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Fontosabb roviditések

AS Acetosziringon

ATMT Agrobacterium tumefaciens medialt transzformacio
GGl 3-geranilgeranil indol

GGPP Geranilgeranil-difoszfat

IDT Indol-diterpén

IdtB Indol diterpén ciklaz

IdtC Prenil transzferaz

IdtF Prenil transzferaz

1dtG GGPP szintaz

[dtM FAD-fiiggé monooxigenaz

[dtP P450 monooxigenaz

1dtQ P450 monooxigenaz

IM Indukcios tapoldat (Induction medium)

LB agar Luria-Bertani agar

LB tapfolyadék Luria-Bertani tapfolyadék (Luria-Bertani broth)
MIC Minimalis gatlo koncentracié (Minimal inhibitory

concentration)

PDA Burgonya dextroz agar taptalaj (Potato dextrose agar)
PDB Burgonya dextr6z tdpfolyadék (Potato dextrose broth)
PEG Polietilén-glikol

SOC Regeneralo tapoldat (Super optimal broth with catabolic

repression)



1. Irodalmi attekintés

1.1. Aciklikus indol-diterpének

1.1.1. Aciklikus indol-diterpének jelentosége

Az indol-diterpének (IDT-k) kis molekulatomegii masodlagos anyagcseretermékek, amelyeket
eddigi ismereteink szerint az Aspergillus, Penicillium, Eupenicillium, Claviceps, Epichloé,
Escovopsis, Neotyphodium, Periglandula és Tolypocladium nemzetségbe tartozo
gombafajoktermelnek (Saikia és mtsai. 2008; Schardl és mtsai. 2013; Dhodary ¢és mtsai 2018;
1. kiegészit6 tablazat). Az IDT-k hirhedt mikotoxinok, amelyek neurotoxikus és remegéses
tlineteket valtanak ki az azokat elfogyasztd rovarokon és eml6sokon. Az IDT-k ezen biologiai
aktivitasa legalabb részben annak tulajdonithat6, hogy gatlo hatést fejtenek ki az idegrendszer
kalium csatorndira (Dowd ¢és mtsai. 1988; Uhlig és mtsai. 2009; Imlach és mtsai. 2011).
Evoluciés szempontbol az IDT-K szerepe az, hogy megvédjék az dket termelé gomba atteleld
struktirajat, valamint a gomba gazdanovényét a rovar kartevokkel, valamint a legelész6
allatokkal szemben (Panaccione és mtsai. 2006; di Menna és mtsai. 2012; Thom ¢és mtsai. 2014).
Az IDT-k altal eléidézett, sok esetben tomeges mérgezések komoly gazdasagi karokat okoznak
az allattenyésztési szektorban évrdl évre (Botha és mtsai. 1996; Cawdell-Smith és mtsai. 2010;
Philippe 2016). Ugyanakkor, az IDT-k — biologiai aktivitasuknak kdszonhetden - a jovében
alapjat képezhetik a ndvényvédelem teriiletén hasznosithatd, 10j hatdsmechanizmusu
rovardldszerek kifejlesztésének (Panaccione és mtsai. 2014; Saikkonen és mtsai. 2016). Az
IDT-k ezen feliil szamos valtozatos biologiai aktivitassal rendelkeznek, amik a nem tual tavoli
jovOben alkalmassa tehetik ezeket a vegyiileteket arra, hogy a human és allatgyogyaszat
teriiletein ~ hasznosithatd  gyogyszerhatdanyagok  kiinduldsi  anyagat  képezhessék.
Bioszintézisiik soran ezek a metabolitok egy geranilgeranil-difoszfat molekulabol (GGPP) és
egy indol csoportbol épiilnek dssze (Laws és Mantle 1989; Byrne és mtsai. 2002). A Penicillium
paxilli altal termelt paxillin volt az els6 olyan IDT, amelynek a bioszintézisét, illetve annak
genetikai hatterét részletesen tanulmanyoztak (Young és mtsai. 2001). A paxillin bioszintézis
mechanizmusanak megismerését kovetden, szamos IDT termeld gombafajt modellként
alkalmazva részletesen tanulmanyoztak a nagyobb IDT kémiai alcsoportok szintézisttjait,
rdmutatva ezzel az egyes csoportokok bioszintézisében rejlé hasonlosdgokra és

kiilonbozdségekre (Zhang €és mtsai. 2004; Young ¢és mtsai. 2006; Motoyama €s mtsai. 2012;
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Nicholson és mtsai. 2015). Ma mar tudjuk, hogy kevés kivétellel valamennyi, eddig leirt gomba
eredeti IDT bioszintetikus génklaszter tartalmazza azokat a konzervalt, korai 1épéseket kodold
géneket, amelyek a paszpalin, a legegyszer(ibb felépitésti ciklikus IDT kialakulasaért felelnek.
A korai Iépéseket kodold gének mellett minden IDT bioszintetikus génklaszterben fellelhetéek
azok a sok esetben egyedi gének, melyek enzimtermékei felelnek a paszpalin tovabbi
modositasaért, ezaltal pedig a kiilonb6z6 gombafajok altal termelt IDT-kre jellemz6 nagyfoka
kémiai diverzitasért (Zhang és mtsai. 2004; Young ¢és mtsai. 2005; Young és mtsai. 2006;
Nicholson és mtsai. 2009). Az IDT-k kémiai valtozatossagahoz nagyban hozzajarul az is, hogy
a bioszintetikus enzimek jelentOs része tobb funkciot is ellat és gyakran mutat széles szubsztrat
specifitast; mig sokszor a korai 1épéseket katalizalo enzimek is kiilonboznek preciz funkcioikat
tekintve. Az IDT-K bioszintéziséért felelds enzimek mindezen tulajdonsagai azt eredményezik,
hogy az IDT-k nem csak kémiailag, hanem biologiai aktivitas szempontjabodl is kivételesen
sokszinii csoportot alkotnak a gombak altal termelt masodlagos anyagcseretermékek kozott.
Az IDT-k bioszintézisének genetikai szintli szabalyzasardl jelenleg még elég korlatozott a
tudasunk. Tudjuk, hogy Aspergillus flavus-ban az aflatrem termel6désének és a szklerocium
kifejlédésének folyamata k6zos szabalyzas alatt all (Ehrlich és Mack 2014). Azt is tudjuk, hogy
a Penicillium crustosum esetében a penitremek termelédését szamos kornyezeti faktor
befolyasolja, példaul a homérséklet, a fény, a szén- és nitrogénforrasok mindsége ¢&s
mennyisége (Kalinina és mtsai. 2017). Mindazonaltal az IDT-k bioszintézisének, valamint a
bioszintézis szabalyozasdnak mélyebb megértése kritikus lehet ahhoz, hogy hatékonyan
csokkenteni tudjuk azokat a karokat ¢€s kockazatokat, amiket ezen mikotoxinok okoznak a
mezOgazdasag és ¢lelmiszeripar teriiletén (Uhlig és mtsai. 2009; Moyano ¢€s mtsai. 2010; Lee
¢és mtsai. 2017). Ezen feliil tovabbi tanulmanyokra lenne sziikség annak érdekében is, hogy meg
tudjuk becsiilni azokat a valos kockazatokat, amit az IDT-k jelentenek azokra az emberekre
nézve, akik adott esetben ilyen mikotoxinokkal szennyezett mezOgazdasagi termékeket
fogyasztanak (Moldes-Anaya és mtsai. 2012; Eriksen és mtsai. 2013). Kiilondsen hianyos a
tudasunk abban a tekintetben, hogy a kiilonb6z6 kémiai szerkezetii IDT-k egyiittes
eléfordulasa, valamint az IDT-k és mas mikotoxinok egyiittes eléfordulasa milyen, esetleg
szinergista hatdst képes eldidézni (EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain

(CONTAM) 2012).

crer

mélyebb megértése lehetdséget nytjt szamunkra ahhoz, hogy kontrollaljuk, vagy adott esetben
akar eliminaljuk ezeket a mikotoxinokat az ipari fermentacios folyamatokban is. Ugyanakkor

szamos IDT - mint példaul a penitrem A - a toxikus hatas mellett olyan bioldgiai aktivitast is
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mutat, amelynek kdszonhetden ezek a vegyiiletek a jovoben akar kiinduldanyagként is szerepet
jatszhatnak uj tipusi gydgyszerhatdanyagok szintézisére, tObbek kozott a rakgyogyaszat
teriiletén is (Sallam és mtsai. 2013a; Sallam és mtsai. 2013b; Goda és mtsai. 2018). Igy annak
érdekében, hogy ezeket a vegyiileteket képesek legyilink gazdasadgosan eldallitani, a jovOben az
IDT termelé gombdk termeldképességének fokozasara lehet sziikség célzott genetikai tton
megvalosulo torzsfejlesztés, illetve a fermentacids folyamatok optimalizalasa altal (Motoyama
és mtsai. 2012; Kalinina és mtsai. 2017). A kozelmultban szamos olyan kozlemény is
megjelent, ahol kiilonb6zd, esetenként igen bonyolult kémiai szerkezeti IDT molekuldk
heterolog gazdasejtben torténd sikeres eldallitdsardl szamoltak be. Az ilyen esetek nagy
részében az IDT bioszintetikus gének expresszaltatisara és az adott IDT termelésére
alkalmazott organizmus az élelmiszeripari folyamatokban is széles korben hasznalt Aspergillus
oryzae volt, de a szintén széles korben alkalmazott pékélesztd (Saccharomyces cerevisiase) is
alkalmasnak mutatkozott kiilonb6z6 kémiai szerkezetli IDT-k eldallitasara (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 tipusa IDT-k bioszintézise gombakban

A paszpalin a legegyszeriibb felépitésii ciklikus IDT. A paszpalin vazat alkotd hexaciklikus
gylrli egy tetraciklikus diterpén vaz €s egy indol csoport fzidjabol jon létre (1. abra). A
molekula vaza tovabb mddosulhat kiilonb6z6 prenilacids, oxidacids, redukcios, halogenizacios
¢s ciklizéacios reakcidk altal (Saikia €s mtsai. 2007; Tagami és mtsai. 2013; Liu és mtsai. 2016).
Az adott molekula izolalasdnak koriilményeit és a kémiai szerkezetet figyelembe véve a
ciklikus IDT-k tobbféle modon csoportosithatok. Parker és Scott egy 2005-6s munkajukban egy
viszonylag onkényes csoportositas alapjan a ciklikus IDT-ket 9 csoportba osztottak. 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 szerkezetiik alapjan 6 csoportba sorolja, ugymint a paszpalének,
aflatremanok, penitremanok, jantitremanok, lolitremanok valamint nodulisporanok (Sings €s
Singh 2003). Mivel a nodulisporanok esetében az F gyiiri hianyzik, ezek a molekuldk nem
tartoznak a ciklikus IDT-k kozé.

A legegyszerlibb kémiai felépitésii ciklikus IDT, a paszpalin ciklikus diterpén csoportja egy
GGPP molekulabdl szarmazik, mig a GGPP egy farnezil-difoszfatbol képzddik a GGPP szintaz

enzim altal katalizalt reakcioban. Ezt az enzimet P. paxilli esetébe a paxillin génklaszter paxG
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génje kodolja (1. abra) (Tagami és mtsai. 2013). A paxG inaktivalasa P. paxilli-ben valamennyi,
a vad tipust torzsre jellemzo IDT termelésének teljes megsziinését eredményezi (Young és
mtsai. 2001; Saikia és Scott 2009). A paxG gén ortoldogjai valamennyi, a mai napig
tanulmanyozott IDT génklaszterben megtalalhatoak, kivéve a Tolypocladium album terpendol
K génklaszterét, ahol feltételezhetdleg ezt a funkcidt egy, a primer anyagcserébdl szdrmazo
GGPP szintdz enzim toltheti be (Motoyama és mtsai. 2012).

Az IDT-k indol csoportja a legnagyobb valdsziniiséggel indol-3-glicerin-foszfatbol
szarmazik (1. abra). Az indol csoport C3 szénatomjanak a prenilacioja gliceraldehid-3-foszfat
kilépése kozben 3-geranilgeranil indolt (GGI) eredményez, ami az IDT-k jellemzd
koztiterméke. Ezt a reakciot P. paxilli-ban a PaxC preniltranszferaz, illetve mas IDT-ket
termeld gombakban ennek az ortologjai katalizaljak. Habar a PaxC preferalt szubsztratja az
indol-3-glicerin foszfat, in vitro vizsgalatok soran azt tapasztaltak, hogy a rekombinansan
eléallitott és izolalt PaxC enzim a triptofant is képes prenilalni (Tagami és mtsai. 2013). A
paxillin bioszintézisében a PaxM FAD-fliggd monooxigenaz (illetve méas IDT bioszintetikus
utakban a PaxM ortologjai) epoxidalja a GGI-t, ami 10(11)-epoxigeranilgeranil indolt
eredményez. A 10(11)-epoxigeranilgeranil indol ciklizacidja emindol SB-t eredményez: ezt a
reakciot a PaxB IDT ciklaz enzim (valamint ennek ortologjai) katalizalja. Végiil, egy masik
epoxidacios-ciklizacios reakcidsorozatban — amit hasonl6 moédon a PaxM-PaxB enzimparos,
illetve hasonlo bioszintetikus utakban ezek ortologjai katalizalnak — 1étrejon az IDT vaz F
gyliriije, igy vezetve el a paszpalin keletkezéséhez (Tagami és mtsai. 2013; Van de Bittner és
mtsai. 2018).



Indol-3-glicerin-foszfat PaxC
(IGP) Preni
renil
e PaxG transzferaz
P GGPP szintaz

| \ PPO

Farnezil-difoszfat

(FPP) 3-Geranilgeranil-indol

(GGI)
Geranilgeranil-difoszfat PaxM
(GGPP) FAD-fliggé
PaxM monooxigenaz
FAD-flggd PaxB
H monooxigenaz H IDT ciklaz

Epoxi-emindol SB Epoxi-GGI

PaxB
IDT ciklaz

1. abra A paszpalin bioszintézise P. paxilli térzsben.

1.1.3. Az IDT-k kémiai valtozatossaganak bioszintetikus hattere

A paszpalin szintézisét kovetéen az IDT-K bioszintézise komoly valtozatossagot mutat a
kiilonb6z6 gombafajokban. A paszpalin vazanak tovabbi modositasa az IDT-k csaladjanak
bamulatos kémiai valtozatossagdhoz vezet oxidacids, redukcids, prenilacids, ciklizacids,

acetilacios és halogenizacios reakciok eredményeképpen (2. abra).
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TerQ
LtmQ

Terpendol E

Paszpalitrem C Sierinin A

2. abra A harom f6 paszpalinbol szarmaztatott IDT csalad bioszintézise. Az abra a bioszintézis f6 elagazasi
pontjait, valamint az azokért felelés P450 monooxigendz enzimeket tlinteti fel. Tovabbi enzimek felelosek a

bemutatott végtermékek bioszintéziséért, amint azt az alabbi szakaszok dsszefoglaljak.

crer

A bioszintetikus ut els6 elagazasa a paszpalin oxidacidjanak kovetkezménye. A terpendol
tipust IDT-K bioszintézise soran a T. album térzsekben a paszpalin C11-es szénatomjat a TerQ
P450 monooxigenaz hidroxilalja, terpendol E-t eredményezve (Motoyama és mtsai. 2012). Ezt
kovetden a TerP P450 monooxigenaz elimindlja a diterpén vaz C12 metil csoportjat, egy
C11(12) epoxi csoportot alakitva ki a 13-dezoxiterpendol | koztitermékben (Motoyama és
mtsai. 2012). A C11(12) epoxi csoport szintén megfigyelheté a Neotyphodium lolii altal termelt
lolitrem B esetében is, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az LtmQ P450 monooxigenaz
enzim, amely a TerQ ortologja a N. lolii lolitrem B bioszintézise soran, szintén képes a C11
hidroxilacigjara (Gallagher és mtsai. 1981; Philippe 2016). Erre utal az is, hogy N. lolii-bol
sikeriilt kimutatni egy terpendol E-szerti terméket, a lolicint (Munday-Finch és mtsai. 1998). A
terpendol bioszintézis kovetkez6 1épése a C13 hidroxil csoport oxidacidja, ami a terpendol 1
kialakulasahoz vezet. Ez az anyagcseretermék aztan O-prenilalodik a C27 pozicioban. Ezt a
reakciot a terpendol bioszintézisekor a TerF preniltranszferaz katalizalja, mig ugyanezért a
Iépésért az LtmF enzim felelés a N. lolii €s az Epichloé festucae (a N. lolii aszexualisan
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szaporodo valtozata) esetében. A terpendol/lolitrem bioszintézis soron kdvetkezd oxidativ
l1épéseként egy acetal gytrh alakul ki a terpendol C koztitermékben. Ezt a folyamatot a TerkK
(terpendol bioszintézis), illetve az LtmK (lolitrem bioszintézis) enzimek katalizaljak. A lolitrem
bioszintézisekor az indol gytirii C20-as és C21-es diprenilacidja, valamint a diprenil csoport
oxidativ gylirizarasa révén alakulnak ki a lolitreman tipust IDT-k, amik a penitremek mellett
a legbonyolultabb szerkezetii tagjai az IDT-k csaladjanak (Young és mtsai. 2006; Saikia és
mtsai. 2012).

A paszpalin egy masik oxidacios utja soran a P. paxilli PaxP P450 monooxigenaz (valamint
ennek ortologjai a hasonld oxidacios sémat kovetd bioszintetikus utakban) katalizélja a
paszpalin C12 metil csoportjanak oxidativ eliminaloédasat, ami egyuttal egy C10 keton
kialakulasat eredményezi (2. abra). Az igy kialakult anyagcseretermék a 13-dezoxipaxillin, ami
a B-PC-M6-on koztiterméken keresztiil alakul ki a paszpalinbol a fentebb vazolt reakcid
eredményeként (McMillan és mtsai. 2003).

A 13-dezoxipaxillintol a bioszintézis ismét kettéagazik. A P. paxilli PaxQ (illetve annak
ortologjai) katalizalja a 13-dezoxipaxillin C13 szénatomjanak hidroxilalasat, paxillint
eredményezve. A P. paxilli paxillin bioszintézisen feliil, amelyben gyakorlatilag a paxillin az
utvonal  végterméke, ugyanez az  oxidaciés reakciout figyelhetdé -meg a
penitrem/jantitrem/szulpinin tipust IDT-k bioszintézise soran is (McMillan és mtsai. 2003;
Nicholson és mtsai. 2015) (2. abra).

A masik lehetséges reakciosorozatban a 13-dezoxipaxillin C13 szénatomjat hidroxilalja az
AtmQ (A. flavus aflatrem B bioszintézis), vagy ennek ortologjai (mint példaul a C. paspali 1dtQ
enzimje a paszpalitrem bioszintézis soran). Ezek az enzimek egyuttal egy acetal gyiirQ
kialakulésat is katalizaljak a diterpén vaz C7 szénatomjanak oxidacidja révén. A C13 és C7
oxidaci6 sorrendje nem teljesen tisztazott, és még az is feltehetd, hogy kiilonbozd IDT-termeld
gombakban ez a sorrend eltér egymastol (Nicholson és mtsai. 2009; Kozak ¢és mtsai. 2018). A
C. paspali altal termelt IDT-k analizisekor a paxillin (amely a 13-dezoxipaxillin C13
hidroxilacidjanak eredménye) és a paspalicin (a 13-dezoxipaxillin C7 oxidacidjanak terméke)
egyarant kimutathatdak voltak a szkleréciumbdl készitett extraktumban, ami arra utal, hogy az
1dtQ a 13-dezoxipaxillint egyarant képes C7, illetve C13 pozicidban oxidalni a paszpalitrem
bioszintézise soran (Uhlig és mtsai. 2014; Kozak és mtsai. 2018). Masfeldl viszont az A. flavus
AtmQ enzimjének in vitro vizsgalata soran nem szamoltak be paspalicin jelenlétérél a 13-
dezoxipaxillin konverzidjat kovetden, ami arra utal, hogy ez esetben a C13 hidroxilacid
megeldzi a ciklikus acetal kialakuldsat (Nicholson és mtsai. 2009). Fiiggetleniil az AtmQ/IdtQ

P450 monooxigenaz enzimek altal katalizalt reakciok sorrendjétél, a 13-dezoxipaxillin
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tobblépcsos oxidaciojanak a végterméke a paszpalinin, ami az aflatremek, paszpalitremek és
sierininek kozos koztiterméke. Osszegezve tehat a TerQ/PaxQ/AtmQ, valamint a
TerP/PaxP/AtmP P450 monooxigendz enzimek aktivitasdban és szubsztrat specifitdsaban
fellelhet6 kiilonbségek meghatarozzak az IDT-k F gytrijének szerkezetét, ezaltal 1étrehozva a
terpendol/lolitrem, penitrem/jantitrem/szulpinin, valamint a paszpalitrem/aflatrem/sierinin IDT
alcsoportokra jellemz6 kémiai szerkezeteket.

Az aflatrem, pB-aflatrem, valamint a paszpalitremek a paszpalinin monoprenilalt
szarmazékai (2. abra). Az aflatrem bioszintézisében az AtmD dimetilallil-transzferaz katalizalja
a paszpalinin y-szelektiv prenilacigjat a C20 vagy C21 szénatomon, aflatremet és [3-aflatremet
eredményezve. In vitro enzimatikus vizsgalatok eredményeként azt is kozoltek, hogy az AtmD
nem csak a paszpalinint, de a paxillint és a paszpalint is elfogadta szubsztratként a prenilacios
reakciokban (Liu és mtsai. 2013), de amig a paxillin a C20 és C21 pozicidkban prenilalodott, a
paszpalinin és paszpalin esetében a prenil csoport a C21 és C22 poziciokban jelent meg. Mint
ahogy a jelen munka is ramutat, a C. paspali paszpalitrem bioszintézisében az IdtF prenil
transzferaz a paszpalinin a-szelektiv prenilacidjat katalizalja a C21 vagy C20 poziciokban,
paszpalitrem A-t, illetve paszpalitrem C-t eredményezve. Ezt kovetden a paszpalitrem A prenil
csoportjanak C32 szénatomjat hidroxilalja egy mindezidaig ismeretlen enzim paszpalitrem B-t
eredményezve, ami a paszpalitrem bioszintézis-ut végterméke. A Penicillium janthinellum
sierinin bioszintézise esetében a paszpalinin C21 és C22 szénatomjait a JanD dimetilallil
transzferaz prenilalja, sierinin K-t hozva Iétre (Nicholson és mtsai. 2015; Liu és mtsai. 2016).
Ez koztestermék a kovetkezokben atesik egy két 1épéses oxidativ ciklizacion, amit a JanO
(FAD-fiigg6 oxidaz) katalizal. Ez a folyamat alakitja ki a sierinin A koztitermékre jellemzd, a
paszpalinin indol csoportjahoz fuzionalt biciklikus gylirlis szerkezetet. A sierinin bioszintézis
utolso 1épéseként a JanJ P450 monooxigenaz hidroxilalja a sierinin A vazat, sierinin D-t hozva
1étre.

A paxillin tipust vazzal rendelkez6 IDT-k koziil a penitremek kémiai szerkezete a
legosszetettebb. A Penicillium simplicissimum esetében a penitrem A kialakulasahoz 6sszesen
17 enzim miikodésére van sziikség. A mar el6zéekben leirt modon képzodott paxillin C10 keto
csoportjat a PtmH oxidoreduktaz redukalja, a C10 alkohol csoport kialakulasat eredményezve.
Ezt koveti a C20 szénatom a-szelektiv prenilacidja a PtmD dimetilallil transzferaz enzim altal
katalizalt folyamatban. A prenilalt analég a kovetkezd 1€pésben egy acilacios-eliminacios
reakcioszekvencian megy keresztiil, amit a PtmV aciltranszferaz, valamint a Ptml deacetilaz
enzimek katalizdlnak. Az igy létrejott 20-prenilpenijantin jellemzdje a termindlis olefin

jelenléte. A PtmH, PtmD, valamint a Ptm V1 enzimek altal katalizalt reakciok sorrendje némileg
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flexibilisnek tiinik (Oikawa és mtsai. 2016). A jantitreman tipusu IDT-k bioszintézise hasonlo
logikat kovet, azzal a kivétellel, hogy ebben az esetben a JanD - JanO dipreniltranszferaz -
oxidativ cikldz enzimpar felelds annak a biciklikus gylriirendszernek a kialakitasaért, ami a
paxillin A-gytrijéhez kapcsolodik. A janD és janO gének ortoldgjai a P. paxilli paxillin
génklaszterben is fellelhetdek (paxD és paxO). Enzimatikus tanulméanyok azt mutatjak, hogy a
prenildonor jelenlétében a PaxD képes a paxillin indol csoportjanak diprenilaciojat katalizélni,
ezaltal 21,22-diprenilpaxillint 1étrehozva. De mivel a paxD és paxO gének nem, vagy csak igen
kis mértékben expresszalodnak normal laboratoriumi koriilmények kozott, a P. paxilli IDT
bioszintézisének végterméke végsd soron a paxillin (Liu és mtsai. 2016). Hasonloképen, a
Szulpinin tipust IDT-K bioszintézise a PtmH-PtmD-PtmVI enzimekkel (penitrem bioszintézis)
megegyez0 reakcio-sorrendet kovethet, azzal a dimetilallil transzferazzal kiegészitve, ami az A
gylirli C22 szénatomjanak y-szelektiv prenilacidjat katalizalja.

A penitremek bioszintézisekor a PtmO P450 monooxigenaz y-hidroxilalja a prenil
oldallancot, ami lehet6vé teszi a dimetilallil-difoszfattal valo fuziot a PtmE dimetillalil
transzferaz altal katalizalt kationos ciklizacidoban. A kovetkezd enzimatikus 1épésekben a PtmK
P450 monooxigenaz altal katalizdlt oxidativ gylirli-expanzidé egy biciklo[4,2,0] rendszer
kialakulasat eredményezi, majd a PtmU P450 monooxigenaz altal katalizalt 1épésben alakul ki
a 8 tagu oxokan ciklikus éter, ami a C17 szénatomhoz kapcsoldodik. A penitrem A mint
végtermék kialakulasahoz sziikséges tovabbi 1épésekben a PtmL enzim katalizalja a C11(12)
epoxid szintézisét, a C22 szénatom halogénezodik, végiil a biciklooktant a PtmJ P450
monooxigenaz enzim hidroxilalja (Liu és mtsai. 2015).

Fontos megjegyezni, hogy szamos, fentebb megemlitett enzim szubsztrat- és termék specifitasa
meglehetosen flexibilis, aminek kovetkeztén az egyes biokémiai Iépések sorrendje valtozhat,
ami végso soron ahhoz vezet, hogy a bioszintézis-ut fobb koztitermékein feliil sokszor szdmos
egyéb analog jelenléte is megfigyelhet6 az IDT-termel6 gombafajokban (Uhlig és mtsai. 2014;
Saikia ¢és mtsai. 2012). Az enzimkészletek ezen plaszticitdsanak kovetkeztében az egyes
gombafajok altal termelt IDT-k sok esetben nem egy, hanem tobb kémiai csoportba tartoznak.
Ezért ezeknek a méasodlagos anyagesere-termékeknek a kémiai besorolasa nehéz, és sok esetben
onkényesen tortént meg annak alapjan, hogy az adott szerz6 melyik szerkezeti elemet, vagy
éppen biokémiai 1€pést tartotta a legmeghatarozébbnak az adott IDT kémiai osztalyozasa soran.
Példaul, a szakirodalomban a jantitremanok csaladjaba soroljak mind a jantitremeket, mind
pedig a sierinineket, azzal a megkiilonboztetéssel, hogy amig a jantitrem tipusi molekulak

paxillinbdl, addig a sierinin tipusuak paszpalininbdl vezethetdk le (Kozak és mtsai. 2019).
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1.1.4. Ciklikus IDT-ket termel6é gombafajok

A mai napig tobb mint 50 olyan gombafajt azonositottak, amelyek valamilyen ciklikus IDT
molekula eldallitasara képesek (1. kiegészit tablazat). Az IDT-termeld gombak tilnyomo
tobbsége az aszkuszos gombak Pezizomycotina altérzsének Eurotiomycetes (Aspergillus,
Penicillium, Emericella és Eupenicillium fajok, amik az Eurotiales rend Aspergillaceae ¢és
Trichocomaceae csaladjainak tagjai) és Sordariomycetes (Claviceps, Epichloé, Escovopsis,
Neotyphodium, Periglandula és Tolypocladium fajok, amik Hypocreales rend Clavicipitaceae,
Hypocreaceae és Ophiocordycipitaceae csaladjainak tagjai) osztalyaiba sorolhatok bele.

Az Eurotiales renden beliil (Eurotiomycetes osztaly) legalabb 24 Penicillium és
Eupenicillium fajrol bizonyitottak mar be, hogy valamilyen ciklikus IDT-t termel (1. kiegészito
tablazat). Az ezeknél a fajoknal leggyakrabban megfigyelt IDT a penitrem A. Ahogy az a
késébbiekben bemutatasra keriil, a penitrem A fontos mikotoxin, ami gyakran szennyez allati
takarmanyokat, illetve élelmiszeripari termékeket. A szintén ebbe a csoportba tartozo P. paxilli
az IDT bioszintézis tanulmanyozasanak egyik legfontosabb modell organizmusa. A Penicillium
camamberti-bdl - amit gyakran hasznalnak indit6 kultiraként sajtok érlelési folyamataiban -
szamos bioaktiv paxillin analégot izolaltak.

A tobb mint 10 Aspergillus és Emericella faj koziil, amik bizonyitottan termelnek
valamilyen ciklikus IDT-t, az A. flavus — amely egyébként az aflatoxin termelésérdl hirhedt —
az aflatrem A mellett még legalabb két tovabbi aflatreman tipust IDT-t termel. Az aflatrem A,
valamint az egyszer(ibb kémiai felépitésii paszpalin szintén kimutathatoak voltak az Aspergillus
minisclerotigenes és Aspergillus parvisclerotigenus fermentleveibdl. Nem elhanyagolhaté az
hasznalatos A. oryzae fermentlevébdl 13-dezoxipaxillint mutattak ki, ami az aflatrem
bioszintézis ismert koztiterméke. Néhany egyéb Aspergillus faj, mind példaul az Aspergillus
desertorum, Aspergillus foveolatus és Aspergillus striatus szintén termelnek paxillint, mig az
Aspergillus alliaceus bizonyitottan eléallit két paxillin-szerti IDT-t axenikus tenyészetben.

A Hypocreales renden beliil (Sordariomycetes osztaly) legalabb 13 faj termel paszpalinbol
szarmaztatott IDT-t (1. kiegészito tablazat). A Clavicipitaceae csaladba tartozé C. paspali és
Claviceps cynodontis a paszpalitrem tipusu IDT-K termelésérdl ismertek, mig a hirhedt ergot
alkaloid termel6 Claviceps purpurea csupan kevésbé komplex, prenilalatlan IDT-ket, mint

példaul paszpalint képes eléallitani.
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Amig az Epichloé gansuensis esetében a paxillin a legdsszetettebb ez idaig kimutatott IDT,
a N. lolii és az E. festucae altal termelt IDT-k a sokkal bonyolultabb kémiai szerkezetii
terpendolok és lolitremek csoportjaba tartoznak. A Periglandula ipomoeae, a kerti hajnalka
(Ipomoea purpurea) szimbiontaja, szintén termel C11(12) epoxid csoportot hordozo IDT-ket,
mint példaul terpendol C-t, terpendol K-t és terpendol E-t (Schardl és mtsai. 2013; Lee és mtsai.
2017; Gardner és mtsai. 2018).

K¢t tovabbi, a Hypocreaceae csaladba tartoz6 gombafaj bizonyitottan termel paszpalinbol
szarmazo IDT-ket. A T. album (Ophiocordycipitaceae csalad) a terpendol bioszintézis
tanulmanyozasanak modell organizmusa, mig az Escovopsis weberi (Hypocreaceae) szamos

sierinin analogot termel.

1.1.5 Az IDT-k gyakorlati jelentésége

Szamos IDT komponens rendelkezik olyan igéretes bioaktivitassal, ami a jovében alapjat
képezheti kiilonbozo gyogyszer alapanyagok kifejlesztésének. A T. album altal termelt
terpendol E-t, valamint a tependol bioszintézis egyik mellékterméke, a 11-ketopaszpalin, képes
a daganatos sejtek osztodasat az M fazisban feltartozttni, a human kinezin Eg5 specifikus
gatlasa révén (Nakazawa és mtsai. 2003). Ezek a komponensek képesek olyan sejtvonalak M
fazisat is feltartoztani, amelyek rezisztenciat mutatnak mar ismert Eg5S inhibitorokra, mint
példaul az S-tritil-L-ciszteinre (Tarui és mtsai. 2014).

In vitro tanulmanyokban szdmos penitrem analég mutatott antiproliferativ és
antiinvaziv hatast human tiidé daganatos sejtvonalakkal szemben, ami annak tulajdonithato,
hogy indukaljak a p27 proteint, aminek a feladata a sejtciklus feltartoztatasa a G1 fazisban
(Goda és mtsai. 2018). Erdekes modon, a joval egyszeriibb szerkezetii IDT-K, az emindol-SB
¢és paszpalin is figyelemre mélto antiproliferativ aktivitast mutattak in vitro tanulmanyokban
(Sallam ¢és mtsai. 2013). A penitremeknek ezen tulajdonsdga legalabb részben annak
tulajdonithato, hogy specifikusan gatoljak a Wnt/B-katenin tvonalat (Sallam és mtsai. 2013).
A penitremek toxikus hatisa csokkenthetd a molekula alapvdzanak kémiai modositasa révén
anélkiil, hogy az igéretes bioaktivitasuk csokenne (Sallam és mtsai. 2013).

A daganat terapiak soran hasznosithat6 tulajdonsédgokon feliil szamos IDT rendelkezik egyéb,
a hasznosithat6 tulajdonsaggal. A sierinin D és E képesek gatolni a Candida albicans biofilm

képzését (You és mtsai. 2013). A biofilm képzése egy komoly akadalyt jelent a szisztematikus
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Candida fertézések lekiizdésében, mert meggatoljak az antifungalis szereket abban, hogy
eljussanak az egyedi gomba sejtekig (Douglass 2003). Az amfotericin B mellett alkalmazott
sierinin D latvanyosan novelte az antibiotikum hatasossagat klinikai Candida izolatumokkal
szemben.

Az antifungalis hatdson feliil bizonyos IDT-k antiviralis hatdssal rendelkeznek. A P.
camamberti tenyészetébdl izolalt paszpalin analégok hatdsos antiviralis aktivitast mutattak az

influenza virus HIN1-el szemben (Fan és mtsai 2013).

1.2. A Claviceps paspali

1.2.1. A Claviceps paspali jelentosége a mezégazdasag és ipar teriiletén

A C. paspali egy novényi parazita Ascomycota gomba, amely Paspalum fiiféléket fertéz (Cole
és mtsai. 1977). Elsédleges gazdandvénye a Paspalum dilatatum, de éghajlattol fliggéen
gyakran fert6z egyéb Paspalum fajokat is, mint példaul a Paspalum distichum-ot, Paspalum
notatum-ot, Paspalum vaginatum-ot, Paspalum scrobitulatum-ot és Paspalum urville-it
(Aaronson, 1988). A C. paspali a gazdanovénnyel kialakitott egyiittélés soran, meghatarozott
¢letciklus-szakaszban szklerociumot képez (Brown, 1916), amely a legelész6 allatokkal és
rovarokkal szembeni védekezési stratégia részeként hatasos rovar- €és emlds toxinokat
tartalmaz. Ezek a toxinok kémiai felépitésiik szerint két jol ismert csoportba, az IDT-k,
valamint az ergot alkaloidok csoportjaba tartoznak.

Habar az ergot alkaloidok hirhedt mikotoxinok, amelyek a torténelemben gyakran voltak
felel6sek nem csupan a legelészo allatok, de az emberek tomeges mérgezéséért is (van Dongen
¢s mtsai, 1995), a C. paspali altal okozott mérgezésekért nem ez a vegyiiletcsoport tehetd
felelossé. Ennek oka az, hogy a C. paspali altal termelt ergotamid tipust ergot alkaloidok
toxicitasa sokkal kisebb, mint azoknak az ergopeptideknek, amelyeket jellemzdéen a rozst
fert6z0, és a kdzépkori ergotizmusok kialakulasaért felelés C. purpurea termel. Ugyanakkor a
C. paspali azon tulajdonsaga miatt, hogy nem csupan parazita kultaraban, de fermentacios
koriilmények kozott is képes nagy mennyiségben ergot alkaloidokat bioszintetizalni (Socic és

mtsai, 1986; Acramone ¢és mtsai, 1960), a gyogyszeripar szamara kiemelkedon fontos
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mikroorganizmussa valt, és szamos vallalatnal alkalmazzak, jellemzéen évente tobb tiz tonna
ergot alkaloid eléallitasara.

A C. paspali szklerociumaban fellelhetd toxinok masik csoportja az IDT-k csaladjaba
tartozik. Ahogy az a korabbi fejezetekben olvashatd, az IDT-k hatasos emlGs és rovar toxinok,
amelyek a legelészd allatok mérgezése kovetkeztében évrdl évre sulyos karokat okoznak a
mezdgazdasagi szektorban (Kozak és mtsai, 2019). Az IDT-termeld gombafajok koziil talan az
egyik legnagyobb karokozo a N. lolii mellett a C. paspali, hiszen a gomba gazdandvénye, a P.
dilatatum a déli féltekén széles korben elterjedt takarmanynovény, amit elsGsorban lovak,
birkdk és szarvasmarhak takarmanyozasara hasznéalnak (Oberti és mtsai, 2020).

A C. paspali altal eléallitott IDT-k a paszpalitremek csoportjaba sorolhatdé monoprenilalt
paszpalinin szarmazékok. Ezen feliil a szklerociumban szamos paszpalin tipust, prenilalatlan
IDT-t is kimutattak mar, amik minden bizonnyal a paszpalitrem bioszintézis kozti- és
melléktermékei (Uhlig és mtsai, 2014).

A C. paspali tehat az altala eldallitott masodlagos anyagcseretermékek miatt igen fontos,
ugyanakkor kétarcu mikroorganizmus. Mig a fermentacidos gyogyszeriparban eldszeretettel
alkalmazzak ergot alkaloidok gazdasdgos eldallitdsara, addig a mezdgazdasag teriiletén a C.
paspali egy rettegett gomba, ami a takarmanynovények fertézése, valamint a paszpalitrem-

tipusu IDT mikotoxinok termelése miatt sokszor a haszonallatok tomeges mérgezését okozza.

1.2.2. A C. paspali életciklusa és morfologiaja

A C. paspali szkleréciuma a nyari-6szi idészakban fejlodik ki, és ésszel hullik le a novényroél:
abban az 1d6szakban, amikor a fii a kalaszat hullajtja. A foldre hullott szklerécium valtozatlan
allapotban egész télen a f6ldon marad, és majus kornyékén, jellemzden egy-két esds napot
kovetden kezd el kicsirazni. Az érett szklerocium alakja gombszerti, &tmérdje 2-4 mm, felszine
érdes, €s sargas-sziirke szinii. A belseje homogén, €s nagyobb mennyiségii olajat tartalmaz.

A csirazo szklerdcium 1-3 sztrémat képez, aminek a szara fehér és vékony, a fejiikk atmérdje
koriilbeliil 1 mm. A fej feliilete érdes, szine fehér, késobb vildgos sargara majd végiil barnara
valt. A sztroma fejnek a vertikdlis része szamos lombik alaku peritéciumot mutat, amik be
vannak agyazodva a fej kiilso részébe. Valamennyi peritécium szamos vékony, hengeres alaku
aszkuszt tartalmaz, amelyek hossza 150-170 um. Az aszkuszok kiilsé végén egy gylsziiszeri

csomo talalhato. Az aszkusz fala rendkiviil vékony (Brown, 1916).
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Az aszkosporadk fonalszertiek, attetszéek, koriilbelil 1 pm szélesek és 70-100 pm
hosszisaguak. Egy aszkuszban 7-8 spdra taldlhatd. Miutan az aszkusz kiszabadult a
peritéciumbol, darabokra esik szét, és ezaltal szabadulnak ki a sporak. Ha a levegd paratartalma
megndvekszik, a spordk a sztroma kiilsd részére keriilnek, amik igy konnyen ratapadnak a
rovarokra, amikor azok a sztromahoz dorzs6lddnek. Ha a talaj szaraz, a sztroma is konnyen
kiszarad, de amennyiben a nedvességtartalom megnovekedik, a sztroma ujra ,,felviragzik”, €s
ujra sporakat araszt magabol. Ha ebben az allapotban a sztromat hozzadorzsoljiik a P. dilatatum
bibéjéhez ¢és a kalaszahoz, koriilbeliil hét napon beliil megjelennek a ndvényen a fertdzés
tiinetei. Természetes koriilmények kozott viszont az ergot fertézés elso jelei csak a szklerocium
csirdzasatol szamitott 20-30 napon beliil jelennek meg, jellemzden par nappal egy kiadds eso
utan (Brown 1916).

Természetes korlilmények kozott az elsd fertdézések kialakuldsa kétségkiviil rovarok
kozremiikodésével torténik meg. Mikdzben a rovarok végig rohannak a talajon,
hozzadorzsolédnek a sztromahoz, aminek a feliiletén ott vannak a sporak. Amikor a rovar
felmaszik vagy felrepiil a ndvény virdgara, a testén 1évo sporak rakeriilnek a kaldszra és bibére,
ami igy infekciot eredményez. A fert6zések ilyen tipusa ugyanakkor meglehetésen ritka, amit
az is mutat, hogy a szklerocium csirdzasat kovetden tobb hét is eltelhet, amig az elsd ergottal
kolonizalt P. dilatatum ndvények megjelennek a fertézott teriileten (Brown 1916).

A C. paspali a P. dilatatum viraganak a bibéjét tamadja meg elszor, és néhany nap alatt
szinte teljesen lerombolja az ovariumot, aminek a helyét massziv gombafonal tomeg foglalja
el. A hifdk egy része iddvel kimagaslik, €s konidiumot képez. Ezek a sporak attetszdoek,
koriilbeliil 5 pm szélesek €s 15 pm hossziak. A gomba ebben a fazisban kezdi el termelni az
ugynevezett mézharmatot, egy édes, ragados folyadékot, amibe beleragadnak a spordk. A
mézharmat szdmos rovarfajt odacsalogat, melyekre az a benne 1évd sporakkal egyiitt rajuk
ragad, és tovabbszallitddik mas novényekre, igy eléidézve a fert6zés masodik ciklusat.

Amennyiben az iddjarasi viszonyok kedvezdek a fertézés szamara, a massziv gombatomeg
tovabb novekszik, €s a kalaszka pelyvajat szétfesziti. Az igy kialakult gombatomeget nevezziik
ergotnak, amelynek az atmérdje ilyenkor mar eléri az 1-2 mm-t, majd tovabb ndvekedve

elérheti akar a 4 mm-t is (Brown 1916).
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1.2.3. AC. paspali altal termelt IDT-k

A C. paspali altal termelt IDT-K jelenlétét, valamint azok fajtait a munkank megkezdéséig
csupan a szklerociumban vizsgaltak. A szklerociumban eléforduld f6 IDT-k a paszpalin, a
paxillin, a paszpalinin, a paszpalitrem A és a paszpalitrem B. Ezen feliil a C. paspali legalabb
még 7 paszpalitrem és 7 paszpalin analogot képes elallitani a P. dilatatummal torténd
egylttélése soran. Ezek a bioszintetikus melléktermékek elsdsoraban az indol csoport
egy tovabbi analdg esetében), a prenil oldallanc eltéré szerkezetében (2-metilbut-2-én a
paszpalitrem A esetében, mig 2-metilbut-1,3-dién vagy dienil mas bioszintetikus
melléktermékek esetében), a C10 karbonil redukcidjaban, a Cl1l és C12 kozotti kotés
telitettségében, valamint ezeknek a modositasoknak a kombinacidjaban kiillonboznek (Uhlig és

mtsai, 2014).

1.2.4. A C. paspali altal termelt IDT-k okozta mezégazdasagi karok

A déli félteke szamos orszagaban a P. dilatatum széles korben termesztett, igen elterjedt
haszonndvény, melyet tobbek kdzott szarvasmarhdk, birkak, valamint lovak takarmanyozéasara
alkalmaznak. Ennek a fiifélének egyfeldl kiemelkedd a szarazsagtiirése, masrészt pedig jo
kiindulasi alapként szolgal magas tlir6képességli és nagy hozamu hibrid takarmanyndévények
nemesitésére (Schrauf és Cornaglia 2003; Aguilera és mtsai. 2011). A P. dilatatum egyik
legnagyobb hatranya a takarmanyozasban az, hogy az azt fogyaszto allatok gyakran szenvednek
mérgezést a novényen eléforduld gombatoxinok miatt. El6szér Brown és Rank mutatott ra
1915-ben (Brown és Rank 1915), hogy az ilyen tipusu mérgezéseknek a kivaltdé oka a P.
dilatatummal szimbidzisban é16 gomba, a C. paspali. Habar a C. paspali a legnagyobb karokat
kétségkiviil a P. dilatatumot fertézve okozza, ez a gomba képes egyéb Paspalum fajokon is
€¢16skodni, hatékonyan kolonizalva példaul a Paspalum distichumot, Paspalum notatumot,
Paspalum vaginatumot, Paspalum scrobitulatumot és Paspalum urvilleit is (Oberti és mtsai.
2020; Aranson 1988).

A C. paspali altal okozott toxikézis elsésorban a déli féltekén, mint Ausztralidban, Uj
Z¢landon, Dél-Afrikaban, és Dél-Amerikaban okoz problémat, de szamos esetleirds szarmazik

mas teriiletekrol is, mint példaul Spanyolorszagbol, Portugaliabol vagy az Egyesiilt Allamokbol
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(Franklin és mtsai. 2013; Finnie és mtsai. 2011; Moyano és mtsai. 2010). A betegség elsdsorban
a megmiuvelt legelékon fordul eld, jellemzdéen a legeld ,,alapitasat” koveté harmadik-negyedik
évben, amikor a P. dilatatum mar nagyobb aranyban fordul el6 a foldeken. Természetes
legelokon elsésorban nagy termékenységli talajon, mint példaul mocsaras, vagy intenziven
ontozott tertileten fordul elé nagy mennyiségben C. paspalival fertézott P. dilatatum.

A legelészo allatok nagyobb mennyiségl szklerociumot fogyasztanak a fertézott legelok
kaszalasa utdn, amikor nagy mennyiségii szklerécium hullik a foldre, ahonnan az allatok
megeszik azt. A valyuban Osszegyiilt nagy mennyiségli szklerocium sokszor akar letalis
mennyiségli méreganyagnak teszi ki az allatokat. Egyes ilyen esetekben a szkler6cium
fogyasztasabol eredé morbiditas akar 30-50% is lehet (Nicholson 1989).

Habar a C. paspali szklerocium tartalmaz ergot alkaloid tipusi metabolitokat is, a
mérgezésért minden esetben a gomba altal termelt paszpalitrem tipusu IDT-K, elsdsorban a
paszpalitrem A, B és C felelnek (Mantle és mtsa. 1978). A C. paspali szklerécium elfogyasztasa
altal el6idézet tiinetegyiittest a szakirodalom Paspalum kergeség néven illeti. A Paspalum
kergeség legjellemzdbb tilinetei a fej, a nyak, valamint a végtagok remegése, ami enyhébb
esetekben csak akkor észlelhetd, ha az allatokat mozgasra kényszeritik, vagy valamilyen mas
modon stresszelik 6ket. Habar a Paspalum kergeség kialakuldsa elsGsorban a szklerocium
lelegeléséhez kotott, a gomba altal termelt mézharmat fogyasztasa is eléidézheti a remegéses
tiinetegylittes kialakulasat (Mantle és mtsa. 1978).

Az allatok altal elfogyasztott toxin mennyisége az esetek tilnyomo tobbségében
onmagaban nem haléalos. Az allatok elhullasdhoz altalaban a koordinélatlan mozgésbol eredd
balesetek vezetnek. Az egyik jellemz0 eset az, amikor az allatok az 1vas kozben eldre buknak,
¢és vizbe fulladnak. A mérgezett allatok elhullasat tovabba az is eldidézheti, hogy a hosszabb
ideig fennallé merevgdresos rohamok kihatassal vannak a 1égzésre, ami végsd soron az allatok
fulladasédhoz vezet (Mantle és mtsa. 1978). A mérgezett allatok étvagya altalaban megmarad,
de ennek ellenére néha sulycsokkenés figyelheté meg. Az intoxikalt ndstények altal szoptatott
fiatal allatok nem mutatnak remegéses tiineteket, igy kicsi a valdszinlisége annak, hogy a
paszpalitrem tipusu toxinok nagyobb mennyiségben fordulnanak el a tejben (Mantle és mtsa.
1978).

21



1.2.5. A Paspalum kergeség altal eléidézett klinikai tiinetek

A Paspalum kergeség legjellemz6bb tiinetei a fej, nyak, valamint a végtagok remegése. Tovabbi
jellemzd tiinetek lehetnek még a kiilonboz6 foku hiperérzékenység, merevség, ataxia, valamint
a koordinalatlan mozgas. A patoldgiai tiinetek koziill megemlitend0 bizonyos agytorzsi
magoknak, valamint a gerincvelonek az idegi degeneracioi, valamint a gerincveld Waller-féle
degeneracidja (Moyano ¢és mtsai. 2010). A nagyobb mennyiségli toxint elfogyasztd allatok
gyakran a foldre rogynak, és az oldalukra fekszenek (Botha és mtsai. 1996). Az esetek
tobbségében az itt felsorolt tlinetek néhany nappal azt kovetden maguktol elmulnak, hogy az
allatokat elhajtjak a fert6zott legel6rél (Konstanze és mtsai. 1994). Mivel a Paspalum kergesség
tiinetei nem specifikusak, a diagndzis altalaban az allatok altal produkalt tiinetek, valamint a C.
paspali szklerocium eléfordulasa alapjan torténik.

A C. paspali altal termelt toxinok fogyasztasabol eredd klinikai tiineteket Mantle és
munkatarsai (Mantle és mtsai 1978) vizsgaltdk részletesen. Ezekben a tanulmanyokban
kiilonb6z6 idociklusokban adagoltak baranyoknak eltéré mennyiségii, szkleréciummal vagy
mézharmattal fert6zott P. dilatatumot. Ebben a tanulmanyban az egyszeri, nagydozisu adagolas
(135 g kézzel vélogatott szklerocium két, koriilbeliil 20 kg-os bardnynak) mér az elsé napon
sulyos remegéses tlineteket okozott, és a mérgezett allatok a tiinetek folyamatos romlasa mellett
az adagolastol szamitott harmadik napon elpusztultak. Amikor ugyanezt a dozist harom egyenlo
részre osztva adtdk az allatoknak napi ciklusokban, a remegéses tlinetek lassabban jelentek meg,
¢s az allatok jellemzéen az els6 adagtol szamitott hetedig napon keriiltek fekvo allapotba. Ennek
ellenére az alltatok étvagya folyamatosan j6 maradt, és a negyedik hét végére mar ismételten
képese voltak labra allni. A még hosszabb adagolasok soran a kezdeti tiinetek mind késébb
jelentek meg az elsé dozishoz viszonyitva. Ugyanakkor a szklerociumot nem tartalmazo, de a
C. paspali altal kivaltott mézharmattal fert6zott P. dilatatum egyszeri adagolasa (koriilbeliil 120
g-nyi, bdséges mézharmatot tartalmazo P. dilatatum viragzat egy koriilbeliil 27 kg-0s
baranynak) minddssze enyhe fejremegést idézett eld a kisérleti allaton.

Ugyanebben a kisérletben Mantle és munkatarsai ramutattak arra is, hogy a Paspalum
kergeségre jellemzo tlinetegyiittesek kialakulasahoz a C. paspali altal termelt ergot-alkaloid
tipust metabolitok nem jarulnak hozza, és ezekért kizardlag a szklerocium tremorgenikus

toxinokat tartalmaz6 frakcioja felel (Mantle és mtsai. 1972).
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1.2.6. A C. paspali altal termelt IDT-k altal okozott kozegészségiigyi karok

Viszonylag kevés feljegyzett informaci6 all rendelkezésre arrol, hogy a C. paspali altal termelt
IDT-tipusu toxinok mérgezéses eseteket okoztak volna emberekben. Smith emlitést tesz egy
remegéses betegségben szenvedé fiardl, akinek az volt a szokasa, hogy ergotizalt Paspalumot
ragcsalt (Cawdell-Smith és mtsai. 2010). A C. paspali altal ferté6zott Paspalum scrobiculatum
sz¢élesebb korokben okozott kozegészségiigyi gondokat India szamos teriiletén. A P.
scrobiculatumot India melegebb teriiletein termesztik, de természetes koriilmények kozott
eléfordul Punjabtol egészen Szingapurig, tovabba Afrika, Azsia, Ausztralia, valamint Uj-
Z¢land tropusi teriiletein (Caius 1935). India bizonyos tartomanyaiban a P. scrobiculatumot,
ami egyfajta koles, alapélelmiszerként hasznaljak (Aaronson 1988; Ayyar és Narayanaswamy
1949; Bor 1960). Alapvetden kétféle tipust P. scrobiculatumot kiilonboztetnek meg. Az egyik
pakodi vagy masnéven harrick, ami kisebb, és fako szinli. A masik dhone vagy masnéven
majore ami magasabb ¢s sotétebb szinii. Az elébbi tipust egészséges, az utobbi tipust pedig
karos névvel illetik a helyi feljegyzések (Aaronson 1988).

Az 1946-0s nagy Indiai rizshiany alatt a tarsadalom széles kore egészitette ki a napi
¢lelmiszeradagjat P. scrobiculatummal (Aaronson 1988). Ebben az idében szamos feljegyzés
sziiletett arrol, hogy az étkezést kovetd koriilbeliil 20 perccel mérgezésre utalé tiinetek jelentek
meg azokon, akik P. scrobiculatomot fogyasztottak. A legjellemzébb tiinetek a remegés,
szédiilés, fokozott izzadéas, valamint 1égzési nehézségek voltak. Jellemzden a tiinetek a
mérgezett koles fogyasztasat kovetd 24 oran beliill elmultak. A mérgezéses tiinetek
megjelenéséért minden bizonnyal a kdlessel szimbiozisban €16 C. paspali altal termelt toxinok
lehettek feleldsek, mivel ismeretes, hogy Indiaban a C. paspali a P. scrobiculatumot nagy
aranyban fertézi (2-5%) (Aaronson 1988).

Habar a jelentkezd tlinetek jo része nagyban emlékeztet az LSD altal eldidézett mérgezéses
tiinetekre, ami arra utal, hogy ezeket a C. paspali altal termelt ergot-alkaloid tipust vegyiiletek
okoztdk, a remegéses tiinetek megjelenéséért minden bizonnyal a szintén a gomba altal
eléallitott paszpalitrem tipusti mikotoxinok tehetdk feleldssé (Kozak és mtsai, 2019).

Kozegészségligyi szempontbol szintén fontos kérdés az, hogy a szarvasmarhdk altal
elfogyasztott paszpalitrem tipusu mikotoxinok milyen mértékben tudnak felhalmozdodni a
tehéntejben. Smith €s munkatarsai (Cawdel-Smith és mtsai. 2010) emlitést tesznek réla, hogy
a Paspalum kergeség tiineteit mutatd szoptatds kanca csikdja nem mutatott semmilyen, az IDT

toxinokra jellemzé mérgezéses tlineteket. Miyazaki és munkatarsai kimutattak, hogy a
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kémiailag nagyon hasonld szerkezetli, és a paszpalitrem toxinokkal megegyezé tiineteket
kivalté lolitrem B habar megjelenik a toxinnal fert6zott fiivet legeld szarvasmarhak tejében, de
annak koncentracidja nagymértékben csokken, miutdn a szarvasmarhékat eltavolitottdk a
fert6zott legelokrdl (Miyazaki és mtsai 2004). Mindezekkel egyiitt elmondhato, hogy csupan
csekély informacionk van arrél, hogy a paszpalitrem tipusi mikotoxinok milyen mértékben
akkumuldlodnak az ilyen tipust toxinoknak kitett allatok tejében, illetve hus- és zsirszovetében,

tovabba arrdl, hogy ez mekkora valds kockazatot jelent a fogyasztokra nézve.

1.2.7. AC. paspali felhasznalasa a gyégyszeriparban ergot alkaloid tipusu
gyogyszerhatoanyagok eléallitasara

A C. paspali egy kétoldalti gombafaj, hiszen amellett, hogy a déli hemiszféraban gyakran
okozza a haszonéllatok tomeges mérgezését, ezaltal komoly gazdasagi karokat okozva az
allattenyésztési szektorban, a gyogyszeriparban széles korben alkalmazzdk ergot alkaloid
tipusu gyogyszer hatoanyagok eldallitasara fermentacios uton (Socic és mtsai. 1986). Kémiai
szempontbol az ergot alkaloidok 3,4-szubsztitudlt indol szarmazékok, tetraciklikus ergolin
gylrd struktraval (Tudzynski és mtsai. 2001).

Az ergot alkaloidok toxikus hatasa annak tulajdonithat6, hogy a molekulak alapvaza
strukturalis  hasonlésagot mutat neurotranszmitterekkel, példaul a  dopaminnal,
noradrenallinnal, valamint a szerotoninnal. Ennek készonhet6en az ergot alkaloidok képesek a
neurotranszmitter receptorokhoz kotddni, és azokat — kémia szerkezetiik valtozatossaga
kovetkeztében — kiilonbozd moddon stimuldlni. Az ergot alkaloidok kémiai szerkezetének
modositasa révén mérgezd hatasuk csokkenthetd, ¢€s uj, klinikailag felhasznéalhato
bioaktivitasokkal ruhazhaték fel. Ennek koszonhetden ma szamos ergot alkaloid tipusu
gyogyszer van a piacon, amiket a legkiilonb6zdbb tertileteken alkalmaznak. Ezek koziil néhany
példa az ergometrin (sziilés utani vérzés csillapitasara), a dihidroergotamin (magas vérnyomas,
migrén és agyi diszfunkciok kezelésére), a nicorgelin (magas vérnyomas kezelésére) valamint
a bromo-ergokriptin (prolaktin-fiiggé eml6 karcinoma kezelésére). Habar nehéz pontosan
megbecsiilni az éves szinten eldallitott ergot alkaloidok mennyiségét, irodalmi adatok alapjan
a 2008-ban eldallitott mennyiség 15-23 tonna kozé tehetdé (Cvack 1999; Paul 2006).

Az ergot alkaloidok eldallitasara a 20. szdzad masodik felében elsésorban nagy hozamu C.
purpurea mutansokkal mesterségesen fert6zott rozsfoldeket hasznaltak. A rozson nagy

aranyban megjelené C. purpurea szklerociumot mechanikai modszerekkel begytijtotték, majd
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pedig az erre a célra kidolgozott kinyerési technikakkal az ergot-alkaloidokat nagy tisztasagban
izolaltak. Habar az ilyen tipust ergot alkaloid termelést néhol még ma is alkalmazzak, ma mar
inkabb a zart fermentacios eljarasok az elterjedtebbek, ahol az ergot alkaloidokat axenikus
tenyészetben allitjak eld.

A zart fermentacios technoldgidknak szdmos eldénye van a rozs tenyészetekkel szemben.
Egyfeldl a fermentacios technologiak robosztusabbak, jobban szabalyozhatok, a hozam nem
fligg sem az id6jarastol sem a klimatol, tovabba nem all fenn annak az lehetdsége, hogy a nagy
termelOképességli mutansok esetlegesen élelmiszer eldallitasara fenntartott gabonamezokon is
megtelepedjenek és elterjedjenek. Ugyanakkor a zart fermentdcios technoldgidkban a C.
paspali sokkal elénydsebbnek bizonyul a C. purpurea-val szemben. Ennek két f6 oka van.
Egyrészt a C. paspali konnyebben noveszthetd folyékony tapkozegben, masrészt a C. paspali
altal termelt ergotamidok vizoldhatosdga sokkal jobb, mint a C. purpurea altal termelt
ergopeptideké (Schiff PL. 2006).

Az ergot alkaloid tipust gyogyszerhatdanyagok jellemzden félszintetikus termékek, amiket
a D-lizergsav kémiai modositasaval allitanak el6. Habar a C. paspali fermentlevében bizonyos
mennyiségii szabad D-lizergsav is felhalmozodik, a fermentacidé végtermékei jellemzéen az
ergotamidok, mint példaul az ergonovin, lizergsav-metil-karbonil-amid, ergin és erginin. A
fermentacid végén valamennyi ergotamid ¢és klavin-tipusi ergot alkaloid komponenst
begylijtik, és azok lugos hidrolizise soran nyerik ki a D-lizergsavat, ami ezt kovetéen kiindulasi
anyagként szolgal a szemiszintetikus gydgyszerhatdanyagok eldallitasara.

Mindezeket Osszegezve elmondhatd, hogy a C. paspali az ergot alkaloidok gyartasaban a
legszélesebb korben alkalmazott mikroorganizmus, amivel éves szinten tobb 10 tonna
hatéanyagot allitanak el6. Habar a gydgyszeriparban mar elérhetdek nagy termelSképességii
mutansok, a kihozatal tovabbi novelése és a folyamatok optimalizalasa elengedhetetlen a
folyamatosan ndvekvd piaci igények kielégitése, valamint az egyes gyogyszeripari vallalatok

versenyképességének megtartdsa szempontjabol.

1.2.8. Az IDT jelentette kockazatok az ergot alkaloidok fermentacioja soran

Az Amerikai Elelmiszer-biztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatal (FDA, Food and Drug
Administration) egyre inkabb foglalkozik azzal a mindezidaig méltatlanul elhanyagolt
kockézattal, hogy a gyogyszerhatéanyagok eldallitdsara alkalmazott aszkuszos gombék egy sor,

sokszor feltérképezetlen masodlagos anyagcsereterméket is eldallitanak, de legalabbis
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eléallithatnak a fermentacios folyamatokban (Boruta és Bizukojc 2016; Chen és mtsai 2013).
Habar a legnagyobb kockazatot ebben a tekintetben az aflatoxin ¢€s aflatoxin-szarmazékok
jelenléte jelenti, amelyek nem csak az alkalmazott gomba révén, de akar a taptalajban hasznalt
kukoricalekvarbol is a fermentlébe keriilhetnek, a kiilonb6zé folyamatokban az egyes
mikroorganizmusok szdmos ismert, vagy akar ismeretlen toxint allithatnak eld, amivel a
jovoében a gydgyszeripari cégeknek foglalkozni kell. Fontos megemliteni, hogy a
gyogyszerhatoanyagok a fermentlébdl vald kinyerése soran — amik akar tobb kromatografias
1épést is tartalmaznak — ezek a jellemzden kémiailag eltérd szerkezetli toxinok eltavolitodnak.
Ennek ellenére a gyogyszeripari szabalyozasi folyamatok megkovetelik, hogy minden olyan
szennyez6t, valamint azok szarmazékéit nyomon kovessék, amelyek akar potencialisan is jelen
lehetnek a gyartas akér legkorabbi folyamataiban is. Erdekes aspektus, hogy amig a szintetikus
termékek gyartasa soran a hatdsagok mar régota megkovetelik minden olyan, akar csak elméleti
uton 1étrejové melléktermék kockazatértékelését, ami a legkisebb eséllyel is megjelenhet a
gyartasi folyamat sordn, az ipari fermentéaciok soran alkalmazott gombak altal termelt toxinok
jelentette kockdzatok mérlegelése csupan az elmult években keriilt a hatosagok 1atokorébe.

A C. paspali azon tulajdonsaganak ismeretében, hogy a Paspalum fiiféléket fert6zve
szamos IDT mikotoxint allit €16, nagyon fontos kérdés az, hogy ezek a toxinok megjelennek-e
a fermentacioban, illetve, ha igen, milyen lehet6ség van ezek teljes kizarasara. Meglepé modon,
a munkank megkezdéséig senki sem vizsgalta, hogy a C. paspali képes-e axenikus kulturaban,
a gazdandvény jelenléte nélkiil eléallitani ezeket a masodlagos anyagcseretermékeket. A kérdés
mar csak azért is indokolt, hiszen mig az IDT termelé gombafajok koziil példaul a N. lolii
kizardlag a gazdandvény jelenlétében (in planta) képes a lolitrem tipust IDT-K bioszintézisére
(Young és mtsai. 2006), addig a P. crustosum a legkiilonb6z6bb tapfolyadékokban képes a ra

jellemz6 penitrem tipust IDT-K el6allitasara (Kalinina és mtsai. 2017).

1.2.9. A C. paspali IDT klaszter in silico analizise

A C. paspali teljes genom szekvencidja, ezzel egylitt a paszpalitrem bioszintézisben
potencidlisan szerepet jatszo gének elérhetdek a GenBank adatbazisban (Schardl és mtsai.
2013). Az IDT bioszintetikus utat kodold gének a JN613321 és a JN613322 contigokon
helyezkednek el (3. abra). A JN613321 contigon elhelyezkedd idtC, idtB és idtG gének,
valamint a JN613322 contigon elhelyezkedd idtM gén fehérje termékei 45, 56, 53 és 38%
azonossagot mutatnak a P. paxilli paxillin bioszintézisének PaxC (prenil transzferaz), PaxB

(indol diterpén ciklaz) PaxG (GGPP szintaz) és PaxM (FAD fliggd monooxigendz) fehérjéivel,
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amelyek a paszpalin bioszintézis Gtvonalat kodoljak ebben a gombaban (Young és mtsai. 2001).
A JN613321 contig tartalmaz tovabba két P450 monooxigenaz gén, az idtP ¢s idtQ, amelyek
fehérje termékei 41 illetve 37% azonossagot mutatnak a P. paxilli PaxP és PaxQ enzimjeivel,
melyek a paxillin bioszintézise soran felelnek a paszpalin paxillinné térténd oxidaciojaért, -
PC-M6 majd 13-dezoxipaxillin koztitermékeken keresztiil (Young és mtsai 2001). Ezen feliil a
JN613321 contig tartalmaz egy prenil transzferaz (idtF) valamint egy membran protein (idtS)
kodold gént. Habar az idtF protein terméke csupan elhanyagolhat6 (21%) azonossagot mutat
az A. flavus AtmD fehérjéjével, nagy valosziniiséggel az AdmD-hez hasonléan az IdtF
katalizalja a paszpalinin prenilacidjat monoprenilalt IDT termékeket, példaul paszpalitrem A-t
¢s paszpalitrem C-t eredményezve.

Annak ellenére, hogy az idtS-el azonos funkcioji gén a N. lolii lolitrem génklaszterében is
megtalalhato (ItmsS, amely 47% azonossagot mutat az 1dtS-el aminosav szinten) (Young és

mtsai. 2006), ennek a génnek az IDT bioszintézisben betoltott szerepe nehezen josolhatd meg.

JN613322 IN613321
~ [ 9] Q ) & Q <

N 9 § ¥ § § § § $
m @y <o <o
FAD fiiggd Prenil |y ciklaz GGPP Prenil P450 P450
monooxigenaz transzferaz szintdz transzferaz monooxigendz monooxigenaz

» Paszpalin kialakulasa |:> A paszpalinin prenilacioja

. A paszpalin oxidativ konverzidja paszpalininné . Ismeretlen funkeidjl transzmembran protein

3. abra A C. paspali potencialis IDT génklasztere

2.  Célkitiizés

A C. paspali mind gyogyszeripari, mind pedig mezdgazdasagi szempontbol nagy jelentoséggel
bir6 Ascomycota gomba. Mig az allattenyésztés teriiletén az altala termelt paszpalitrem tipusu
mikotoxinok miatt valt hirhedté, a gyogyszeriparban eldszeretettel alkalmazzak azon
tulajdonsaga miatt, hogy axenikus koriilmények k6zott nagy hozamban képes vizoldhato ergot

alkaloid szarmazékokat eldallitani. Ezeket aztdn kémiai moddositasok révén értékes
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hatéanyagokka alakitanak at, amiket tobbek kdzott migrén, Parkinzon-kor és sziilés utani vérzés
csillapitasara hasznalnak a klinikai gyakorlatban. Mig a gomba-gazdandvény egylittesébol
mindezidaig tobb mint husz paszpalin- illetve paszpalitrem szarmazékot sikeriilt kimutatni, a
munkank megjelenéséig senki sem vizsgalta, hogy axenikus koriilmények kozott a C. paspali
képes-e egyaltalan IDT tipust toxinokat termelni. Ezen feliil a C. paspali genetikai
modositasanak kidolgozasa, a paszpalitrem génklaszter szerepének kisérletes igazolasa, illetve
a paszpalitrem bioszintézis I€péseinek vizsgalata szintén nem tortént meg munkankat
megel6zéen. A doktori disszertaciomban leirt kutatdssal a kovetkezd célkitlizéseket
valodsitottuk meg: (i) A C. paspali DSM 833 torzs altal axenikus koriilmények kozott termelt
IDT profil feltérképezése. (ii) Stabil, homokarion transzformansokat eredményezo
transzformacios protokoll kidolgozasa a C. paspali gombafajra. (iii) A C. paspali DSM 833
torzs IDT génklaszterének kisérletes igazolasa a klaszter idtCBGF génjeinek kilitése, és az igy
nyert AidtCBGF mutansok IDT profiljanak vizsgalata révén. (vi) A vad tipust torzsével
megegyez6 mértékben ergot alkaloidokat termeld, de IDT-t egyaltalan nem termeld mutansok
létrehozasa. (v) A klaszterben talalhatoé idtP (P450 monooxigenaz) és idtF (monoprenil
transzferdz) gének funkcidjanak kideritése, a gének kiiitése, valamint az igy létrehozott
mutansok IDT profiljanak vizsgalata révén. (vi) A paszpalitrem bioszintézis 1épéseinek
modellezése az irodalomban talalhat6 adatok, a génkiiitéses vizsgalatok, valamint a vad tipusu

és az itt Iétrehozott C. paspali mutansok IDT profiljanak vizsgalata altal.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Gombatorzs és fermentacios koriilmények

Habar a C. paspali RRC-1481 torzs teljes genomszekvencidja megtalalhatd a GenBank
adatbazisban (Schardl €s mtsai. 2013), maga a torzs nem all rendelkezésre egyetlen nagyobb
torzsbank sem. Igy munkénk sordn a DSMZ torzsgyiijteményben (Braunschweig, Germany)
elérhet6 C. paspali DSM 833 izolatummal dolgoztunk. A DSM 833 azonos a C. paspali ATCC
13893 torzzsel (Chain és mtsai. 1962).

A C. paspali kénnyen fenntarthaté burgonya-dextroz agar taptalajon (PDA agar, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), igy a vad és mutans torzsek fenntartasat, izolalasat és passzalasat ezen
végeztik, adott esetben a megfeleld szelekcids agensek jelenléte mellett.

Mivel a DSM 833, mint a legtobb C. paspali izolatum, laboratoriumi koriilmények kozott
sporat nem képez, a fermentacios tapfolyadékok leoltasahoz sziikséges biomasszat ugy nyertiik,
hogy a C. paspali micéliumot ferde agaron (3,9% PDA; 0,05% é¢leszté kivonat, pH 5.2)
szaporitottuk fel (28 °C, 14 nap), majd a felszaporitott biomasszat az agar feliiletérdl steril
vegyszeres kandl segitségével lekapartuk, és 5 mL steril desztillalt viz hozzdadasa utan
alaposan homogenizaltuk Dounce homogenizator segitségével. A folyamat eredményeképpen
egy homogén, fehér, gombamicéliumokat tartalmazo szuszpenziot kaptunk, ami mar alkalmas
volt arra, hogy fermentacids inokulum tenyészetek leoltasara hasznaljuk.

Az ergot alkaloidok és IDT-k laboratoriumi 1éptékii termeltetését egy kétlépcsds razott
fermentacids eljarasban valositottuk meg. Els6 1épésben az elkészitett homogenizatumbdl 1 mL
mennyiséget oltottunk 60 mL inokulum tapfolyadékba (5% mannit; 1% borostyankdsav; 0,5%
szojaliszt; 0,2% KH2PO4; 0,03% MgSO4 x 7H20; pH 5.2), majd Erlenmeyer lombikban
razatva inkubdltuk 4,16 Hz-en, 28 “C-on 5 napon 4t. A felndvesztett és bestirtisddott inokulum
tenyészetbdl ezt kdvetden 5 mL-eket oltottunk {6 fermentécids tapfolyadékokba (10% szorbit;
3,5% borostyankdsav; 1,5% kukoricalekvar; 0,05% ¢élesztd kivonat; 1,5% NH4NO3z; 0,07%
MgSO4 x 7H20; 0,0022% FeSO4 x 7H20; 0;001% ZnSO4 x 7H20; pH 5.2), amit tovabbi 12
napon at rdzatva inkubdltunk az inokulum tenyészetnél leirt koriilmények kozott. A
fermentaciot kdvetden a biomasszat a ferementlétdl centrifugaldssal elvalasztottuk (5 perc,
20009). Az ergot alkaloidok kimutatasat a fermentlé vizes fazisabol végeztiik, mig az IDT-k
vizsgalatakor a nedves biomasszat hasznaltuk fel. Ennek soran a micéliumot liofilizaltuk,

majd folyékony nitrogén hozzaadasa mellett egy porceldn mozsarban poritottuk.
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Az IDT tartalom meghatdrozéasa céljabol 0,5 g homogenizatumot hozzaadtunk 10 mL
acetonitril/viz (4:1 v/v) elegyhez egy 50 mL-es Falcon csében, majd egy éjszakan at razattuk
4,16 Hz-en (5 cm kilengés). A feliiluszot atszirtiik egy 0,22 uM pérusméretii sziiriin (Merck
Millipore, Burlington, MA), majd a szlrt extraktumot az IDT-k LC-MS analizisére
hasznaltuk fel.

3.2. Genomi DNS izolalas és PCR reakciok

A PCR reakcidkhoz sziikséges oligonukleotidok tervezéséhez, az IDT génklaszter génjeinek
szekvencia-analiziséhez, valamint a génkilitéses kisérletek megtervezéséhez a National
Center for Biotechnology Information (NCBI) adatbazisaban szerepld, JN613321.1 és
JN613322.1 azonositd szamu nukleotid szekvenciadkat hasznaltuk.

A C. paspali vad tipust és mutans torzsek el6készitett lizatumabol a MagNa Pure 2.0
késziilek segitségével izolaltunk genomi DNS-t. A sejtek feltardsa sordn izolatumonként =
0,1 g nedves micéliumot liofilizaltunk, majd folyékony nitrogén hozzaadasa mellett
dorzsmozséarban poritottunk. Az igy kapott poritott micéliumot szuszpendaltuk 400 pL szulfit
pufferben (0,7 M NaCl; 0,1 M Na>SOz; 0,1 M Tris-Cl pH 7,5; 0,05 M EDTA,; 1% SDS), majd
ehhez a szuszpenzidhoz 3 U protenindz K enzimet adtunk (ThermoFisher), és inkubaltuk 90
percen at 55 ‘C-on. Ezt kovetSen a proteindz K hatastalanitasa céljabol a szuszpenzidt 5
percen 4t 95°C-on tartottuk, majd visszahiitottik. A lizdtumbdl a sejttormeléket
centrifugalassal (4000 g, 5 pec) eltavolitottuk, majd a feliilusz6bol 250 uL-t tiszta Eppendorf
cs6be mértiink at, és 50 U RNaz enzimet adatoltunk (Thermo Fisher Scientific, Walthman,
MA), majd egy éjszakan at 37 C-on inkubaltuk. Az igy nyert lizitumbol a nagy tisztasagu
DNS-t a MagNa Pure 2.0 robottal nyertiik ki, a MagNa Pure LC DNA Isolation Kit III
reagenseit hasznalva (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Az izolalasi folyamat soran teljes
mértékben a gyartoi protokollok alapjan jartunk el. Az izolalt DNS-t templatként hasznaltuk
fel PCR reakciok soran.

A PCR reakciok kivitelezéséhez a NEB Phusion HF DNA Polymerase-t hasznaltuk (New
England Biolabs, Ipswich, MA). Minden reakci6 dssztérfogata 50 pL volt, ami 20 ng DNS-t
tartalmazott genomi, illetve 1 ng DNS-t tartalmazott plazmid templat esetében. A reakciok
ezen feliil 0,2 mM dNTP elegyet, 1-1 pM szensz és antiszensz primert (2. kiegészitd tablazat)
¢s 1 pl Phusion HF DNS polimerazt és 10 pl HF puffert (New England Biolabs, Ipswich, MA)
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tartalmaztak. A PCR soran alkalmazott homérsékleti ciklusokat az alabbi leiras tartalmazza:

Kezdeti denaturacio: 98 °C, 180 masodperc
Amplifikacios ciklusok: 31 ciklus
Denaturacié: 98 °C, 10 masodperc
Renaturicio: 55 °C, 15 mésodperc
Szintézis: 72 °C, 30 masodperc/kbp
Végsd szintézis: 72 °C, 60 masodperc/kbp

3.3. Gibson osszeszerelési reakcio

A génkilitéshez sziikséges vektorokat a megfelelé atfedo régiokat tartalmazé PCR
fragmensekbdl szereltiik 6ssze a Gibson Assembly Master Mixet (New England Biolabs,
Ipswich, MA) hasznalva.

A reakcidelegy Osszetételét a gyartoi utasitas alapjan az aldbbiak szerint hataroztuk meg.

Komponens Mennyiség

Vektor 50 ng
Inzert* Vektor mtérete OPgy ng*3

Inzert mérete (bp)

Gibson Assembly Master Mix (New 10 uL

England Biolabs, E2611)
Nukledzmentes viz A reakci6 végtérfogatat kiegészitve
20 pL-ig

*: a beépitendé DNS-darabok szama a klonozastol fiiggéen 1-3 kozott valtozott.
A reakcioelegyeket 50 “C-on inkubéltuk 60 percen 4t, majd tovabbi felhasznalasig 4

°C -on tartottuk. Az reakcidelegyekbdl ezt kdvetéen 5-5 pL mennyiségeket Escherichia coli

kompetens sejtek transzformaldsara hasznaltuk fel.
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3.4. E.coli sejtek transzformalasa és a transzformans telepek leoltasa
plazmid izolalashoz

A Gibson osszeszerelési reakciokbol szarmazé ligatumokat E. coli sejtekbe transzformaltuk
hésokk modszer segitségével. Az E. coli XL1blue kémiai kompetens sejteket (New England
Biolabs, 200236) jégen kiolvasztottuk, majd minden 50 pL kompetens sejt adaghoz
reakcionkként 5 pL ligdtumot adtunk. Az elegyeket 30 percen 4t 4 "C-on inkubaltuk, majd 45
méasodpercen at 42 "C-os hésokkot alkalmaztunk. Az transzformdicios reakcidelegyeket ezt
kovetden jégen visszahiitottiik, majd minden elegyhez 150 uLL SOC (Super Optimal Broth
with Catabolic Repression) tapfolyadékot (New England Biolabs, B9020S) adtunk. A
sejtszuszpenziokat ezt kovetéen 1 6ran at 37 “C-on inkubaltuk, majd 150 uL-eket 37 "C-ra
elémelegitett LB agarra (Luria-Bertani Agar, Formedium, Hunstanton, UK) szélesztettiink,
ami szelekcios agensként 25 pug/mL végkoncentracidoban tartalmazott kanamicin (Sigma-
Aldrich, 60615) antibiotikumot. Az agar tenyészeteket 24 6ran at inkubdltuk 37 °C-on, majd az
6nallé kanamicin rezisztens telepeket egy-egy steril pipettahegy segitségével izolaltuk és 3-3
mL, 25 pg/mL koncentracidban kanamicint tartalmazé LB tapfolyadékba (Luria-Bertani
Broth, Sigma-Aldrich, L2542) oltottuk. A folyékony tenyészeteket 18 oran keresztiil razatas
kdzben inkubaltuk 37 °C hémérsékleten, majd a felndvesztett tenyészetekbdl plazmidot

izolaltunk.

3.5. Plazmid izolalas E. coli sejtekbdl

A felndvesztett tenyészetekbdl az EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps Kit
segitségével izolaltunk plazmid DNS-t az alabbi modszer alapjan.

A felnovesztett éjszakai kulturakbol =1,8 mL mennyiségeket 2 mL-es Eppendorf
csdvekbe ontottiink, majd a sejteket centrifugélassal iilepitettiik (9391 g, 2 perc, 24 'C). A
feliluszokat leontottiik, majd pedig a sejteket tartalmazé iiledéket 100-100 pL. Solution I
oldatban szuszpendaltuk fel. Ezt kdvetden a szuszpenzidkhoz adtunk 200-200 uL Solution IT
oldatot, majd két perces inkubaciot kovetéen 350-350 uL Solution III oldatot. A csoveket
megforgattuk, 2 percen 4t allni hagytuk szobahdmérsékleten, majd centrifugaltuk dket 5 percen
4t 13523 g-n, 24 "C-on. A centrifugalas utan a feliiluszokbol 750-750 uL mennyiségeket EZ-
10 Spin oszlopra vittiik fel, amiket ezt kdvetden 1 percen 4t centrifugaltunk 9391 g-n 24 “C-on.
Az atfolyo folyadékot kiontottilk, majd a membrant kétszer mostuk 700-700 uL Wash

Bufferrel, majd centrifugaltuk 1 percen 4t 9391 g-n 24 “C-on. A masodik mosasi 1épés utén az
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oszlopokat tovabbi két percig centrifugaltuk az eldzével megegyezd koriilmények kozott, majd
a membranokat nyitott feddvel szaritottuk 2 percen at. Végill az oszlopokat egy-egy tiszta
Eppendorf csébe helyeztiik, a membranok kozepére 50-50 puL Elution Buffert adtunk, majd a

csdveket 9391 g-n centrifugaltuk 1 percen at, 24 ‘C-on. Az elegyek DNS koncentracidjat

NanoDrop késziilék segitségével hatdroztuk meg a gyartoi utasitdsoknak megfelelden.

3.6. DNS izolalasa TAE gélbol

A TAE agar6z gélb6l a DNS fragmenteket az EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction Kit
segitségével tisztitottuk ki, az aldbbi modszer alapjan.

A TAE gél megfeleld, az izolalni kivant DNS-t tartalmazd savjat egy tiszta borotvapenge
segitségével Kivagtuk, és a géldarabot egy 2 mL-es Eppendorf cs6be helyeztiik, majd annyi
Binding Buffer | oldatot adtunk hozza, hogy az a géldarabot teljesen ellepje. A mintakat ezt
kdvetden 58 ‘C-ra helyeztiik, és addig inkubaltuk, amig a géldarabok a Binding Buffer I-ben
teljesen fel nem oldédtak. Amikor mar nem voltak szemmel lathato géldarabok a pufferben, a
mintabol 750 uL mennyiséget az EZ-10 Spin Column oszlopra pipettaztunk, majd centrifugalas
elétt 1 percet allni hagytuk, hogy a DNS-nek lehetdsége legyen a gyantara kotddni. Ezt
kovetden a mintat 9391 g-n centrifugaltuk egy percen at, az atfolyo folyadékot kiontottiik, majd
a folyamatot addig ismételtiik, mig az Gsszes mintat ateresztettiik az oszlopon.

Az utolsé adag minta centrifugéalasa utan az oszlopra 750 pL. Wash Buffert-t pipettaztunk,
majd az oszlopot centrifugaltuk 9391 g-n, egy percen keresztiil. Az atfoly6é folyadékot
kiontottiik, majd a Wash Buffer-es mosési 1épést még egyszer megismételtiik. Az atfolyo
folyadék ismételt kiontése utdn az oszlopokat tovabbi két percen at centrifugéltuk 2 percen at,
majd az oszlopot egy tiszta, 1,5 mL-es Eppendorf cs6be helyeztiik, és nyitott tetdvel legalabb
10 percen keresztiil szaradni hagytuk. Végiil a gyantara dvatosan 50 uL Elution Buffer oldatot
pipettaztunk, szobahdén allni hagytuk 2 percen at, majd a csdveket 1 percen at centrifugaltuk
pedig NanoDrop késziilékkel meghataroztuk, majd a DNS oldatot tovabbi felhasznalasig 4 “C-

on taroltuk.
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3.7.  A.tumefaciens sejtek transzformacioja

A C. paspali sejtek transzformalasara az A. tumefaciens LBA4404 elektrokompetens sejteket
alkalmaztuk (Takara, katalogusszam: 9155), amelyekbe a T-DNS-t tartalmazé binaris vektort
elektroporacid segitségével juttattuk be.

A -80 "C-on tarolt A. tumefaciens kompetens sejteket jégen kiolvasztottuk, majd
reakcionként 50 pL felolvasztott kompetens sejthez 100 ng plazmid DNS-t pipettaztunk
(maximum 5 uL térfogatban). A kompetens sejteket tovabbi 5 percen at inkubaltuk jégen, ezt
kovetéen pedig a szuszpenziokat elektroporacios kiivettakba pipettaztuk (Bio-rad;
MicroPulser™ Electroporation Cuvettes, 0.1 cm gap), amiket jégen elézéleg lehiitottiink. A
kiivettakat megtorolgettilk, majd a Bio-Rad Micropulser 411BR késziilékbe helyeztiik, és
elvégeztiik az elektroporéaciot az 2000 V-on, 4 ps id6tartam alatt. A sejtekhez ezt kdvetden 1
mL regenerald SOC tapfolyadékot (Takara, 9115) adtunk, majd a sejtszuszpenziot 15 mL-es
Falcon cs6be pipettaztuk, és enyhe razatds mellett inkubéltuk 60 percen at 30 "C-on. A
tenyészetbOl ezt kovetden 200 pl-eket szélesztettink LB agar taptalajra (Formedium,
Hunstanton, UK) amely kanamicin (Sigma-Aldrich, 60615, végkoncentracié 25 ug/mL) és
sztreptomicin  (Sigma-Aldrich, S6501, végkoncentracidé 50 pg/mL) antibiotikumokat
tartalmazott. Az agar tenyészeteket 2 napon at inkubaltuk 30 ‘C hdmérsékleten. A C. paspali
DSM 833 transzformalasara az 6nalld, kanamicin- és sztreptomicin rezisztens koloniakat

hasznaltuk fel.

3.8. Génkiiitéshez hasznalt plazmid konstrukciok dsszeszerelése

Els6 korben az idtCBGF 10kusz inaktivalasahoz hasznalt pAg-idtCBGF-KO vektort allitottuk
Ossze, a Gibson Osszeszerelési modszert hasznalva, két, egymast kdvetdn klonozasi ciklusban
(4. abra; hph az E. coli eredetii higromicin foszfotranszferaz gént jelzi (Gritz és Davies
1983)). Els6 1épésként a pAg-H3 vektort a hph gén 3’ oldalan (Zhang és mtsai. 2003) egy
PCR reakcio segitségével linearizaltuk a pAg-F1 és pAg-R1 primereket hasznalva (a klonozés
soran alkalmazott primereket és azok szekvencidit a 2. kiegészit tablazatban foglaltuk
0ssze). A bal oldali célzokarként (LTA [Left Targeting Arm]) a C. paspali genomi DNS-ének
egy 1,5 kbp hosszusagu fragmensét hasznaltuk, amely a paszpalitrem génklaszter idtC
génjének 3’ végén helyezkedik el. Ezt a célzokart a C. paspali DSM 833 genomi DNS-¢érél
az idtCBGF-LTA-F ¢és idtCBGF-LTA-R primerek segitségével szaporitottuk fel. A
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fragmensek tisztitasat kovetden a linearizalt vektort, valamint a bal oldali célzokart a Gibson
Assembly Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA) segitségével fuzionaltuk. A
ligalasi reakcidelegyb6él 5 pl mennyiségeket transzformaltunk E. coli XL1blue kémiai
kompetens sejtekbe (New England Biolabs, Ipswich, MA), majd a helyesen 0sszeligalddott
pAg-idtCBGF-LTA-hph plazmidokat tartalmazoé E. coli klonokat PCR reakcio segitségével
valasztottuk ki, a bal oldali célzokarra specifikus idtCBGF-LTA-F ¢és idtCBGF-LTA-R
primereket alkalmazva.

A masodik klonozasi ciklusban a kivalasztott és leigazolt pAg-idtCBGF-LTA-hph
plazmidot a hph gén 5’ oldalan a pAg-F2 és pAg-R2 primerek segitségével linearizaltuk, majd
a linearis vektort a jobb oldali célzokarral (RTA (Right Targeting Arm]) fuzionaltuk. Ez a
célzokar a C. paspali genomi DNS-ének egy 1,9 kbp hosszasagu fragmentje, amely a
paszpalitrem génklaszter idtF génjének 5° végében talalhatd, és az idtCBGF-RTA-F
¢és IdtCBGF-RTA-R primerek segitségével szaporitottunk fel a C. paspali genomi DNS-érél
egy PCR reakcio soran. A ligalasi reakcid elegyet E. coli XL1blue kompetens sejtekbe
transzformaltuk, majd a helyesen Osszeszerelt plazmidokat tartalmazé telepeket a jobb oldali
célzokarra specifikus PCR reakcio (idtCBGF-RTA-F - idtCBGF-RTA-R primer par)
segitségével azonositottuk. A kivalasztott plazmidot tovabbi PCR reakciok és DNS
szekvenaltatas segitségével ellendriztik, majd ezutan A. tumefaciens LBA4404

elektrokompetens sejtekbe (Takara, Bio Inc., Kusatsu, Japan) transzformaltuk.
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idtS idtC idtB idtG idtF idtP idtQ
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4. abra A pAg-idtCBGF-KO plazmid eléallitasa. A bal és jobb oldali célzokarokat (LTA és RTA) PCR
reakcioval szaporitottuk fel a C. paspali DSM 833 genomi DNS-ét hasznalva templatként, majd fuzionaltuk a
pAg-H3 vektorral a Gibson Assembly Master Mix segitségével egy két 1épéses klonozasi folyamat soran. Gén
jelolések: hph, higromicin-foszfotranszferaz gén; nptlll, neomicin foszfotranszferaz gén (kanamicin rezisztencia

gén); trfA, replikacios inicialo gén; oriV, vegetativ replikacios origo; LB és RB, bal és jobb oldali T-DNS hatarok.

Az idtF (monoprenil transzferaz kodold gén) és idtP (P450 monooxigenaz kodold gén)
gének kititéséhez alkalmazott pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO plazmidokat egy-egy egylépéses
ligalasi reakcid soran szereltiik 0ssze, a Gibson Assembly Master Mix segitségével (5. abra).
Ennek soran a vektort két részletben szaporitottuk fel a hph-F1 és hph-R1 (a vektor hph gént
tartalmazé része) valamint a pAg-F2 és pAg-R1 (a vektor hph gént nem tartalmazé gerince)
primer parok segitségével. A pAg-idtF-KO plazmid el6allitasahoz a két vektordarabot
fuzionaltuk az idtF-LTA (idtF Left Targeting Arm; idtF-LTA, amelyet az idtF-LTA-F — idtF-
LTA-R primer parral szaporitottunk fel a C. paspali DSM833 genomi DNS-rél) és idtF-RTA
(idtF Right Targeting Arm; idtF-RTA, amelyet az idtF-RTA-F - idtF-RTA-R primer parral
szaporitottunk fel a C. paspali DSM833 genomi DNS-r6l) fragmentekkel, amelyek az 5” és 3’
végiikon atfedo szekvencidkat hordoztak a vektor fragmentek megfeleld végeivel (5. dbra). A

pAg-idtP-KO plazmidot hasonlé mddon allitottuk eld, azzal a kiillonbséggel, hogy ebben az
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esetben a pAg-H3 vektorrdl felszporitott darabokat az idtP-LTA (idtP Left Targeting Arm;
IdtP-LTA, amelyet az idtP-LTA-F és idtP-LTA-R primer parral szaporitottunk fel a C.
paspali DSM833 genomi DNS-rél) és idtP-RTA (idtP Right Targeting Arm; idtP-RTA,
amelyet az idtP-RTA-F és idtP-RTA-R primerekkel szaporitottunk fel a C. paspali DSM833
genomi DNS-¢érdl) fragmentekkel ligaltuk 6ssze (5. abra).

A ligatumokat ezt kdvetéen E. coli XL1blue kompetens sejtekbe transzformaltuk, és a
kanamicin rezisztens koloniakat 3 ml LB tapfolyadékban felndvesztettiik, a kulturakbol
plazmidot izolaltunk, és a megfelelden Gsszeszerelt pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO plazmidokat
a megfeleld bal €s jobb oldali célzokarokra specifikus PCR reakcidk segitségével valasztottuk
Ki.

o

tidtp

s
"l#p
ldtQ

| |

' 'b"‘G‘

‘=

idtF LTA idtF RTA hph idtPLTA idtP RTA
LB RB
oriV
trfd
hph nptI fiph
idtF LTA idtF RTA idtP LTA idtP RTA
pAg-idtF-KO pAg-idtP-KO
LB RB < > LB RB
oriV oriV
frfA trfd
nptIl nptll

5. abra A pAg-idtF-KO és pAg-idtP-KO vektorok eléallitasa. Az idtF és idtP gének bal és jobb oldali
célzokarjait (idtF-LTA és idtF-RTA,; valamint idtP-LTA és idtP-RTA) PCR reakcio segitségével szaporitottuk fel
a C. paspali DSM 833 genomi DNS-ér6l. A pAg-H3 vektor gerincét (linearizalt vektor, a hph gén nélkiil), valamint
a hph gént kiilonallo PCR reakciokban szaporitottuk fel, és a vektor darabokat fuzionaltuk a megfelel6 célzo
karokkal a Gibson Assembly Master Mixet hasznalva. Gén jelolések: hph, higromicin-foszfotranszferaz gén;
nptlll, neomicin foszfotranszferaz gén (kanamicin rezisztencia gén); trfA, replikacids iniciald gén; oriV, vegetativ

replikacios origd; LB és RB, bal és jobb oldali T-DNS hatarok.



A kivalasztott plazmidokat ezt kdvetden A. tumefaciens LBA4404 elektrokompetens

sejtekbe transzformaltuk, a plazmidokat tartalmazé Agrobacterium sejteket 25 upg/ml

crer

crer

3.9. AC. paspali DSM 833 ATMT transzformacioja

3.9.1. A higromicin B minimalis gatlé koncentraciéjanak (MIC) megallapitasa a C.
paspali DSM 833 torzsre

A PDA ferde agaron felndvesztett micéliumot egy steril vegyszeres kanal segitségégével
lekapartuk, majd 5 mL steril desztillalt viz hozzdadasa mellett egy Dounce homogenizétor
segitségével homogén szuszpenzidt készitettiink beldle. A szuszpenziét 50 mL PDB
tapfolyadékba oltottuk (Potato Dextrose Broth, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) 500 mL-es
Erlenmeyer lombikban, majd razatas kozben inkubaltuk 72 6ran at, 28 °C-on, 4 Hz razatasi
sebességet alkalmazva. A felndvesztett tenyészetet 50 mL-es Falcon cs6be ontottiik, majd
centrifugaltuk 5 percen at 2000 g-n. A feliiluszot elontottiik, majd a biomasszat 25 mL steril
desztillalt vizben szuszpendaltuk fel. Ezt kovetden a szuszpenziobol 200-200 upL
0,2; 0,5 mg/mL) PDA agarra, 6 lyukt tenyésztotalcat hasznalva. A tenyészeteket ezt kovetden
28 °C-on inkubaltuk 10 napon at.

3.9.2. A C. paspali DSM 833 novesztése és elokészitése transzformaciohoz

cyey

Coleophoma empetri fonalas gombara kidolgozott protokollt vettiik alapul (Yamada és
mtsai.2009), és ezt optimalizaltuk a C. paspali DSM 833 torzsre (6. abra).

A PDA ferde agar felszinen felszaporitott C. paspali micéliumot egy steril vegyszeres
kanal segitségével lekapartuk, majd pedig 5 mL steril desztilldlt viz hozzdadasaval egy
Dounce homogenizator segitségével homogenizaltuk. A szuszpenziot ezt kovetéen 50 mL
PDB tapfolyadékba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) oltottuk, amit el6zdleg egy 500 ml-es
Erlenmeyer lombikba mértiink ki. Az tenyészetet razatva novesztettiik 48 oran at, 28 °C-on,

4 Hz-en (5 cm kilengéssel). Az igy nyert inokulum tenyészetbdl 5 mL mennyiséget 50 mL,
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friss PDB téapfolyadékba oltottunk egy 500 mL-es Erlenmeyer lombikban, amit tovabbi 24
oran at razattunk 28 °C-on, 4 Hz-en (5 cm kilengéssel). A transzformdcio napjan a tenyészetet
egy 50 mL-es Falcon csébe Ontéttiik, és centrifugéaltuk 5 percen at 2000 g-n. A feliilaszot
elontottiik, majd a micéliumot tartalmazo iiledéket 40 mL steril desztillalt vizzel atmostuk. A
szuszpenziot Ujra centrifugaltuk 5 percen at 2000 g-n, a feliiliszot elontdttiik, majd a
micéliumot indukciés tapfolyadékban (IM tapfolyadék) (Michielse és mtsai. 2005)
szuszpendaltuk fel ugy, hogy a szuszpenzi6 nedves micéliumra vonatkoztatott koncentracidja
100 mg/mL legyen. A micéliumot tartalmazd szuszpenzidhoz ezt kdvetéen acetosziringont
(AS) adtunk ugy, hogy annak a végsd koncentracioja 200 uM legyen. A szuszpenzidt ezt
kovetden egy steril 500 mL-es Erlenmeyer lombikba 6ntottiik, majd tovabb razattuk 8 6ran

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

3.9.3. Az A. tumefaciens novesztése és elokészitése a transzformaciohoz

A kivalasztott A. tumefaciens LBA4404 transzformans telepeket (amely klonok tartalmaztak
az ellenérzott és megfelelden hitelesitett plazmidokat) egy steril pipettahegy segitségével 50
ml LB tapfolyadékba (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 pg/mL) és sztreptomicinnel (50 pg/mL) egészitettiik ki (a
transzgéneket tartalmazo pAg-H3 vektor alapi plazmidok kanamicin rezisztencia gént; a
transzformacio indukalasaért felelos géneket tartalmazod Ti plazmid pedig sztreptomicin
rezisztencia gént hordoz). A tenyészetet razatas kozben inkubaltuk 48 6ran at, 30 °C-on, 2
Hz-el (5 cm kilengéssel). Ezt kovetden az inokulum tenyészetb6l 1 mL mennyiséget 50 mL
friss LB tapfolyadékba oltottunk (amelyet kanamicinnel és sztreptomicinnel egészitettiink ki
25 pg/mL, illetve 50 pg/mL végkoncentraciokban), majd ezt a tenyészetet tovabbi 12-16 6ran
at razattuk (ODeoo = 0,2-1,0 eléréséig) 30 °C-on, 2 Hz-el (5 cm kilengéssel). A transzformacio
napjan a tenyészetet egy 50 mL-es Falcon csébe ontottiikk, majd 5 percen at centrifugaltuk
2000 g-n. A feliiluszot ovatosan elontottiik, majd az A. tumefaciens sejteket tartalmazo
tiledéket 50 mL steril desztillalt vizben szuszpendaltuk fel. A szuszpenziot Gjra centrifugaltuk
5 percen at 2000 g-n, majd a mosasi 1épést még egyszer megismételtiik. Végiil a sejteket 50
mL indukcids tapfolyadékban szuszpendaltuk fel, amely 200 uM koncentracidban
acetosziringont is tartalmazott. A tenyészetet ezt kovetden egy steril 500 mL-es Erlenmeyer
lombikba ontottiik, majd razatva inkubaltuk 8 6ran at, 30 °C-on 2 Hz razasi sebeséggel (5 cm

kilengés mellett).
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3.9.4. Az ATMT Kkivitelezése

A felnovesztett C. paspali, valamint a felnovesztett és indukalt A. tumefaciens tenyészetekbdl
100-100 pL mennyiségeket Osszekevertiink, majd az elegyet 200 uM acetosziringont
tartalmaz6 indukcios agar (IM agar) taptalajra (Michielse és mtsai. 2005) szélesztettiik ki. A
kevert tenyészetet ezt kdvetden 2-6 napon at inkubaltuk 28 °C-on. A C. paspali
transzformansok szelektalasa céljabol, valamint az A. tumefaciens sejtek tovabbi
novekedésének gatlasara az inkubacios id6 lejartat kovetéen az IM agar taptalajt (amelynek
térfogata koriilbeliil 20 mL volt) 10 mL, 55 ‘C-ra melegitett PDA fedéagar taptalajjal
(amelyben a PDA koncentracidja 14,5 g/L volt) ontéttik le. A PDA fedbéagar 600 pg/mL
koncentraciban higromicin B-t, valamint 600 pg/mL koncentracioban cefotaximot
tartalmazott (igy a teljes taptalaj-mennyiségre szamolt végkoncentracié 200 pg/mL volt a
higromicin B, valamint 200 pg/mL a cefotaxim esetében). Az agar tenyészeteket a fedéagar
ontését kovetden tovabbi 10 napig inkubaltuk 28 °C-on. A transzformacié hatékonysaganak
megallapitasahoz az egyes petricsészéken Kinott rezisztens telepek szamat vettiik alapul.

A C. paspali és A. tumefaciens tenyészetek egylittes novesztését indukcids agarra
helyezett cellul6z-acetat membranon (0.45 um, Whatman PLC, Maidstone, UK) is
kiprobaltuk. A membranra valo szélesztést kovetden a tenyészeteket 4-6 napon at inkubaltuk
28 °C-on. Ezt kovetden a membranokat athelyeztiik higromicin B-t (200 pg/mL) és
cefotaximot (200 pg/mL) tartalmazd PDA szelekcids agarra, és a membran tenyészeteket
tovabbi 10 napon at inkubaltuk 28 °C-on.

3.9.5. A transzformansok tjra izolalasa

Annak érdekében, hogy a jellemzdéen tobb sejtmagot tartalmazo C. paspali sejtekben
a transzgént tartalmazé sejtmagot feldusitsuk, és végiil homokarion transzformans sejteket
kapjunk, a higromicin B-rezisztens koloniak peremérél egy-egy steril fogpiszkalod
segitségével egy fogpiszkalo-hegynyi micéliumot felkapartunk, és friss PDA szelekcios agar
taptalajra kentiik ra (amely 200 pg/mL koncentracidban tartalmazott higromicin B-t). A
tenyészeteket ezt kovetden 7 napon at inkubaltuk 28 °C -on. Ezt az izolalasi folyamatot négy
vagy Ot alkalommal ismételtilk meg, miel6tt a transzformansokbol DNS-t izolaltunk, és PCR

reakciok segitségével vizsgaltuk a génkiiitési esemény bekdvetkeztét.
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Leoltas PDA agarrol

10 ml PDA top agar
600 ug/ml higromicinnel és 600 ug/ml

48 ora 24 6ra cefotaximével szupplementalva

DSMg33 50 ml PDB 50 ml PDB IM tapfolyadék
+AS

" 8 ora
. 2- 6nap 10 nap

Leoltas LB agarrdl IM agar + AS
i E 48 h 16h 8h
LBA4404 — pAg-H3 LB tapfolyadék LB tapfolyadék IM tapfolyadék
+ kanamycin + kanamycin
+ sztreptomicin + sztreptomicin

6. abra C. paspali DSM 833 A. tumefaciens-segitette transzformaciéja (ATMT). Az A. tumefaciens és C. paspali DSM 833 sejteket egyiitt tenyésztettiik IM agar taptalajon,
amely 200 uM acetosziringont (AS) is tartalmazott (20 mL agar/petri csésze). 2-6 nap inkubacios id6t kovetéen a tenyészeteket 10 mL PDA fedbagarral ontottiik le, ami 600
pg/mL koncentracioban higromicin B és 600 ug/mL koncentracioban cefotaxim antibiotikumokat tartalmazott (a teljes agar mennyiségre kalkulalt antibiotikum koncentracio

igy 200 pg/mL mind a higromicin B, mind pedig a cefotaxim esetében).
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3.10. Folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria
(LC-MS/MS) alkalmazasa

Az LC-MS/MS méréseket egy Agilent (Santa Clara, CA) LC-QTOF-MS késziiléken
végeztiik, amely egy 1290 Infinity UHPLC rendszerbdl €s az ahhoz kapcsolt Agilent 6550
iIFunnel Q-TOF tomegspektrométerbdl (MS) all. Az MS egy electrospray (Dual AJS ESI) tipust
ionforrassal volt felszerelve, a méréseket pozitiv ion modban hajtottuk végre. A
folyadékromatografias elvalasztdshoz egy Kinetex XB-C18 analitikai kolonnat hasznaltunk
(150 x 4.6 mm, 2.6 um, Phenomenex, Torrance, CA), az alkalmazott aramlési sebesség 1.0
mL/min volt. Linearis gradiens profilt alkalmaztunk 5 mM ammo&nium-acetat vizes oldataval
(A eluens) és acetonitril (B eluens) felhasznalasaval a kdvetkezoképpen: 0—20 perc, 30-95% B;
95% B 0Osszetétel tartdsa 5 percig, majd visszatérés 30% B Osszetételre 0.2 perc alatt és e
kiindulasi Osszetétel tartasa 4.8 percig (teljes futasi id6 30 perc). A kolonna hémérséklete 30°C
volt, az UV kromatogramokat A=230 ¢és 280 nm-en rogzitettiik (a tomegspektrometria

kondicidit a 1. tdblazatban részletezziik).

1. tablazat. MS kondicidék

MS kondiciok
200 °C, 14 L/perc

Szaritd gdzdram

Segédgaz 350 °C, 11 L/perc
Porlasztd nyomas 35 psi
Kapillaris fesziiltség 3500 V
Fuvoka fesziiltség 1000 V

Tomegtartomany 100 - 1000 m/z
Adatgytjtési rata 1 spectrum/s
Utkdzési energia 20 eV
Referencia ionok 121.0509 and 922.0098

MS/MS prekurzor
kivalasztas sz¢élessége

Kozepes (4 Da)

3.11. Ergot alkaloidok HPLC vizsgalata

A kivalasztott C. paspali torzsek fermentleveinek 5 g-jait mértik egy 50 mL-es
mérélombikba, majd jelre toltottiik acetonitril:viz (15:85) eleggyel. A HPLC rendszerbe torténd
injektalas (10 pL) eldtt a higitott fermentlé oldatot 0,22 pm-es membransziirdn (Merck
Millipore, Burlington, MA) szlrtiik. A HPLC analizishez egy Waters (Milford, MA) XBridge
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C18 (100 x 4.6 mm; 3.5 um) analitikai kolonnat hasznaltunk, a kovetkezd eluens rendszerrel:
(A) 10 mM natrium-dihidrogén-foszfat (pH 7.0, 25% natrium-hidroxid oldattal):acetonitril =
90:10 (v/v); és (B) azonos 0Osszetevok 70:30 (v/v) aranyban. A (B) eluens Osszetétele a
kovetkezo gradiens profil szerint valtozott a HPLC futés soran: 0—16 perc: 0-50%; 16—24 perc:
50-100%; 24-24.1 perc: 100—0%; 24.1-28 perc: alland6 0%. Az eluens aramlasi sebessége a
HPLC analizis soran allandé 1.0 mL/perc volt. Az UV-detektalas hulldmhossza 310 nm, a
kolonna- és a mintatermosztat beallitott hémérséklete 25 °C, ill. 5 °C voltak. A kvantitativ
meghatarozasokhoz ergonovin-maleat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) oldatot (100 pg/mL)
hasznaltunk, kiilsé standardként. A {6 ergotamid vegyiileteket (ergonovin, lizergsav metil-
karbonil-amid, izolizergsav metil-karbonil-amid, ergin és erginin) a rendelkezésre allo,
kipreparalt standard vegytiletek retencids id6i és UV spektrumaik alapjan azonositottuk. Mivel
a lizergsav és a paszpalsav egylitt elualodik a fenti modszerben, e két vegytilet elvalasztasara
egy kiilon modszert alkalmaztunk. Ebben a modszerben a mintakat kétszeres, acetonitril:viz
(5:95) eleggyel torténd higitasa utan 0,22 um membranszirdn (Merck Millipore, Burlington,
MA) sziirtiik. A modszer egy forditott fazisu kolonnat (Zorbax Extend C18, 100 x 4.6 mm, 3,5
um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) és a kovetkez6 eluens rendszert alkalmazta: (A),
2 g/ ammoénium-karbamat vizes oldata ¢s (B), acetonitril. A (B) eluens aranya az alabbi
gradiens profil szerint valtozott a HPLC futas soran: 0-5 perc: 10-15%; 5-7,5 perc: 15-35%;
7,5-10 perc: 35-80%; 1012 perc: konstans 80%; 12—13 perc: 80—-10%; a teljes futasi id6 15
perc volt. Jellemzéen 20 pL térfogatokat injektaltunk az el6készitett mintaoldatokbol a
kolonnara, a kolonna termosztatot 30 °C-ra allitottuk. A titert a C. paspali f6 fermentacios

fermentlevek 1-g-jara vonatkoztatva szamoltuk ki.

4. Eredmények

4.1. A C. paspali A. tumefaciens-segitette transzformacioja
4.1.1. A higromicin B mimimalis gatlo koncentraciojanak megallapitasa a C. paspali

DSM 833 torzsre

Mivel korabban semmilyen, a C. paspalira optimalizalt genetikai transzformacios protokoll
nem volt elérhetd a szakirodalomban, a mi feladatunk volt egy robosztus, stabil, homokarion

mutdnsokat eredményezd transzformacios protokoll kidolgozasa erre a gombafajra. Erre a célra
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az ATMT modszert valasztottuk ki, amit korabban mar szamos, iparilag fontos fonalas gombara
adaptaltak sikeresen (Zhang és mtsai 2003; Yamada és mtsai 2011).

A transzformacié soran a hph (higromicin-foszfotranszferaz) gént hasznaltuk szelekcios
a C. paspali DSM 833 torzsre nézve (7. abra). A higromicin B hatasat a PDA agaron vizsgaltuk,
0t kiilonbozd koncentracidban (0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,5
mg/mL). Jol lathato, hogy a higromicin B jelenléte mar 0,025 mg/mL-es koncentracioban is
jelentésen gatolta a C. paspali ndvekedését, és teljes gatld hatasat 0,2 mg/mL koncentracional

fejtette ki. Ennek alapjan a MIC-et 0,2 mg/mL koncentracioban allapitottuk meg.

0,1 mg/mL 0,2 mg/mL 0,5 mg/mL

7. abra Higromicin B minimalis gatlo koncentraciojanak megallapitasa C. paspali DSM 833 torzsre

4.1.2. Az ATMT optimalizalasa

A transzformacios folyamat optimalizalasakor a legkritikusabb paraméterek az A. tumefaciens
sejtek stirtisége (a masodik 1épcsds razatast kovetden, ODeoo értékben kifejezve), valamint a
tenyészetek IM agar taptalajon torténd egyiittes novesztésének a napokban kifejezett hossza. A
tal nagy A. tumefaciens sejtstirtiség ronthatja a C. paspali transzformansok életképességét, mig
a tul alacsony sejtstirliség csokkenti a transzformacid hatékonysagéat. Hasonloképpen, a tal
hosszlira nyujtott egylittes ndvesztési periddus negativan hat a transzformaland6 gomba

¢letképességére, mig a tal rovid csokkenti a transzformacid bekdvetkeztének valoszinliségét.
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Amint azt a 8. abra is mutatja, a legnagyobb transzformacios hatékonysagot — koriilbeliil 80
higromicin B-rezisztens kolonia per 10 mg nedves C. paspali micélium — ODgoo=0,5 A.
tumefaciens sejtsiiriségnél, valamint 4 napos egyiitt ndvesztési id6t alkalmazva sikertilt elérni

(8. 4bra).
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8. abra A egyiitt-novesztési periédus hosszanak, valamint a kiilonb6zé A. tumefaciens sejt siiriiségeknek a
hatasa a C. paspali DSM 833 transzformaciojanak hatékonysagara ATMT soran. A transzformansok szamat
10 mg nedves C. paspali micéliumra vonatkoztatjuk; az egyes paraméterekre jellemz6 értékeket harom fiiggetlen

kisérlet eredményeinek atlagabol allapitottuk meg.

Hosszabb egyiitt-novesztési id6 vagy nagyobb A. tumefaciens sejtsiiriség csokkentették a
transzformécid hatékonysagat, ami egyrészt annak tudhato be, hogy a stacioner fazisba 1épd
baktérium sejtekkel szemben a szelekcios 1épésben adott cefotaxim inhibicios hatasa csokkent,
valamint a nagyobb sejtstiriiségii A. tumefaciens kultira gatolta a C. paspali micéliumok
kifejlodését. Korabbi megfigyelésekkel Osszhangban mi is azt tapasztaltuk, hogy az
acetosziringon jelenléte az indukcios agarban az egyiittes novesztés alatt nélkiilozhetetlen a
sikeres transzformaciohoz és igy a T-DNS integralodasahoz befogadd sejt genomjaba
(Michielse és mtsai., 2005; 9. abra).
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9. abra A C. paspali DSM 833 torzs A. tumefaciens-segitette transzformaciéjanak (ATMT) eredménye. A
fotok a fedéagar (amely 600 pg/mL higromicin B-t és 600 pg/mL cefotaximot tartalmazott) ontését kovetd tizedik
napon késziiltek. Azon tenyészetek esetében, amikor az IM agar 200 pg/mL acetosziringonnal volt kiegészitve
(+AS, jobb oldali kép), higromicin B rezisztens C. paspali telepek kialakulasa volt megfigyelhetd. Az

acetosziringon hianyaban (-AS, bal oldali kép) transzformans telepek megjelenése nem volt megfigyelhetd.

4.1.3. Az ATMT megvalositasa cellul6z acetait membranon

crer

A C. paspali ATMT transzformacidjat elvégeztiik celluldz acetat membranon is, amihez az
indukcios agarra helyezett membranra szélesztettiik a sejteket, és annak feliiletén hajtottuk
végre az egylittes novesztést. Ebben az esetben a szelekcios 1épésben nem feddagar segitségével
juttattuk be a transzformansok szelekciojahoz, illetve az A. tumefaciens sejtek gatlasara hasznalt
antibiotikumokat, hanem az egyiittes novesztési id6 lejartat kovetéen a membrant athelyeztitk
a szelekcids agar taptalajra (Iasd Anyagok és modszerek szekcid). Habar a membranon tortént
transzformacio sikeresnek bizonyult, de a membranos szelekcio bevezetése nem ndvelte meg a

transzformaci6 hatékonysagat (10. abra).
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10. abra A C. paspali DSM 833 celluloz-acetit membranon végrehajtott A. tumefaciens-segitette
transzformaciéja. A C. paspalit, valamint A. tumefacienst acetosziringont tartalmazé (+AS, baloldali kép),
valamint nem tartalmazé (-AS, jobb oldali kép) IM agar taptalajra helyezett celluloz acetit membranra
szélesztettiik ki. 4 nap egylittes novesztést kovetden a membranokat PDA agar taptalajra helyeztiik at (amely 200
ug/mL higromicin B-t és 200 ug/mL cefotaximot tartalmazott), majd tovabbi 10 napon keresztiil inkubaltuk ket
28 °C-on. Mig az acetosziringon hianyaban transzformans telepek megjelenése nem volt megfigyelhetd, az

acetosziringon jelenlétében higromicin B-rezisztens C. paspali transzformans telepek jelentek meg a membranon.

4.1.4. A transzformansok stabilitisanak vizsgalata szelekcids agaron torténé
ujraizolalassal

Hogy vizsgaljuk a keletkezett transzformansok stabilitasat, steril fogpiszkalo-hegyek
segitségével 50 elsédleges higromicin B-rezisztens koloniat oltottunk at 200 pg/mL
koncentracioban higromicin B-t tartalmazo, friss PDA agarra. Valamennyi tjraizolalt
transzformans megtartotta rezisztenciajat higromicin B-vel szemben, és erdteljes novekedést
mutatott a szelekciés agaron. Tovabba megfigyelhetd volt az is, hogy a passzalasok
elérehaladtaval a transzformansok ugyanannyi inkubacios id6 alatt egyre nagyobb telepet
képeztek higromicin B jelenlétében, ami nagy valoszinliséggel azzal magyarazhatd, hogy
szelekcids agarra torténé egymast kovetd izolalasoknak koszonhetéen a higromicin B
rezisztencia gént tartalmazé sejtmagok egyre inkdbb feldusultak a micéliumokban, mindinkabb

ellenallobba téve ezzel a sejteket a higromicin B-vel szemben.
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4.2. Az idtCBGF lokusz kiiitése ATMT transzformacioval

Annak érdekében, hogy kisérletesen igazolni tudjuk a C. paspali DSM 833 paszpalitrem
génklaszter funkciojat, a transzformalasi folyamatot elvégeztiik a pAg-idtCBGF-KO plazmidot
tartalmaz6 A. tumefaciens sejtekkel is. A vektort Ggy épitettiik fel, hogy a higromicin
rezisztencia gén jobb és bal oldalara klénoztuk azokat a célzokarokat, amelyek 5” illetve 3’
iranybol hataroljak az IDT génklaszter idtC, idtB, idtG és idtF génjeit tartalmazo 10kuszat, és
igy a célzokarok homoldg beépiilése a kérdéses 10kusz cseréjét eredményezte a hph génnel.
A transzformaciot kovetéen 12 higromicin B-rezisztens koloniat Osszesen négyszer
passzaltunk higromicin B tartalmi PDA agar taptalajra, és inkubaltuk az Anyagok és
modszerek szekcioban leirtak szerint. A negyedik Ujraizolaciot kovetden a transzformans
telepekbdl genomi DNS-t izolaltunk, és a génkiiitési esemény megtorténtét 5 kiilonallo PCR
reakcid segitségével vizsgaltuk (11. abra, 2. kiegészité tablazat). A PCR reakcidkat
kontrollként minden esetben elvégeztiik a vad tipusu C. paspali DSM 833, valamint egy olyan
transzformans torzs DNS-ével is, amit az iires pAg-H3 plazmiddal transzformaltunk. Mind a
12 transzforméns (CPIDT1-12), tovabb4 az iires pAg-H3 plazmiddal transzformalt torzs is a
vart mérettartomanyban adott jelet a hph génre specifikus PCR reakciban, szemben a vad
tipusu torzs DNS-ével, amibSl nem lehetett kimutatni a hph gén jelenlétét (11. abra). Osszesen
harom transzformans, a CPIDT2, CPIDT8 és CPIDT9 esetében kimutathato volt az is, hogy
a hph gén homoldg rekobinacio eredményeként épiilt be a genomba, ami egyidejilleg az
IdtCBGF lokusz elvesztését eredményezte (11. abra). Mivel az idtC és idtF génekre specifikus
PCR reakci6 ezeknél a torzseknél nem adott jelet, arra kdvetkeztethetiink, hogy vad tipusu
allél (vad tipusu sejtmag) ezekben a torzsekben mar nem volt jelen, igy ezek a mutansok
valamennyien homokarionok a AidtCBGF allélra nézve. Egy transzformans, a CPIDTS a PCR
vizsgalatoknal adott jelet mind a vad tipusu allélra (intakt idtC és idtF gének), mind pedig a
AidtCBGF allélra nézve, azt mutatva, hogy ez az izolatum heterokarion, és tartalmazza mind a
génkiiitott, mind pedig a modositatlan idtCBGF 16kuszt. A tobbi, pAg-idtCBGF-KO
plazmiddal transzformalt izolatum (CPIDT1, CPIDT3-7, valamint a CPIDT10-12
transzformansok) esetében, csupan az intakt idtCBGF allél jelenlétét lehetett kimutatni, ami
arra utalt, hogy ezekben a transzformansokban a hph gén ektopikusan épiilhetett be a C. paspali
genomi DNS-¢ébe (11. abra)
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11. abra A; A hph gén kimutatasat a hph-F és hph-R primer parral végeztiik el. A vart 415 bp hosszasagu fragment
kimutathat6 volt a CPIDT1-12 transzformansokban, viszont nem jelent meg a vad tipust torzs esetében. B; Az
idtC és idtF gének kimutatasara tervezett primer parok kot6helyei, valamint a PCR termékek szamitott hossza. C;
A hph gén helyspecifikus beépiilésére tervezett primer parok kotéhelyei az idtCBGF 1okuszban, valamint a PCR
termékek szamitott hossza. D; A CPIDT1-12 transzformans, valamint a DSM 833 vad tipust térzsek PCR

analizisének eredménye az idtC ¢és idtF gének jelenlétére, valamint a hph gén helyspecifikus beépiilésére az

idtCBGF lokuszba.
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4.3. A C. paspali idtP és idtF génjeinek kiiitése ATMT médszerrel

A C. paspali DSM 833 idtP és idtF génjeit a pAg-idtP-KO és pAg-idtF-KO plazmidok
segitségével ttottiik ki, amelyeket az ATMT-t megel6z6en A. tumefaciens sejtekbe juttatunk.
Annak érdekében, hogy minél inkdbb eldsegitsiik a transzforméns sejtmagok feldasulasat, és
elkeriiljiik a heterokarion izolatumok levizsgalasat, a transzformaciot kovetden a higromicin B
rezisztens koloniaiakat 5 alkalommal Gjraizolaltuk higromicin B tartalma PDA agar taptalajra.

Mind a pAg-idtP-KO, mind pedig a pAg-idtF-KO plazmiddal transzformalt csoportbdl 12-
12 fiiggetlen transzformansbol (CPIDTF1 — CPIDTF12 az idtF gén kiiitését célzd kisérlet
esetében, és CPIDTP1-CPIDTP12 az idtP gén kilitését célzd kisérlet esetében) izolaltunk
genomi DNS-t, és PCR reakciok segitségével vizsgaltuk a génkilités megtorténtét.

A CPIDTF1-12 transzformansok koziil 4 izolatum (CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 és
CPIDTF9) esetében nem kaptunk jelet az idtF gén jelenlétére. A tovabbiakban harom izolatum,
a CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 esetében vizsgaltuk a hph gén homoldg rekombinacioval
torténd beépiilését az idtF 16kuszba. Mind a harom esetben a PCR a vart méretii fragmentet
eredményezte, azt jelezve, hogy ezekben a transzformansokban nemcsak hogy megtortént az
idtF gén kiiitése, de homokarionok a AidtF allélra nézve (12. abra, 2. kiegészit6 tablazat).

A PCR-rel vizsgalt 12 darab, idtP génkiiitést célzo transzformans koéziil (CPIDTP1-
CPIDTP12) harom, a CPIDTP1, CPIDTPS8 és CPIDTP9 nem mutatta az idtP 16kusz jelenlétét,
ugyanakkor ezekben a transzformansok kimutathat6 volt a hph gén specifikus integralodasa is

az idtP gén 16kusz helyére (12. abra, 2. kiegészito tablazat).
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12. abra Az idtP és idtF targetalt transzformansok PCR alapu vizsgalata. A; A C. paspali DSM 833 IDT
bioszintetikus 16kusza. Az abra feletti vonalak a bioszintetikus gének jelenlétének kimutatasara hasznalt PCR
amplikonok helyét és méretét mutatjak. A nyilak az alkalmazott primerek orientaciojat jelolik, amelyeket az intakt
idtF (idtF-F és idtF-R primer par) illetve idtP gének (idtP-P és idtP-R primer par), valamint a hph gén idtF (B)
illetve idtP (C) 16kuszba val6 beintegralodasanak kimutatasara alkalmaztunk. D; az intakt idtF (fels6 sor) illetve
idtP (alsé sor) gének kimutatasara alkalmazott PCR reakciok eredményei. A CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7 és
CPIDTF9 transzformansok nem adtak PCR jelet az idtF 10kusz jelenlétére, valamint az CPIDTP1, CPIDTPS és
CPIDTPI11 transzformansok nem mutattak az idtP gén jelenlétét. A kontrollként alkalmazott vad tipusa DSM 833
torzsben, valamint egy transzformans torzsben, amelyet az iires pAg-H3 plazmiddal transzformaltunk (CP-hph-1),
egyarant kimutathat6 volt az idtF és idtP gének jelenléte az alkalmazott PCR reakciokban. E; Az IDTF2, IDTF2,
valamint IDTF7 transzformansok a vart méretli PCR terméket eredményezték a hph gén idtF lokuszba valo
beépiilésének vizsgalatakor. F; A PCR eredmények alapjan az IDTP1, IDTP8, valamint IDP9 torzsekben
megtortént a hph gén helyspecifikus beépiilése az idtP 10kusz helyére.



44. Az IDT-k LC-MS analizise a vad tipusu és a gén-kiiitott C. paspali
DSM 833 torzsekben

A munkank megkezdéséig az irodalomban nem volt elérhet6 adat arrdl, hogy a C. paspali
laboratoriumi koriilmények kozott képes-e eldallitani IDT tipusu metabolitokat. Az IDT-kK
koriilményeket alkalmaztuk. Els6ként a vad tipusu DSM 833 IDT profiljat vizsgaltuk meg
folyadék  kromatografiai  elvalasztdssal  tdmogatott nagy  felbontdsu  tandem
tomegspektrometriaval (LC-MS/MS). A vizsgalat soran 6t IDT, a paszpalin, paxillin,
paszpalinin, paszpalitrem A és paszpalitrem B jelenlétét vizsgaltuk a feltart micéliumbol
késziilt extraktumban a komponensek retencios ideje, megfelelé [M +H]" ionok jelenléte,
valamint a detektalt komponensek ionizacidja alapjan (3. kiegészitd tablazat), melynek soran
a kapott eredményeket irodalmi adatokhoz (Uhlig és mtsai. 2014), illetve a paxillin esetében
vasarolt standardhoz hasonlitottuk. Valamennyi vizsgalt és fent emlitett IDT molekula
kimutathaté volt a C. paspali DSM 833 vad tipusu toérzsben. A vad tipusu térzsben a
paszpalitrem A-ra jellemz6 ion tomegét két kiillonb6z6 retencids idoben megjelené HPLC
csucsban is ki tudtuk mutatni, ami arra utal, hogy a paszpalitrem A mellett annak strukturalis
izomere, a paszpalitrem C is jelen volt az extraktumban (13. abra, 3. kiegészit6 tablazat).

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az idtCBGF 16kusz kititése hogyan hatott az
IDT profilra, megvizsgaltuk a CPIDT2 és CPIDTS torzsek IDT profiljat is. Ezen torzsek
extraktumaban egyetlen egy sem volt detektalhat6 a fentebb emlitett IDT molekulak koziil, ami
arra utal, hogy a génkiiités teljesen blokkolta az IDT bioszintézisét ezekben a mutans térzsekben
(13. abra).
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13. abra Vad tipusu DSM 833, valamint a CPIDT2 (idtCBGF KO) C. paspali mutans torzs IDT profiljanak
osszehasonlitasa. Az egyes komponensek azonositdsa azok pontos tomegén (0,02 Da tomegablak) valamint

fragmentacios mintazatan alapult (Uhlig és mtsai. 2014, 3. kiegészit6 tablazat).

53



Annak érdekében, hogy informaciét nyerjiink az idtP és idtF géneknek az IDT
bioszintézisben betoltott szerepérdl C. paspaliban, két-két reprezentativ AidtP (CPIDTP1 és
CPIDTPS izolatumok) és AidtF (CPIDTF2 és CPIDTF7 izolatumok) mutans torzsbél késziilt
extraktum IDT profiljat vizsgaltuk meg és hasonlitottuk a vad tipusu C. paspali IDT profiljahoz.
Ez alkalommal az LC-MS analizis soran a paszpalin, a B-PC-M6, 13-dezoxipaxillin,
paszpalicin, paxillin, paszpalinin, paszpalitrem A, paszpalitrem C ¢és paszpalitrem B
molekuldkat probaltuk detektalni. Az elsé kisérlettdl eltérden, a vad tipusit DSM 833 torzs
extraktumabol csupan a paszpalitrem A, C és B jelenlétét sikeriilt kimutatni, mig a korabbi
kisérlet soran detektalt paszpalin, paxillin és paszpalinin ez alkalommal nem voltak jelen. A -
PC-M6, 13-dezoxipaxillin és paszpalicin szintén nem voltak kimutathatéak a vad tipust torzs

extraktumabol (14. abra).

C. paspali DSM833 (vad torzs) AidtP AidtF
Count Count Count
X108 108 x10°
. 08 08 20,45 perc: 08 20,46 perc:
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14. abra. C. paspali vad tipusu (DSM 833), CPIDTP1 (AidtP) és CPIDTF2 (AidtF) mutans torzsek IDT
profiljainak dsszehasonlitasa. Az egyes komponensek azonositasa azok pontos tomegén (0,02 Da tomegablak)

valamint fragmentacidés mintazatan alapult (Uhlig és mtsai. 2014, 3. kiegészitd tablazat).

A AidtP (CPIDTP1 és CPIDTPS) torzs extraktuma nem tartalmazott kimutathatod
mennyiségben paszpalitrem A-t, illetve paszpalitrem B-t, viszont detektalhaté mennyiségben
tartalmazott paszpalint, ami arra utal, hogy ezekben az izolatumokban a génkiiités a paszpalin
tovabbalakulasat akadalyozta meg. A AidtP torzsekhez hasonléan, a AidtF izolatumok
(CPIDTF2 ¢és CPIDTF9) extraktumaban sem voltak jelen prenilalt IDT-k (paszpalitrem A és

paszpalitrem B). Ezzel szemben ezekben az extraktumokban megfigyelhetd volt a paszpalinin
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felhalmozodasa, arra utalva, hogy ezekben a transzformansokban a paszpalinin preninalasa nem
tortént meg. A paszpalinin mellett kis mennyiségii paszpalin is kimutathato volt (14. abra).

A DSM 833, a AidtP valamint a AidtF torzsek extraktumaibol egy sor egyéb bioszintetikus
mellékterméket is probaltunk kimutatni (4. kiegészitd tablazat), de ezek koziil egy sem volt

jelen az emlitett torzsek extraktumaban.

4.5. A vad tipusu és a AIdtCBGF C. paspali torzsek ergot alkaloid
termelésének vizsgalata

Annak érdekében, hogy kimutassuk, hogy az idtCBGF gének kiiitése, ily modon az IDT
bioszintézis teljes blokkolasa hatassal volt-e a C. paspali DSM-833 torzs ergot alkaloid
termelésére, HPLC analizis segitségével vizsgaltuk a vad tipusu, a CPIDT2, valamint a
CPIDT8 torzsek fermentleveiben talalhatd ergot alkaloidok profiljat és mennyiségét. A
fermentlevek extraktumainak vizsgalata kimutatta (15-16. abra, 2. tablazat), hogy a vad tipust
és transzformans torzsek ergot alkaloid termeldképessége kozel azonos volt. A vad tipusu C.
paspali DSM-833 18,30+ 1.05 pg/g ergot alkaloidot termelt, amelybdl 1.25+0.09 ug/g volt a
paszpalsav. A CPIDT2 és CPIDT8 gén torzsek 19,09 + 1,30 pg/g és 18,41 £ 0,50 pg/g ergot
alkaloidot termeltek, amelyekb6l 1.17+0.15 pg/g és 1.28+0.11 pg/g volt a paszpalsav (2.
tablazat). A kiilonbozo tipusu ergot alkaloidok, mint példaul az ergin, lizergsav, lizergsav
metil-karbonilamid, ergonovin, izolizergsav-metil-karbonilamid, erginin ¢és paszpalsav

komponensek eloszlasa a vad tipusu és az idtCBGF delécios torzsekben szinén megegyezett.

2. tablazat A vad tipusu és az idtCBGF KO C. paspali torzsek altal termelt ergot alkaloidok

Komponens neve

DSM-833

CPIDT2

CPIDTS8

Ergin

1,81+ 0,15 pg/g

2,17+ 0,09 ng/g

1,93+ 0,11 pg/g

Lizergsav-metil-
karbinolamid

4,36+ 0,11 ng/g

4,54+ 0,31 ngl/g

4,79+ 0,30 ng/g

Ergonovin

4,75+ 0,21 pg/g

496+ 0,61 ng/g

4,65+ 0,09 pg/g

Izolizergsav-metil-
karbinolamid

427+0,41 ng/g

4,40+ 0,49 ng/g

3,92+ 0,12 ng/g

Erginin

1,86+ 0,24 pg/g

1,85+ 0,15 pg/g

1,84+ 0,06 pg/g

Paszpalsav

1,25+ 0,09 pg/g

1,17+ 0,15 pg/g

1,28+ 0,11 pg/g

Total ergot alkaloid

18,30+ 1,05 ng/g

19,09+ 1,30 ng/g

18,41+ 0,50 ng/g
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15. abra A C. paspali altal termelt ergot alkaloidok. A, vad tipusi C. paspali DSM 833 torzs; B, egy
reprezentativ 4idtCBGF mutans torzs (CPIDTP2).
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16. abra A lizergsav és paszpalsav elvalasztasa. A, lizergsav és paszpalsav standard elegye; B, C. paspali DSM
833 extraktuma; C, CPIDT2 (reprezentatv AidtCBGF mutans) extraktuma.
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5. Az eredmények kiértékelése

5.1. AC. paspali DSM 833 altal axenikus koriilmények kozott termelt
IDT-k

A C. paspali-rol régota ismeretes (Uhlig és mtsai. 2014), hogy természetes koriilmények kozott,
a Paspalum ffélékkel valo egyiittélése soran szamos IDT-t termel, melyek kémiai szempontbol
a paszpalének és paszpalitremek csoportjaba sorolhatéak. Mig a paszpalének egyszer(ibb
felépitésti, gylrlis szerkezetli, prenilalatlan IDT-k, addig a paszpalitremek monoprenilalt
paszpalinin szarmazékok. Habar bizonyos paszpalének, mint a paxillin is valamelyest
mérgezoek, toxicitas szempontjabol kétségkiviil a paszpalitremmek jelentik a nagyobb veszélyt
a C. paspali-val fert6zott haszonnévényeket fogyaszto allatok szamara (Mantle és mtsa. 1978).

A P. dilatatum-rol gy(;jtott C. paspali szklerociumbol, illetve mézharmatbol eddig mintegy
19 kiilonb6z6 ciklikus IDT molekulat sikeriilt Kimutatni, amelyb6l 10 a paszpalének, 9 a
paszpalitremek csoportjaba tartozik. A ciklikus IDT-ken feliil megtalalhatd volt még az
emindol SB, ami egy részben gytriizart IDT szarmazék (Uhlig és mtsai. 2014)

A C. paspaliban kimutatott IDT-ket biokémiai szempontbdl két csoportra oszthatjuk. Az
emindol SB, paszpalin, B-PC-M6, 13-dezoxipaxillin, paxillin, paszpalicin, paszpalin, és a
paszpalitrem A annak a masodlagos anyagcsere reakcio-utvonalnak a koztitermékei, amelynek
végterméke a paszpalitrem B. Minden mas IDT szdrmazék — az indol csoport C20 és C22
pozicidiban monoprenilalt, és/vagy 2-metilbut-1,3-dién illetve dienil oldallanccal szubsztitualt
paszpalitrem szarmazékok, C11,12 dupla kotést hordozo, illetve a C10 pozicidoban redukalt IDT
szarmazékok — a paszpalitrem bioszintézis melléktermékének tekinthetd, amelyek az egyes
koztitermékekbdl alakulnak ki valamilyen, mindeziddig nem tisztazott kémiai vagy pedig
biokémiai uton.

Mivel a C. paspalit széles korben alkalmazzak a gyodgyszeriparban ergot alkaloid tipusu
gomba képes-e a fermentacid soran alkalmazott kdriilmények kdzott szintetizalni a fent emlitett
IDT-Ket.

A kiilonbozd, ciklikus IDT molekuldkat termeld gombafajok eltéré modon képesek az IDT-
k eldallitasara mesterséges koriilmények kozott. Bizonyos gombafajok, mint példaul a paxillint
eléallito P. paxilli, vagy a terpendolok bioszintézisérdl ismert T. album nagy mennyiségben
képesek a rajuk jellemz6 IDT-k eléallitasara laboratoriumi 1éptékii fermentacioban (Young és

mtsai. 2001; Motoyama és mtsai. 2012). A T. album esetében példaul megfigyelhetd, hogy az
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altala eldallitott IDT-k spektrumara alig van hatassal az alkalmazott tapfolyadék Gsszetétele,
ami arra utal, hogy ebben a gombaban az IDT bioszintézis folyamata nem szigoruan
szabalyozott. Ezzel parhuzamban érdemes megemliteni, hogy mindezidaig egyetlenegy IDT
génklaszterben sem azonositottak olyan génklaszter-specifikus regulator gént, ami az IDT
bioszintetikus gének expresszidjanak szabalyozasaért felelne (Kozdk és mtsai. 2019).

A terpendolok bioszintézisével ellentétben a N. lolli altal eléallitott lolitrem tipusu IDT-k
bioszintézise szigoru szabalyozas alatt all. Mind a lolitremek szintézise, mind pedig a lolitrem
génklaszterek (a lolitrem B gének Osszesen harom szubklaszteren helyezkednek el) génjeinek
expresszidja csupan in planta, azaz a gazdanovényen torténd novekedés soran figyelhetd meg,
ami arra utal, hogy a lolitrem bioszintézis indukalasahoz bizonyos, a névény altal biztositott
faktorokra van sziiksége a gombanak (Young és mtsai. 2006). Laboratoriumi koriilmények
kozott mindeziddig nem sikeriilt lolitremeket termeltetni ezzel a gombéaval. Hasonloképpen, az
A. oryzae, ami az A. flavus domesztikalt valtozata, csak nagyon specifikus koriilmények kdzott
képes eldallitani néhany paszpalén tipust IDT-t, tobbek kozott a 13-dezoxipaxillint (Rank és
mtsai. 2012; Qiao és mtsai. 2010). Ezzel szemben az A. flavus laboratoriumi koriilmények
kozott konnyen szintetizalt aflatremeket, amik az IDT bioszintézis végtermékei ebben a
gombaban (Zhang ¢és mtsai. 2004; Nicholson és mtsai. 2009).

Mas IDT termeld fajoknal, habar a gomba nem igényel specifikus koriillményeket az IDT-
k szintéziséhez, a fizikai-kémiai faktorok nagymértékben befolyasoljak az altala eldallitott IDT-
kK mennyiségét és spektrumat. A penitrem A termelésér6l ismert P. crustosum esetében a
megtermelt penitremek spektrumara a szén- és nitrogén forrasok tipusan kiviil hatassal vannak
olyan tényezdk is, mint a hémérséklet, illetve a fény (Kalinina és mtsai. 2017). Az oxidativ
stressz szintén képes befolyasolni a bioszintetizalt IDT-K profiljat. A H20z2 jelenléte indukalja
az aflatremek képzddését A. flavusban, ezzel ellentétben (Fountain és mtsai. 2017) represszalja
a penitremek bioszintézisét P. crustosumban (Kalinina és mtsai. 2017).

A fentiek 6sszegzéseképpen tehat felvetddott a kérdés, hogy a C. paspali egyaltalan képes-
e laboratoriumi koriilmények kozott eldallitani azokat az IDT-ket, egészében vagy legalabb
részben, amelyeket in planta termel a P. dilatatummal valo egyiittélésekor. Ennek kideritése
céljabol olyan koriilményeket alkalmaztunk a C. paspali novesztésére, amelyeket az ergot
alkaloidok laboratoriumi koriilmények kozotti eldallitasara hasznalunk. Ennek oka részben
annak kideritése volt, hogy az alkaloid gyartasi folyamatokban alkalmazott koriilmények
indukalhatjak-e az IDT bioszintézist, ezzel lehetévé téve azt, hogy ezek a toxinok
megjelenjenek a gyodgyszer-eldallitasi folyamat ezen korai szakaszaban. A komponensek LC-

MS/MS azonositasakor azok pontos tomegét (0,02 Da tomegablak) vettiik alapul, illetve a
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paxillin esetében standardot is alkalmaztunk. A pontos tdmeg alapjan azonositott
komponenseken ezt kdvetden tomegspektrometrids fragmentacios analizist végeztiink, és a
kapott fragmentum mintazatot irodalmi adatokhoz hasonlitottuk.

Mivel a paszpalitrem génklaszter bioinformatikai elemzése nem jelezte specifikus
transzportfehérjét kodold gén jelenlétét, feltételeztiik, hogy a megtermelt IDT-k
intracellularisan halmozodhatnak fel. Az LC-MS/MS vizsgalatokat ebbdl kifolyolag a feltart
sejtek extraktuman végeztiik el. Elsé korben azokat a f6 IDT komponenseket probaltuk
detektalni, amelyek irodalmi adatok alapjan nagyobb mennyiségben el6éfordulnak a C. paspali
szklerociumaban. Az extraktumban valamennyi vizsgalt IDT — paszpalin, paxillin, paszpalinin,
paszpalitrem A ¢és paszpalitrem B — jelen volt. Ezen feliil a paszpalitrem A-ra jellemzé tomeg
esetében két kiilonb6zd retencids idonél is kaptunk jelet, ami arra utal, hogy a paszpalitem A-n
feliil a molekula egy masik izomere, feltehetden a paszpalitrem C is jelen lehetett a vizsgalt
extraktumban.

A kovetkezd kisérletben a fent leirt modszerrel megprobaltunk minden olyan IDT
moédosulatot detektalni a mintakbol, amiket korabban sikeriilt kimutatni természetes
koriilmények kozott gyijtott C. paspali szklerociumbol (4. kiegészité tablazat). A fent emlitett
komponenseken felil semmilyen méas IDT-t nem sikeriilt detektdlni a fermentacios
koriilmények kozott tenyésztett C. paspalibol.

Az a tény, hogy a szklerociumban jelen 1évd bioszintetikus IDT melléktermékek nem
mutathatok Ki a fermentacios kisérletben, tobbféleképpen is magyarazhat6. Lehetséges, hogy
az IDT bioszintézis szabalyozasa eltérd a kiilonbozé koriilmények kozott; a kiilonbozo
tanulmanyokban hasznalt C. paspali izolatumok genetikailag kiilonb6zhetnek; a szklerocium
képz6déséhez sokkal hosszabb tenyészidd sziikséges, mint a laboratoriumi felndvesztéshez;
vagy akar bizonyos ndvény eredetli enzimek is hozzéjarulhatnak a természetes koriilmények
kozott megjelend IDT-k keletkezéséhez.

Fontos megemliteni azt is, hogy a paxillin és paszpalinin nem minden esetben voltak
kimutathatéak a vad tipusu torzs fermentlevének extraktumaibol, habar a fermentaciokat
minden esetben kontrollalt koriilmények kozott végeztiikk el. Ennek az lehetett az oka, hogy
mivel ezek a komponensek a paszpalitrem bioszintézisnek koztitermékei, igy nem
halmozddnak fel, és csak rovid ideig vannak jelen a sejtben, igy a robosztus fermentacios
technologia ellenére koncentracidjuk nem minden esetben éri el a kimutathatosag hatarat.

Egy tovabbi kisérletben a fentebb targyalt IDT-ket a fermentlé vizes fazisabol probaltuk

meg kimutatni, de csupan nyomnyi mennyiségii paxillint sikeriilt detektalnunk.
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A fermentacios kisérleteket Osszegezve elmondhatd, hogy sikeriilt bebizonyitanunk azt,
hogy a paszpalitrem bioszintézis-ut aktiv az alkalmazott fermentacios koriilmények kozott, ami
a paszpalitrem, eseteként a paszpalén tipusi mikotoxinok megjelenését eredményezheti a
lizergsav gyartasi folyamataban.

Habar minden jel szerint ezek mikotoxinok jellemzden a sejteken beliil akkumulalédnak, a
fermentlé feldolgozasakor ezek kikeriilhetnek a vizes fazisba is, ezért a feldolgozaskor ezeknek
a toxinoknak analitikai modszerekkel torténd kovetése, illetve sziikség szerint ezek eliminalasa

hozzajarulhat a biztonsagosabb gyogyszer-elballitasi folyamatokhoz.

5.2. Stabil, homokarion C. paspali transzformansok eléallitisa ATMT
modszerrel

Az elmult évtizedekben jelentds tudas halmozodott fel arrdl, hogy miként lehet a C. paspali-t
termelddést és annak kovetkezményeit eddig kizardlag csak természetes koriilmények kozott
tenyészett C. paspali izolatumoknal vizsgaltak (Uhlig és mtsai. 2014), gy a gomba altal termelt
ergot alkaloidok profiljarél, valamint a bioszintézist befolyasold tényezOkrdl tilnyomo
tobbségben axenikus koriilmények kozott tenyésztett kultirdkbol van elérheté adat a
szakirodalomban (Arcamone és mtsai. 1960). Ez az ellentmondas ugyanakkor nem meglepd,
hiszen az IDT toxinok természetes koriilmények kozott, takarmanyndvényeken megjelenve
okoznak gazdasdgi karokat, mig az ergot alkaloidok bioszintézisének gazdasagi elonyeit
»~mesterséges” koriilmények kozott aknazza ki a gydgyszeripar.

Ugyanakkor mindezidaig egyik vegyiiletcsoport — az ergot alkaloidok, valamint az IDT-k —
esetében sem sziiletett olyan tanulméany, ami ezen metabolitok bioszintézisét, a szintézis
szabalyozasat, valamint ezek genetikai hatterét vizsgalna. Ennek az egyik oka talan az, hogy
korabban nem dolgoztak ki olyan genetikai transzformacios modszert, amellyel hatékonyan
lehetne elvégezni a kivant genetikai modositasokat ezen a gomban. Ennek az akadalynak a
lekiizdése céljabol célul thztiik ki, hogy kidolgozunk egy olyan transzformécidos modszert,
amellyel stabil, célzott genetikai modositasokat tudunk végrehajtani a C. paspali genomi DNS-
én. A kozel rokon C. purpurea fajra korabban kidolgozott protoplasztképzésen és PEG
(polietilén-glikol) segitségével elért DNS felvételen alapuld transzformacios modszer (Smit és
Paul 1992) sok esetben eredményez mitotikusan instabil transzformansokat, ami minden
bizonnyal a gomba polikarion jellegére vezethetd vissza. Transzformacidt kovetéen — még ha

a szelekcios agenst hordoz6 DNS darab be is integralodik a genomba — az osztddasok sordn a
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transzformans izolatum a transz-DNS-t tartalmazd sejtmagot egyszerlien elveszitheti, igy
gyakorlatilag Gjra vad tipusiva valhat. A masik ok, ami miatt a transzformansok instabilak
lehetnek az az, hogy a sejtbe valo bejutast kdvetden a marker gént tartalmazdo DNS nem
integralodik a genomba, hanem a citoplazmaban maradva egy ideig fennmarad — kifejezve
ekozben a marker fehérjét is — hosszabb-révidebb ideig talélést biztositva ezzel a sejtnek a
szelekcids kortilmények kozott. Az osztddasok alkalmaval a replikdldoni nem képes transz-
DNS és ardla atirt, az adott antibiotikummal szemben védelmet nytjto fehérje kihigul, és a sejt
a tovabbiakban nem lesz védett az alkalmazott szelekcids agenssel szemben.

Ahhoz tehat, hogy a szintén polikarion C. paspali esetében valoban stabil és homokarion (a
genetikai modositast minden sejtmagban tartalmazo) transzformansokat tudjunk generalni, két
feltételnek kellett teljesiilnie. Az egyik az, hogy a transzformacio soran a transz-DNS ne csak
a citoplazmaba jusson el, hanem valdban integralddjon a genomba. A masik feltétel pedig, hogy
transzformaciot kovetden, a rezisztens telepekben a lehetd legnagyobb mértékben feldusitsuk a
transzformans sejtmagokat ugy, hogy lehetdleg vad tipusu, transzformalatlan sejtmag ne
maradjon a sejtekben. Ugyanis, ha ez a feltétel teljesiil, biztosak lehetiink abban, hogy a
transzforméans allélt a gomba a szelekcios nyomads elhagyasa utdn sem fogja elvesziteni.

Az A. tumefaciens sejtek alkalmazasanak az az egyik legnagyobb el6énye a transzformacio
soran, hogy az ugynevezett bal- és jobboldali hatarszekvenciak (Left and Right border
sequences) kozott elhelyezkedé T-DNS szakasz minden esetben stabilan integralodik a
genomba (Hareven és Koltin 1970). A modszer ezen tulajdonsaga miatt tehat Gigy dontéttiink,
hogy a C. paspali transzforamciojara az ATMT moddszert optimalizaljuk. Az ATMT sikeres
kivitelezésének fobb paraméterei: (i) a stacioner fazisban 1évé A. tumefaciens és szintén
stacinoner fazisban 1évé gomba tenyészet egyiittes tenyésztése; (ii) olyan kornyezeti kondiciok
biztositasa (hdmérséklet, agar), amely lehetdvé teszi mind a gomba, mind a baktérium tenyészet
tovabbi novekedését; (iii) acetosziringon, vagy mas olyan fenolos vegyiilet jelenléte, amely
képes indukalni az A. tumefaciens vir génjeit (a vir gének felelések a T-DNS atjutasaért és
integralodasaért a gazda sejt genomjaba); (iv) valamint azon optimalis egyiittes novesztési
koriilményeinek megtalalasa, amely egyrészt lehetévé teszi a hatékony konjugaciot, masrészt
pedig nem engedi, hogy az Agrobacterium sejtek tulsdgosan talndjék a transzformalando
gomba sejtet.

Mivel a gazdasejt altal megtermelt szekunder metabolitok, valamint poliszacharidok
gatolhatjak a transzformacié hatékonysagat, igy a C. paspali sejtek szaporitasahoz komplex

tapfolyadék helyett az egyszeriibb dsszetételti PDB tapfolyadékot alkalmaztuk.
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A transzformaci6 optimalizalasakor elséként az acetosziringon hatasat vizsgaltuk. Az
acetosziringon egy fenolos vegyiilet, amely az Agrobacterum vir génjeinek expressziojat képes
indukalni (Sujatha és mtsa. 2014). Természetes koriilmények kozott, a novényi sebszovet, a
kallusz altal kibocsatott fenolos vegyliletek indukaljak az Agrobacterium sejtek vir génjeit,
eléidézve ezzel a T-DNS atjutasat €s integralddasat a novényi sejtek genomjéba.

A vartnak megfelelden, és 6sszhangban a szakirodalomban fellelheté eredményekkel (Yamada
és mtsai. 2009), az acetosziringon jelenléte nélkiilézhetetlennek bizonyult a C. paspali sejtek
200 uM acetosziringonnal egészitettiik ki, a szelekcios fazist kovetden higromicin B rezisztens
C. paspali telepek jelenléte volt megfigyelhet (9. abra). Ezzel szemben az acetosziringon
elhagyasa az IM tapfolyadékbol és IM agarbol a rezisztens telepek megjelenésének elmaradéasat
eredményezte, bizonyitva ezzel azt, hogy a vir gének indukalasa elengedhetetlen feltétele a
sikeres géntranszfernek az Agrobacterium és a gomba sejtek kozott.

A gomba sejtek A. tumefaciens-segitette transzformaciojakor szintén fontos a
transzformaciokor alkalmazott Agrobacterium tenyészet siirlisége, valamint az egyiittes
novesztés hossza. Mind a tal hossza inkubacios id6, mind pedig a tul siirti baktérium tenyészet
azt eredményezi, hogy az IM agar taptalajon az Agrobacterium tulnovi a gombat, drasztikusan
csOkkentve ezzel annak életképességét. Ugyanakkor a rovidebb egyiittes novesztési ido,
valamint kisebb sejtsiiriiség csokkenti a transzformacid hatékonysagat. Annak érdekében tehat,
hogy megtalaljuk az ATMT-hez legoptimalisabb koriilményeket, a transzformacio hatasfokat
harom kiilonb6z6 sejtstiriiség mellett vizsgaltuk 2-6 napos idéintervallumban (naponként). A
vizsgalatbol az dertilt ki, hogy az egylittes novesztés alatt a negyedik napig ndvekszik a
transzformaci6 hatasfoka, innentdl viszont csokken az inkubacios id6 meghosszabbitasaval.
Valamennyi esetben az ODeg0o=0,5 sejt stiriségli A. tumefacienset alkalmazva kaptuk a
legmagasabb transzformans szamot, az ennél kisebb (ODeoo=0,2) vagy ennél nagyobb
(ODgoo=1) sejtstiriségti kulturak alkalmazasa egyarant rontotta a transzformacio6 hatasfokat. Igy
tehat a legtobb transzformanst akkor kaptuk, amikor ODgoo=0,5 sejtstiriiségii A. tumefacinens
tenyészetet alkalmaztunk, és az egyiittes ndvesztési id6 4 nap volt.

A transzgén stabilitasa szempontjabol fontos kérdés volt, hogy a transzformansok
megtartjak-e a transzformacios folyamat soran szerzett rezisztenciajukat a higromicin B-vel
szemben. Ennek vizsgalata érdekében a kivalasztott transzformans telepeket 4-5 alkalommal
(kisérlettol figgden) passzaltuk higromicin B tartalmt PDA agarra, amelyen a kolonidk minden

alkalommal intenziv novekedést mutattak.
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A sorozatos atoltasoknak gyakorlati célja is volt, mivel a szelekcids agarra torténd ujra-
izolalasok lehetové tették a transzformécion atesett sejtmagok feldisulasat. Az osztodasok
alkalmaval ugyanis azok a sejtek, melyekbe kevesebb transzformans sejtmag jutott (vagy
esetleg egyaltalan nem is jutott), lassabban szaporodtak higromicin B jelenlétében (vagy
egyaltalan nem szaporodtak), szemben azokkal a sejtekkel, amelyekbe tobb transzformans
sejtmag, ezaltal tobb kopia higromicin rezisztencia gén jutott. Az Ujraizolaldsoknal fontos
szempont volt, hogy az atoltandé gombamicéliumot a kolonidk szélébdl ,,csipjiik ki”, ugyanis
korabban megfigyelték, hogy a polikarion gombak esetében, mig a telepek kézepén a sejtmagok
Osszetétele heterogén, addig a telepek sz¢le felé haladva az egyes szektorok sejtmag-Osszetétele
egyre homogénebb (Vladimira és mtsai. 1991).

A transzformans sejtmagok feldisulasanak trendjét az is igazolta, hogy a passzadszszdm
novekedésével az izolatumok egyre gyorsabb novekedést mutattak higromicin jelenlétében,

ami a megndvekedett higromicin B-vel szembeni rezisztenciajukkal volt magyarazhato.

5.3. AC. paspali DSM833 idtCGBF lokuszanak inaktivalasa ATMT
modszerrel

crer

azt a célt tiiztiik ki, hogy a moédszert felhasznalva homolog célzokarok segitségével inaktivaljuk
a paszpalitrem klaszter idtCBGF génjeit. A génkiiitéses vizsgalattal a kovetkezd céljaink voltak.
(1). Annak megvizsgalasa, hogy a moddszer alkalmas-e célzott genetikai moddositasok
elvégzésére, illetve homokarion transzformans izolatumok létrehozasara; (ii) Kisérletesen
azonositani a C. paspali feltételezett paszpalitrem génklaszterét; (iii) Olyan C. paspali mutans
torzs létrehozasa, amely nem termel IDT toxinokat, de a kiinduld torzzsel megegyez6 modon
képes termelni az ergot alkaloidokat.

A célzott génkilités a legjobb modszer annak vizsgalatara, hogy az adott transzformans
izolatum homo- vagy pedig heterokarion-e. Ennek kideritése céljabol, a kivalasztott
transzformansok DNS-ét templatként hasznalva tobb, a AIdtCBGF, illetve a vad tipusu
IdtCBGF allélra specifikus PCR reakciot hajtottunk végre. Azok az izolatumok, amelyek csak
vad tipusu allél jelenlétét mutattak, minden bizonnyal ektopikusan vették fel a hph gént, igy
nem tortént meg benniik a célzott gének kiiitése. Azok a transzformansok, amelyek mind a két
allél jelenlétét mutattak, habar atestek a génkiiitéssel jaré homolog beépiilési eseményen, de az
ujra-izolalasok soran nem sikeriilt megszabadulni a vad tipust alléltol. Végiil pedig azok az

izolatumok, amelyek nem adtak PCR jelet a vad tipust allélra, de mutattdk a hph gén
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helyspecifikus beépiilését, nemcsak, hogy elvesztették az idtCBGF allélt, de minden bizonnyal
az ujraizolalasok alatt valamennyi vad tipusu, transzformalatlan sejtmagjukat elvesztették. A
12 vizsgalt transzformas koziil harom esetében sikeriilt kimutatni az idtCBGF allél teljes
elvesztését, és egyuttal a hph gén helyspecifikus beépiilését, ami jol mutatja, hogy a modszer
kivaloan alkalmas homokarion, génkiiitott C. paspali mutansok 1étrehozasara.

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a paszpalitrem génklaszter funkciojat, két kivalasztott
mutans esetében megvizsgaltuk, hogy azok képesek-e¢ a mar korabban leirt kortilmények kdzott
termelni a vad tipusu torzsnél megfigyelt IDT komponenseket. Mivel homologia adatok alapjan
a kiiitott négy gén koziil harom, az idtG, idtB, valamint idtC a paszpalitrem bioszintézis korai
1épéseit kodoljak, amik az els6 stabil koztitermék, a paszpalin kialakuldsért felelnek, ezért ezen
gének elvesztése egyértelmiien az sszes IDT termelésének elvesztésével kellett, hogy jarjon.
Ennek megfeleléen a AidtCBGF mutansok nem voltak képesek semmilyen, kimutathato
mennyiségli IDT eldallitasara. Ezek az eredmények egyértelmii kisérletes bizonyitékot adnak a

A fentebb leirt eredmények lehetévé tehetik olyan C. paspali mutansok létrehozasat,
amelyek teljesen képtelenck az IDT toxinok termelésére a gyogyszeripari fermentacios
folyamatok alatt. A mddszer ipari alkalmazhatdsaganak feltétele az, hogy a generalt génkiiitéses
transzformansok a kiindulési torzzsel ekvivalens mennyiségben és mindségben legyenek
képesek az ergot alkaloid komponensek -eldallitdsdra. Annak érdekében tehat, hogy
megvizsgajuk, hogy a AidtCBGF lokusz inaktivalasa milyen hatassal volt a termelt ergot
alkaloidok mennyiségére és profiljara, HPLC modszerrel elemeztiik mind a mutéans torzsek,
mind pedig a vad tipust DSM 833 torzs altal termelt alkaloidok termelését. Sem a
produktivitasban, sem pedig a termelt alkaloidok profiljdban nem talaltunk kimutathato
kiilonbséget a vad és mutans torzsek kozott, igy a modszer alkalmas lehet ergot alkaloid

tultermel6, IDT-mentes C. paspali ipari mutansok 1étrehozasara is.

54. AzidtP és idtF gének funkciojanak Kisérletes bizonyitasa

Annak érdekében, hogy a paszpalitrem bioszintézist tovabb vizsgaljuk C. paspali-ban, ATMT
modszerrel AidtP és AidtF génkiiitott mutansokat hoztunk létre, és az IDT profiljukat
Osszevetettiik a vad tipusu C. paspali DSM 833 IDT profiljaval.
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Az 1dtP P450 monooxigendz 41% azonossagot mutat a P. paxilli PaxP fehérjéjével
aminosav szekvencia szinten. A paxP homologok kiiitése kiilonb6z6 IDT termelé gombakban
eltér6 kovetkezményekkel jart. P. paxilli-ban a paxP kiiitése a paszpalin felhalmozodasahoz, és
minden mas, paszpalinbdl levezethetd IDT metabolit elvesztéséhez vezetett (Saikia és mtsai.
2012). Ugyanakkor a janP gén kititése a sierinin-termeld P. janthinellum-ban teljes mértékben
blokkolta a kiilonb6z6 IDT komponensek bioszintézisét, beleértve a paszpalinét is (Nicholson
és mtsai. 2015). Hogy az eltéré eredményekért az IDT bioszintézis eltérd szabalyozasa a
felelés, vagy pedig a paszpalin tovabbalakult valamilyen mindezidaig ismeretlen
melléktermékké, az mindmadig nem ismert.

Egy harmadik gombafaj, a terpendol-termel6 T. album esetében a terP gén inaktivalasa a
tependol E (Cl11-hidroxilalt paszpalin), valamint egy 0j bioszintetikus melléktermék, a 11-
ketopaszpalin felhalmozodasat eredményezte (Motoyama és mtsai. 2012; Tarui és mtsai. 2014).

Hasonldan a P. paxilli ApaxP mutanshoz, a jelen munkaban az idtP gén kititése C. paspali-
ban paszpalin felhalmozdodasat idézte el6. Ahogyan varhatd volt, a bioszintézis késObbi
metabolitjai, a paszpalinin, paszpalitrem A, paszpalitrem C és paszpalitrem B nem voltak
megfigyelhetéek az extraktumban. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a C. paspali fajban
az IdtP felel a paszpalin tovabbalakitasaért (17. abra).

Az aflatrem bioszintézis AtmD monoprenil transzferaz enzimjér6l ismert, hogy habar 6
szubsztratja a paszpalinin, in vitro koriilmények kozott képes elfogadni a paszpalint is
szubsztratként (17. abra). Mivel a AidtP izolatumok tartalmaztak egy intakt paszpalinin prenil
transzferaz gént (idtF), és nagy mennyiségben halmoztak fel a paszpalint, kivancsiak voltunk,
hogy nem jelennek-e meg monoprenilalt paszpalin szarmazékok a torzsek extraktumaiban.
Ennek vizsgélata érdekében a molekuldk pontos tomege alapjan megprobaltuk Kimutatni a
monoprenil-paszpalint, valamint a hidroxi-monoprenil paszpalint, de egyik komponens sem
volt jelen kimutathatd mennyiségben az extraktumokban. Ez alapjan ugy gondoljuk, hogy a
paszpalin nem metabolizalodik tovabb az imént emlitett modon, és feltehetden egyéb alternativ
utvonalakon sem.

A kiilonboz6 gombak altal termelt IDT-K koziil a paszpalitremek a legnagyobb strukturalis
hasonlésagot az aflatremekkel mutatjak. A paszpalitremek esetében a paszpalinin normal
prenilacidja a C21 vagy C20 pozicidkon 2-metilbut-2-én oldallancot eredményez, kialakitva
ezzel a paszpalitrem A-t és paszpalitrem C-t. Ezzel szemben, a paszpalinin reverz prenilacidja
ugyanezekon a poziciokon 3-metil-1-én oldallancot alakit ki, aflatremet és [-aflatremet
eredményezve. Az aflatrem bioszintézis soran a prenil oldallanc bevezetését az AtmD enzim

katalizalja (Liu és mtsai. 2013), mellyel az IdtF 21% azonossagot mutat aminosav szinten. Az
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IdtF hasonl6 azonossdgot mutat a penitrem bioszintézis PenD fehérjéjével (21%), amely a -
paxitriol normdl mddua prenil transzferdza. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a paszpalitrem
bioszintézisben az IdtF szerepe a paszpalinin normal moda prenilalasa a C20 illetve 21
pozicidkban. Ennek megfeleléen az idtF gén kiiitése a jelen munkaban a DSM 833 torzsben a
paszpalitrem A, C és B IDT-k bioszintézisének teljes megsziinését, ugyanakkor a paszpalinin
felhalmozodasat eredményezte. Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjak az idtF gén
paszpalitrem bioszintézisben betoltott szerepét. Ugyanakkor ramutatnak arra, hogy a
paszpalinin normal (IdtF) és reverz (AtmD) moda prenildlasa kiillonboz6 enzimektol fligg,
amelyek eltéré evolucios utak eredményei, hiszen az IdtF és AtmD enzimek k6z6tti alacsony

homologia miatt nehezen feltételezhetd, hogy ezek a gének egymas ortoldgjai lennének.

5.5. AC. paspali paszpalitrem bioszintézis-itjanak modellezése

A paszpalitrem génklaszter funkciondlis azonositdsa lehetdvé tette a paszpalitrem bioszintézis-
ut rekonstrualasat (17. abra). Ehhez alapul vettiik a mar korabban leirt, gomba eredetii IDT-k
bioszintézisér6l elérhetd informaciokat, valamint a paszpalitrem génklaszter génjeinek
homoldgia adatait egyéb IDT génklaszterek feltehetéen azonos, vagy hasonld funkcidja
génjeivel. A C. paspali paszpalitrem génklaszter két kiilon kontigon helyezkedik el az
adatbankokban elérhetd Osszeillesztett genom szekvencian (Schardl és mitsai. 2013). A
JN613321 kontigon helyezkednek el a klaszter idtQ, idtP, idtF, idtG, idtB és idtC génjei, mig
az idtM gént kodold nukleinsav szakasz a JN613322 kontigon talalhaté meg. Az idtG, idtM,
idtB és idtC gének protein termékei 53, 38, 56 és 45%-0s azonossagot mutatnak a P. paxilli
PaxG (GGPP szintaz), PaxM (FAD-fliggé monooxigenaz), PaxB (IDT ciklaz) és PaxC (prenil
transzferaz) fehérjéivel. Ezeknek a géneknek az ortologjai megtaldlhatoak minden idaig
azonositott Ciklikus IDT génklaszterben (kivétel a T. album terpendol génklasztere, amelybdl a
GGPP szintaz hidnyzik), és fehérje-termékeik bizonyitottan az els¢ stabil ciklikus IDT
intermedier, a paszpalin kialakulasaért felelnek. Ebbdl kifolyolag feltételezhetd, hogy
hasonloképpen a C. paspali idtG, idtM, idtB és idtC génjei a paszpalitrem bioszintézis korai
1épéseit katalizaljak, a paszpalin kialakulasat eredményeze. Az idtP és idtQ gének egy-egy
feltételezett citokrom P450 monooxigenaz enzimet kddolnak. Ezekhez hasonld P450 gének,
szintén fellelhetdek minden eddig azonositott ciklikus IDT klaszterben, és a funkcidjukban,
valamint specifitdisukban meglévé kiilonbségek nagymértékben meghatarozzak a

szintetizalando6 IDT F gytirtijének a szerkezetét. Feltételezhetden az IdtP, a PaxP-hez hasonloan
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a paszpalin atalakitasat katalizalja 13-dezoxipaxillinné B-PC-M6 intermedieren keresztiil, a
C30 szénatom demetilalasa, valamint a C10 karbonil csoport kialakitasa révén.

Az 1dtQ aminosav-szekvenciaja 37%-o0s azonossagot mutat a P. paxilli PaxQ enzim
aminosav szekvenciajaval. Az IdtQ szerepe kett6s. Egyrészt katalizalja a 13-dezoxipaxillin C13
oxidaciojat, ami paxillint eredményez, masfeldl pedig a kialakult intermedier C7
szénatomjanak oxidacidja révén alakitja ki a paszpalinint.

Mivel korabban paspalicint (a 13-dezoxipaxillin C7 oxidalt valtozata) is detektaltak C.
paspali — P. dilatatum egyiittélésbol a paxillinen és paszpalininen feliil (Uhlig és mtsai. 2014),
valdszinii, hogy a C7 és C13 oxidacid sorrendje felcserélhetd, és a paszpalinin bioszintézise
mind paxillin, mind pedig paspalicin koztitermékbdl is megtorténik.

A paszpalitrem bioszintézis soron kdvetkezé 1épése a 2-metilbut-2-én oldallanc kialakitasa
a C21 vagy C20 poziciokban, paszpalitrem A-t vagy paszpalitrem C-t eredményezve. A
prenilacios reakcid elvégzésére a legvalosziniibb jelolt az IdtF prenil transzferaz volt, ami 21%
hasonlosagot mutat az A. flavus aflatrem bioszintézisének AtmD fehérjéjével. Ennek
megfeleléen az altalunk generalt AidtF torzsek extraktumaiban nem voltak jelen prenilalt IDT
szarmazékok, hanem a paszpalinin felhalmozddasa volt megfigyelhet6, ami egyértelmiien
bizonyitja, hogy a paszpalitrem bioszintézisben az IdtF felel a paszpalinin prenilaciojaért.

A paszpalitrem bioszintézis utolsd 1épése a paszpalitrem A prenil csoportjanak C32
hidroxilacidja, ami a végterméket, a paszpalitrem B-t eredményezi. A C. paspali IDT
génklaszter bioinformatikai analizise soran nem mutattak ki olyan gént, amely feltételezhetden
ezt a szerepet toltené be, igy nagy valdszintiséggel ezt a funkciot egy klaszteren kiviili gén,
vagy nagyobb eséllyel egy olyan gén tolti be, amely a IN613321 és IN613322 kontigok kozotti,

a genomi szekvencia-adatokbol hianyzo szakaszban helyezkedik el.
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A PP + DMAPP + indol-3-glicerol-foszfat B

lldtGCMB

Paszpalin

13-dezoxipaxillin

Paszpalitrem C

Paszpalitrem B

17. abra (A) Paszpalitrem bioszintézis a C. paspali torzsben; (B). A paszpalin alternativ prenilacios utvonalai az
AtmD és PaxD prenil transzferazok altal katalizalt in vitro reakciokban
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6. Osszefoglalas

A C. paspali egy novényparazita Ascomycota térzsbéli gomba, amely Paspalum
fufélékkel valo egyiittélésekor nagy mennyiségben allit el6 IDT tipustt mikotoxinokat. Abbol
kifolyolag, hogy a P. dilatatum — a C. paspali els6dleges gazdandvénye — egy igen elterjedt
takarmanyndvény a déli féltekén, az ilyen tipusi mérgezések jelentds karokokat okoznak az
allattenyésztési szektorban minden évben. Ugyanakkor a C. paspalit a gyogyszeriparban
eldszeretettel alkalmazzak azon tulajdonsaga miatt, hogy axenikus koriilmények kozott nagy

hozamban képes vizoldhato ergot alkaloid szarmazékokat eldallitani.

Ezek tekintetében meglepd, hogy ez idaig senki sem vizsgalta, hogy a C. paspali
fermentécids koriilmények kozott képesképes-eldallitani IDT tipust mikotoxinokat. Tovabba
munkank megjelenéséig nem dolgoztak ki olyan genetikai transzformacidés modszert, amellyel
hatékonyan lehetne elvégezni a kivant genetikai modositasokat ezen a gomban. Ennek
kovetkeztében, sem az ergot alkaloid, sem pedig az IDT bioszintetikus génklaszterek kisérletes
igazoldsa nem tortént meg ebben a gombaban.

Munkam soran elséként igazoltam azt, hogy a C. paspali axenikus koriilmények kozott
képes eldallitani IDT tipust mikotoxinokat.

Annak érdekében, hogy kisérletesen is tudjuk igazolni a feltételezett IDT génklaszter
funkciojat a C. paspaliban, kifejlesztettiink egy A. tumefaciens segitette géntranszferen alapuld
stabil transzformacios rendszert erre a gombdra. Az altalunk kifejlesztett transzformacids
modszer segitségével sikeresen inaktivaltuk az paszpalitrem génklaszter egy részét, ami az IDT
bioszintézis teljes blokkolasat eredményezte a vizsgalt gén-kiiitott transzforméansokban.

Az ATMT modszert felhasznalva kisérletesen igazoltuk a klaszter két génjének, az idtP
(P450 monooxigenaz) és idtF (monoprenil transzferaz) géneknek a funkcidjat. Mind a két gén
inaktivalasa a paszpalitrem tipusu IDT-ek eliminalasahoz vezetett, mikdzben a AidtP mutansok
esetében a paszpalin, az AidtF mutansok esetében a paszpalinin jelent meg f6 termékként.

Az altalunk elvégzett kisérletek 01j lehetéségeket nyitnak meg a C. paspali genetikajaban.
Az optimalizalt transzformacids protokoll segitségével lehetdség nyilik olyan ipari
izolatumok 1étrehozasara, amelyek képesek nagyobb mértékben, vagy modositott
spektrummal eldallitani az ergot alkaloid metabolitokat.

Tovabba célzott genetikai modositasok révén a C. paspali IDT bioszintézise olyan
iranyba modosithatd, hogy a bioszintetikus folyamat végterméke csokkent toxicitast

mutasson emldsokre nézve, de megtartsa toxicitasat a kartevo rovarokkal szemben, lehetévé

70



téve ezzel a gomba és az altala termelt IDT-ek felhasznalhatosdgat a rovarkartevok

kontrolljaban.
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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. Kiegészito tablazatok

1. Kiegészité tablazat. IDT termel6 fajok listaja.

Taxonomiai besorolas  Faj Komponens Referenciak
Aspergillaceae, Aspergillus alliaceus Két paxillin-szerti IDT (Junker és mtsai. 20006)
Eurotiales, Aspergillus flavus Paspalicin (Gallagher és Wilson 1979; Richard és
Eurotiomycetidae, Dezoxipaxillin Gallagher 1979; Zhang és mtsai. 2004;
Eurotiomycetes, Paszpalin Nicholson és mtsai. 2009)
Pezizomycotina, Paszpalinin
Ascomycota Aflatrem

B-Aflatrem

Aflatrem izomer (valosziniileg

prenil izomer)

Aspergillus minisclerotigenes  Aflatrem (Pildain és mtsai. 2008)
Paszpalin

Aspergillus parvisclerotigenus  Aflatrem (Pildain és mtsai. 2008)
Paszpalin

Aspergillus oryzae 13-Dezoxipaxillin (Rank és mtsai. 2012)

Aspergillus sp. KMM 4676 Aszperindol A-D (Ivanets és mtsai. 2018)

Aspergillus sulphureus Radarin A-D (Laakso és mtsai. 1993)
Szulpininek

73



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 (Fan és mtsai. 2013)
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

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 (Wagener és mtsai. 1980; Filtenborg és
Paszpalin mtsai. 1983; Sallam és mtsai. 2013)
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Emindol SB

Penicillium crustosum Penitrem A-H (Malaiyandi és mtsai. 1976; Kyriakidis és
Penijantin B mtsai. 1981; Kyriakidis és mtsai. 1981; de
Tomitren A, E 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 (Patterson és mtsai. 1979; de Jesus és mtsai.
Penitrem A 1984; di Menna és mtsai. 1986; Smetanina

Jantitreman A-D

és mtsai. 2007; Itabashi és mtsai. 2009;

Penijantin A Nicholson és mtsai. 2015)
Penicillium granulatum Penitrem A (Filtenborg és mtsai. 1983; Frisvad és
(Penicillium glandicola) Filtenborg 1983)
Penicillium nigricans Penitrem A (Mantle és mtsai. 1984)

(Penicillium janczewskii)

Pennigritrem

Penicillium martensii Penitrem A (Filtenborg és mtsai. 1983)
(Penicillium aurantiogriseum

var. aurantiogriseum)

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 Penitrem A (Filtenborg és mtsai. 1983)
(Penicillium aurantiogriseum

var. viridicatum)

Penicillium palitans Penitrem A (Malaiyandi és mtsai. 1976; Filtenborg és
mtsai. 1983)
Penicillium paxilli Paxillin (Cole és mtsai. 1974; Munday-Finch 1997)

Paxillin anal6gok

Diprenil-paxillin

Penicillium puberulum Penitrem A (Cysewski és mtsai. 1975)
(Penicillium aurantiogriseum

var. aurantiogriseum)

Penicillium sp. IBT 13163 Penitremon A-C (Naik és mtsai. 1995)
Penicillium tularense Jantitremek (Andersen és Frisvad 2004)
Paszpalinin
Paxillin

3-O-Acetoxipaxillin

Penicillium tulipae Penitrem A (Overy és Frisvad 2003)
Trichocomaceae, Emericella desertorum Paxillin (Nozawa és mtsai. 1989)
Eurotiales, (Aspergillus desertorum)
Eurotiomycetidae, Emericella foveolata Paxillin (Nozawa és mtsai. 1989)
Eurotiomycetes, (Aspergillus foveolatus)
Pezizomycotina, 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
21-1zopentenil-paxillin

Pirapaxillin

(Belofsky és mtsai. 1995; Matsui és mtsai.
2014)

Clavicipitaceae,
Hypocreales,
Hypocreomyecetidae,
Sordariomycetes,
Pezizomycotina,

Ascomycota

Claviceps paspali

Paszpalitrem A-C
Paszpalin

Paszpalinin

Paszpalicin

Paxillin

Paszpalin és paszpalitrem

analogok

(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 analogok

(Uhlig és mtsai. 2014; Bauer és mtsai. 2017)

Paxillin

Epichloé festucae Lolitremek (Young és mtsai. 2009)

Epichloé gansuensis Pazspalin (Schardl és mtsai. 2013; Chen és mtsai.
Paszpalin B 2015)
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13-dezoxipaxillin

Paxillin

Neotyphodium coenophialum

Nem azonositott IDT

(Young és mtsai. 2009)

Neotyphodium funkii

Nem azonositott IDT

(Young és mtsai. 2009)

Neotyphodium lolii

Terpendolok
Lolitremek
Epoxi-jantitrem

(Young és mtsai. 2009)

Neotyphodium melicicola

Nem azonositott IDT

(Young és mtsai. 2009)

Neotyphodium siegelii

Nem azonositott IDT

(Young és mtsai. 2009)

Neotyphodium tembladerae

Nem azonositott IDT

(Young és mtsai. 2009)

Periglandula ipomoeae

Paxillin

Terpendolok

(Schardl és mtsai. 2013; Lee és mtsai. 2017,
Gardner és mtsai. 2018)

Hypocreaceae, Escovopsis weberi2
Hypocreales,

Hypocreomycetidae,

Sordariomycetes,

Pezizomycotina,

Ascomycota

Sierinin L, M, D, E, A

(Dhodary és mtsai. 2018)

Ophiocordycipitaceae, Tolypocladium album

Hypocreales, (Chaunopycnis alba)
Hypocreomycetidae,
Sordariomycetes,

Pezizomycotina,

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)
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Ascomycota
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2. kiegészité tablazat. A transzformansok genotipizaldsa soran alkalmazott primerek.

Primer Primer
Primer neve Primer szekvencia mérete orientacioja
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'cgtttcagttgagcatcaacacg3d’ 23 Antiszensz
LOUT-F 5'cgggaggggtttccaatcgt3’ 20 Szensz
ROUT-R 5'caaccttatccacggggacaas3’ 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'cgtgttgcattttggagaaad'’ 20 Antiszensz
idtP-F 5'cagcgacaagcgaaaacad'’ 18 Szensz
idtP-R 5'ctgtccagcetgcttcatgtc3' 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

Folytatas a kovetkez6 oldalon
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Az el6z6 oldal folytatasa

Primer Primer
Primer neve Primer szekvencia mérete orientacidja
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'cgtttcagttgagcatcaacacg3d’ 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'tggttccgegaattaaaaac3' 20 Szensz
idtF-R2 5'cgtgttgcattttggagaaa3’ 20 Antiszensz
idtP-F 5'cagcgacaagcgaaaacad'’ 18 Szensz
idtP-R 5'ctgtccagcetgcttcatgtc3' 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. kiegészité tablazat. A C. paspali DSM 833 alal termelt f6 IDT komponensek altalunk megfigyelt fragmentaciés mintazata

Komponens neve Mért Szamolt Kiilonbség Az [M+H]*ion | A fragmention | A fragmention Megfeleld vesztesség
m/z m/z (ppm) osszegképlete tomege osszegképlete
Paszpalitrem B 518.2902 518.2901 0.19 C32H40NOs 500.2801 Cz2H3sNO4 H.0
460.2472 CooH34NO4 (CH3)2C(0)
442.2267 CooH32NO3 (CH3)2C(0) + H20
424.2267 Co9H30NO> (CH3)2C(0) + 2 x H20
214.1231 C14H16NO C-gylirti felnyilasa
196.1122 CuHwuN H,0 + C-gylri felnyilasa
Paszpalinin 434.2324 434.2326 0.46 C27H32NO4 419.2041 CosH29NO4 CHs
416.2207 Co7H30NO3 H-0
376.1921 C24H26NO3 (CH3)C(O)
362.1747 C23HuNO3 C4HsO
358.1797 C24Hu4NO; (CH3).C(0) + H20
182.0967 CisHN C-gytrti felnyilasa
163.0756 C10H110- C-gytrti felnyilasa
130.0652 CoHsN C-gyliri felnyilasa

A kovetkez6 oldalon folytatodik

Az el6z6 oldal folytatasa
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Komponens neve Mért Szamolt Kiilonbség Az [M+H]*ion | A fragmention | A fragmention Megfeleld vesztesség
m/z m/z (ppm) osszegképlete tomege osszegképlete
Paxillin 436.2480 436.2483 0.69 C27H3NO, 421.2197 Ca2sH31NO, CH3
418.2373 C27H32NO3 H.O
400.2261 Co7H30NO> 2xH0
378.2064 C24H2sNO3 (CH3)2C(0)
363.1787 Ca3H2sNOs (CH3)2C(0) + CHs
360.1958 CaaH2sNO2 (CH3)C(0) + Hz0
182.0967 CisH12N D-gytirii felnyilasa
130.0653 CoHsN C-gylrt felnyilasa
Paszpalitrem A 502.2948 502.2952 0.80 Cs2H4oNO4 484.2847 Ca2H3sNO3 H>0
4442523 C29H3sNO3 (CH3)2C(0)
426.2431 CooH3NO; (CH3)2C(0) + H:0
412.227 CogH30NO> C4HgO + H20
198.1274 CuaHisN C-gytirti felnyilasa
Paszpalin 422.3047 422.3054 -1.66 Ca2sH1NO: 407.2766 Co7H37NO; CHs
404.2933 CasH3sNO H.0O
172.1121 CioHuN D-gytirti felnyilasa
158.0963 CuHN C-gytrti felnyilasa
144.0909 CioH1oN C-gytrti felnyilasa
130.0654 CoHsN C-gyliri felnyilasa
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4. Kiegészité tablazat. A C. paspali fermentlevének extraktumaban detektalt, illetve detektalni
probalt IDT komponensek.

(Nozawa
406.3109 | C2sHsNO | és mtsai.
1988)

Emindol SB

(Fehr ¢és
422.3059 | CasHaNO2 | Acklin
1966)

Paszpalin

(Hosoe
422.2695 | CyH3sNO3 | és mtsai.
1990)

PC-M6

(Nozawa
420.2538 | Co7H34NO3 | és mtsai.
1988)

13-
dezoxipaxillin

(Cole és
437.2566 | Ca7H3sNO4 mtsai.
1974)

Paxillin

(Fehr és
418.2382 C27H32N03 Acklin
1966)

Paszpalicin
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(Fehr és

Paszpalinin 434.2331 | C;7Hx2NO4 | Acklin
1966)

. (Cole és
Pasz";"trem 502.2057 | CaHwoNOs | mtsai,
1977)

Paszpalitrem (Dorner

pc 502.2957 | CsHaoNOs | és mitsai.
1984)

(Cole és
Paszpalitrem mtsai.
B 518.2906 | Cs32H4oNOs 1977)

Paspalum spp. — C. paspali egyiittéléshbél mas szerzok altal izolalt IDT komponensek

Feltételezett (Uhlig és
paszpalitrem 502.2957 | C32HaoNO4 mtsai.
analog 2014)

Feltételezett (Uhlig és
paszpalin 452.28 CasH3sNO4 mtsai.
analog 2014)
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Feltételezett (Uhlig és
paszpalitrem 506.327 C32HasNO4 mtsai.
analog 2014)
Feltételezett (Uhlig és
paszpalin 422.2695 | Cu7H3sNO3 mtsai.
analog 2014)
B OH
H
| L~
Feltételezett H B (Uhlig és
paszpalin H T h /j 438.3008 | CpsHiNO; |  misai.
analog N 0 2014)
H oH
Feltételezett (Uhlig és
paszpalin 420.2538 | C27HNO3 mtsai.
analog 2014)
Feltételezett (Uhlig és
paszpalitrem 500.28 Cs2H3sNO4 mtsai.
analog 2014)
Feltételezett (Uhlig és
paszpalitrem 490.3321 | C32HasNO3 mtsai.
analog 2014)
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Feltételezett (Uhlig és
paszpalitrem 486.3008 | Cz2HioNO3 mtsai.
analog 2014)
Prenilalt paszpalin analdgok (az AtmD és PaxD enzimek reakcidtermékei)
c21- (Liu és
prenilpaszpali 490.3685 | Cs3HasNO- mtsai.
n 2013)
C22- (Liu és
prenilpaszpali 490.3685 | Cs3HasNO- mtsai.
n 4 2013)
Feltétele
Hidroxiprenil zett
pre 506.3634 | CasHgNOs | bioszinte
-paszpalin .
tikus
termék
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Abstract
The kypocrealean fangns Clavzcaps paspaliis a parasite of wild grasses. This fungus 1s widely
uthized i the phammaceutical industry for the mamufaciure of ergot alkalewds, but also produces
tremaorgenic and neurctorac mdole-diterpene (IDT) secondary metabolites such as paspalitrems A
and B. I0Ts cause sigmficant losses in agneulture and represent health hazards that threaten food
securty. Comversely, IDTs may also be utihzed as lead compounds for pharmacentical dmg
discovery. Current protoplast-mediated transformation protocels of . paspall are inadequate as
thev suffer from mefficiencies in protoplast regeneration, a low frequency of DNA intepration, and
a low matotic stability of the nascent transformants. We adapted and optimized 4 grobacterrum
fumeficiens-mediated transformation (ATMT) for C. paspall, and validated this method with the
straightforwrard creation of a mutant stram of this fungus featuring a targeted replacement of key
genes in the putative IDT biosynthetic gene chuster. Complete abrogation of [DT producthon in
1zolates of the mutant strain proved the predicted involvement of the target genes in the
biosynthesis of IDTs. The mutant 1solates contimued to produce ergot alkaloids undisturbed,
indicating that equrvalent mutants generated m industnal ergot producers may have a better safety
profils as they are devord of IDT-type mycotoxns. Meanwhile, ATMT optimized for Clatzcaps
spp. mav open the door for the facile genenic engmeering of these industnally and ecologically
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Introduction

The indole-diterpenes (IDTs) are a group of chemically diverse mycotoxns that cause large
economic losses in the livesteck mdustry, especially m the Southern hermsphere (Bennett
and Ehch 2003; Cawdell-Smath et al. 2010). The IDTs are agomsts of potassium 1on
channels in the nervous systems of nsects and mammals, and cause potent newrotoxic and
tremorgenic effects (MeMillan et al. 2003; Imlach et al. 2011; Uhlig et al. 2009). These
secondary metabolites are produced by 2 mumber of ascomycetons fimz meludmg
Pemeribium, Aspergillus, Claviceps, Epichloé and Neotvphodium species (Parker and Scott
2004). In their native ecological contexts, these metabolites defend the cversnntenng
structures of the fungus, and/or protect the host plant of the producmg fung against grazing
by large amimals and 1nsects, thereby offering evolufionary advantages for the producing
orgams=m (di Menna et al. 2012; Thom et al. 2014; Panaceions et al. 2006). This antifeadant
actrvity of the [DTs can be exploited m vanous plant protechon strategies m agnculiure as a
part of integrated pest management systems (Panaccione et al. 2014; Saikkonen et al 2016).
In addition, IDTs are also mveshzated as lead compounds for potential drugs, for example m
breast cancer therapies (Sallam et al. 2013).

During IDT biosynthesis, the diterpene moiety demves from geranvlgerany] diphosphate
(GGPP), while the indols molety origmates from tryptophan or a tryptophan precursor
{Laws and Mantle 1989; Byine et al. 2002). The first IDT biosynthetic zene cluster to be
genetically charactenzed was the paxilline cluster from Penicillium paxll (Young et al
2001), followed by addifional gene chisters for vanous IDTs from diverse filamentous fime1
{(Micholson et al. 2015; Young et al. 2006; Zhang et al. 2004). All these clusters encompass a
conserved core set of genes that are responsible for the early steps of IDT meosynthesis, and
a set of vanable tailonng genes that ensure the remarkable chemacal diversity of the final
products (Zhang et al. 2004; Young et al. 2005, 2006; Nicholson et al. 200%). For exampla,
pax(s, paxM, paxB and paxC from the paxilhne cluster encode enzymes that are sufficient
for the assembly of paspalne, the first stable cyelic IDT mtermediate (Saikia et al 2006).
Mot surpnsmely, orthologues of these genes are present in all [DT gene chosters ehucidated
so far (Nicholson et al. 2015). The tailoning genes that are responsible for the chemaeal
drversity of these metabolites may encode prenyl transferazes, and cytochrome P450
monooxygenases and FAD-dependent meonooxyzenases that catalyze regiospecific and
stereaspecific oxdations of the IDT skeleton (Young et al. 2001, 2005; Micholson at al.
2015; Lm et al 2014).

The biosvnthetic pathways of IDTs and the regulatory circurts governmg the production of
these metabolites have been studied in a oumber of model orgam=ms such as Neofyphodizm
Jobiyand P paxildly (Young et al. 2001, 2006). However, N Jolo1s not well swited for large-
scale production of secondary metabolites in the pharmaceutical industry due to 1is
fastidious growth habits and genstic instability (Wiswidra et al. 2015). While P paxalirhas
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been extremely useful for the study of the biosynthesis of the IDT congener paxilline m the
laboratory (Young et al. 2001}, this organism has not been adopted for mdustrial stram
development and fermentation process optinmzation In contrast, the IDT producer Clavtoaps
paspali has eamed a good reputation in the fermentation mdustry for 1ts relatmvely easy
handling, and industrial seale fermentation processes for ergot alkaloid production have been
developed and mmplemented with this fungus (Arcamone et al. 1960; Tudzyvnsk et al. 2001).
Unlike other IDT producers such as N folu (Young et al. 2006}, £ paspalr does not require
the presence of anv host plant to produce IDTs=, thus its axeme submerged cultures may
prove to be useful for the economcal produchon of these metabolites. Comversely, IDT
production represents an impediment for the mdustnal manufacture of ergot alkalowds wath
this species since precursors and cofactors that may be uhlized for ergot production are
depleted by IDT biosynthesis. In addiion, IDTs represent hazardeous mmpunties that must be
excluded from the ergot alkaloid products and have to be safely disposed. Despite the
potential benefits and the extant disadvantages of IDT production by O paspali the genetic
basis of IDT biosynthesis has only been inadequately characterized in this stram. Thus,
although putatrve IDT zene clusters have been identified mn the penome sequences of
Clavtoaps spp. including O paspali RRC-1481 (Schard] et al 2013), these hioinformaties
studies have not been followed up by funchonal inveshzations of the constituent
biosynthetic genes.

Agrobacterium fumeficrans-mediated gene transfor (ATMT) has long been used m plant
molecular brology (Pacurar et al. 2011). This transformation techmque was first adapted to
the baker’s yeast Saccharomyees cereviszze m 1995 (Bundock et al. 1995), and to the
filamentous fungus Asperzilin: awamerr m 1998 (de Groot et al. 1998). This techmque does
not require laborions and often inefficient protoplast preparation and regeneration, and the
success of the transformation reaction does not depend on the effectiveness of cell wall
hydrolyzing enzyme preparations that often show sigmficant batch-to-bateh vanability. In
addition, the transferred DA readily mtegrates mto the genome of the host doning ATMT.
This allows thes transformation method to be used for random insertional mutagenesis
(Zhong et al 2007; Eumitake et al. 2013) and for the targeted genetic modification of vanous
filamentous fung by gene deletion or replacement. In particnlar, ATMT has been used to
validate the predicted roles of secondary metabolite biosynthefic genes, including core genes
responsible for the assembly of polyketide or nonnbosomal pephde metabolite skeletons mn
vanous fungi (Zhang et al. 2003; 3u et al. 2008, 2009). In spite of the advantages of thas
transformation method, there has been no ATMT protocel published so far, to the best of our
knowledge, for any Clavrceps species.

Hereby, we descnbe the development of a facile and effectnve ATMT protocol for generating
mitetically stable C. paspal transformants. We validate the smtability of thes protocol for the
genetic mampulation of this indusmally impeortant ergot producer by replacing a part of the
predicted IDT biesynthetic gene cluster with a selectable marker gene. We show that thas
targeted zene replacement of the fdtCB(GF genes leads to the complate elinnnation of the
biosynthesis of the whele spectrum of IDT secondary metabolites mn O paspalr without
adversely affecting the production of ergot alkaloids. This work thus provides a hitherto
missing funchonal proof for the mvolvement of these genes mn IDT production in O paspaly
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and opens the way for the use of molecular genetics for the optimization of this mmportant
fungus for the production of useful ioactive metabolites on an industrial scale.

Materials and methods

Fungal strains and growth conditions
Altbough the zenome sequence of £ paspali BRC-1481 was deposited in GenBank (Schard]
elal. 2013), the strain rtzelf 15 not avallable to the pubhc from any mainstream stram
collections. Thus, the IDT-producing O paspal DSM-833 strain [equivalent to the now-
discontirmed ATCC 13893 (Chain et al. 1962)] was obtamed from the DSMZ culture
collection (Braunschweig, Germany), and was used throughout thes study in heu of C
paspal BRC-1481. C paspaliDSM-833 was maintained on potato dextroze agar (PDA,
S1zma-Aldnch, St Lows, MO). For the production of IDTs m axenic culture, C. paspall
mycelium was collected from an agar slant (3.9% PDA, 0.05% yeast extract, pH 5.2) and
homogenized with a Dounce Homogemizer in 5 ml. distilled water. A | ml. ahquet of the
homogenized myeelium was uwsed to moculate 60 ml moculum medmm (3% mannitol, 1%
suceinic acid, 0.5% soy flour, 0.2% KHyPO4, 0.03% MgS0s x TH30, pH 5.2), and the
culture was meubated for 5 days at 28°C with shakmg at 240 rpm_ A 5 ml aliquot of thas
pre-culture was ineculated mto 60 mL production medimn (10% sorbitel. 3.5% succinie
acud, 1.5% comm steep liquor, 0.05% yeast extract, 1.5% NHyNO3, 0.07% MMegS504 x THA0,
0.0022% FeSOy x TH20, 0.001% ZnS0y x TH2O, pH 5.2) in a 500 mL Erdenmeyer flask,
and the resulting main culture was meubated for 2 further 12 days at 28°C with shaking at
240 rpm_ Mycelia were collected by cenmfiugation (5 man, 2 000 2), freeze-dned, and
homogemzed under haud mtrogen in a porcelain mortar 0.5 g homogenate was extracted
with 10 ml acetonrtrilewater (4:1, v/v) overmght with shaking at 240 rpm_ The supermatant
was filtered through a 0.22 ym MultiSereen filter plate (Merck Milipore, Burlington, MA})
before divect imjection for LC-MS analysis.

Genomic DHNA isolation and PCR reactions
The nuclectide sequence of the putative IDT biosynthetic gene cluster of O paspalr
RRC-1481 (AFRCO01000001-AFRCO1002304) was obtained from the National Center for
Biotechnology Information (MCBI) under the GenBank accession mumbers TME13321.1 and
THE13322 1, and was used to desizn primers for the PCR. amphfication of sequences from
the zenome of O paspali DEM-833. For genomic DMNA 1solafion, 0.1 g wet C. paspali
DS5SM-333 mycelium was ground under ligmid mtrogen in a mortar with a pestle. The
homogenate was re-suspended m 400 pl sulfite buffer (0.7 M NaCl, 0.1 M Nay50;, 0.1 M
Tns-Cl gH 7.5, 0.05 M EDTA, 1% 5D5) and digested with 3 U proteinase K
(ThermoFisher) at 35°C for 90 min A fier mactivation of protemase K at 95°C for 5 muimutes,
cell debns was removed by centmfugation at 4000 g for 5 pun A 250 wl aliquot of the
supemnatant was further digested with 50 U EMase A (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA)Yat 37°C for 12 b and the RNA-free solufion was used for the 1selation of DA with the
MagMa Pure LC DNA Isolaton Eit III (Roche Diagnosties, Indianapolis, IN) according to
the manufacturer’s protocol. PCR. reactions were camed out with 20 ng gencmic DHA or 1
ng plasmid DNA as templates, respectively, in 50 ul reaction mixtures contaning 0.2 mM of
each dMTF, 1 pM of each primer, 1 wl Phusion HF DNA polymerase and 10 pl HF buffer
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(Mew England Biolabs, Ipswich MA). Thermal cyclng conditions for the PCR reachons
were 180 sec at 98°C for the muhal denaturation, followed by 31 eveles of amplification
(98°C for 10 sec, 55°C for 15 see, 72°C for 30 sec/kbp), and a final extension step of 60
sec/kbp at 72°C.

Assembly of the iIdtCBGF deletion construct

Construchon of the rdtCEGF deletion vector pAG-LTA-hph-RTA was camed out n two
consecutrve steps using Gibson assembly [Fig. 1; Aphis the Fschenchia coll gene coding for
bygromycin B phosphotransferase (Gniz and Daves 1983)]. In the first step, the hneanzed
phg-H3 vector (Zhang et al. 2003) was PCE. amplified with pnmers pAg-F1 and pAg-R1
and fused using the Gibson Assembly Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA)
with the left targetng arm (LTA, the 1.5 kb region of the € paspal DEM-833 genomic DNA
located upstream of the it zene, amphfied with prmers sdfCBGRLA-F and sdfCBGFLA-
E). Primer sequences are displayed mn Supplementary Table 51. After transformation of the
assembly mrxture into E. coli XL1Blue (New England Biolabs, Ipswnch, MA), the pAg-
LTA-kph plasmid was selected for the presence of the LTA by PCE. In the second step, pAg-
LTA-hph was lmeanzed by PCE with primers pAg-F2 and pAg-F2. and fused using the
(Gibzon Assembly Master Mix with the right targeting arm (RTA, the 1.9-kb genomic region
downstream from the rdtF gene, amplified using pnmers :dWCBGFRA-F and idfCBGF-RA-
E). The resulting pAG-LTA - hph-FTA plasmid was selected by PCE after tansformanon of
the assembly mixture into E colr X1.1Blue, and its proper construction was venfied by
sequencing. The successfully assembled pAG-LTA-bph FTA plasoad was then transformed
mto A mmefacrens LBA40S electrocompetent cells (Takara Bio Inc., Eusatsu, Japan) and
the transformants were selected on LB agar (Formedinm, Hunstanton, UE) medium
supplemented with 25 uz/ml kanamyem (fnal concentration).

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of C. paspali DSM-833

A mmeficrens-mediated transformation of O paspali was camed out according to Yamada
et al. (2009) with modifications (Supplementary Fig. 51). C. paspalrvegetative moycelium
was collected from the sinface of PDA agar slants and homogemzed with a Dounce
Homogenizer. The homogenized mycelnum was suspended in 5 ml dishilled water,
moculated inte 50 ml potate dextrose broth (PDB, Sigma-Aldnch, St Louis, M) in a 500
mL Erlenmeyer flask, and was cultivated for 48 h at 28°C with shaking at 240 rpm. A 5 ml
abquot of this preculture was meculated mto 50 ml. fresh PDB mediuom i a 500 mL
Erlermever flazk, and was cultured for an additional 24 h at 28°C wath shaking at 240 rpm.
Mycelia were collected by centnfugation for 5 mum at 2,000 g, washed in 40 ml of disilled
water, suspended at 100 mg/mL m IM broth (Induction Medmm, Michielse et al. 2005)
supplemented with 200 pM acetosyringone, and incubated for 8 b at 28°C with shaking at
240 rpm

A mmezesens LBA440 cells canving the pAG-LTA- hph-RTA plasmmd were inoculated
mto 50 mL of LB medim (Sipma-Aldnch, 5t Lows, MO) supplemented with kanamyein
(25 pg'mL) and streptomyein (30 ug'ml) in 2 500 mL Erlenmeyer flask, and cultivated at
30°C for 43 hwith shakmg at 120 rpm_ A 1 ml aliquot of thes preculture was used to
moculate 30 mL of LB medium supplemented with 25 ps'ml kanamvein and 50 yzml
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streptomyein m a 300 mL Erlenmever flask, and was cultured at 30°C for 12-16 h wnth
shaking at 120 rpm. The cells were collected by centrifugation for 5 min at 2,000 g, washed
twice with distilled water, suspended in 50 ml IM broth contamimg 200 pM acetosyringone,
and meubated at 30°C for 8 h with shaking at 120 1ipm.

100 wl abquets of the C. paspali myeelia and the 4. fumefSerans cells were mixed, spread
onte IM agar plates contaming 200 pM acetosynngone (Michielse ot al. 2005), and the co-
culture was mcubated for 2—6 daws at 28°C. To select transformants and inhibit the further
growth of the 4. fumefGerans cells, the IM agar plates (20 mL) were overlaid with 10 mL of
top agar (FDA, 14 5 gL} supplemented with 600 pz/ml. hygromyem and 600 pg/ml.
cefotaxime (final concentrations calculated for the full plate: 200 ug/ml each), and the
plates were incubated at 28°C for an additional 10 days. Transformation efficiency was
estimated by caleulafing the average number of hygromyein-resistant colomes per IM plates
(L. per 10 mg wet . paspalroryealium}.

Co-cultivation was also attempted on IM agar plates covered with cellulose acetate ester
membranes (.45 pm, Whatman PLC, Madstone, UK). After ncubation for 4 days at 28°C,
the membrane with the cells was hifted to a fresh PDA agar plate supplemented with 200
pgml kygromvyein and 200 pz/ml cefotaxime and the mcubation was continued for a
further 10 days at 28°C.

Ennchment to obtain homokaryotic strains was aclieved by macrodissecthon of hyphze from
the leading edges of the hygromycm-resistant colomes with a stenile toothpack, and
moculation of the cells onto FDA plates contaming 200 pg/ml hygromyein. The resulting
colonies were incubated at 28°C for 7 days, and re-1solabion was repeated at least four tumes
to facilitate homogenotization of the multimicleate cells under prolonged antbiotic
selection.

Liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis

LC-MS/MS analysis was performed with an Agilent (Santa Clara, CA) 1290 Infinity LC
System connected to an Agilent 65350 iFumnel (}-TOF mass spectrometer equpped with an
electrospray (Dual ATS ESI) source, operated m positive 1on mode. Ligqmid chromatographic
separation was performed on a Kinetex W B-C18 analytical column (150 = 4.6 mm, 2 fum,
Phenomenes, Torrance, CA) at 1.0 ml ‘mun flow rate. A linear gradient profile was nsed
with 5 mM ammonium acetate in water (A) and acetonttrile (B) as follows: (—20 min_ 30%:
B to 95% B; hold 95% B for 5 oun_ then retwm to 30% B over 0.2 min and hold for 4.8 nun
(total mn tome was 30 min). The column temperature was maintamed at 30°C, and UV
absorption was recorded at A=230 and 280 om (see detailed condiions for mass
spectrometry m the Supplementary Table 52).

HPLC analysis of ergot alkaloids

Frve g of the fermentation broth of the appropniate ¢ paspall stram was collected in a 50 mL
vohimetnie flask the flask was filled up to the mark with acetonitrile:water (15:85), and the
resulting solution was filtered using a (.22 um membrane (Merck Millipore, Burlington,
MA) before injection (10 ul) into the HPLC system. A Waters (Milford, MA) ¥Bridge C18
(100 = 4.6 mm; 3. 5pm) analytical HPLC cohunn was used for the analy=es with the eluent
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system of (A) 10 mM monobasic sodnumn phesphate (pH 7.0, adjusted with 25% sodim
hydremde selution)acetombale = 90:10 (v/%); and (B) the same components m a 70:30 {w/i)
ratio. The ratio of eluent B was changed duing the zradient ran according to the following
profile: 0—16 man: 0% to 50%; 16-24 min- 50% to 100%: 24-24.1 min: 100% to 0%6; 24.1—
28 min: constant 0%, The flow rate was maintained at 1.0 ml ‘min. UV detection was
performed at 310 om, and the column and the sample compartment temperatures were kept
at 23°C and 5°C, respectively. Frgonovine maleate (Sigma-Aldnch 5t Lows, MO) solution
{100 ug/ml) was used as the external standard for quanhiznon. Man ergotanmde
compounds, such as ergonovine, lysergic acid methyl carbonyl amude, 15olysergic acid
methyl carbonyl amude, ergine and ergimine were 1dentified by companng thear
chromatographic molity and UV absorption spectra with those of m-house reference
materials.

Since lysergic acid and paspalic acid co-eluted under these conditions the separation of these
compounds was achieved by a different HPLC method wath UV detection at A=230 nm. [n
this assay, the samples were diluted twofold with acetonitrile:water = 5:95 (v/v) and fltered
through a 0.22 um membrane (Merck Millipore, Burlimgton, MA) prier to analveis. A
reversed phase column (Zorbax Extend C18, 100 = 4.6 mm_ 3.5 ym, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) was used with an eluent svstem that consists of 2 2L aqueous soluhon of
ammonium carbamate (A) and acetonitrile (B), and the total flow rate was 1.7 mL/mun The
rato of eluent B was changed during the gradient mun according to the followmg profile: 0-5
min: 10% to 15%; 5-7.5 min: 15% to 35%; 7.5-10 min: 35% to 80%; 10-12 min- constant
30%; 12-13 mun: 80% to 10%; the total mun tme was 15 min. Typically 20 pl aliquots of
the specimens were injected onto the column, which was kept at 30°C during the analy=es.
Product vields per | g O paspal fermentabon broths were determuned and are presented as
mean + 5D values, caleulated from three independent experiments.

Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of C. paspali

Although putative genes for the hiosynthesis of IDTs in O paspaliwere annotated (Schardl
et al. 2013), expenimental confirmation of the imvolvement of these genes in IDT production
15 stll necessary. To provide such a proof, we set out to disrupt IDT biosynthesis in O
paspali DSM-833. Unfortunately, we found that protoplast-mediated transfornmation
protocols developed previously for Claviceps spp. (van Engelenburg et al. 1989), at least m
owur hands, suffer from low protoplast regeneration efficiency when apphed to O paspalr
DEM-833; vield very few antibiofic-resistant putatve transformants; and that these
transformants display high mitotic instability. This latter obstacle is partially due to the
multirmeleate nature of O paspalrbyphae (Hareven et al. 1970}, whereby wild type nuclel
without the incoming DNA persist in transformants even under antbiotic selection, and are
responstble for muxed phenotypes displaved by heterckarvotic myecelia. Worse, in the
abzence of selection (such as during industrial seale fermentation), these wild type nuclei
displace those that have undergone transformation, leading to the de facto reversion of the
tran=formed strain to the wild type. Thus, effective and industrially nseful molecular genetic
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stram moprovement of O paspall demands the development of a more comventent and more
rehable transformation procedure.

To devise such a protocol, we twmed to 4. fumefSciensamediated transformation (ATMT,
Supplementary Fig. 51), and set out to replace the sdfCBGF genes with a selectable
resistance marker gene. We bult a dermvatrve of the pAz-H3 binary vector (Zhang et al.
2003), pAg-LTA-bph-ETA (Fig. 1). In this vector, the Aph hygromyein resistance gene 15
bracketed by 2 1.5-kb left tarzeting arm and a 1.9-kb nzht fargeting amm, taken from the
sequences bordenng the area to be deleted on the £ paspali zenome as depicted on Fig. 1.
Mext, we determined the mumimum mmhibitory concentration of hygromyem against wald type
C. paspali mycelia as 200 pg/ml. (Supplementary Fig. 52), and optinmzed the 4.
fumefaerans cell density and the length of the co-incubation time of the bacterium wath £
paspali (Fig. 7). The lnghest transformation frequency, approximmately 80 hveronrvein
resistant colonies per 10 me wet O paspal oryeelium, were recorded at an 4 mumefaciens
cell density of ODgge=0.5. after 4 days of co-incubation. Longer co-incubation or higher A.
fumetierans cell densiies reduced the apparent efficiency of the transformation, hkely due
to the reduced efficiency of antimotic selection against denser A fumefierens cultures
reaching stabonary phase, and the inhibitory/competitive effects of the denser bactenial
cultures on developmmg C. paspal moyeelia. We alse confinmed the necessity to supplement
the IM agar wath acetosyningone during co-incubation in order to mduce T-DNA formation
m A fumetieians (Michelss et al | 2003, Supplementary Fig 53). Finally, we found no
mprovement m transformation frequency when co-cultnation was camed out on the surface
of a cellulose acetate ester membrane covenng the agar plate, as opposad to plating the two
microorgamsms dwectly on IM agar plates (compare Supplementary Fig. 54 to
Supplementary Fig. 53).

To test the stability of the transformants, 50 primary hy sromycin-resistant colonies were re-
1solated onto PDA agar supplemented with 200 pz/ml. hygromyein. All of these
transformants retzned hy gromycm resistance and displaved vigorous growth. Dunns
subsequent re-isclations, putative £ paspalr transformants tended to develop larger colonies
within the same incubation timespans, likely due to the enrichment of the transformed oucleai
at the expense of the wild type ones withmn the myceha.

To check whether or not the hph pene integrated mto the zenomes of the transformants at the
expected site and thus replaced the sf#CBGF genes, genomic DINA was 1solated from twelve
mdependent hyzromyein-resistant colomes after four rounds of re-1solatnon, and were
exammed by a senes of five PCR reactions (Fig. 3). All twelve strains were confirmed to
carry the hph hygromycin resistance marker gene. Three out of the twelve transformants,
CPIDT2, 8 and 9 were vahdated to have undergone site-specific mtegration of the hph zene
with the concomitant loss of the genomue region encompassing the wild type sdtCBGF
genes. The absence of the 1d#” and 1dtF amplicons also demonsirated that these strams are
homokaryotic for the gene replacement allele. One transformant, CPIDTS, vielded
amplicons indicatrve of the presence of both the intact sdfCEGF allele and the gene
replacement allele, suggesting that this stram remained heterokaryotic even after repeated
stram re-1solation. Finally, the rest of the transformants camed only the mtact sdfCBGF
allele, indicating that the hph gene has undergone ectopic mtegration in these 1solates.
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LC-MS/MS analysis of IDT production
Production of IDT congeners by the wild type O paspaliDSM-831 and its ArdiCBGF
replacement mmtants CPIDT? and CPIDTS were mmrestigated by hquid chromatography —
high-resolution tandem mass spectrometry (LC-MS5/MS) analv=is of the extracts of 12 days
old submerged hiquwd cultures (Fiz. 4). We have tracked the production of five IDT
congeners: paspaline, paxilhne paspalmine and paspalitrems A and B (Fig. 4) by momtoring
their retention times, cormesponding [M+H]" ions and their major frazment ions
{Supplementary Table 53), and companng these with hiterature examples (Uhlig et al. 2014),
or with an available standard a5 in the case of paxilline. For paspalitem A comprehensive
analysis of the mass spectrometnc data (mcluding fragment 10ns) was particularly important
since the selected 1on clromatogram of the extract from the wild type strain revealed several
peaks with near-identical mass to charge ratios, whose frapmentation patterns nevertheless
differed from that of paspalitrem A. Taken togeiher, these analyses unequivocally showed
that production of all monitored IDT congeners 1= completely abrogated m the AsdnC BGF
replacement mutants CPIDT? and CPIDTS.

Analysis of ergot alkaloid production
In order to examine whether alkaloid biosynthesis n O paspalrDSM-833 15 affected by the
mactivation of the :dfCBGF genes, we examined the ergot alkalowd productivity of the wald
type, CFIDT2 and CPIDTE strains. HPLC analysis of the extracts of the fermentation broths
showed (Supplementary Table 54, Supplementary Figs. 55 and 56) that the total argot
alkaloid productiaties of these strains were statistically identical. Wild type O paspali
DSM-833 produced 18.30 = 1.05 pz'z total ergot alkaleids including 1.25+ 0.09 pz's
paspalic acid. The CPIDT2? and CPIDTE knockout strams produced 19.09 £ 1.30 ug'g and
18.41 + 050 pg'z total ergot alkaloids, including 1. 17+ 0.15 pg'z and 1.28= 011 pg's
paspalic acid, respectively. Lysergic acid was not detectable in the fermentation broths of the
wild type or the CPIDT2 or CPIDTS strains (Supplementary Fig. 56). Disinbubion of the
detected ergot alkaloids such as ermine, lyserme acid methyl carbonyl amide, ergonovine,
olyserzic acid methyl carboryl amude, erpimne and paspabe acid (Supplementary Table
54) were similarly not affected by the distuption of IDT brosynthesis.

Discussion

. paspalii= an ergot fungus of great vetermary, food secunity, public health and
phanmaceutical mportance (Cawdell-Smath et al. 2010; Eeller and Tudzynska 2002; Flisger
etal. 2003; Hulvova et al 2013). The amm of this study was to establish an easy-to-use and
reliable genetic modification system for the stable transformation of C. paspalr and to
valdate this system by generating a functional proof for the involvement of putatme core
genes 1dentified in the genome sequence of thys species 1o the biosynthesis of IDT's (Schardl
etal 2013). The resulting comenient ATMT protocol and the fimetional venfication of the
IDT bosynthetic gene cluster pave the way for the development of new O paspaly mutant
strans with supenior productvity of vanous secondary metabolites, inchiding ergot alkaloads
and IDTs of pharmacentical mterest.
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. paspali has long been used mn the pharmacentical industry to produce hysergic acid and
simlar ergot alkaloids in submerged liguid cultures (Ricicova et al. 1982; Socic et al. 1986).
Heverthaless, the tarpeted molecular genetic modification of this fimgus remamed 2 major
challenge due to the low efficiencies of most steps m the transformation workflow, meludmg
protoplast regeneraton, DA mitroduction, mitetically stable intepration of the mcoming
DA, and homogenization of the fransformant allele. Here we report that ATMT can be
suecessfully applied to overcome these challenges to generate targeted, stable and
homokarvotic gene replacements in the genome of C. paspal, and by extension, in other
Clattceps spp.

ATMT was developed as an effactive tool for the genetic engineering of 2 mumber of
mdustnally mmportant fung. This method has been used to merease the produchon of
vanous hydrolytic and bissynthetic enzymes and also to modify secondary metabolite
profiles, e.g. via the elimmaton of polvkende syvnthases (Zhang et al. 2003}, ATMT has also
beer employed successfully to venfy the roles of selected genes in some biosynthetie
pathways (lu et al. 2008, 2009).

The most important factors for the successful applicabion of ATMT for O paspali are the cell
density of the A, fumefaerans donor cells and the co-incubation time. Optionzation of the
bygromyeoin concentrafion to block the outgrowth of untransformed wild type colomes and
supplementation of the IM medium with acetosyringone to activate T-DNA generation m 4.
fumefaerens cells were also essential ATMT can also be camed out with a smularly high
efficiency on cellulose acetate ester membranes laid on agar plates. To elimmate
heterckaryotic cells that are typical in Clatzceps species (Amaen et al. 1967; Esser and
Tudzynski 1978, Tudzynski et al 2001), hygromydn resistant primary colomes had to be re-
1solated by repeated macrodissection of the edge of the colomes and senal passage on

by gromycin-containing plates. The final optinmzed workflow of C. pagpall tansformation
by A mmeficiens provided us with mutotically highly stable, homokaryotic transformants.
The observed proportion of homologous recombination (~33%) vs. ectopic infepration was
also encouraging 1 this expernment.

Functional identification of the IDT brosynihetic gene cluster also allowed us to reconstruct
the biocchemical pathway leading to the biosynthesis of the tremeorgenic IDTs paspalitrems A
and B in C paspali (Fig. 5). For this, we considered previous genome annotations and the
results of publizhed chemical and functional analy=es in P paxrll (Saikia et al. 2006},
Aspareilins favus (Zhang et al. 2004), P janthmelinm (Mickolson et al. 2015) and £ paspalr
ttself (Cole et al. 1977; Schardl et al. 2013; Uhlig et al. 2014). The putative IDT hiosynthetic
gene cluster spans two separate contigs on the gencme sequence assembly of . paspalr
FRC-4128 (Schardl et al. 2013). Contig TN61332] includes i, idtF sdeF, 1dtG, idel, and
1dt, while contig TN613322 harbors the :dfM gene. The translated protein products of the

C. paspal idrl, rdetM :dtB and :dfC genes show 33, 38, 56 and 45% 1dentifies with the
protemn products of the pax(s, paxM paxB and pax(” genes resident in the paxmilline chuster of
P paxilli. These genes encode a GGPP synthase, a FAD-dependent monooxvzenase, an
mtegral membrane protein and a prenyl transferase, respectively (Saikia et al. 2006; Scott ot
al. 2013). Collectively, these enzymes are responsible for the assembly of paspalne, the first
stable, cyche IDT intermediate (Saikia et al. 2008; Scott et al. 2013). The gene 14t codes
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for a putative cytochrome P430 monooxygenase that showrs 41% identity to PaxP of P
paxrlli (Scott et al. 2013). We propose that like PaxP, [dtP catalyzes the comversion of
paspaline to 13-desoxypaxilline via the intermediate {-PC-M6 by removing the C-30 methyl
group and mstallng the carbonyl oxygen at C-10 (Scott et al. 2013). The deduced Idt(} 1= a
P450 monooxygenase that 1s orthologous to Pax() of P pawily (37% identity). Fust as Pax(},
1dt]) may catalyze the C-13 coudation of 13-desoxypamilline to afford paxillme (Scott et al.
2013). However, orthologues of Idt0} also take part in the biosynthesis of aflatrems and
sherammine A m A. favus and P janthmellum, respectrvely (Zhang et al. 2004; Ehrlich and
Mack 2014; Nicholson et al. 2015). Fust as Atm() of the aflatrem producer 4. Favns
NEFEL654] (Micholson et al. 2009}, IdtQ) may altermatreely catalyvze the formation of
paspalimne from 13-desoxypaalline via paspalicine as an intermediate. Considenng that
both paspalicine and paxillne were detected 1 the O paspal — Paspalum difatzfum
(dallizgrass) association (Uhbiz et al. 2014), it is reazonable to assume that Idt0) does in fact
catalvze both the C-13 and the C-7 cxadafions of 13- desoxypaxilline. Whether paallne
may be comverted to paspalimme by 1410}, or paxilline represents a shunt product of the
pathway remains to be determined Finally, the prenylation of the C nng of paspalimne to
form paspalirem A is catalyzed by the IdtF prenyl transferase (Schardl et al. 2013),
followed by hydroxylation at C-32 by a stll unknown oxadase to afford paspalirem B.

In this study, we successfully replaced the rdi"BGF region of the IDT biosynthetic gene
chuster of O paspaliwith the Aph hygromyein resistance marker gene. This genomic region
encodes three (IdtC, B, and ) of the four core biosynthetic enrymes necessary for the
assembly of the hexacychie skeleton of IDTs. It also encodes the prenyl transferase IdtF that
decorates paspalimme to vield paspalitrem A Feplacement of these genes eliminated the
biosynthesis of the whole spectrum of IDTs that have been reported to be produced by this
ergot fimgus (Cole et al. 1977; Uhlig et al. 2014), includng paspaline, paspalimme, paxalline,
paspalitremn A and paspalitvrem B. Impertantly, the ArdtCBGF strams contmued to produce
ergot alkaloids indisturbed  Elimination of [DT production thus not enly venfiss the
deduced role of the putatrve IDT biosynthetie zene cluster of C. paspal (Schardl et al. 2013)
but also serves as a model for the generation of smmilar mutants in mdusmally relevant C.
paspals strains. The blockade of IDT biesynthesis m such mutants may reduce heightened
competition for precursors and cofactors during high-titer ergot alkaloid producton, and
thus may improve ergot productivity. Further, utilization of such mutants may also reduce
the costs associated with the downstream processing of ergot alkaloid products by
elminating the co-producton of IDT mycotoxns dunng mdustrial fermentations.

The optimuzed ATMT protocel desenbed in this arficle may be easily adapted for other
Clattoeps spp., and can find uhlity in other strain improvement projects. For example, the
copy mumbers of selected brosynthetic genes may be increased, or promoters and other
regulatory elements may be replaced to improve the yields of desired metabolites. Deeper
msights may also be gamed about the orgamzation, regulation and evolution of industially
mportant secondary metabolite biosynthetic zene clusters present m the fammly
Clavrcipriaceae (Panaceione and Schard] 2003; Haarmann et al. 2005; Schard] et al. 2004&;
2013; Hulveova et al. 2013; Young et al 2015; Kishimoto et 2l 2018). In addition, synthetic
biological platforms based on . paspalrstrains adapted for industnial seale fermentation
may provide us with novel metabolites with useful biological activities. Cratside the
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pharmaceutical mdnstry, facile genetic mantpulation of clavicipitalean fungl may also help
us to shed hight on the complex ecological mterplay that these funz engage m dunng plant-
fungus-herbrore multittophie mteractions (Panaccione et al. 2006).

Supplementary Material

Feafer to Web version on Publvied Central for supplementary material
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Figure 1. Construction of the pAz-1 TA-Aph-ETA deletion vector

Left and nght targeting arms (LTA and RTA, respectively) were zenerated by PCR using C
paspali D5M-833 penomme DNA as the template, and fused with the vector using m vifre
1sothermal Gibson assembly. Gene symbols: bph hygromyein phosphotransferase; optlT
neomyein phosphotransferase I (kanamvein resistance); &2, repheation imbiation gene;
oV, vegetative replication onigm; LB and BB, left and nght T-DNA border, respectrvely.
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App! Microbiof Biotacinel, Aurhor mamuseript; available in BMC 2018 April 01.

115



duosnue ) Jloyny yduasnuepy Joyiny duosnuepy Joyiny

jduodsnuep Joyiny

Fozik et 2l Pazz 18

A
£ Seamiy
—'-A(l
Sy
ECpREeEEgsEs
sgaga8ags ==
Ezzﬁz:%zzéég‘
o UOUuUGouUUuB gl
8 - s - F - R Q-’O(l)(irp
wy ¥
M Fae 0K W F e i0r R g. ..m “'”S'
- n L
§.3 34 § ]
urr-m-n I
1000
l- ::a:z =
(UL Ry e
N W I | mmv
B e —) “"",y
3,538 by -. ’ L L L)

LOUT F ot iy . R
5000 by
i 3 U el

Figure 3. PCR analysis of the genomic DNA of the transformants

A: The hph gene 15 detected in C. paspali ransformants CPIDT1-12. but not in the wild type
control (WT), by amplifying a 415-bp intemal fragment of the gene using the Api-F and
bph-R pnmers. B: PCR primers designed to detect the presence of the sdfC (primer pair:
1dtC-F and 1dfC-R) and 1d¢F genes (primer pair- 1dtF-F and :dtF-R). The predicted sizes of
the PCR amplicons are also shown. C: PCR primers designed to detect the replacement of
the :dt{CBGF genes by the Aph gene (prmer pairs: LOUT-F and Aph-R; Aph-F and LOUT-R)
and the predicted sizes of the PCR amplicons. D: PCR analyses of the CPIDT1-12
transformants and the wild type C. paspalr for the presence of the 1dfC and 1d¢F genes, and
for the cormrect site-specific integration of the hph gene.
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Figure 4. Metabolic profiling of C. paspali strains
Extracted ion chromatograms are presented for the [M+H]™ 1ons of key IDT products m

extracts of the submerged cultures of the wild tvpe O paspaly DEM-833 and the stramm
CPIDT2, arepresentative ArdtCBGFomtant. The stuctures, molecular formulas, and the
mass to charge ratios (m/z) of the [M+H]" 1ons of the IDT congeners are also shown.
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Figure 5. Proposed biosynthetic pathway for IDTs in C. paspali
IPP, 150pentenyl diphosphate; DMAPP, dimethylallyl diphosphate; GGPP. geranylgeranyl
diphosphate.
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Abstract

Claviceps paspali is used in the pharmaceutical industry for the production of ergot alkalods. This fungus also bosynthesizes
paspalitrems, indole diterpene (IDT) mycotoxins that cause significant economic losses i agriculture and represent safety
concems for ergot alkaloid manufacture. Here, we use Agmobacterium-mediated transformation to replace the idt? and the
idtl genes in the [DT biosynthetic gene cluster of . paspali with a selectable marcer gene. We show that the AidtP knodcout
mmutant produees paspabne, the first DT imtermediate of the pathway. The AidtF stmin produces unpreny bited [DTs such =
paspalining and paspaline. These expenments validate the function of idtF = the gens encoding the cytochmme P450
monooxygmase that oxidizes and demethyvlates paspaline to produce 13-desoovpaxilline, and that of idtF as the gene that
meodes the o-prenyltmns fermse that prenylates paspalining at the C230 or the C21 positions to vield paspalitrems A and C.
mespectively. In addition, wealso show that axenic cultures ofthe wild type, the AidrPand the AidiFmutant C. paspali strins fail
to produce an assembly of [DTs that are present in C paspali-Paspalium spp. associaions.

Introduction

Claviceps paspal is a hypocrealem fimgus that has been used
in the phammacentical industry for decades to produce engot
alkaloids. These alkaloids serve as promumors for the mam-
facture of dmgs that treat Parkanson®s disease and migmime
(Arcamone et al. 1960; Tudzynsk et al. 2001), In its natual
emvironment, (. paspali forms an association with dallis
grasses (Paypalum spp. ) and produces not only engot alkaloids
but also indole diterpenes (1ID775) such as paspalitrems (Cole
e al. 1977: Uhlig et al. 20014). Ingestion of grasses and grams

contaminated with paspalitrem IDTs causes an amay of

Electromic supplementary material The mline version of this article
vt Hedod o100 00T 122230204007 T7-46) contains supplementary
material, which & available o authodzed users.
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symptoms in large animals often referned to as “Paspalom
stagpeer,” chamctenzed by tramor, ataxia, and convulsions.
Although Paspalum stagper is ranely lethal for the intoxicabed
livestock, reduced body mass gain and culling due to acci-
dents suffered by the animals & a result of uncoordinated
movement lead to large losses in agniculture (Cole et al.
1977, Moyano et al. 2000; Cawdell-Smith et al. 2010},
Importantly for the phamaceutical industry, C. paspali pro-
duces IDTs not only when it forms associations with host
plants but also in axenic cultures. The presence of [DTs com-
phcates the isolation and purification of ergot alkaloids during
downstream processing in industrial fermentations, Thus,
safety concems and process economics both led to a demand
in the pharmaceutical industries for paspalitrem non-
producing mutant . paspali strains (Koeik et al. 200 8).

Paspalitrems are derived from paspaline (1, Fig. 1), the
simplest cyclic IDT that contuins a tetracyclic diterpene maoi-
ety firsed with an indole group (Kozik etal. 2009). The cyelic
diterpene of paspaling is denved from geranylgeramyl diphos-
phate, while the indole originates from tryptophan via indaole-
3-ghycerol phosphate (Liu et al. 2005). Tailoring of the com-
mon paspaling core by various enzymes (e.g., P450
monooxy genases, prenylmnsferases, and FAD-dependent
monooxygenases) vields the considemble chemical diversity
within the [DT group of fimgal secondary metabolites (Kozik
et al 2019).
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Ag.1 Proposed blosynthests of
paspalitrem B in O pagpali.
Structures of revese prenylsied
peipaline dervatives obtained

n witro usmg par fied Atm D of
A fnvaer or PaxD of B perci 5 are
aba shown

Paspalinine, 3

Paspalitrem A, 4 l?

Paspalitrem B, 2

Biosynthetic gene clusters for most of the known
paspaline-denved [D7s have been identified, and the mdivd-
ual biochemical steps leading to the main IDT groups are well
characterized (Young et al. 2005; Young et al. 2006;
Nicholson et al. 2009; Tarm et al. 2004; Nicholson et al.
2015). However, DT biosynthesis in the industrially mmpor-
tant IDT producer C. paspali remained little studied.
Previously, we provided fundional proof for the involvement
of a putative IDT biosynthetic locus of O paspali DSMB33,
identified by genome sequencing, in the production of
paspalitrems. Deletion of the idtCBGF genes of the
paspalitrem chuster of C. paspali resulted in the compleks ab-
mogation of all [DT-related metabolites, while ergot alkaloid
production contimued undisturbed in the mutant. We also pro-
posed a biosynthetic scheme for paspalitrern B (2, Fig. 1) in
this fungus wsing biomformate analysis of the biosynthehic
genes and by detecting IDT intermedhiates in fermentation ex-
tracts of the wild-type strn (Kowdk et al. 200 8).

During paxilline biosynthesis in Panicillium paxilli, the
cytochrome P450 monooxygenase (PaxP) catalyzes the

ﬂ Speinger

lldtGCMB

i

IPP + DMAPF + Indole-3-glycerol phosphate

21-prenylated paspaline

22-prenylated paspaline

Paspalitrem C, 5

oxndative ehmmation of the pendant methyl group at C12 of
the common intermediate paspaline (1, Fiz. 1) and generates
the C10 ketone to yield 13-desoxypaxilline (McMillan et al.
2003), In P paxilli, ddetion of paxP results in the accumula-
tion of paspaline (Nicholson et al. 201 5). In contrast, deletion
of janP {encoding the comesponding PaxP orthologue) during
the biosynthesis of sheannines in P janthinellm results nthe
elimimation of the production of all IDTs, inchding paspaline
(Micholsonet al. 200 5). Finally, although the PaxP orthologue
TerP of Tolvpocladium album is able to convert paspaline to
1 3-desoxvpaxilline, during terpendole biosynthesis 13-
desoxypaxilline 15 only a shunt metabolite, with paspaline
serving as the substrate for Ter() which hvdmoxylates the
Cl11 carbon, giving rise to terpendole E (Motovama et al.
2012). The bosynthesis of lolitrems follows a smilar logic
in Neotvphodium lolii/Epichloé festuoaé (Saikia et al 2012),
InC. paspali, the candidate ereyme catalyzang the conversion
of paspaline to 13-desoxypaxlline 15 [P that shows 41%
amino acid sequence identity to PaxP. Considering the above
precedents, we were interested to establish whether deletion of
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idtP in C. paspal would lead to abrogaton of TDT biosynthe-
sis; accumnulation of paspaline: or perhaps the biosynthesis of
shunt paspaline derivatives modified by erevmes with broad
specificity, such as a prenyltransferase that may accept
paspaling for prenylation (Liv et al 2003).

During paspalitrem biosynthesis in C. paspali, 13-
desoxypaxilline is proposed to be converted to paspalinine
3, Fig. 1) by the 1di0} cytochrome P450 monooxy genase via
oxidations at the C13 and C7 positions. Paspalitrems A and C
4 md 5, Fig. 1) are formed by the prenylation of the C21 or
C20 positions of paspalimine (3), respectively, by a
monopranyl tmnsferase, suggested to be [dtF (Komk et al,
208). In A, flavus, prenylaion of paspalimine is catalyzed
by the AtmD) preny ltmns ferase to vield aflarem or f-aflatrem,
the structural isomers of paspalitrems A and C, respectively.
Surprisingly, IdiF shows only very low similarity to Atmily
21.2% identity over 74% coverage at the amimo acd level).
In fact, AtmD} shows higher similarity to the DmaW
prenyltmansferase of the erpotalkaloid biosynthetic gene clus-
ter of C. paspali (27.4% identity over 92% covemge at the
amino acd level). Indeed, crosstalk between different fimgal
bios ymthetic gene clusters and localization of some secondary
metabolite biosynthetic penes outside of the mam cluster 1=
often encountered. Thus, considenng that IdF 1= not an Atml
orthologue, experimental verification of its deduced wle in
paspalitrem biosynthesis in C. paspalf is necessary,

In the current work, we set out to provide proof for the
fimetion of P and IdtF by knocking out the idtP and ideF
genes of O paspali and companng the IDT profils of the
mutant strams to that of the wild tvpe. At the same tme, we
hoped that we may be able to block IDT biosynthesis at the
paspaline or paspalimne stage, thus opening the way for the
establishment of farmentation technologies for the large-scale
production of the IDT muclens for subsequent chemical or
biosynthetic denivatization and structure—activity relation-
ship studies for pharmaceutical drug discovery.

Materials and methods

C. paspali DSME3I} was wsed throughout this work, The
maintenance of the fungus, farmentation conditions, sample
preparation for DT analysis, and genomic DNA isolation was
carried out as desariber eardier (Kozik et al 2018). PCR reac-
tions were camried out in 50 pl total volumes, contaming
A ng genomic DMA, or 1 ng plasmid DMNA as the template,
respectively: 0.2 mmol/L of each dNTP; 1 pmol/L of each
primer; | pL Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase:
and 10 pl. HF buffer (New England Biolabs, Ipswich, MA).
Readion conditions were as follows: 98 °C for 180 s for the
imitial denaturation, followed by 31 cyeles of amplification
(98 “C for 10 s, 85 °C for 15 5, 72 °C for 30 skbp), and a
final extension siep of 6 s’kbp at 72 2C.

Constnictions of the pAg-idtF-KO and pAg-idtP-KO0 vec-
tors for the disruption of the i@tF and idtP genes, respectively,
were carried out from overlapping PCR. fragments using the
Gibson Assembly Master Mix (New England Biolabs,
Ipswich, MA) (Fig. 2). The hygromyein phosphotmnsferase
gene (hph) (Gritz and Davies 1983) of the pAg-H3 vector
(Zhang et al. 2003) and the rest of the vector were ampbified
by PCR in two separate reactions {primers are listed in
Supplementary Table $1 of the Supplementary Information ).
The left and right targeting anmms for the idF and the idtP genes
wene alsoamplified by PCR using C. paspali genomic DNA as
the template and appropriate primers (81 Suppl ementary
Tahble S1). The four PCR ampheons {the Aph gene, the rest of
the pAg-H3 vecor, and the sppropriate keft and nght tangeting
sequences)were fiused usmg the Gibson Assembly Master Mix,
utilizing overlapping sequences between the adjacent DNA
fragments at the 5’ ends of the pnmers. The resultmg Gibson
reaction products were trmnsformed into £, coli XL1-Blue
chemical competent cells (New England Biolabs, Ipswich,
MA], and the transformed cells were grown on LB agar plates
supplemented with 25 pg/mL kanamycin, Plasmids from
kanamycinrssistnt colonies were solated using the EZ-10
Spm Column Plasmid DMA Minpreps Kit (Bio Basic Inc.,
Toronto, Canada) md verified by diagnostc PCR and DNA
sequenang. The correctly assembled pAg-idd-KO and pAg-
idtP-K.O plasmids were separately transformed mto
A, tumefaciens LBA44M dedrocompeatent cells (Takam Bio
Ine., Kusatsu, Japan), and the tansformants were selected on
LB agar plates supplemented with kanarmycn (25 pg'ml) and
streptomycin {50 pg'mL). A tumefacians-mediated tmnsfomma-
tion of C. paspali, and the selection and homogenotization of
imitial transformants were carried out as described previ-
ously (Kozik et al. 2018). The genotypes of the C. paspali
transformants were validated for the expected gene knock-
out alleles using diagnostic PCR reactions as described in
the “Results™ section, using appropriate primers (51
Supplementary Table S1).

Three validaied isolates were colleded for each knodkout
mutant strain, and these were evaluated in shake flask fermen-
tations for [DT congener production. Two isolates of each
mutant stram and the wild-type strin were subsequently ana-
lyzed in detail by determining their IDT profiles in the fer
mentation extracts, using liquid chromatography—high resolu-
tion tandem mass spectrometry (LC-HRMS®) analysis using
an Aglent (Santa Clara, CA) 6550 1Funnel O-TOF mass spec-
trometer connected to a 1290 Infinity LC System.
Experimental conditions for the fermentation, HPLC separa-
tion, and mass spectrometry were desoribed carier {Kozak
et al. 2018). In the cument work, the target compounds
(paspaline 1, paxilline, paspalimne 3, paspalitrem A 4,
paspalitrern C 5, and paspalitrern B 2) were identified by com-
parison of their retention times and exact masses to our previ-
ous dats (Kozik et al. 2018). The presence of additional
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Ag.2 Comtructon of the pAg-ift®-KO md pAg-id PO veclors. The
lefand Aght trgeting srms (LTA and FTA, respectively ) for the it and
i genes, mapactively, were PCR amplifial fom the genomic DINA of
the . parpali EME33 strain. The backbone of the pAg-H3 plasmid
fweithout the hph pene and the hph gene alone were amplified separsiely

paspalitem-related 1DTs (81 Supplementary Table 52) has
been investigated wsing extmcted on chromatograms (EFCs )
with namow mass windows (0.02 Da) for the analvies, with
specificity ensured by the acquired high mesolution MS data
The fragmentation profiles of the man [DTs isolaed from
. paspali were described in our previous work (Koziak
et al. 2008). Dats shown ane representative of at least twvo
fermentation experimants with two independent isolaes each
per stram, in two technical rephcates.

Results

To venfy the proposed functions of the idtP? md idtF genes in
paspalitrem biosynthesis in C. paspali, we used
A tumefaciens-mediated transformation (Kozdk et al. 2018)
to separately replace these target genes in their entireties with
the hygromyein resistance (hph) sclectable marker gene.
Genomic DNA of 15 hygromycin-resistant transformants
aach from the idtF md the fdP-tarpeted mutant strains, re-
spectively, was isolated and used as tamplates for a setof PCR
reactions to validate the gene knockout events. Four
transformants (CPIDTF2, CPIDTF3, CPIDTF7, and
CPIDTFY) were found to lack the idtF pene, and three
trans formants (CPIDTPL, CPIDTPS, md CPIDTPL L) wens
validated to miss the idtF gene. The wild-twpe C paspali

L Springer
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and fsed with the approprige LTA and RTA amplicons using Gibson
sembly. Gene symbok: hgh, hygromyein phosphotanafersse; npdl
napmyein phosphotamaloase 1 (kanamycn resitance); (A, plammid
replication initation gene; orV, vegetative ordgin of replication; LB and
RE, left and right T-INNA border, respactively

[¥SME3 Y mnd a stran tmnsformed with the pAg-H3 plasmd
were included as positive controls, and these displaved the
intact idtf oridiPallels (Fig. 3d). Further PCR reactions with
primers specific for the by gromyein resistance gene md those
bracketing the mutant alleles showed that the selected
trmsformants lacking the wild-type alleles have indergone
double homologous recombination repladng the idtF or the
idtF gene respectively. with the hvg hygromycin resistance
pene (Fig 32 and f). Genomic DNA from the wild-type strain
and that transformed with the pAg-H3 vector did not yield
PCR amplicons, s expected. Taken together, these PCR ex-
periments proved that the CPIDTF2, CPIDTF3, and
CPIDTF7 isolates are homokaryotic for the AidF allele,
while the CPIDTPI, CPIDTPE, md CPIDTPII isolaes are
homokaryotic for the AigdtP allele. Thess independent isolates
representing the same stram (AddtP, or sepamtely AidtF) ware
verified to be indistinguishable during subsequent
fermentations.

Met, the IDT congmer profiles were deermined in fer-
mentations with the wild type, the AideP (represented by iso-
lates CPIDTP1 and CPIDTPE) and the AidtF C. paspali
stmins (represented by isolates CPIDTF2 and CPIDTE 7).
We searched extmcts of 12 days old fermentation cultures of
these stmins using LC-HEMS® for the presence of expected
hiosynthetic intermediates such as paspaline (1), {-PC-MA,
| 3-desomypaxilling, paspalicne, paxilling, and paspalining
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FAg. 3 PCR validation of C. paspali transformants. a The IDT
biosynthetic koci of C paspali DSM833. Amow pairs indicate the
lcations and the sizes (in base pairs) of the PCR amplicons that were
designal 10 detect the mtact copies of the idtF (primer pair: iddF-F—idiF-
R)and the Wi genes (primer pair: idt P-F-iltP-R), respectively. band ¢
The AidtF (b) or the AidrP (¢) mutent alkles respectively, whereby the
hph gene mplaces the taget gene. Arow pairs indicate the locstions and
sizes (in base pairs) of the amplicons that were designed 1o validate the
wplacement. Primer pairs for the AdtF allele: idFout-F-hph-in-R; and
hphrinF—idtFou-R. Primer pairs for the Aide? allele: iddP-out-F-hph-
m-R and hph-in-F-idPout-R. d PCR analysis © detect the p of
the intactiddF (1op row) or it gene (bottom row). DNA from the wild-

(3): and for main fermentation products such as paspalitrem A
(4). paspalitrem C (5). and paspalitrem B (2) (Fig. 4. SI
Supplementary Tables S2 and S3). As expected, the wild-
type C. paspali DSM833 strain produced paspalitrem B (2,
m/z 518.2881 for the [M+H]" ion, calculated 5182906 for
C3:HyNOs). The wild-type stmin also produced two IDTs
with different retention times that correspond to the structural
isomers paspalitems A and C (4 and §, m/z 5022946 and

type C paspali DSM833 and 2 strain ransformed with the pAg-H3
plasmid (CP-hph-1) sre included as positive controls (intact iddF or idtP
alleles). Transfomnants CPIDTF2, CPIDTFS, CPIDTFY, and CPIDTFY
lack the WdF gene. Transformants CPIDTPI, CPIDTPS, and CPIDTP 11
miss the ” gene. e and £ PCR analyses to detect the AiddF (e) or the
AP (N mutant alleks, repectivdy. DNA from the wikl-type C paspali
DSMB33 mnd = strain trams formed with the pAg-H3 plasmid (CP-hph-1)
are included as negative controls (intsct idtF or idd” alkles). In
tamsformants CPIDTF2, CPIDTF3, and CPIDTF?, the idF gene & re-
placed by the jiph gene. In transformants CPIDTP1, CPIDTPS, and
CPIDTPY, the P gene is replaced by the hph gene

502.2936 for the [M+H]" ions, calculated 502.2957 for
C3:H:gNO;). Intarmediates of paspalitrem biosynthesis were
not detected inthe extracts of the wild-type strain inthisset of
expenments, although trace amounts of paspaline, paxilline,
and paspalinine had previously been obsarved in similar fer-
mentations (Kozak et al 2018).

Analyses of fermentation extracts of the AidtP stran (s0-
lates CPIDTPI and CPIDTIPS) revealed the absence of all
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Fg. 4 IDT profiks of the wildtype and mutant O paspali strains.
Extracted fon ¢ hromskogmms are shown for the LO-HRMS® analysis of
the selecied TDTs in the fermentation e xtrae s of the wild-ype C. paspali
[EMESS, the Adt® mutant CPIDTP] and the At mutant CPIDTF2
Arama. Compounds were identified based on thelr exset mass with a
narmow mas window (002 De), and their fragmentstion patierns were
eompared o thase deseribed in prvious Hiersture examples (Uhlg et al.

paspalitrems (Fig. 4, I Supplementary Tables 52 and 53).
The only IDT congener which could be detected was
paspaline (1), Just as with the AidtP trans formants, the analy-
s of the farmentation extrmcts of the AddtF struin (isolabes
CPIDTF2 and CPIDTFY) also indicated the complate lack of
prenylated [DTs. However, a new [M+H]" ion at m/z
434 2304 was detectad in the extracts (Fig. 4) at the retention
tme charactenistic of paspalining (3) and comesponding to the
molecular formula of this intermediate (4342331 for
CarHazMOy). In addition to paspalining (3), the production
of small quantities of paspaline (1) was also observed (Fig. 4).
Besides the above mentioned biosynthatic mismmediaes and
major products, a number of additional [DTs featunng the
paspalitrem or the paspaline scaffold were also detected
Faspalum dilatatum samples infected with © paspali (Ublig
o al. 2004). We carefully searched for the exadt masses of the
protonated ions of these membolites, as well for prenylated
paspaline malogues (Lin et al. 2003) in the farmenttion extmots
ofthe wald type, the At P and the AkdtF strains, but nomeof these
metabolites coukd be detecied in the current expenments.

Discussion

. paspal produces tremorgane paspabitran 10T congenes
both axenic cultures and m its netral associabon with Paspalon

L] Springer

20 4: Kochk et al. 201 8. Peak imemniies (Y ads) and dnumuu_a;qilic
retention times (X axis) are shown with the sane scale for tx:]lma]_'fh: ]
el itate comparton. The representative on chromatograms (EICs) ane
arranged in & matix the swdied DTS vary within the colurms and the
different atraim VLY withm the rows (e bek on the lefl side of the
rows and above the colummms)

spp. (Uhlig et al. 2014; Kozik et al. 2008). Ingestion of grss
contammated with paspalitrem mycotoxms by lvestock canses
senous losses for agriculture, especially in the Southern
Hemisphere (Moyano et al 2010). In our previous work, we
identified the paspalitrem gene cluster of O paspali by the dis-
rupton of the idCEGF gme boas using A homefaciens-medi-
ated pene dismption. As the poiem products of three ot of the
four deleted genes are esponsible for the assembly of paspaline
(1), a8 commim intermediate of paspalme-type [DTs, ddetion of
this locus reulted in the complete eimination of the full spec-
trum of ID7s m . paspali (Kowdk o al 2018).

In the current work, we set out to substantiate bioin-
formatic predictions for the function of the idtP and
idtF penes wsing specfic gene knockouts that are not
expectad to disturb the functions of any other genes in
the IDT biosynthetic pene cluster of C. paspafi. The
encoded product of the idtP gene is a cytochrome
P450 monooxygenase with 41% sequence identity to
PaxP of P paxilli. In paxlline biosynthesis, PaxP me-
diates the oxidative comversion of paspaline (1, Fig. 1)
to 13-desoxypaxilline. Deletion of paxP m P paxilli
resulted i the elimination paxiling poducton and the
accumulation of the mtermediate paspaline (1) (Saikia
et al. 2007). Just as with the ApaxP mutation in
P paxilli, we found that the deletion of ideP in
C. paspali leads to the accumulation of paspaline (1)
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and the complete elimmation of any downstream bio-
synthetic products such as paspalinine (3) and
paspalitrems A, B, and C (2, 4, and 5). Importantly,
the mactivation of idtP orthologues n other IDT pro-
ducer fungi wielded different results. Thus, dismption of
JanP m the shearmine producer £ janthinellum resulted
in the elimination of the production of the full spectrum
of IDTs, ncluding the production of paspaline (1) that
is the substrate of the JanP cytochrome P450
monooxygenase (Micholson et al. 20015). This indicates
that the overall regulation of the assembly of the DT
scaffold differs in P janthinellum from that of
C. paspali and other DT producers such as P paxilli,
Even more surprisingly, inactivation of the ideP
orthologue rerP in the terpendole producer T. album
leads to the accumulation of terpendole E, a Cll-
hydmoxylated derivative of paspaline (1), and the appear-
ance of a new shunt metabolite, 11-katopaspaline. This
indicates that duning the biosynthesis of the terpendoles
(and by extension, that of the lolitrems), oxidation of
paspaline (1) catalyzed by Ter() {and Ltm(} for
lolitrems ) precedes that of Ter? (and LtmP), in contrast
to the hicsynthetic order of the orthologous enrymes in
the rest of the paspaline-derived IDTs such as
paspalitrems, aflatrems, shearinines, penitrems,
sulpmines, and janthitrems (Saikia et al. 2012;
Motoyama et al. 2012).

Among the various [DTs, paspalitrems are most sim-
ilar to and constitute the structural isomers of the
aflatremns that are produced by Aspergills flavus (Cole
et al. 1977: Gallagher and Wilson 19793, Thus, nomal
prenylation of the indole moiety of paspalinine (3) at
the C21 and C20 positions yields the 2-methylbut-2-
ene side cham in paspalitrems A and C, respectively
(4 and 5, Fig. 1) For aflatrems, reveme pranylation of
paspalining at the same positions affords the 3-
methylbut-1-ene side chams of f-aflatrem and aflatrem
A, respectively. IdtF of C. paspali is a predicted
prenyliransferase with 21% identity over 78% of the
amimo acid sequence to AtmP encoded in the aflatrem
gene cluster of A, flovus that is mesponsible for the re-
verse premylation of paspalinine (3) (Liu et al. 2013).
KtF shows similar levels of identities to PtmD and
PenDy (both 21% over 95% covemge at the amino acid
level), normal prenyltmnsferases that modife f-paxtriol
during penitrem production in Penicillinm strains
(Oikawa et al. 2016). We proposed that IdtF in
. paspali is responsible for the normal prenylation of
paspalinming (3) at the C21 or C20 positions to afford
paspalitern A or C (4 or 5), respectively (Kozik et al
2018). In agreement with this, the Ai@F kmockout strin
of C. paspali was unable to produce prenyl-labomted
IDTs, and accumulated paspalinine (3) with minor

amounts of paspaline (1) also detectable. This result
clearly validates the predicted function of IdiF as a
paspaling C20 or C21 normal prenyliransferase. This
also indicates that normal prenylation of paspalinine
(3) (as with IdtF) vs. meverse prenylation of the same
substrate (as with Atm[}) demanded the parallel evolu-
tion of non-orthologous prenyliransfermses despite the
identical substrate. On the other hand, normal
prenylirans feruses such as IdF vs. PtmD or PenD are
also highly divergent, reflecting the different substrates
(paspalimne 3 vs, f-paxtnol).

Punfied Atml from A. favus and PaxD from B pailli were
reporied to accept paspaling (1) as m altemative substrabe invito
and catalyze the formaton of paspalme denvatives o-preny lated
atthe C21 or C22 positions (Fig. 1) (Liu etal. 2013). Smee the
C. paspali AidtP stram accumulates paspaline (1) and has an
intact copy of the idtF gene, we considered that the
preny bransferase EF may also be able o produce preny lated
paspahine dermvatives. We abo considered the possibibity that the
prenylrmsferase DmaW from the agot alkalod biosynthetic
gene cluster of C paspali (27 4% identity over 92% coverage
at the amino acd level to AtmD) may engage in metabolic
cmastulk to produce premvlated paspabine denivatives. However,
no metabolites could be detected with the caleulated m'z of
monopreny bpaspalme or hydmoxypranyl-paspaline in the fer-
mentation extracts of the wild type or the AidtP strams. This
mesult indicates that at lesst in vivo, nather [dF nor DmaW
would accept paspaline (1) as a substmie, although just as with
AmmD md PedD, purified I8 or DmaW may catalyre paspaling
monopranylation with a low effidency in vitro,

Uhlig and coworkers (Uhlig et al. 2014) showed that
in addition to the expected biosynthetic intermediates of
paspalitrem bicsynthesis, field samples of . paspali
(such as the € paspali-F dilatatum association) also
produce a number of compounds with the paspaline or
paspalitrem scaffold Thus, we investigated the presence
of such analogues in axenic cultures of C. paspali
DSME3II and its AidtP and AidtF knockout strains.
However, none of these amalogues (51 Supplementary
Tahle 82) was detectable. This discrepancy betwesn
the DT profiles of the field samples vs. the axenic
cultures may be explained by dissimilar regulation of
gene expression andior the presence of plant-derived
enzymes and the extended cultivation period in the case
of field-col lected samples.

In this studv, we demonstrated that targeted disrup-
tion of the fdtP and idtF penes in C. paspali modulates
the DT product spectrum towands paspalinetype [DTs
such as paspaline (1) and paspalinine (3). These results
highlight the metabolic engineering potential of the
A nmefaciens-mediated C. paspali tmnsformation sys-
tem (Kozmik et al. 20018) in creating efficient platforms
for the production of the IDT nudens for combinatorial
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biosynthesis and the large-scale production of complex
[DTs for various biomedical applications in the future
(Kozik et al. 2019)
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