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1. Cile bakalaskeé prace

Cilem v teoretickéasti bylo vypracovani literarni reSerSe na té&eviceps purpurea,
namelové alkaloidy a genetika biosyntézy namelowajkhloidi. Védomosti a informace
ziskané vypracovanim teoretickdsti byly vyuZity v experimentalésti prace, f
odsekvenovaniloA genu produgnich kmeri Gal 130 a Gal 404 a srovnani s ortolognim
genem P1 kmen@. purpurea. DalSim cilem byla overexpredmaW genu vC.purpurea

pramyslovém kmeni Gal 130 a nasledné sledovani vliavpmodukci namelovych alkalaid



2. Uvod

Claviceps purpurea, ¢esky paltkovice nachova, péitmezi feckovytrusé houbyteré

parazituji na jednagloZnych rostlinach, zahrnujici i zédglsky vyznamné druhy, jako je Zito,
pSenice, j&men, kukiice a dalSi. Vytvli na klasech utvary zvané sklerocia (namel), veykte
dochézi k produkci namelovych alkaldjdojré vyuzivanych jiz v minulosti v porodnictvi pro
vyvolani porodu ale i potratu. V dnesni dgsou i nadale vyuzivany v porodnictvi alqyly

dalSi oblasti vyuZiti, proto je snaha vytitdunkeni mutantyC. purpurea, které by produkovaly
vétSi mnoZzstvidchto alkaloidi. Tato bakal&ska prace se zabyva izolaci a sekvenaci genu,
kodujiciho enzym biosyntetické drahy namelovyctalidi, ktery bude v budoucnu pouzit pro
vytvoreni konstruktu vhodného k transform@&cpurpurea a gipravou funkniho mutanta,

transformovaného jinym, jiZzigpravenym konstruktem.



3. Teoretickacast
3.1 Claviceps purpurea

3.1.1 Taxonomie

Rige houbyFungi)

Oddleni houby veckovytrusnéAscomycota)
Tiida veckovytrusné houbyAscomycetes)
Rad masenkotvard/pocreal es)

Celed palickovicovité (Clavicipitaceae)

Rod paltkovice Claviceps)

Druh paltkovice nachova(laviceps purpurea)

3.1.2 RodClaviceps

Clenové roduClaviceps jsou parazitické houby, jejichZ hostiteli je vivez 600 drut
jednodloZznych rostlin rodu Lipnicovité, Sitinovité a S@cbvité, jenZ zahrnuiji i ekonomicky
dialezité plodiny jako jsou Zito, pSenice¢ipen, kukiice a dalsi (Bové, 1970).&8ina drul
tohoto rodu ma velmi Uzky hostitelsky rozsah. V§imvari druhClaviceps purpurea, ktery
napada pes 400 druk rostlin (Taber, 1985). MeziatkZité plodiny, jeZ jsou napadany houbou
rodu Claviceps, presrji Claviceps africana, pati ¢irok, hojns péstovany v Africe, sedni
Americe a jizni Asii (Bandyopadhyay et al., 1998)Japonsku j&€irok napadan je&tinym
druhem rodiClaviceps a tim jeClaviceps sorghicola (Tsukiboshi et al., 1999). Nasledky po
poZziti napadenych rostlin sé&mzere nevyskytly jen u lidi ale i u zi@t. DruhClaviceps
paspali je v Australii jiz po vice nez 100 letipinou klopytavosti u koni, skotu a ovci
(Cawdell-Smith et al., 2010).

Neobvyklacerna sklerocia se zelenym nadechem yt@avirdis, ktera byla nalezena v jizni
Indii (Thomas et al., 1945Flaviceps pusilla je zajimavym druhem pro sva sklerocia

trojuhelnikovitého tvaru (Pazoutova and Parberg9)9
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3.1.3 Zivotni cyklus a vyvoj

Napadany jsou vyhradmmladé, neoplozené semeniky rostlin trav a obiloWiivod této
organové specifity neni prozatim jasny, ale je g¢¢padobné, Ze roli bude hrat charakteristicky
povrch blizny semeniku. Kro#rtoho, rané faze infekce vykazuji vyraznou parasetastlinnym
oplodiovacim procesem, kdy pylova zrna dosednou na pdilizty a dochazi k préstani
pylové l&ky pestikem. Diky tomu, Ze houba napodobi pylové Idky a mize vyuzit jejich
signélnich komponent interakce mezi pylem a blizmadochazi k rozpoznéni houby rostlinou,
a tedy ani k vyvolani obranné reakce. K obreostliny dojde jen v fipadt, Ze houba vybs ze
standardni cesty pylovéckdy (Tudzynski and Scheffer, 2004). AZ poté co hodbazi

k cévnim svazkm, se niZe z&it vytvaret roz¥tvené mycelium (tzv. sphacelium), které
kolonizuje cely semenik. Po 7 dnech oddtku infekce rostliny zme mycelium produkovat
spory, které jsou sekretovany spmkes tekutinou zvanou medovia#gmz dochéazi k sekundarni
infekci bud'to uk&pnutim této tekutiny, nebdgmosem pomoci hmyzutiBlizné po dvou

tydnech od napadeni ustava tvorba medoviceiaaaytv&eni sklerocia, f&zimujici struktury,
umoZiujici houl® preckat negiznivé obdobi, obsahujici namelové alkaloidy (Haarmet al.,
2009). Na j&e ze sklerocia vyistaji stopkaté nachové plodnice neboli stromata.(Qbve
kterych se tvid dutinky. Témi pak pronikaji hyfy, rozliSené na askogon a adiem. Béhem
vyvoje wecek se pak vytiaji perithecia, jez jsouretelrt oddlena buikami, tvdicimi sénu
perithecia od ostatnich pletiv plodniceteé¢ka ascus) a nt'ovité vytrusy askospory) vypliuiji
perithecium a poziji jsou uvolreny do okoli (Zichéek a Jelinek, 2007).
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Obréazek 1: Zivotni cyklus Claviceps purpurea (Urban a Kalina, 1980)

12



3.2 Namelové alkaloidy
3.2.1 Historie a ergotismus

Utvary, které u napadenych rostlin vznikaji, seynaji sklerocia nebo také namel, anglicky
ergot (odtud ,ergot fungus*), coz vzniklo z franeského ,argot” neboli vig¥ek. Pra¥

v téchto Gtvarech jsou obsazeny namelové alkaloidystiéelovku kvili nech&né konzumaci
namelovych alkaloi@l doslo k vypuknuti epidemie ergotismu, tehdy nam@he ,svaty ohg
nebo ,ohé sv. Antonina“ (Haarmann et al., 2009). Nazev vizpddle s¥tce, jenz byl
patronem klasternih@du, ktery p&oval o postizené touto nemoci, u niz byla jeden ze
symptont i pakiva bolest v kotetinach (Matossian, 1989). Onemagihse rozéluje na dva
typy a fFiznaky se liSi v souvislosti §znymi druhy ndmelovych alkalaidobsazenych ve
sklerociich. Prvni je ergotismligecovy a jak uz samotny nadzev napovida, jednim z jeho
symptont jsou Kece a zaSkuby, dale pak halucinace a paranoia. Driyyyem je ergotismus
gangrendzni, kdy dochazi ke z&r@eriferni citlivosti, otokm a nakonec k odumirani tkatzv.
gangrég (Eadie, 2003). K oné necine konzumaci dochézelo #vchlebu, ktery obsahoval
mouku z kontaminovaného Zita. Namel vSakkenbyt vyuZit i pozitives, drive v I&€itelstvi,
dnes i v moderni mediainJe vyuzivan ndiklad @i vyvolani porodu, jak tomu bylo jiz

v minulosti (Haarmann et al., 2009). Vyvolani paraxySem neni jediné jeho vyuziti, byl
pouZivan i k vyvolani potrat V souvislosti s touto vlastnosti dochazelo keksfseim, Ze
otrava ndmelem Zgobila pomalejSi zotaveni spétesti po velké morové epidemii ve 14.
stoleti (Matossian, 1989). @ stoleti pozdji sehraly namelové alkaloidy vyznamnou rali p
carodjnickych procesech s Zenami, jeZ poZily kontamimévpotraviny (Alm, 2003). N&f&
stoletimi jsou zdokumentovany mnohé epidemie esgutiv fiznych zemich Evropy jako je
Némecko, Rusko (Barger, 1931), Francie (Schiff, 208&) i v Africe (Urga et al., 2002).
Trvalo pongrné dlouhou dobu, nez byla prokazana souvislost nmékidvanym obilim
(konkrétre Zitem) a ergotismem, cozZ se povedlo az v 19. tstateanikovi a mykologovi Louis

Rene Tulasne (Tulasne, 1853).

3.2.2 Chemie ndmelovych alkaloidl a jejich vyuZziti

Mezi nejznanjSi namelové alkaloidy pétergopeptidy, najklad ergotamin, ergocryptin,
ergonovin a dalSkteré mohou byt snadndgvedeny na kyselinu lysergovou pomoci alkalické
nebo kyselé hydrolyzy. Tato kyselina je pak vhokinguZiti ve farmacii neboifpraw ilegalni
drog, jakou je LSD (diethylamid kyseliny lysergov&ato semisynteticka latka byla vyrobena

vlastrg nahodou a dnes je jednou z nej§ich halucinogennich latekibec. Neni tomu v3ak
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davno, kdy opt stoupl zajem o ergolinové halucinogeny (Fantegjresal., 2008), vhodné
nagiklad k I&b¢ autismu (Sigafoos et al., 2007).

Farmakologicka aktivita je z#jginéna jistou strukturalni podobnosti mezi derivatyyBdrgove
kyseliny a neurotransmitery noradrenalinem, dopamia serotoninem, Obr.2,

(Haarmann et al., 2009).

N N
= TCHy
| n
A
NH |

D-lysergic acid derivative Tu

dopamine serotonin
Obrazek 2: Srovnani chemické struktury derivati D-lysergové kyseliny

a neurotransmitera (Haarmann et al., 2009)

Jak jiz bylo zmi#no, namelové alkaloidy byly jiz v minulosti bobkatyuZivany k vyvolani
porodu a potrdt diky uterotonickym &inkiam, kdy dochazi ke zvySeni frekvence a sily
kontrakci @lohy. Porgkud nowjsi vyuZiti alkaloidi obsaZzenych v ndmelu, j& pecbe
nekterych onemoacini, hlavré cévni a nervové soustavy, konkrépak Parkinsonova nemoc,
akromegalie nebo hyperprolaktinemie (Mukherjee ldiethige, 2000), ale i mnohendangjsi

onemoc#kni jako je migréna (Tfelt-Hansen and Koehler, 2008)

3.2.3 ¥leni nAmelovych alkaloidi

Zakladni stavebni strukturou vS8ech namelovych aidalje ergolinovy kruh (Obr.3). Z hub
rodu Claviceps bylo izolovano pes 70 #iznych alkaloid, které jsou roz&lovany podle tkolika
kritérii. Jednim z nich je rozpustnost ve ¥080% alkaloid ve vod rozpustna neni. DalSim

z kritérii je struktura. Dle ni jsou namelové atkdly rozdleny do 3 zékladnich skupin:
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1) klavinové alkaloidy

2) jednoduché derivaty kyseliny lysergové

3) peptidové alkaloidy (ergopeptidy)

Alkaloidy obsahuji skolik center chirality, které jsou variabilni, vgiku tvai nevariabilni
chiralita na pozici C-5. Medicinsky vyznamné alkdjojsou vSechny C-8 amidové nebo

peptidoveé derivaty kyseliny lysergové.

N
\
H
ERGONOVINE METHYLERGONOVINE METHYSERGIDE

H

0 N
th .}/g 0
me SN A O
LNEA —
o CH;
N Ot
H
=

\ Br
N

\

H
ERGOTAMINE DIHYDROERGOTAMINE BROMOCRIPTINE

Obrazek 3: Strukturni vzorec ergolinu a jeho derivaa (Schiff, 2006)

Klavinové alkaloidy
Klaviny jsou substituované 6,8-dimethylergolinypiastozZe tato skupina zahrnujeg 35

alkaloidi, Zadny z nich nenaSel vyuZiti v mediein

Derivaty kyseliny lysergove

NejpatetrgjSimi derivaty této skupiny jsou amidy, které délé&zeme dlit na nepeptidové a
peptidove (BZné jsou tripeptidy) viz dale. Mezi nepeptidove dyrikyseliny lysergové pit
nag. ergonovin (ergometrin, ergobasifi)2-hydroxyethylamid kyseliny lysergové.
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Peptidové alkaloidy

Prvnimélenem peptidovéhtetezce je kyselina lysergova, po ni nasleduji 3 klasic
aminokyseliny, iteti AMK je tén&t vyhradré prolin, ale prvni d¥ jsou prongénné,cimz se tato
skupina alkaloid stavé velmi rozmanitou tfRladem peptidovych alkaloidie ergotamin, jenz
je hojre vyuzivan v léksstvi, steji tak i jeho semisyntetické derivaty dihydroergotami
pouzivany pi akutni |&b& migrény nebo klastrovych bolesti hlavy a bromokiryindikovany
pii hyperprolaktinémii, kterd fige vést aZz k neplodnosti, dale jgniny i pii 16é¢bé akromegalie

a Parkinsonovy nemaoci (Schiff, 2006).
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3.3 Biosyntéza namelovych alkaloiil

3.3.1 Biosyntéza

Syntéza z&na alkylaci L-tryptofanu, jenz indukuje tvorbu nélovych alkaloid (Obr.4).

v regulaci biosyntézy (Robbers et al., 1972). Tofgnt s dimethylallyldifosfatem poskytuje
4-dimethylallyl-L-tryptofan, ktery je N-metylovary-adenosyl-L-methioninem (Schiff, 2006).
Tento krok je katalyzovan N-methyltransferasou (®éset al., 1980). Uzasnim kruhu vznika
chanoklavin-1 a nasleduje oxidace na chanokladtdéhyd za fisobeni chanloklavin-1 cyklasy
(Groger and Sajdl, 1972). Dekarboxylaci a redukeiZaven dal3i kruh a vznik& agroklavin.
Nasledujici oxidaci se agroklavitgmenuje na elymoklavin za katalyzy enzymem agroklavin,
17-mono-oxygenasa, (Kim et al., 1981). DalSi z emzygapojenych do biosyntézy je produkt
genucloA, katalyzujici pemenu elymoklavinu na kyselinu paspalovou (Haarmaral.e2006)

a tim je enzym elymoklavin 17-monooxygenasa (Meteal., 1988). Kyselina paspalova poté

spontand izomeruje na kyselinu lysergovou.

MH

? 1
| + CO H
Hy |
HM

DMAPRPP Tryptophan DMAT

o} OH
el
= = HR =
N,
CH, . NHCH, . NHCH,
————— —————
il HN ]
Agroclavine Chanoclavine-1-aldehyde Chanoclavine-1
6
OH
COOH H COOH
B “,
= -
N, N !
CH, 7 “CH, _
— e H
HN | HN |

Elymoclavine Paspalic acid D-Lysergic acid

Obrazek 4: Biosyntéza D-lysergové kyseliny (Tudzyhks 2001)
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Z Kyseliny lysergové a 3 aminokyselin vznikaji epgptidy za fisobeni D-lysergyl
peptidovych syntetas = LPS, kteréipab neribosomalnich peptid syntetas (NRPS). LPS se
sklada ze dvou podjednotekit$i z nich (LPS1) ma velikost 370 kDa a aktivujerashyseliny.
MenSi podjednotka (LPS2) ma 140 kDa a je zoddoa za aktivaci D-lysergové kyseliny.
Syntéza ergopeptidzatina navazanim kyseliny lysergové na LPS2 (Obr&Rrauje jejim
navazanim na prvni AMK, ktera je na LPS1 a vjitee D-lysergyl-monopeptid. LPS1
katalyzuje kondenzaci s dalSimiédni aminokyselinami. Nakonec je D-lysergyltripeptid

uvolnén z LPS1 cyklizaci na laktam (Riederer et al., 1996

LPS1

LPS2

[C]

spontaneously

Obrazek 5: Biosynteticka draha ergopeptidi (Tudzynski, 2001)
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3.3.2. Geny Kklastru pro biosyntézu namelovych alkaldu

Zakladnimi stavebnimi kameny pro kostru kyseliygergové je aminokyselina

L-tryptophan a isopren dimethylallyldifosfat. Temtizhodujici krok katalyzuje enzym
dimethylallytryptofan synthasa, DMATS, (Gebler dallter, 1992), ktery je kédovan genem
dmaWw (Haarmann et al., 2009nZ byl prvni ze 14 detekovanych gedastru, pomoci metody
~.chromosome walking“ (Tudzynski et al., 1999). Sgshvani gefi biosyntézy do klastru
(Obr.6) je z dvodu jejich snad¥jSi regulace (Haarmann et al., 2005). DalSi Ziggjichz
funkce byly charakterizovany jsopsAl alpsA2, které koduji ¥tSi z podjednotek LPS. Mensi
podjednotka LPS, zodpéana za aktivaci D-lysergové kyseliny, je kddovaeaemlpsB.
NaruSenim gendloA, u rehoz byl gedpoklad kédovani cytochrom-P450 monooxygenasy
(elymoklavin 17-monooxygenasa), bylo demonstrov@egeho produkt je zapojen déepeny
elymoklavinu.

Nicmeért stale jest nebyly vSechny geny klastru fusi charakterizovany, jsou ozteny jako
eas(A-G) = ergot alkaloid synthesis, nebodiastnici se syntézy namelovych alkaigiglus
easH1 aeasH2, které jsou blizceifbuzné ¢émto gerim (Schardl et al., 2006). | krhto germ
jsou vSak funkce pomaluipazovany. Gemask, kdduje chanoklavin synthasu (Lorenz et al.,
2010) a produktem gereasF je N-methyltransferasa (Rigbers and Li, 2008).naez a
piedpokladana funkce géfsou sepsany v Tabulce 1.

Tabulka 1: Geny klastru Claviceps purpurea a jejich funkce

Gen xivéj8i nomenklatura fedpokladana funkce
easA Ccpox3 Reduktasa/dehydrogenasa
IpsB cpps2 Lysergy! peptidyl syntetasa 2
Monomodularni

IpsC Cpps3 neribosomalni peptid syntetasa
cloA cpP450-1 Elymoklavin oxygenasa
easC cpcat2 Reduktasa/dehydrogenasa
easD Cpox2 Reduktasa/dehydrogenasa
easkE cpoxl Reduktasa/dehydrogenasa
eask orfB Metyltransferasa

easG orfA Reduktasa/dehydrogenasa
dmaw cpdl Dimetylallyltryptofan syntasa
easH1 orfC Oxygenasa/hydroxylasa
IpsAl cppsl Lysergyl peptidyl syntetasa 1
easH?2 orfE Hydroxylasa

IpsA2 cppsA Lysergyl peptidyl syntetasa 1
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IpsC IpsB easC easE easG  easH1 easH2

o — - S e NS S  E——

easA cloA easD easF dmaW IpsA1 IpsA2

Obrazek 6: Schéma genového klastrClaviceps purpurea (Lorenz et al., 2009)
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4. Prakticka ¢ast
4.1 Biologicky material

Transformovan byl gimyslow vyuzivanykmenClaviceps purpurea, Gal 130, ziskany od
firmy TEVA Czech industries. Pro jeho transformhagi pouzit plasmid dmaw-p444,

piipraveny klonovanim z p444 plasmidu ziskaného zggu@enetics Stock Center

(http://www.fgsc.nel. Déle byly pouZity elektrokompetentniithy E.coli TOP10 a pDrive

plasmid (Qiagen, USA)ipklonovani poZzadovaného genu.

4.2 Chemikalie

1 kb DNA ladder: Fermentas, Litva

10x pufr pro T, DNA ligasu: TaKaRa, Japonsko
6x loading pufr: TaKaRa, Japonsko

Agar: Himedia, Indie

Agarosa: Amresco, USA

Amoniak: Lach-Ner(eska Republika

Ampicilin: Sigma, USA

Dihydrogenfosforénan draselny: Lach-Ne€,eska Republika
dNTP snés 25mM : Fermentas, Litva

Driselasa: Sigma, USA

D-Sorbitol: Duchefa, Holandsko

EB pufr: Qiagen, USA

EcoRlI pufr: Fermentas, Litva

EcoRl restrikni endonukleasa: 10U/ul, Fermentas, Litva
Ethanol: Penta(eska Republika
Ethidiumbromid: NeoLab, Bmecko

Glukosa monohydrat: Lach-Nerfgska Republika
Heptahydrét siranu ziteatého: Neo-Lab, &necko
Heptahydrét siranu Zeleznatého: Neo-Laémiicko
Hydroxid draselny: Lach-Nef;eska Republika
Chlorid draselny: Lach-Nef;eska Republika
Chlorid haecnaty: Finnzymes, Finsko

Chlorid sodny: Lach-NeCeska Republika
Chlorid vapenaty: Pent&eska Republika

21



IPTG (IsopropylB-D-1-thiogalactopyranosid): Duchefa, Holandsko
Isopropanol: MACHCeska Republika

Kanamycin: Duchefa, Holandsko

Komplexon Il (EDTA): PentaCesk& Republika

Kvasinkovy extrakt: Sigma-Aldrich, USA

TADNA ligasa: ligasa: NEB, USA

L-Asparagin monohydrat: Sigma-Aldrich, USA

L-cystein hydrochlorid: Lachemé&eska republika

LB Broth hight salt: Duchefa, Holandsko

Luria broth agar: Duchefa, Holandsko

Lyzaéni enzym ZTrychoderma harzianum: Sigma, USA

Magnetické kukiky Agencourt RNAClean XP: Beckman Coulter, USA
Octan draselny: Lach-Nefeska Republika

Oligo(dT)primer: Fermentas, Litva

Pepton: Duchefa, Holandsko

Pfu DNA polymerasa: Fermentas, Litva

Phleomycin: Duchefa, Holandsko

Polyetylenglykol 6000: Fluka, &necko

POWER SYBRgreen PCR master mix: Applied Biosystao&A
RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (20Qul): Fermentas, Litva
Sacharosa: Pent@eska Republika

SDS: PentaCeska Republika

Siran hdesnaty: Penta(eska Republika

Taqg DNA polymerasa: vlastnfiprava (Smehilovéa, 2005)
Tetrahydrat dushanu vapenatého: Pen€eska Republika

Tris (hydroxymethyl)aminomethan: Duchefa, Holandsko
Trypton: Duchefa, Holandsko

TURBO DNase™ (2 U/ul): Ambion, USA

Ultracistd neionizovana voda: RNase, DNase free: Invémo@SA
XGal: Duchefa, Holandsko

B-merkaptoethanol: Fluka,dhecko
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4.3 Fipravené roztoky

Bll agar:50 g sacharosy, 1 g peptonu, 1 g L-Asparaginug @idydrogenfosfor@anu
draselného, 0,1 g heptahydratu sirantedmatého, 2,4 g agaru na 200 ml média, pH upraveno
hydroxidem draselnym na 8 (Esser and Tudzynskig1L97

BIl médium:50 g sacharosy, 1 g peptonu, 1 g L-Asparaginug @iydrogenfosforanu
draselného, 0,1 g heptahydratu sirantedr@atého bylo rozpu&ho ve 200 ml destilované vody,
pH 8 (Esser and Tudzynski, 1978)

LB agar: 30,5g Luria broth agaru, 9,5g chloridu sodného byzpus¢no v 1l destilované vody
LB médium 259 Luria broth hight salt bylo rozptgb v 1| destilované vody

Mantle agar:100 g sacharosy, 10 g L-Asparaginu, 1 g tetrahyditésénanu vapenatého,
0,25 g dihydrogenfosfot@anu draselného, 0,25 g heptahydratu sirabethatého, 0,125 g
chloridu draselného, 0,033 g heptahydratu sirateztiatého, 0,027 g heptahydratu siranu
zinetnatého, 0,01 g L-cystein hydrochloridu, 0,1 g yeas$taktu bylo rozpusho v 1 |
destilované vody, pH 8, 2% agar (Mantle and Nisb@7,6)

STC pufr: 0,85 M Sorbitol 0,01 M Tris, 0,05 M chlorid vapenaty, pH 7,5 (Mayaé, 2002)

SMacC pufr:0,2 M maléat draselny, 0,85 M sorbitol, 0,05 M c¢idovapenaty, pH 7,5
(Mey et al., 2002)

SOC médium?20g tryptonu, 5g yeast extraktu, 0,5g chloriddregho bylo rozpusho v 0,95 |
destilované vody a bylorjgldno 10 ml 0,25 M roztoku chloridu draselného.ygfaveno
hydroxidem sodnym na 7,0 a objem byl d@plivodou na 1l. Roztok byl sterilizovan
autoklavovanim. Nakonec byldgigano: 5 ml 2M chloridu hi@cnatého, 20 ml sterilniho 1M

roztoku glukosy - sterilizace pomoci 0,2um filt&afbrook et al., 2001)

Roztok PEG 25% polyethylen glykol 6000, 0,01 M Tris-HCI, 6@M chlorid vapenaty,
pH 7,5 (Mey et al., 2002)

TE pufr. 0,1 M Tris-Cl, 0,010 M EDTA, pH 8,0 (Sambrookast, 2001)
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4.4 Pouzité kity

Qiagen PCR Cloning Kit, Qiagen, USA
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, USA
QIAprep Mini Kit, Qiagen, USA

RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, USA

4.5 Histroje

Autoklav: Sanyo MLS-3020U Labo Autoclave, Japonsko

Centrifuga: Jouan MR23i, Francie

Digitalni fotoaparat: DC120, Kodak s UV clonou, USA

Elektroporator: BTX PEP ECM 399, BTX, USA

Flowbox: Steril-Polaris Schoeller Instrumentgniecko

Inkubator: Lovibond, Mmecko

Mikrocentrifuga: Eppendorf Microcentrifuge 5417Rsmkecko
Mikrocentrifuga: Hettich Zentrifugen ROTANTA 460Rgmecko
Mikroskop: Olympus CX 21, Japonsko

pH metr: Jenway 3505 pH meter, Velk& Britanie

Real time PCR: StepOnePlus Real Time PCR systéplje&bBiosystems, USA
Termocykler: TGradient Biometra,&secko

Trepaka: Grant-Bio POS300, Grant, Velka Britanie

Tiepaka: Thermo scientific MaxQ 4450, USA

UV transiluminator: VL TFP-M/WL, Vilber Lourmat, Bncie

Vanicky pro horizontalni elektroforézu: Compact XS/Spfetra, Nmecko
Vortex: Biosan Combi-spin, Biosan, Litva

Zdroj naggti pro elektroforézu: Standard Power Pack P25 Bioam&Emecko
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4.6 Postup

1. ¢ast: TransformaceClaviceps purpurea

4.6.1 Inokulace média Bl

Do tti 250 ml Erlenmeyrovych bk bylo nalito Bll médium, do kazdé po 50 ml. Médilnylo
inokulovano houboClaviceps purpurea, kmenem 130, jedna tiea z tekutého média (2 ml) a
2 z pevného. Navinokulovana tekutd média byla inkubovartateplot 28 °Cna tepace po
dobu 2 tydi.

4.6.2 Riprava protoplasti

Narostené tekuté kultury byly centrifugovany. Preiiddy centrifugaci éela po dobu

10 minut g 4700 oté&kach a pokojové teplétdruhd po promyti mycelia SMaC pufremsbp
10 minut za stejnych podminekéliezm centrifugace byloripraveno 40 ml SMaC pufru, do
kterého bylo pidano 200 mg lyzujiciho enzymu a 60 mg driselasgrakly roztok byl
piefiltrovan ges 5 nm a nasled®,2 nm filtr,¢imz vznikl protoplastizéni pufr. Po centrifugaci
byl supernatant vylit a do kazdé z kyvet s kultubglo pridano 20 ml protoplastizaiho pufru

a pelety v 8m byly opatrg rozsuspendovany. Kyvety s myceliem a SMaC pufrgin b
ponechany hodinu néepace @i 28°C. Mezitim bylo pipraveno médium Bll a autoklavovano
pti 121°C 20 minut. Protoplastizovana mycelia bylefitrovana ges nytexovou membranu do
Erlenmeyerovy bigky. Filtrat byl grelit do falkonky a nasledrcentrifugovan 10 minutip2000
ot&kéch. Byl odlit supernatant, pelet byl promyt 5$1IC pufru a centrifugovan na 10 minut,
pii 2800 otékach. Posledni krok byl zopakovan a poté byl pelesuspendovan v 1 ml STC
pufru a pod mikroskopem byla zkontrolovana huspotdaoplast. Ke kontrole bylo pouZzito

10 pl suspenze, ktera bylaraeéna 90 pl STC pufru.
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4.6.3 Transformace

Do 2 zkumavek byly postugmridany vSechny slozky s#si (Tab.2).

Tabulka 2: Smés latek na transformaci

Zk1 (negativni

kontrola) Zk2
- 10 pl DNA
100 ul STC 90 pl STC
50 pl PEG 50 pl PEG
100 pl protoplast 100 pl protoplast

Po 20 minutach od smichani vySe uvedenych kompdoygynto kazdé ze zkumavekigany

2 ml PEG. Po dalSich 5 minutach pak 4 ml STC psbezeeni transformace. Nakonec bylo
prichystano 10 Petriho misek. Do kazdé z nich bylkdyuialito cca 20 ml Bll média. Do jedné
misky bylo gidano 11 ul roztoku ze zkumavky s negativni kowinglmiska bude slouzit jako
kontrola protoplast, zda jsou schopnéstu i po odstraini burééné stny a zda nebyly dhem
transformace usmrceny) a do dalSi 690 pl ze zkuynavlo zbytku BIl média bylo
piipipetovano 120 ul antibiotika (phleomycin), abyslgdna koncentrace byla 33 ng/ml. Takto
upravené médium bylo rozlito do zbyvajicich 8 miaai@t bylo pridano po 690 ul sisi ze
zkumavky 2, ktera obsahovala transformanty.

Transformanti byli po 8 dnectrgneseni na médium s vysSi koncentraci antibiofik@ (11/ml)
a s pH 8, spola¢ s wild typem daného kmene pro kontrotiininosti antibiotika (Obr.7).

Obrazek 7: Selekni médium s transformanty kmene 130 a WT
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Po 6 dalSich dnech byli Zipodniho média, kde byla koncentrace antibiotikan@anl,

vytiznuti dalSi 4 transformanti &gneseni na nové médium s vySsi koncentraci phleamyc
(200 pl/ml). Transformanti zobrazeni na obrazkybdozdéleni na il a jedna flka byla
pienesena na nové samostatné médium, shodné s titereko byla odebrana, tedy Bll agar, a
druha pilka na médium podporujici sporulaci, tddantle agar. Transformanti byli ozteni

jako TR1 a TR2.

4.6.4 Monosporickd izolace

Do misky s transformantem nebo WT byl napipetovéh,d ml sterilni vody. Gumovou
ty¢inkou bylo gejiza&éno po povrchu kultury, aby se docililo @diehi spor. Sterilni voda se
sporami byla odebrana ggou s filtrem a byla fepipetovana do Eppendorfky. Do dalSich 3
Eppendorfek bylo napipetovano 900 pl sterilni vddg.jedné zdchto ti zkumavek bylo
pridano 100 pl roztoku se sporami. Takto byly zisképgry 10x ngedné. Ukon byl
zopakovan jestdvakrat a spory tak byly 100x a 100@d:né. Na&edsné roztoky (10x, 100x,
1000x) byly z Eppendorfek vylity na misky s Mangdigarem obsahujicim antibiotikum
phleomycin o koncentraci 100 pl/ml. Po narostey dnotlivé kolonie peneseny naerstvé

médium se stejnou koncentraci daného antibiotik&wbovany pi 28 °C.

4.6.5 Purifikace celkové RNA

Purifikace RNA byla provedena za pouziti kitu (REeMini Handbook, 2006), kdy byl do
misky nalit tekuty dusik pro jeji zchlazeni a z péro média do ni bylargnesena narostla
houba. Pibézre¢ byl pridavan dusik, aby houb#@stala zmrazena po celou dobu manipulace a
byla rozdrcena na praSekétdina rozdrcené hmoty byla odebrana do Eppendokfleya

slouzila jako z&sobni a do dalSi bylo nabrano nmindasensi nez 100 mg a bylogsre
zvazenoZkumavky byly i nadale uchovavéany v tekutém dusika.navdzeného mnozstvi byl
piidan RLC pufr (45Qul), do kterého byloifipipetovano 10 pp-merkaptoethanolu a zkumavky
byly intenzivré promichany na vortexu. Zdhto zkumavek bylo odpipetovano 500 ul do
fialovych kolonek a byly 2 minuty centrifugovany meximalni rychlost. Supernatant byl
opatrrg prepipetovan do novych zkumavek, aby nebyl narustst pdylo gidano polovéni
mnozZstvi 96% ethanolu (tj. 250 pl). Pipetou byltoézoromichan a cca 700 ul byléepeseno
do novych, #Zovych kolonek, umighych do 2 ml zkumavek. Byly centrifugovany 156 p

10 000 otékach. Poté bylo odlito to, co proteklées kolonky a bylo fidano 700 pl RW1 pufru
a opt byly centrifugovany 15 viin. Kolonky pak byly pendany do novych zkumavek a bylo
piidano 500 ul RPE pufru. Po 30 fiteach centrifugace byl odlit protekly odpad a pdsile
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krok byl zopakovan je§ednou. Nasledhbyly kolonky centrifugovany 2 minuty na sucho.
Nakonec byly kolonky femistny do 1,5 ml zkumavky a bylafipdano 30 pl RNase-free vody
pitimo na sted kolonek a minutu byly centrifugovany. &pge tento krok zopakovalimz se

RNA vymyla z kolonek, aistala tak v roztoku pod nimi.

4.6.6. Odstraréni zbytka DNA

Z kazdého vzorkuiecisttné RNA bylo odebrano 43 pul, k tomu byltigano 5 pl DNasa pufru,
2 pl DNasy a sis byla inkubovana 45 minutiB7 °C. Po této dabbyl piidan dalsi 1,5 pl
DNasy a znova bylo inkubovanai 87 °C, ale jen po dobu 30 minut. Po jejicielibuti byl
ptidan dalSi 1,5 pl enzymu a &sinkubovana 30 minut. Takto byly odsttag posledni zbytky
DNA.

4.6.7 lzolace RNA

V mikrodesttce bylo smichano 50 pl RNA, 30 pl magnetickychdekia 25 pl

100% isopropanolu. Po promichani pipetou byldssppnechana 10 minut ve stojanku. Poté
byla mikrodestika premistna na magnetickou destu a po chvili RNA, navdzana na
magnetickych kulikach, vytvdila prstenec kolem &b v mikrodestice, coZz umoznilo
odpipetovani isopropanolu. Nasledoylo opakova# (3x) pidavano 200 pl 70 % ethanolu

a zase byl odpipetovantiposlednim opakovani byldeba odebrat maximum ethanolu, aby se
zkratila doba, ghem které bude mikrodesita vysychat v laminarnim boxu. Po absolutnim
vysuseni bylo fidano do kazdé jamky 20 ul RNase-free vody, veekser RNA odélila od
magnetickych kuliek. Stojanek s degtiou byl gremistn na 10 minut na led a potéséma

magnetickou destku. RNA rozpu&na ve vod byla odpipetovana.
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4.6.8 Reverzni transkripce

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 0,5 ul Oligo(@Fmeru, 1 ug RNA (max 5,5 pl) a
doplrgno vodou do 6 pl. Sés byla vioZzena do thermocykleru na 5 mintit4®°C. Po uplynuti
této doby bylo fidano do kazdé zkumavky 3,5 ul premixu, ktery obsahpro kazdou
zkumavku 2 pl reakniho pufru, 1 pul dNTPs a 0,5 ul vody. Vzorky byhkiilbovany 5 minutip
37°C a poté byloiidano 0,5 ul reverzni transkriptasy. &byla inkubovana 60 minutip
42°C, pak nasledovalo 5 minuti @2°C.

4.6.9 Real-Time PCR

Primer Mix — p Fiprava

Do 100 pl ultréisté, neionizované, RNase, DNase free vody biildépo 1,2 ul PRIMER FW
(c =100 uM) a 1,2 ul PRIMER REV o stejné koncerit(@ab.3).

PREMIX pro Real-Time PCR — p¥iprava

Na kazdy vzorek byly smichany 2,5 pl Primer Mix pl3vaster mix, obsahujici Power SYBR
Green. K celkovému mnozstvi 7,5 pl pak byfaano po 2,5 ul cDNA.

Tabulka 3: Pouzité primery pro Real-Time PCR

Gen Nézev primeru Sekvence
PHLEO PHLEOorttagnew_fw CCGGAGCGGTCGAGTTC
PHLEOorttagnew_rev TCCTGGACCGCGCTGAT
EF1 CpEF1ltag_fw CAAGCCCGGTATGGTCGTTA
CpEF1tag_rev CTGCTCGTGGTGCATTTCC
TUB CpTUBtag_fw CTCAGCAAATGTTTGACCCTAAGA
CpTUBtag_rev AGATGGCAGAGCATGTCAGGTA
dmaWgen CpDMAWtaggenom_fw CGGTTTTCGGCATGAATGAC
CpDMAWtag_rev CAAATGTGTGCAAATATACGCTCAA
dma CpDMAWtag_fw TTCAGGATTCGTACCCGTATCA
CpDMAWtag_rev CAAATGTGTGCAAATATACGCTCAA

Metoda Real-Time PCR je zaloZena na klasickém P@R sozdilem, Ze umditije
kontinualré pozorovat firastky DNA bshem kazdého cyklu. Nutna jéifmmnost
fluorescexiniho substratu, ktery se vaZe na syntetizovanou BNWoveé detekované
fluorescence pak odrdzi mnoZzstvi nasyntetizovakteové kyseliny.

Zde bylo pouzito fluoresceéni barvivo SYBR green a primery byly navrzeny peogem

PrimerExpress 2.0 (Applied Biosystems).
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Nastaveni programu real time PCR thermocycleru:

PoiateEni denaturace probihal@ 95°C po dobu 10 minut, nasledovala denaturaceciogi
95°C, 15 sekund. Annealing a elongace p&lela i 60°C, 1 minutu. Druhy aeti krok byly
opakovany ve 40 cyklech.

Syntetizovany produkt PCR byl relativkvantifikovan, tj. porovnan s kontrolni skupinou
vzorki. Jako negativni kontrola zde byla pouzita cDNAeransformované houbyiiP
hodnoceni plati, Zz&m vysSi je obsah nukleové kyseliny v testovanéarker, tim rychlejsi je
piirastek fluorescence. Do grafu vlioZzime horizontatiiku, coz je tzv. treshold neboli
fluorescesini prah. Jeho hodnotu zvolime takovou, aby fey@deni sigmoidnitkrky na
logaritmickou, prah protinal vSechny tytiivky v linearnic¢asti. Piinik kiivek je G hodnota, u
které plati nefima Uungra s péatetnim mnozstvim mRNA. U amplifikace cDNA byla mira
exprese vztazena na expresi genufpiabulin a elongéni faktor (EF1) a p&itana metodou
delta delta € Pro dokazani exprese viozen@maW genu byl pouZit primer dmaWw. Primer

dmaW gen byl pro kontroluifflomnosti genomické DNA, zda ji nebyl vzorek koniaowvan.
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2 ¢ast: Priprava cloA genu pro sekvenaci

4.6.10 Izolace DNA

Eppendorfka o objemu 2 ml byla z 1/8 najla lyofilizovanym mycelienClaviceps purpurea,
kmeny 130 a 404. Mycelium byldglito tekutym dusikem a rozdrceno skieau tyinkou. Do
Eppendorfky bylo fidano 600 ul pufru (Tab.4)

Tabulka 4: SloZeni lyzujiciho pufru

Lyzujici pufr

200 mM Tris-HCI (pH 8,5)

250 mM NacCl

25 mM EDTA

0,5 % SDS

Nasledr bylo mycelium zvortexovano (cca 1 minutu)igddano 400 pl 5M KaAC. Poté bylo
inkubovano 20 minutiip-20 °C. Po vyjmuti z mrazdku bylo mycelium cefugiovano po dobu
20 minut, rychlosti 15000 aték za minutu a 4 °C. Supernatant byl odlit do nepgendorfky,
k nému byl gipipetovan 1 ml isopropanolu a &sbyla protepana a off inkubovéana 45 minut
pii -20 °C. Zmrazeny vzorek byl pakilphodiny centrifugovanip4 °C a 15 000 otkach. Pelet
byl promyt 1 ml 70% etanolu a 10 minut centrifugoyéi stejném nastaveni jako

u predchozich krok. Nakonec byl pelet rozpust ve 30 pl TE pufra do dalSi prace zmrazen.

4.6.11 PCR Amplifikace

Polymerazovdetézova reakce je metoda pouZzivana k rychlému nammoéieku DNA diky
opakované denaturaci a nasledné replikaci jedyotiiwlaken. Byl pipraven premix, ktery
obsahoval pro kazdy vzorek 0,25 pl Pfu DNA polyrsgr&,5 i pufru, 19,75 ul vody, po
0,5 ul forward a reverse primeru (Tab.5) a 0,5yldleotidi.

Tabulka 5: Sekvence primefi genucloA

primercloA full_fw ATGTCGCTACAATGGCTGCAACA

primercloA full_rev TCAGGTCCATCGATCAGCCAGTA

Do mikrozkumavky tedy bylo napipetovano 24 ul pramé gidan 1 pul DNA. Vzorky byly
vloZeny do thermocykleru a byla spifd PCR. Pé&ateini denaturacediela (Fi 95 °C po dobu
3 minut. Pak z&ala 30 vté&inova denaturace cyklovan# ptejné teplat, ndsledovana
ptlminutovym annealingemip58 °C.Elongace pakd¥ela 3 minuty i 72 °C a finalni

elongace 10 minutipstejné teplat. Paiet nastavenych cyklbyl 35.
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4.6.12 Polyadenylace

Do vzorki po PCR bylo fidano 0,5 pl Taq polymerasy a byly vioZeny do tin@cykleru na
10 minut. Teplota byla nastavena na 72 °C. Po upiyiD minut byly vzorky podrobeny gelové
elektroforéze. Pomoci této reakce byly vyamy polyA konce umadaiujicich klonovani do

pDrive plasmidu.

4.6.13 Elektroforéza a separace fragmentu

Elektroforéza byla provedena pro rélahi DNA na fragmenty dle jejich molekulovych
hmotnosti. Byl pouZit 1% agarosovy gel a ¢tafp20 V. Do je&t horkého gelu bylo
napipetovano 5@l 10% ethidium bromidu (v/v) na cca 150 ml agar@duvgelu a pgivé
rozmichano Sgkou. Ethidium bromid byl pouZit jako fluoresca barvivo, které se velmi
silné vaZze na DNA. Pomocirebinku byly vytvéeny jamky, do nichz se po ztuhnuti gelu a
vyjmuti htebinku, nanesla DNA. Pro usn&dhaplikace vzork a moZnost sledovatidsch
elektroforetického &eni, byl k DNA nejprve fidan 6x vzorkovaci pufr. Mimo vzorky byly na
gel jeSt napipetovany 3 pl markeru 1 kb DNA ladder, pro éangai od&teni velikosti
ziskanych band

4.6.14 Izolace DNA z gelu

Po prokhnuti elektroforézy byly fragmenty o velikosti 2108i6 bazivytiznuty cistym
skalpelem z gelu a zbaveny jeho zliyfomoci kitu na gelovou extrakci (QIAquick Spin
Handbook, 2006). K platku gelu bytigan trojnasobny objem QG pufru a byl 8minkubovan
pii 50 °C, dokud se gel upimerozpustil (fiblizné 10 minut). Barva byla i po rozpési gelu
Zluta (pufr obsahuje pH indikator), coz Zia priznivé pH € 7,5) pro efektivni adsorpci DNA
na membranu. Ke vzorku byl potédgan 1 objem gelu 100% isopropanolu a napipetowan n
odsted’ovaci kolonku, kterd byla vloZena do 2 ml zkumaskKyyla centrifugovana po dobu

1 minuty. Protekly roztok byl odlit a kolonka byeacena z§t do zkumavky. Pro Uplné
odstrarni agarosy bylo na kolonku napipetovano 0,5 ml Q@pa centrifugace zopakovana.
K promyti byl pouzit PE pufr a kolonka byl#eal dalSi centrifugaci ponecharielik minut ve
stojanu. Poté byl odpad odlit a kolonka centrifuiytey na sucho 1 minutdid3 000 otékéach.
Kolonka byla pendana dgisté zkumavky o objemu 1,5 ml. Pro vymyti DNA z dwoky byl
pouZzit EB pufr (30 pl), jenz se nanegimo na sted kolonky, ta byla ponechana 1 minutu ve

stojanu ped finalni centrifugaci (rowZ 1 minuta).
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4.6.15 Klonovani DNA fragment

Vzorky DNA, zbavené gelu, byly pouZityigigaci (Tab.6) do pDrive plasmidu (Obr.8), ktera
probihala pes noc i 16 °C, rano byla ligasa inaktivovana zvySenimdgpna 70 °C po dobu
10 minut (Qiagen PCR cloning handbook, 2001).

Tabulka 6: Ligaéni smeés

DNA v EB pufru 4 ul
Liga¢ni snés 2x 5 ul
pDrive cloning 1ul
vektor (50ug/ul) H
17 promoter
tn:é.ﬁ;
e o
Sl‘lDE:'
g’f P
g
3.
5

pDrive Cloning Vector T
3.85 kb i |

+ SPé promater

Obrazek 8: Mapa pDrive cloning vektoru (Qiagen PCReloning kit handbook, 2001)

DNA (1 pl) byla smichdna s 50 ul elektrokompetéatti.coli TOP 10 buwk, rozmraZzenych
3 minuty na ledu. Poté byl proveden impuls o 1808o\dobu 4 ms. Byloifdano 150 ul SOC
média a vzorky byly inkubovany hodinu rfepgace @i 37 °C. Po inkubaci byly vzorky
naneseny na LB agary s antibiotikem ampicilinemoni@mamycinem (50 mg/ml) ¥&d
nanesenim buik na misky bylo aplikovano 40 pl X-Gal a 40 pl IPp&®

Blue White screening a roxeho hokejkou. VeSkera prace, krbimpulsu, byla provésha v
laminérnim boxu. Misky pak byly inkubovany do drbbé&lne horni stranou dopii 37 °C.
Bilé kolonie byly sterilnim paratkentgneseny do zkumavek s 2 ml tekutého LB média,

obsahujiciho stejna antibiotika, jakfedchozi médium i o stejné koncentraci.
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Princip Blue White screeningu

Tato selekce slouzi k odliSeni @Spe transformovanych bk od netransformovanycPRrincip
je zaloZen na aktidtenzymup-galaktosidasy, ktera&ti galaktosu na laktosu a glukosu. Pro
sledovani aktivity tohoto enzymu Ize pouzitdyrsubstrat, tzv. X-Gal. Tento substréat je
bezbarvy, ale po jeho roZpeni vznikd modry produkt. Pokud je tedy X-G&atan do média,
na které jsou naneseny bakterie, obsahujicichirflkgalaktosidasu, budou se jejich kolonie
zabarvovat do modra. \fipack, Ze bakterie nemaji fuski gen prdg3-galaktosidasu,istanou
krémo bilé. Gen, kédujici produk@igalaktosidasy lze vyuZzit jako tzv. reportérovy geio
tohoto genu je mozné vlozit cizi DNAFiRIsgESném vioZeni cizi DNA, dojde k naruseni genu
pro B-galaktosidasu a bakteriéstanou krémoybilé. Ve vektorech se konkrétpouziva

lacZ gen, jenZ koduje tzv. alfa-fragmeiigalakosidasy a je p@ba gidat IPTG, jakoZto

induktor expreséacZ.

4.6.16 lzolace plasmidu

Z narostlych kultur bakterii byly izolovany plasmidNa izolaci byl pouZzit kit (QlAprep
Miniprep Handbook, 2006). Obsah zkumavek biglip do zkumavek 2 mililitrovych a
centrifugovan 3 minutyi 9000 otékach. Supernatant byl odlit a petétré rozsuspendovan
pomoci vortexu v 250 ul P1 pufru. Poté bylo ke&simpipipetovano 250 ul P2 pufru a
promichano opatrnym obracenim zkumavky. Dale bjidgmo 350 pl N3 pufru a obsah
zkumavky byl okamzit promichan opakovanynigwvracenim zkumavky. Sis byla 10 minut
centrifugovana i 13000 otékach a supernatant byitgpipetovan do QIAprep spin kolonek. Ty
byly 1 minutu centrifugovanyip13000 otékach a kapalina, jeZ protekla, byla odlita. Kolonky
pak byly promyty 500 ul PB pufru, ktery se nechalt@ct skrz kolonky a poté byl odlit.
Predchozi krok byl zopakovan s 750 pl mnozstvim PBupdPo odliti pufru byly kolonky
optovre centrifugovany 1 minutu na sucho. Vysusené koldm}y premistny do novych

1,5 ml zkumavek. Na i&td kolonek bylo naneseno 50 ul EB pufru, 1 minyiy ponechany ve

stojanku a nasledrcentrifugovany. DNA tak byla z kolonek eluovana.

4.6.17 Restrikce

K potvrzeni Usgsnosti ligace byla vyuZita resttiki analyza. Do kazdé mikrozkumavky byly
napipetovany 2 pul pufru, takové mnozstvi vzorky, akumavka obsahovala 1 ng plasmidu
pDrive se zaklonovanyrloA genem, 0,3 ul EcoRlI restiiki endonukleasy a voda dapjici
smés do 20 ul. Zkumavky byly inkubovanyi87°C a Stpené plasmidy byly podrobeny
elektroforetickému &eni.

34



5. Vysledky a diskuze

5.1 TransformaceClaviceps purpurea Gal 130

Gal 130 produéni kmenC. purpurea, byl transformovan konstruktem pro nadexpresi genu
dmaw. RNA z netransformovaného Gal 130 kmene a jeha diansformarit byla izolovana a
piecisténa (4.6.5). Poté byl odstrémzbytek DNA (4.6.6). Ziskana RNA byldgvedena na
DNA (4.6.8), ktera byla pouZita k Real-Time PCR5(8). ) Byla sledovana exprese genu pro
resistenci na antibiotikum phleomycin a expreseugienaW, ktery je u divokého nadmele mimo
parazitickou fazi exprimovan v minimalni fai U amplifikace cDNA byla mira exprese
vztazend na expresi genu pro Tubulin a eléngéaktor (EF1) a p&itand metodou delta delta
Cr. Pro prokazéani exprese vioZzen&meW genu pod konstitutivnim promotorem byl pouzit

primer dmaW (Obr.9). Primer dmaW gen byl pro kohtigiitomnosti genomické DNA, zda ji

nebyl vzorek kontaminovan.

60

Vysledky Real-time PCR

50 -

40 |

30 -

20 ~

Relativni kvantifikace

10 A

@ dmaw
m phleo

TR1

TR2

WT

Obrazek 9: Graf zobrazujici pFitomnost geri dmaW a phleo v transformantech a WT
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5.2 Izolace a amplifikacecloA genu

DNA izolovana zClaviceps purpurea, konkrétré z kmeni 130 a 404 (4.6.10), byla
amplifikovana pomoci PCR (4.6.11). Poté nasledopalgadenylace (4.6.12) a elektroforéza
na agarosovém gelu (4.6.13). Fragmentyibligné velikosti 2100 pdirbazi byly izolovany

z gelu (4.6.14) a klonovany do pDrive plasmidu (85§. Plasmid s inzertem byl elektroporovan
do burgk E.coli TOP 10 (4.6.15). Z nich pak byl izolovan plasmahmci kitu (4.6.16).

Ziskany plasmid byl roz&pen restrikni endonukleasou EcoRI (4.6.17) &stbyly rozdleny
elektroforézou, kterou byla potvrzenédtpmnost inzertu (Obr.10) na zaktgpkitomnosti
fragmenti o poZadovanych velikostech (260bp, 360bp, 15008408bp).

JE1 2 3 172" 3 s 6

| N——

4000 -,' uua\d-ﬂwwuhﬂu

S —

1500 =

Obrazek 10: Elektroforeogram pDrive plasmidu s inzetem
Izolované plasmidy pak byly odeslany na sekveriaokfELISABETH PHARMACON,

spol. s r.o.
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5.3 Vyhodnoceni sekvenci gentloA
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ATCTCGCTACAATGGCTGCAACARACTCOGCACCAACTTTCTTGCACTT GCATTTTIACTCACCACAT GTATTGCTCTCACATCTCCAC
ATGTCGCTACAATGGCTGCAACARACTCOGCACCAACTTTCTTGCACTTGCATTTTIACTCACCACATGTATTGCTCTCACATCTCCAC

ATGTCGCTACAATGGCTGCAACARACTCGGCACCAACTTTCTTGCACTTGCATTTIACTEACCACATGTATTGCTCTCACATCTCCAC

io00 110 120 130 140 150 160 170
e e e e e e e e (e (oo IpSpepepeey) (PO [pepupepeny (U PPy pupuppay) [pupeps
GTTCTCARAGGCATCTATAATGTCTATTTTCATCCUCTTCCCAACATTCCGGGGCCCAAGCTTCGCCGCATTCACCCACTTTTIASGCC
GTTCTCARAGGCATCTATAATGTCTATTTTCATCCCCTTCGCAACATTCCGGGGCCCAAGCTTGCCGCATTCACCCACTTTTATGCC
GTTCTRAAACGCATCTIATAATGTCTIATTTTCATCCCCTTCGCAACATTCCGOGOCCCAAGCTTCCCCCATTCACCCACTTTIATGCC

130 200 210 220 230 240 250 260
TACTGCAACTGCATCCCACATCAAGCATATTCCAAGCAGTTCAGTCGCTTGCACCAGCAGTACAGTAAGTTGTCAATCGCAAGCCAC
'IACTGCAACTGCATECCACATCAAGCA'IA'I‘TCCAAGCAGTTCAGTCGCTTGCACCAGCAG'IACAG'IAAGTTETCAATEGCAAGCCAE

TACTCCAACTGCATCCCACATCAAGCATATTCCAAGCAGTTCAGTCCCTTGCACCAGCAGTACAGTAAGTTGTCAATCGCAAGCCAC

280 290 300

TCAAGCACTCAAGGTTTGTIGTGTTCA ! ACACAGG

TCAAGC T ¢ TGTGTGTTCACACAGGCGCAACATTCTCCCATCATTCCAATTGGTCCARACAACGTCCATACCACACAGGTA
TCAAGCACTCAAGGTTTGTGTGTTCACACAGGCGCAACATTCTCCCATCATTCCAATT GGTCCAAACAACGTCCATACCACACAGGTA

370 380 330 400 410 420 430 440
e e e e e e L o [PUpepepy (e [Py (PO (pepepupryy (U [PUpupRy pupuppey e
ATTCTACCATGTGTAAGTACEGCATATCCGCCACACHETGCAATGOGGCCGCCATATCAAACTCTAACTGCARAGTAACATARACAA
ATTCTACCATGTGTAAGTACTGCATATCGCGCCACACCGTTGCAATGGGGCCGCCATATCAAACTCTAACTGCARAGTAACALAAACAN
ATTCTACCATGTGTAAGIACTGCEIATGCGRCACACGTTGCAATGGGCCCEGCATATCAAACTCIAACTGCARAGTAACATARACAA

S o o [ Pt e HU U F U (PP ISP IS IO (PR IPUPpRpes IUPUPUPIS I P
TCAAATCGGGTTCCARATGGCTCAAGCATAAGTCGTTCTATAAGTATTTCAATGGCCTACATGCCATCATTCAACCATATCAGTATC
TCAAATCCGGTTCCARATGGCTCAAGCATAAGTCGTTCTATAAGTATTTCAATGGCCTACATCCCATCATTCAACCATATCAGTATC

TCAAATCGOCGTTCCAAATCCCTCAAGCATAAGTCGTTCTATAACTATTTCAATCGCCTACATCCCATCATTCAACCATATCAGTATC

550 560 570 580 520 &00 610 620
e e e e e e e e e e e PSPy DU [Py [PUUpPRY) e
CCTATCGTACTCACCTCGCGCCATTATATGCGCAGCGGGCCATTCACGGGTTGGCGCCCAAGCTTCGCAGTCACCTCACCAATTCGGC
CCTATCGTACTCACCTCGCGCCATTATATGCGCAGCGGGCCATTCACGGGTTGGCGL AAGCTTCGCAGTCACCTCACCAATTCGGC
CCTATCGTACTCACCTCGCGCCATTATATGCGCAGCGGGCCATTCACGGGTTGGCGCCCAAGCTTCGCAGTCACCTCACCAATTCGGE

640 650 660 670 &80 630 700 710

AAAATCCACACACCOTCAACATCCCCAAAGTTTTCACAACTTTCACGCGTCACTATCATTAAGCTTTH
ARATGCACACACCGTCAACATGGCCARAAGTTTTCACAACTTTCAGCGTCAGTATCATTAAGGTTT
1 AAATGCACACACCGTCAACATGGCCAAAGTTTTCACAACTTTCAGCGTCAGIATCATTIAGGTTT]

CCGCAATCATCACACACAC
CCGCAATCATCACACACACC
CCGCAATCATCACACACAC

730 740 750 760 770 780 T30 800
CGTTCACCTCCAGCTCACGCATTCACACATACACGTCCATCATTCTTCACAATCTETTCTCACTCCACATTTCTCTCAATCACGGCCA
CGTTChCCTCEAGCTEACGCATTGAEAEA'IAEhCGTCCATEhTTCTTCACP.ATCTTTTCTCACTCEAEATTTCTCTCﬁ.ATCACGGCE .

COTTCACCTCCAGCTCACCCATTCACACATACACCTCCATCATTCTTCAAATCTTTTCTCACTCCACATTTCTCTCAATCACGGCCA

820 830 840 850 860 870 j=3:0u) 830
C] C ] .

TCCATTTCTCCAGGCATTCCA 3 ACAGCTGGCTGTCTCAGTATTIACCTTCCTTTCCATGCCARAAARTA
CATCCATTTCTCCAGGCATTCCAGCA

D T o L Pt e P D S ISt It IO (PPUPUPEY [PUPpRpeS IUPUPUPIS I P
CCCAASCTGCTACAACATAGCTCTGCTAAAATGGCCAGCAAACACACTCACCGTAGCCCGTGTGCTATCTTIATTAGTCGTCACGT

CCCAATCEGC'IACAACA'IAGCTCTGC'IAAAATGGCCAGCAAACACACTCACEG'IAGCCCGTGTGC'IATCTT'IAT'IAGTCGTCACG'IA
CCCAATCTGCTACAACATAGCTCTGCTAAAATGGCCAGCARACACACTCACCGTAGCCCGTGTGCTATCTTIATTAGTCGTCACGTA'

io00o 1010 1020 1030 1040 1050 1080 1070
CATGGTTCCTATGGTGTTCAGCCTCATCCCCGGCACAAGCTTICGCCCCATTCAACTCCTCGIACACEACGTTCTCTAATGTAAGTACA
CATGGTTCCIATGGTGTTCAGCCTCATCCCCGGCACAAGETTCGCCCCATTCAACTCCTCGIACACAACGTTCTCTAATGTAAGTACA

CATGGTTCCTATGGTGTTCAGCCTCATCCCCGGCACAAGCTTCGCCCCATTCAACTCCTCGTACACAACGTTCTCTAATGTAAGTACA
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Obrézek 11: Srovnani sekvenci gendoA kmenia P1, Gal 130 a Gal 404
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Tabulka 7: Mira similarity cloA genu niznych kmeni C. purpurea

Seq P1 Gal 404 Gal 130

P1 ID 0,977 0,988
Gal 404 0,977 ID 0,976
Gal 130 0,988 0,976 ID

Byly porovnany sekvence gewloA u kmeri P1, Gal 130 a Gal 404. U sledovanych kinse
vyskytlo rékolik bodovych mutaci, deleci a inzerci viz Obraiék U rekterych kmei rodu
Claviceps nebyla detekovana elymoklavin-17-monooxygenasajeprodukt genaloA, takze
tyto kmeny vytvéeji jako koncové produkty agroklavin a elymoklawviikoli kyselinu
paspalovou paipack kyselinu lysergovou (Kim et al, 1983). Rozsahlégliece o velikosti 8
nukleotidi u kmene Gal 404 zigobuje podkud WtSi diverzitu ke zbyvajicim éwma kmerim.
Vyskyt této delece dZe nazn&ovat, Ze se jedna o pseudogen, obz¥lgdk tehdy, kdyZ jde o
deleci bazi, jejichz gt neni nasobkem 3. Mira similarity vSech kihguvedena

v Tabulce 7. Ziskané sekvence byly zpracovany gnamu BioEdit.
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6. Zawr

V této bakaléské praci byla vypracovana literarni reSerSe o fdduiceps s konkrétgjsim
zangtenim na drulClaviceps purpurea, jejich tvorbu namelovych alkalaida nasledné vyuziti
téchto latek hlava ve farmaceutickém pmyslu. Teoretick&ast se rovéZ zabyvala

biosyntézou alkaloil produkovanych zmibvanou houbou.

oo

obsahujicim gedmaW pod promoterem gpdA a byla potvrzena jefitopnnost stejé jako i
Zivotaschopnost transformované houby. V drédwti byl amplifikovan geeloA a naklonovan

do plasmidu, ktery byt pouZit k ziskani sekvenasuge
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7. Seznam pouzitych zkratek

KaAC - octan draselny

X-Gal - 5-bromo-4-chloro-indolyp-D-galaktopyranosid
IPTG - Isopropylp-D-1-thiogalaktopyranosid

PCR — polymerazovietizova reakce

gpdA — glyceraldehydfosfat dehydrogenasarganismuAspergilus Nidulans
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