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BEVEZETES

Az indol-diterpének (IDT-ek) kis molekulatomegii mikotoxinok, amelyeket eddigi
ismereteink szerint az Aspergillus, Penicillium, Eupenicillium, Claviceps, Epichloé,
Escovopsis, Neotyphodium, Periglandula és Tolypocladium nemzetségbe tartozé gombafajok,
valamint a Mucor irregularis gombafaj (Mucoromycota) termelnek. Az IDT-ek hirhedt
mikotoxinok, amelyek neurotoxikus ¢és remegéses tlineteket valtanak ki az azokat elfogyaszto
rovarokon ¢és emldsokon. Az IDT-ek ezen bioldgiai aktivitdsa legaldbb részben annak
tulajdonithatd, hogy gatlo hatast fejtenek ki az idegrendszer kalium csatornaira. Az IDT-ek altal
eloidézett, sok esetben tOmeges mérgezések komoly gazdasdgi kéarokat okoznak az
allattenyésztési szektorban ¢évrél évre, ugyanakkor ezek a komponensek — biologiai
aktivitdsuknak koszonhetden - a jovOben alapjat képezhetik a ndvényvédelem teriiletén
hasznosithato, 0j hatasmechanizmust rovar6lészerek kifejlesztésének. Az IDT-ek ezen feliil
szamos tovabbi, valtozatos bioldgiai aktivitassal jellemezhetok, amik a nem til tavoli jovoben
alkalmassa tehetik ezeket a vegyiileteket arra, hogy a human és allatgyogyaszat teriiletein
hasznosithat6 gydgyszerhatéanyagok kiinduldsi anyagat képezhessék.

Bioszintézisiikk sordn ezek a metabolitok egy geranilgeranil-difoszfat molekuldbol
(GGPP) és egy indol csoportbol épiilnek 6ssze. Szinte minden eddig leirt IDT génklaszter
tartalmazza azokat a konzervalt, korai 1épéseket kodold géneket, amelyek a legegyszeriibb
felépitésti ciklikus IDT, a paszpalin bioszintézisét teszik lehetové. A korai 1épéseket kodolo
gének mellett minden IDT bioszintetikus génklaszterben fellelhetéek azok a sok esetben egyedi
gének, melyek enzimtermékei felelnek a paszpalin tovabbi modositasaért, ezaltal pedig a
kiilonbozd gombafajok altal termelt IDT-ekre jellemzd nagyfoka kémiai diverzitasért.

A C. paspali egy novényi parazita Ascomycota torzsbéli gomba, amely Paspalum
fuféléket fertéz. A gomba a gazdandvénnyel kialakitott egyiittélés soran, egy meghatarozott
¢letciklus-szakaszban szklerociumot képez, amely a legelészd allatokkal és rovarokkal
szembeni védekezési stratégia részekeént hatasos rovar- €s emlds toxinokat tartalmaz. Ezek a
toxinok kémiai felépitésiik szerint két jol ismert csoportba, az IDT-ek, valamint az ergot
alkaloidok csoportjaba tartoznak.

Habar az ergot alkaloidok veszélyes mikotoxinok, a C. paspali altal okozott
mérgezésekért nem ez a vegyiiletcsoport tehet6 feleldssé. Ennek oka az, hogy a C. paspali altal
termelt ergotamid tipusu ergot alkaloidok toxicitasa sokkal kisebb, mint azoknak az
ergopeptideknek, amelyeket jellemzden a rozst fertdzd, és a kozépkori ergotizmusok

kialakulasaért felelos C. purpurea termel. Ugyanakkor a C. paspali azon tulajdonsaga miatt,
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hogy nem csupan parazita kultirdban, de fermentéacids koriilmények kozott is képes nagy
mennyiségben ergot alkaloidokat bioszintetizalni a gyogyszeripar szamara kiemelkedéen
fontos mikroorganizmussa valt.

A C. paspali szkleréciumaban fellelhet6 toxinok masik csoportja az IDT-¢k csaladjaba
tartozik. A C. paspali altal eléallitott IDT-ek a paszpalitremek csoportjaba sorolhatd
monoprenilélt paszpalinin szdrmazékok. Ezen feliil a szkleréciumban szamos paszpalin tipusu,
prenilalatlan IDT-t is kimutattak mar, amik minden bizonnyal a paszpalitrem bioszintézis kozti-
¢és melléktermékei.

A C. paspali altal termelt IDT-ek jelenlétét, valamint azok fajtiit a munkank
megkezdéséig csupan a szklerociumban vizsgaltak. A szklerociumban eléforduld f6 IDT-ek 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 eldallitani a P. dilatatummal térténd
egytttélésekor.

A déli félteke szamos orszagaban a P. dilatatum széles korben termesztett, igen elterjedt
haszonndvény, melyet tobbek kozott szarvasmarhak, birkdk, valamint lovak takarmanyozasara
alkalmaznak. A P. dilatatum egyik legnagyobb hatranya a takarmanyozasban az, hogy az azt
fogyasztd éllatok gyakran szenvednek mérgezést a novényen eléfordulé gombatoxinok miatt.
El6szor Brown és Rank mutatott ra 1915-ben (Brown és Rank 1915), hogy az ilyen tipusu
mérgezéseknek a kivaltd oka a P. dilatatummal szimbidzisban ¢16 gomba, a C. paspali.

A C. paspali altal okozott toxikozis elsdsorban a déli teriileteken, mint Ausztraliaban,
Uj-Zélandon, Dél-Afrikaban, és Dél-Amerikdban okoz problémat, de szamos esetleirds
szdrmazik mas teriiletekrdl is, mint példaul Spanyolorszagbol, Portugaliabol vagy az Egyesiilt
Allamokbol. Habér a C. paspali szklerécium tartalmaz ergot alkaloid tipusi metabolitokat is, a
mérgezésért minden esetben a gomba altal termelt paszpalitrem tipust IDT-ek, elsdsorban a
paszpalitrem A, B és C felelnek. A C. paspali szklerocium elfogyasztasa altal eldidézett
tiinetegyiittest a szakirodalom Paspalum kergeségnek nevezi. A Paspalum kergeség
legjellemzObb tiinetei a fej, a nyak, valamint a végtagok remegése.

Az allatok altal elfogyasztott toxin mennyisége az esetek tilnyomo tobbségében
onmagaban nem halalos. Az allatok elhullasahoz altalaban a koordinalatlan mozgésbol eredd
balesetek vezetnek. Viszonylag kevés feljegyzett informacio all rendelkezésre arrol, hogy a C.
paspali altal termelt IDT-tipust toxinok mérgezéses eseteket okoztak volna emberekben. A
leginkabb emlitésre méltd eset az 1946-os nagy indiai rizshianyhoz kothetd, amikor India
bizonyos teriiletein szélesebb korben fogyasztottak P. scrobiculatumot, amit egyfajta kdlesként

tartanak szamon. Ebben az idében tobb esetleiras jelent meg arro6l, hogy sok esetben remegéssel



jardé mérgezéses tiinetek voltak megfigyelheték a koles elfogyasztasa utan. Ezek a tiinetek
jellemzden egy egyedi megjelenésii, magasabb és sotétebb P. scrobiculatomhoz voltak
kothetdk, amelyen késobb kimutattak a C. paspali szklerociumok jelenlétét. Kozegészségiligyi
szempontbodl szintén fontos kérdés az, hogy a szarvasmarhak altal elfogyasztott paszpalitrem
tipusu mikotoxinok milyen mértékben tudnak felhalmozddni a tehéntejben, illetve a
szarvasmarhdk haséaban.

A C. paspali talan az egyik legellentmondasosabb megitélésti gombafaj, hiszen amellett,
hogy komoly karokat okoz az allattenyésztési agazatban, a gydgyszeriparban széles korben
alkalmazzak ergot alkaloid tipusu gyogyszer hatdoanyagok eldallitasara fermentacids uton. Az
ergot alkaloid tipusu gyogyszerhatdanyagok jellemzden félszintetikus termékek, amiket a D-
lizergsav kémiai modositasaval allitanak eld. Habar a C. paspali fermentlevében bizonyos
mennyiségli szabad D-lizergsav is felhalmozddik, a fermentacid végtermékei jellemzden az
ergotamidok, mint példaul az ergonovin, lizergsav-metil-karbonil-amid, ergin és erginin. A
fermentacid végén valamennyi ergotamid ¢€s klavin-tipusti ergot alkaloid komponenst
begytjtik, és azok lagos hidrolizise soran nyerik ki a D-lizergsavat, ami ezt kovetoen kiindulasi
anyagként szolgdl a szemiszintetikus gyodgyszerhatdéanyagok eldallitasara. Az ergot alkaloid
tipusti gyogyszer hatdbanyagokat tobbek kozott migrén, Parkinson-kor és sziilés utani vérzés
kezelésére alkalmazzak.

Globalis szinten a C. paspali-t alkalmazva évente tobb tiz tonna ergot alkaloid tipust
hatéanyagot allitanak eld, igy elmondhatd, hogy ez a gomba mind gyogyszeripari, mind pedig
humangydgyaszati szempontbol kiemelkedd fontossagu.

A C. paspali azon tulajdonsaganak ismeretében, hogy a Paspalum fiiféléket fertézve
szamos IDT mikotoxint allit eld, nagyon fontos kérdés az, hogy ezek a toxinok megjelennek-e
a fermentaciokban, illetve, ha igen, milyen lehetdség van ezek teljes kizarasara. Meglepd
modon, a munkank megkezdéséig senki sem vizsgalta, hogy a C. paspali képes-e axenikus
kultaraban, a gazdandvény jelenléte nélkiill eldallitani ezeket a masodlagos

anyagcseretermekeket.



CELKITUZES

(1) Els6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, a C. paspali DSM833 torzs vajon képes-e
fermentacios koriilmények kozott az IDT mikotoxinok eléallitasara, €s ha igen, a termelt IDT-
ek spektruma mennyiben hasonlit a P. dilatatummal kolcsonhatasban é16 izolatumok altal
termelt IDT spektrumra.

(i1) Masodik célkitlizésiink egy olyan genetikai transzformacios protokoll kidolgozasa
volt, amivel stabil, homokarion C. paspali mutansokat tudunk létrehozni. Munkank
publikalasaig a szakirodalomban nem volt elérhetd olyan transzformacids protokoll, amit a C.
paspalira optimalizaltak volna, és a C. paspali jelentsége ellenére még senki sem szamolt be
a gomba barmilyen célu genetikai mdodositasardl. A stabil transzformansok 1étrehozasat neheziti
az a tény, hogy a C. paspali hifak, illetve még a képz6dott protoplasztok is tobb sejtmagot
tartalmaznak, ami megneheziti a mitotikusan stabil transzformansok izoldldsat. Annak
érdekében tehat, hogy stabil, genomi integracion atesett transzformansokat tudjunk 1étrehozni,
ugy dontottiink, hogy kidolgozzuk a C. paspali Agrobacterium tumefaciens medialta
izolalasi folyamattal kombindlva, ami homokarion, genetikailag egységes sejtmagokat
tartalmaz6 mutansokat eredményez. A technika kidolgozasaval nemcsak stabil transzformaciot
lehetévé tevo technologiat optimalizaltunk a C. paspali fajra, de mi voltunk az els6k, akik
ATMT technologiat dolgoztunk ki a Clavicipitaceae csalad valamely tagjara.

(1i1) Munkénk tovabbi célja az volt, hogy a vad tipusi DSM833 torzs IDT profiljanak
ismeretében, az ATMT moddszer felhasznalasaval génkiiitést hajtsunk végre, és igy
meghatarozzuk, illetve kisérletesen igazoljuk a C. paspali feltételezett IDT génklaszterét.
Ennek okan a klaszter idtCGBF génjeit tartalmazo lokuszat ATMT segitségével kicseréltiik a
higromicin-foszfotranszferaz marker génre, és részletesen vizsgaltuk a keletkezett mutansok
IDT termelddésében bekovetkezd valtozasokat.

(iv) Tovabba célul tiiztiik ki, hogy a paszpalitrem génklaszter célzott kiiitésével olyan
C. paspali transzformans torzseket hozzunk létre, amelyek nem képesek az IDT toxinok
termelésére, de a kiindulasi torzzsel azonos mértékben legyenek képesek az ergot alkaloidok
eldallitasara.

(v) A Kklaszter azonositadsat kovetden elhataroztuk, hogy igazoljuk a klaszter két
génjének, az idtP P450 monooxigenaz génnek és az idtF monoprenil transzferaz génnek a

funkcidjat ezen gének kiiitése, valamint a keletkezett mutansok IDT profiljanak vizsgalata
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révén, hogy ezaltal is mélyebb betekintést nyerjiink a paszpalitrem mikotoxinok
bioszintézisének folyamatéba.

(vi) Végiil a mutans és vad tipust C. paspali torzsek metabolit profiljanak elemzése, €s
az elérhet6 irodalmi adatok tanulmanyozasa révén célul tiiztiik ki a C. paspali paszpalitrem

bioszintézisének modellezését.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Gombatorzs és fermentacios koriilmények

Munkank soran a DSMZ torzsgytijteményben (Braunschweig, Germany) elérhet6 C.
paspali DSM 833 izolatummal dolgoztunk, amely azonos a C. paspali ATCC 13893 torzzsel.
Az ergot alkaloidok és IDT-ek laboratoriumi 1éptékii termeltetését egy kétlépcsds razott
fermentacios eljarasban valdsitottuk meg. Els6 1épésben az elkészitett homogenizatumbol 1 mL
mennyiséget oltottunk 60 mL inokulum tapfolyadékba (5% mannit; 1% borostyankdsav; 0,5%
szojaliszt; 0,2% KH2POs; 0,03% MgSOs x 7H20; pH=5.2), majd Erlenmeyer lombikban
razatva inkubaltuk 4,16 Hz-en, 28 °C-on 5 napon at. A felnovesztett és bestirtisodott inokulum
tenyészetbdl ezt kovetden 5 mL-eket oltottunk f6 fermentacios tapfolyadékokba (10% szorbit;
3,5% borostyankdsav; 1,5% kukoricalekvar; 0,05% éleszt6 kivonat; 1,5% NH4NOgz; 0,07%
MgSOa4 x 7H20; 0,0022% FeSO4 x 7H20; 0;001% ZnSO4 X 7H20; pH=5.2), amit tovabbi 12

napon at razatva inkubaltunk az inokulum tenyészetnél leirt koriilmények kozott.

Molekularis biologiai munkafolyamatok

A C. paspali genomi DNS-t a feltart és el6készitett gomba lizatumbol a MagNa Pure
2.0 nukleinsav izolald robottal nyertiik ki. Az elokészitéskor a liofilizalt és poritott
micéliumot 400 uL szulfit pufferben (0,7 M NaCl; 0,1 M NaxSO3s; 0,1 M Tris-HCI pH=7,5;
0,05 M EDTA; 1% SDS) szuszpendaltuk fel, amit 3 U proteindz K majd 50 U RNaz enzimmel
kezeltiink. Centrifugalast kovetden a tiszta feliiliszot hasznéltuk nagy tisztasdgi DNS
izolalasara.

A PCR reakciok kivitelezéséhez a NEB Phusion HF DNA Polymerase-t hasznaltuk
(New England Biolabs, Ipswich, MA). Minden reakci6 ossztérfogata 50 uL 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 €s antiszensz primert, 1l Phusion



HF DNS polimerazt és 10 ul HF puffert (New England Biolabs, Ipswich, MA) tartalmaztak.
A homérsékleti ciklusok beallitdsanal a gyartoi utasitdsoknak megfelelden jartunk el.
A klonozasi folyamatokat a Gibson Assembly Master Mixxel végeztiik el. A reakcid elegyek
50 ng linearizalt vektor DNS-t, molérisan 3-szoros mennyiségli inzert DNS-t, 10 uLL Gibson
Assembly Master Mixet, ¢és 20 uL végtérfogat eléréséhez sziikséges mennyiségli nukledz
mentes vizet tartalmaztak. A Gibson reakcié elegyeket 50 °‘C- on inkubaltuk 60 percen 4t
miel6tt a ligadtumokat E. coli XL1blue kémiai kompetens sejtekbe transzformaltuk hésokk
modszert alkalmazva. Az E. coli transzformans sejteket kanamicint (25 pg/mL) tartalmazé
LB agaron valasztottuk ki, majd az 6nallo telepeket 3-3 mL, kanamicint (25 pug/mL)
tartalmazo LB tapfolyadékba oltva ndvesztettiik fel.

A felnovesztett tenyészetekbdl az EZ-10 Spin Column Plasmid DNA MiniPreps Kit
segitségével izolaltunk plazmid DNS-t a gyarto altal leirt protokoll alapjan.

A génkiiitésekhez hasznalt plazmidok dsszeszerelése

Az IDT klaszter idtCBGF 16kuszanak Kkiiitéséhez hasznalt pAg-idtCBGF-KO
plazmidot két 1épésben szerkesztettiik meg. Els6 1épésben a bal oldali célzokart (az idtC gén
3’ végén elhelyezkedd, 1,5 kbp hosszsagu szakasz) PCR-rel amplifikaltuk a C. paspali
genomi DNS-r6l, majd a PCR segitségével linearizalt pAg-H3 vektor hph génjének 5 végébe
klonoztuk a Gibson Assembly Master Mix segitségével. A ligdldshoz sziikséges atfedd
végeket a bal oldali célzokar amplifikalasahoz hasznalt primerek 5° végére fuzionaltattuk.
Masodik 1épésben a PCR-rel amplifikalt jobb oldali célzokart (az IDT génklaszter 1,9 kbp
hosszisagu fragmentuma, amely a paszpalitrem génklaszter idtF génjének 5° végében
talalhato) a bal oldali célzokart mar tartalmazé pAg-H3 plazmid hph génjének 3° végébe
ligaltuk az elé6zdekben leirt modon.

Az idtP és idtF gének kilitéséhez hasznalt konstrukciokat eltéré modon hoztuk 1étre,
ahol a pAg-H3 plazmidrol késziilt amplikonokat (hph gén, valamint a pAg-H3 vektor hph
gént nem tartalmazo gerince), valamint az idtP és idtF gének kiiitéséhez hasznalt bal és jobb
oldali célzokarokat egy-egy lépésben ligaltuk Ossze a pAg-idtP-KO és pAg-idtF-KO
plazmidokka. A plazmidok helyes struktirdjat restrikcidos enzimes kezeléssel, PCR
reakcidokkal €s Sanger szekvendlassal ellendriztiik le, majd a kivalasztott plazmidokat A.
tumefaciens LBA4404 secjtekbe elektroporaltuk Bio-Rad Micropulser 411BR késziilék
segitségével. A plazmidokat tartalmazo A. tumefaciens transzformansokat kanamicin (25

pg/mL) és sztreptomicin (50 pg/mL) tartalmt LB agaron valasztottuk ki.



A C. paspali DSM 833 A. tumefaciens segitette transzformacioja (ATMT)

A PDA ferde agaron felndvesztett C. paspali vegetativ micéliumot 50 mL PDB
tapfolyadékba inokulaltuk, majd 48 o6ran at razatas kozben novesztettiik 28 °C-on. Az inokulum
tenyészetbdl 5 mL-t 50 mL friss PDB tapfolyadékba oltottunk, amit tovabbi 24 oran at razatas
kdzben novesztettiink 28 °C-on. A tenyészetet ezt kdvetden centrifugaltuk, majd a micéliumot
indukciés médium tapfolyadékban (IM tapfolyadék) mostuk, majd végiil acetosziringont
tartalmazo (200 uM) IM tapfolyadékba vettiik fel igy, hogy a szuszpenzid nedves micéliumra
szamitott koncentracioja 100 mg/mL legyen. A gomba tenyészetet ezt kdvetden razatas
mellett inkubaltuk 8 oran at, 28 °C-on.

A kivalasztott A. tumefaciens transzformansokat 50 mL, kanamicin (25 pg/mL) és
sztreptomicin (50 pug/mL) tartalma LB tapfolyadékban novesztettiik fel. A tenyészeteket
eldszor 48 Oran at razatva ndvesztettiik 30 °C-on, majd az igy kapott inokulumbol 1 mL-t 50
LB tapfolyadékba oltva (25 pg/mL kanamicin és 50 pg/mL sztreptomicin) a friss tenyészetet
tovabbi egy ¢éjszakan at novesztettik, ODgo=0,2-1 sejtstirliség eléréséig. A baktérium
tenyészeteket centrifugdltuk, IM tapfolyadékban mostuk, majd 50 mL, acetosziringont (200
uM) tartalmaz6 IM tapfolyadékba szuszpendaltuk fel. A baktérium tenyészetet végiil 8 6ran
at, 30 °C-on inkubaltuk razatas kozben.

Az igy felnovesztett baktérium és gomba tenyészetekbdl ezt kovetéen 100-100 pL
mennyiségeket 200 pM acetosziringont tartalmazé indukcidos médium agar (IM agar)
felszinére szélesztettliink, és egyiitt inkubaltuk ket 2-6 napig, 28 °C-on. Az egyiittes

novesztést elvégeztiik IM agar felszinére helyezett cellul6z-acetat membréanon is.

A C. paspali transzformansok szelektalasa és izolalasa

Az inkubacids id6 lejartat kovetden az IM agar taptalajt PDA top agarral fedtiik, amely
higromicin és cefotaxim antibiotikumokat tartalmazott olyan koncentracioban, hogy azok az
egész agar szamitott végkoncentracid 200-200 pg/mL legyen egyarant. Membran tenyészetek
esetében a celluloz acetat membranokat higromicint (200 pg/mL) és cefotaximot (200 pg/mL)
tartalmazd PDA agarra helyeztiik at. A tenyészeteket ezt kdvetden tovabbi 10 napon at
inkubaltuk 28 °C-on. Az inkubacios id6 lejarta utan az 6nalld higromicin rezisztens C. paspali
telepek sz€lébdl egy-egy fogpiszkalohegynyi darabot higromicin (200 pg/mL) tartalmi PDA
agarra vittiink at, majd 7 napig inkubaltuk 2 °C-on. Annak érdekében, hogy minél inkabb

homokarion izoldtumokat kapjunk, a tenyészetek Ujra izolalasat 4-5 alkalommal végeztiik el.



Az IDT-ek és ergot alkaloidok analitikai vizsgalata

Az IDT komponensek jelenlétét és szerkezetét folyadékkromatografiaval kapcsolt
tandem tomegspektrometriaval (LC-MS/MS) vizsgaltuk. A mintak el6készitésekor a nedves
micéliumot liofilizaltuk ¢és poritottuk, majd a poritott gomba micéliumbol az IDT
komponenseket acetonitril:viz (4:1 v/v) elegyben extrahaltuk ki. Az igy kapott extraktum
feliiluszojanak szlirését kovetéen a mintakat az IDT-ek LC-MS analizisére hasznaltuk fel.

Az ergot alkaloid komponenseket a fermentlevek vizes fazisabol mutattuk ki. A
fermentlevek 5 g-jait egy 50 mL-es méré lombikba mértiik, amit aztan acetonitril:viz (15:85)
eleggyel jelre toltottiink. A HPLC rendszerbe torténd injektalas (10 pL) eldtt a higitott fermentlé
oldatot 0,22 pm-es membransziirdn sziirtiik. A HPLC analizishez egy Waters (Milford, MA)
XBridge C18 (100 x 4.6 mm; 3.5 um) analitikai kolonnat hasznaltunk, az UV detektalas
hullamhossza A=310 nm volt.

Mivel a lizergsav és a paszpalsav egylitt elualodik a fenti modszerben, e két vegyiilet
elvalasztasara egy kiilon modszert alkalmaztunk, melynek soran az UV detektalast A=230 nm-
en végeztiikk. Ebben a mddszerben a mintdkat kétszeres, acetonitril:viz (5:95) eleggyel torténd
higitasa utan 0,22 um membransziirén sziirtiik. A mddszer egy forditott fazisu kolonnat (Zorbax

Extend C18, 100 x 4.6 mm, 3,5 pum, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) hasznaltuk.



AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A C. paspali ATMT médszer optimalizalasa

Mivel korabban semmilyen, a C. paspalira optimalizalt genetikai transzformacios
protokoll nem volt elérhet a szakirodalomban, a mi feladatunk volt egy robosztus, stabil,
homokarion mutdnsokat eredményezd transzformacidés protokoll kidolgozdsa erre a
gombafajra. Erre a célra az ATMT modszert valasztottuk ki, amit korabban mar szamos, ipari
szempontbdl is fontos fonalas gombdara adaptaltak sikeresen.

A transzformdacids folyamat optimalizalasakor a legkritikusabb paraméterek az A.
tumefaciens sejtek stirtisége, valamint a tenyészetek IM agar taptalajon torténd egyiittes
novesztésének a napokban kifejezett hossza voltak. A tul nagy A. tumefaciens sejtsiiriiség
rontotta a C. paspali transzformansok életképességét, mig a tal Kicsi sejtsiiriiség csokkentette a
transzformécid hatékonysagat. Hasonloképpen, a til hosszura nyujtott egyiittes novesztési
periodus negativan hatott a transzformalanddé gomba életképességére, mig a tal rovid
csOkkentette a transzformdcid bekdvetkeztének valdszinliségét. Kordbbi megfigyelésekkel
Osszhangban mi is azt tapasztaltuk, hogy az acetosziringon jelenléte az indukcids agarban az
egyiittes novesztés alatt nélkiilozhetetlen a sikeres transzformacidhoz, és igy a T-DNS
integral6dasahoz a befogadé sejt genomjaba. A legnagyobb transzformacids hatékonysagot —
koriilbeliil 80 higromicin-rezisztens kolonia per 10 mg nedves C. paspali micélium — ODgoo=0,5
A. tumefaciens sejtstiriségnél, valamint 4 napos egyiitt ndvesztési idét alkalmazva sikerdilt
elérni.

A C. paspali ATMT mddszert celluloz acetat membranon is alkalamaztuk, amihez az
indukcids agarra helyezett membranra szélesztettiik a sejteket, és annak feliiletén hajtottuk
végre az egyiittes novesztést. Habar a membranon tortént transzformaci6 sikeresnek bizonyult,
a membranos szelekcid bevezetése nem novelte meg a transzformacio hatékonysagat.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a keletkezett transzforméansok stabilitasat, 50
elsédleges higromicin-rezisztens koloniat oltottunk at higromicin tartalmia PDA agarra. A
transzformansok nemcsak, hogy végig megtartottak a rezisztenciajukat a higromicinnel
szemben, de ugyanannyi inkubaciés id6 alatt egyre nagyobb telepet képeztek higromicin
jelenlétében, ami nagy valoszinliséggel azzal magyarazhatd, hogy szelekcids agarra torténd,
egymast kovetd izolaldsoknak koszonhetden a higromicin rezisztencia gént tartalmazo
sejtmagok egyre inkdbb feldusultak a micéliumokban, mindinkébb ellenallobba téve ezzel a

sejteket a higromicinnel szemben. A stabil géntranszfer megtorténtét az is igazolta, hogy a



kivalasztott 12 transzformansbol ki tudtuk mutatni PCR reakcid segitségével a hph gén

jelenlétét, mig a vad tipusu, transzformalatlan DSM833 izolatumbol nem.

A vad tipusu C. paspali DSM833 altal fermentaciés koriilmények kozott eléallitott IDT

komponensek

A munkank megkezdéséig az irodalomban nem volt elérhetd adat arrol, hogy a C.
paspali axenikus korilmények kozott képes-e eldallitani IDT tipusi metabolitokat. A
fermentacios koriilmények kozott novesztett tenyészetbdl sikeriilt kimutatnunk paszpalin,
paxillin, paszpalinin, paszpalitrem A és paszpalitrem B IDT komponenseket, valamint a
paszpalitrem A egy izomerjét, minden bizonnyal a paszpalitrem C lehet. Ezek az IDT
komponensek az in planta tenyészetekben szintén legnagyobb mennyiségben eléforduld IDT

variansok.

A C. paspali paszpalitrem gén klaszterének kisérletes igazolasa az idtCBGF gének

Kiiitése révén

Annak érdekében, hogy kisérletesen igazolni tudjuk a C. paspali DSM 833 paszpalitrem
génklaszter funkciojat ATMT modszerrel inaktivaltuk a paszpalitrem génklaszter idtCBGF
lokuszat. A kivalasztott és megvizsgalt 12 transzformans koziil négynél kovetkezett be a
higromicin homolog beépiilése, és ennek révén az IdtCBGF lokusz kiiitése. A négy
transzformansbol harom homozigéta, egy pedig heterozigdta volt az transzforméns allélra
nézve. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az idtCBGF 16kusz kiiitése milyen hatassal
van a C. paspali IDT bioszintézisére, két kivalasztott homozigota génkiiitott transzformans
extraktumat is HPLC-MS analizisnek vetettiik ald. Ezen torzsek extraktumaban egyetlen egy
sem volt detektalhato a fentebb emlitett IDT molekulak koziil, ami arra utal, hogy a génkitités

teljesen blokkolta az IDT bioszintézisét ezekben a mutans torzsekben.

Az idtP és idtF gének szerepének vizsgalata a C. paspali paszpalitrem bioszintézisében

Annak érdekében, hogy informaciot nyerjiink az idtP és idtF géneknek az IDT
bioszintézisben betoltott szerepérdl C. paspaliban, két-két reprezentativ AidtP és AidtF mutans
torzsbol késziilt extraktum IDT profiljat vizsgaltuk meg €s hasonlitottuk a vad tipust C. paspali
IDT profiljahoz.



A AidtP torzs extraktuma nem tartalmazott kimutathato mennyiségben paszpalitrem A-t,
paszpalitrem B-t, illetve paszpalininint, viszont detektalhatdé mennyiségben tartalmazott
paszpalint, ami arra utal, hogy ezekben az izoldtumokban a génkiiités a paszpalin tovabb-
alakulasat akadalyozta meg. A AidtP térzsekhez hasonldan, a AidtF izolatumok extraktumaban
sem voltak jelen prenilalt IDT-ek. Ezzel szemben ezekben az extraktumokban megfigyelhetd
volt a paszpalinin felhalmozddésa, arra utalva, hogy ezekben a transzformansokban a
paszpalinin preninaldsa nem tortént meg. A paszpalinin mellett kis mennyiségli paszpalin is

kimutathato.

A vad tipusi és a A idtCBGF C. paspali torzsek ergot alkaloid termelésének vizsgalata

Annak érdekében, hogy kimutassuk, hogy az idtCBGF gének kititése, ily moédon az IDT
bioszintézis teljes blokkolasa hatassal volt-e a C. paspali DSM-833 torzs ergot alkaloid
termelésére, HPLC analizis segitségével vizsgaltuk a vad tipust, valamint két kivalasztott
AIdtCBGF mutans torzs fermentleveiben talalhato ergot alkaloidok profiljat és mennyiségét.
A fermentlevek extraktumainak vizsgalata kimutatta, hogy a vad tipust és transzformans
torzsek ergot alkaloid termelSképessége kozel azonos volt. A vad tipusu C. paspali DSM-833
18,30 £ 1.05 pg/g ergot alkaloidot termelt, amelybdl 1.25+0.09 pg/g volt a paszpalsav. A
CPIDT2 ¢és CPIDT8 gén torzsek 19,09+ 1,30 pg/g és 18,41 +£0,50 ng/g ergot alkaloidot
termeltek, amelyekbdl 1.17+0.15 ng/g és 1.28+0.11 pg/g volt a paszpalsav. A kiilonbozd
tipusti 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 szintén megegyezett.

A C. paspali paszpalitrem bioszintézisének modellezése

A C. paspali IDT génklaszter funkcionalis igazolasa lehetdvé tette szamunkra a
paszpalitrem bioszintézis rekonstrukciojat. A klaszter idtG, idtM, idtB és idtC génjeinek
protein termékei 53, 38, 56 és 45%-o0s azonossagot mutatnak a P. paxilli PaxG (GGPP szintaz),
PaxM (FAD-fiiggé monooxigenaz), PaxB (IDT ciklaz) és PaxC (prenil transzferaz) fehérjéivel,
amely gének protein termékei bizonyitottan az elso stabil ciklikus IDT intermedier, a paszpalin
kialakulasaért felelnek. Ebbol kifolyolag feltételezhetd, hogy hasonloképpen a C. paspali idtG,

idtM, idtB és idtC génjei a paszpalitrem bioszintézis korai 1épéseit katalizaljak, a paszpalin



kialakulasat eredményezve. A paszpalitrem génklaszter idtP és idtQ génjei egy-egy feltételezett
citokrom P450 monooxigenaz enzimet kodolnak.

Az IdtP egy citokrom P450 monooxigenaz enzimet kodol, aminek a fehérje terméke
41% hasonlosagot mutat a P. paxilli PaxP enzimével aminosav szinten. Minden bizonnyal, a
PaxP-hez hasonloan, az IdtP a paszpalin konverziojat katalizalja 13-dezoxipaxillinné, B-PC-M6
intermedieren keresztiil, a C30 metil csoport eliminalasa, majd pedig a C10 karbonil installalasa
révén.

Az 1dtQ aminosav-szekvenciaja 37%-os 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 oxidacioja 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, valészinii, hogy a C7
¢s C13 oxidécié sorrendje felcserélhetd, és a paszpalinin bioszintézise mind paxillin, mind
pedig paspalicin koztitermékbdl is megtorténik.

A paszpalitrem bioszintézis soron kovetkez6 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
megfelelden az altalunk generalt AidtF torzsek extraktumaiban nem voltak jelen prenilalt IDT
szarmazékok, hanem a paszpalinin felhalmozddasa volt megfigyelhetd, ami egyértelmiien
bizonyitja, hogy a paszpalitrem bioszintézisben az IdtF felel a paszpalinin prenilaciojaért. A
paszpalitrem bioszintézis utols6 1épése a paszpalitrem A prenil-csoportjanak C32
hidroxilacidja, ami a végterméket, a paszpalitrem B-t eredményezi. A C. paspali IDT
génklaszter bioinformatikai analizisekor nem mutattak ki olyan gént, amely feltételezhet6en 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 JN613321 és JN613322 kontigok kozotti, a

genomi szekvencia-adatokbol hianyzo szakaszban helyezkedik el.



OSSZEFOGLALAS

A C. paspali egy novényparazita Ascomycota térzsbéli gomba, amely Paspalum
fufélékkel valo egyiittélésekor nagy mennyiségben allit el6 IDT tipusti mikotoxinokat. Abbol
kifolyolag, hogy a P. dilatatum — a C. paspali els6édleges gazdandvénye — egy igen elterjedt
takarmanynovény a déli féltekén, az ilyen tipusu mérgezések jelentds karokokat okoznak az
allattenyésztési szektorban minden évben. Ugyanakkor a C. paspalit a gyodgyszeriparban
elOszeretettel alkalmazzak azon tulajdonsadga 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
fermentécios koriilmények kozott képesképes-eldallitani IDT tipust mikotoxinokat. Tovabba
munkank megjelenéséig nem dolgoztak ki olyan genetikai transzformacids modszert, amellyel
hatékonyan lehetne elvégezni a kivant genetikai moddositasokat 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 els6ként igazoltam azt, hogy a C. paspali axenikus koriilmények kozott
képes eldallitani IDT tipusu mikotoxinokat.

Annak érdekében, hogy kisérletesen is tudjuk igazolni a feltételezett IDT génklaszter
funkciojat a C. paspaliban, kifejlesztettiink egy A. tumefaciens segitette géntranszferen alapuld
stabil transzformacids rendszert erre a gombara. Az altalunk kifejlesztett transzformacios
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 létrehozéasara, amelyek képesek nagyobb mértékben, vagy moddositott
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 toxicitdst

mutasson emldésokre nézve, de megtartsa toxicitasat a kartevod rovarokkal szemben, lehetdvé



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

kontrolljaban.
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