
 

 

 

 

 

EGYETEMI DOKTORI (PhD) ÉRTEKEZÉS 

 

 

Kozák László 

 

A Claviceps paspali indol-diterpén bioszintézisének 

vizsgálata Agrobacterium tumefaciens segítségével végzett 

transzformáción alapuló génkiütéssel 

 

 

 

 

 

 

 

DEBRECENI EGYETEM 

GYÓGYSZERÉSZETI TUDOMÁNYOK DOKTORI ISKOLA 

Debrecen, 2021 

  



2 
 

 

 

EGYETEMI DOKTORI (PhD) ÉRTEKEZÉS 

 

 

A Claviceps paspali indol-diterpén bioszintézisének 

vizsgálata Agrobacterium tumefaciens segítségével végzett 

transzformáción alapuló génkiütéssel 

Kozák László 

 

Témavezető: Prof. Dr. Pócsi István  

 

 

 

 

 

 

DEBRECENI EGYETEM 

GYÓGYSZERÉSZETI TUDOMÁNYOK DOKTORI ISKOLA 

Debrecen, 2021 



3 
 

 

Tartalom 
 

1. Irodalmi áttekintés .............................................................................................................................. 6 

1.1. A ciklikus indol-diterpének ...................................................................................................... 6 

1.1.1. A ciklikus indol-diterpének jelentősége .......................................................................... 6 

1.1.2. A paszpalin típusú IDT-k bioszintézise gombákban ......................................................... 8 

1.1.3. Az IDT-k kémiai változatosságának bioszintetikus háttere ........................................... 10 

1.1.4. Ciklikus IDT-ket termelő gombafajok ............................................................................ 15 

1.1.5 Az IDT-k gyakorlati jelentősége ............................................................................................ 16 

1.2. A Claviceps paspali ..................................................................................................................... 17 

1.2.1.  A Claviceps paspali jelentősége a mezőgazdaság és ipar területén ................................... 17 

1.2.2. A C. paspali életciklusa és morfológiája ........................................................................ 18 

1.2.3. A C. paspali által termelt IDT-k ...................................................................................... 20 

1.2.4. A C. paspali által termelt IDT-k okozta mezőgazdasági károk ....................................... 20 

1.2.5. A Paspalum kergeség által előidézett klinikai tünetek .................................................. 22 

1.2.6. A C. paspali által termelt IDT-k által okozott közegészségügyi károk ........................... 23 

1.2.7. A C.  paspali felhasználása a gyógyszeriparban ergot alkaloid típusú 

gyógyszerhatóanyagok előállítására ............................................................................................. 24 

1.2.8. Az IDT jelentette kockázatok az ergot alkaloidok fermentációja során ........................ 25 

1.2.9. A C. paspali IDT klaszter in silico analízise ........................................................................... 26 

2. Célkitűzés ....................................................................................................................................... 27 

3. Anyagok és módszerek .................................................................................................................. 29 

3.1. Gombatörzs és fermentációs körülmények ............................................................................... 29 

3.2. Genomi DNS izolálás és PCR reakciók ................................................................................... 30 

3.3. Gibson összeszerelési reakció ............................................................................................... 31 

3.4. E. coli sejtek transzformálása és a transzformáns telepek leoltása plazmid izoláláshoz ...... 32 

3.5. Plazmid izolálás E. coli sejtekből ............................................................................................ 32 

3.6. DNS izolálása TAE gélből........................................................................................................ 33 

3.7. A. tumefaciens sejtek transzformációja ................................................................................ 34 

3.8. Génkiütéshez használt plazmid konstrukciók összeszerelése ............................................... 34 

3.9. A C. paspali DSM 833 ATMT transzformációja ...................................................................... 38 

3.9.1. A higromicin B minimális gátló koncentrációjának (MIC) megállapítása a C.    paspali DSM 

833 törzsre ..................................................................................................................................... 38 

3.9.2. A C. paspali DSM 833 növesztése és előkészítése transzformációhoz ................................ 38 

3.9.3. Az A. tumefaciens növesztése és előkészítése a transzformációhoz ............................ 39 



4 
 

3.9.4. Az ATMT kivitelezése ..................................................................................................... 40 

3.9.5. A transzformánsok újra izolálása ................................................................................... 40 

3.10. Folyadékkromatográfiával kapcsolt tandem   tömegspektrometria (LC-MS/MS) 

alkalmazása ....................................................................................................................................... 42 

3.11. Ergot alkaloidok HPLC vizsgálata ....................................................................................... 42 

4. Eredmények ................................................................................................................................... 43 

4.1. A C. paspali A. tumefaciens-segítette transzformációja ............................................................. 43 

4.1.1. A higromicin B mimimális gátló koncentrációjának megállapítása a C. paspali DSM 833 

törzsre 43 

4.1.2. Az ATMT optimalizálása ................................................................................................ 44 

4.1.3. Az ATMT megvalósítása cellulóz acetát membránon .................................................... 46 

4.1.4. A transzformánsok stabilitásának vizsgálata szelekciós agaron történő újraizolálással 47 

4.2. Az idtCBGF lókusz kiütése ATMT transzformációval ............................................................. 48 

4.3. A C. paspali idtP és idtF génjeinek kiütése ATMT módszerrel ............................................... 50 

4.4. Az IDT-k LC-MS analízise a vad típusú és a gén-kiütött C. paspali DSM 833 törzsekben ...... 52 

4.5. A vad típusú és a ∆idtCBGF C. paspali törzsek ergot alkaloid termelésének vizsgálata ........ 55 

5. Az eredmények kiértékelése ......................................................................................................... 58 

5.1. A C. paspali DSM 833 által axenikus körülmények között termelt IDT-k .............................. 58 

5.2. Stabil, homokarion C. paspali transzformánsok előállítása ATMT módszerrel ..................... 61 

5.3. A C. paspali DSM833 idtCGBF lókuszának inaktiválása ATMT módszerrel ........................... 64 

5.4. Az idtP és idtF gének funkciójának kísérletes bizonyítása ..................................................... 65 

5.5. A C. paspali paszpalitrem bioszintézis-útjának modellezése ................................................ 67 

6. Összefoglalás ................................................................................................................................. 70 

7. Summary............................................................................................................................................ 72 

8. Kiegészítő táblázatok ......................................................................................................................... 73 

9. Irodalomjegyzék ................................................................................................................................ 88 

10. Tárgyszavak-Keywords .................................................................................................................... 96 

11. Köszönetnyilvánítás ......................................................................................................................... 97 

12. Függelék........................................................................................................................................... 98 

 

 

 

 

 

 



5 
 

 

Fontosabb rövidítések 

 

AS Acetosziringon 

ATMT Agrobacterium tumefaciens mediált transzformáció 

GGI 3-geranilgeranil indol 

GGPP Geranilgeranil-difoszfát 

IDT  Indol-diterpén 

IdtB Indol diterpén cikláz  

IdtC Prenil transzferáz  

IdtF Prenil transzferáz  

IdtG GGPP szintáz  

IdtM FAD-függő monooxigenáz  

IdtP P450 monooxigenáz  

IdtQ P450 monooxigenáz  

IM Indukciós tápoldat (Induction medium) 

LB agar Luria-Bertani agar 

LB tápfolyadék Luria-Bertani tápfolyadék (Luria-Bertani broth) 

MIC Minimális gátló koncentráció (Minimal inhibitory 

concentration)  

PDA Burgonya dextróz agar táptalaj (Potato dextrose agar)

  

PDB Burgonya dextróz tápfolyadék (Potato dextrose broth) 

PEG Polietilén-glikol 

SOC Regeneráló tápoldat (Super optimal broth with catabolic 

repression)  

 

 

 

 
 



6 
 

1. Irodalmi áttekintés 
 

1.1. A ciklikus indol-diterpének 
 

1.1.1. A ciklikus indol-diterpének jelentősége  

 

Az indol-diterpének (IDT-k) kis molekulatömegű másodlagos anyagcseretermékek, amelyeket 

eddigi ismereteink szerint az Aspergillus, Penicillium, Eupenicillium, Claviceps, Epichloë, 

Escovopsis, Neotyphodium, Periglandula és Tolypocladium nemzetségbe tartozó 

gombafajoktermelnek (Saikia és mtsai. 2008; Schardl és mtsai. 2013; Dhodary és mtsai 2018; 

1. kiegészítő táblázat). Az IDT-k hírhedt mikotoxinok, amelyek neurotoxikus és remegéses 

tűneteket váltanak ki az azokat elfogyasztó rovarokon és emlősökön. Az IDT-k ezen biológiai 

aktivitása legalább részben annak tulajdonítható, hogy gátló hatást fejtenek ki az idegrendszer 

kálium csatornáira (Dowd és mtsai. 1988; Uhlig és mtsai. 2009; Imlach és mtsai. 2011). 

Evolúciós szempontból az IDT-k szerepe az, hogy megvédjék az őket termelő gomba áttelelő 

struktúráját, valamint a gomba gazdanövényét a rovar kártevőkkel, valamint a legelésző 

állatokkal szemben (Panaccione és mtsai. 2006; di Menna és mtsai. 2012; Thom és mtsai. 2014). 

Az IDT-k által előidézett, sok esetben tömeges mérgezések komoly gazdasági károkat okoznak 

az állattenyésztési szektorban évről évre (Botha és mtsai. 1996; Cawdell-Smith és mtsai. 2010; 

Philippe 2016). Ugyanakkor, az IDT-k – biológiai aktivitásuknak köszönhetően - a jövőben 

alapját képezhetik a növényvédelem területén hasznosítható, új hatásmechanizmusú 

rovarölőszerek kifejlesztésének (Panaccione és mtsai. 2014; Saikkonen és mtsai. 2016). Az 

IDT-k ezen felül számos változatos biológiai aktivitással rendelkeznek, amik a nem túl távoli 

jövőben alkalmassá tehetik ezeket a vegyületeket arra, hogy a humán és állatgyógyászat 

területein hasznosítható gyógyszerhatóanyagok kiindulási anyagát képezhessék.  

Bioszintézisük során ezek a metabolitok egy geranilgeranil-difoszfát molekulából (GGPP) és 

egy indol csoportból épülnek össze (Laws és Mantle 1989; Byrne és mtsai. 2002). A Penicillium 

paxilli által termelt paxillin volt az első olyan IDT, amelynek a bioszintézisét, illetve annak 

genetikai hátterét részletesen tanulmányozták (Young és mtsai. 2001). A paxillin bioszintézis 

mechanizmusának megismerését követően, számos IDT termelő gombafajt modellként 

alkalmazva részletesen tanulmányozták a nagyobb IDT kémiai alcsoportok szintézisútjait, 

rámutatva ezzel az egyes csoportokok bioszintézisében rejlő hasonlóságokra és 

különbözőségekre (Zhang és mtsai. 2004; Young és mtsai. 2006; Motoyama és mtsai. 2012; 
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Nicholson és mtsai. 2015). Ma már tudjuk, hogy kevés kivétellel valamennyi, eddig leírt gomba 

eredetű IDT bioszintetikus génklaszter tartalmazza azokat a konzervált, korai lépéseket kódoló 

géneket, amelyek a paszpalin, a legegyszerűbb felépítésű ciklikus IDT kialakulásáért felelnek. 

A korai lépéseket kódoló gének mellett minden IDT bioszintetikus génklaszterben fellelhetőek 

azok a sok esetben egyedi gének, melyek enzimtermékei felelnek a paszpalin további 

módosításáért, ezáltal pedig a különböző gombafajok által termelt IDT-kre jellemző nagyfokú 

kémiai diverzitásért (Zhang és mtsai. 2004; Young és mtsai. 2005; Young és mtsai. 2006; 

Nicholson és mtsai. 2009). Az IDT-k kémiai változatosságához nagyban hozzájárul az is, hogy 

a bioszintetikus enzimek jelentős része több funkciót is ellát és gyakran mutat széles szubsztrát 

specifitást; míg sokszor a korai lépéseket katalizáló enzimek is különböznek precíz funkcióikat 

tekintve. Az IDT-k bioszintéziséért felelős enzimek mindezen tulajdonságai azt eredményezik, 

hogy az IDT-k nem csak kémiailag, hanem biológiai aktivitás szempontjából is kivételesen 

sokszínű csoportot alkotnak a gombák által termelt másodlagos anyagcseretermékek között.  

Az IDT-k bioszintézisének genetikai szintű szabályzásáról jelenleg még elég korlátozott a 

tudásunk. Tudjuk, hogy Aspergillus flavus-ban az aflatrem termelődésének és a szklerócium 

kifejlődésének folyamata közös szabályzás alatt áll (Ehrlich és Mack 2014).  Azt is tudjuk, hogy 

a Penicillium crustosum esetében a penitremek termelődését számos környezeti faktor 

befolyásolja, például a hőmérséklet, a fény, a szén- és nitrogénforrások minősége és 

mennyisége (Kalinina és mtsai. 2017). Mindazonáltal az IDT-k bioszintézisének, valamint a 

bioszintézis szabályozásának mélyebb megértése kritikus lehet ahhoz, hogy hatékonyan 

csökkenteni tudjuk azokat a károkat és kockázatokat, amiket ezen mikotoxinok okoznak a 

mezőgazdaság és élelmiszeripar területén (Uhlig és mtsai. 2009; Moyano és mtsai. 2010; Lee 

és mtsai. 2017). Ezen felül további tanulmányokra lenne szükség annak érdekében is, hogy meg 

tudjuk becsülni azokat a valós kockázatokat, amit az IDT-k jelentenek azokra az emberekre 

nézve, akik adott esetben ilyen mikotoxinokkal szennyezett mezőgazdasági termékeket 

fogyasztanak (Moldes-Anaya és mtsai. 2012; Eriksen és mtsai. 2013). Különösen hiányos a 

tudásunk abban a tekintetben, hogy a különböző kémiai szerkezetű IDT-k együttes 

előfordulása, valamint az IDT-k és más mikotoxinok együttes előfordulása milyen, esetleg 

szinergista hatást képes előidézni (EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain 

(CONTAM) 2012).  

Az IDT-k bioszintézisének, evolúciójának, valamint termelődésük szabályozásának 

mélyebb megértése lehetőséget nyújt számunkra ahhoz, hogy kontrolláljuk, vagy adott esetben 

akár elimináljuk ezeket a mikotoxinokat az ipari fermentációs folyamatokban is. Ugyanakkor 

számos IDT - mint például a penitrem A - a toxikus hatás mellett olyan biológiai aktivitást is 
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mutat, amelynek köszönhetően ezek a vegyületek a jövőben akár kiindulóanyagként is szerepet 

játszhatnak új típusú gyógyszerhatóanyagok szintézisére, többek között a rákgyógyászat 

területén is (Sallam és mtsai. 2013a; Sallam és mtsai. 2013b; Goda és mtsai. 2018). Így annak 

érdekében, hogy ezeket a vegyületeket képesek legyünk gazdaságosan előállítani, a jövőben az 

IDT termelő gombák termelőképességének fokozására lehet szükség célzott genetikai úton 

megvalósuló törzsfejlesztés, illetve a fermentációs folyamatok optimalizálása által (Motoyama 

és mtsai. 2012; Kalinina és mtsai. 2017). A közelmúltban számos olyan közlemény is 

megjelent, ahol különböző, esetenként igen bonyolult kémiai szerkezetű IDT molekulák 

heterológ gazdasejtben történő sikeres előállításáról számoltak be. Az ilyen esetek nagy 

részében az IDT bioszintetikus gének expresszáltatására és az adott IDT termelésére 

alkalmazott organizmus az élelmiszeripari folyamatokban is széles körben használt Aspergillus 

oryzae volt, de a szintén széles körben alkalmazott pékélesztö (Saccharomyces cerevisiase) is 

alkalmasnak mutatkozott különböző kémiai szerkezetű IDT-k előállítására (Tagami és mtsai. 

2014; Liu és mtsai. 2015; Tang és mtsai. 2015; Oikawa és mtsai. 2016; Liu és mtsai. 2016).  

 

1.1.2. A paszpalin típusú IDT-k bioszintézise gombákban 

 

A paszpalin a legegyszerűbb felépítésű ciklikus IDT. A paszpalin vázát alkotó hexaciklikus 

gyűrű egy tetraciklikus diterpén váz és egy indol csoport fúziójából jön létre (1. ábra).  A 

molekula váza tovább módosulhat különböző prenilációs, oxidációs, redukciós, halogenizációs 

és ciklizációs reakciók által (Saikia és mtsai. 2007; Tagami és mtsai. 2013; Liu és mtsai. 2016). 

Az adott molekula izolálásának körülményeit és a kémiai szerkezetet figyelembe véve a 

ciklikus IDT-k többféle módon csoportosíthatók. Parker és Scott egy 2005-ös munkájukban egy 

viszonylag önkényes csoportosítás alapján a ciklikus IDT-ket 9 csoportba osztották. Ezek a 

penitremek, jantitremek, lolitremek, aflatremek, terpendolok, sierininek, szulpininek, a paxillin, 

valamint a paszpalin/paszpalinin/paszpalitrem csoport (Parker és Scott 2005). Sings és Singh 

az IDT-ket kémiai szerkezetük alapján 6 csoportba sorolja, úgymint a paszpalének, 

aflatremánok, penitremánok, jantitremánok, lolitremánok valamint nodulisporánok (Sings és 

Singh 2003). Mivel a nodulisporánok esetében az F gyűrű hiányzik, ezek a molekulák nem 

tartoznak a ciklikus IDT-k közé.  

A legegyszerűbb kémiai felépítésű ciklikus IDT, a paszpalin ciklikus diterpén csoportja egy 

GGPP molekulából származik, míg a GGPP egy farnezil-difoszfátból képződik a GGPP szintáz 

enzim által katalizált reakcióban. Ezt az enzimet P. paxilli esetébe a paxillin génklaszter paxG 
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génje kódolja (1. ábra) (Tagami és mtsai. 2013). A paxG inaktiválása P. paxilli-ben valamennyi, 

a vad típusú törzsre jellemző IDT termelésének teljes megszűnését eredményezi (Young és 

mtsai. 2001; Saikia és Scott 2009). A paxG gén ortológjai valamennyi, a mai napig 

tanulmányozott IDT génklaszterben megtalálhatóak, kivéve a Tolypocladium album terpendol 

K génklaszterét, ahol feltételezhetőleg ezt a funkciót egy, a primer anyagcseréből származó 

GGPP szintáz enzim töltheti be (Motoyama és mtsai. 2012). 

Az IDT-k indol csoportja a legnagyobb valószínűséggel indol-3-glicerin-foszfátból 

származik (1. ábra). Az indol csoport C3 szénatomjának a prenilációja gliceraldehid-3-foszfát 

kilépése közben 3-geranilgeranil indolt (GGI) eredményez, ami az IDT-k jellemző 

köztiterméke. Ezt a reakciót P. paxilli-ban a PaxC preniltranszferáz, illetve más IDT-ket 

termelő gombákban ennek az ortológjai katalizálják. Habár a PaxC preferált szubsztrátja az 

indol-3-glicerin foszfát, in vitro vizsgálatok során azt tapasztalták, hogy a rekombinánsan 

előállított és izolált PaxC enzim a triptofánt is képes prenilálni (Tagami és mtsai. 2013). A 

paxillin bioszintézisében a PaxM FAD-függő monooxigenáz (illetve más IDT bioszintetikus 

utakban a PaxM ortológjai) epoxidálja a GGI-t, ami 10(11)-epoxigeranilgeranil indolt 

eredményez. A 10(11)-epoxigeranilgeranil indol ciklizációja emindol SB-t eredményez: ezt a 

reakciót a PaxB IDT cikláz enzim (valamint ennek ortológjai) katalizálja. Végül, egy másik 

epoxidációs-ciklizációs reakciósorozatban – amit hasonló módon a PaxM-PaxB enzimpáros, 

illetve hasonló bioszintetikus utakban ezek ortológjai katalizálnak – létrejön az IDT váz F 

gyűrűje, így vezetve el a paszpalin keletkezéséhez (Tagami és mtsai. 2013; Van de Bittner és 

mtsai. 2018).  
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1. ábra A paszpalin bioszintézise P. paxilli törzsben. 

 

1.1.3. Az IDT-k kémiai változatosságának bioszintetikus háttere 

 

A paszpalin szintézisét követően az IDT-k bioszintézise komoly változatosságot mutat a 

különböző gombafajokban. A paszpalin vázának további módosítása az IDT-k családjának 

bámulatos kémiai változatosságához vezet oxidációs, redukciós, prenilációs, ciklizációs, 

acetilációs és halogenizációs reakciók eredményeképpen (2. ábra).  
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2. ábra A három fő paszpalinból származtatott IDT család bioszintézise. Az ábra a bioszintézis fő elágazási 

pontjait, valamint az azokért felelős P450 monooxigenáz enzimeket tünteti fel. További enzimek felelősek a 

bemutatott végtermékek bioszintéziséért, amint azt az alábbi szakaszok összefoglalják. 

 

A bioszintetikus út első elágazása a paszpalin oxidációjának következménye. A terpendol 

típusú IDT-k bioszintézise során a T. album törzsekben a paszpalin C11-es szénatomját a TerQ 

P450 monooxigenáz hidroxilálja, terpendol E-t eredményezve (Motoyama és mtsai. 2012). Ezt 

követően a TerP P450 monooxigenáz eliminálja a diterpén váz C12 metil csoportját, egy 

C11(12) epoxi csoportot alakítva ki a 13-dezoxiterpendol I köztitermékben (Motoyama és 

mtsai. 2012). A C11(12) epoxi csoport szintén megfigyelhető a Neotyphodium lolii által termelt 

lolitrem B esetében is, amiből arra következtethetünk, hogy az LtmQ P450 monooxigenáz 

enzim, amely a TerQ ortológja a N. lolii lolitrem B bioszintézise során, szintén képes a C11 

hidroxilációjára (Gallagher és mtsai. 1981; Philippe 2016). Erre utal az is, hogy N. lolii-ból 

sikerült kimutatni egy terpendol E-szerű terméket, a lolicint (Munday-Finch és mtsai. 1998). A 

terpendol bioszintézis következő lépése a C13 hidroxil csoport oxidációja, ami a terpendol I 

kialakulásához vezet. Ez az anyagcseretermék aztán O-prenilálódik a C27 pozícióban. Ezt a 

reakciót a terpendol bioszintézisekor a TerF preniltranszferáz katalizálja, míg ugyanezért a 

lépésért az LtmF enzim felelős a N. lolii és az Epichloë festucae (a N. lolii aszexuálisan 
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szaporodó változata) esetében. A terpendol/lolitrem bioszintézis soron következő oxidatív 

lépéseként egy acetál gyűrű alakul ki a terpendol C köztitermékben. Ezt a folyamatot a TerK 

(terpendol bioszintézis), illetve az LtmK (lolitrem bioszintézis) enzimek katalizálják. A lolitrem 

bioszintézisekor az indol gyűrű C20-as és C21-es diprenilációja, valamint a diprenil csoport 

oxidatív gyűrűzárása révén alakulnak ki a lolitremán típusú IDT-k, amik a penitremek mellett 

a legbonyolultabb szerkezetü tagjai az IDT-k családjának (Young és mtsai. 2006; Saikia és 

mtsai. 2012). 

A paszpalin egy másik oxidációs útja során a P. paxilli PaxP P450 monooxigenáz (valamint 

ennek ortológjai a hasonló oxidációs sémát követő bioszintetikus utakban) katalizálja a 

paszpalin C12 metil csoportjának oxidatív eliminálódását, ami egyúttal egy C10 keton 

kialakulását eredményezi (2. ábra). Az így kialakult anyagcseretermék a 13-dezoxipaxillin, ami 

a β-PC-M6-on köztiterméken keresztül alakul ki a paszpalinból a fentebb vázolt reakció 

eredményeként (McMillan és mtsai. 2003).  

A 13-dezoxipaxillintól a bioszintézis ismét kettéágazik. A P. paxilli PaxQ (illetve annak 

ortológjai) katalizálja a 13-dezoxipaxillin C13 szénatomjának hidroxilálását, paxillint 

eredményezve. A P. paxilli paxillin bioszintézisen felül, amelyben gyakorlatilag a paxillin az 

útvonal végterméke, ugyanez az oxidációs reakcióút figyelhető meg a 

penitrem/jantitrem/szulpinin típusú IDT-k bioszintézise során is (McMillan és mtsai. 2003; 

Nicholson és mtsai. 2015) (2. ábra). 

A másik lehetséges reakciósorozatban a 13-dezoxipaxillin C13 szénatomját hidroxilálja az 

AtmQ (A. flavus aflatrem B bioszintézis), vagy ennek ortológjai (mint például a C. paspali IdtQ 

enzimje a paszpalitrem bioszintézis során). Ezek az enzimek egyúttal egy acetál gyűrű 

kialakulását is katalizálják a diterpén váz C7 szénatomjának oxidációja révén. A C13 és C7 

oxidáció sorrendje nem teljesen tisztázott, és még az is feltehető, hogy különböző IDT-termelő 

gombákban ez a sorrend eltér egymástól (Nicholson és mtsai. 2009; Kozák és mtsai. 2018). A 

C. paspali által termelt IDT-k analízisekor a paxillin (amely a 13-dezoxipaxillin C13 

hidroxilációjának eredménye) és a paspalicin (a 13-dezoxipaxillin C7 oxidációjának terméke) 

egyaránt kimutathatóak voltak a szkleróciumból készített extraktumban, ami arra utal, hogy az 

IdtQ a 13-dezoxipaxillint egyaránt képes C7, illetve C13 pozícióban oxidálni a paszpalitrem 

bioszintézise során (Uhlig és mtsai. 2014; Kozák és mtsai. 2018). Másfelől viszont az A. flavus 

AtmQ enzimjének in vitro vizsgálata során nem számoltak be paspalicin jelenlétéről a 13-

dezoxipaxillin konverzióját követően, ami arra utal, hogy ez esetben a C13 hidroxiláció 

megelőzi a ciklikus acetál kialakulását (Nicholson és mtsai. 2009). Függetlenül az AtmQ/IdtQ 

P450 monooxigenáz enzimek által katalizált reakciók sorrendjétől, a 13-dezoxipaxillin 
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többlépcsös oxidációjának a végterméke a paszpalinin, ami az aflatremek, paszpalitremek és 

sierininek közös köztiterméke. Összegezve tehát a TerQ/PaxQ/AtmQ, valamint a 

TerP/PaxP/AtmP P450 monooxigenáz enzimek aktivitásában és szubsztrát specifitásában 

fellelhető különbségek meghatározzák az IDT-k F gyűrűjének szerkezetét, ezáltal létrehozva a 

terpendol/lolitrem, penitrem/jantitrem/szulpinin, valamint a paszpalitrem/aflatrem/sierinin IDT 

alcsoportokra jellemző kémiai szerkezeteket. 

Az aflatrem, β-aflatrem, valamint a paszpalitremek a paszpalinin monoprenilált 

származékai (2. ábra). Az aflatrem bioszintézisében az AtmD dimetilallil-transzferáz katalizálja 

a paszpalinin γ-szelektív prenilációját a C20 vagy C21 szénatomon, aflatremet és β-aflatremet 

eredményezve. In vitro enzimatikus vizsgálatok eredményeként azt is közölték, hogy az AtmD 

nem csak a paszpalinint, de a paxillint és a paszpalint is elfogadta szubsztrátként a prenilációs 

reakciókban (Liu és mtsai. 2013), de amíg a paxillin a C20 és C21 pozíciókban prenilálódott, a 

paszpalinin és paszpalin esetében a prenil csoport a C21 és C22 pozíciókban jelent meg. Mint 

ahogy a jelen munka is rámutat, a C. paspali paszpalitrem bioszintézisében az IdtF prenil 

transzferáz a paszpalinin α-szelektív prenilációját katalizálja a C21 vagy C20 pozíciókban, 

paszpalitrem A-t, illetve paszpalitrem C-t eredményezve. Ezt követően a paszpalitrem A prenil 

csoportjának C32 szénatomját hidroxilálja egy mindezidáig ismeretlen enzim paszpalitrem B-t 

eredményezve, ami a paszpalitrem bioszintézis-út végterméke. A Penicillium janthinellum 

sierinin bioszintézise esetében a paszpalinin C21 és C22 szénatomjait a JanD dimetilallil 

transzferáz prenilálja, sierinin K-t hozva létre (Nicholson és mtsai. 2015; Liu és mtsai. 2016). 

Ez köztestermék a következőkben átesik egy két lépéses oxidatív ciklizáción, amit a JanO 

(FAD-függő oxidáz) katalizál. Ez a folyamat alakítja ki a sierinin A köztitermékre jellemző, a 

paszpalinin indol csoportjához fuzionált biciklikus gyűrűs szerkezetet. A sierinin bioszintézis 

utolsó lépéseként a JanJ P450 monooxigenáz hidroxilálja a sierinin A vázát, sierinin D-t hozva 

létre.  

A paxillin típusú vázzal rendelkező IDT-k közül a penitremek kémiai szerkezete a 

legösszetettebb. A Penicillium simplicissimum esetében a penitrem A kialakulásához összesen 

17 enzim működésére van szükség. A már előzőekben leírt módon képzödött paxillin C10 keto 

csoportját a PtmH oxidoreduktáz redukálja, a C10 alkohol csoport kialakulását eredményezve. 

Ezt követi a C20 szénatom α-szelektív prenilációja a PtmD dimetilallil transzferáz enzim által 

katalizált folyamatban.  A prenilált analóg a következő lépésben egy acilációs-eliminációs 

reakciószekvencián megy keresztül, amit a PtmV aciltranszferáz, valamint a PtmI deacetiláz 

enzimek katalizálnak. Az így létrejött 20-prenilpenijantin jellemzője a terminális olefin 

jelenléte. A PtmH, PtmD, valamint a PtmVI enzimek által katalizált reakciók sorrendje némileg 
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flexibilisnek tűnik (Oikawa és mtsai. 2016). A jantitremán típusú IDT-k bioszintézise hasonló 

logikát követ, azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben a JanD - JanO dipreniltranszferáz - 

oxidatív cikláz enzimpár felelős annak a biciklikus gyűrűrendszernek a kialakításáért, ami a 

paxillin A-gyűrűjéhez kapcsolódik. A janD és janO gének ortológjai a P. paxilli paxillin 

génklaszterben is fellelhetőek (paxD és paxO). Enzimatikus tanulmányok azt mutatják, hogy a 

prenildonor jelenlétében a PaxD képes a paxillin indol csoportjának diprenilációját katalizálni, 

ezáltal 21,22-diprenilpaxillint létrehozva. De mivel a paxD és paxO gének nem, vagy csak igen 

kis mértékben expresszálódnak normál laboratóriumi körülmények között, a P. paxilli IDT 

bioszintézisének végterméke végső soron a paxillin (Liu és mtsai. 2016). Hasonlóképen, a 

szulpinin típusú IDT-k bioszintézise a PtmH-PtmD-PtmVI enzimekkel (penitrem bioszintézis) 

megegyező reakció-sorrendet követhet, azzal a dimetilallil transzferázzal kiegészítve, ami az A 

gyűrű C22 szénatomjának γ-szelektív prenilációját katalizálja.  

A penitremek bioszintézisekor a PtmO P450 monooxigenáz γ-hidroxilálja a prenil 

oldalláncot, ami lehetővé teszi a dimetilallil-difoszfáttal való fúziót a PtmE dimetillalil 

transzferáz által katalizált kationos ciklizációban. A következő enzimatikus lépésekben a PtmK 

P450 monooxigenáz által katalizált oxidatív gyűrű-expanzió egy biciklo[4,2,0] rendszer 

kialakulását eredményezi, majd a PtmU P450 monooxigenáz által katalizált lépésben alakul ki 

a 8 tagú oxokán ciklikus éter, ami a C17 szénatomhoz kapcsolódik. A penitrem A mint 

végtermék kialakulásához szükséges további lépésekben a PtmL enzim katalizálja a C11(12) 

epoxid szintézisét, a C22 szénatom halogénezödik, végül a biciklooktánt a PtmJ P450 

monooxigenáz enzim hidroxilálja (Liu és mtsai. 2015).  

Fontos megjegyezni, hogy számos, fentebb megemlített enzim szubsztrát- és termék specifitása 

meglehetösen flexibilis, aminek következtén az egyes biokémiai lépések sorrendje változhat, 

ami végső soron ahhoz vezet, hogy a bioszintézis-út föbb köztitermékein felül sokszor számos 

egyéb analóg jelenléte is megfigyelhető az IDT-termelő gombafajokban (Uhlig és mtsai. 2014; 

Saikia és mtsai. 2012). Az enzimkészletek ezen plaszticitásának következtében az egyes 

gombafajok által termelt IDT-k sok esetben nem egy, hanem több kémiai csoportba tartoznak. 

Ezért ezeknek a másodlagos anyagcsere-termékeknek a kémiai besorolása nehéz, és sok esetben 

önkényesen történt meg annak alapján, hogy az adott szerző melyik szerkezeti elemet, vagy 

éppen biokémiai lépést tartotta a legmeghatározóbbnak az adott IDT kémiai osztályozása során. 

Például, a szakirodalomban a jantitremánok családjába sorolják mind a jantitremeket, mind 

pedig a sierinineket, azzal a megkülönböztetéssel, hogy amíg a jantitrem típusú molekulák 

paxillinből, addig a sierinin típusúak paszpalininből vezethetők le (Kozák és mtsai. 2019). 
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1.1.4. Ciklikus IDT-ket termelő gombafajok 

 

A mai napig több mint 50 olyan gombafajt azonosítottak, amelyek valamilyen ciklikus IDT 

molekula előállítására képesek (1. kiegészítő táblázat). Az IDT-termelő gombák túlnyomó 

többsége az aszkuszos gombák Pezizomycotina altörzsének Eurotiomycetes (Aspergillus, 

Penicillium, Emericella és Eupenicillium fajok, amik az Eurotiales rend Aspergillaceae és 

Trichocomaceae családjainak tagjai) és Sordariomycetes (Claviceps, Epichloë, Escovopsis, 

Neotyphodium, Periglandula és Tolypocladium fajok, amik Hypocreales rend Clavicipitaceae, 

Hypocreaceae és Ophiocordycipitaceae családjainak tagjai) osztályaiba sorolhatók bele.  

Az Eurotiales renden belül (Eurotiomycetes osztály) legalább 24 Penicillium és 

Eupenicillium fajról bizonyították már be, hogy valamilyen ciklikus IDT-t termel (1. kiegészítő 

táblázat). Az ezeknél a fajoknál leggyakrabban megfigyelt IDT a penitrem A. Ahogy az a 

későbbiekben bemutatásra kerül, a penitrem A fontos mikotoxin, ami gyakran szennyez állati 

takarmányokat, illetve élelmiszeripari termékeket. A szintén ebbe a csoportba tartozó P. paxilli 

az IDT bioszintézis tanulmányozásának egyik legfontosabb modell organizmusa. A Penicillium 

camamberti-ből - amit gyakran használnak indító kultúraként sajtok érlelési folyamataiban - 

számos bioaktív paxillin analógot izoláltak.  

A több mint 10 Aspergillus és Emericella faj közül, amik bizonyítottan termelnek 

valamilyen ciklikus IDT-t, az A. flavus – amely egyébként az aflatoxin termeléséről hírhedt – 

az aflatrem A mellett még legalább két további aflatremán típusú IDT-t termel. Az aflatrem A, 

valamint az egyszerűbb kémiai felépítésű paszpalin szintén kimutathatóak voltak az Aspergillus 

minisclerotigenes és Aspergillus parvisclerotigenus fermentleveiből. Nem elhanyagolható az 

sem, hogy a koji fermentációjára és más egyéb távol-keleti élelmiszeripari termék előállítására 

használatos A. oryzae fermentlevéből 13-dezoxipaxillint mutattak ki, ami az aflatrem 

bioszintézis ismert köztiterméke. Néhány egyéb Aspergillus faj, mind például az Aspergillus 

desertorum, Aspergillus foveolatus és Aspergillus striatus szintén termelnek paxillint, míg az 

Aspergillus alliaceus bizonyítottan előállít két paxillin-szerű IDT-t axenikus tenyészetben.  

A Hypocreales renden belül (Sordariomycetes osztály) legalább 13 faj termel paszpalinból 

származtatott IDT-t (1. kiegészítő táblázat). A Clavicipitaceae családba tartozó C. paspali és 

Claviceps cynodontis a paszpalitrem típusú IDT-k termeléséről ismertek, míg a hírhedt ergot 

alkaloid termelő Claviceps purpurea csupán kevésbé komplex, prenilálatlan IDT-ket, mint 

például paszpalint képes előállítani.  
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Amíg az Epichloë gansuensis esetében a paxillin a legösszetettebb ez idáig kimutatott IDT, 

a N. lolii és az E. festucae által termelt IDT-k a sokkal bonyolultabb kémiai szerkezetű 

terpendolok és lolitremek csoportjába tartoznak. A Periglandula ipomoeae, a kerti hajnalka 

(Ipomoea purpurea) szimbiontája, szintén termel C11(12) epoxid csoportot hordozó IDT-ket, 

mint például terpendol C-t, terpendol K-t és terpendol E-t (Schardl és mtsai. 2013; Lee és mtsai. 

2017; Gardner és mtsai. 2018). 

Két további, a Hypocreaceae családba tartozó gombafaj bizonyítottan termel paszpalinból 

származó IDT-ket. A T. album (Ophiocordycipitaceae család) a terpendol bioszintézis 

tanulmányozásának modell organizmusa, míg az Escovopsis weberi (Hypocreaceae) számos 

sierinin analógot termel.  

 

1.1.5 Az IDT-k gyakorlati jelentősége 

 

Számos IDT komponens rendelkezik olyan ígéretes bioaktivitással, ami a jövőben alapját 

képezheti különböző gyógyszer alapanyagok kifejlesztésének. A T. album által termelt 

terpendol E-t, valamint a tependol bioszintézis egyik mellékterméke, a 11-ketopaszpalin, képes 

a daganatos sejtek osztódását az M fázisban feltartózttni, a humán kinezin Eg5 specifikus 

gátlása révén (Nakazawa és mtsai. 2003).  Ezek a komponensek képesek olyan sejtvonalak M 

fázisát is feltartóztani, amelyek rezisztenciát mutatnak már ismert Eg5 inhibitorokra, mint 

például az S-tritil-L-ciszteinre (Tarui és mtsai. 2014).  

 In vitro tanulmányokban számos penitrem analóg mutatott antiproliferatív és 

antiinvazív hatást humán tüdő daganatos sejtvonalakkal szemben, ami annak tulajdonítható, 

hogy indukálják a p27 proteint, aminek a feladata a sejtciklus feltartóztatása a G1 fázisban 

(Goda és mtsai. 2018). Érdekes módon, a jóval egyszerűbb szerkezetű IDT-k, az emindol-SB 

és paszpalin is figyelemre méltó antiproliferatív aktivitást mutattak in vitro tanulmányokban 

(Sallam és mtsai. 2013). A penitremeknek ezen tulajdonsága legalább részben annak 

tulajdonítható, hogy specifikusan gátolják a Wnt/β-katenin útvonalat (Sallam és mtsai. 2013). 

A penitremek toxikus hatása csökkenthető a molekula alapvázának kémiai módosítása révén 

anélkül, hogy az ígéretes bioaktivitásuk csökenne (Sallam és mtsai. 2013).  

A daganat terápiák során hasznosítható tulajdonságokon felül számos IDT rendelkezik egyéb, 

a hasznosítható tulajdonsággal. A sierinin D és E képesek gátolni a Candida albicans biofilm 

képzését (You és mtsai. 2013). A biofilm képzése egy komoly akadályt jelent a szisztematikus 
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Candida fertőzések leküzdésében, mert meggátolják az antifungális szereket abban, hogy 

eljussanak az egyedi gomba sejtekig (Douglass 2003). Az amfotericin B mellett alkalmazott 

sierinin D látványosan növelte az antibiotikum hatásosságát klinikai Candida izolátumokkal 

szemben.  

 Az antifungális hatáson felül bizonyos IDT-k antivirális hatással rendelkeznek. A P. 

camamberti tenyészetéből izolált paszpalin analógok hatásos antivirális aktivitást mutattak az 

influenza vírus H1N1-el szemben (Fan és mtsai 2013).  

  

 

1.2. A Claviceps paspali 
 

1.2.1.  A Claviceps paspali jelentősége a mezőgazdaság és ipar területén 

 

A C. paspali egy növényi parazita Ascomycota gomba, amely Paspalum fűféléket fertőz (Cole 

és mtsai. 1977). Elsődleges gazdanövénye a Paspalum dilatatum, de éghajlattól függően 

gyakran fertőz egyéb Paspalum fajokat is, mint például a Paspalum distichum-ot, Paspalum 

notatum-ot, Paspalum vaginatum-ot, Paspalum scrobitulatum-ot és Paspalum urville-it 

(Aaronson, 1988). A C. paspali a gazdanövénnyel kialakított együttélés során, meghatározott 

életciklus-szakaszban szkleróciumot képez (Brown, 1916), amely a legelésző állatokkal és 

rovarokkal szembeni védekezési stratégia részeként hatásos rovar- és emlős toxinokat 

tartalmaz.  Ezek a toxinok kémiai felépítésük szerint két jól ismert csoportba, az IDT-k, 

valamint az ergot alkaloidok csoportjába tartoznak.  

Habár az ergot alkaloidok hírhedt mikotoxinok, amelyek a történelemben gyakran voltak 

felelősek nem csupán a legelésző állatok, de az emberek tömeges mérgezéséért is (van Dongen 

és mtsai, 1995), a C. paspali által okozott mérgezésekért nem ez a vegyületcsoport tehető 

felelőssé. Ennek oka az, hogy a C. paspali által termelt ergotamid típusú ergot alkaloidok 

toxicitása sokkal kisebb, mint azoknak az ergopeptideknek, amelyeket jellemzően a rozst 

fertőző, és a középkori ergotizmusok kialakulásáért felelős C. purpurea termel. Ugyanakkor a 

C. paspali azon tulajdonsága miatt, hogy nem csupán parazita kultúrában, de fermentációs 

körülmények között is képes nagy mennyiségben ergot alkaloidokat bioszintetizálni (Socic és 

mtsai, 1986; Acramone és mtsai, 1960), a gyógyszeripar számára kiemelkedőn fontos 
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mikroorganizmussá vált, és számos vállalatnál alkalmazzák, jellemzően évente több tíz tonna 

ergot alkaloid előállítására.  

A C. paspali szkleróciumában fellelhető toxinok másik csoportja az IDT-k családjába 

tartozik. Ahogy az a korábbi fejezetekben olvasható, az IDT-k hatásos emlős és rovar toxinok, 

amelyek a legelésző állatok mérgezése következtében évről évre súlyos károkat okoznak a 

mezőgazdasági szektorban (Kozák és mtsai, 2019). Az IDT-termelő gombafajok közül talán az 

egyik legnagyobb károkozó a N. lolii mellett a C. paspali, hiszen a gomba gazdanövénye, a P. 

dilatatum a déli féltekén széles körben elterjedt takarmánynövény, amit elsősorban lovak, 

birkák és szarvasmarhák takarmányozására használnak (Oberti és mtsai, 2020).  

A C. paspali által előállított IDT-k a paszpalitremek csoportjába sorolható monoprenilált 

paszpalinin származékok. Ezen felül a szkleróciumban számos paszpalin típusú, prenilálatlan 

IDT-t is kimutattak már, amik minden bizonnyal a paszpalitrem bioszintézis közti- és 

melléktermékei (Uhlig és mtsai, 2014).  

A C. paspali tehát az általa előállított másodlagos anyagcseretermékek miatt igen fontos, 

ugyanakkor kétarcú mikroorganizmus. Míg a fermentációs gyógyszeriparban előszeretettel 

alkalmazzák ergot alkaloidok gazdaságos előállítására, addig a mezőgazdaság területén a C. 

paspali egy rettegett gomba, ami a takarmánynövények fertőzése, valamint a paszpalitrem-

típusú IDT mikotoxinok termelése miatt sokszor a haszonállatok tömeges mérgezését okozza.  

 

1.2.2. A C. paspali életciklusa és morfológiája 

 

A C. paspali szkleróciuma a nyári-őszi időszakban fejlődik ki, és ősszel hullik le a növényről: 

abban az időszakban, amikor a fű a kalászát hullajtja. A földre hullott szklerócium változatlan 

állapotban egész télen a földön marad, és május környékén, jellemzően egy-két esős napot 

követően kezd el kicsírázni. Az érett szklerócium alakja gömbszerű, átmérője 2-4 mm, felszíne 

érdes, és sárgás-szürke színű. A belseje homogén, és nagyobb mennyiségű olajat tartalmaz.  

A csírázó szklerócium 1-3 sztrómát képez, aminek a szára fehér és vékony, a fejük átmérője 

körülbelül 1 mm. A fej felülete érdes, színe fehér, később világos sárgára majd végül barnára 

vált. A sztróma fejnek a vertikális része számos lombik alakú peritéciumot mutat, amik be 

vannak ágyazódva a fej külső részébe. Valamennyi peritécium számos vékony, hengeres alakú 

aszkuszt tartalmaz, amelyek hossza 150-170 µm. Az aszkuszok külső végén egy gyűszűszerű 

csomó található. Az aszkusz fala rendkívül vékony (Brown, 1916). 
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Az aszkospórák fonalszerűek, áttetszőek, körülbelül 1 µm szélesek és 70-100 µm 

hosszúságúak. Egy aszkuszban 7-8 spóra található. Miután az aszkusz kiszabadult a 

peritéciumból, darabokra esik szét, és ezáltal szabadulnak ki a spórák. Ha a levegő páratartalma 

megnövekszik, a spórák a sztróma külső részére kerülnek, amik így könnyen rátapadnak a 

rovarokra, amikor azok a sztrómához dörzsölődnek. Ha a talaj száraz, a sztróma is könnyen 

kiszárad, de amennyiben a nedvességtartalom megnövekedik, a sztróma újra „felvirágzik”, és 

újra spórákat áraszt magából. Ha ebben az állapotban a sztrómát hozzádörzsöljük a P. dilatatum 

bibéjéhez és a kalászához, körülbelül hét napon belül megjelennek a növényen a fertőzés 

tünetei. Természetes körülmények között viszont az ergot fertőzés első jelei csak a szklerócium 

csírázásától számított 20-30 napon belül jelennek meg, jellemzően pár nappal egy kiadós eső 

után (Brown 1916). 

Természetes körülmények között az első fertőzések kialakulása kétségkívül rovarok 

közreműködésével történik meg. Miközben a rovarok végig rohannak a talajon, 

hozzádörzsölődnek a sztrómához, aminek a felületén ott vannak a spórák. Amikor a rovar 

felmászik vagy felrepül a növény virágára, a testén lévő spórák rákerülnek a kalászra és bibére, 

ami így infekciót eredményez. A fertőzések ilyen típusa ugyanakkor meglehetősen ritka, amit 

az is mutat, hogy a szklerócium csírázását követően több hét is eltelhet, amíg az első ergottal 

kolonizált P. dilatatum növények megjelennek a fertőzött területen (Brown 1916). 

A C. paspali a P. dilatatum virágának a bibéjét támadja meg először, és néhány nap alatt 

szinte teljesen lerombolja az ováriumot, aminek a helyét masszív gombafonal tömeg foglalja 

el. A hifák egy része idővel kimagaslik, és konídiumot képez. Ezek a spórák áttetszőek, 

körülbelül 5 µm szélesek és 15 µm hosszúak. A gomba ebben a fázisban kezdi el termelni az 

úgynevezett mézharmatot, egy édes, ragadós folyadékot, amibe beleragadnak a spórák. A 

mézharmat számos rovarfajt odacsalogat, melyekre az a benne lévő spórákkal együtt rájuk 

ragad, és továbbszállítódik más növényekre, így előidézve a fertőzés második ciklusát.  

Amennyiben az időjárási viszonyok kedvezőek a fertőzés számára, a masszív gombatömeg 

tovább növekszik, és a kalászka pelyváját szétfeszíti. Az így kialakult gombatömeget nevezzük 

ergotnak, amelynek az átmérője ilyenkor már eléri az 1-2 mm-t, majd tovább növekedve 

elérheti akár a 4 mm-t is (Brown 1916).  
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1.2.3. A C. paspali által termelt IDT-k 

 

A C. paspali által termelt IDT-k jelenlétét, valamint azok fajtáit a munkánk megkezdéséig 

csupán a szkleróciumban vizsgálták. A szkleróciumban előforduló fő IDT-k a paszpalin, a 

paxillin, a paszpalinin, a paszpalitrem A és a paszpalitrem B. Ezen felül a C. paspali legalább 

még 7 paszpalitrem és 7 paszpalin analógot képes előállítani a P. dilatatummal történő 

együttélése során. Ezek a bioszintetikus melléktermékek elsősorában az indol csoport 

prenilációjának eltérő pozíciójában (C21 a paszpalitrem A és B, C20 a paszpalitrem C, és C22 

egy további analóg esetében), a prenil oldallánc eltérő szerkezetében (2-metilbut-2-én a 

paszpalitrem A esetében, míg 2-metilbut-1,3-dién vagy dienil más bioszintetikus 

melléktermékek esetében), a C10 karbonil redukciójában, a C11 és C12 közötti kötés 

telítettségében, valamint ezeknek a módosításoknak a kombinációjában különböznek (Uhlig és 

mtsai, 2014).  

 

1.2.4. A C. paspali által termelt IDT-k okozta mezőgazdasági károk 

 

A déli félteke számos országában a P. dilatatum széles körben termesztett, igen elterjedt 

haszonnövény, melyet többek között szarvasmarhák, birkák, valamint lovak takarmányozására 

alkalmaznak. Ennek a fűfélének egyfelől kiemelkedő a szárazságtűrése, másrészt pedig jó 

kiindulási alapként szolgál magas tűrőképességű és nagy hozamú hibrid takarmánynövények 

nemesítésére (Schrauf és Cornaglia 2003; Aguilera és mtsai. 2011). A P. dilatatum egyik 

legnagyobb hátránya a takarmányozásban az, hogy az azt fogyasztó állatok gyakran szenvednek 

mérgezést a növényen előforduló gombatoxinok miatt. Először Brown és Rank mutatott rá 

1915-ben (Brown és Rank 1915), hogy az ilyen típusú mérgezéseknek a kiváltó oka a P. 

dilatatummal szimbiózisban élő gomba, a C. paspali. Habár a C. paspali a legnagyobb károkat 

kétségkívül a P. dilatatumot fertőzve okozza, ez a gomba képes egyéb Paspalum fajokon is 

élősködni, hatékonyan kolonizálva például a Paspalum distichumot, Paspalum notatumot, 

Paspalum vaginatumot, Paspalum scrobitulatumot és Paspalum urvilleit is (Oberti és mtsai. 

2020; Aranson 1988).  

A C. paspali által okozott toxikózis elsősorban a déli féltekén, mint Ausztráliában, Új 

Zélandon, Dél-Afrikában, és Dél-Amerikában okoz problémát, de számos esetleírás származik 

más területekről is, mint például Spanyolországból, Portugáliából vagy az Egyesült Államokból 
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(Franklin és mtsai. 2013; Finnie és mtsai. 2011; Moyano és mtsai. 2010). A betegség elsősorban 

a megművelt legelőkön fordul elő, jellemzően a legelő „alapítását” követő harmadik-negyedik 

évben, amikor a P. dilatatum már nagyobb arányban fordul elő a földeken. Természetes 

legelőkön elsősorban nagy termékenységű talajon, mint például mocsaras, vagy intenzíven 

öntözött területen fordul elő nagy mennyiségben C. paspalival fertőzött P. dilatatum.  

A legelésző állatok nagyobb mennyiségű szkleróciumot fogyasztanak a fertőzött legelők 

kaszálása után, amikor nagy mennyiségű szklerócium hullik a földre, ahonnan az állatok 

megeszik azt. A vályúban összegyűlt nagy mennyiségű szklerócium sokszor akár letális 

mennyiségű méreganyagnak teszi ki az állatokat. Egyes ilyen esetekben a szklerócium 

fogyasztásából eredő morbiditás akár 30-50% is lehet (Nicholson 1989).  

Habár a C. paspali szklerócium tartalmaz ergot alkaloid típusú metabolitokat is, a 

mérgezésért minden esetben a gomba által termelt paszpalitrem típusú IDT-k, elsősorban a 

paszpalitrem A, B és C felelnek (Mantle és mtsa. 1978). A C. paspali szklerócium elfogyasztása 

által előidézet tünetegyüttest a szakirodalom Paspalum kergeség néven illeti. A Paspalum 

kergeség legjellemzőbb tünetei a fej, a nyak, valamint a végtagok remegése, ami enyhébb 

esetekben csak akkor észlelhető, ha az állatokat mozgásra kényszerítik, vagy valamilyen más 

módon stresszelik őket. Habár a Paspalum kergeség kialakulása elsősorban a szklerócium 

lelegeléséhez kötött, a gomba által termelt mézharmat fogyasztása is előidézheti a remegéses 

tünetegyüttes kialakulását (Mantle és mtsa. 1978).  

Az állatok által elfogyasztott toxin mennyisége az esetek túlnyomó többségében 

önmagában nem halálos. Az állatok elhullásához általában a koordinálatlan mozgásból eredő 

balesetek vezetnek. Az egyik jellemző eset az, amikor az állatok az ivás közben előre buknak, 

és vízbe fulladnak. A mérgezett állatok elhullását továbbá az is előidézheti, hogy a hosszabb 

ideig fennálló merevgörcsös rohamok kihatással vannak a légzésre, ami végső soron az állatok 

fulladásához vezet (Mantle és mtsa. 1978). A mérgezett állatok étvágya általában megmarad, 

de ennek ellenére néha súlycsökkenés figyelhető meg. Az intoxikált nőstények által szoptatott 

fiatal állatok nem mutatnak remegéses tüneteket, így kicsi a valószínűsége annak, hogy a 

paszpalitrem típusú toxinok nagyobb mennyiségben fordulnának elő a tejben (Mantle és mtsa. 

1978). 
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1.2.5. A Paspalum kergeség által előidézett klinikai tünetek  

 

A Paspalum kergeség legjellemzőbb tünetei a fej, nyak, valamint a végtagok remegése. További 

jellemző tünetek lehetnek még a különböző fokú hiperérzékenység, merevség, ataxia, valamint 

a koordinálatlan mozgás. A patológiai tünetek közül megemlítendő bizonyos agytörzsi 

magoknak, valamint a gerincvelőnek az idegi degenerációi, valamint a gerincvelő Waller-féle 

degenerációja (Moyano és mtsai. 2010). A nagyobb mennyiségű toxint elfogyasztó állatok 

gyakran a földre rogynak, és az oldalukra fekszenek (Botha és mtsai. 1996). Az esetek 

többségében az itt felsorolt tűnetek néhány nappal azt követően maguktól elmúlnak, hogy az 

állatokat elhajtják a fertőzött legelőről (Konstanze és mtsai. 1994). Mivel a Paspalum kergesség 

tünetei nem specifikusak, a diagnózis általában az állatok által produkált tűnetek, valamint a C. 

paspali szklerócium előfordulása alapján történik.  

A C. paspali által termelt toxinok fogyasztásából eredő klinikai tüneteket Mantle és 

munkatársai (Mantle és mtsai 1978) vizsgálták részletesen. Ezekben a tanulmányokban 

különböző időciklusokban adagoltak bárányoknak eltérő mennyiségű, szkleróciummal vagy 

mézharmattal fertőzött P. dilatatumot. Ebben a tanulmányban az egyszeri, nagydózisú adagolás 

(135 g kézzel válogatott szklerócium két, körülbelül 20 kg-os báránynak) már az első napon 

súlyos remegéses tüneteket okozott, és a mérgezett állatok a tünetek folyamatos romlása mellett 

az adagolástól számított harmadik napon elpusztultak. Amikor ugyanezt a dózist három egyenlő 

részre osztva adták az állatoknak napi ciklusokban, a remegéses tűnetek lassabban jelentek meg, 

és az állatok jellemzően az első adagtól számított hetedig napon kerültek fekvő állapotba. Ennek 

ellenére az álltatok étvágya folyamatosan jó maradt, és a negyedik hét végére már ismételten 

képese voltak lábra állni. A még hosszabb adagolások során a kezdeti tünetek mind később 

jelentek meg az első dózishoz viszonyítva. Ugyanakkor a szkleróciumot nem tartalmazó, de a 

C. paspali által kiváltott mézharmattal fertőzött P. dilatatum egyszeri adagolása (körülbelül 120 

g-nyi, bőséges mézharmatot tartalmazó P. dilatatum virágzat egy körülbelül 27 kg-os 

báránynak) mindössze enyhe fejremegést idézett elő a kísérleti állaton.  

Ugyanebben a kísérletben Mantle és munkatársai rámutattak arra is, hogy a Paspalum 

kergeségre jellemző tünetegyüttesek kialakulásához a C. paspali által termelt ergot-alkaloid 

típusú metabolitok nem járulnak hozzá, és ezekért kizárólag a szklerócium tremorgenikus 

toxinokat tartalmazó frakciója felel (Mantle és mtsai. 1972).   
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1.2.6. A C. paspali által termelt IDT-k által okozott közegészségügyi károk 

 

Viszonylag kevés feljegyzett információ áll rendelkezésre arról, hogy a C. paspali által termelt 

IDT-típusú toxinok mérgezéses eseteket okoztak volna emberekben. Smith említést tesz egy 

remegéses betegségben szenvedő fiúról, akinek az volt a szokása, hogy ergotizált Paspalumot 

rágcsált (Cawdell-Smith és mtsai. 2010). A C. paspali által fertőzött Paspalum scrobiculatum 

szélesebb körökben okozott közegészségügyi gondokat India számos területén. A P. 

scrobiculatumot India melegebb területein termesztik, de természetes körülmények között 

előfordul Punjabtól egészen Szingapúrig, továbbá Afrika, Ázsia, Ausztrália, valamint Új-

Zéland trópusi területein (Caius 1935). India bizonyos tartományaiban a P. scrobiculatumot, 

ami egyfajta köles, alapélelmiszerként használják (Aaronson 1988; Ayyar és Narayanaswamy 

1949; Bor 1960). Alapvetően kétféle típusú P. scrobiculatumot különböztetnek meg. Az egyik 

pakodi vagy másnéven harrick, ami kisebb, és fakó színű. A másik dhone vagy másnéven 

majore ami magasabb és sötétebb színű. Az előbbi típust egészséges, az utóbbi típust pedig 

káros névvel illetik a helyi feljegyzések (Aaronson 1988).  

Az 1946-os nagy Indiai rizshiány alatt a társadalom széles köre egészítette ki a napi 

élelmiszeradagját P. scrobiculatummal (Aaronson 1988). Ebben az időben számos feljegyzés 

született arról, hogy az étkezést követő körülbelül 20 perccel mérgezésre utaló tünetek jelentek 

meg azokon, akik P. scrobiculatomot fogyasztottak. A legjellemzőbb tünetek a remegés, 

szédülés, fokozott izzadás, valamint légzési nehézségek voltak. Jellemzően a tünetek a 

mérgezett köles fogyasztását követő 24 órán belül elmúltak. A mérgezéses tünetek 

megjelenéséért minden bizonnyal a kölessel szimbiózisban élő C. paspali által termelt toxinok 

lehettek felelősek, mivel ismeretes, hogy Indiában a C. paspali a P. scrobiculatumot nagy 

arányban fertőzi (2-5%) (Aaronson 1988). 

Habár a jelentkező tünetek jó része nagyban emlékeztet az LSD által előidézett mérgezéses 

tünetekre, ami arra utal, hogy ezeket a C. paspali által termelt ergot-alkaloid típusú vegyületek 

okozták, a remegéses tünetek megjelenéséért minden bizonnyal a szintén a gomba által 

előállított paszpalitrem típusú mikotoxinok tehetők felelőssé (Kozák és mtsai, 2019).  

Közegészségügyi szempontból szintén fontos kérdés az, hogy a szarvasmarhák által 

elfogyasztott paszpalitrem típusú mikotoxinok milyen mértékben tudnak felhalmozódni a 

tehéntejben. Smith és munkatársai (Cawdel-Smith és mtsai. 2010) említést tesznek róla, hogy 

a Paspalum kergeség tüneteit mutató szoptatós kanca csikója nem mutatott semmilyen, az IDT 

toxinokra jellemző mérgezéses tüneteket. Miyazaki és munkatársai kimutatták, hogy a 
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kémiailag nagyon hasonló szerkezetű, és a paszpalitrem toxinokkal megegyező tüneteket 

kiváltó lolitrem B habár megjelenik a toxinnal fertőzött füvet legelő szarvasmarhák tejében, de 

annak koncentrációja nagymértékben csökken, miután a szarvasmarhákat eltávolították a 

fertőzött legelőkről (Miyazaki és mtsai 2004). Mindezekkel együtt elmondható, hogy csupán 

csekély információnk van arról, hogy a paszpalitrem típusú mikotoxinok milyen mértékben 

akkumulálódnak az ilyen típusú toxinoknak kitett állatok tejében, illetve hús- és zsírszövetében, 

továbbá arról, hogy ez mekkora valós kockázatot jelent a fogyasztókra nézve.  

 

1.2.7. A C.  paspali felhasználása a gyógyszeriparban ergot alkaloid típusú 

gyógyszerhatóanyagok előállítására 

 

A C. paspali egy kétoldalú gombafaj, hiszen amellett, hogy a déli hemiszférában gyakran 

okozza a haszonállatok tömeges mérgezését, ezáltal komoly gazdasági károkat okozva az 

állattenyésztési szektorban, a gyógyszeriparban széles körben alkalmazzák ergot alkaloid 

típusú gyógyszer hatóanyagok előállítására fermentációs úton (Socic és mtsai. 1986). Kémiai 

szempontból az ergot alkaloidok 3,4-szubsztituált indol származékok, tetraciklikus ergolin 

gyűrű struktúrával (Tudzynski és mtsai. 2001).  

Az ergot alkaloidok toxikus hatása annak tulajdonítható, hogy a molekulák alapváza 

strukturális hasonlóságot mutat neurotranszmitterekkel, például a dopaminnal, 

noradrenallinnal, valamint a szerotoninnal. Ennek köszönhetően az ergot alkaloidok képesek a 

neurotranszmitter receptorokhoz kötődni, és azokat – kémia szerkezetük változatossága 

következtében – különböző módon stimulálni. Az ergot alkaloidok kémiai szerkezetének 

módosítása révén mérgező hatásuk csökkenthető, és új, klinikailag felhasználható 

bioaktivitásokkal ruházhatók fel. Ennek köszönhetően ma számos ergot alkaloid típusú 

gyógyszer van a piacon, amiket a legkülönbözőbb területeken alkalmaznak. Ezek közül néhány 

példa az ergometrin (szülés utáni vérzés csillapítására), a dihidroergotamin (magas vérnyomás, 

migrén és agyi diszfunkciók kezelésére), a nicorgelin (magas vérnyomás kezelésére) valamint 

a bromo-ergokriptin (prolaktin-függő emlő karcinóma kezelésére). Habár nehéz pontosan 

megbecsülni az éves szinten előállított ergot alkaloidok mennyiségét, irodalmi adatok alapján 

a 2008-ban előállított mennyiség 15-23 tonna közé tehető (Cvack 1999; Paul 2006).  

Az ergot alkaloidok előállítására a 20. század második felében elsősorban nagy hozamú C. 

purpurea mutánsokkal mesterségesen fertőzött rozsföldeket használtak. A rozson nagy 

arányban megjelenő C. purpurea szkleróciumot mechanikai módszerekkel begyűjtötték, majd 
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pedig az erre a célra kidolgozott kinyerési technikákkal az ergot-alkaloidokat nagy tisztaságban 

izolálták. Habár az ilyen típusú ergot alkaloid termelést néhol még ma is alkalmazzák, ma már 

inkább a zárt fermentációs eljárások az elterjedtebbek, ahol az ergot alkaloidokat axenikus 

tenyészetben állítják elő.  

A zárt fermentációs technológiáknak számos előnye van a rozs tenyészetekkel szemben. 

Egyfelől a fermentációs technológiák robosztusabbak, jobban szabályozhatók, a hozam nem 

függ sem az időjárástól sem a klímától, továbbá nem áll fenn annak az lehetősége, hogy a nagy 

termelőképességű mutánsok esetlegesen élelmiszer előállítására fenntartott gabonamezőkön is 

megtelepedjenek és elterjedjenek. Ugyanakkor a zárt fermentációs technológiákban a C. 

paspali sokkal előnyösebbnek bizonyul a C. purpurea-val szemben. Ennek két fő oka van. 

Egyrészt a C. paspali könnyebben növeszthető folyékony tápközegben, másrészt a C. paspali 

által termelt ergotamidok vízoldhatósága sokkal jobb, mint a C. purpurea által termelt 

ergopeptideké (Schiff PL. 2006).  

Az ergot alkaloid típusú gyógyszerhatóanyagok jellemzően félszintetikus termékek, amiket 

a D-lizergsav kémiai módosításával állítanak elő. Habár a C. paspali fermentlevében bizonyos 

mennyiségű szabad D-lizergsav is felhalmozódik, a fermentáció végtermékei jellemzően az 

ergotamidok, mint például az ergonovin, lizergsav-metil-karbonil-amid, ergin és erginin. A 

fermentáció végén valamennyi ergotamid és klavin-típusú ergot alkaloid komponenst 

begyűjtik, és azok lúgos hidrolízise során nyerik ki a D-lizergsavat, ami ezt követően kiindulási 

anyagként szolgál a szemiszintetikus gyógyszerhatóanyagok előállítására.  

Mindezeket összegezve elmondható, hogy a C. paspali az ergot alkaloidok gyártásában a 

legszélesebb körben alkalmazott mikroorganizmus, amivel éves szinten több 10 tonna 

hatóanyagot állítanak elő. Habár a gyógyszeriparban már elérhetőek nagy termelőképességű 

mutánsok, a kihozatal további növelése és a folyamatok optimalizálása elengedhetetlen a 

folyamatosan növekvő piaci igények kielégítése, valamint az egyes gyógyszeripari vállalatok 

versenyképességének megtartása szempontjából.  

 

1.2.8. Az IDT jelentette kockázatok az ergot alkaloidok fermentációja során 

 

Az Amerikai Élelmiszer-biztonsági és Gyógyszerészeti Hivatal (FDA, Food and Drug 

Administration) egyre inkább foglalkozik azzal a mindezidáig méltatlanul elhanyagolt 

kockázattal, hogy a gyógyszerhatóanyagok előállítására alkalmazott aszkuszos gombák egy sor, 

sokszor feltérképezetlen másodlagos anyagcsereterméket is előállítanak, de legalábbis 
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előállíthatnak a fermentációs folyamatokban (Boruta és Bizukojc 2016; Chen és mtsai 2013). 

Habár a legnagyobb kockázatot ebben a tekintetben az aflatoxin és aflatoxin-származékok 

jelenléte jelenti, amelyek nem csak az alkalmazott gomba révén, de akár a táptalajban használt 

kukoricalekvárból is a fermentlébe kerülhetnek, a különböző folyamatokban az egyes 

mikroorganizmusok számos ismert, vagy akár ismeretlen toxint állíthatnak elő, amivel a 

jövőben a gyógyszeripari cégeknek foglalkozni kell. Fontos megemlíteni, hogy a 

gyógyszerhatóanyagok a fermentléből való kinyerése során – amik akár több kromatográfiás 

lépést is tartalmaznak – ezek a jellemzően kémiailag eltérő szerkezetű toxinok eltávolítódnak. 

Ennek ellenére a gyógyszeripari szabályozási folyamatok megkövetelik, hogy minden olyan 

szennyezőt, valamint azok származékéit nyomon kövessék, amelyek akár potenciálisan is jelen 

lehetnek a gyártás akár legkorábbi folyamataiban is. Érdekes aspektus, hogy amíg a szintetikus 

termékek gyártása során a hatóságok már régóta megkövetelik minden olyan, akár csak elméleti 

úton létrejövő melléktermék kockázatértékelését, ami a legkisebb eséllyel is megjelenhet a 

gyártási folyamat során, az ipari fermentációk során alkalmazott gombák által termelt toxinok 

jelentette kockázatok mérlegelése csupán az elmúlt években került a hatóságok látókörébe. 

A C. paspali azon tulajdonságának ismeretében, hogy a Paspalum fűféléket fertőzve 

számos IDT mikotoxint állít elő, nagyon fontos kérdés az, hogy ezek a toxinok megjelennek-e 

a fermentációban, illetve, ha igen, milyen lehetőség van ezek teljes kizárására. Meglepő módon, 

a munkánk megkezdéséig senki sem vizsgálta, hogy a C. paspali képes-e axenikus kultúrában, 

a gazdanövény jelenléte nélkül előállítani ezeket a másodlagos anyagcseretermékeket. A kérdés 

már csak azért is indokolt, hiszen míg az IDT termelő gombafajok közül például a N. lolii 

kizárólag a gazdanövény jelenlétében (in planta) képes a lolitrem típusú IDT-k bioszintézisére 

(Young és mtsai. 2006), addig a P. crustosum a legkülönbözőbb tápfolyadékokban képes a rá 

jellemző penitrem típusú IDT-k előállítására (Kalinina és mtsai. 2017).  

 

1.2.9. A C. paspali IDT klaszter in silico analízise 

A C. paspali teljes genom szekvenciája, ezzel együtt a paszpalitrem bioszintézisben 

potenciálisan szerepet játszó gének elérhetőek a GenBank adatbázisban (Schardl és mtsai. 

2013). Az IDT bioszintetikus utat kódoló gének a JN613321 és a JN613322 contigokon 

helyezkednek el (3. ábra). A JN613321 contigon elhelyezkedő idtC, idtB és idtG gének, 

valamint a JN613322 contigon elhelyezkedő idtM gén fehérje termékei 45, 56, 53 és 38% 

azonosságot mutatnak a P. paxilli paxillin bioszintézisének PaxC (prenil transzferáz), PaxB 

(indol diterpén cikláz) PaxG (GGPP szintáz) és PaxM (FAD függő monooxigenáz) fehérjéivel, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6384164/#R63
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amelyek a paszpalin bioszintézis útvonalát kódolják ebben a gombában (Young és mtsai. 2001). 

A JN613321 contig tartalmaz továbbá két P450 monooxigenáz gén, az idtP és idtQ, amelyek 

fehérje termékei 41 illetve 37% azonosságot mutatnak a P. paxilli PaxP és PaxQ enzimjeivel, 

melyek a paxillin bioszintézise során felelnek a paszpalin paxillinné történő oxidációjáért, β-

PC-M6 majd 13-dezoxipaxillin köztitermékeken keresztül (Young és mtsai 2001). Ezen felül a 

JN613321 contig tartalmaz egy prenil transzferáz (idtF) valamint egy membrán protein (idtS) 

kódoló gént. Habár az idtF protein terméke csupán elhanyagolható (21%) azonosságot mutat 

az A. flavus AtmD fehérjéjével, nagy valószínűséggel az AdmD-hez hasonlóan az IdtF 

katalizálja a paszpalinin prenilációját monoprenilált IDT termékeket, például paszpalitrem A-t 

és paszpalitrem C-t eredményezve.  

Annak ellenére, hogy az idtS-el azonos funkciójú gén a N. lolii lolitrem génklaszterében is 

megtalálható (ltmsS, amely 47% azonosságot mutat az IdtS-el aminosav szinten) (Young és 

mtsai. 2006), ennek a génnek az IDT bioszintézisben betöltött szerepe nehezen jósolható meg.  

 

 

3. ábra A C. paspali potenciális IDT génklasztere 

 

2. Célkitűzés 
 

A C. paspali mind gyógyszeripari, mind pedig mezőgazdasági szempontból nagy jelentőséggel 

bíró Ascomycota gomba. Míg az állattenyésztés területén az általa termelt paszpalitrem típusú 

mikotoxinok miatt vált hírhedté, a gyógyszeriparban előszeretettel alkalmazzák azon 

tulajdonsága miatt, hogy axenikus körülmények között nagy hozamban képes vízoldható ergot 

alkaloid származékokat előállítani. Ezeket aztán kémiai módosítások révén értékes 
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hatóanyagokká alakítanak át, amiket többek között migrén, Parkinzon-kór és szülés utáni vérzés 

csillapítására használnak a klinikai gyakorlatban. Míg a gomba-gazdanövény együtteséből 

mindezidáig több mint húsz paszpalin- illetve paszpalitrem származékot sikerült kimutatni, a 

munkánk megjelenéséig senki sem vizsgálta, hogy axenikus körülmények között a C. paspali 

képes-e egyáltalán IDT típusú toxinokat termelni. Ezen felül a C. paspali genetikai 

módosításának kidolgozása, a paszpalitrem génklaszter szerepének kísérletes igazolása, illetve 

a paszpalitrem bioszintézis lépéseinek vizsgálata szintén nem történt meg munkánkat 

megelőzően. A doktori disszertációmban leírt kutatással a következő célkitűzéseket 

valósítottuk meg: (i) A C. paspali DSM 833 törzs által axenikus körülmények között termelt 

IDT profil feltérképezése. (ii) Stabil, homokarion transzformánsokat eredményező 

transzformációs protokoll kidolgozása a C. paspali gombafajra. (iii) A C. paspali DSM 833 

törzs IDT génklaszterének kísérletes igazolása a klaszter idtCBGF génjeinek kiütése, és az így 

nyert ∆idtCBGF mutánsok IDT profiljának vizsgálata révén. (vi) A vad típusú törzsével 

megegyező mértékben ergot alkaloidokat termelő, de IDT-t egyáltalán nem termelő mutánsok 

létrehozása. (v) A klaszterben található idtP (P450 monooxigenáz) és idtF (monoprenil 

transzferáz) gének funkciójának kiderítése, a gének kiütése, valamint az így létrehozott 

mutánsok IDT profiljának vizsgálata révén. (vi) A paszpalitrem bioszintézis lépéseinek 

modellezése az irodalomban található adatok, a génkiütéses vizsgálatok, valamint a vad típusú 

és az itt létrehozott C. paspali mutánsok IDT profiljának vizsgálata által.   
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3. Anyagok és módszerek 
 

3.1. Gombatörzs és fermentációs körülmények 
 

Habár a C. paspali RRC-1481 törzs teljes genomszekvenciája megtalálható a GenBank 

adatbázisban (Schardl és mtsai. 2013), maga a törzs nem áll rendelkezésre egyetlen nagyobb 

törzsbank sem. Így munkánk során a DSMZ törzsgyűjteményben (Braunschweig, Germany) 

elérhető C. paspali DSM 833 izolátummal dolgoztunk. A DSM 833 azonos a C. paspali ATCC 

13893 törzzsel (Chain és mtsai. 1962).  

A C. paspali könnyen fenntartható burgonya-dextróz agar táptalajon (PDA agar, Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO), így a vad és mutáns törzsek fenntartását, izolálását és passzálását ezen 

végeztük, adott esetben a megfelelő szelekciós ágensek jelenléte mellett.  

Mivel a DSM 833, mint a legtöbb C. paspali izolátum, laboratóriumi körülmények között 

spórát nem képez, a fermentációs tápfolyadékok leoltásához szükséges biomasszát úgy nyertük, 

hogy a C. paspali micéliumot ferde agaron (3,9% PDA; 0,05% élesztő kivonat, pH 5.2) 

szaporítottuk fel (28 °C, 14 nap), majd a felszaporított biomasszát az agar felületéről steril 

vegyszeres kanál segítségével lekapartuk, és 5 mL steril desztillált víz hozzáadása után 

alaposan homogenizáltuk Dounce homogenizátor segítségével. A folyamat eredményeképpen 

egy homogén, fehér, gombamicéliumokat tartalmazó szuszpenziót kaptunk, ami már alkalmas 

volt arra, hogy fermentációs inokulum tenyészetek leoltására használjuk.  

Az ergot alkaloidok és IDT-k laboratóriumi léptékű termeltetését egy kétlépcsős rázott 

fermentációs eljárásban valósítottuk meg. Első lépésben az elkészített homogenizátumból 1 mL 

mennyiséget oltottunk 60 mL inokulum tápfolyadékba (5% mannit; 1% borostyánkősav; 0,5% 

szójaliszt; 0,2% KH2PO4; 0,03% MgSO4 × 7H2O; pH 5.2), majd Erlenmeyer lombikban 

rázatva inkubáltuk 4,16 Hz-en, 28 °C-on 5 napon át. A felnövesztett és besűrűsödött inokulum 

tenyészetből ezt követően 5 mL-eket oltottunk fő fermentációs tápfolyadékokba (10% szorbit; 

3,5% borostyánkősav; 1,5% kukoricalekvár; 0,05% élesztő kivonat; 1,5% NH4NO3; 0,07% 

MgSO4 x 7H2O; 0,0022% FeSO4 x 7H2O; 0;001% ZnSO4 x 7H2O; pH 5.2), amit további 12 

napon át rázatva inkubáltunk az inokulum tenyészetnél leírt körülmények között. A 

fermentációt követően a biomasszát a ferementlétől centrifugálással elválasztottuk (5 perc, 

2000g). Az ergot alkaloidok kimutatását a fermentlé vizes fázisából végeztük, míg az IDT-k 

vizsgálatakor a nedves biomasszát használtuk fel. Ennek során a micéliumot liofilizáltuk, 

majd folyékony nitrogén hozzáadása mellett egy porcelán mozsárban porítottuk.  
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Az IDT tartalom meghatározása céljából 0,5 g homogenizátumot hozzáadtunk 10 mL 

acetonitril/víz (4:1 v/v) elegyhez egy 50 mL-es Falcon csőben, majd egy éjszakán át rázattuk 

4,16 Hz-en (5 cm kilengés). A felülúszót átszűrtük egy 0,22 µM pórusméretű szűrűn (Merck 

Millipore, Burlington, MA), majd a szűrt extraktumot az IDT-k LC-MS analízisére 

használtuk fel.  

 

3.2.  Genomi DNS izolálás és PCR reakciók 
 

A PCR reakciókhoz szükséges oligonukleotidok tervezéséhez, az IDT génklaszter génjeinek 

szekvencia-analíziséhez, valamint a génkiütéses kísérletek megtervezéséhez a National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) adatbázisában szereplő, JN613321.1 és 

JN613322.1 azonosító számú nukleotid szekvenciákat használtuk.  

A C. paspali vad típusú és mutáns törzsek előkészített lizátumából a MagNa Pure 2.0 

készülék segítségével izoláltunk genomi DNS-t. A sejtek feltárása során izolátumonként ≈ 

0,1 g nedves micéliumot liofilizáltunk, majd folyékony nitrogén hozzáadása mellett 

dörzsmozsárban porítottunk. Az így kapott porított micéliumot szuszpendáltuk 400 µL szulfit 

pufferben (0,7 M NaCl; 0,1 M Na2SO3; 0,1 M Tris-Cl pH 7,5; 0,05 M EDTA; 1% SDS), majd 

ehhez a szuszpenzióhoz 3 U protenináz K enzimet adtunk (ThermoFisher), és inkubáltuk 90 

percen át 55 °C-on. Ezt követően a proteináz K hatástalanítása céljából a szuszpenziót 5 

percen át 95°C-on tartottuk, majd visszahűtöttük. A lizátumból a sejttörmeléket 

centrifugálással (4000 g, 5 pec) eltávolítottuk, majd a felülúszóból 250 µL-t tiszta Eppendorf 

csőbe mértünk át, és 50 U RNáz enzimet adatoltunk (Thermo Fisher Scientific, Walthman, 

MA), majd egy éjszakán át 37°C-on inkubáltuk. Az így nyert lizátumból a nagy tisztaságú 

DNS-t a MagNa Pure 2.0 robottal nyertük ki, a MagNa Pure LC DNA Isolation Kit III 

reagenseit használva (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Az izolálási folyamat során teljes 

mértékben a gyártói protokollok alapján jártunk el. Az izolált DNS-t templátként használtuk 

fel PCR reakciók során. 

A PCR reakciók kivitelezéséhez a NEB Phusion HF DNA Polymerase-t használtuk (New 

England Biolabs, Ipswich, MA). Minden reakció össztérfogata 50 μL volt, ami 20 ng DNS-t 

tartalmazott genomi, illetve 1 ng DNS-t tartalmazott plazmid templát esetében. A reakciók 

ezen felül 0,2 mM dNTP elegyet, 1-1 pM szensz és antiszensz primert (2. kiegészítő táblázat) 

és 1 μl Phusion HF DNS polimerázt és 10 μl HF puffert (New England Biolabs, Ipswich, MA) 
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tartalmaztak. A PCR során alkalmazott hőmérsékleti ciklusokat az alábbi leírás tartalmazza: 

  

 

 Kezdeti denaturáció:   98 °C, 180 másodperc 

 Amplifikációs ciklusok:  31 ciklus 

  Denaturáció:    98 °C, 10 másodperc 

  Renaturáció:   55 °C, 15 másodperc 

  Szintézis:   72 °C, 30 másodperc/kbp 

 Végső szintézis:   72 °C, 60 másodperc/kbp 

 

3.3. Gibson összeszerelési reakció 
 

A génkiütéshez szükséges vektorokat a megfelelő átfedő régiókat tartalmazó PCR 

fragmensekből szereltük össze a Gibson Assembly Master Mixet (New England Biolabs, 

Ipswich, MA) használva.  

A reakcióelegy összetételét a gyártói utasítás alapján az alábbiak szerint határoztuk meg.  

Komponens Mennyiség 

Vektor 50 ng 

Inzert* 𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑚é𝑟𝑒𝑡𝑒 (𝑏𝑝)

𝐼𝑛𝑧𝑒𝑟𝑡 𝑚é𝑟𝑒𝑡𝑒 (𝑏𝑝)
*50 ng*3 

Gibson Assembly Master Mix (New 

England Biolabs, E2611) 

10 µL 

Nukleázmentes víz A reakció végtérfogatát kiegészítve 

20 µL-ig 

*: a beépítendő DNS-darabok száma a klónozástól függően 1-3 között változott.  

 

A reakcióelegyeket 50 °C-on inkubáltuk 60 percen át, majd további felhasználásig 4 

°C -on tartottuk. Az reakcióelegyekből ezt követően 5-5 µL mennyiségeket Escherichia coli 

kompetens sejtek transzformálására használtuk fel.  
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3.4. E. coli sejtek transzformálása és a transzformáns telepek leoltása 

plazmid izoláláshoz 
 

A Gibson összeszerelési reakciókból származó ligátumokat E. coli sejtekbe transzformáltuk 

hősokk módszer segítségével. Az E. coli XL1blue kémiai kompetens sejteket (New England 

Biolabs, 200236) jégen kiolvasztottuk, majd minden 50 µL kompetens sejt adaghoz 

reakciónkként 5 µL ligátumot adtunk. Az elegyeket 30 percen át 4 °C-on inkubáltuk, majd 45 

másodpercen át 42 °C-os hősokkot alkalmaztunk. Az transzformációs reakcióelegyeket ezt 

követően jégen visszahűtöttük, majd minden elegyhez 150 µL SOC (Super Optimal Broth 

with Catabolic Repression) tápfolyadékot (New England Biolabs, B9020S) adtunk. A 

sejtszuszpenziókat ezt követően 1 órán át 37 °C-on inkubáltuk, majd 150 µL-eket 37 °C-ra 

előmelegített LB agarra (Luria-Bertani Agar, Formedium, Hunstanton, UK) szélesztettünk, 

ami szelekciós ágensként 25 µg/mL végkoncentrációban tartalmazott kanamicin (Sigma-

Aldrich, 60615) antibiotikumot. Az agar tenyészeteket 24 órán át inkubáltuk 37 °C-on, majd az 

önálló kanamicin rezisztens telepeket egy-egy steril pipettahegy segítségével izoláltuk és 3-3 

mL, 25 µg/mL koncentrációban kanamicint tartalmazó LB tápfolyadékba (Luria-Bertani 

Broth, Sigma-Aldrich, L2542) oltottuk. A folyékony tenyészeteket 18 órán keresztül rázatás 

közben inkubáltuk 37 °C hőmérsékleten, majd a felnövesztett tenyészetekből plazmidot 

izoláltunk.  

 

3.5. Plazmid izolálás E. coli sejtekből 
 

A felnövesztett tenyészetekből az EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps Kit 

segítségével izoláltunk plazmid DNS-t az alábbi módszer alapján. 

A felnövesztett éjszakai kultúrákból ≈1,8 mL mennyiségeket 2 mL-es Eppendorf 

csövekbe öntöttünk, majd a sejteket centrifugálással ülepítettük (9391 g, 2 perc, 24 °C). A 

felülúszókat leöntöttük, majd pedig a sejteket tartalmazó üledéket 100-100 µL Solution I 

oldatban szuszpendáltuk fel. Ezt követően a szuszpenziókhoz adtunk 200-200 µL Solution II 

oldatot, majd két perces inkubációt követően 350-350 µL Solution III oldatot. A csöveket 

megforgattuk, 2 percen át állni hagytuk szobahőmérsékleten, majd centrifugáltuk őket 5 percen 

át 13523 g-n, 24 °C-on. A centrifugálás után a felülúszókból 750-750 µL mennyiségeket EZ-

10 Spin oszlopra vittük fel, amiket ezt követően 1 percen át centrifugáltunk 9391 g-n 24 °C-on. 

Az átfolyó folyadékot kiöntöttük, majd a membránt kétszer mostuk 700-700 µL Wash 

Bufferrel, majd centrifugáltuk 1 percen át 9391 g-n 24 °C-on. A második mosási lépés után az 
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oszlopokat további két percig centrifugáltuk az előzővel megegyező körülmények között, majd 

a membránokat nyitott fedővel szárítottuk 2 percen át. Végül az oszlopokat egy-egy tiszta 

Eppendorf csőbe helyeztük, a membránok közepére 50-50 µL Elution Buffert adtunk, majd a 

csöveket 9391 g-n centrifugáltuk 1 percen át, 24 °C-on. Az elegyek DNS koncentrációját 

NanoDrop készülék segítségével határoztuk meg a gyártói utasításoknak megfelelően.  

 

3.6. DNS izolálása TAE gélből 
 

A TAE agaróz gélből a DNS fragmenteket az EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit 

segítségével tisztítottuk ki, az alábbi módszer alapján.  

A TAE gél megfelelő, az izolálni kívánt DNS-t tartalmazó sávját egy tiszta borotvapenge 

segítségével kivágtuk, és a géldarabot egy 2 mL-es Eppendorf csőbe helyeztük, majd annyi 

Binding Buffer I oldatot adtunk hozzá, hogy az a géldarabot teljesen ellepje. A mintákat ezt 

követően 58 °C-ra helyeztük, és addig inkubáltuk, amíg a géldarabok a Binding Buffer I-ben 

teljesen fel nem oldódtak. Amikor már nem voltak szemmel látható géldarabok a pufferben, a 

mintából 750 µL mennyiséget az EZ-10 Spin Column oszlopra pipettáztunk, majd centrifugálás 

előtt 1 percet állni hagytuk, hogy a DNS-nek lehetősége legyen a gyantára kötődni. Ezt 

követően a mintát 9391 g-n centrifugáltuk egy percen át, az átfolyó folyadékot kiöntöttük, majd 

a folyamatot addig ismételtük, míg az összes mintát áteresztettük az oszlopon.  

Az utolsó adag minta centrifugálása után az oszlopra 750 µL Wash Buffert-t pipettáztunk, 

majd az oszlopot centrifugáltuk 9391 g-n, egy percen keresztül. Az átfolyó folyadékot 

kiöntöttük, majd a Wash Buffer-es mosási lépést még egyszer megismételtük. Az átfolyó 

folyadék ismételt kiöntése után az oszlopokat további két percen át centrifugáltuk 2 percen át, 

majd az oszlopot egy tiszta, 1,5 mL-es Eppendorf csőbe helyeztük, és nyitott tetővel legalább 

10 percen keresztül száradni hagytuk. Végül a gyantára óvatosan 50 µL Elution Buffer oldatot 

pipettáztunk, szobahőn állni hagytuk 2 percen át, majd a csöveket 1 percen át centrifugáltuk 

9391 g-n. A töltetet kidobtuk, az Eppendorf cső alján összegyűlt DNS oldat koncentrációját 

pedig NanoDrop készülékkel meghatároztuk, majd a DNS oldatot további felhasználásig 4 °C-

on tároltuk.  
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3.7. A. tumefaciens sejtek transzformációja 
 

A C. paspali sejtek transzformálására az A. tumefaciens LBA4404 elektrokompetens sejteket 

alkalmaztuk (Takara, katalógusszám: 9155), amelyekbe a T-DNS-t tartalmazó bináris vektort 

elektroporáció segítségével juttattuk be.  

A -80 °C-on tárolt A. tumefaciens kompetens sejteket jégen kiolvasztottuk, majd 

reakciónként 50 µL felolvasztott kompetens sejthez 100 ng plazmid DNS-t pipettáztunk 

(maximum 5 µL térfogatban). A kompetens sejteket további 5 percen át inkubáltuk jégen, ezt 

követően pedig a szuszpenziókat elektroporációs küvettákba pipettáztuk (Bio-rad; 

MicroPulser™ Electroporation Cuvettes, 0.1 cm gap), amiket jégen előzőleg lehűtöttünk. A 

küvettákat megtörölgettük, majd a Bio-Rad Micropulser 411BR készülékbe helyeztük, és 

elvégeztük az elektroporációt az 2000 V-on, 4 µs időtartam alatt. A sejtekhez ezt követően 1 

mL regeneráló SOC tápfolyadékot (Takara, 9115) adtunk, majd a sejtszuszpenziót 15 mL-es 

Falcon csőbe pipettáztuk, és enyhe rázatás mellett inkubáltuk 60 percen át 30 °C-on. A 

tenyészetből ezt követően 200 µL-eket szélesztettünk LB agar táptalajra (Formedium, 

Hunstanton, UK) amely kanamicin (Sigma-Aldrich, 60615, végkoncentráció 25 µg/mL) és 

sztreptomicin (Sigma-Aldrich, S6501, végkoncentráció 50 µg/mL) antibiotikumokat 

tartalmazott. Az agar tenyészeteket 2 napon át inkubáltuk 30 °C hőmérsékleten. A C. paspali 

DSM 833 transzformálására az önálló, kanamicin- és sztreptomicin rezisztens kolóniákat 

használtuk fel.  

 

 

3.8. Génkiütéshez használt plazmid konstrukciók összeszerelése 
 

Első körben az idtCBGF lókusz inaktiválásához használt pAg-idtCBGF-KO vektort állítottuk 

össze, a Gibson összeszerelési módszert használva, két, egymást követőn klónozási ciklusban 

(4. ábra; hph az E. coli eredetű higromicin foszfotranszferáz gént jelzi (Gritz és Davies 

1983)). Első lépésként a pAg-H3 vektort a hph gén 3’ oldalán (Zhang és mtsai. 2003) egy 

PCR reakció segítségével linearizáltuk a pAg-F1 és pAg-R1 primereket használva (a klónozás 

során alkalmazott primereket és azok szekvenciáit a 2. kiegészítő táblázatban foglaltuk 

össze). A bal oldali célzókarként (LTA [Left Targeting Arm]) a C. paspali genomi DNS-ének 

egy 1,5 kbp hosszúságú fragmensét használtuk, amely a paszpalitrem génklaszter idtC 

génjének 3’ végén helyezkedik el. Ezt a célzókart a C. paspali DSM 833 genomi DNS-éről 

az idtCBGF-LTA-F és idtCBGF-LTA-R primerek segítségével szaporítottuk fel. A 
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fragmensek tisztítását követően a linearizált vektort, valamint a bal oldali célzókart a Gibson 

Assembly Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA) segítségével fuzionáltuk. A 

ligálási reakcióelegyből 5 µl mennyiségeket transzformáltunk E. coli XL1blue kémiai 

kompetens sejtekbe (New England Biolabs, Ipswich, MA), majd a helyesen összeligálódott 

pAg-idtCBGF-LTA-hph plazmidokat tartalmazó E. coli klónokat PCR reakció segítségével 

választottuk ki, a bal oldali célzókarra specifikus idtCBGF-LTA-F és idtCBGF-LTA-R 

primereket alkalmazva.  

A második klónozási ciklusban a kiválasztott és leigazolt pAg-idtCBGF-LTA-hph 

plazmidot a hph gén 5’ oldalán a pAg-F2 és pAg-R2 primerek segítségével linearizáltuk, majd 

a lineáris vektort a jobb oldali célzókarral (RTA (Right Targeting Arm]) fuzionáltuk. Ez a 

célzókar a C. paspali genomi DNS-ének egy 1,9 kbp hosszúságú fragmentje, amely a 

paszpalitrem génklaszter idtF génjének 5’ végében található, és az idtCBGF-RTA-F 

és idtCBGF-RTA-R primerek segítségével szaporítottunk fel a C. paspali genomi DNS-éről 

egy PCR reakció során. A ligálási reakció elegyet E. coli XL1blue kompetens sejtekbe 

transzformáltuk, majd a helyesen összeszerelt plazmidokat tartalmazó telepeket a jobb oldali 

célzókarra specifikus PCR reakció (idtCBGF-RTA-F - idtCBGF-RTA-R primer pár) 

segítségével azonosítottuk. A kiválasztott plazmidot további PCR reakciók és DNS 

szekvenáltatás segítségével ellenőriztük, majd ezután A. tumefaciens LBA4404 

elektrokompetens sejtekbe (Takara, Bio Inc., Kusatsu, Japan) transzformáltuk. 
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4. ábra A pAg-idtCBGF-KO plazmid előállítása. A bal és jobb oldali célzókarokat (LTA és RTA) PCR 

reakcióval szaporítottuk fel a C. paspali DSM 833 genomi DNS-ét használva templátként, majd fuzionáltuk a 

pAg-H3 vektorral a Gibson Assembly Master Mix segítségével egy két lépéses klónozási folyamat során. Gén 

jelölések: hph, higromicin-foszfotranszferáz gén; nptIII, neomicin foszfotranszferáz gén (kanamicin rezisztencia 

gén); trfA, replikációs iniciáló gén; oriV, vegetatív replikációs origó; LB és RB, bal és jobb oldali T-DNS határok. 

 

Az idtF (monoprenil transzferáz kódoló gén) és idtP (P450 monooxigenáz kódoló gén) 

gének kiütéséhez alkalmazott pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO plazmidokat egy-egy egylépéses 

ligálási reakció során szereltük össze, a Gibson Assembly Master Mix segítségével (5. ábra). 

Ennek során a vektort két részletben szaporítottuk fel a hph-F1 és hph-R1 (a vektor hph gént 

tartalmazó része) valamint a pAg-F2 és pAg-R1 (a vektor hph gént nem tartalmazó gerince) 

primer párok segítségével. A pAg-idtF-KO plazmid előállításához a két vektordarabot 

fuzionáltuk az idtF-LTA (idtF Left Targeting Arm; idtF-LTA, amelyet az idtF-LTA-F – idtF-

LTA-R primer párral szaporítottunk fel a C. paspali DSM833 genomi DNS-ről) és idtF-RTA 

(idtF Right Targeting Arm; idtF-RTA, amelyet az idtF-RTA-F - idtF-RTA-R primer párral 

szaporítottunk fel a C. paspali DSM833 genomi DNS-ről) fragmentekkel, amelyek az 5’ és 3’ 

végükön átfedő szekvenciákat hordoztak a vektor fragmentek megfelelő végeivel (5. ábra). A 

pAg-idtP-KO plazmidot hasonló módon állítottuk elő, azzal a különbséggel, hogy ebben az 
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esetben a pAg-H3 vektorról felszporított darabokat az idtP-LTA (idtP Left Targeting Arm; 

idtP-LTA, amelyet az idtP-LTA-F és idtP-LTA-R primer párral szaporítottunk fel a C. 

paspali DSM833 genomi DNS-ről) és idtP-RTA (idtP Right Targeting Arm; idtP-RTA, 

amelyet az idtP-RTA-F és idtP-RTA-R primerekkel szaporítottunk fel a C. paspali DSM833 

genomi DNS-éről) fragmentekkel ligáltuk össze (5. ábra).  

A ligátumokat ezt követően E. coli XL1blue kompetens sejtekbe transzformáltuk, és a 

transzformáns telepeket 25 µg/ml kanamicin koncentrációjú LB agaron szelektáltuk. A 

kanamicin rezisztens kolóniákat 3 ml LB tápfolyadékban felnövesztettük, a kultúrákból 

plazmidot izoláltunk, és a megfelelően összeszerelt pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO plazmidokat 

a megfelelő bal és jobb oldali célzókarokra specifikus PCR reakciók segítségével választottuk 

ki.  

 

 

 

5. ábra A pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO vektorok előállítása. Az idtF és idtP gének bal és jobb oldali 

célzókarjait (idtF-LTA és idtF-RTA; valamint idtP-LTA és idtP-RTA) PCR reakció segítségével szaporítottuk fel 

a C. paspali DSM 833 genomi DNS-éről. A pAg-H3 vektor gerincét (linearizált vektor, a hph gén nélkül), valamint 

a hph gént különálló PCR reakciókban szaporítottuk fel, és a vektor darabokat fuzionáltuk a megfelelő célzó 

karokkal a Gibson Assembly Master Mixet használva. Gén jelölések: hph, higromicin-foszfotranszferáz gén; 

nptIII, neomicin foszfotranszferáz gén (kanamicin rezisztencia gén); trfA, replikációs iniciáló gén; oriV, vegetatív 

replikációs origó; LB és RB, bal és jobb oldali T-DNS határok.  
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A kiválasztott plazmidokat ezt követően A. tumefaciens LBA4404 elektrokompetens 

sejtekbe transzformáltuk, a plazmidokat tartalmazó Agrobacterium sejteket 25 µg/ml 

kanamicin és 50 µg/ml sztreptomicin koncentrációjú LB agaron választottuk ki. A kanamicin 

rezisztens kolóniákat C. paspali DSM 833 törzs ATMT transzformációjára használtuk fel.  

 

3.9. A C. paspali DSM 833 ATMT transzformációja  
 

3.9.1. A higromicin B minimális gátló koncentrációjának (MIC) megállapítása a C.    

paspali DSM 833 törzsre 

 

A PDA ferde agaron felnövesztett micéliumot egy steril vegyszeres kanál segítségégével 

lekapartuk, majd 5 mL steril desztillált víz hozzáadása mellett egy Dounce homogenizátor 

segítségével homogén szuszpenziót készítettünk belőle. A szuszpenziót 50 mL PDB 

tápfolyadékba oltottuk (Potato Dextrose Broth, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 500 mL-es 

Erlenmeyer lombikban, majd rázatás közben inkubáltuk 72 órán át, 28 °C-on, 4 Hz rázatási 

sebességet alkalmazva. A felnövesztett tenyészetet 50 mL-es Falcon csőbe öntöttük, majd 

centrifugáltuk 5 percen át 2000 g-n. A felülúszót elöntöttük, majd a biomasszát 25 mL steril 

desztillált vízben szuszpendáltuk fel. Ezt követően a szuszpenzióból 200-200 µL 

mennyiségeket szélesztettünk különböző higromicin B koncentrációjú (0; 0,025; 0,05; 0,1; 

0,2; 0,5 mg/mL) PDA agarra, 6 lyukú tenyésztőtálcát használva. A tenyészeteket ezt követően 

28 °C-on inkubáltuk 10 napon át.  

3.9.2. A C. paspali DSM 833 növesztése és előkészítése transzformációhoz 

 

A C. paspali DSM 833 ATMT transzformációjához a Yamada és munkatársai által publikált, 

Coleophoma empetri fonalas gombára kidolgozott protokollt vettük alapul (Yamada és 

mtsai.2009), és ezt optimalizáltuk a C. paspali DSM 833 törzsre (6. ábra).  

A PDA ferde agar felszínen felszaporított C. paspali micéliumot egy steril vegyszeres 

kanál segítségével lekapartuk, majd pedig 5 mL steril desztillált víz hozzáadásával egy 

Dounce homogenizátor segítségével homogenizáltuk. A szuszpenziót ezt követően 50 mL 

PDB tápfolyadékba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) oltottuk, amit előzőleg egy 500 ml-es 

Erlenmeyer lombikba mértünk ki. Az tenyészetet rázatva növesztettük 48 órán át, 28 °C-on, 

4 Hz-en (5 cm kilengéssel). Az így nyert inokulum tenyészetből 5 mL mennyiséget 50 mL, 
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friss PDB tápfolyadékba oltottunk egy 500 mL-es Erlenmeyer lombikban, amit további 24 

órán át rázattunk 28 °C-on, 4 Hz-en (5 cm kilengéssel). A transzformáció napján a tenyészetet 

egy 50 mL-es Falcon csőbe öntöttük, és centrifugáltuk 5 percen át 2000 g-n. A felülúszót 

elöntöttük, majd a micéliumot tartalmazó üledéket 40 mL steril desztillált vízzel átmostuk. A 

szuszpenziót újra centrifugáltuk 5 percen át 2000 g-n, a felülúszót elöntöttük, majd a 

micéliumot indukciós tápfolyadékban (IM tápfolyadék) (Michielse és mtsai. 2005) 

szuszpendáltuk fel úgy, hogy a szuszpenzió nedves micéliumra vonatkoztatott koncentrációja 

100 mg/mL legyen. A micéliumot tartalmazó szuszpenzióhoz ezt követően acetosziringont 

(AS) adtunk úgy, hogy annak a végső koncentrációja 200 μM legyen. A szuszpenziót ezt 

követően egy steril 500 mL-es Erlenmeyer lombikba öntöttük, majd tovább rázattuk 8 órán 

át, 28 °C-on 4 Hz-en sebeséggel, 5 cm kilengés mellett.  

3.9.3. Az A. tumefaciens növesztése és előkészítése a transzformációhoz 

 

A kiválasztott A. tumefaciens LBA4404 transzformáns telepeket (amely klónok tartalmazták 

az ellenőrzött és megfelelően hitelesített plazmidokat) egy steril pipettahegy segítségével 50 

ml LB tápfolyadékba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) oltottuk egy 500 mL-es Erlenmeyer 

lombikba. Annak érdekében, hogy az A. tumefaciens sejtek ne veszitsék el a plazmidokat, az 

LB médiumot kanamicinnel (25 μg/mL) és sztreptomicinnel (50 μg/mL) egészítettük ki (a 

transzgéneket tartalmazó pAg-H3 vektor alapú plazmidok kanamicin rezisztencia gént; a 

transzformáció indukálásáért felelős géneket tartalmazó Ti plazmid pedig sztreptomicin 

rezisztencia gént hordoz). A tenyészetet rázatás közben inkubáltuk 48 órán át, 30 °C-on, 2 

Hz-el (5 cm kilengéssel). Ezt követően az inokulum tenyészetből 1 mL mennyiséget 50 mL 

friss LB tápfolyadékba oltottunk (amelyet kanamicinnel és sztreptomicinnel egészítettünk ki 

25 μg/mL, illetve 50 μg/mL végkoncentrációkban), majd ezt a tenyészetet további 12-16 órán 

át rázattuk (OD600 = 0,2-1,0 eléréséig) 30 °C-on, 2 Hz-el (5 cm kilengéssel). A transzformáció 

napján a tenyészetet egy 50 mL-es Falcon csőbe öntöttük, majd 5 percen át centrifugáltuk 

2000 g-n. A felülúszót óvatosan elöntöttük, majd az A. tumefaciens sejteket tartalmazó 

üledéket 50 mL steril desztillált vízben szuszpendáltuk fel. A szuszpenziót újra centrifugáltuk 

5 percen át 2000 g-n, majd a mosási lépést még egyszer megismételtük. Végül a sejteket 50 

mL indukciós tápfolyadékban szuszpendáltuk fel, amely 200 μM koncentrációban 

acetosziringont is tartalmazott. A tenyészetet ezt követően egy steril 500 mL-es Erlenmeyer 

lombikba öntöttük, majd rázatva inkubáltuk 8 órán át, 30 °C-on 2 Hz rázási sebeséggel (5 cm 

kilengés mellett).  
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3.9.4.  Az ATMT kivitelezése 

 

A felnövesztett C. paspali, valamint a felnövesztett és indukált A. tumefaciens tenyészetekből 

100-100 µL mennyiségeket összekevertünk, majd az elegyet 200 μM acetosziringont 

tartalmazó indukciós agar (IM agar) táptalajra (Michielse és mtsai. 2005) szélesztettük ki. A 

kevert tenyészetet ezt követően 2-6 napon át inkubáltuk 28 °C-on. A C. paspali 

transzformánsok szelektálása céljából, valamint az A. tumefaciens sejtek további 

növekedésének gátlására az inkubációs idő lejártát követően az IM agar táptalajt (amelynek 

térfogata körülbelül 20 mL volt) 10 mL, 55 °C-ra melegített PDA fedőagar táptalajjal 

(amelyben a PDA koncentrációja 14,5 g/L volt) öntöttük le. A PDA fedőagar 600 μg/mL 

koncentráciban higromicin B-t, valamint 600 μg/mL koncentrációban cefotaximot 

tartalmazott (így a teljes táptalaj-mennyiségre számolt végkoncentráció 200 μg/mL volt a 

higromicin B, valamint 200 μg/mL a cefotaxim esetében). Az agar tenyészeteket a fedőagar 

öntését követően további 10 napig inkubáltuk 28 °C-on. A transzformáció hatékonyságának 

megállapításához az egyes petricsészéken kinőtt rezisztens telepek számát vettük alapul.  

A C. paspali és A. tumefaciens tenyészetek együttes növesztését indukciós agarra 

helyezett cellulóz-acetát membránon (0.45 μm, Whatman PLC, Maidstone, UK) is 

kipróbáltuk. A membránra való szélesztést követően a tenyészeteket 4-6 napon át inkubáltuk 

28 °C-on. Ezt követően a membránokat áthelyeztük higromicin B-t (200 μg/mL) és 

cefotaximot (200 μg/mL) tartalmazó PDA szelekciós agarra, és a membrán tenyészeteket 

további 10 napon át inkubáltuk 28 °C-on. 

 

3.9.5. A transzformánsok újra izolálása 

 

Annak érdekében, hogy a jellemzően több sejtmagot tartalmazó C. paspali sejtekben 

a transzgént tartalmazó sejtmagot feldúsítsuk, és végül homokarion transzformáns sejteket 

kapjunk, a higromicin B-rezisztens kolóniák pereméről egy-egy steril fogpiszkáló 

segítségével egy fogpiszkáló-hegynyi micéliumot felkapartunk, és friss PDA szelekciós agar 

táptalajra kentük rá (amely 200 μg/mL koncentrációban tartalmazott higromicin B-t). A 

tenyészeteket ezt követően 7 napon át inkubáltuk 28 °C -on.  Ezt az izolálási folyamatot négy 

vagy öt alkalommal ismételtük meg, mielőtt a transzformánsokból DNS-t izoláltunk, és PCR 

reakciók segítségével vizsgáltuk a génkiütési esemény bekövetkeztét.  
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6. ábra C. paspali DSM 833 A. tumefaciens-segítette transzformációja (ATMT). Az A. tumefaciens és C. paspali DSM 833 sejteket együtt tenyésztettük IM agar táptalajon, 

amely 200 μM acetosziringont (AS) is tartalmazott (20 mL agar/petri csésze). 2-6 nap inkubációs időt követően a tenyészeteket 10 mL PDA fedőagarral öntöttük le, ami 600 

μg/mL koncentrációban higromicin B és 600 μg/mL koncentrációban cefotaxim antibiotikumokat tartalmazott (a teljes agar mennyiségre kalkulált antibiotikum koncentráció 

így 200 μg/mL mind a higromicin B, mind pedig a cefotaxim esetében). 
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3.10. Folyadékkromatográfiával kapcsolt tandem   tömegspektrometria 

(LC-MS/MS) alkalmazása 

 

Az LC-MS/MS méréseket egy Agilent (Santa Clara, CA) LC-QTOF-MS készüléken 

végeztük, amely egy 1290 Infinity UHPLC rendszerből és az ahhoz kapcsolt Agilent 6550 

iFunnel Q-TOF tömegspektrométerből (MS) áll. Az MS egy electrospray (Dual AJS ESI) típusú 

ionforrással volt felszerelve, a méréseket pozitív ion módban hajtottuk végre. A 

folyadékromatográfiás elválasztáshoz egy Kinetex XB-C18 analitikai kolonnát használtunk 

(150 × 4.6 mm, 2.6 μm, Phenomenex, Torrance, CA), az alkalmazott áramlási sebesség 1.0 

mL/min volt. Lineáris gradiens profilt alkalmaztunk 5 mM ammónium-acetát vizes oldatával 

(A eluens) és acetonitril (B eluens) felhasználásával a következőképpen: 0–20 perc, 30-95% B; 

95% B összetétel tartása 5 percig, majd visszatérés 30% B összetételre 0.2 perc alatt és e 

kiindulási összetétel tartása 4.8 percig (teljes futási idő 30 perc). A kolonna hőmérséklete 30°C 

volt, az UV kromatogramokat λ=230 és 280 nm-en rögzítettük (a tömegspektrometria 

kondícióit a 1. táblázatban részletezzük). 

1. táblázat. MS kondíciók 

MS kondíciók 

Szárító gázáram 200 °C, 14 L/perc 

Segédgáz 350 °C, 11 L/perc 

Porlasztó nyomás 35 psi 

Kapilláris feszültség 3500 V 

Fúvóka feszültség 1000 V 

Tömegtartomány 100 - 1000 m/z 

Adatgyűjtési ráta 1 spectrum/s 

Ütközési energia 20 eV 

Referencia ionok 121.0509 and 922.0098 

MS/MS prekurzor 

kiválasztás szélessége 
Közepes (4 Da) 

  

 

3.11. Ergot alkaloidok HPLC vizsgálata 

 

A kiválasztott C. paspali törzsek fermentleveinek 5 g-jait mértük egy 50 mL-es 

mérőlombikba, majd jelre töltöttük acetonitril:víz (15:85) eleggyel. A HPLC rendszerbe történő 

injektálás (10 μL) előtt a hígított fermentlé oldatot 0,22 μm-es membránszűrőn (Merck 

Millipore, Burlington, MA) szűrtük. A HPLC analízishez egy Waters (Milford, MA) XBridge 
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C18 (100 × 4.6 mm; 3.5 μm) analitikai kolonnát használtunk, a következő eluens rendszerrel: 

(A) 10 mM nátrium-dihidrogén-foszfát (pH 7.0, 25% nátrium-hidroxid oldattal):acetonitril = 

90:10 (v/v); és (B) azonos összetevők 70:30 (v/v) arányban. A (B) eluens összetétele a 

következő gradiens profil szerint változott a HPLC futás során: 0–16 perc: 0–50%; 16–24 perc: 

50–100%; 24–24.1 perc: 100–0%; 24.1–28 perc: állandó 0%. Az eluens áramlási sebessége a 

HPLC analízis során állandó 1.0 mL/perc volt. Az UV-detektálás hullámhossza 310 nm, a 

kolonna- és a mintatermosztát beállított hőmérséklete 25 °C, ill. 5 °C voltak. A kvantitatív 

meghatározásokhoz ergonovin-maleát (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) oldatot (100 μg/mL) 

használtunk, külső standardként. A fő ergotamid vegyületeket (ergonovin, lizergsav metil-

karbonil-amid, izolizergsav metil-karbonil-amid, ergin és erginin) a rendelkezésre álló, 

kipreparált standard vegyületek retenciós idői és UV spektrumaik alapján azonosítottuk. Mivel 

a lizergsav és a paszpálsav együtt eluálódik a fenti módszerben, e két vegyület elválasztására 

egy külön módszert alkalmaztunk. Ebben a módszerben a mintákat kétszeres, acetonitril:víz 

(5:95) eleggyel történő hígítása után 0,22 μm membránszűrőn (Merck Millipore, Burlington, 

MA) szűrtük. A módszer egy fordított fázisú kolonnát (Zorbax Extend C18, 100 × 4.6 mm, 3,5 

μm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) és a következő eluens rendszert alkalmazta: (A), 

2 g/L ammónium-karbamát vizes oldata és (B), acetonitril. A (B) eluens aránya az alábbi 

gradiens profil szerint változott a HPLC futás során: 0–5 perc: 10–15%; 5–7,5 perc: 15–35%; 

7,5–10 perc: 35–80%; 10–12 perc: konstans 80%; 12–13 perc: 80–10%; a teljes futási idő 15 

perc volt. Jellemzően 20 μL térfogatokat injektáltunk az előkészített mintaoldatokból a 

kolonnára, a kolonna termosztátot 30 °C-ra állítottuk. A titert a C. paspali fő fermentációs 

fermentlevek 1-g-jára vonatkoztatva számoltuk ki.  

 

4. Eredmények 
 

4.1. A C. paspali A. tumefaciens-segítette transzformációja 

4.1.1. A higromicin B mimimális gátló koncentrációjának megállapítása a C. paspali 

DSM 833 törzsre 

 

Mivel korábban semmilyen, a C. paspalira optimalizált genetikai transzformációs protokoll 

nem volt elérhető a szakirodalomban, a mi feladatunk volt egy robosztus, stabil, homokarion 

mutánsokat eredményező transzformációs protokoll kidolgozása erre a gombafajra. Erre a célra 
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az ATMT módszert választottuk ki, amit korábban már számos, iparilag fontos fonalas gombára 

adaptáltak sikeresen (Zhang és mtsai 2003; Yamada és mtsai 2011).  

A transzformáció során a hph (higromicin-foszfotranszferáz) gént használtuk szelekciós 

markerként, ezért elsőnek a higromicin B minimális gátló koncentrációját kellett megállapítani 

a C. paspali DSM 833 törzsre nézve (7. ábra). A higromicin B hatását a PDA agaron vizsgáltuk, 

öt különböző koncentrációban (0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5 

mg/mL). Jól látható, hogy a higromicin B jelenléte már 0,025 mg/mL-es koncentrációban is 

jelentősen gátolta a C. paspali növekedését, és teljes gátló hatását 0,2 mg/mL koncentrációnál 

fejtette ki. Ennek alapján a MIC-et 0,2 mg/mL koncentrációban állapítottuk meg.  

 

 

7. ábra Higromicin B minimális gátló koncentrációjának megállapítása C. paspali DSM 833 törzsre 

4.1.2. Az ATMT optimalizálása 

 

A transzformációs folyamat optimalizálásakor a legkritikusabb paraméterek az A. tumefaciens 

sejtek sűrűsége (a második lépcsős rázatást követően, OD600 értékben kifejezve), valamint a 

tenyészetek IM agar táptalajon történő együttes növesztésének a napokban kifejezett hossza. A 

túl nagy A. tumefaciens sejtsűrűség ronthatja a C. paspali transzformánsok életképességét, míg 

a túl alacsony sejtsűrűség csökkenti a transzformáció hatékonyságát. Hasonlóképpen, a túl 

hosszúra nyújtott együttes növesztési periódus negatívan hat a transzformálandó gomba 

életképességére, míg a túl rövid csökkenti a transzformáció bekövetkeztének valószínűségét. 
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Amint azt a 8. ábra is mutatja, a legnagyobb transzformációs hatékonyságot – körülbelül 80 

higromicin B-rezisztens kolónia per 10 mg nedves C. paspali micélium – OD600=0,5 A. 

tumefaciens sejtsűrűségnél, valamint 4 napos együtt növesztési időt alkalmazva sikerült elérni 

(8. ábra).  

 

 

 

8. ábra A együtt-növesztési periódus hosszának, valamint a különböző A. tumefaciens sejt sűrűségeknek a 

hatása a C. paspali DSM 833 transzformációjának hatékonyságára ATMT során. A transzformánsok számát 

10 mg nedves C. paspali micéliumra vonatkoztatjuk; az egyes paraméterekre jellemző értékeket három független 

kísérlet eredményeinek átlagából állapítottuk meg. 

Hosszabb együtt-növesztési idő vagy nagyobb A. tumefaciens sejtsűrűség csökkentették a 

transzformáció hatékonyságát, ami egyrészt annak tudható be, hogy a stacioner fázisba lépő 

baktérium sejtekkel szemben a szelekciós lépésben adott cefotaxim inhibiciós hatása csökkent, 

valamint a nagyobb sejtsűrűségű A. tumefaciens kultúra gátolta a C. paspali micéliumok 

kifejlődését. Korábbi megfigyelésekkel összhangban mi is azt tapasztaltuk, hogy az 

acetosziringon jelenléte az indukciós agarban az együttes növesztés alatt nélkülözhetetlen a 

sikeres transzformációhoz és így a T-DNS integrálódásához befogadó sejt genomjába 

(Michielse és mtsai., 2005; 9. ábra).   
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9. ábra A C. paspali DSM 833 törzs A. tumefaciens-segítette transzformációjának (ATMT) eredménye. A 

fotók a fedőagar (amely 600 μg/mL higromicin B-t és 600 μg/mL cefotaximot tartalmazott) öntését követő tizedik 

napon készültek. Azon tenyészetek esetében, amikor az IM agar 200 μg/mL acetosziringonnal volt kiegészítve 

(+AS, jobb oldali kép), higromicin B rezisztens C. paspali telepek kialakulása volt megfigyelhető. Az 

acetosziringon hiányában (-AS, bal oldali kép) transzformáns telepek megjelenése nem volt megfigyelhető. 

 

4.1.3. Az ATMT megvalósítása cellulóz acetát membránon  

 

A C. paspali ATMT transzformációját elvégeztük cellulóz acetát membránon is, amihez az 

indukciós agarra helyezett membránra szélesztettük a sejteket, és annak felületén hajtottuk 

végre az együttes növesztést. Ebben az esetben a szelekciós lépésben nem fedőagar segítségével 

juttattuk be a transzformánsok szelekciójához, illetve az A. tumefaciens sejtek gátlására használt 

antibiotikumokat, hanem az együttes növesztési idő lejártát követően a membránt áthelyeztük 

a szelekciós agar táptalajra (lásd Anyagok és módszerek szekció).  Habár a membránon történt 

transzformáció sikeresnek bizonyult, de a membrános szelekció bevezetése nem növelte meg a 

transzformáció hatékonyságát (10. ábra).  
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10. ábra A C. paspali DSM 833 cellulóz-acetát membránon végrehajtott A. tumefaciens-segítette 

transzformációja. A C. paspalit, valamint A. tumefacienst acetosziringont tartalmazó (+AS, baloldali kép), 

valamint nem tartalmazó (-AS, jobb oldali kép) IM agar táptalajra helyezett cellulóz acetát membránra 

szélesztettük ki. 4 nap együttes növesztést követően a membránokat PDA agar táptalajra helyeztük át (amely 200 

μg/mL higromicin B-t és 200 μg/mL cefotaximot tartalmazott), majd további 10 napon keresztül inkubáltuk őket 

28 °C-on. Míg az acetosziringon hiányában transzformáns telepek megjelenése nem volt megfigyelhető, az 

acetosziringon jelenlétében higromicin B-rezisztens C. paspali transzformáns telepek jelentek meg a membránon. 

 

4.1.4. A transzformánsok stabilitásának vizsgálata szelekciós agaron történő 

újraizolálással  

 

Hogy vizsgáljuk a keletkezett transzformánsok stabilitását, steril fogpiszkáló-hegyek 

segítségével 50 elsődleges higromicin B-rezisztens kolóniát oltottunk át 200 μg/mL 

koncentrációban higromicin B-t tartalmazó, friss PDA agarra. Valamennyi újraizolált 

transzformáns megtartotta rezisztenciáját higromicin B-vel szemben, és erőteljes növekedést 

mutatott a szelekciós agaron.  Továbbá megfigyelhető volt az is, hogy a passzálások 

előrehaladtával a transzformánsok ugyanannyi inkubációs idő alatt egyre nagyobb telepet 

képeztek higromicin B jelenlétében, ami nagy valószínűséggel azzal magyarázható, hogy 

szelekciós agarra történő egymást követő izolálásoknak köszönhetően a higromicin B 

rezisztencia gént tartalmazó sejtmagok egyre inkább feldúsultak a micéliumokban, mindinkább 

ellenállóbbá téve ezzel a sejteket a higromicin B-vel szemben.  

 



48 
 

4.2. Az idtCBGF lókusz kiütése ATMT transzformációval 
 

Annak érdekében, hogy kísérletesen igazolni tudjuk a C. paspali DSM 833 paszpalitrem 

génklaszter funkcióját, a transzformálási folyamatot elvégeztük a pAg-idtCBGF-KO plazmidot 

tartalmazó A. tumefaciens sejtekkel is. A vektort úgy építettük fel, hogy a higromicin 

rezisztencia gén jobb és bal oldalára klónoztuk azokat a célzókarokat, amelyek 5’ illetve 3’ 

irányból határolják az IDT génklaszter idtC, idtB, idtG és idtF génjeit tartalmazó lókuszát, és 

így a célzókarok homológ beépülése a kérdéses lókusz cseréjét eredményezte a hph génnel. 

A transzformációt követően 12 higromicin B-rezisztens kolóniát összesen négyszer 

passzáltunk higromicin B tartalmú PDA agar táptalajra, és inkubáltuk az Anyagok és 

módszerek szekcióban leírtak szerint. A negyedik újraizolációt követően a transzformáns 

telepekből genomi DNS-t izoláltunk, és a génkiütési esemény megtörténtét 5 különálló PCR 

reakció segítségével vizsgáltuk (11. ábra, 2. kiegészítő táblázat). A PCR reakciókat 

kontrollként minden esetben elvégeztük a vad típusú C. paspali DSM 833, valamint egy olyan 

transzformáns törzs DNS-ével is, amit az üres pAg-H3 plazmiddal transzformáltunk. Mind a 

12 transzformáns (CPIDT1-12), továbbá az üres pAg-H3 plazmiddal transzformált törzs is a 

várt mérettartományban adott jelet a hph génre specifikus PCR reakciban, szemben a vad 

típusú törzs DNS-ével, amiből nem lehetett kimutatni a hph gén jelenlétét (11. ábra). Összesen 

három transzformáns, a CPIDT2, CPIDT8 és CPIDT9 esetében kimutatható volt az is, hogy 

a hph gén homológ rekobinació eredményeként épült be a genomba, ami egyidejűleg az 

idtCBGF lókusz elvesztését eredményezte (11. ábra). Mivel az idtC és idtF génekre specifikus 

PCR reakció ezeknél a törzseknél nem adott jelet, arra következtethetünk, hogy vad típusú 

allél (vad típusú sejtmag) ezekben a törzsekben már nem volt jelen, így ezek a mutánsok 

valamennyien homokarionok a ∆idtCBGF allélra nézve. Egy transzformáns, a CPIDT5 a PCR 

vizsgálatoknál adott jelet mind a vad típusú allélra (intakt idtC és idtF gének), mind pedig a 

∆idtCBGF allélra nézve, azt mutatva, hogy ez az izolátum heterokarion, és tartalmazza mind a 

génkiütött, mind pedig a módosítatlan idtCBGF lókuszt. A többi, pAg-idtCBGF-KO 

plazmiddal transzformált izolátum (CPIDT1, CPIDT3-7, valamint a CPIDT10-12 

transzformánsok) esetében, csupán az intakt idtCBGF allél jelenlétét lehetett kimutatni, ami 

arra utalt, hogy ezekben a transzformánsokban a hph gén ektópikusan épülhetett be a C. paspali 

genomi DNS-ébe (11. ábra) 
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11. ábra A; A hph gén kimutatását a hph-F és hph-R primer párral végeztük el. A várt 415 bp hosszúságú fragment 

kimutatható volt a CPIDT1-12 transzformánsokban, viszont nem jelent meg a vad típusú törzs esetében. B; Az 

idtC és idtF gének kimutatására tervezett primer párok kötőhelyei, valamint a PCR termékek számított hossza. C; 

A hph gén helyspecifikus beépülésére tervezett primer párok kötőhelyei az idtCBGF lókuszban, valamint a PCR 

termékek számított hossza. D; A CPIDT1-12 transzformáns, valamint a DSM 833 vad típusú törzsek PCR 

analízisének eredménye az idtC és idtF gének jelenlétére, valamint a hph gén helyspecifikus beépülésére az 

idtCBGF lókuszba.
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4.3.  A C. paspali idtP és idtF génjeinek kiütése ATMT módszerrel 
 

A C. paspali DSM 833 idtP és idtF génjeit a pAg-idtP-KO és pAg-idtF-KO plazmidok 

segítségével ütöttük ki, amelyeket az ATMT-t megelőzően A. tumefaciens sejtekbe juttatunk. 

Annak érdekében, hogy minél inkább elősegítsük a transzformáns sejtmagok feldúsulását, és 

elkerüljük a heterokarion izolátumok levizsgálását, a transzformációt követően a higromicin B 

rezisztens kolóniaiakat 5 alkalommal újraizoláltuk higromicin B tartalmú PDA agar táptalajra.  

Mind a pAg-idtP-KO, mind pedig a pAg-idtF-KO plazmiddal transzformált csoportból 12-

12 független transzformánsból (CPIDTF1 – CPIDTF12 az idtF gén kiütését célzó kísérlet 

esetében, és CPIDTP1-CPIDTP12 az idtP gén kiütését célzó kísérlet esetében) izoláltunk 

genomi DNS-t, és PCR reakciók segítségével vizsgáltuk a génkiütés megtörténtét.  

A CPIDTF1-12 transzformánsok közül 4 izolátum (CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 és 

CPIDTF9) esetében nem kaptunk jelet az idtF gén jelenlétére. A továbbiakban három izolátum, 

a CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 esetében vizsgáltuk a hph gén homológ rekombinációval 

történő beépülését az idtF lókuszba.  Mind a három esetben a PCR a várt méretű fragmentet 

eredményezte, azt jelezve, hogy ezekben a transzformánsokban nemcsak hogy megtörtént az 

idtF gén kiütése, de homokarionok a ∆idtF allélra nézve (12. ábra, 2. kiegészítő táblázat). 

A PCR-rel vizsgált 12 darab, idtP génkiütést célzó transzformáns közül (CPIDTP1-

CPIDTP12) három, a CPIDTP1, CPIDTP8 és CPIDTP9 nem mutatta az idtP lókusz jelenlétét, 

ugyanakkor ezekben a transzformánsok kimutatható volt a hph gén specifikus integrálódása is 

az idtP gén lókusz helyére (12. ábra, 2. kiegészítő táblázat).  
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12. ábra Az idtP és idtF targetált transzformánsok PCR alapú vizsgálata. A; A C. paspali DSM 833 IDT 

bioszintetikus lókusza. Az ábra feletti vonalak a bioszintetikus gének jelenlétének kimutatására használt PCR 

amplikonok helyét és méretét mutatják. A nyilak az alkalmazott primerek orientációját jelölik, amelyeket az intakt 

idtF (idtF-F és idtF-R primer pár) illetve idtP gének (idtP-P és idtP-R primer pár), valamint a hph gén idtF (B) 

illetve idtP (C) lókuszba való beintegrálódásának kimutatására alkalmaztunk. D; az intakt idtF (felső sor) illetve 

idtP (alsó sor) gének kimutatására alkalmazott PCR reakciók eredményei. A CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 és 

CPIDTF9 transzformánsok nem adtak PCR jelet az idtF lókusz jelenlétére, valamint az CPIDTP1, CPIDTP8 és 

CPIDTP11 transzformánsok nem mutatták az idtP gén jelenlétét. A kontrollként alkalmazott vad típusú DSM 833 

törzsben, valamint egy transzformáns törzsben, amelyet az üres pAg-H3 plazmiddal transzformáltunk (CP-hph-1), 

egyaránt kimutatható volt az idtF és idtP gének jelenléte az alkalmazott PCR reakciókban. E; Az IDTF2, IDTF2, 

valamint IDTF7 transzformánsok a várt méretű PCR terméket eredményezték a hph gén idtF lókuszba való 

beépülésének vizsgálatakor. F; A PCR eredmények alapján az IDTP1, IDTP8, valamint IDP9 törzsekben 

megtörtént a hph gén helyspecifikus beépülése az idtP lókusz helyére. 
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4.4.  Az IDT-k LC-MS analízise a vad típusú és a gén-kiütött C. paspali 

DSM 833 törzsekben 
 

A munkánk megkezdéséig az irodalomban nem volt elérhető adat arról, hogy a C. paspali 

laboratóriumi körülmények között képes-e előállítani IDT típusú metabolitokat. Az IDT-k 

termeltetésére az ergot alkaloidok laboratóriumi léptékű fermentációjára optimalizált 

körülményeket alkalmaztuk. Elsőként a vad típusú DSM 833 IDT profilját vizsgáltuk meg 

folyadék kromatográfiai elválasztással támogatott nagy felbontású tandem 

tömegspektrometriával (LC-MS/MS). A vizsgálat során öt IDT, a paszpalin, paxillin, 

paszpalinin, paszpalitrem A és paszpalitrem B jelenlétét vizsgáltuk a feltárt micéliumból 

készült extraktumban a komponensek retenciós ideje, megfelelő [M + H]+ ionok jelenléte, 

valamint a detektált komponensek ionizációja alapján (3. kiegészítő táblázat), melynek során 

a kapott eredményeket irodalmi adatokhoz (Uhlig és mtsai. 2014), illetve a paxillin esetében 

vásárolt standardhoz hasonlítottuk.  Valamennyi vizsgált és fent említett IDT molekula 

kimutatható volt a C. paspali DSM 833 vad típusú törzsben. A vad típusú törzsben a 

paszpalitrem A-ra jellemző ion tömegét két különböző retenciós időben megjelenő HPLC 

csúcsban is ki tudtuk mutatni, ami arra utal, hogy a paszpalitrem A mellett annak strukturális 

izomere, a paszpalitrem C is jelen volt az extraktumban (13. ábra, 3. kiegészítő táblázat). 

Annak érdekében, hogy megvizsgáljuk, hogy az idtCBGF lókusz kiütése hogyan hatott az 

IDT profilra, megvizsgáltuk a CPIDT2 és CPIDT8 törzsek IDT profilját is. Ezen törzsek 

extraktumában egyetlen egy sem volt detektálható a fentebb említett IDT molekulák közül, ami 

arra utal, hogy a génkiütés teljesen blokkolta az IDT bioszintézisét ezekben a mutáns törzsekben 

(13. ábra).  
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13. ábra Vad típusú DSM 833, valamint a CPIDT2 (idtCBGF KO) C. paspali mutáns törzs IDT profiljának 

összehasonlítása. Az egyes komponensek azonosítása azok pontos tömegén (0,02 Da tömegablak) valamint 

fragmentációs mintázatán alapult (Uhlig és mtsai. 2014, 3. kiegészítő táblázat).
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Annak érdekében, hogy információt nyerjünk az idtP és idtF géneknek az IDT 

bioszintézisben betöltött szerepéről C. paspaliban, két-két reprezentatív ∆idtP (CPIDTP1 és 

CPIDTP8 izolátumok) és ∆idtF (CPIDTF2 és CPIDTF7 izolátumok) mutáns törzsből készült 

extraktum IDT profilját vizsgáltuk meg és hasonlítottuk a vad típusú C. paspali IDT profiljához. 

Ez alkalommal az LC-MS analízis során a paszpalin, a β-PC-M6, 13-dezoxipaxillin, 

paszpalicin, paxillin, paszpalinin, paszpalitrem A, paszpalitrem C és paszpalitrem B 

molekulákat próbáltuk detektálni. Az első kísérlettől eltérően, a vad típusú DSM 833 törzs 

extraktumából csupán a paszpalitrem A, C és B jelenlétét sikerült kimutatni, míg a korábbi 

kísérlet során detektált paszpalin, paxillin és paszpalinin ez alkalommal nem voltak jelen. A β-

PC-M6, 13-dezoxipaxillin és paszpalicin szintén nem voltak kimutathatóak a vad típusú törzs 

extraktumából (14. ábra).  

 

 

14. ábra. C. paspali vad típusú (DSM 833), CPIDTP1 (∆idtP) és CPIDTF2 (∆idtF) mutáns törzsek IDT 

profiljainak összehasonlítása. Az egyes komponensek azonosítása azok pontos tömegén (0,02 Da tömegablak) 

valamint fragmentációs mintázatán alapult (Uhlig és mtsai. 2014, 3. kiegészítő táblázat). 

 

A ∆idtP (CPIDTP1 és CPIDTP8) törzs extraktuma nem tartalmazott kimutatható 

mennyiségben paszpalitrem A-t, illetve paszpalitrem B-t, viszont detektálható mennyiségben 

tartalmazott paszpalint, ami arra utal, hogy ezekben az izolátumokban a génkiütés a paszpalin 

továbbalakulását akadályozta meg. A ∆idtP törzsekhez hasonlóan, a ∆idtF izolátumok 

(CPIDTF2 és CPIDTF9) extraktumában sem voltak jelen prenilált IDT-k (paszpalitrem A és 

paszpalitrem B). Ezzel szemben ezekben az extraktumokban megfigyelhető volt a paszpalinin 
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felhalmozódása, arra utalva, hogy ezekben a transzformánsokban a paszpalinin preninálása nem 

történt meg. A paszpalinin mellett kis mennyiségű paszpalin is kimutatható volt (14. ábra).  

A DSM 833, a ∆idtP valamint a ∆idtF törzsek extraktumaiból egy sor egyéb bioszintetikus 

mellékterméket is próbáltunk kimutatni (4. kiegészítő táblázat), de ezek közül egy sem volt 

jelen az említett törzsek extraktumában. 

 

4.5. A vad típusú és a ∆idtCBGF C. paspali törzsek ergot alkaloid 

termelésének vizsgálata 
 

Annak érdekében, hogy kimutassuk, hogy az idtCBGF gének kiütése, ily módon az IDT 

bioszintézis teljes blokkolása hatással volt-e a C. paspali DSM-833 törzs ergot alkaloid 

termelésére, HPLC analízis segítségével vizsgáltuk a vad típusú, a CPIDT2, valamint a 

CPIDT8 törzsek fermentleveiben található ergot alkaloidok profilját és mennyiségét. A 

fermentlevek extraktumainak vizsgálata kimutatta (15-16. ábra, 2. táblázat), hogy a vad típusú 

és transzformáns törzsek ergot alkaloid termelőképessége közel azonos volt. A vad típusú C. 

paspali DSM-833 18,30 ± 1.05 μg/g ergot alkaloidot termelt, amelyből 1.25±0.09 μg/g volt a 

paszpálsav. A CPIDT2 és CPIDT8 gén törzsek 19,09 ± 1,30 μg/g és 18,41 ± 0,50 μg/g ergot 

alkaloidot termeltek, amelyekből 1.17±0.15 μg/g és 1.28±0.11 μg/g volt a paszpálsav (2. 

táblázat). A különböző típusú ergot alkaloidok, mint például az ergin, lizergsav, lizergsav 

metil-karbonilamid, ergonovin, izolizergsav-metil-karbonilamid, erginin és paszpálsav 

komponensek eloszlása a vad típusú és az idtCBGF deléciós törzsekben szinén megegyezett.  

2. táblázat A vad típusú és az idtCBGF KO C. paspali törzsek által termelt ergot alkaloidok 

Komponens neve DSM-833 CPIDT2 CPIDT8 

Ergin 1,81 0,15 μg/g 2,17 0,09 μg/g 1,93 0,11 μg/g 

Lizergsav-metil-

karbinolamid 
4,36 0,11 μg/g 4,54 0,31 μg/g 4,79 0,30 μg/g 

Ergonovin 4,75 0,21 μg/g 4,96 0,61 μg/g 4,65 0,09 μg/g 

Izolizergsav-metil-

karbinolamid 
4,27 0,41 μg/g 4,40 0,49 μg/g 3,92 0,12 μg/g 

Erginin 1,86 0,24 μg/g 1,85 0,15 μg/g 1,84 0,06 μg/g 

Paszpálsav 1,25 0,09 μg/g 1,17 0,15 μg/g 1,28 0,11 μg/g 

Totál ergot alkaloid 18,30 1,05 μg/g 19,09 1,30 μg/g 18,41 0,50 μg/g 
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15. ábra A C. paspali által termelt ergot alkaloidok. A, vad típusú C. paspali DSM 833 törzs; B, egy 

reprezentatív ΔidtCBGF mutáns törzs (CPIDTP2).  
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16. ábra A lizergsav és paszpálsav elválasztása. A, lizergsav és paszpálsav standard elegye; B, C. paspali DSM 

833 extraktuma; C, CPIDT2 (reprezentatv ΔidtCBGF mutáns) extraktuma. 
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5. Az eredmények kiértékelése 
 

5.1. A C. paspali DSM 833 által axenikus körülmények között termelt 

IDT-k 
 

A C. paspali-ról régóta ismeretes (Uhlig és mtsai. 2014), hogy természetes körülmények között, 

a Paspalum fűfélékkel való együttélése során számos IDT-t termel, melyek kémiai szempontból 

a paszpalének és paszpalitremek csoportjába sorolhatóak. Míg a paszpalének egyszerűbb 

felépítésű, gyűrűs szerkezetű, prenilálatlan IDT-k, addig a paszpalitremek monoprenilált 

paszpalinin származékok. Habár bizonyos paszpalének, mint a paxillin is valamelyest 

mérgezőek, toxicitás szempontjából kétségkívül a paszpalitremmek jelentik a nagyobb veszélyt 

a C.  paspali-val fertőzött haszonnövényeket fogyasztó állatok számára (Mantle és mtsa. 1978).  

A P. dilatatum-ról gyűjtött C. paspali szkleróciumból, illetve mézharmatból eddig mintegy 

19 különböző ciklikus IDT molekulát sikerült kimutatni, amelyből 10 a paszpalének, 9 a 

paszpalitremek csoportjába tartozik. A ciklikus IDT-ken felül megtalálható volt még az 

emindol SB, ami egy részben gyűrűzárt IDT származék (Uhlig és mtsai. 2014) 

A C. paspaliban kimutatott IDT-ket biokémiai szempontból két csoportra oszthatjuk.  Az 

emindol SB, paszpalin, β-PC-M6, 13-dezoxipaxillin, paxillin, paszpalicin, paszpalin, és a 

paszpalitrem A annak a másodlagos anyagcsere reakció-útvonalnak a köztitermékei, amelynek 

végterméke a paszpalitrem B. Minden más IDT származék – az indol csoport C20 és C22 

pozícióiban monoprenilált, és/vagy 2-metilbut-1,3-dién illetve dienil oldallánccal szubsztituált 

paszpalitrem származékok, C11,12 dupla kötést hordozó, illetve a C10 pozícióban redukált IDT 

származékok – a paszpalitrem bioszintézis melléktermékének tekinthető, amelyek az egyes 

köztitermékekből alakulnak ki valamilyen, mindezidáig nem tisztázott kémiai vagy pedig 

biokémiai úton. 

Mivel a C. paspalit széles körben alkalmazzák a gyógyszeriparban ergot alkaloid típusú 

gyógyszer hatóanyagok fermentációjára (Arcamone és mtsai. 1960), fontos kérdés, hogy a 

gomba képes-e a fermentáció során alkalmazott körülmények között szintetizálni a fent említett 

IDT-ket.  

A különböző, ciklikus IDT molekulákat termelő gombafajok eltérő módon képesek az IDT-

k előállítására mesterséges körülmények között. Bizonyos gombafajok, mint például a paxillint 

előállító P. paxilli, vagy a terpendolok bioszintéziséről ismert T. album nagy mennyiségben 

képesek a rájuk jellemző IDT-k előállítására laboratóriumi léptékű fermentációban (Young és 

mtsai. 2001; Motoyama és mtsai. 2012). A T. album esetében például megfigyelhető, hogy az 
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általa előállított IDT-k spektrumára alig van hatással az alkalmazott tápfolyadék összetétele, 

ami arra utal, hogy ebben a gombában az IDT bioszintézis folyamata nem szigorúan 

szabályozott. Ezzel párhuzamban érdemes megemlíteni, hogy mindezidáig egyetlenegy IDT 

génklaszterben sem azonosítottak olyan génklaszter-specifikus regulátor gént, ami az IDT 

bioszintetikus gének expressziójának szabályozásáért felelne (Kozák és mtsai. 2019).  

A terpendolok bioszintézisével ellentétben a N. lolli által előállított lolitrem típusú IDT-k 

bioszintézise szigorú szabályozás alatt áll. Mind a lolitremek szintézise, mind pedig a lolitrem 

génklaszterek (a lolitrem B gének összesen három szubklaszteren helyezkednek el) génjeinek 

expressziója csupán in planta, azaz a gazdanövényen történő növekedés során figyelhető meg, 

ami arra utal, hogy a lolitrem bioszintézis indukálásához bizonyos, a növény által biztosított 

faktorokra van szüksége a gombának (Young és mtsai. 2006).  Laboratóriumi körülmények 

között mindezidáig nem sikerült lolitremeket termeltetni ezzel a gombával. Hasonlóképpen, az 

A. oryzae, ami az A. flavus domesztikált változata, csak nagyon specifikus körülmények között 

képes előállítani néhány paszpalén típusú IDT-t, többek között a 13-dezoxipaxillint (Rank és 

mtsai. 2012; Qiao és mtsai. 2010). Ezzel szemben az A. flavus laboratóriumi körülmények 

között könnyen szintetizált aflatremeket, amik az IDT bioszintézis végtermékei ebben a 

gombában (Zhang és mtsai. 2004; Nicholson és mtsai. 2009).  

Más IDT termelő fajoknál, habár a gomba nem igényel specifikus körülményeket az IDT-

k szintéziséhez, a fizikai-kémiai faktorok nagymértékben befolyásolják az általa előállított IDT-

k mennyiségét és spektrumát. A penitrem A termeléséről ismert P. crustosum esetében a 

megtermelt penitremek spektrumára a szén- és nitrogén források típusán kívül hatással vannak 

olyan tényezők is, mint a hőmérséklet, illetve a fény (Kalinina és mtsai. 2017). Az oxidatív 

stressz szintén képes befolyásolni a bioszintetizált IDT-k profilját. A H2O2 jelenléte indukálja 

az aflatremek képződését A. flavusban, ezzel ellentétben (Fountain és mtsai. 2017) represszálja 

a penitremek bioszintézisét P. crustosumban (Kalinina és mtsai. 2017). 

A fentiek összegzéseképpen tehát felvetődött a kérdés, hogy a C. paspali egyáltalán képes-

e laboratóriumi körülmények között előállítani azokat az IDT-ket, egészében vagy legalább 

részben, amelyeket in planta termel a P. dilatatummal való együttélésekor. Ennek kiderítése 

céljából olyan körülményeket alkalmaztunk a C. paspali növesztésére, amelyeket az ergot 

alkaloidok laboratóriumi körülmények közötti előállítására használunk. Ennek oka részben 

annak kiderítése volt, hogy az alkaloid gyártási folyamatokban alkalmazott körülmények 

indukálhatják-e az IDT bioszintézist, ezzel lehetővé téve azt, hogy ezek a toxinok 

megjelenjenek a gyógyszer-előállítási folyamat ezen korai szakaszában. A komponensek LC-

MS/MS azonosításakor azok pontos tömegét (0,02 Da tömegablak) vettük alapul, illetve a 
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paxillin esetében standardot is alkalmaztunk. A pontos tömeg alapján azonosított 

komponenseken ezt követően tömegspektrometriás fragmentációs analízist végeztünk, és a 

kapott fragmentum mintázatot irodalmi adatokhoz hasonlítottuk.  

Mivel a paszpalitrem génklaszter bioinformatikai elemzése nem jelezte specifikus 

transzportfehérjét kódoló gén jelenlétét, feltételeztük, hogy a megtermelt IDT-k 

intracellulárisan halmozódhatnak fel. Az LC-MS/MS vizsgálatokat ebből kifolyólag a feltárt 

sejtek extraktumán végeztük el. Első körben azokat a fő IDT komponenseket próbáltuk 

detektálni, amelyek irodalmi adatok alapján nagyobb mennyiségben előfordulnak a C. paspali 

szkleróciumában. Az extraktumban valamennyi vizsgált IDT – paszpalin, paxillin, paszpalinin, 

paszpalitrem A és paszpalitrem B – jelen volt. Ezen felül a paszpalitrem A-ra jellemző tömeg 

esetében két különböző retenciós időnél is kaptunk jelet, ami arra utal, hogy a paszpalitem A-n 

felül a molekula egy másik izomere, feltehetően a paszpalitrem C is jelen lehetett a vizsgált 

extraktumban.  

A következő kísérletben a fent leírt módszerrel megpróbáltunk minden olyan IDT 

módosulatot detektálni a mintákból, amiket korábban sikerült kimutatni természetes 

körülmények között gyűjtött C. paspali szkleróciumból (4. kiegészítő táblázat). A fent említett 

komponenseken felül semmilyen más IDT-t nem sikerült detektálni a fermentációs 

körülmények között tenyésztett C. paspaliból.  

Az a tény, hogy a szkleróciumban jelen lévő bioszintetikus IDT melléktermékek nem 

mutathatók ki a fermentációs kísérletben, többféleképpen is magyarázható.  Lehetséges, hogy 

az IDT bioszintézis szabályozása eltérő a különböző körülmények között; a különböző 

tanulmányokban használt C. paspali izolátumok genetikailag különbözhetnek; a szklerócium 

képződéséhez sokkal hosszabb tenyészidő szükséges, mint a laboratóriumi felnövesztéshez; 

vagy akár bizonyos növény eredetű enzimek is hozzájárulhatnak a természetes körülmények 

között megjelenő IDT-k keletkezéséhez.  

Fontos megemlíteni azt is, hogy a paxillin és paszpalinin nem minden esetben voltak 

kimutathatóak a vad típusú törzs fermentlevének extraktumaiból, habár a fermentációkat 

minden esetben kontrollált körülmények között végeztük el. Ennek az lehetett az oka, hogy 

mivel ezek a komponensek a paszpalitrem bioszintézisnek köztitermékei, így nem 

halmozódnak fel, és csak rövid ideig vannak jelen a sejtben, így a robosztus fermentációs 

technológia ellenére koncentrációjuk nem minden esetben éri el a kimutathatóság határát.  

Egy további kísérletben a fentebb tárgyalt IDT-ket a fermentlé vizes fázisából próbáltuk 

meg kimutatni, de csupán nyomnyi mennyiségű paxillint sikerült detektálnunk.  
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A fermentációs kísérleteket összegezve elmondható, hogy sikerült bebizonyítanunk azt, 

hogy a paszpalitrem bioszintézis-út aktív az alkalmazott fermentációs körülmények között, ami 

a paszpalitrem, eseteként a paszpalén típusú mikotoxinok megjelenését eredményezheti a 

lizergsav gyártási folyamatában.  

Habár minden jel szerint ezek mikotoxinok jellemzően a sejteken belül akkumulálódnak, a 

fermentlé feldolgozásakor ezek kikerülhetnek a vizes fázisba is, ezért a feldolgozáskor ezeknek 

a toxinoknak analitikai módszerekkel történő követése, illetve szükség szerint ezek eliminálása 

hozzájárulhat a biztonságosabb gyógyszer-előállítási folyamatokhoz. 

 

5.2. Stabil, homokarion C. paspali transzformánsok előállítása ATMT 

módszerrel   
 

Az elmúlt évtizedekben jelentős tudás halmozódott fel arról, hogy miként lehet a C. paspali-t 

hatékonyan alkalmazni ergot alkaloidok fermentációjára. Érdekes, hogy ahogyan az IDT 

termelődést és annak következményeit eddig kizárólag csak természetes körülmények között 

tenyészett C. paspali izolátumoknál vizsgálták (Uhlig és mtsai. 2014), úgy a gomba által termelt 

ergot alkaloidok profiljáról, valamint a bioszintézist befolyásoló tényezőkről túlnyomó 

többségben axenikus körülmények között tenyésztett kultúrákból van elérhető adat a 

szakirodalomban (Arcamone és mtsai. 1960). Ez az ellentmondás ugyanakkor nem meglepő, 

hiszen az IDT toxinok természetes körülmények között, takarmánynövényeken megjelenve 

okoznak gazdasági károkat, míg az ergot alkaloidok bioszintézisének gazdasági előnyeit 

„mesterséges” körülmények között aknázza ki a gyógyszeripar.  

Ugyanakkor mindezidáig egyik vegyületcsoport – az ergot alkaloidok, valamint az IDT-k – 

esetében sem született olyan tanulmány, ami ezen metabolitok bioszintézisét, a szintézis 

szabályozását, valamint ezek genetikai hátterét vizsgálná. Ennek az egyik oka talán az, hogy 

korábban nem dolgoztak ki olyan genetikai transzformációs módszert, amellyel hatékonyan 

lehetne elvégezni a kívánt genetikai módosításokat ezen a gombán. Ennek az akadálynak a 

leküzdése céljából célul tűztük ki, hogy kidolgozunk egy olyan transzformációs módszert, 

amellyel stabil, célzott genetikai módosításokat tudunk végrehajtani a C. paspali genomi DNS-

én. A közel rokon C. purpurea fajra korábban kidolgozott protoplasztképzésen és PEG 

(polietilén-glikol) segítségével elért DNS felvételen alapuló transzformációs módszer (Smit és 

Paul 1992) sok esetben eredményez mitotikusan instabil transzformánsokat, ami minden 

bizonnyal a gomba polikarion jellegére vezethető vissza. Transzformációt követően – még ha 

a szelekciós ágenst hordozó DNS darab be is integrálódik a genomba – az osztódások során a 
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transzformáns izolátum a transz-DNS-t tartalmazó sejtmagot egyszerűen elveszítheti, így 

gyakorlatilag újra vad típusúvá válhat. A másik ok, ami miatt a transzformánsok instabilak 

lehetnek az az, hogy a sejtbe való bejutást követően a marker gént tartalmazó DNS nem 

integrálódik a genomba, hanem a citoplazmában maradva egy ideig fennmarad – kifejezve 

eközben a marker fehérjét is – hosszabb-rövidebb ideig túlélést biztosítva ezzel a sejtnek a 

szelekciós körülmények között. Az osztódások alkalmával a replikáldóni nem képes transz-

DNS és a róla átírt, az adott antibiotikummal szemben védelmet nyújtó fehérje kihígul, és a sejt 

a továbbiakban nem lesz védett az alkalmazott szelekciós ágenssel szemben.  

Ahhoz tehát, hogy a szintén polikarion C. paspali esetében valóban stabil és homokarion (a 

genetikai módosítást minden sejtmagban tartalmazó) transzformánsokat tudjunk generálni, két 

feltételnek kellett teljesülnie. Az egyik az, hogy a transzformáció során a transz-DNS ne csak 

a citoplazmába jusson el, hanem valóban integrálódjon a genomba. A másik feltétel pedig, hogy 

transzformációt követően, a rezisztens telepekben a lehető legnagyobb mértékben feldúsítsuk a 

transzformáns sejtmagokat úgy, hogy lehetőleg vad típusú, transzformálatlan sejtmag ne 

maradjon a sejtekben. Ugyanis, ha ez a feltétel teljesül, biztosak lehetünk abban, hogy a 

transzformáns allélt a gomba a szelekciós nyomás elhagyása után sem fogja elveszíteni.  

Az A. tumefaciens sejtek alkalmazásának az az egyik legnagyobb előnye a transzformáció 

során, hogy az úgynevezett bal- és jobboldali határszekvenciák (Left and Right border 

sequences) között elhelyezkedő T-DNS szakasz minden esetben stabilan integrálódik a 

genomba (Hareven és Koltin 1970). A módszer ezen tulajdonsága miatt tehát úgy döntöttünk, 

hogy a C. paspali transzforámciójára az ATMT módszert optimalizáljuk. Az ATMT sikeres 

kivitelezésének főbb paraméterei: (i) a stacioner fázisban lévő A. tumefaciens és szintén 

stacinoner fázisban lévő gomba tenyészet együttes tenyésztése; (ii) olyan környezeti kondíciók 

biztosítása (hőmérséklet, agar), amely lehetővé teszi mind a gomba, mind a baktérium tenyészet 

további növekedését; (iii) acetosziringon, vagy más olyan fenolos vegyület jelenléte, amely 

képes indukálni az A. tumefaciens vir génjeit (a vir gének felelősek a T-DNS átjutásáért és 

integrálódásáért a gazda sejt genomjába); (iv) valamint azon optimális együttes növesztési 

körülményeinek megtalálása, amely egyrészt lehetővé teszi a hatékony konjugációt, másrészt 

pedig nem engedi, hogy az Agrobacterium sejtek túlságosan túlnőjék a transzformálandó 

gomba sejtet.  

Mivel a gazdasejt által megtermelt szekunder metabolitok, valamint poliszacharidok 

gátolhatják a transzformáció hatékonyságát, így a C. paspali sejtek szaporításához komplex 

tápfolyadék helyett az egyszerűbb összetételű PDB tápfolyadékot alkalmaztuk.  
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A transzformáció optimalizálásakor elsőként az acetosziringon hatását vizsgáltuk. Az 

acetosziringon egy fenolos vegyület, amely az Agrobacterum vir génjeinek expresszióját képes 

indukálni (Sujatha és mtsa. 2014). Természetes körülmények között, a növényi sebszövet, a 

kallusz által kibocsátott fenolos vegyületek indukálják az Agrobacterium sejtek vir génjeit, 

előidézve ezzel a T-DNS átjutását és integrálódását a növényi sejtek genomjába.  

A vártnak megfelelően, és összhangban a szakirodalomban fellelhető eredményekkel (Yamada 

és mtsai. 2009), az acetosziringon jelenléte nélkülözhetetlennek bizonyult a C. paspali sejtek 

transzformációjához. Amennyiben mind az IM tápfolyadékot, mind pedig az IM agar táptalajt 

200 µM acetosziringonnal egészítettük ki, a szelekciós fázist követően higromicin B rezisztens 

C. paspali telepek jelenléte volt megfigyelhető (9. ábra). Ezzel szemben az acetosziringon 

elhagyása az IM tápfolyadékból és IM agarból a rezisztens telepek megjelenésének elmaradását 

eredményezte, bizonyítva ezzel azt, hogy a vir gének indukálása elengedhetetlen feltétele a 

sikeres géntranszfernek az Agrobacterium és a gomba sejtek között.   

A gomba sejtek A. tumefaciens-segítette transzformációjakor szintén fontos a 

transzformációkor alkalmazott Agrobacterium tenyészet sűrűsége, valamint az együttes 

növesztés hossza. Mind a túl hosszú inkubációs idő, mind pedig a túl sűrű baktérium tenyészet 

azt eredményezi, hogy az IM agar táptalajon az Agrobacterium túlnövi a gombát, drasztikusan 

csökkentve ezzel annak életképességét. Ugyanakkor a rövidebb együttes növesztési idő, 

valamint kisebb sejtsűrűség csökkenti a transzformáció hatékonyságát. Annak érdekében tehát, 

hogy megtaláljuk az ATMT-hez legoptimálisabb körülményeket, a transzformáció hatásfokát 

három különböző sejtsűrűség mellett vizsgáltuk 2-6 napos időintervallumban (naponként). A 

vizsgálatból az derült ki, hogy az együttes növesztés alatt a negyedik napig növekszik a 

transzformáció hatásfoka, innentől viszont csökken az inkubációs idő meghosszabbításával. 

Valamennyi esetben az OD600=0,5 sejt sűrűségű A. tumefacienset alkalmazva kaptuk a 

legmagasabb transzformáns számot, az ennél kisebb (OD600=0,2) vagy ennél nagyobb 

(OD600=1) sejtsűrűségű kultúrák alkalmazása egyaránt rontotta a transzformáció hatásfokát. Így 

tehát a legtöbb transzformánst akkor kaptuk, amikor OD600=0,5 sejtsűrűségű A. tumefacinens 

tenyészetet alkalmaztunk, és az együttes növesztési idő 4 nap volt.  

A transzgén stabilitása szempontjából fontos kérdés volt, hogy a transzformánsok 

megtartják-e a transzformációs folyamat során szerzett rezisztenciájukat a higromicin B-vel 

szemben. Ennek vizsgálata érdekében a kiválasztott transzformáns telepeket 4-5 alkalommal 

(kísérlettől függően) passzáltuk higromicin B tartalmú PDA agarra, amelyen a kolóniák minden 

alkalommal intenzív növekedést mutattak.  
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A sorozatos átoltásoknak gyakorlati célja is volt, mivel a szelekciós agarra történő újra-

izolálások lehetővé tették a transzformáción átesett sejtmagok feldúsulását. Az osztódások 

alkalmával ugyanis azok a sejtek, melyekbe kevesebb transzformáns sejtmag jutott (vagy 

esetleg egyáltalán nem is jutott), lassabban szaporodtak higromicin B jelenlétében (vagy 

egyáltalán nem szaporodtak), szemben azokkal a sejtekkel, amelyekbe több transzformáns 

sejtmag, ezáltal több kópia higromicin rezisztencia gén jutott. Az újraizolálásoknál fontos 

szempont volt, hogy az átoltandó gombamicéliumot a kolóniák széléből „csípjük ki”, ugyanis 

korábban megfigyelték, hogy a polikarion gombák esetében, míg a telepek közepén a sejtmagok 

összetétele heterogén, addig a telepek széle felé haladva az egyes szektorok sejtmag-összetétele 

egyre homogénebb (Vladimira és mtsai. 1991).  

A transzformáns sejtmagok feldúsulásának trendjét az is igazolta, hogy a passzászszám 

növekedésével az izolátumok egyre gyorsabb növekedést mutattak higromicin jelenlétében, 

ami a megnövekedett higromicin B-vel szembeni rezisztenciájukkal volt magyarázható.  

 

5.3. A C. paspali DSM833 idtCGBF lókuszának inaktiválása ATMT 

módszerrel 
 

A C. paspali DSM 883 A. tumefaciens-segítette transzformációjának optimalizálását követően 

azt a célt tűztük ki, hogy a módszert felhasználva homológ célzókarok segítségével inaktiváljuk 

a paszpalitrem klaszter idtCBGF génjeit. A génkiütéses vizsgálattal a következő céljaink voltak. 

(i). Annak megvizsgálása, hogy a módszer alkalmas-e célzott genetikai módosítások 

elvégzésére, illetve homokarion transzformáns izolátumok létrehozására; (ii) Kísérletesen 

azonosítani a C. paspali feltételezett paszpalitrem génklaszterét; (iii) Olyan C. paspali mutáns 

törzs létrehozása, amely nem termel IDT toxinokat, de a kiinduló törzzsel megegyező módon 

képes termelni az ergot alkaloidokat.  

A célzott génkiütés a legjobb módszer annak vizsgálatára, hogy az adott transzformáns 

izolátum homo- vagy pedig heterokarion-e. Ennek kiderítése céljából, a kiválasztott 

transzformánsok DNS-ét templátként használva több, a ∆idtCBGF, illetve a vad típusú 

idtCBGF allélra specifikus PCR reakciót hajtottunk végre. Azok az izolátumok, amelyek csak 

vad típusú allél jelenlétét mutatták, minden bizonnyal ektópikusan vették fel a hph gént, így 

nem történt meg bennük a célzott gének kiütése. Azok a transzformánsok, amelyek mind a két 

allél jelenlétét mutatták, habár átestek a génkiütéssel járó homológ beépülési eseményen, de az 

újra-izolálások során nem sikerült megszabadulni a vad típusú alléltól. Végül pedig azok az 

izolátumok, amelyek nem adtak PCR jelet a vad típusú allélra, de mutatták a hph gén 
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helyspecifikus beépülését, nemcsak, hogy elvesztették az idtCBGF allélt, de minden bizonnyal 

az újraizolálások alatt valamennyi vad típusú, transzformálatlan sejtmagjukat elvesztették. A 

12 vizsgált transzformás közül három esetében sikerült kimutatni az idtCBGF allél teljes 

elvesztését, és egyúttal a hph gén helyspecifikus beépülését, ami jól mutatja, hogy a módszer 

kiválóan alkalmas homokarion, génkiütött C. paspali mutánsok létrehozására.  

 Annak érdekében, hogy bizonyítsuk a paszpalitrem génklaszter funkcióját, két kiválasztott 

mutáns esetében megvizsgáltuk, hogy azok képesek-e a már korábban leírt körülmények között 

termelni a vad típusú törzsnél megfigyelt IDT komponenseket. Mivel homológia adatok alapján 

a kiütött négy gén közül három, az idtG, idtB, valamint idtC a paszpalitrem bioszintézis korai 

lépéseit kódolják, amik az első stabil köztitermék, a paszpalin kialakulásért felelnek, ezért ezen 

gének elvesztése egyértelműen az összes IDT termelésének elvesztésével kellett, hogy járjon. 

Ennek megfelelően a ∆idtCBGF mutánsok nem voltak képesek semmilyen, kimutatható 

mennyiségű IDT előállítására. Ezek az eredmények egyértelmű kísérletes bizonyítékot adnak a 

C. paspali paszpalitrem génklaszter funkciójáról.  

A fentebb leírt eredmények lehetővé tehetik olyan C. paspali mutánsok létrehozását, 

amelyek teljesen képtelenek az IDT toxinok termelésére a gyógyszeripari fermentációs 

folyamatok alatt. A módszer ipari alkalmazhatóságának feltétele az, hogy a generált génkiütéses 

transzformánsok a kiindulási törzzsel ekvivalens mennyiségben és minőségben legyenek 

képesek az ergot alkaloid komponensek előállítására. Annak érdekében tehát, hogy 

megvizsgájuk, hogy a ∆idtCBGF lókusz inaktiválása milyen hatással volt a termelt ergot 

alkaloidok mennyiségére és profiljára, HPLC módszerrel elemeztük mind a mutáns törzsek, 

mind pedig a vad típusú DSM 833 törzs által termelt alkaloidok termelését. Sem a 

produktivitásban, sem pedig a termelt alkaloidok profiljában nem találtunk kimutatható 

különbséget a vad és mutáns törzsek között, így a módszer alkalmas lehet ergot alkaloid 

túltermelő, IDT-mentes C. paspali ipari mutánsok létrehozására is.  

 

 

5.4. Az idtP és idtF gének funkciójának kísérletes bizonyítása 
 

Annak érdekében, hogy a paszpalitrem bioszintézist tovább vizsgáljuk C. paspali-ban, ATMT 

módszerrel ∆idtP és ∆idtF génkiütött mutánsokat hoztunk létre, és az IDT profiljukat 

összevetettük a vad típusú C. paspali DSM 833 IDT profiljával.  
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Az IdtP P450 monooxigenáz 41% azonosságot mutat a P. paxilli PaxP fehérjéjével 

aminosav szekvencia szinten. A paxP homológok kiütése különböző IDT termelő gombákban 

eltérő következményekkel járt. P. paxilli-ban a paxP kiütése a paszpalin felhalmozódásához, és 

minden más, paszpalinból levezethető IDT metabolit elvesztéséhez vezetett (Saikia és mtsai. 

2012). Ugyanakkor a janP gén kiütése a sierinin-termelő P. janthinellum-ban teljes mértékben 

blokkolta a különböző IDT komponensek bioszintézisét, beleértve a paszpalinét is (Nicholson 

és mtsai. 2015). Hogy az eltérő eredményekért az IDT bioszintézis eltérő szabályozása a 

felelős, vagy pedig a paszpalin továbbalakult valamilyen mindezidáig ismeretlen 

melléktermékké, az mindmáig nem ismert.  

Egy harmadik gombafaj, a terpendol-termelő T. album esetében a terP gén inaktiválása a 

tependol E (C11-hidroxilált paszpalin), valamint egy új bioszintetikus melléktermék, a 11-

ketopaszpalin felhalmozódását eredményezte (Motoyama és mtsai. 2012; Tarui és mtsai. 2014).  

Hasonlóan a P. paxilli ∆paxP mutánshoz, a jelen munkában az idtP gén kiütése C. paspali-

ban paszpalin felhalmozódását idézte elő. Ahogyan várható volt, a bioszintézis későbbi 

metabolitjai, a paszpalinin, paszpalitrem A, paszpalitrem C és paszpalitrem B nem voltak 

megfigyelhetőek az extraktumban. Ezek az eredmények bizonyítják, hogy a C. paspali fajban 

az IdtP felel a paszpalin továbbalakításáért (17. ábra).  

Az aflatrem bioszintézis AtmD monoprenil transzferáz enzimjéről ismert, hogy habár fő 

szubsztrátja a paszpalinin, in vitro körülmények között képes elfogadni a paszpalint is 

szubsztrátként (17. ábra). Mivel a ∆idtP izolátumok tartalmaztak egy intakt paszpalinin prenil 

transzferáz gént (idtF), és nagy mennyiségben halmozták fel a paszpalint, kíváncsiak voltunk, 

hogy nem jelennek-e meg monoprenilált paszpalin származékok a törzsek extraktumaiban. 

Ennek vizsgálata érdekében a molekulák pontos tömege alapján megpróbáltuk kimutatni a 

monoprenil-paszpalint, valamint a hidroxi-monoprenil paszpalint, de egyik komponens sem 

volt jelen kimutatható mennyiségben az extraktumokban.  Ez alapján úgy gondoljuk, hogy a 

paszpalin nem metabolizálódik tovább az imént említett módon, és feltehetően egyéb alternatív 

útvonalakon sem.  

A különböző gombák által termelt IDT-k közül a paszpalitremek a legnagyobb strukturális 

hasonlóságot az aflatremekkel mutatják. A paszpalitremek esetében a paszpalinin normál 

prenilációja a C21 vagy C20 pozíciókon 2-metilbut-2-én oldalláncot eredményez, kialakítva 

ezzel a paszpalitrem A-t és paszpalitrem C-t. Ezzel szemben, a paszpalinin reverz prenilációja 

ugyanezekon a pozíciókon 3-metil-1-én oldalláncot alakít ki, aflatremet és β-aflatremet 

eredményezve. Az aflatrem bioszintézis során a prenil oldallánc bevezetését az AtmD enzim 

katalizálja (Liu és mtsai. 2013), mellyel az IdtF 21% azonosságot mutat aminosav szinten. Az 



67 
 

IdtF hasonló azonosságot mutat a penitrem bioszintézis PenD fehérjéjével (21%), amely a β-

paxitriol normál módú prenil transzferáza. Ezek alapján feltételeztük, hogy a paszpalitrem 

bioszintézisben az IdtF szerepe a paszpalinin normál módú prenilálása a C20 illetve 21 

pozíciókban. Ennek megfelelően az idtF gén kiütése a jelen munkában a DSM 833 törzsben a 

paszpalitrem A, C és B IDT-k bioszintézisének teljes megszünését, ugyanakkor a paszpalinin 

felhalmozódását eredményezte. Ezek az eredmények egyértelműen bizonyítják az idtF gén 

paszpalitrem bioszintézisben betöltött szerepét. Ugyanakkor rámutatnak arra, hogy a 

paszpalinin normál (IdtF) és reverz (AtmD) módú prenilálása külonböző enzimektől függ, 

amelyek eltérő evolúciós utak eredményei, hiszen az IdtF és AtmD enzimek közötti alacsony 

homológia miatt nehezen feltételezhető, hogy ezek a gének egymás ortológjai lennének.  

 

5.5. A C. paspali paszpalitrem bioszintézis-útjának modellezése  
 

A paszpalitrem génklaszter funkcionális azonosítása lehetővé tette a paszpalitrem bioszintézis-

út rekonstruálását (17. ábra). Ehhez alapul vettük a már korábban leírt, gomba eredetű IDT-k 

bioszintéziséről elérhető információkat, valamint a paszpalitrem génklaszter génjeinek 

homológia adatait egyéb IDT génklaszterek feltehetően azonos, vagy hasonló funkciójú 

génjeivel. A C. paspali paszpalitrem génklaszter két külön kontigon helyezkedik el az 

adatbankokban elérhető összeillesztett genom szekvencián (Schardl és mtsai. 2013). A 

JN613321 kontigon helyezkednek el a klaszter idtQ, idtP, idtF, idtG, idtB és idtC génjei, míg 

az idtM gént kódoló nukleinsav szakasz a JN613322 kontigon található meg. Az idtG, idtM, 

idtB és idtC gének protein termékei 53, 38, 56 és 45%-os azonosságot mutatnak a P. paxilli 

PaxG (GGPP szintáz), PaxM (FAD-függő monooxigenáz), PaxB (IDT cikláz) és PaxC (prenil 

transzferáz) fehérjéivel. Ezeknek a géneknek az ortológjai megtalálhatóak minden idáig 

azonosított ciklikus IDT génklaszterben (kivétel a T. album terpendol génklasztere, amelyből a 

GGPP szintáz hiányzik), és fehérje-termékeik bizonyítottan az első stabil ciklikus IDT 

intermedier, a paszpalin kialakulásáért felelnek. Ebből kifolyólag feltételezhető, hogy 

hasonlóképpen a C. paspali idtG, idtM, idtB és idtC génjei a paszpalitrem bioszintézis korai 

lépéseit katalizálják, a paszpalin kialakulását eredményeze. Az idtP és idtQ gének egy-egy 

feltételezett citokróm P450 monooxigenáz enzimet kódolnak. Ezekhez hasonló P450 gének, 

szintén fellelhetőek minden eddig azonosított ciklikus IDT klaszterben, és a funkciójukban, 

valamint specifitásukban meglévő különbségek nagymértékben meghatározzák a 

szintetizálandó IDT F gyűrűjének a szerkezetét. Feltételezhetően az IdtP, a PaxP-hez hasonlóan 
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a paszpalin átalakítását katalizálja 13-dezoxipaxillinné β-PC-M6 intermedieren keresztül, a 

C30 szénatom demetilálása, valamint a C10 karbonil csoport kialakítása révén.  

Az IdtQ aminosav-szekvenciája 37%-os azonosságot mutat a P. paxilli PaxQ enzim 

aminosav szekvenciájával. Az IdtQ szerepe kettős. Egyrészt katalizálja a 13-dezoxipaxillin C13 

oxidációját, ami paxillint eredményez, másfelől pedig a kialakult intermedier C7 

szénatomjának oxidációja révén alakítja ki a paszpalinint.  

Mivel korábban paspalicint (a 13-dezoxipaxillin C7 oxidált változata) is detektálták C. 

paspali – P. dilatatum együttélésből a paxillinen és paszpalininen felül (Uhlig és mtsai. 2014), 

valószínű, hogy a C7 és C13 oxidáció sorrendje felcserélhető, és a paszpalinin bioszintézise 

mind paxillin, mind pedig paspalicin köztitermékből is megtörténik.  

A paszpalitrem bioszintézis soron következő lépése a 2-metilbut-2-én oldallánc kialakítása 

a C21 vagy C20 pozíciókban, paszpalitrem A-t vagy paszpalitrem C-t eredményezve. A 

prenilációs reakció elvégzésére a legvalószínűbb jelölt az IdtF prenil transzferáz volt, ami 21% 

hasonlóságot mutat az A. flavus aflatrem bioszintézisének AtmD fehérjéjével. Ennek 

megfelelően az általunk generált ∆idtF törzsek extraktumaiban nem voltak jelen prenilált IDT 

származékok, hanem a paszpalinin felhalmozódása volt megfigyelhető, ami egyértelműen 

bizonyítja, hogy a paszpalitrem bioszintézisben az IdtF felel a paszpalinin prenilációjáért.  

A paszpalitrem bioszintézis utolsó lépése a paszpalitrem A prenil csoportjának C32 

hidroxilációja, ami a végterméket, a paszpalitrem B-t eredményezi. A C. paspali IDT 

génklaszter bioinformatikai analízise során nem mutattak ki olyan gént, amely feltételezhetően 

ezt a szerepet töltené be, így nagy valószínűséggel ezt a funkciót egy klaszteren kívüli gén, 

vagy nagyobb eséllyel egy olyan gén tölti be, amely a JN613321 és JN613322 kontigok közötti, 

a genomi szekvencia-adatokból hiányzó szakaszban helyezkedik el.  
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17. ábra (A) Paszpalitrem bioszintézis a C. paspali törzsben; (B). A paszpalin alternatív prenilációs útvonalai az 

AtmD és PaxD prenil transzferázok által katalizált in vitro reakciókban 
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6. Összefoglalás 
 

A C. paspali egy növényparazita Ascomycota törzsbéli gomba, amely Paspalum 

fűfélékkel való együttélésekor nagy mennyiségben állít elő IDT típusú mikotoxinokat. Abból 

kifolyólag, hogy a P. dilatatum – a C. paspali elsődleges gazdanövénye – egy igen elterjedt 

takarmánynövény a déli féltekén, az ilyen típusú mérgezések jelentős károkokat okoznak az 

állattenyésztési szektorban minden évben. Ugyanakkor a C. paspalit a gyógyszeriparban 

előszeretettel alkalmazzák azon tulajdonsága miatt, hogy axenikus körülmények között nagy 

hozamban képes vízoldható ergot alkaloid származékokat előállítani.  

Ezek tekintetében meglepő, hogy ez idáig senki sem vizsgálta, hogy a C. paspali 

fermentációs körülmények között képesképes-előállítani IDT típusú mikotoxinokat. Továbbá 

munkánk megjelenéséig nem dolgoztak ki olyan genetikai transzformációs módszert, amellyel 

hatékonyan lehetne elvégezni a kívánt genetikai módosításokat ezen a gombán. Ennek 

következtében, sem az ergot alkaloid, sem pedig az IDT bioszintetikus génklaszterek kísérletes 

igazolása nem történt meg ebben a gombában.  

 Munkám során elsőként igazoltam azt, hogy a C. paspali axenikus körülmények között 

képes előállítani IDT típusú mikotoxinokat.  

 Annak érdekében, hogy kísérletesen is tudjuk igazolni a feltételezett IDT génklaszter 

funkcióját a C. paspaliban, kifejlesztettünk egy A. tumefaciens segítette géntranszferen alapuló 

stabil transzformációs rendszert erre a gombára. Az általunk kifejlesztett transzformációs 

módszer segítségével sikeresen inaktiváltuk az paszpalitrem génklaszter egy részét, ami az IDT 

bioszintézis teljes blokkolását eredményezte a vizsgált gén-kiütött transzformánsokban.  

Az ATMT módszert felhasználva kísérletesen igazoltuk a klaszter két génjének, az idtP 

(P450 monooxigenáz) és idtF (monoprenil transzferáz) géneknek a funkcióját. Mind a két gén 

inaktiválása a paszpalitrem típusú IDT-ek eliminálásához vezetett, miközben a ∆idtP mutánsok 

esetében a paszpalin, az ∆idtF mutánsok esetében a paszpalinin jelent meg fő termékként.  

Az általunk elvégzett kísérletek új lehetőségeket nyitnak meg a C. paspali genetikájában.  

Az optimalizált transzformációs protokoll segítségével lehetőség nyílik olyan ipari 

izolátumok létrehozására, amelyek képesek nagyobb mértékben, vagy módosított 

spektrummal előállítani az ergot alkaloid metabolitokat.  

 Továbbá célzott genetikai módosítások révén a C. paspali IDT bioszintézise olyan 

irányba módosítható, hogy a bioszintetikus folyamat végterméke csökkent toxicitást 

mutasson emlősökre nézve, de megtartsa toxicitását a kártevő rovarokkal szemben, lehetővé 
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téve ezzel a gomba és az általa termelt IDT-ek felhasználhatóságát a rovarkártevők 

kontrolljában. 
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7. Summary 
 

C. paspali is a plant parasitic Ascomycota fungus which in the association with Paspalum 

spp. grasses produces large amounts of IDT mycotoxins. Since P. dilatatum (the primary host 

plant of C. paspali) is a widely used forage in the Southern hemisphere, C. paspali causes 

significant losses in the agriculture every year. At the same time, C. paspali has been used in 

the pharmaceutical industry for decades to produce large amounts of water-soluble ergot 

alkaloids using industrial fermentation conditions.  

In view of the above, it is surprising that no previous investigations were conducted to 

ascertain the ability of C. paspali to produce IDT-type mycotoxins under fermentation 

conditions. Furthermore, until the publication of our work, no genetic transformation method 

has been developed for the stable genetic modification of this fungus. Consequently, the 

functional verification of the ergot alkaloid or the IDT biosynthetic gene cluster in this fungus 

could not have been completed.  

In our work, we prove the ability of C. paspali to produce IDT mycotoxins during axenic 

growth conditions.  

In order to verify the function of the presumed IDT gene cluster in C. paspali we optimized 

a genetic transformation method utilizing A. tumefaciens gene transfer.  

With the help of this method, we successfully inactivated the idtCBGF allele of the 

paspalitrem gene cluster which completely eliminates the whole spectrum of IDTs in the 

mutants.  

In this work, we also validated the function of the idtP (P450 monooxygenase) and idtF 

(monoprenyl transferase) genes of the paspalitrem gene cluster, using the ATMT method. 

Inactivation of both genes resulted in the elimination of paspalitrem-type IDTs, but while the 

deletion of idtP led to the accumulation of paspaline, the inactivation of idtF resulted in the 

accumulation of paspalinine.  

These results open new avenues for the genetic study of C. paspali.  The optimized 

transformation protocol makes it possible to generate industrial strains that are able to produce 

ergot alkaloid metabolites on a larger scale or with a modified spectrum.  

Furthermore, the targeted genetic modification of the IDT biosynthetic pathway of C. 

paspali may provide IDT variants which show reduced toxicity toward mammals, but retain 

toxicity towards insects, thereby providing potent but safe insecticides.  This and similar 

applications would open new possibilities for the bioindustrial utilization of this interesting 

fungus.  
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8. Kiegészítő táblázatok 
 

1. Kiegészítő táblázat. IDT termelő fajok listája.  

Taxonómiai besorolás Faj Komponens Referenciák 

Aspergillaceae, 

Eurotiales, 

Eurotiomycetidae, 

Eurotiomycetes, 

Pezizomycotina, 

Ascomycota 

Aspergillus alliaceus Két paxillin-szerű IDT (Junker és mtsai. 2006) 

Aspergillus flavus Paspalicin 

Dezoxipaxillin 

Paszpalin 

Paszpalinin 

Aflatrem 

β-Aflatrem 

Aflatrem izomer (valószínűleg 

prenil izomer) 

(Gallagher és Wilson 1979; Richard és 

Gallagher 1979; Zhang és mtsai. 2004; 

Nicholson és mtsai. 2009) 

Aspergillus minisclerotigenes Aflatrem 

Paszpalin 

(Pildain és mtsai. 2008) 

Aspergillus parvisclerotigenus Aflatrem 

Paszpalin 

(Pildain és mtsai. 2008) 

Aspergillus oryzae 13-Dezoxipaxillin (Rank és mtsai. 2012) 

Aspergillus sp. KMM 4676 Aszperindol A-D (Ivanets és mtsai. 2018) 

Aspergillus sulphureus Radarin A-D 

Szulpininek 

(Laakso és mtsai. 1993)  
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Penicillium aurantiogriseum Penitrem A, B (Frisvad és Filtenborg 1983; Surekha és 

Reddy 1992) 

Penicillium canescens Penitrem A (Patterson és mtsai. 1979; di Menna és 

mtsai. 1986) 

Penicillium camemberti Emindol SB 

21-izopentenilpaxillin 

Paszpalin 

Paxillin 

Dehidropaxillin 

3-Deoxo-4b-dezoxipaxillin 

4a-Demetilpaszpalin-4a-

karbonsav  

4a-Demetil-paszpalin-3,4,4a-triol 

2′-Hidroxipaxillin 

9,10-Diizopentenilpaxillin 

(6S,7R,10E,14E)-16-(1H-indol-3-

yl)-2,6,10,14-tetrametilhexadeka-

2,10,14-triene-6,7-diol 

(Fan és mtsai. 2013) 

Penicillium carneum Penitrem A (Boysen és mtsai. 1996) 

Penicillium clavigerum Penitrem A (Patterson és mtsai. 1979; Frisvad és 

Filtenborg 1983) 

Penicillium commune Penitrem A-F 

Paszpalin 

(Wagener és mtsai. 1980; Filtenborg és 

mtsai. 1983; Sallam és mtsai. 2013) 
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Emindol SB 

Penicillium crustosum Penitrem A-H 

Penijantin B 

Tomitren A, E 

(Malaiyandi és mtsai. 1976; Kyriakidis és 

mtsai. 1981; Kyriakidis és mtsai. 1981; de 

Jesus és mtsai. 1983; Mantle és mtsai. 1983; 

Frisvad és Filtenborg 1983; di Menna és 

mtsai. 1986; Rundberget és Wilkins 2002; 

Gonzalez és mtsai. 2003; Su és mtsai. 2014) 

Penicillium cyclopium Penitrem A-C (Mantle és mtsai. 1978; Filtenborg és mtsai. 

1983) 

Penicillium diabolicalicense Penitrem A (Visagie és mtsai. 2016) 

Penicillium janczewskii Penitrem A (di Menna és mtsai. 1986) 

Penicillium janthinellum 

 

Sierinin A, D, E, F 

Penitrem A 

Jantitremán A-D 

Penijantin A 

(Patterson és mtsai. 1979; de Jesus és mtsai. 

1984; di Menna és mtsai. 1986; Smetanina 

és mtsai. 2007; Itabashi és mtsai. 2009; 

Nicholson és mtsai. 2015) 

Penicillium granulatum 

(Penicillium glandicola) 

Penitrem A  (Filtenborg és mtsai. 1983; Frisvad és 

Filtenborg 1983) 

Penicillium nigricans 

(Penicillium janczewskii) 

Penitrem A 

Pennigritrem 

(Mantle és mtsai. 1984) 

Penicillium martensii 

(Penicillium aurantiogriseum 

var. aurantiogriseum) 

Penitrem A (Filtenborg és mtsai. 1983) 

Penicillium melanoconidium Penitrem A (Hallas-Moller és mtsai. 2016) 
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Penicillium novae-zeelandiae Penitrem A (di Menna és mtsai. 1986) 

Penicillium olivinoviride 

(Penicillium aurantiogriseum 

var. viridicatum) 

Penitrem A (Filtenborg és mtsai. 1983) 

Penicillium palitans Penitrem A (Malaiyandi és mtsai. 1976; Filtenborg és 

mtsai. 1983) 

Penicillium paxilli Paxillin 

Paxillin analógok 

Diprenil-paxillin 

(Cole és mtsai. 1974; Munday-Finch 1997) 

Penicillium puberulum 

(Penicillium aurantiogriseum 

var. aurantiogriseum) 

Penitrem A (Cysewski és mtsai. 1975) 

Penicillium sp. IBT 13163 Penitremon A-C (Naik és mtsai. 1995) 

Penicillium tularense Jantitremek 

Paszpalinin 

Paxillin 

3-O-Acetoxipaxillin 

(Andersen és Frisvad 2004)  

Penicillium tulipae Penitrem A (Overy és Frisvad 2003) 

Trichocomaceae, 

Eurotiales, 

Eurotiomycetidae, 

Eurotiomycetes, 

Pezizomycotina, 

Emericella desertorum 

(Aspergillus desertorum) 

Paxillin (Nozawa és mtsai. 1989) 

Emericella foveolata 

(Aspergillus foveolatus) 

Paxillin (Nozawa és mtsai. 1989) 

Emericella striata  Paxillin (Nozawa és mtsai. 1989) 
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Ascomycota (Aspergillus striatus) 1'-O-Acetylpaxillin 

Eupenicillium shearii 

(Penicillium shearii) 

Sierinin A-C 

Paxillin 

21-Izopentenil-paxillin 

Pirapaxillin 

(Belofsky és mtsai. 1995; Matsui és mtsai. 

2014) 

Clavicipitaceae, 

Hypocreales, 

Hypocreomycetidae, 

Sordariomycetes, 

Pezizomycotina, 

Ascomycota 

Claviceps paspali Paszpalitrem A-C 

Paszpalin 

Paszpalinin 

Paszpalicin 

Paxillin 

Paszpalin és paszpalitrem 

analógok 

(Cole és mtsai. 1977; Uhlig és mtsai. 2014) 

Claviceps cynodontis Paszpalitrem A-C 

Paszpalin 

Paszpalinin 

Pazspalicin 

11,12-Dihidropaszpalin 

(Uhlig és mtsai. 2009) 

 

Claviceps purpurea  Paszpalin 

Paszpalin analógok 

Paxillin 

(Uhlig és mtsai. 2014; Bauer és mtsai. 2017) 

Epichloë festucae Lolitremek (Young és mtsai. 2009) 

Epichloë gansuensis Pazspalin 

Paszpalin B 

(Schardl és mtsai. 2013; Chen és mtsai. 

2015) 
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13-dezoxipaxillin 

Paxillin 

Neotyphodium coenophialum Nem azonosított IDT (Young és mtsai. 2009) 

Neotyphodium funkii Nem azonosított IDT (Young és mtsai. 2009) 

Neotyphodium lolii Terpendolok 

Lolitremek 

Epoxi-jantitrem 

(Young és mtsai. 2009) 

Neotyphodium melicicola   Nem azonosított IDT (Young és mtsai. 2009) 

Neotyphodium siegelii Nem azonosított IDT (Young és mtsai. 2009) 

Neotyphodium tembladerae    Nem azonosított IDT (Young és mtsai. 2009) 

Periglandula ipomoeae Paxillin 

Terpendolok 

(Schardl és mtsai. 2013; Lee és mtsai. 2017; 

Gardner és mtsai. 2018) 

Hypocreaceae, 

Hypocreales, 

Hypocreomycetidae, 

Sordariomycetes, 

Pezizomycotina, 

Ascomycota 

Escovopsis weberi2 

 

Sierinin L, M, D, E, A 

 

(Dhodary és mtsai. 2018) 

Ophiocordycipitaceae, 

Hypocreales, 

Hypocreomycetidae, 

Sordariomycetes, 

Pezizomycotina, 

Tolypocladium album 

(Chaunopycnis alba) 

Terpendol A, B, C, D, E, H, I, K 

Paszpalin 

11-Ketopaszpalin 

Emindol SB 

(Huang és mtsai. 1995; Nakazawa és mtsai. 

2003; Motoyama és mtsai. 2012; Tarui és 

mtsai. 2014) 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=5125&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147550&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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Ascomycota 
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2. kiegészítő táblázat. A transzformánsok genotipizálása során alkalmazott primerek. 

Primer neve Primer szekvencia 

Primer 

mérete 

Primer 

orientációja 

hph-F2 5'cactacatggcgtgatttcatatg3' 24 Szensz 

hph-R2 5'attgccgtcaaccaagctctg3' 21 Antiszensz 

idtC-F 5'gtcaccgtcgctatg3' 15 Szensz 

idtC-R 5'caagcggaagaaccagactacg3' 22 Antiszensz 

idtF-F 5'cctccaggtctcacttttgtatcatg3' 26 Szensz 

idfF-R 5'cgtttcagttgagcatcaacacg3' 23 Antiszensz 

LOUT-F 5'cgggaggggtttccaatcgt3' 20 Szensz 

ROUT-R 5'caaccttatccacggggacaa3' 21 Antiszensz 

hph-F3 5'-cgtatatgctccgcattggt-3' 20 Szensz 

hph-R3 5'-aagcacttccggaatcggg-3' 19 Antiszensz 

idtF-F2 5'tggttccgcgaattaaaaac3' 20 Szensz 

idtF-R2 5'cgtgttgcattttggagaaa3' 20 Antiszensz 

idtP-F 5'cagcgacaagcgaaaaca3' 18 Szensz 

idtP-R 5'ctgtccagctgcttcatgtc3' 20 Antiszensz 

idtF-out-F 5'-agaaaaactctttccgatcggctc-3' 24 Szensz 

idtF-out-R 5'-atagacggagacgcagattgcgta-3' 24 Antiszensz 

idtP-out-F 5'-ccgcagagacgatccagcta-3' 20 Szensz 

idtP-out-R 5'-tttggcatgtcgatatctctttctg-3' 25 Antiszensz 
 

Folytatás a következő oldalon 
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Az előző oldal folytatása 

Primer neve Primer szekvencia 

Primer 

mérete 

Primer 

orientációja 

 

hph-F2 5'cactacatggcgtgatttcatatg3' 24 Szensz  

hph-R2 5'attgccgtcaaccaagctctg3' 21 Antiszensz  

idtC-F 5'gtcaccgtcgctatg3' 15 Szensz  

idtC-R 5'caagcggaagaaccagactacg3' 22 Antiszensz  

idtF-F 5'cctccaggtctcacttttgtatcatg3' 26 Szensz  

idfF-R 5'cgtttcagttgagcatcaacacg3' 23 Antiszensz  

LOUT-F 5'cgggaggggtttccaatcgt3' 20 Szensz  

ROUT-R 5'caaccttatccacggggacaa3' 21 Antiszensz  

hph-F3 5'-cgtatatgctccgcattggt-3' 20 Szensz  

hph-R3 5'-aagcacttccggaatcggg-3' 19 Antiszensz  

idtF-F2 5'tggttccgcgaattaaaaac3' 20 Szensz  

idtF-R2 5'cgtgttgcattttggagaaa3' 20 Antiszensz  

idtP-F 5'cagcgacaagcgaaaaca3' 18 Szensz  

idtP-R 5'ctgtccagctgcttcatgtc3' 20 Antiszensz  

idtF-out-F 5'-agaaaaactctttccgatcggctc-3' 24 Szensz  

idtF-out-R 5'-atagacggagacgcagattgcgta-3' 24 Antiszensz  

idtP-out-F 5'-ccgcagagacgatccagcta-3' 20 Szensz  

idtP-out-R 5'-tttggcatgtcgatatctctttctg-3' 25 Antiszensz  
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3. kiegészítő táblázat. A C. paspali DSM 833 álal termelt fő IDT komponensek általunk megfigyelt  fragmentációs mintázata 

 

Komponens neve 
Mért 

m/z 

Számolt 

m/z 

Különbség 

(ppm) 

Az [M+H]+ ion 

összegképlete 

A fragment ion 

tömege 

A fragment ion 

összegképlete 
Megfelelő vesztesség 

Paszpalitrem B 518.2902 518.2901 0.19 C32H40NO5 500.2801 C32H38NO4 H2O 

     460.2472 C29H34NO4 (CH3)2C(O) 

     442.2267 C29H32NO3 (CH3)2C(O) + H2O 

     424.2267 C29H30NO2 (CH3)2C(O) + 2 x H2O 

     214.1231 C14H16NO C-gyűrű felnyílása 

     196.1122 C14H14N H2O + C-gyűrű felnyílása 

Paszpalinin 434.2324 434.2326 0.46 C27H32NO4 419.2041 C26H29NO4 CH3 

     416.2207 C27H30NO3 H2O 

     376.1921 C24H26NO3 (CH3)2C(O) 

     362.1747 C23H24NO3 C4H8O 

     358.1797 C24H24NO2 (CH3)2C(O) + H2O 

     182.0967 C13H12N C-gyűrű felnyílása 

     163.0756 C10H11O2 C-gyűrű felnyílása 

     130.0652 C9H8N C-gyűrű felnyílása 

A következő oldalon folytatódik 

 

 

 

 

 

Az előző oldal folytatása 
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Komponens neve 
Mért 

m/z 

Számolt 

m/z 

Különbség 

(ppm) 

Az [M+H]+ ion 

összegképlete 

A fragment ion 

tömege 

A fragment ion 

összegképlete 
Megfelelő vesztesség 

Paxillin 436.2480 436.2483 0.69 C27H34NO4 421.2197 C26H31NO4 CH3 

     418.2373 C27H32NO3 H2O 

     400.2261 C27H30NO2 2 x H2O 

     378.2064 C24H28NO3 (CH3)2C(O) 

     363.1787 C23H25NO3 (CH3)2C(O) + CH3 

     360.1958 C24H26NO2 (CH3)2C(O) + H2O 

     182.0967 C13H12N D-gyűrű felnyílása 

     130.0653 C9H8N C-gyűrű felnyílása 

Paszpalitrem A 502.2948 502.2952 0.80 C32H40NO4 484.2847 C32H38NO3 H2O 

     444.2523 C29H34NO3 (CH3)2C(O) 

     426.2431 C29H32NO2 (CH3)2C(O) + H2O 

     412.227 C28H30NO2 C4H8O + H2O 

     198.1274 C14H16N C-gyűrű felnyílása 

Paszpalin 422.3047 422.3054 -1.66 C28H40NO2 407.2766 C27H37NO2 CH3 

     404.2933 C28H38NO H2O 

     172.1121 C12H14N D-gyűrű felnyílása 

     158.0963 C11H12N C-gyűrű felnyílása 

     144.0909 C10H10N C-gyűrű felnyílása 

     130.0654 C9H8N C-gyűrű felnyílása 
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4. Kiegészítő táblázat. A C. paspali fermentlevének extraktumában detektált, illetve detektálni 

próbált IDT komponensek. 

 

Emindol SB H
N

H

H

H

OH
 

 

406.3109 C28H40NO 

(Nozawa 

és mtsai. 

1988) 

Paszpalin H
N

O
OH

H

H

H

 
 

422.3059 C28H40NO2 

(Fehr és 

Acklin 

1966) 

 

 

 

 

PC-M6 

 

 

 

 

 

H
N

O
OH

H

H

H

OH

 

422.2695 C27H36NO3 

(Hosoe 

és mtsai.  

1990) 

13-

dezoxipaxillin 

 

H
N

O
OH

H

H

H

O

 
 

420.2538 C27H34NO3 

(Nozawa 

és mtsai. 

1988) 

Paxillin H
N

O
OH

H

OH

H

O

 
 

437.2566 C27H35NO4 

(Cole és 

mtsai. 

1974) 

Paszpalicin 
H
N

O

H

H

O

O

 
 

418.2382 C27H32NO3 

(Fehr és 

Acklin 

1966) 
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Paszpalinin 
H
N

O

OH

H

O

O

 
 

434.2331 C27H32NO4 

(Fehr és 

Acklin 

1966) 

Paszpalitrem 

A 

H
N

O

OH

H

O

O

 
 

502.2957 C32H40NO4 

(Cole és 

mtsai. 

1977) 

Paszpalitrem 

C 
H
N

O

OH

H

O

O

 

502.2957 C32H40NO4 

(Dorner 

és mtsai. 

1984) 

 

 

Paszpalitrem 

B 

 

 

H
N

O

OH

H

O

O

HO

 

518.2906 C32H40NO5 

(Cole és 

mtsai. 

1977) 

 

Paspalum spp. – C. paspali együttélésből más szerzők által izolált IDT komponensek 

Feltételezett 

paszpalitrem 

analóg 

H
N OH

H

O

OH

O

C5H7

 
 

502.2957 C32H40NO4 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalin 

analóg 

 

H
N H

H

O
H OH

O2

 

452.28 C28H38NO4 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 
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Feltételezett 

paszpalitrem 

analóg 

H
N H

H

O

OH

O

OH

 
 

506.327 C32H44NO4 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalin 

analóg 

H
N H

O

OH

O

H

 
 

422.2695 C27H36NO3 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalin 

analóg 

H
N H

O

H

OHH

OH

 
 

438.3008 C28H40NO3 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalin 

analóg 

 

H
N H

O

O

O

H

 
 

420.2538 C27H34NO3 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalitrem 

analóg 

H
N OH

O

O

O

H

C5H7

 
 

500.28 C32H38NO4 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Feltételezett 

paszpalitrem 

analóg 

H
N H

O

OH

O

H

C5H9

 
 

490.3321 C32H44NO3 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 
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Feltételezett 

paszpalitrem 

analóg 

H
N H

O

O

O

H

C5H9

 
 

486.3008 C32H40NO3 

(Uhlig és 

mtsai. 

2014) 

Prenilált paszpalin analógok (az AtmD és PaxD enzimek reakciótermékei) 

C21-

prenilpaszpali

n 

H
N

O
OH

H

H

H

 
 

490.3685 C33H48NO2 

(Liu és 

mtsai. 

2013) 

C22-

prenilpaszpali

n 

 
 

490.3685 C33H48NO2 

(Liu és 

mtsai. 

2013) 

Hidroxiprenil

-paszpalin 
H
N

O
OH

H

H

HHO

 
 

506.3634 C33H48NO3 

Feltétele

zett 

bioszinte

tikus 

termék 
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