméfeny metodou HPLC. Kazdy ze Sesti biologickych replikati (1—6) byl analyzovéan 1x.

ng v 1 mg vzorku

Vzorek ¢. Ergotamin Ergotaminin a-ergokryptin a-ergokryptinin Celkem

1 4479 124,5 65,9 16,2 654,5

2 394,7 107,0 54,1 13,5 569,3

WT 3 268,4 25,9 7,8 2,0 304,1
4 439,7 118,6 51,6 12,5 622,4

5 514,9 158,7 66,0 20,4 760,0

6 414,0 116,8 42,4 9,2 582,4

1 521,4 146,0 64,9 13,8 746,1

2 440,2 113,1 41,4 8,4 603,1

3 627,8 151,8 86,1 19,2 884,9

OEGFP 4 535,9 1427 58,8 14,2 751,6
5 356,8 98,3 26,9 5,6 487,6

6 456,8 125,8 46,1 14,0 642,7

1 896,0 239,4 90,1 18,2 1243,7

2 1107,2 302,9 127,4 354 1572,9

3 687,1 190,6 78,1 18,1 973,9

OE D7 4 399,4 112,0 37,7 8,5 557,6
5 504,3 139,8 60,9 13,5 718,5

6 256,6 71,9 20,2 4,3 353,0

1 983,1 253,6 150,4 29,7 1416,8

2 992,8 279,6 96,1 20,6 1389,1

OE D8 3 1524,9 399,7 162,8 33,3 2120,7
4 1821,6 560,7 272,5 69,4 2724,2

5 993,2 255,2 98,3 25,6 1372,3

6 1357,1 437,0 175,4 42,7 2012,2

1 1126,8 345,8 157,5 48,4 1678,5

2 630,8 178,3 64,2 20,1 893,4

3 762,6 228,1 106,2 29,4 1126,3

OEDI3 4 945,8 285,8 127,3 38,8 1397,7
) 1175,6 376,8 2277 82,8 1862,9

6 1054,0 319,3 170,2 58,3 1601,8
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Tab. 11: Vysledky obsahu namelovych alkaloidi v.médiich WT C. purpurea P1 (WT),
transformantovi C. purpurea P1 exprimujicim ¢fp (OE GFP) a ve tfech nezavislych
transformantech C. purpurea P1 exprimujicich dmaW s gfp (OE D7, OE D8, OE D13). Hodnoty
byly zméfeny metodou HPLC. Kazdy ze Sesti biologickych replikatii (1—6) byl analyzovéan 1x.

pg v 1 ml vzorku

C
S 5 B S g E 2 3
> 0 < o 2> > L O
L '5 @ (1]
=

1 887 405 133 1,8 193 21 1657

2 491 19,4 6,2 1,6 17,7 1,9 95,9

WT 3 487 187 37 0,9 75 1,3 80,8
4 58,7 21,2 6,1 1,4 290 20 1184

5 712 30,3 8,6 2.4 151 30 1306

6 727 279 6,7 1,8 228 22 1341

1 853 29,3 9,6 2.4 314 23 1603

2 673 220 57 1,3 179 19 1161

3 685 21,4 8,6 1,9 323 20 1347

OE GFP 4 937 311 9,0 23 225 35 1621
5 529 20,2 3,9 1,4 9,8 1,2 89,4

6 844 31,3 7.7 21 183 20 1458

1 1302 499 10,4 36 1258 61  326,0

2 2137 800 224 72 1210 88 4531

OF b7 3 1504 543 158 53 925 39 3222
4 1078 387 8,4 2.8 805 35 2417

5 1086 392 10,8 3.9 835 34 2494

6 572 20,7 38 13 758 20 1608

1 1693 61,7 218 80 1331 80 4019

2 1889 794 155 69 1672 7,3 4652

OF D8 3 2803 1108 265 110 1924 11,1 6321
4 3397 1260 452 170 2256 124 7659
5 2127 853 19,8 88 1919 83615 8880,0

6 2409 975 299 109 1861 13,3 5786

1 2163 860 26,7 9,5 885 106 4376

2 1042 413 9,4 35 634 43 2261

OF D13 3 1254 476 145 48 1038 63 3024
4 1639 646 198 76 1021 75 3655

5 2278 914 37,4 13,5 137,5 12,9 520,5

6 1658 625 229 77 872 82 3543
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Tab. 12: Vypocitané primérné koncentrace alkaloidd v médiich houbovych kultur se standardni chybou. Hodnoty méfeny metodou HPLC.

Na vysledky byl aplikovan F-test a t-test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Médium Primérné mnoZstvi alkaloidi [pg-ml?]

Vzorek Ergotamin Ergotaminin o -ergokryptin o -ergokryptinin Elymoclavin Ergosin Celkem
WT 64,9 5.8 26,3 +3,1 74+1.2 1,7+0,2 18.6 £2,7 2,1£0,2 1209+ 11,2

OE GFP 754+5.6 259+1,9 74+08 1,9+0,2 22,0+32 2,1+0,3 134,7+ 10,4

OE D7 128,0 £ 19,5%* 47,1 £7,4%* 11,9 +2,4* 4,0+ 0,8% 96,5 + 8,0%*** 4,6 £ 0,9% 2922 +£37,1*%*

OE D8 238,6 £23,5%** 935+ 8 6%** 26,5 + 3,9%* 10,4 £ 1,3%* 182,7£11,5***  1402,3 +1270,6 1954,0 + 1265,4

OE D13 167,2 + 18,1** 65,6 +7,5%* 21,8 £3,7* 7,8 & 1,3%* 97,1 £ 9,1%%* 8,3+ 1,1** 367,8 + 38,3***

WT: WT C. purpurea P1

OE GFP: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp

OE D7: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 7
OE D8: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 8
OE D13: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 13
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Tab. 13: Vypocitané primérné koncentrace alkaloidd v myceliich houbovych kultur se standardni chybou. Hodnoty méfeny metodou HPLC.

Na vysledky byl aplikovan F-test a t-test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Mycelium Primérné mnoZstvi alkaloidi [ng-mg™]
Vzorek Ergotamin Ergotaminin a ergokryptin o -ergokryptinin Celkem
WT 413,3 £30,5 108,6 = 16,5 48,0+ 8,1 123+2,3 582,1 +56,8
OE GFP 489,8 = 34,7 129,6 + 7,8 54,0+7,7 12,5+1,8 686,0 51,5
OE D7 641,8 £ 1189 176,1 £31,9 69,1 14,3 16,3 +4,0 903,3 + 168.,8
OE D8 1278,8 + 130,4%%** 364,3 + 46,1%* 159,2 + 24,1%% 36,9 + 6,6* 1839,2 &+ 203,5**
OE D13 949,3 £ 79,9%** 289,0 £ 27,8%** 142,2 +£21,0%** 46,3 + 8 4%* 1426,8 £ 135,4***

WT: WT C. purpurea P1

OE GFP: transformant C. purpurea P1 exprimujici gfp

OE D7: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 7
OE D8: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢. 8
OE D13: transformant C. purpurea P1 exprimujici dmaW s gfp, transformant ¢&. 13
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6 DISKUZE

Houba Claviceps purpurea, patfici mezi vlaknité houby z oddé€leni Ascomycota, napada
neoplozena ovaria vice nez 400 druhii jednod€loznych rostlin (Bové, 1970). Prvotnim projevem
této houbové infekce je tvorba medovice, tekutiny obsahujici spory C. purpurea. Tato tekutina
je poté pomoci vetru a hmyzu Sifena na dal$i dosud nenapadené klasy obilovin, dochazi
ktzv. sekundarni infekci. V kone¢né fazi infekce je napadend obilka nahrazena tmaveé
¢ervenohnédym sklerociem (tzv. namel) (Hulvova et al., 2013). Toto sklerocium je vyznamnym
zdrojem namelovych alkaloidii, které se hojné vyuzivaji ve farmaceutickém primyslu
napft. k 1é¢be migrén ¢i Parkinsonovi nemoci (Schiff, 2006).

V soucasné dob¢ nasly ve farmaceutickém primyslu uplatnéni jak kmeny C. purpurea
produkujici alkaloidy in planta (polni infekce), tak kmeny, které produkuji alkaloidy
v submerznich kulturach (Kien et Cvak, 1999). V obou piipadech je hlavnim cilem zakladniho
vyzkumu ziskani kmene C. purpureas co nejvyssi a zarovei stabilni produkci alkaloidii (Hulvova
et al.,, 2013). Na Oddéleni molekularni biologie, CRH jiz byly v ramci vyzkumu tykajiciho
se C. purpurea provedeny nékteré genetické modifikace této houby s cilem zvysit produkci
namelovych alkaloidi (Mgr. Helena Hulvova, Mgr. Michaela Hradilova, nepublikovano).

Napt. v bakalatské praci Véry Jurackové (2014) byla provedena transformace protoplastl
C. purpurea kmenti Gal130 a Gal012 konstruktem p444::easG, za ucelem nadexprese genu easG,
pro expresi byl pouzit konstitutivni promotor gpdA. Gen easG koduje agroklavin syntasu, ktera
redukuje isochanoklavin-I aldehyd na agroklavin (Matuschek et al., 2011). Nicméné uspesnost
transformace nebyla v této bakalaiské praci potvrzena.

Lucie Brazinova ve své bakalarské praci (2012) transformovala protoplasty C. purpurea
kmene Gal130 konstruktem dmaW-p444 za G¢elem nadexprese genu dmaW, pro expresi tohoto
genu byl opét pouzit konstitutivni promotor gpdA. Produkt tohoto genu, dimethylallyltryptophan
syntasa (DMATS) je prvnim specifickym enzymem biosyntézy namelovych alkaloidt (Lee et al.,
1976). V této bakalaiské praci byla nadexprese genu dmaW potvrzena metodou Real-Time PCR,
avsak produkce namelovych alkaloidd v ziskaném mutantovi ovéfena nebyla.

V této predlozené bakalaiské praci byly transformovany protoplasty C. purpurea kmene
P1. Tento kmen C. purpurea je schopny produkovat alkaloidy pouze v submerzni kultuie
(Robbers et al. 1972) a vlivem mutageneze ztratil schopnost sporulace (Tudzynski et al., 1999).
Protoplasty této houby byly transformovany vektorem pNDH-OGG::dmaW (vektor obsahujici
dmaW z C. purpurea 20.1 fuzované na N konci s gfp pod konstitutivnim OliC promotorem),
pro kontrolu byly protoplasty téZ transformovany vektorem pNDH-OGG (vektor obsahujici gfp

pod konstitutivnim OliC promotorem). Pro transformaci C. purpurea byl vybran gen kodujici
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DMATS z toho duvodu, Ze tento enzym katalyzuje prvni krok biosyntézy namelovych alkaloidd,
tudiz jeho nadexprese by mohla vést ke zvySené produkci alkaloidd.

Po transformaci protoplastti C. purpurea P1 byly z primarnich transformantd vybrani tfi
nezavisli mutanti exprimujici dmaW s gfp a jeden mutant exprimujici gfp. Vzhledem k tomu, ze
buiiky toho kmene obsahuji vice nez 10 jader (Spalla et Marnati, 1978), byli ziskani transformanti
s velkou pravdépodobnosti heterokaryoti. Pro tucely dalSich analyz bylo nutné ziskat
homokaryoty. Ti byli izolovani metodou, pfi niz byly izolovany jednotlivé $picky hyf (Leslie
et al., 2006). Kvuli vyssi pravdépodobnosti ziskani homokaryota, byla tato metoda opakovana
ttikrat. Pro definitivni potvrzeni homokaryotické kultury, by bylo potfeba sekvenovat casti
gDNA, do kterych byl vektor vlozen a poté provést napi. Southern blot. Z ¢asovych divoda
k témto metodam pfistoupeno nebylo.

Za ucelem ovéteni vyssi produkce alkaloidi v submerzni kultuie byli ziskani mutanti
spole¢né s WT C. purpurea P1 kultivovani v médiu s niz§im obsahem fosfatu, ktery aktivuje
produkci alkaloidu (Krupinski et al., 1976). Nejdiive byl obsah alkaloidi stanoven Van Urk
testem, ktery vSak slouzi pouze k orientatnimu stanoveni celkového obsahu namelovych
alkaloidt (van Urk, 1929). Van Urkovo ¢inidlo v roztoku kyseliny sirové reaguje s indolovymi
jadry za vzniku modrého zbarveni s absorbanci pfi 580 nm po expozici svétlem. Modré zbarveni
roztoku je pak piimo umérné obsahu alkaloidl ve vzorku, jako standard byl pouzit ergotamin,
majoritni alkaloid produkovany C. purpurea P1 (Haarmann et al., 2008). Vypo¢itané hodnoty
korelovaly s intenzitou modrého zbaveni roztoku.

WT C. purpurea P1 vykazoval ¢iré az svétle modré zbarveni v médiu i myceliu, pficemz
v médiich byla intenzita modrého zbarveni (stejn¢ jako v pfipadé vSech transformantlt) silngjsi,
coz naznacuje vyssi obsah alkaloidi. Vzorky C. purpurea P1 exprimujici gfp mély stejné jako
WT pievazné Cirou barvu, obCas se zde vyskytovala svétle modrd barva naznacujici vyssi
produkci. Vyrazna zména zbarveni roztokl nastala az se vzorky transformantd C. purpurea P1
exprimujicich dmaW s gfp. Transformant oznaceny jako OE dmaW GFP 7 vykazoval oproti
ostatnim dvéma trasnformantim (OE dmaW GFP 8, OE dmaW GFP 13) niz$i intenzitu modrého
zbarveni, obsahoval tedy mén¢ alkaloidii. Na druhou stranu byl obsah alkaloidii u tohoto
transformanta stale vy$$i nezu WT.

Koncentrace alkaloidii v myceliich dosahovala velmi nizkych hodnot. Po piepocitani
obsahu alkaloidl v celkovém mnozstvi kultury (vysledky neukazany) lze fici, ze C. purpurea P1
produkuje namelové alkaloidy do média (piiblizné 6x vice nez v myceliu). Tento fakt koreluje
s dostupnou literaturou (Haarmann et al., 2008).

Druhou metodou pouzitou pro stanoveni obsahu namelovych alkaloidii ve vzorcich médii
a mycelii houbovych kultur byla metoda HPLC. Tato metoda je mnohem piesnéjsi a lze vyuzit
ke kvantitativnimu i kvalitativnimu stanoveni alkaloidt (Rottinghaus et al., 1993). V ptipadé¢ WT

C.purpurea P1 byly vmédiich stanoveny alkaloidy ergosin (ergopeptin skladajici
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se z aminokyselin Alanin + Leucin + Prolin), ergotamin (ergopeptin skladajici se z aminokyselin
Alanin + Fenylalanin + Prolin), a-ergokryptin (ergopeptin skladajici se z aminokyselin
Valin + Leucin + Prolin) a jejich diastereoizomery ergotaminin a a-ergokryptinin. V médiich byl
také detekovan elymoklavin. Dle dostupné literatury se jednd o alkaloidy, které Ize stanovit
metodou HPLC v médiu WT C. purpurea P1 (Haarmann et al., 2008).

Na zékladé ziskanych vysledkd Ize fici, ze hlavnim alkaloidem produkovanym WT
C. purpurea P1 do média je opravdu ergotamin, ktery spoleéné s ergotamininem tvofi piiblizné
75,4 % produkce. Minoritnimi alkaloidy produkovanymi do média jsou a-ergokryptin a ergosin.
a-ergokryptin spole¢né s a-ergokryptininem tvoii ptiblizné 7,5 % celkové produkce, ergosin
predstavuje priblizné 1,7 % celkové produkce. Zbylou ¢ast produkce (15,4 %) pokryva
elymoklavin.

Na zaklad¢ vysledku lze fici, ze koncentrace alkaloidti v médiu WT C. purpurea P1 byla
ptiblizné stejna jako u transformanta exprimujiciho gfp, zaroven ob& houby produkovaly stejné
typy alkaloid. V ptipadé vSech tii transformantt exprimujicich dmaW s gfp byla celkova
primérna produkce alkaloidii 2,4x (OE D7), 16,2x (OE D8) a 3,0x (OE D13) vyssi v porovnani
s WT. Nicméné pouze u dvou mutantti ze ti byl tento nérust signifikantni. Co se tyce jednotlivého
zastoupeni alkaloidli, ke kvalitativni zmén€ u zddného z transformantti nedoslo. U vSech
transformantt exprimujicich dmaW s gfp doslo k signifikantnimu zvySeni hladiny ergotaminu
a jeho diastereoizomeru ergotamininu, téZ se ve vSech pfipadech zvysila produkce a-ergokryptinu
a jeho diastereoizomeru a-ergokryptininu. Signifikantni narust ergosinu byl pozorovan pouze
U dvou transformantt. Nejvy$si narust v produkci byl zaznamenan u elymoklavinu, kdy
transformanti vykazovali 5,2x (OE D7), 9,8x (OE D8) a 5,2x (OE D13) vyss§i produkci tohoto
alkaloidu v médiu oproti WT.

V myceliich WT C. purpurea P1 byly metodou HPLC stanoveny alkaloidy ergotamin
a a-ergokryptin a jejich diastereoizomery ergotaminin a a-ergokryptinin.  Ergosin
ani elymoklavin v myceliich detekovany nebyly. Na zakladé ziskanych hodnot 1ze opét fici, ze
hlavnim alkaloidem produkovanym C. purpurea P1 do mycelia je ergotamin, ktery spole¢né
s ergotamininem tvoii 89,7 % celkové produkce. Minoritnim alkaloidem, ktery bylo mozné
stanovit v myceliu je a-ergokryptin, ktery spolecné s a-ergokryptininem piedstavuje zbylych
10,3 %.

Koncentrace alkaloidti v myceliu WT C. purpurea P1 byla stejné jako v ptipadé médii,
priblizné stejna jako u transformanta exprimujiciho gfp, zarovent obé houby opét produkovaly
stejné typy alkaloidd. VSichni tii transformanti exprimujici dmaW s gfp produkovaly v myceliu
vice alkaloidii nez WT, konkrétn¢ 1,6x (OE D7), 3,2x (OE D8) a 2,5x (OE D13) vice nez WT.
Nicméné pouze u dvou mutantl ze tfi byl tento nérust signifikantni. U téchto dvou mutantt byl

téz signifikantni narust ergotaminu a erotamininu i a-ergokryptinu a a-ergokryptininu. Co se
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tyCe jednotlivého zastoupeni alkaloidi, ke kvalitativni zméné v produkci alkaloidd u téchto
transformantd, stejné€ jako v ptipadé médii, opét nedoslo.

Na zakladé vyse zminénych vysledki 1ze usuzovat, ze nadexprese dmaW u C. purpurea
P1 umozituje vyssi produkei alkaloidd v submerzni kultufe. V budoucnu je vSak potieba jeste

oveéfit nadexpresi dmaW v ziskanych transformantech pomoci qPCR a western blotu.
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7 ZAVER

Bakalarska prace se zabyvala vlivem nadexprese dimethylallytryptophansyntasy na zvySeni
produkce namelovych alkaloid v produkénim kmeni Claviceps purpurea. Literarni reSerSe byla
vypracovana na téma obecné charakteristiky roku Claviceps se zaméfenim na zivotni cyklus
Claviceps purpurea produkujici alkaloidy in planta nebo v submerzni kultufe. Dale byla
zpracovana podkapitola o chemické struktuie ndmelovych alkaloidt a jejich farmakologickém
ucinku. Dalsi podkapitoly teoretické casti byly vénovany biosyntéze ndmelovych alkaloida
u C. purpurea, jeji regulaci a metodam analyzy namelovych alkaloidi.

V experimentalni ¢asti byly transformovany bunky Escherichie coli TOP10 konstrukty
pPNDH-OGG::dmaW (vektor obsahujici dmaW z C. purpurea 20.1 fizované na N konci s gfp pod
konstitutivnim OliC promotorem) a pPNDH-OGG (vektor obsahujici gfp pod konstitutivnim OliC
promotorem). Poté byla provedena transformace protoplastt produkcéniho kmene Claviceps
purpurea P1 nastépenou a piecisténou plasmidovou DNA. Ziskani transformanti byli spé$ne
ovéteni pomoci diagnostické PCR a metodou sekani hyf byla ziskana homokaryticka kultura.
Pomoci Van Urk testu bylo stanoveno pfiblizné mnozstvi namelovych alkaloidid v médiu
a myceliu houbové kultury. Podrobné;jsi kvalitatitvni a kvantitativni analyza obsahu namelovych
alkaloida byla provedena metodou HPLC.

Vysledkem bakalaiské prace je transformace produkéniho kmene Claviceps purpurea P1
za uCelem zvyseni exprese genu dmaW, ktery je kliCovy pro biosyntézu namelovych alkaloidu.
Transformanti obsahujici konstrukt pPNDH-OGG::dmaW vykazovali zvyseny obsah namelovych
alkaloidt oproti WT C. purpurea P1.V budoucnu bude nadexprese dmaW u téchto transformanti

ovéfena pomoci Real-time PCR a western blotu.
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