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CILE PRACE

Zpracovani literarni reSerSe na téma obecnd charakteristika C. purpurea a
biosyntéza ergoidnich alkaloidii. Popis metod pro genetické modifikace hub.
Ptiprava konstruktu p444::cloA pro transformaci C. purpurea za uc¢elem zvyseni
exprese genu cloA.

Transformace dvou industridlnich kment C. purpurea za ucelem zvyseni
exprese genu easG. Jedna se o kmeny Gall30, ktery majoritné produkuje
ergokrystin a Gal012 produkujici hlavné ergokryptin.

Zhodnoceni Gspésnosti transformace.

Osvojeni molekularné-biologickych technik, jako klonovani, PCR a

transformace vlaknitych hub.



1 UVOD

Claviceps purpurea (Palickovice nachova) je paraziticka vieckovytrusna houba, ktera
infikuje Siroké spektrum jednodéloznych rostlin véetné vyznamych plodin, jako je Zzito,
pSenice, kukufice a dal$i. Tato houba vytvari mycelium v semenicich rostlin, z kterého
se pozd¢ji v pribéhu infekce vytvori tzv. sklerocia, ktera obsahuji namelové alkaloidy.
V historii tyto latky zptsobily mnoho hromadnych otrav, které vedly k tmrtim desitek
tisic lidi, ale navzdory tomu byly tyto latky vyuzivany v porodnictvi, jako pomoc pfi
porodu nebo potratu. V dnesni dobé tyto latky navic slouzi jako 1ék pro 1é¢bu migrény,
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. Zvyseni produkce namelovych alkaloidd ve
vybranych industridlnich kmenech C. purpurea by mohlo vyrazné snizit naklady pro
vyrobu téchto 1éku.

Biosyntetickd cesta namelovych alkaloidii je pomérn¢ dobfe popsand, i kdyz ne
vSechny enzymy katalyzujici jednotlivé kroky jiz byly identifikovany. Geny kodujici
enzymy zapojené do této biosyntetické cesty tvoii genovy klastr, pficemz funkce
nékterych gend tohoto klastru jsou znamy. Jednim z nich je gen cloA koédujici enzym,
ktery katalyzuje pfeménu elymoklavinu na kyselinu paspalovou a nebo gen easG
zapojeny do konverze chanoklavin | aldehydu na agroklavin. Zvysenim exprese téchto
gent bychom mohli dosahnout zvyseni produkce alkaloidi v C. purpurea.

Teoretickd ¢ast této bakalatské prace poskytuje literarni piehled feSené problematiky
na téma obecna charakteristika C. purpurea, biosyntéza ergoidnich alkaloidd a metody
genetické modifikace hub. V experimentalni ¢asti a ve vysledcich je popsan postup
a vysledek ptipravy konstruktu p444::cloA, ktery bude pouZzit pro transformaci
C. purpurea, za ticelem zvyseni exprese genu CloA. V dalsi ¢asti prace je popsan postup
transformace protoplastd dvou komer¢nich kmenti C. purpurea, za ucelem zvysit
expresi genu easG. Jednim z téchto kment byl kmen Gall30 majoritné produkujici
ergokristin, druhym byl kmen Gal012 produkujici hlavné ergokryptin. Vysledky,

uspéchy i netspéchy experimentalni prace jsou diskutované v diskuzi.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Claviceps purpurea — piivodce namele

Claviceps purpurea (Palickovice nachova), druh rodu Claviceps, patii mezi
vieckovytrusné houby (Ascomycota), fadu Hypocreales a celedé Clavicipitaceae.
Clenové rodu Claviceps parazituji na vice neZ 600 druzich jednod&loznych rostlin
vcetné vyznamnych plodin, jako je Zito, pSenice, je¢men, kukufice, proso a oves a
zpusobuji namelova onemocnéni (Bové, 1970). Tento rod celkem zahrnuje vice nez 50
druht (Pazoutova et al., 2011), avSak pfevazna vétsina fyziologickych a genetickych
vyzkumt byla provedena na C. purpurea, coz je nejvice znamy druh v Evropé. C.
purpurea je vyjimeény druh diky Sirokému spektru hostiteld, infikuje totiz vice nez 400
druhti rostlin a produkuje namelové alkaloidy.

Namel je houbové onemocnéni, které je nejvic zndmo jako onemocnéni zita
zpusobené houbou C. purpurea. V prubéhu onemocnéni houba vytvaii charakteristické
utvary — sklerocia, ktera obsahuji namelové alkaloidy (Obr. 1). Pii kontaminaci obili
sklerociami mize namel zpUsobit vazné zdravotni komplikace a otravy u lidi tzv.
ergotismus (Lee, 2009).

Prvni zminka o otravach zptisobenych namelem pochdzi jiz z obdobi kolem r. 600 pf.
n. 1., nejznaméjsi ale jsou epidemie ergotismu ze stiedovéku, zplsobujici gangrénu
koncetin, poruchy funkce centrdlni nervové soustavy a smrt (van Dongen a de Groot,
1995). Avsak jiz ve stfedovéku porodni asistentky védély o lécebném potencialu
namelovych alkaloidi a pouzivaly je, navzdory riziku otravy, jako pomoc pii porodu

nebo potratu.

Obr. 1: Sklerocium na zitu (www.damyko.info).
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2.1.1 Zivotni cyklus C. purpurea

Jarni infekci zptisobuji askospory, které jsou uvolnovany z perithecii tvofenych na jate z
kli¢icich prezimujicich struktur, sklerocii. Askospory se zachytdvaji na bliznach
obilovin nebo trav, kde vykli¢i v hyfy. Hyfa poté sleduje cestu pylové lacky a teprve na
spodni ¢asti semeniku, kdy hyfa opusti drahu pylové lacky a dostdva se do kontaktu
S cévnimi svazky, se zaCina tvorit rozvétvené mycelium tzv. sfacelium, které kolonizuje
cely semenik. Palickovice nachova je totiz vysoce organove specificka houba, ktera
napada pouze mladé semeniky (Urban a Kalina, 1980).

Piiblizn¢ 5-7 dni po infekci se v sfaceliu za¢nou tvofit konidie, které jsou
vymésovany spole¢né s floémovou $t'avou, jako tzv. medovice. Na tuto sladkou $t'avu je
ptilakan hmyz, ktery pienasi konidie na dalsi kvéty a stava se tak pivodcem sekundarni
infekce, diky niz dochazi k velmi intenzivnimu rozsifovani houby béhem sezony. Asi
dva tydny po infekci produkce medovice ustane a ze semeniku se vytvoti fialovo-Cerné
sklerocium (namel), které zraje asi 5 tydnt (Schumann, 2000; Haarmann et al., 2009).

Namel vypadne z klasu na zem, kde ptezimuje. Sklerocia jsou schopna piezit
nepiiznivé podminky a poté na jafe nasledujiciho roku z nich vyrastd nékolik
stopkatych, kulatych, nachovych plodnic (stromat), ve kterych dochéazi k tvorbé
pohlavnich vytrusi. Na vice mistech pod povrchem palickovité ¢asti stromatu se
vytvafeji sam¢i antheridia a samiéi askogonia. Pfiblizenim téchto pohlavnich organd
dojde k plazmogamii. Nasleduje dé€leni jader, po némz se vytvoii askogenni hyfy, na
jejichz koncich se vytvafi tzv. haky, kde dochéazi ke karyogamii za vzniku viecka.
Protahld vfecka obsahuji nitovité askospory, které jsou v dobé zralosti otvorem
z perithecia vymr$tovany. Za vhodnych podminek infikuji obilné klasy, vykli¢i
v podhoubi a vytvareji nové sfaceliové stadium houby (Urban a Kalina, 1980;
Haarmann et al., 2009).

11
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Obr. 2: Zivotni cyklus Claviceps purpurea: 1. otevieny kvét ita, 2. invaze hyf do semeniku
zita, 3. produkce medovice, 4. sekundarni infekce pomoci hmyzu, 5. tvorba sklerocii, 6.

piezimovani sklerocii, 7. kli¢eni sklerocii, 8. uvolnéni askospor (Hulvova et al., 2013).
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2.2 Namelové alkaloidy

Namelové alkaloidy pfedstavuji zndmou skupinu houbovych sekundarnich metabolitii.
Radi se mezi dusikaté heterocyklické derivaty, jejichz b&Znou strukturni soudasti je
ergolin (obr. 3), ktery je syntetizovan z tryptofanu. Namelové alkaloidy 1ze rozdélit do
tii hlavnich skupin: klavinové alkaloidy, D-lysergova kyselina a jeji derivaty
a ergopeptidy (Schardl et al., 2006).

Vétsina namelovych alkaloidi obsahuje tetracyklickou ergolinovou strukturu,
vyjimkou jsou pfirozené se vyskytujici klavinové alkaloidy, které maji tricyklickou
strukturu. Jedna se napf. 0 chanoklavin-1I, chanoklavin-11 a isochanoklavin-1 (obr. 4),
Znichz pouze chanoklavin-I slouzi jako prekurzor pro biosyntézu namelovych
alkaloidi. Klavinovych alkaloidi bylo izolovano a charakterizovano alesponi 35
(obr. 5), ale zadny z této skupiny neni vyuzivan v 1ékarstvi.

K béznym nepeptidovym amidim obsazenych v namelu patii ergonovin (ergometrin,
ergobasin) methylergometrin, diethylamid kyseliny lysergové (LSD) a kyselina
paspalova (obr. 6) (Schiff, 2006).

Ergopeptidy se skladaji z fragmenti lysergové kyseliny a na ni pfipojeného
L - prolinu, ktery je soucasti tripeptidového komplexu a nachazi se vzdy na tfeti pozici
(Obr. 7). V zavislosti na aminokyselinovém slozeni je uréen druh ergopeptidu (Tab. 1).
Tyto slouceniny jsou koneénymi produkty biosyntézy namelovych alkaloida (Schiff,
2006).

NH

Obr. 3: Strukturni vzorec ergolinu (podle Hulvova et al., 2013).
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Obr. 4: Klavinové alkaloidy s tricyklickou strukturou: chanoklavin-1 (1), chanoklavin-Il (2),
isochanoklavin-I (3) (podle Hulvova et al., 2013).

CHs

1

Obr. 5: Klavinové alkaloidy s tetracyklickou strukturou: festuklavin (1) a pyroklavin (2) (podle
Wallwey a Li, 2011).

Obr. 6: Amidy D-lysergové kyseliny: ergometrin (1), methylergometrin (2) a LSD (3) (podle
Wallwey a Li, 2011).
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HN

Obr. 7: Zakladni strukturni vzorec ergopeptidu (podleWallwey a Li, 2011).

Tab. 1: Druhy ergopeptidu v zavislosti na aminokyselinovém sloZeni (podle Haarmann et al.,
2005).

Pozice Il Pozice |

Alanin Kyselina a-amino Valin

butanova

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

2.2.1 Farmakologické vyuziti naAmelovych alkaloidii

Specifické druhy namelovych alkaloidii slouzi jako zékladni suroviny pro vyrobu léku
pouzivanych pro 1é¢bu migrény, Parkinsonovy choroby, hypertenze a raznych
sexualnich poruch.

Néamelové alkaloidy reaguji s rliznymi receptory centralniho nervového systému.
Biologickd aktivita sloucenin odvozenych od D-lysergové kyseliny souvisi se
strukturalni podobnosti se tfemi dualezitymi neurotransmitery, jako jsou noradrenalin,
dopamin a serotonin (Obr. 7). Namelové alkaloidy reaguji s ptislusnymi receptory pro
tyto neurotransmitery. Nekteré namelové alkaloidy pisobi jako agonisté, jiné jako
antagonisté. Vlastnosti namelovych alkaloidii souvisi se substituenty navazanymi

na karboxylové skupiné D - lysergové kyseliny (Haarmann et al., 2009).
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Mezi prvni purifikované alkaloidy patfil ergotinin (v roce 1875), ergotoxin (v roce
1906, pozdéji se vSak ukazalo, ze jde o smés alkaloidil) a ergotamin (v roce 1918) (van
Dongen a de Groot, 1995; de Costa, 2002). Purifikace alkaloidi dopomohla k objasnéni
jejich toxickych a farmakologickych ucinkd.

Ergotamin, nejdilezitéjsi ergopeptid produkovany houbou C. purpurea, a jeho
derivat dihydroergotamin se pfevazné pouzivaji pii 1écbé migrény. V roce 1938 bylo
prokazano, ze ergotamin zmirfiuje bolesti hlavy a od roku 2003 se tato latka pouziva
jako 1ék u vybranych pacientd se stiedné téZkou az téZkou migrénou. (Hansen a
Koehler, 2008). Dihydroergotamin je pouzivan také na 1é¢bu ortostatické hypotenze
(Jourdan et al., 2007).

Dihydroergotoxin, smés nékolika ergopeptidi, se vyuziva pro snizeni krevniho tlaku
a srde¢ni frekvence (Mercuro et al., 1987).

U Zen, které jsou teéhotné nebo koji mize dojit ke stavu, kdy se zvysi hodnota
prolaktinu. Patologicky stav, hyperprolaktinémie, je spojen s dysfunkci pohlavnich Zlaz,
neplodnosti a zvySenym rizikem dlouhodobych komplikaci, v€etné osteoporozy. Latka
bromokryptin se pouziva v tomto sméru ke snizeni hladiny prolaktinu. Bromokryptin se
také pouziva pro potlaceni laktace (de Groot et al., 1998; Crosignani, 2006).

Mezi namelové alkaloidy pouzivané v gynekologii a porodnictvi patii ergometrin
(ergonovin) a methylergometrin. Tyto latky se pouzivaji k prevenci a 1é¢bé poporodniho

krvaceni a jako 1éky k posileni ¢innosti d€lozniho svalstva (de Groot et al., 1998).

HN |

derivat
PR r OH 7 ™
oo D-lysergové L
AN kyseliny e
oH’
OH -+ HN
dopamin serotonin

Obr. 8: Podobnost strukturnich vzorct derivatd D-lysergové kyseliny s neurotransmitery (podle
Tudzynski et al., 2001).
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2.2.2 Biosyntéza namelovych alkaloidi

Namelové alkaloidy jsou produkovany piedevsim druhy rodu Claviceps, kdy
C. purpurea je nejlépe studovanou houbou v oblasti biochemie syntézy namelovych
alkaloidu (Lorenz et al., 2009). Bylo prokazano, ze enzymy specifické pro biosyntézu
alkaloidt jsou kédovany klastrem gent, ktery byl poprvé identifikovan u C. purpurea
kmene P1 pomoci metody ,,chromosome walking® s vyuzitim dmaW genu (Tudzynski
et al., 1999). Tento klastr genti zahrnuje 14 gent a jeho velikost je 68,5 kb.

Enzym L-tryptofan dimethylallylsyntasa (DMATS) kalalyzuje prvni krok biosyntézy
namelovych alkaloidd, kdy dochazi k isoprenylaci tryptofanu za vzniku
4-dimethylallyltryptofanu (DMAT). Isoprenylova skupina je zde poskytovana ve formé
dimetylallyldifostatu (DMAPP), cozZ je sloucenina odvozena od mevalonové kyseliny
(Gebler a Poulter, 1992). Enzym DMATS katalyzuje rozhodujici krok biosyntézy, proto
podléha piisné regulaci, kdy tryptofan slouzi jako induktor, zatimco elymoklavin nebo
agroklavin inhibuji aktivitu enzymu DMATS, ktery je kodovan genem dmaW (Cheng et
al., 1980; Tudzynski et al., 1999).

Nasledujicim  krokem drahy  je  metylace DMAT za  vzniku
N-methyldimethylallyltryptofanu (MeDMAT), pficemz tento krok je katalyzovan
enzymem methyltransferasou (Otsuka et al., 1980) a jako donor methylové skupiny zde
hraje roli slou¢enina S-adenosyl-L-methionin (Shiff, 2006). Enzym methyltransferasa je
pravdépodobné produktem genu easF (Lorenz et al., 2009).

Biosyntetickd draha namelovych alkaloidti pokracuje nékolika kroky oxidace
a redukce, kdy konverze z MeDMAT na agroklavin ptes chanoklavin-I a chanoklavin-I
aldehyd zahrnuje po sobé jdouci kroky oxidace a redukce zprostiedkované specifickou
tiidou enzymt oxidoreduktas. Chanoklavin-1 syntetasa je enzym katalyzujici konverzi
MeDMAT na chanoklavin-1 a u C. purpurea je tento enzym koédovan genem easE.
Produkt genu ukazuje nejvyssi podobnost s oxidoreduktasami jinych hub produkujicich
namelové alkaloidy napf. easE z Claviceps fusiformis nebo Neotyphodium lolii (Lorenz
etal., 2010).

Chanoklavin-l je dale oxidovan na chanoklavine-l1 aldehyd prostfednictvim
alkoholdehydrogenasy kodované genem easD (Wallwey a Li, 2011). Konverze
chanoklavin-l1 aldehydu na agroklavin je katalyzovana enzymem EasG, ktery je

produktem genu easG. Bylo studovano, zda se v tomto kroku neuplatiiuje i enzym EasA
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jako u vieckovytrusné houby Aspergillus fumigatus, ale jeho funkce se u C. purpurea
nepotvrdila (Matuschek et al., 2011).

Biosyntetickd draha poté pokracuje s agroklavin 17-monooxygenasou katalyzujici
oxidaci agroklavinu na elymoklavin (Kim et al., 1981), kdy je elymoklavin nasledné
oxidovan na kyselinu paspalovou, pficemz reakce je katalyzovana prostfednictvim
elymoklavin 17-monooxygenasy. Oba vyse uvedené enzymy patii do tiidy cytochrom
P450 monooxygenas (CYP450) (Maier et al., 1988). Enzym elymoklavin
17-monooxygenasa je prokazateln¢ kodovan genem cloA (Haarmann et al., 2006).

Kyselina paspalova je poté spontanné pfeménéna na D-lysergovou kyselinu. Tuto
kyselinu bylo obtizné detekovat v houbach produkujicich namelové alkaloidy, jelikoz se
hromadi ve formé amidi nebo v peptidové formé (Schardl et al., 2006).

Ergopeptidy jsou syntetizovany z aktivované D-lysergové kyseliny za pomoci
enzymu, které jsou oznaCovany jako lysergyl peptidové syntetasy (LPS). Kyselina
D-lysergovd je nejdiive aktivovana enzymem LPS2 a ndsledn¢ enzym LPSI
zprostiedkuje postupné pifiddvani tfi aminokyselinovych zbytkli na aktivovanou
kyselinu a tvoii se D-lysergyl peptidové laktamy (Riederer et al., 1996; Walzel et al.,
1997). Laktamy jsou pak dosud neidentifikovanym enzymem Kkonvertovany na
ergopeptidy (Schiff, 2006). Genovy klastr biosyntézy namelovych alkaloidl
v C. purpurea u kmene P1 obsahuje 4 geny koédujici neribosomélni peptidové syntetasy,
které nesou oznaceni IpsAl, IpsB, IpsC a IpsA2 (Haarmann et al., 2005). Geny IpsAl
a IpsA2 koduji strukturalné a ziejmé i funkéné podobné trimodularni proteiny LPSI
a LPS4, zatimco monomodularni enzym LPS2 je kddovan genem IpsB (Correia et al.,
2003; Haarmann et al., 2005). Génovy klastr obsahuje jesté jeden gen kodujici
neribosomalni peptidovou syntetasu a to gen IpsC. Produktem tohoto genu je
monomodularni enzym LPS3 (Schardl et al., 2006). Enzym LPS1 ve spolupraci
s enzymem LPS2 katalyzuje syntézu ergotaminu, zatimco enzym LPS4 spolu s LPS2
pravdépodobné katalyzuje syntézu ergokryptinu (Haarmann et al., 2005; Haarmann et
al., 2007). LPS3 se oznacuje také jako ergometrin syntasa, protoze katalyzuje tvorbu

ergometrinu (Ortel a Keller, 2009).
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Obr. 9: Schéma biosyntézy kyseliny lysergové (podle Lorenz et al., 2009).
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Obr. 10: Genovy klastr pro biosyntézu namelovych alkaloidi (Haarmann et al, 2009).
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Obr. 11: Schéma biosyntézy ergopeptidi (podle Wallwey a Li, 2011).
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2.3 Metody genetické transformace hub

Houby ptedstavuji rozsahlou skupinu eukaryotickych organismi, tvoficich samostatnou
ti8i. Z biotechnologického hlediska jsou to zajimavé organismy, protoze spojuji vyhody
mikrobidlnich systémi (napt. fermentace a schopnost sekrece proteintl) s vyhodami
eukaryotickych systémt (schopnost spravné modifikovat proteiny eukaryotickych
organismt). Diky témto vlastnostem se hlavné¢ vlaknit¢ houby hojné vyuzivaji
k heterologni produkei riznych latek. AvSak je znamo, ze vytéznost produkce bilkovin
pochézejicich z hub je o mnoho vyssi, nez vytéznost bilkovin pochézejicich z jinych
organismu (Sharma et al., 2009). Samotné houby jsou zdrojem latek vyuzivanych napf.
ve farmaceutickém prumyslu, proto metody genetické transformace hub nachazi
uplatnéni 1 pfi studiu jednotlivych biosyntetickych cest a za ucelem zlepSeni aplikacnich
vlastnosti daného organismu.

Pti studiu biosyntetickych cest se vyuziva metoda genetické transformace, pti které
dochéazi k naruSeni c¢teciho ramce studovaného genu, ktery se tak stdva nefunkénim
a k vytvoteni tzv. knock-out linie. Tato metoda vyuziva proces homologni rekombinace,
pti které dochazi k zaclenéni ,,poSkozené* DNA na konkrétni misto v genomu, a tedy
k vyméné funkéniho genu za nefunkéni (Obr. 12), (Kiick a Hoff, 2010). Analyza
fenotypovych ¢i biochemickych zmén ,knock-out” mutanta v porovnani s linii
divokého typu (,,wild type™) tak umozni odhaleni funkci studovanych gent a tedy
1jejich ulohu v biosyntetické ceste.

Za Ucelem zlepSeni aplikacnich vlastnosti ur€it¢tho druhu hub (napt. zvySeni
produkce zadané latky) se pouziva metoda genetické modifikace, pfi které¢ dochazi
k nehomologni rekombinaci tj. za¢lenéni exogenni DNA na nahodné misto v genomu
atim ke zvySeni poctu kopii vybraného genu. U C. purpurea byly popsany oba dva
zpusoby rekombinace (Haarmann et al., 2007).

Exogenni DNA ptedstavuje vektor tj. plazmidova DNA, kterd nese informaci
ur¢enou k zaclenéni do hostitelského genomu. Zjednodusené, transformacni vektor
obsahuje sekvenci silné exprimovaného promotoru, sekvenci zadaného genu, sekvenci

terminatoru a selekéni marker.
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Transformované linie mohou byt selektovany na zaklad¢ rezistence k antibiotikiim nebo
pomoci auxotrofie. Markery rezistence k antibiotikim se pouZzivaji u rtznych druht
hub, pro které neexistuji zadné nebo jen velmi malo auxotrofnich mutanti (Ruiz-Diez,
2001). Vyuziva se napt. gen rezistence k oligomycinu z Aspergillus nidullans (Ward et
al., 1986), bakterialni geny kodujici rezistenci k bleomycinu a phleomycinu (Austin et
al., 1990) a gen pro rezistenci k hygromycinu B (Punt et al., 1987). Jak bylo zminéno,
pro selekci se pouzivaji také auxotrofni kmeny, u kterych je mutaci poskozen gen
kodujici klicovy enzym biosyntetické drahy urcité aminokyseliny nebo baze, ptic¢emz
selekéni marker je funkéni kopie téhoz genu. Po uspésné transformaci auxotrofniho
kmene je obnovena syntéza enzymu a piisluSny kmen ziska schopnost riistu na médiu
bez této aminokyseliny. U vlaknitych hub je pouZivana pyrimidinova auxotrofie (Smit a
Tudzynski, 1992).

Promotory, které se pouzivaji pro expresi heterolognich genti se rozdéluji do dvou
skupin. Jedna se o konstitutivni promotory s vysokou urovni exprese a indukovatelné
protomory (Sharma et al., 2009). Nejvice pouzivanym konstitutivnim promotorem je
gpdA promotor z A. nidulans, ktery je promotorem genu kodujiciho glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasu (Punt et al., 1991). Jak jiz bylo zminéno, nékdy jsou k expresi
geni  vyuzivany sekvence indukovatelnych promotort. Jednd se napf.
o promotor genu glaA (glukoamylasa A) z Aspergilus oryzae, ktery muze byt indukovan
Skrobem nebo maltozou (Hata et al., 1992) nebo promotor genu cbhl
(celobiohydrolasa 1) z Trichoderma reesei, ktery mtze byt indukovan celulosou (Carle-
Urioste et al., 1997).

5" okrajova sekvence 3’ okrajova sekvence
Vyménovany
gen

5’okrajova sekvence 3’ okrajova sekvence

Gen
rezistence

Obr. 12: Schéma homologni rekombinace.
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2.3.1 Zpisoby transformace

Ptiprava protoplasti za pouziti riznych enzymt degradujicich bunécnou sténu
Vv pritomnosti osmotickych stabilizatord je nejCastéjSim zplisobem piipravy bunck pro
transformaci. Vychozim materidlem mohou byt asexudlni spory (konidie), mlada
mycelia nebo basidiospory. Nejcastéji pouzivanymi osmotickymi stabilizatory jsou
chlorid sodny, siran hofecnaty, mannitol a sorbitol. Inkorporace DNA do protoplasti se
provadi v pfitomnosti vapenatych iontli s naslednym pfidanim vysoké koncentrace
polyethylenglykolu (Hynes, 1996).

Pro transformaci hub je také vyuzivana metoda elektroporace, kterd je zaloZzena na
poruseni membrany bunky, kterd se stavd permeabilni v dasledku kratkého plisobeni
elektrického napéti. NaruSeni membrany umoziluje prinik rekombinantni DNA do
bunky, ktera mize vyustit v molekularni transformaci (Ruiz-Diez, 2001). Elektroporace
se velmi casto pouziva u vlaknitych hub, jako jsou naptf. Neurospora crassa,
Penicillium urticae, Leptosphaeria maculans a Aspergillus oryzae (Chakraborty et al.,
1991).

Pro nékteré druhy vlaknitych hub neni elektroporace uc¢innou metodou transformace
protoplastli, proto byva vyuzivana biolisticka transformace. Tato metoda slouzi pro
zaclenéni rekombinantni DNA do neporuSenych silnosténnych bunék hub. Pro tento typ
transformace jsou vyuzivany wolframové Castice potazené DNA, které jsou vysokou
rychlosti vedeny pfimo do spdr nebo hyf (Ruiz-Diez, 2001). Biolistickd metoda mize
byt aplikovana na mnozstvi vlaknitych hub, jako napf. N. crassa nebo u kvasinek
Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces pombe (Armaleo et al., 1990).

Pro genetickou transformaci vlaknitych hub je nékdy vyuZivana i transformace
pomoci gramnegativni bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktera efektivné prenasi cast
Ti plasmidu do vlaknitych hub. Tato metoda je pouzivana u mnoha vlaknitych hub, jako
je napt. Aspergilus awamori, Aspergillus niger, Fusarium venenatum, Trichoderma
reesei a dalsi (de Groot, 1998).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

Pii praci byly transformovany industrialni kmeny C. purpurea, Gall30 a Gal012,
ziskané od firmy TEVA Czech Industries. Pro transformaci uvedenych kmenti byl
pouzit plasmid p444:easG. Daéle byly pfi praci pouzity chemicky kompetentni buiiky
Escherichia coli TOP10 (E. coli), (NEB, Velka Britanie). Pro klonovani genu cloA byly
pouzity plasmidy pDrive (QIAGEN PCR Cloning Kit, Qiagen, Némecko), p444 a pMK

(Mr. Gene, GmbH, Némecko).

3.2 Chemikalie

1 Kb plus DNA Ladder: Thermo Scientific, USA

5x GC pufr: NEB, Velka Britanie

5x Flexi pufr: Promega, USA

6x DNA Loading Dye: Thermo Scientific, USA

10x 1.1 pufr: NEB, Velka Britanie

10x CutSmart pufr: NEB, Velka Britanie

10x EcoRI pufr: NEB, Velka Britanie

10x M pufr: Takara, Japonsko

10x Phusion HF (High Fidelity) pufr: NEB, Velka Britanie
10x pufr pro T4 DNA ligasu: NEB, Velka Britanie

Phusion HF DNA Polymerasa: NEB, Velka Britanie
Deoxynukleotidtrifosfaty (10 mM dNTPs): Fermentas, Kanada
GoTaq Flexi DNA Polymerasa: Promega, USA

Agar: Himedia, Indie

Agarosa: Ampresco, USA

Ampicilin: Sigma - Aldrich, USA

Asp718 restrikéni endonukleasa: Roche, Svycarsko

D - Glukosa monohydrat: Lach - Ner, Ceska republika
Dihydrogenfosforeénan draselny: Lach - Ner, Ceské republika
D - Sorbitol: Duchefa, Holandsko

EcoRI restrikcni endonukleasa: NEB, Velka Britanie
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EDTA: Penta, Ceska republika

Ethanol: Lach - Ner, Ceska republika
Ethidiumbromid: NeoLab, Némecko

Glycerol: Lach - Ner, Ceska republika

Hydroxid sodny: Penta, Ceska republika

Chlorid draselny: Lach - Ner, Ceska republika
Chlorid hofeénaty: Finnzymes, Finsko

Chlorid sodny: Lach - Ner, Ceska republika

Chlorid vapenaty: Penta, Ceska republika
Chlorovodikova kyselina: Lachema, Cesk4 republika
IPTG (Isopropyl p — D — 1 - thiogalactopyranosid): Duchefa, Holandsko
Isopropanol: MACH, Ceska republika

Kanamycin: Duchefa, Holandsko

Kpnl restrikéni endonukleasa: NEB, Velka Britanie
Kvasinkovy extrakt: Sigma - Aldrich, USA
Kyselina octova: Lach - Ner, Ceska republika

L - asparagin monohydrat: Sigma - Aldrich, USA
Nhel restrik¢éni endonukleasa: Takara, Japonsko
Nuclease Free Water: Qiagen, Némecko

Octan draselny: Penta, Ceska republika

Pepton: Duchefa, Holandsko

Polyethylenglykol 6000: Fluka, Némecko
Phleomycin: Ducheva, Holandsko

RNasa: Top - Bio, Sigma, USA

Sacharosa: Lach - Ner, Ceska republika

Siran hofe¢naty heptahydrat: Penta, Ceska republika
T4 DNA ligasa: NEB, Velka Britanie

Tris: Ducheva, Holandsko

Trypton: Duchefa, Holandsko

X -gal (5 - bromo - 4 — chloro — 3 — indolyl — B - D - galaktopyranosid):
Duchefa, Holansko

Xhol restrikéni endonukleasa: NEB, Velka Britanie
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3.3 Pouzité roztoky
Vsechny roztoky a média kromé TAE pufru a PEG roztoku byly sterilizované
autoklavovanim.

e BII tekuté médium, pH 5,2 (500ml): 25 g sacharosy, 2,5 g peptonu, 25 g L -
asparaginu, 0,5 g dihydrogen fosfore¢nanu draselné¢ho a 0, 25 g heptahydratu
siranu hotec¢natého.

e BIl agar, pH 8 (400 ml): 80 g sacharosy, 2 g peptonu, 2 g L - asparaginu, 0,4 ¢
dihydrogen fosforecnanu draselného, 0,2 g heptahydratu siranu hotecnatého
a 4,8 g aragu.

e LB tekuté médium (1 1): 10 g chloridu sodného, 5 g kvasinkového extraktu
a 10 g tryptonu.

e LB agar (500 ml): 5 g chloridu sodného, 2,5 g kvasinkového extraktu, 5 g
tryptonu a 7,5 g agaru.

e P1 roztok, pH 8 (250 ml): 1,51 g Tris - HCI a 0,93 g EDTA - Na,.2H,0. Po
autoklavovani a ochlazeni bylo pfiddno 200 pl RNasy do 50 ml roztoku.

e P2 roztok (250 ml): 2 g NaOH a 2,5 g SDS.

e P3roztok, pH 5,5 (250 ml): 73,6 g CH3;COOK.

e PEG roztok (30 ml): 7,5 g 25% polyethylenglykolu 6000, 1,5 ml CaCl, (1

-1 -1
mol-1 )a3 ml Tris - HCI (1 mol‘1 , pH=7,5).
e SOC médium, pH 7 (1 I): 20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu, 0,5 g

chloridu sodného a 10 ml (0,25 mol-l_l) roztoku chloridu draselného. Po
autoklavovani bylo pfidano: 5 ml (2 mol-l_l) chloridu hofe¢natého, 20 ml
sterilniho (1 mol-l_l) roztoku glukosy.

e 02 mmol-l_1 K - maleatovy pufr, pH 5,2: pufr byl pfipraven smichanim 0,2

mol -1 KOH (6,73 g/ 600 ml)a 0.2 mol-Iroztoku kyseliny maleinové (13,93
/ 600 ml), po upraveni pH byl tento pufr pouzit pro ptipravu SMaC pufru.

e SMaC pufr (800 ml): 123,88 g sorbitu, 5,88 g CaCl;, bylo rozpusténo v 0,2
mol-l_1 K - maledtovém pufru.

e STC pufr, pH 7,5 (100 ml): 15,484 g sorbitolu, 0,122 g Tris a 0,736 g chloridu

vapenatého.
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e TAE pufr 50x, pH 8 (1 I): 242 g Tris baze, 57,1 ml kyseliny octové, 100 ml

-1
(0,5 mol-1 ) EDTA (pH=8).
e 1% Agarosovy gel: 1 g agarosy a 100 ml TAE pufru 1x. Agarosa byla

rozpusténa v pufru zahtatim v mikrovinné troubg.

3.4 Pouzité kity
Izolace a purifikace DNA materialt (plasmidy, PCR produkty) byly provedeny pomoci

téchto komerénich souprav:

e QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Némecko
e QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, Némecko

e QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Némecko

e GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit, Sigma, USA

3.5 Pristroje
e Biirkerova komurka: Marienfeld, Némecko
e Centrifuga: Heraeus Megafuge 40R, Thermo Scientific, USA
e Digestoi: MERCI, Ceska republika
e Digitélni fotoaparat: DC120, Kodak s UV clonou, USA
e Elektroporator: ECM 399, BTX, USA
e FElektroforeticka komurka: Biometra, Némecko
e Flowbox: MERCI, Ceska republika
e Inkubator: Memmert, Némecko
e Mikrocentrifuga: Eppendorf Microcentrifuge 5417R, Némecko
e Mikroskop: Olympus CX 21, Japonsko
o Spektrofotometr NuDrop NAS 99: ACTGene, USA
e Termoblok: BIOER, Cina
e Termocykler T — gradient: Biometra, Némecko
e Termocykler T — personal: Biometra, Némecko
e Tiepacka inkubovana: Heidolph unimax 1010, Heidolph, Némecko
e UV transiluminator UV Superbright: Vilber Lourmat, Francie
e Vortex: Combi - spin, Biosan, Litva

e Zdroj napéti pro elektroforézu: Standard Power Pack P25, Biometra, Némecko
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3.6 Metody a postupy

3.6.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci kompletniho genu cloA (z genomické DNA kmene Gal404), za uc¢elem
klonovani do vektoru pDrive, byla provedena PCR za pomoci primera cloA forward
primer (5" - ATGTCGCTACAATGGCTGCAACA - 3°), cloA reverse primer (5" -
TCAGGTCCATCGATCAGCCAGTA - 37) a Phusion polymerasy. Phusion polymerasa
vykazuje 3' — 5' exonukleasovou aktivitu (,,proofreading®), a proto by amplifikovany
usek DNA m¢él byt pfesnou kopii sekvence vychozi DNA, avsak ve vysledku ma
amplikon tupé konce, proto je potieba v ptipadé TA klonovani do vektoru pDrive pfidat
Taq DNA polymerasu (1 pl Taq / 50 pl reakce) do posledniho kroku zavérecné
elongace a ziskat tak amplikon obsahujici na 3' konci poly A pievis.

Pro amplifikaci genu cloA (z plasmidu pDrive::cloA), za ucelem klonovani do
vektoru pMK, byly pouzity primery cloA forward Nhel: 5° - CTAGCTAGC-
ATGTCGCTACAATGGCTGCAACA - 37, cloA reverse Kpnl: 5° - GGGGTACC-
TCAGGTCCATCGATCAGCCAGTA - 37 a pro klonovani do vektoru p444 byly
pouzity primery cloA forward Xbal: 5 - GCTCTAGA-
ATGTCGCTACAATGGCTGCAACA - 3" a cloA reverse Sacll: 5" - TCCCCGCGG-
TCAGGTCCATCGATCAGCCAGTA - 3. Pro PCR s primery, které obsahovaly
restrikéni mista pro vybrané enzymy, byl po optimalizaci PCR reakce pouzit pufr QC,
misto pufru HF (Tab. 2) a teplota ,,annealingu* zménéna na 62 °C (Tab. 3).

Tab. 2. Slozeni reak¢ni smési pro PCR.

Slozka Objem [ul] / 1 reakce Finalni koncentrace
H0 36,61
10x HF/QC pufr 5 1x
-1 -1
Fw primer (10 pmol-1 ) 2,5 0,5 pmol-1
-1 -1
Rew primer (10 pmol-1 ) 2,5 0,5 umol-1
-1 -1
dNTPs (10 mmol-1 ) 1 0,2 mmol-1
-1 -1
DNA templat (¢ ~20 ng'ml ) 2 40 ng'ml
Phusion polymerasa 0,39 0,78 U
Celkovy objem 50
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Tab. 3: Program pro PCR reakci.

Krok Teplota[°C]  Cas [s] Opakovani
1. Pocate¢ni denaturace 98 60 1
2. Denaturace 98 30
3. ,,Annealing* 55/62 45 } 33
4. Elongace 72 90
5. Zavérecna elongace 72 600 1

3.6.2 Precisténi PCR produktu pomoci kitu QIAquick PCR

Purification Kit

K PCR produktu bylo pfidano 5 objemua PB pufru (napt. 500 ul PB pufru je nutno ptidat
k 100 ul PCR vzorku). Do 2 ml zkumavky byla umisténa QIAquick kolonka a na ni
byla napipetovana smés PCR produktu a PB pufru, nasledovala centrifugace 1 min. Po
centrifugaci byl protekly roztok odstranén a kolonka s navazanou DNA PCR produktu
vracena zpét do zkumavky. Pro piecisténi DNA bylo na kolonku napipetovdno 750 pl
PE pufru, centrifugace 1 min. Protekly roztok byl opét odstranén a kolonka vracena do
zkumavky a centrifugovana 1 min. Kolonka byla nasledné pfemisténa do ¢isté 1,5 ml
zkumavky a pro eluci DNA bylo do stiedu kolonky napipetovano 50 ul vody. Vzorek
byl ponechan asi 2 min odstat, poté probihalala centrifugace 1 min. VSechny kroky
centrifugace byly provedeny pii 10 000 x g a laboratorni teplote.

3.6.3 Restrikce DNA

Pro restrikci DNA byly pouzity riizné restrikéni enzymy, jako EcoRI, Nhel, Kpnl a jeho
izoschizomer Asp718, Xbal, Sacll, Apal, BamHI, Smal, Xhol, Mlul a Pstl. V ptipadé
restrikce za ucelem ovéteni GspéSnosti klonovani bylo k restrikci pouzito 1 - 2 pg DNA
a pro ucely klonovani bylo St€peno vétsi mnozstvi — cca 4 ug DNA. S vyjimkou
enzymu Smal probihaly vSechny restrikce pii teploté 37 °C pies noc, anebo nejméné 3

hodiny. Stépeni enzymem Smal probihalo pfi teploté 30 °C.

Tab. 4: Obecné sloZeni restrikéni smeési

Slozeni restrikéni smési

Restrik¢éni enzym (1 U/ 1 ug)
Pufr 1x
DNA
H,O
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3.6.4 Elektroforeticka separace DNA v agarosovém gelu

Byl pfipraven 1% agarosovy gel v 1x TAE pufru. Pfipraveny gel byl nalit do
horizontalni elektroforetické vanicky a bylo do n¢& pfidano 10 pl 0,5%
ethidiumbromidu na cca 100 ml agarosového gelu. Nésledovalo vlozeni hiebinku pro
vytvofeni jamek na vzorky. Po ztuhnuti byl z gelu hiebinek odstranén a gel byl
premistén do elektroforetické komurky, kde byl zalit TAE pufrem tak, aby byl dokonale
ponofen.

Ke vzorku DNA byl pfidan vzorkovaci pufr ve finalni koncentraci 1x a tento roztok
byl napipetovan do jamky v gelu. Pro stanoveni velikosti fragmenti DNA byl pouzit
1 kb plus DNA ladder, ktery byl napipetovan do jedné z jamek v mnozstvi 5 pl. Po
naneseni vSech vzorkl byla elektroforetickd komirka uzaviena a pfipojena ke zdroji

napéti. Separace fragmentl probihala pti 120 V cca 30 min.

3.6.5 Extrakce DNA z agarosového gelu kitem QIAquick Gel

Extraction Kit

Po elektroforetické separaci DNA fragmentl v agarosovém gelu, byly z gelu vytiznuty
vybrané¢ fragmenty pomoci CcCistého skalpelu a umistény do 2 ml zkumavky.
K fragmentiim bylo pfidano trojnasobné mnozstvi QG pufru (100 ul k 100 mg gelu).
Tato smés byla inkubovéana za stalého tfepani pii 50 °C, po dobu 10 min do Uplného
rozpus$téni gelu. Ke smési byl pfidan 1 objem isopropanolu na vahu gelu. Po promichéni
byl cely objem vzorku piepipetovan do kolonky a centrifugovan 1 min. Protekly roztok
byl nasledn¢ slit a kolonka umisténa zpét do zkumavky. Pro Gplné odstranéni agarosy
bylo na kolonku napipetovano 500 pl QG pufru a byla provedena centrifugace
a protekly roztok byl odstranén. Pro promyti bylo na kolonku aplikovano 750 pl PE
pufru a kolonka byla centrifugovana a protekly roztok odstranén. Pro vysuSeni
membrany v kolonce byla provedena centrifugace na sucho. Nasledovalo premisténi
kolonky do ¢isté 1,5 ml zkumavky a pro eluci DNA bylo pfimo do stfedu kolonky
napipetovano 50 pl vody. Kolonka byla pfed zavérecnou centrifugaci ponechana asi
1 min ve stojanu. VSechny kroky centrifugace probihaly 1 min pii 17900 X g

a laboratorni teplot¢.
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3.6.6 Klonovani genu cloA do vektoru pDrive, pMK a p444

Pro klonovani PCR produktu (genu cloA s poly A ptevisy) byl pouzit QIAGEN PCR
Cloning Kit obsahujici vektor pDrive, ktery je zalozen na principu TA klonovani. Pro
ligaci genu cloA do vektort pMK a p444 byla pouzita T4 ligasa a klonovani bylo
zaloZeno na principu kompatibilnich lepivych koncti. Podle nize uvedeného vzorce bylo
vypocteno mnozstvi DNA, které bylo pfidano do reakéni smési pro ligaci. Po smichani
komponent liga¢ni smési (Tab. 5, 6) probihala ligace pies noc v termocycleru pii 16 °C.

Poté byla ligasa inaktivovéna plisobenim teploty 65 °C po dobu 10 min.

e Vzorec pro pocitani mnozstvi DNA do liga¢ni smési:

M , Cvektoru (ng). velikost insertu (bp). pomér (5x/10x)
» mnozstvi DNA = g LoAN /

velikost vektoru

Tab. 5. Slozeni liga¢ni smési pro QIAGEN PCR Cloning Kit (5x / 10x koncentrace vektoru)

Slozka Objem [pul] (5x / 10x) Finalni koncentrace (5x / 10x)
2x Ligacni smés 5 1x
H;0 3/25
DNA (cloA) 1/15 ~180/274 ng

-1
pDrive (50 ng'ml ) 1 50 ng
Celkovy objem 10

Tab. 6. Slozeni ligaéni smési pro ligaci s T4 ligasou (5x koncentrace vektoru)

Slozka Objem [pl] Finalni koncentrace (p444/pMK)
10x Pufr 1 1x

DNA (cloA) 1-5 ~92 /150 ng

vektor 1-5 50 ng

T4 DNA ligasa 1 04U

Doplnéno vodou na objem 10
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3.6.7 Transformace bunék E. coli

Pro transformaci bun¢k E. coli s plasmidy pDrive::cloA, pMK::cloA a p444::cloA
(pfesnéji feCeno s ligacnimi smési, které teoreticky obsahovaly tyto plasmidy) byly
pouzity chemicky kompetentni buiky E. coli TOP10. Bunky E. coli TOP10 jsou
uchovavény pii -70 °C, proto byly pted transformaci ponechany na ledu pro rozmrznuti.
Po roztaveni byla k bunkam ptidana liga¢ni smés (5 pl ligacni smési k 50 pl bungk)
a tato smé&s byla nasledn¢ inkubovana 30 min na ledu. Transformace byla provedena za
pomoci tepelného Soku a to tak, ze nejdiiv byly buiiky s plasmidovou DNA inkubovany
30 s pii 42 °C a poté 5 min na ledu. Nasledné bylo k butikdm pfidano 500 pl SOC
média, ve kterém se transformované buriky inkubovaly hodinu na tiepacce pii 37 °C a
200 rpm.

Po ukonceni inkubace byly bunky rozetfeny na petriho misky s LB agarem
1
obsahujicim ampicilin (100 pg-ml , plasmidy pDrive a p444) nebo kanamycin
-1
(50 pg'ml , plasmid pMK). Pro modro / bilou selekci v piipadé plasmidu pDrive LB

agar obsahoval také IPTG (50 umol-l_l) a X - gal (80 ug'ml_l). Systém modro / bile
selekce je zalozen na aktivité enzymu B - galaktosidasy, ktery $tépi bezbarvy substrat
X - gal za vzniku modrého produktu. Pokud je gen lacZ pro B - galaktosidasu ve vektoru
pDrive naruSen v disledku inkorporace cizi DNA, (v naSem piipadé genem CcloA)
(Obr. 13), kolonie transformovanych bakterii zdstanou bile, zatimco netransformované
bakterie vytvoii modré kolonie. IPTG se pfi testu pouziva jako induktor exprese genu
lacZ.

Po rozetteni transformovanych bunék na misky byly misky omotany parafilmem a
inkubovany pies noc pti 37 °C dnem vzhiru.

Po nartstu kolonii byly tyto kolonie pieockovany do tekutého LB média (2 ml)
obsahujiciho vybrané antibiotikum, pro vybrany plasmid, o stejné koncentraci jako
v agaru. Nésledovala kultivace bakterii pfes noc pfi 37 °C na tepacce pii 180 rpm.

Druhy den byla provedena izolace plasmidové DNA.
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3.6.8 Izolace plasmidové DNA kitem QlAprep Spin Miniprep Kit

Plasmidova DNA byla extrahovana za pomoci Kitu v pfipadé, ze plasmid byl uréen pro
sekvenovani. Z bakteridlni kultury bylo odebrdno 1,5 ml do zkumavky, nasledovala
centrifugace 3 min pii 6800 x g a laboratorni teploté. Supernatant byl odlit a vznikly
bakterialni pelet resuspendovéan v 250 pl P1 pufru. K roztoku bylo pfidano 250 ul P2
pufru a smés byla promichdna pfevracenim zkumavky. Po promichani bylo ptidano
350 ul N3 pufru a roztok byl opét promichan pfevracenim zkumavky a centrifugovan
10 min. Supernatant byl pfepipetovan do QIAprep spin kolonky a centrifugovan 1 min.
Po napipetovani 500 pl PB pufru na kolonku byla provedena centrifugace 1 min.
Protekly roztok byl poté odstranén a do kolonky bylo piidano 750 pl PE pufru,
centrifugace 1 min. Protekly roztok byl opét odstranén a kolonka byla centrifugovdna na
sucho po dobu 1 min. Kolonka byla ptevedena do ¢isté zkumavky a pro eluci DNA bylo
do stiedu aplikovano 50 pl vody. Poté byla ponechana 1 min odstat a probéhla finalni
centrifugace 1 min. VSechny kroky centrifugace, s vyjimkou prvniho kroku pfi

centrifugaci bakterialni kultury, probihaly pfi laboratorni teploté a 17 900 X g.
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Obr. 13: Mapa pDrive vektoru (www.ebiotrade.com)
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3.6.9 lzolace plasmidové DNA pomoci alkalické lyze

Bakterialni kultury, cca 1,5 ml, byly ptelity do 2 ml zkumavek. Kvtili separaci bunék od
média byla kultura centrifugovana 1 min pfi laboratorni teploté. Supernatant byl
odstranén a vznikly pelet byl resuspendovan v 300 ul P1 roztoku. Nasledné bylo
ke vzorktim piidano 300 pl lyza¢niho roztoku P2 a smés byla promichana pfevracenim
zkumavky. Po inkubaci 5 min bylo pifidano 300 pl P3 roztoku a smés byla opét
promichana ptevracenim zkumavky. Nasledovala inkubace 5 min na ledu, po které byla
provedena centrifugace 10 min pii 4 °C, pti které doslo k separaci plasmidové DNA
(v supernatantu) od proteinii a genomické DNA (pelet). Pro srazeni plasmidové DNA
byl supernatant pfepipetovan do nové zkumavky a smichan s 500 pl isopropanolu.
Promichani bylo provedeno pfevracenim zkumavek. Nasledovala centrifugace 30 min
pfi laboratorni teploté. Po centrifugaci byl isopropanol opatrné odpipetovan a vznikly
pelet obsahujici plasmidovou DNA byl promyt 500 ul 70% ethanolu (-20 °C). Po
nasledné centrifugaci 5 min pfi laboratorni teploté byl ethanol pipetovanim odstranén
a zkumavky byly ponechany oteviené, aby se vSechen zbytkovy ethanol odpatil. Na
zavér byla plasmidovd DNA resuspendovana ve 20 pl vody. VSechny kroky
centrifugace byly provedeny pii 18 000 x g.

3.6.10 Izolace plasmidové DNA kitem GenElute HP Plasmid Maxiprep
Kit
Sbér bakterii pro extrakci plasmidové DNA byl proveden postupnou centrifugaci 150
ml bakteridlni kultury do 50 ml kénické zkumavky pii 5000 x g po dobu 10 min pfi
laboratorni teploté. Bakterialni pelet byl kompletné resuspendovan v 12 ml roztoku,
ktery obsahoval RNasu. Lyze bun¢k byla provedena piidanim 12 ml lyza¢niho roztoku
a naslednym pievracenim zkumavky. Roztok byl ponechan 5 min odstat a nasledné bylo
pfidano 12 ml neutraliza¢niho roztoku. Smés byla promichana pfevracenim zkumavky.
Poté bylo k vzorkiim pfiddno 9 ml ,,Binding* roztoku. Po promichéani byl lyzat nalit do
filtra¢ni stfikacky a ponechan 5 min Se usadit. Membrana v Maxiprep kolonce byla
aktivovana pfidanim 12 ml ptipravného roztoku a centrifugaci pii 3000 x g po dobu 2
min, pii laboratorni teploté. Po odstranéni proteklého roztoku byla na membranu
kolonky ptes filtra¢ni stiikacku aplikovéana ptilka objemu lyzatu a ten byl centrifugovan
pii 3000 x g po dobu 2 min pfii laboratorni teploté. Poté byl do kolonky ptes filtra¢ni
stitikacku pfidan zbytek lyzatu a centrifugace byla opakovana. Protekly roztok byl
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odstranén. Nasledné bylo do kolonky napipetovano 12 ml promyvaciho roztoku 1 a byla
provedena centrifugace 2 min pii 3000 x g a laboratorni teploté. Po odstranéni
proteklého roztoku bylo do kolonky napipetovano 12 ml promyvaciho roztoku 2 a opét
probihala centrifugace 5 min pii 3000 x g. Kolonka byla pieclozena do cist¢ 50 ml
kénické zkumavky a na membranu v kolonce byly ptfidany 3 ml ultracisté vody. Poté
nasledovala centrifugace po dobu 5 min pii 3000 x g a laboratorni teploté, kdy byl eluat

obsahujici DNA nasledné piepipetovan do ¢isté zkumavky a k nému bylo ptidano

0,1 objemu (3 mol-l-l) octanu sodného, pH 5,2 a 0,7 objemu isopropanolu. Nasledovalo
promichani a centrifugace 30 min pii 15000 x g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a
pelet DNA promyt 1,5 ml 70% ethanolu, kdy nasledovala centrifugace 10 min pfi
stejnych podminkach, jako v predchdzejicim kroku. Supernatant byl poté opatrné
odpipetovan a pelet DNA byl po Uplném odpateni ethanolu resuspendovan v 70 pl
vody.

3.6.11 ,,Colony*“ PCR

Pro ovéfeni uspéSnosti klonovani byla pouzita i metoda ,,colony* PCR. Pfi této metodé
byly vybrané kolonie v malém mnoZzstvi sterilni $pickou pipety pievadény piimo do
smési PCR misto templatové DNA. Pro ,,colony“ PCR byly pouzity primery cloA
forward primer: 5° - ATGTCGCTACAATGGCTGCAACA - 3’, cloA part reverse
primer: 5" - ATCCTCGTCATTCCAAGC - 3" a GoTaqg polymerasa.

Tab. 7: Slozeni reakéni smési pro ,,colony* PCR

Slozka Objem [pl] / 1 reakce Finalni koncentrace
Go Tag Flexi polymerasa 0,07 0,007 U
Flexi pufr 5x 2,5 1x

4
MgCl, (25 mmol- I ) 0,75 1,5 mmol- 1
Fw primer (10 pmol- 1 ) 0,5 0,4 umol- 1
Rev primer (10 umol 1 ) 0,5 0,4 pmol- 1

-1

dNTPs (10 mmol-1 ) 0,25 0,2 mmol-1
H,0 7,93
Celkovy objem 12,5
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Tab. 8: Program pro ,,colony* PCR reakci

Krok Teplota [°C] Cas [s] Opakovini
1. Poc¢ateéni denaturace 95 300 1
2. Denaturace 95 30
3. Annealing 62 30 } 32
4. Elongace 72 90
5. Zavéreéna elongace 72 600 1

3.6.12 Izolace protoplasti

Protoplasty byly izolovany z mycelia, které rostlo 5 dni na tfepacce pti 28 °C a 180 rpm
v tekutém BII médiu (pH 5,2). Mycelia z tekuté kultury byla centrifugovana 10 min,
pii 5 600 x g a laboratorni teploté. Po centrifugaci bylo médium z mycelia slito
a mycelium bylo promyto pomoci SMaC pufru, nasledovala centrifugace 10 min, pfi
stejnych otackach a teploté. Béhem centrifugace byl pfipraven protoplastiza¢ni pufr
smichanim 20 ml SMaC pufru se 100 mg lyza¢niho enzymu na jeden vzorek
a naslednym pfefiltrovanim roztoku pies 5 um a 0,2 pm filtry. Po ukonceni centrifugace
byl SMaC pufr slit a k myceliu bylo pfidano 20 ml protoplastizaéniho pufru, ve kterém
byla mycelia opatrné resuspendovana. Nasledovala hodinova inkubace na tfepacce pii
28 °C a 80 rpm. Po inkubaci byl roztok piefiltrovdn pfes nytexovou membranu do
kadinky. Filtrdt obsahujici protoplasty byl nalit do 50 ml koénické zkumavky
a centrifugovén 10 min, pti 1000 x g a laboratorni teploté. Nasledn¢ byl supernatant slit
a sediment byl promyt 5 ml STC pufru a centrifugovan 10 min, pii 5 600 X ¢
a laboratorni teploté. Ptfedchazejici krok byl zopakovan jesté jednou a poté byl
supernatant slit a pelet resuspendovan v 1 ml STC pufru. Na zavér byla pod
mikroskopem ovéfena pfitomnost a kvalita protoplastii ve ziedéném roztoku 100x

a 10x.

3.6.13 Transformace protoplasti pomoci PEG

Tab. 9: SloZeni smési pro transformaci protoplastti pomoci PEG

Slozka Vzorek [ul] Negativni kontrola [ul]
DNA (p444::easG, 10 ug) 4 -

STC pufr 100 100

PEG 50 50
Protoplasty 100 100
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Pro transformaci byly pouzity protoplasty piipravené podle postupu uvedeného
v podkapitole 3.6.12. Protoplasty byly transformovany vektorem p444::easG.

Po smichani vySe uvedenych komponent (tab. 9) probihala inkubace 20 min pfi
laboratorni teploté. Poté byly do kazdé zkumavky pfidainy 2 ml PEG a nasledovala
inkubace 5 min pfi laboratorni teploté. Pro zastaveni transformace bylo ptidano 4 ml
STC pufru. Na zavér bylo pfipraveno 10 Petriho misek, do kterych bylo nalito vzdy
inkubace 20 ml BII média (pH 8). Smés transformovanych i netransformovanych
(negativni kontrola, kontrola zivotaschopnosti protoplastii po transformaci) protoplasti
byla aplikovana do jesté tekutého média a promichdna (800 pl na misku). Do jedné
misky sBII médiem bylo napipetovano 400 upl protoplastl, které neprosly
transformacnim protokolem, pro kontrolu Zivotnosti izolovanych protoplasti. Do
zbytku média bylo ptidano antibiotikum phleomycin (33 mg‘ml_l) a toto médium bylo
nalito do zbylych misek, na nichZ byla provedena selekce transformovanych
protoplastl. Pro kontrolu byla na antibiotikum aplikovana i negativni kontrola.

Po 5 dnech inkubace pfti 25 °C byli transformanti pfeockovani na BII médium s vyssi

1
koncentraci phleomycinu (100 mg-ml ).
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4 VYSLEDKY

4.1 Amplifikace a klonovani genu cloA do vektoru pDrive

Pomoci PCR s vyuzitim primerti obsahujicich 23 nukleotidi dlouhou sekvenci zacatku a
konce genu cloA byl amplifikovan kompletni gen cloA z genomické DNA C. purpurea
kmene Gal404 (3.6.1). Piecistény PCR produkt (3.6.2) byl na zakladé TA klonovani
vlozen do pDrive vektoru (3.6.6). Ziskana ligaéni smés obsahujici plasmid se
zaligovanym genem byla pouzita pro transformaci bakterialnich bun¢k E. coli TOP10
pomoci tepelného Soku a transformované builky byly selektovany na LB agarovych
plotnach s ampicilinem metodou modro / bilé selekce (3.6.7).

Bil¢ kolonie byly pfeockovany do tekutého LB média s ampicilinem pro namnozeni
bakterii, které byly pouzity pro izolaci plasmidové DNA (3.6.8). Tato DNA byla
podrobena restrikéni analyze s vyuzitim restrikéni endonukleasy EcoRI (3.6.3).
Pritomnost genu cloA v pDrive vektoru byla potvrzena na zakladé velikosti vytvofenych
fragmenti vizualizovanych pomoci elektroforézy v agarosovém gelu (3.6.4).

Plasmid pDrive::cloA, oznaceny cislem 3 (Obr. 14), byl nasledné poslan na
sekvenaci firm¢ SEQme s.r.o. (Dobiis, Ceskd republika). Ziskana sekvence byla
upravena v programu BioEdit a srovnana s referencni sekvenci genu cloA (GenBank:
JN186799.1) (Obr. 15), ¢imz bylo 100 % potvrzeno uspésné zaklonovani genu cloA do

pDrive vektoru.
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Obr. 14: Elektroferogram pDrive::cloA S§tépeny restrikéni endonukleasou EcoRI: 1-12:
plasmidova DNA extrahovana z vybranych kolonii 1-12. Velikost pozadovanych fragmentti
po Stépeni pDrive::cloA enzymem EcoRI: 3850 bp, 1500 bp, 350 bp a 260 bp. L: 1 kb plus
GeneRuler DNA Ladder.
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* *
CloA Gal404 ATGTCGCTACAATGGCTGCAACAAACTCGGCACGAACTTTCTTGGACTTGGATTTTACTGACCACATGTATTGCTCTCACATCTCCACTGGTTCTGAAA(

CloA:?O.l ATGTCGCTACAATGGCTGCAACAAACTCGGCACGAACTTTCTTGGACTTGGATTTTACTGACCACATGTATTGCTCTCATATCTCCACTGGTTCTTAAA
* *
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CloA Gal404 TGAAGGATATTCGAAGCAGTTCAGTCGCTTGCACGAGCAGTACAGTAAGTTATCAATCGGAAGCGACGTGTCAAGGTGTGTGTGTTGACACAGGCGCAA
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CloA Gal404 ATTCTCCCATCATTCGAATTGGTCCAAACAACGTCCATACCACACAGGTAGAATTCTACGATGTGTAAGTACTGCATATGCGCCAGACGTTGGAATGGG!
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Obr. 15: Zarovnani sekvenci genu cloA CloA_Gal404: gen cloA amplifikovan z genomické
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DNA C .purpurea kmene Gal404, zaklonovan do vektoru pDrive, a sekvenovan firmou
SEQme s.r.0.. CIoA 20.1: referencni sekvence genu CloA z databaze NCBI (GenBank:
IN186799.1). * oznacuje ptitomnost nukleotidovych polymorfizmu.
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4.2 Klonovani genu cloA do plasmidu pMK

Pomoci PCR byl amplifikovan kompletni gen cloA zaklonovany v pDrive vektoru.
Amplifikace byla provedena pomoci primert obsahujicich restrikéni mista pro enzymy
Kpnl a Nhel (3.6.1) a uspésnost PCR byla zkontrolovana ptitomnosti 2112 bp
fragmentu na agarosovém gelu (3.6.4). Po piecisténi PCR produktu (3.6.2) byl tento
produkt Stépen pomoci restrikénich endonukleas Kpnl a Nhel (3.6.3). Stejnymi
restricnimi endonukleasami byl $tépen vektor pMK (Obr. 17). Restrikce jednotlivymi
enzymy probihala osobitné a St€peny fragment byl po kazdé restrikci precistén (3.6.2).
Po Stépeni druhym enzymem byly vzniklé fragmenty plasmidu separovany
v agarosovém gelu (3.6.4), fragment velikosti 3674 bp byl z gelu vyfezan a postupem
3.6.5 precisten. Gen cloA byl do vektoru ligovan pomoci T4 ligasy (3.6.6), na zakladé
kompatibilnich lepivych koncti, mezi gpdA promotor a terminator (Obr. 18).

Ziskana liga¢ni smés obsahujici plasmid pMK se zaligovanym genem cloA byla
vpravena pomoci tepelného Soku do bakteridlnich bunék E. coli TOP10.
Transformované burnky byly selektovany na LB agarovych plotnach s kanamycinem
(3.6.7). Ani po 24 hodinach nedoslo k nardstu zadnych kolonii a transformace tedy
nebyla Gspesna.

Cely postup klonovani genu do vektrou pMK mezi gpdA_promotor a terminator
pomoci vySe uvedenych enzymu byl proto zopakovan a doslo k nartstu 2 kolonii, které
byly pieockovany do tekutého média s kanamycinem. Z narostlych bunék byla
extrahovana plasmidova DNA (3.6.9). Tato DNA byla podrobena restrikéni analyze
pomoci enzymi EcoRI a Xhol (3.6.3), ktera nepotvrdila piitomnost genu CcloA
v plasmidu pMK. Fragmenty separované¢ pii elektroforéze v agarosovém gelu

neodpovidaly pozadovanych velikostem (Obr. 16).
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Obr. 16: Elektroferogram restrikéni analyzy vybranych plasmidt pMK::cloA pomoci enzymt
EcoRI a Xhol. 1,2: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-2. Velikost pozadovanych
fragmetnti po $t€peni pMK::cloA enzymem EcoRI: 3670 bp, 1500 bp, 300 bp, 200 bp;
a enzymem Xhol - 4943 bp, 728 bp, 97 bp. L: 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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Obr. 18: Podrobna mapa vektoru pMK
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Po opakovaném neuspésném klonovani genu cloA do plasmidu pMK pomoci
restrikénich enzymit Nhel a Kpnl byly pouzity jiné restrikéni endonukleasy. Enzym
Kpnl byl nahrazen svym izoschizomerem Asp718 v kombinaci s enzymem Nhel a byl
zopakovan stejny postup klonovani genu cloA do vektoru pMK mezi gpdA_promotor a
terminator, jako pfi pouziti enzymi Kpnl a Nhel.

Po transformaci bun¢k E.coli plasmidem pMK::cloA (3.6.7) doslo k nariistu mnoha
kolonii. Vybrané kolonie byly pfeo¢kovany do tekutého LB média s kanamycinem pro
namnozeni bakterii, které byly pouzity k izolaci plasmidové DNA (3.6.9). Nasledné
byla provedena restrikéni analyza pMK::cloA pomoci enzymti EcoRI, Xhol, Pstl a Mlul
(3.6.3). Jednotlivé fragmenty byly podle velikosti rozdéleny elektroforézou v
agarosovém gelu (3.6.4), pticemz ani jeden z pouzitych enzyml neprokazal Gspé$né
zaklonovani genu do vektoru (Obr. 19, 20, 21).

Klonovani genu cloA do vektoru pMK pomoci restrikénich mist pro enzymy Asp718

a Nhel bylo opakovano, avsak se stejnym, negativnim vysledkem (Obr. 22).

g v ok - oS L
. Ee——10000 bp

~—<—— 4000 bp

}
!
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Obr. 19: Elektroferogram restrik¢éni analyzy vybranych plasmida pMK::cloA pomoci EcoRI. 1-
10: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-10. Velikost pozadovanych fragmenti po
restrikci pMK::cloA enzymem EcoRI: 3670 bp, 1500 bp, 300 bp, 200 bp. L: 1 kb plus
GeneRuler DNA Ladder.
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5000 bp

Obr. 20: Elektroforetogram restrikéni analyzy vybranych plasmidi pMK::cloA pomoci enzymu
Xhol. 1-10: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-10. Velikost pozadovanych fragmenti
po restrikci pMK::cloA enzymem Xhol: 4943 bp, 728 bp, 97 bp. L: 1 kb plus GeneRuler
DNA Ladder.

5000 bp

Obr. 21: Elektroferogram restrikéni analyzy vybranych plasmidi pMK::cloA pomoci enzymi
Pstl (A) a Milul (B). 1-4: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-4. Velikost
pozadovanych fragmentt po restrikci pMK::cloA enzymem Pstl: 2940, 2838 bp, a Mlul:
5778 bp. L: 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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i1

Obr. 22: Elektroferogram vybranych plasmidd pMK::cloA pomoci enzymu EcoRIL
1 - 13: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-13; 14: pozitivni kontrola (pDrive::cloA);
15: nestépeny plasmid pMK::cloA; 16: ligacni smés pMK::cloA. Velikost pozadovanych
fragmentt po restrikci pMK::cloA enzymem EcoRI: 3670 bp, 1500 bp, 300 bp, 200 bp.
L: 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.

4.3 Klonovani genu cloA do plasmidu p444

Pomoci PCR byl amplifikovan kompletni gen ClOA S vyuzitim primerd obsahujicich
restrikéni mista pro enzymy Xbal a Sacll (3.6.1). Uspesnost PCR byla zkontrolovana
piitomnosti 2112 bp fragmentu v agarosovém gelu (3.6.4). Takto amplifikovany gen byl
po pieisténi (3.6.2) Stépen pomoci restrikénich enzymt Xbal a Sacll (3.6.3) a byl
klonovan na zakladé kompatibilnich konct do vektoru p444 (Obr. 23) (3.6.6), ktery byl
Stépen stejnymi enzymy a podle postupu 3.6.5 extrahovan z gelu. Plasmid s genem
(p444::cloA) byl poté pomoci tepelného Soku transformovan do bunék E. coli TOP 10,
transformované bunky byly nasledné selektovany na LB agaru s ampicilinem (3.6.7).
Vybrané narostlé kolonie byly pifeockovany do tekutého LB média s ampicilinem pro
namnoZzeni bakterii a po izolaci plasmidové DNA z bakterialnich kultur (3.6.9) byla
provedena restrikéni analyza pro potvrzeni pfitomnosti genu CloOA pomoci enzymt Apal,
BamHI, Smal a Xhol (3.6.3). Po eclektroforetické separaci vzniklych fragmentt se

nepodatilo potvrdit Gspésné zaklonovani genu cloA do vektoru p444.
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Obr. 23: Vektor p444 s vyznaCenymi restrikénimi misty pro zaklonovani genu CcloA

(www.fgsc.net).

Apal BamHI Smal Xhol
a2 1.2 1 2 1 .2

1500 bp —» =
™
700 bp —> e -
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Obr. 24: Elektroferogram restrikéni analyzy vybranych plasmida p444::cloA pomoci Apal,
BamHI, Smal a Xhol. 1,2: plasmidova DNA extrahovana z kolonii 1-2. Velikost

pozadovanych fragmentt po restrikci p444::cloA enzymem Apal: 4837 bp, 2404 bp; BamHI:
4848 bp, 2392 bp; Smal: 4022 bp, 2396 bp, 823 bp; Xhol: 4171 bp, 1529 bp, 1441 bp. L: 1

kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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4.4 Ovéreni pritomnosti cloA ve vektorech pMK a p444 pomoci
»colony“ PCR

Pro ovéfeni Gspésného zaklonovani genu cloA, jak do vektoru pMK tak do p444 byla
provedena také metoda ,,colony“ PCR podle postupu 3.6.11. U vSech vybranych vzorka
doslo k amplifikaci genu cloA, ¢imz byla potvrzena piitomnost tohoto genu
ve vektorech pMK a p444.

Protoze vysledky restricni analyzy a ,,colony“ PCR byly rozporuplné, vybrané
vzorky plasmidd pMK::cloA a p444::cloA byly poslany na sekvenaci firmé¢ SEQme
s.r.o. (Dobiis, Ceska republika). Pfitomnost genu cloA v t&chto vektorech byla

potvrzena.

1000 bp

Obr. 25: Elektroferogram vybranych vzorkt po ,,colony* PCR. 1-5: kolonie bakterii, které byly
transformované pMK::CloA; 6: Negativni kontrola (H,0); 7-9: kolonie bakterii, které byly
transformované p444::cloA. L: 1 kb plus GeneRuler DNA Ladder.
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4.5 Transformace kmenu Gal130 a Gal012 vektorem p444::easG

Po izolaci protoplastt kmene Gall30 a Gal012 podle postupu 3.6.12 byly tyto
protoplasty transformovany pomoci polyethylenglykolu, jiz pfipravenym vektorem
p444::easG (3.6.13). Transformované protoplasty byly regenerovany v BII agarovém

-1
mediu (pH 8) obsahujicim antibiotikum phleomycin (33 pg-ml ). Po péti denni inkubaci
byla narostla mycelia i s negativni (netransformovanou) kontrolou pteockovana na Bl
1

agar s vyssi koncentraci phleomycinu (100 pg-ml ) a vysledek ukdzal, Ze pouzité
antibiotikum nebylo ucinné, protoze doSlo k nartstu negativni kontroly na médiu
s antibiotikem (Obr. 26, 27). Z tohoto divodu jiz nebylo provedeno ovétovani

uspéesnosti transformace a transformace bude zopakovéna.

Obr. 26: Transformanti kmene Gal012, p444::easG. NK: negativni kontrola. 1-8: mycelia

narostla z transformovanych protoplasta 1-8.

Obr. 27: Transformanti kmene Gall130, p444::easG. NK: negativni kontrola. 1-9: mycelia

narostla z transformovanych protoplasta 1-9.
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5 DISKUZE

Namelové alkaloidy jsou latky syntetizované ve sklerociich, tvorenych palickovici
farmaceutickém primyslu na vyrobu 1ékti napiiklad k 1é¢bé migrény, vysokého
krevniho tlaku, v porodnictvi atd. Biosyntetické cesty ndmelovych alkaloidl se ucastni
fada enzymu. Geny kodujici tyto enzymy tvoii genovy klastr obsahujici 14 genu
(Tudzinsky et al., 1999) a nékteré z nich, jiz byly charakterizovany (Lorenz et al.,
2009).

Zvyseni produkce namelovych alkaloidi piedstavuje zajimavou biotechnologickou
vyzvu a pro farmaceutické firmy, vyuzivajici ndmelové alkaloidy pro vyrobu Iéku, to
muze byt také zajimavé a zadouci. Na Oddéleni molekularni biologie - CRH, kde byla
provedena praktickd ¢ast této bakalarské prace, byly v ramci vyzkumu provadény
genetické modifikace této parazitické houby za ucelem zvySeni produkce namelovych
alkaloidii pomoci nadprodukce riznych genli biosyntetické drahy. Napt. v bakalaiské
praci Lucie BraZzinové (2012), bylo snahou transformovat C. purpurea za ucelem
zvySeni exprese genu dmaW, jehoz produkt katalyzuje prvni krok biosyntézy
namelovych alkaloidd (Tudzynski et al., 1999). V této bakalaiské praci byl stfedem
zajmu gen ClOA jehoz produkt, elymoklavin 17 - monooxygenasa, katalyzuje
Vv biosyntetické cesté namelovych alkaloidl krok, kdy dochézi k pfeméné elymoklavinu
na kyselinu paspalovou (Haarmaann et al., 2006).

Pro transformaci C. purpurea byl vybran plasmid p444, obsahujici gen rezistence
k phleomycinu, konstitutivni gpdA promotor z Aspergillus nidulans a cgrA terminator
z Aspergillus fumigatus (Obr. 23) (Vogt et al., 2005). Byly navrzeny dvé strategie
ptipravy expresniho vektoru p444::cloA obsahujiciho gpdA promotor, ktery mél zarudit
zvySenou expresi genu cloA. Prvni strategie pfipravy p444::cloA spocivala ve vlozeni
genu cloA mezi gpdA promotor a terminator ve vektoru pMK pomoci enzymu Kpnl /
Asp718 a Nhel. Tato kombinace enzymu byla jedind moZna, protoZe jiné enzymy, pro
které byla v zddané pozici vhodna restrikéni mista, $tépily také gen cloA. Fragment
obsahujici gpdA promotor spolu s genem cloA a terminatorem by pak byl z vektoru
PMK vystépen pomoci enzyml Xbal a Sacll a vloZen do vektoru p444, coz by vedlo
k pripravé expresniho vektoru, ktery by obsahoval dva promotory.

Druhou navrzenou strategii byla ptiprava expresniho vektoru p444::cloA tak, ze

nejprve byl z vektoru p444 vystépen gen a cgrA terminator pomoci restrikénich enzymu
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Xbal a Sacll a tento gen byl nahrazen genem cloA. V takovém piipadé genu chybi
termindtor potfebny k ukonceni transkripce, a proto bylo soucasti této strategie
terminator do vektoru p444 opé¢t vlozit.

Pti praci se nam tyto strategie podaftilo splnit jen z Casti, ponévadz restrikéni analyzy
neprokazaly uspésné klonovani genu do téchto vektord, prestoze metoda ,,colony* PCR
potvrdila pfitomnost genu ve vektorech pMK a p444. Kvili rozporim ve vysledcich
byly vybrané plasmidy osekvenovany S pomoci primeri pro gen CloA. Pf¥itomnost genu
byla ve vybranych plasmidech potvrzena. Protoze sekvence plasmidu pMK nam je
znama, byly navzeny primery pro sekvenovani celého plasmidu. Sekvenovani potvrdilo
ptitomnost genu ClOA v plasmidu, ale ukazalo se, ze gen neni zaklonovan v plasmidu
pMK, ale v jiném plasmidu obsahujicim gen rezistence ke kanamycinu, jehoz sekvence
byla sekvenovanim identifikovand (Cudejkova, osobni sdéleni). To znamend, Ze
pravdépodobné uz na zacatku klonovani ndm byl poskytnut nespravny plasmid, ktery
ale velikostné odpovidal plasmidu pMK.

V piipadé netspésné restrikéni analyzy plasmidu p444::cloA pravdépodobné doslo
ke kontaminaci restrik¢éni smési a v nékterych piipadech pravdépodobné i samotnych
enzymil. Z téchto divodl bude potieba klonovani genu CloA zopakovat se spravnym
plasmidem. Dal$i moznosti je opakovani restrikéni analyzy plasmidu p444::cloA s
novymi restrikénimi enzymy, coZ z ¢asovych duvodi nebylo provedeno. Aby byl
expresni vektor p444::cloA kompletni a vhodny pro transformaci C. purpurea, bude
potieba pokracovat v klonovani a vlozit za gen terminator.

Pro transformaci protoplasti dvou kmend C. purpurea (Gal130, Gal012) byl nakonec
pouzit jiz ptipraveny konstrukt p444::easG, ponévadz se nam expresni vektor
p444::cloA ani jednou ze strategii nepodafilo pro transformaci v€as pfipravit.
Regenerace transformovanych protoplasti probihala 5 dni na selekénim médiu
obsahujicim phleomycin. Na miskach s transformanty kmene Gal130 byly narostlé malé
kruhy mycelii, derivovany z jednoho protoplastu. Misky s transformanty kmene Gal012,
u néhoz byly izolovany protoplasty s vétsi koncentraci, byly po celém povrchu
porosteny souvislymi mycelii. AvSak negativni kontroly (tj. netransformované
protoplasty rostouci v selekénim médiu), u nichz nemél byt pozorovan rist mycelia,
byly pierostené taktéz. I pies tento vysledek byla mycelia pfeoCkovana na médium
S vyss$i koncentraci antibiotika a inkubovana po dobu 7 dni, kdy jsme pozorovaly rlst

transformantd, ale opét i negativni kontroly. Ze skute¢nosti, Ze selekce transformantli na

cv w7
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antibiotikum, phleomycin, nebylo u¢inné. Z tohoto divodu dalsi analyzy, jako ovéfeni
uspésnosti transformace, nebyly provedeny. Nefunk¢éni antibiotikum bylo nahrazeno

nove zakoupenym a transformace se bude muset opakovat.
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6 ZAVER

V této bakalaiské praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma obecna charakteristika
druhu C. purpurea se zamétenim na zivotni cyklus, charakteristiku namelovych
alkaloidt, jejich vyuziti ve farmakologickém primyslu a biosyntetickou cestu. Dalsi
podkapitoly reSerse byly vénovany popisu metod pro genetické transformace hub.

V praktické ¢asti byl amplifikovan gen cloA, ktery byl nasledné klonovan do vektoru
pDrive. Kompletni sekvence genu byla ovéfena sekvenovanim. Ovéfeny konstrukt
pDrive::cloA byl vyuzit pro klonovani genu cloA do vektori pMK a p444. Klonovani
cloA do vektoru pMK bylo potvrzeno jako neuspé$né a z Casovych duvodi nebylo
prokazané jako uspésné ani klonovani do p444 vektoru. Pro ovéieni spravnosti
konstruktu p444::cloA musi byt proveda nova restrikéni analyza s novymi enzymy
a poté bude za gen pfidan terminator. Plasmid p444::cloA bude pak pouzit pro
transformaci  protoplastii, izolovanych zmycelia C. purpurea, pomoci
polyethylenglykolu.

Transformace dvou komerénich kmenti C. purpurea za tcelem zvySeni exprese genu
easG nebyla potvrzena kviali degradaci antibiotika, ktera méla za nasledek jeho
neucinnost. [ kdyz se v této praci nepodatilo pfipravit findlni produkty — vektor vhodny
pro transformaci a geneticky modifikované kmeny C. purpurea nadprodukujici enzym
EasG, hlavni cil této prace a to osvojeni si molekularné - biologickych technik a

schopnost samostatné prace v laboratofi byl splnén.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

e bp—par bazi

e CYP450 — Cytochrom P450 monooxygenasa

e DMAPP - Dimethylallyldifosfat

e DMAT - 4 — dimethylallyltryptofan

e DMATS - L — tryptofan dimethylallylsyntasa

e dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty

e EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

e gpdA — Glyceraldehyd — 3 — fosfatdehydrogenasa z Aspergillus nidulans
e |IPTG - Isopropyl p — D — 1 — thiogalactopyranosid

e LPS —lysergyl peptidové syntetasy

e LSD — Diethyamid kyseliny lysergové

e MeDMAT — N- methyldimethylallyltryptofan

e PCR — polymerasova fetézova reakce

e PEG — Polyethylenglykol

e X -—gal-5-bromo -4 - chloro — 3 - indolyl — B - D — galaktopyranosid
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