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Predkladané feSeni poskytuje houbu Claviceps purpurea
se zvySenou produkci namelovych alkaloidu, ktera
obsahuje v genomu vlozenou nukleotidovou sekvenci
obsahujici alespoi jeden gen vybrany z genu trpES*!
kédujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L, a genu
dmal¥ kédujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu,
pficemz vlozeny gen je pod kontrolou konstitutivniho
promotoru. Dale je popsan zpusob pfipravy takové
houby, a expresni kazeta pro pouziti pfi tomto zpusobu.
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Houba Claviceps purpurea se zvySenou produkci namelovych alkaloidu, zpusob jeji pFipravy,
expresni kazeta
Oblast techniky
Vynalez se tyka geneticky upravené houby Claviceps purpurea, ktera je Siroce pouzivana ve

farmaceutickém primyslu jako produk¢ni mikroorganimus pro svou schopnost produkovat
namelové alkaloidy, a zptisobu genetické tpravy této houby.

Dosavadni stav techniky

Claviceps purpurea, vieckovytrusna houba z fadu Hypocreales, patii mezi nejznaméjsi producenty
namelovych alkaloidi. Tyto alkaloidy, denvaty kyseliny D-lysergové, jsou Siroce vyuzivany ve
farmakologickém prumyslu. Vyuziti téchto latek v 1€kafstvi je dano jejich strukturmni podobnosti
s neurotransmitery adrenalinem, noradrenalinem a serotoninem, pficemz alkaloidy interaguji
s receptory pro tyto neurotransmitery. V soucasnosti jsou namelové alkaloidy vyuZivany
pfedevsim v porodnictvi, k 1é¢b¢ bolesti hlavy a nemoci souvisejicich s prolaktinem. V neposledni
fad¢ nasly namelov¢ alkaloidy vyuziti téz pii 1€¢bé Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby.

Produkce namelovych alkaloidi pro ucely farmaceutického primyslu je rovnomémé rozdélena
mezi polni produkei a produkcei v submerznich kulturach. Kmeny C. purpurea schopné produkce
namelovych alkaloidi v submerznich kulturach ¢i houby schopné vyssi produkce alkaloidu in
planta byly od 60. let 20. stol. ziskavany UV mutagenezi, chemickou mutagenezi pomoci ethyl-
methansulfonatu (EMS) nebo N-methyl-N -nitro-N-nitrosoguanidinu (NTG) (Brauer KL, Robbers
JE. (1987), Applied and Environmental Microbiology, 53(1), 70-73), pusobenim kyseliny dusité
(Strnadova K., Kybal J. (1976), Planta Medica, 30, 395-398) ¢i ozafenim rentgenovvmi nebo
gamma paprsky. Timto zpusobem byl ziskan 1 kmen P1 C. purpurea odvozeny od kmene 1029
(Keller U. (1983), Applied and Environmental Mcrobiology, 46, 580-584). V tomto kmeni C.
purpurea byl navic poprvé identifikovan klastr geni pro biosyntézu namelovych alkaloidu (tzv.
EAS klastr) (Tudzynski P, Holter K, Correia T, Amtz C, Grammel N, Keller U. (1999), Molecular
and General Genetics MGG, 261(1), 133-141). Tento klastr obsahuje celkem 13 geni, pfiemz
prvni gen biosyntézy oznaceny jako dmaW koduje dimethylallyltryptofan synthetasu (DMATS,
EC: 2.5.1.34), ktera katalyzuje prenylaci L-tryptofanu dimethylallyldifosfatem (DMAPP)
za vzniku 4-y,y-dimethylallyltryptofanu (DMAT). Protoze se jedna o kliCovy enzym katalyzujici
prvni reakci biosyntézy namelovych alkaloidd, podléha tento enzym regulaci, je aktivovan
tryptofanem. Kromé aktivace DMATS aminokyselina tryptofan téZ zpétnovazebné inhibuje
kli¢ovy enzym vlastni biosyntézy anthranilat synthasu (EC: 4.1.3.27), ktera katalyzuje pfeménu
chorismatu na anthranilat v pfitomnosti amoniaku (Krupinski VM., Robbers JE, Floss HG. (1976),
Journal of Bacteriology, 125(1), 158-165). Druhym krokem biosyntézy namelovych alkaloidu je
methylace DMAT za vzniku N-methyl-dimethylallytryptofanu (MeDMAT). Tento krok je
katalyzovan 4-dimethylallyltryptofan N-methyltransferasou, ktera je kodovana genem FEasF.
Nasledné dochazi ke tvorbé chanoklavinu-I, pficemz reakce je katalyzovana chanoklavin-I-
synthasou, ktera je kodovana genem FaskE. Tato reakce je téz katalyzovana katalasou, ktera je
kédovana genem FEasC. Chanoklavin-l je dale oxidovan na chanoklavin-I-aldehyd, reakce je
katalyzovana chanoklavin-I-dehydrogenasou, ktera je kodovana genem FEasD. Poté nasleduje
isomerace dvojné vazby chanoklavin-I-aldehydu za vzniku isoklavin-I-aldehydu. Tato reakce je
katalyzovana chanoklavin-I-aldehyd oxidoreduktasou, ktera je kédovana genem FEasA. Isoklavin-
I-aldehyd je redukovan na agroklavin za katalyzy agroklavin synthasou, ktera je kodovana genem
FEasG. Nasleduje oxidace agroklavinu na elymoklavin a jeho nasledna oxidace na kyselinu
lysergovou. Tyto reakce jsou katalyzovany NADPH-dependentni cytochrom P450
monooxygenasou, ktera je kodovana genem CloA. Klastr pro biosyntézu ergopeptinu je u C.
purpurea tvoren ctyfmi geny IpsAl, IpsA2, IpsB a IpsC, které koduji neribozomalni peptidové
synthetasy. Gen /psA [ koduje trimodulami lysergyl peptidovou synthetasu LPS1. Tento enzym ma
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podobnou funkci jako enzym LPS4, ktery je kodovan genem IpsA2. Odlisnost téchto enzymu
spoCiva nejspise pouze ve schopnosti vazat rizné aminokyseliny, které jsou soucasti ergopeptindg.
Gen IpsB koduje monomodularni enzym LPS2, ktery aktivuje fetézec kyseliny D-lysergové. Po
aktivaci kyseliny D-lysergové enzymem LPS2 je kyselina prenesena na LPS1, ktery obsahuje tfi
domény pro vazbu tfi aminokyselin. Po jejich navazani dochazi ke vzniku peptidového laktamu,
jehoz nasledna cyklizace je katalyzovana dioxygenasou, ktera je kodovana genem easH. Gen IpsC
kéduje monomodularni synthetasu LPS3, ktera spolecné s LPS2 katalyzuje biosyntézu ergonovinu
(Florea S., Panaccione D. G., Schardl C. L. (2017), Phytopathology, 107(5), 504-518).

Metoda genetické transformace C. purpurea vyuzivajici polyethyleglykol byla poprvé pouzita
vroce 1989 (van Engelenburg F, Smit R, Goosen T, van den Broek H, Tudzynski P. (1989),
Applied Microbiology and Biotechnology, 30, 364-370). V pripadé genti zapojenych do biosyntézy
namelovych alkaloidu byli touto metodou ziskani dele¢ni mutanti AEasE C. purpurea P1 anasledni
komplementanti AEasE C. purpurea P1 exprimujici EasE-gfp (Lorenz N., Olsovska J., Sulc M.,
Tudzynski P. (2010), Applied and Environmental Mikrobiology, 76(6), 1822-1830) a delecni
mutanti AlpsA1 v Aku70 C. purpurea P1 (Haarmann T., Lorenz N., Tudzynski P. (2008), Fungal
Genetics and Biology, 45(1), 35-44).

V roce 2012 byly za pouziti metody kvasinkového rekombinac¢niho klonovani piipraveny vektory
obsahujici trpC promotor A. nidulans a gen kodujici ogfp (egfp kodon optimalizovany pro expresi
v houbé¢ Botrytis cinerea) (Schumacher J. (2012), Fungal Genetics and Biology, 49, 483-497). Tyto
vektory byly dale pouzity na transformaci C. purpurea pro ucely lokalizace ¢i nadexprese
vybranych gent. Jednalo se o nadexpresi regulaéni podjednotky NADPH oxidasového komplexu
CpNoxR, katalytické podjednotky CpNox1, funkéni podjednotky CpNox2 a tetraspaninu CpPls]
(Schiirmann J., Buttermann D., Herrmann A, Giesbert S., Tudzynski P. (2013), Molecular Plant-
Microbe Interactions, 26(10), 1151-1164) ¢1 nadexpresi Rho GTPas CpRac a CpCdc42, GEF
faktori CpCdc24 a CpDock180, GTPasového efektoru CpSte20 ¢i proteinu CpBem1 (Herrmann
A, Tillmann BA, Schiirmann J, Bélker M, Tudzynski P. (2014), Eukaryotic Cell, EC-00332). Tyto
vektory byly také pouzity napriklad pro nadexpresi a lokalizaci tRNA-IPT (Hinsch J., Galuszka P,
Tudzynski P. (2016), New Phytologist, 2//(3), 980-992) a ZmCkx1 v C. purpurea 20.1 (Kind S,
Hinsch J., Vrabka J., Hradilova M., Majeska-Cudejkova M., Tudzynski P., Galuszka P. (2018),
Current Genetics, 64(6), 1303-1319).

Kmen P1 neni jedinym kmenem C. purpurea, ktery produkuje namelové alkaloidy (konkrétné
ergotamin a ergotaminin, a-ergokryptin a a-ergokryptinin) v submerzni kultufe, tuto vlastnost maji
také napfiklad kmen 275 FI produkujici ergotamin (Arcamone F., Cassinenelli G., Femifni G.,
Penco S., Pennella P, Pol C. (1970), Canadian Journal of Microbiology, 16(10), 923-931) nebo
kmen 59 (Kfen V., Pazoutova S., Sedmera P., Rylko V., Rehagek Z. (1986), FEMS Microbiology
Letters, 37(1), 31-34). Dalsi rozvoj techniky vyznamn¢ podpofilo ziskani sekvence genomu C.
purpurea kmene 20.1 (Schardl CL et al. (2013), PLoS Genetics, 9(2), €1003323).

Ukolem piedkladaného vynalezu je zvysit produkci namelovych alkaloidi houbami C. purpurea
reprodukovatelnym postupem.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje geneticky upravené transformanty houby Claviceps purpurea pro
zvySenou produkci namelovych alkaloidi, které obsahuji v genomu vloZenou nukleotidovou
seckvenci obsahujici alesponl jeden gen vybrany z genu (#rpF) kddujiciho anthranilat synthasu
s mutaci S76L, a genu dmaW kodujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu, pfi¢emz vloZeny gen
je pod kontrolou konstitutivniho promotoru. Manipulaci geni pro biosyntézu aminokyseliny
tryptofanu a jeho naslednou prfeménu na kliCovy meziprodukt biosyntézy namelovych alkaloidu
dochazi k vyraznému zvyseni produkce téchto alkaloidi v modifikované houb¢, coz umozni jejich
efektivngjsi a ekonomictéjsi produkei.
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U houby Claviceps purpurea se vlozenim genu kodujiciho klicovy enzym pro produkci
aminokyseliny tryptofanu anthranilat synthasu s mutaci S76L, pod konstitutivni promotor,
odblokuje zpétnovazebna inhibice biosyntézy této aminokyseliny, ¢imZz se posili biosynteticka
draha vedouci k produkci namelovych alkaloidi. Biosyntéza namelovych alkaloidi se také zvysi
vloZenim genu pro pfeménu tryptofanu na dimethylallyltryptofan, klicovy meziprodukt biosyntézy
namelovych alkaloidi, pod konstitutivni promotor. Takto geneticky upravené mikroorganismy
jsou vhodné pro uplatnéni pii vyrobé namelovych alkaloida pro farmaceuticky primyslovy sektor.

Gen koédujici anthranilat synthasu (TrpE) s mutaci S76L, tj. gen nesouci mutaci kodoénu
aminokyseliny serinu (kodén AGC) v pozici 76 na kodon leucinu (kodén CTC) ma sekvenci SEQ
ID NO. 1.

Gen kédujici dimethylallytryptofan synthetasu (DmaW) ma sekvenci SEQ ID NO. 2.

Oba dva uvedené geny jsou geny pochazejici z houby Claviceps purpurea, ptipadné upravené
vnesenim mutace, a vlozené do genomu houby Claviceps purpurea pod kontrolu konstitutivniho
promotoru. Vysledny mikroorganismus tedy nese své puvodni geny trpE a dmaW, a zaroven nese
genetickou transformaci vneseny uvedeny alespont jeden gen pod kontrolou konstitutivniho
promotoru.

Vlozena nukleotidova sekvence dale obsahuje terminator (napiiklad Gluc terminator) a muze
obsahovat kodon-optimalizovany gen ogfp kddujici zeleny fluorescenéni protein pro expresi v
Botrytis cinerea.

V ramci predkladaného vynalezu bylo zjisténo, Zze mnozstvi namelovych alkaloidi v submerzni
kultufe, myceliu 1 médiu transformovaného Claviceps purpurea podle predkladaného vynalezu je
vyznamn¢ vys$§i neZ mnozstvi namelovych alkaloida v nemodifikovaném kmenu Claviceps
purpurea.

Vlozené nukleotidové sekvence jsou fizeny konstitutivnim promotorem. Zvlast¢ vyhodnymi
konstitutivnimi promotory jsou O/iC promotor jaderného genu kodujiciho podjednotku 9
mitochondrialni ATP synthetasy nebo gpdA promotor genu kodujiciho glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasu, oba z Aspergillus nidulans.

V jednom vyhodném provedeni jsou geneticky upravené transformanty houby Claviceps purpurea
pro zvySenou produkci namelovych alkaloida podle predkladan¢ho vynalezu vybrany ze skupiny
zahmujici kmeny oznacené v piikladech jako OE TrpE S76L 4, OE ogfp dmaW 8§, a ulozené
v Ceské sbirce mikroorganismii (CCM) pod nazvem a oznaéenim kmene ,,Claviceps purpurea PN
s vlozenym genem TrpE s mutaci S76L (Cp TrpE SL)*, resp. ,,Claviceps purpurea PN s vloZzenym
genem ogfp-dmaW (Cp dmaW)®,

Predmétem vynalezu je také zpusob pfipravy geneticky upravenych transformantd houby
Claviceps purpurea, pfi némz se pripravi expresni kazeta obsahujici nukleotidovou sekvenci
obsahujici alespon jeden gen vybrany z genu kédujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L., a genu
dmaW koédujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu, pficemz tento gen je pod kontrolou
konstitutivniho promotoru, a terminator, popfipad¢ také kodon-optimalizovany gen ogfp kodujici
zeleny fluorescencni protein pro expresi v Botrytis cinerea, a tato expresni kazeta se vlozi do
genomu houby Claviceps purpurea.

Expresni kazeta mize byt pfipravena napiiklad kvasinkovou rekombinaci.

S vyhodou se expresni kazeta vlozi pomoci metody transformace protoplasta.
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Predmétem vynalezu je dale expresni kazeta, ktera obsahuje konstitutivni promotor, alespon jeden
gen vybrany z genu kodujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L, a genu dmaW kodujiciho
dimethylallyltryptofan synthetasu, a terminator. Promotorem je s vyhodou OI/iC promotor
jadermého genu kodujici podjednotku 9 mitochondrialni ATP synthetasy z Aspergillus nidulans
nebo gpdA promotor genu kodujiciho glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasu z Aspergillus
nidulans. Terminatorem je s vyhodou Gluc terminator.

Expresni kazeta muze voliteln¢ dale jako kodujici sekvenci obsahovat kodon-optimalizovany gen
ogfp kodujici zeleny fluorescencni protein pro expresi v Botrytis cinerea, ktery slouzi jako N-
koncova fiizni doména cilového enzymu.

Vjednom vyhodném provedeni expresni kazeta obsahuje: OLC promotor::trpE*’*"::Gluc
terminator a ma sekvenci SEQ ID NO. 3.

V dalSim vyhodném provedeni expresni kazeta obsahuje: O/iC promotor::ogfp-dmaW::Gluc
terminator a ma sekvenci SEQ ID NO. 4.

Predmétem predkladaného vynalezu je dale pouziti uvedenych expresnich kazet pro pfipravu
houby Claviceps purpurea jako produkéniho mikroorganismu pro vyrobu namelovych alkaloidu.

Nukleotidova sekvence genu #rpE kédujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L (1840 bp,
SEQ ID NO. 1)

ATGGCGAGCCCGGTAAGTACTGCATGCGCCCCTCTGGCCGAATTGGCCCTCTTCCCG
GCGCGGCGCAGTAGGAATAGCCTCCAAAAAGACACAAAGCCTGACTCTTGAGAATC
GCGAATCCAAAAAAACACAGCAGGCCATCGTCCCTACGCTCGAGACCGTGCGATCC
ATCATTGCGAAACCCCCCGTCGGATCCGCCAAAAAAGCCACCCTCGTGCCCGTATAC
CGCCAAATCTCCTCGGACCTCATCACCCCCTCGGCGGCCTACCTCAAAATCTCAGCC
GCCTCCTCCTCCGACTACTCCTTCCTCTTCGAGTCCGCCGCCACAGAGCAAGTCGGCC
GGTATCTCTTCGTAGGCGCCGGCCCGCGCAAAGTCCTCGCCACCGGACCAGGCTACG
GCCCCGAAACAGACCCCCTTCCCGCACTGGAAGCAGAACTAGCTCAACATGTCGTCG
CGCATGTGCCAGGTCTCCAGCTGCCTCCTCTTACCGGCGGCGCAATCGGCTACGTGG
GCTACGACTGCGTACGGTACTTTGAGCCCAAGACCGCGCGGCCCATGAAAGATGTCC
TACAAATCCCAGAATCACTCTTCATGCTCTTCGACACAATTGTCGCGTTTGATCGCTT
CTACGGCATCATCAAGGTCATCAGCTACGTGGCCGTTCCGGAAGACGACGGTACCAC
CAGCCTAGAAGAGGCCTACGAAAAAGCCGAGCGCGCAATCCACCAACTCGTCCAGG
TCCTCAACTCAACAGAGATTGACCTCCCGACCCAAGACCCCATCCAGCTCGGCCACG
AAGCCACCTCGAATATCGGCCAAGCGGGCTACGAGGCCCACGTGACCAAACTCAAG
GAGCACATCGTCAAGGGGGATATCTTCCAGTGTGTGCCCTCGCAGCGGTTTGCGCGC
CCGACGAGTCTGCACCCGTTCAATATCTACAGGCATCTCCGGACGGTGAATCCCTCG
CCGTACCTCTTTTATGTGAATTGCAAGGATTTCCAGATTGTAGGTGCCTCGCCTGAAT
TGCTCGTCAAGTCCGAGGCCGGGCGTATCATCACGCATCCCATTGCTGGGACAGTCA
AGCGCGGCAGCACACCCGAGGAGGACCAGCGCTTGGCGGATGAGCTGAGTAGTTCG
CTCAAGGACCGCGCGGAGCATGTCATGCTTGTTGATTTGGCTCGGAATGACATCAAC
CGCGTAGGGGACCCGTATTCCGTCCGCGTGGACCGCCTTATGGTCGTGGAGAAGTTT
AGCCATGTCCAGCATCTTGTTTCGCAGGTCTCAGGGGTGCTGCGGCCGGATAAGACG
CGCTTTGATGCGTTTCGATCGGTTTTCCCCGCGGGGACGGTCTCGGGAGCGCCCAAG
GTGCGGGCGATGGAACTGATTGCCGAGTTGGAGAAGGAGAAGAGGGGGGTGTATGC
TGGCGCGGTGGGCTACTTTGGGTATGGGAGCCAGGATGAGAATGGGGGCGCTGTGG
AGGGGGCTATGGATACGTGTATTGCGTTGAGGACGATGTTGGTCAAGGACGGGGTG
GCGTATTTGCAGGCAGGTTCGTACAGATCTTGGTTGAGCCAAGGATTCCCCCCCCTCT
CTTCCCCTTTTCTTGCTGTCACGTTACGCATTTCTATGCACGGTACGCACTCCTGAGA
GAAAATACAGTTTGCTAACACTTCCCCCCCCTTTTTTTTTGCTTTCGATTTAGGAGGC
GGAATTGTGTTTGATTCAGACGAATACGATGAGTGGATCGAGACGATCAACAAGCTC
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GGCAGCAACATGACGTGCATCAAGTCAGCAGAGGAGATGTATTACCAGCAGCAGCA
AAACGAGAAAACCACATAG

Nukleotidova sekvence genu dmaW koédujiciho dimethylallyltryptofan synthasu (1466 bp,
SEQ ID NO.2)

ATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAACGGTGTGTACGAAATTTTGAGTCTGATTTTT
GATTTCCCCAGCAATGAACAGCGACTATGGTGGCACAGTACCGCGCCTATGTTTGCG
GCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACGACCAATACCGGCATCTGGGCATT
TTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTCTTGGTGTCTATCCAACAAAAGACAAGGAAAGA
TGGCTCAGCATCCTCACCAGATGTGGCCTTCCTTTGGAATTGAGCTTGAATTGTACCG
ACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAATGAAGTGACGGGGACGGAGAAA
GATCCGTTCAATACATTGGCAATTATGGCAAGTGTCCAAAAACTTGCACAGATTCAA
GCGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCAAAGATGAGCTGACGCTGGACGAA
TCGGAATCGGCCACACTTCAAAGTAATGAGCTGGTCAAGGAGCAGATAAAGACGCA
GAACAAGTTGGCCTTGGATCTCAAAGAAAGCCAGTTCGCGCTCAAAGTTTACTTCTA
TCCGCATCTTAAATCGATCGCGACCGGCAAATCCACACACGATCTCATCTTCGACTC
TGTGTTCAAACTGTCGCAGAAGCATGACAGCATACAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTG
CGACTATGTTTCGCGGCGAAATCATTCCGCAGAATCAGACCAACACATAGCCCTACA
TGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCCGCCAAGTCTCGCGTCAAGATATAC
CTGCTGGAGAAGACGGTCTCGTTGTCCGTGATGGAAGATCTGTGGACGCTGGGCGGC
CAACGAGTCGACGCATCCACCATGGACGGCCTTGACATGCTTCGCGAGCTCTGGAGC
CTGCTAAAAGTTCCCACTGGCCACTTGGAGTATCCAAAAGGGTATCTGGAATTGGGA
GAAATTCCGAACGAGCAGCTCCCATCCATGGCCAACTATACACTGCACCACAACAAC
CCCATGCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGTTTTCGGCATGAATGACGCCGAAATC
AGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCAACGTCACGGATTTGACGACATGGCGAAAAAG
TACCGAGTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTGCTCCGAGCCCGATCGATAGGCAAC
AGGTGTCTAACAATTAGCCCCCTTTCTCCTACAGCCCGTATCATGACTTTGAGTCATT
GAACTACCTCCACGCATATATCTCATTCTCTTACCGTCGAAACAAGCCGTATTTGAGC
GTATATTTGCATACGTTTGAGACTGGTCGTTGGCCCGTTGGTGAGTCTACCGAACTTT
ATCAACATGGGCTCCGCAAGCTGAACAATTTCCTAGTTGCCGACAGCCCAATTTCTTT
CGACGCCTACCGGCGCTGTGACCTCTCAACGAAGTAG

SEQ ID NO. 3

Pozice jednotlivych funkénich useku
OliC promotor — 1-845 bp

trpE S76L — 846 — 2685 bp

Gluc terminator — 2686 — 3185 bp

TGCAGCTGTGGAGCCGCATTCCCGATTCGGGCCGGATTGGTCAAGATTTGCGTCCGA
GGTGCCGTCTATCATTCTAGCTTGCGGTCCTGGGCTTGTGACTGGTCGCGAGCTGCCA
CTAAGCGGGGCAGTACCATTTTATCGGACCCATCCAGCTATGGGACCCACTCGCAAA
TTTTTACATCATTTTCTTTTTGCTCAGTAACGGCCACCTTTTGTAAAGCGTAACCAGC
AAACAAATTGCAATTGGCCCGTAGCAAGGTAGTCAGGGCTTATCGTGATGGAGGAG
AAGGCTATATCAGCCTCAAAAATATGTTGCCAGCTGGCGGAAGCCCGGAAGGTAAG
TGGATTCTTCGCCGTGGCTGGAGCAACCGGTGGATTCCAGCGTCTCCGACTTGGACT
GAGCAATTCAGCGTCACGGATTCACGATAGACAGCTCAGACCGCTCCACGGCTGGC
GGCATTATTGGTTAACCCGGAAACTCAGTCTCCTTGGCCCCGTCCCGAAGGGACCCG
ACTTACCAGGCTGGGAAAGCCAGGGATAGAATACACTGTACGGGCTTCGTACGGGA
GGTTCGGCGTAGGGTTGTTCCCAAGTTTTACACACCCCCCAAGACAGCTAGCGCACG
AAAGACGCGGAGGGTTTGGTGAAAAAAGGGCGAAAATTAAGCGGGAGACGTATTTA
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GGTGCTAGGGCCGGTCTCCTCCCCATTTTTCTTCGGTTCCCTTTCTCTCCTGGAAGACT
TTCTCTCTCTCTTCTTCTCTTCTTCCATCCTCAGTCCATCTTCCTTTCCCATCATCCATC
TCCTCACCCCCATCTCAACTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCGAGCCCG
GTAAGTACTGCATGCGCCCCTCTGGCCGAATTGGCCCTCTTCCCGGCGCGGCGCAGT
AGGAATAGCCTCCAAAAAGACACAAAGCCTGACTCTTGAGAATCGCGAATCCAAAA
AAACACAGCAGGCCATCGTCCCTACGCTCGAGACCGTGCGATCCATCATTGCGAAAC
CCCCCGTCGGATCCGCCAAAAAAGCCACCCTCGTGCCCGTATACCGCCAAATCTCCT
CGGACCTCATCACCCCCTCGGCGGCCTACCTCAAAATCTCAGCCGCCTCCTCCTCCG
ACTACTCCTTCCTCTTCGAGTCCGCCGCCACAGAGCAAGTCGGCCGGTATCTCTTCGT
AGGCGCCGGCCCGCGCAAAGTCCTCGCCACCGGACCAGGCTACGGCCCCGAAACAG
ACCCCCTTCCCGCACTGGAAGCAGAACTAGCTCAACATGTCGTCGCGCATGTGCCAG
GTCTCCAGCTGCCTCCTCTTACCGGCGGCGCAATCGGCTACGTGGGCTACGACTGCG
TACGGTACTTTGAGCCCAAGACCGCGCGGCCCATGAAAGATGTCCTACAAATCCCAG
AATCACTCTTCATGCTCTTCGACACAATTGTCGCGTTTGATCGCTTCTACGGCATCAT
CAAGGTCATCAGCTACGTGGCCGTTCCGGAAGACGACGGTACCACCAGCCTAGAAG
AGGCCTACGAAAAAGCCGAGCGCGCAATCCACCAACTCGTCCAGGTCCTCAACTCA
ACAGAGATTGACCTCCCGACCCAAGACCCCATCCAGCTCGGCCACGAAGCCACCTCG
AATATCGGCCAAGCGGGCTACGAGGCCCACGTGACCAAACTCAAGGAGCACATCGT
CAAGGGGGATATCTTCCAGTGTGTGCCCTCGCAGCGGTTTGCGCGCCCGACGAGTCT
GCACCCGTTCAATATCTACAGGCATCTCCGGACGGTGAATCCCTCGCCGTACCTCTTT
TATGTGAATTGCAAGGATTTCCAGATTGTAGGTGCCTCGCCTGAATTGCTCGTCAAGT
CCGAGGCCGGGCGTATCATCACGCATCCCATTGCTGGGACAGTCAAGCGCGGCAGC
ACACCCGAGGAGGACCAGCGCTTGGCGGATGAGCTGAGTAGTTCGCTCAAGGACCG
CGCGGAGCATGTCATGCTTGTTGATTTGGCTCGGAATGACATCAACCGCGTAGGGGA
CCCGTATTCCGTCCGCGTGGACCGCCTTATGGTCGTGGAGAAGTTTAGCCATGTCCA
GCATCTTGTTTCGCAGGTCTCAGGGGTGCTGCGGCCGGATAAGACGCGCTTTGATGC
GTTTCGATCGGTTTTCCCCGCGGGGACGGTCTCGGGAGCGCCCAAGGTGCGGGCGAT
GGAACTGATTGCCGAGTTGGAGAAGGAGAAGAGGGGGGTGTATGCTGGCGCGGTGG
GCTACTTTGGGTATGGGAGCCAGGATGAGAATGGGGGCGCTGTGGAGGGGGCTATG
GATACGTGTATTGCGTTGAGGACGATGTTGGTCAAGGACGGGGTGGCGTATTTGCAG
GCAGGTTCGTACAGATCTTGGTTGAGCCAAGGATTCCCCCCCCTCTCTTCCCCTTTTC
TTGCTGTCACGTTACGCATTTCTATGCACGGTACGCACTCCTGAGAGAAAATACAGT
TTGCTAACACTTCCCCCCCCTTTTTTTTTGCTTTCGATTTAGGAGGCGGAATTGTGTTT
GATTCAGACGAATACGATGAGTGGATCGAGACGATCAACAAGCTCGGCAGCAACAT
GACGTGCATCAAGTCAGCAGAGGAGATGTATTACCAGCAGCAGCAAAACGAGAAAA
CCACATAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGGGGTTGAGGGGAAGGATTATGG
CTGAGGAAGTGGTTTCTGATTCGTCTTGTACATAAGTATTAGCATGGACCCTTGTGGA
GGTATTTGCTCAAAGGGGGTGTTTTAGCGGAAGACAAAAGAGGGCGGAATTAAATC
TCAATCCGTTTTCAACTTTGAAAATCTTGATCCAACATTGTGATTCCATGTATTTGTG
CAACCAAGTTTTTCATCATTGATTCTGCTGTAATGTGAACAAACTACAAGTAGGAGG
ACATTTGTTTAAAGTTTTCAGCTCACGTGGTATTGTGGCCTGACAGGAGCACAAACG
CCGTTTTTGAGAAAACGAAAGTTTGGAATTGACCATCCACAACCACATGCGTTTCCT
ATGATACACCTCATGTGGCGTTACCATATGATATTCGGTTTCATATCTAGGCAAAGA
GGAGAACATCATACGTACATCTGATTTGACAACCCCTTCCCCCCAACAAGAT

SEQ ID NO. 4

Pozice jednotlivych funkénich useku
OliC promotor — 1-845 bp

ogfp bez stop kodonu — 846 — 1622 bp

dmaW - 1623 - 3088 bp
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Gluc terminator — 3089 — 3588 bp

TGCAGCTGTGGAGCCGCATTCCCGATTCGGGCCGGATTGGTCAAGATTTGCGTCCGA
GGTGCCGTCTATCATTCTAGCTTGCGGTCCTGGGCTTGTGACTGGTCGCGAGCTGCCA
CTAAGCGGGGCAGTACCATTTTATCGGACCCATCCAGCTATGGGACCCACTCGCAAA
TTTTTACATCATTTTCTTTTTGCTCAGTAACGGCCACCTTTTGTAAAGCGTAACCAGC
AAACAAATTGCAATTGGCCCGTAGCAAGGTAGTCAGGGCTTATCGTGATGGAGGAG
AAGGCTATATCAGCCTCAAAAATATGTTGCCAGCTGGCGGAAGCCCGGAAGGTAAG
TGGATTCTTCGCCGTGGCTGGAGCAACCGGTGGATTCCAGCGTCTCCGACTTGGACT
GAGCAATTCAGCGTCACGGATTCACGATAGACAGCTCAGACCGCTCCACGGCTGGC
GGCATTATTGGTTAACCCGGAAACTCAGTCTCCTTGGCCCCGTCCCGAAGGGACCCG
ACTTACCAGGCTGGGAAAGCCAGGGATAGAATACACTGTACGGGCTTCGTACGGGA
GGTTCGGCGTAGGGTTGTTCCCAAGTTTTACACACCCCCCAAGACAGCTAGCGCACG
AAAGACGCGGAGGGTTTGGTGAAAAAAGGGCGAAAATTAAGCGGGAGACGTATTTA
GGTGCTAGGGCCGGTCTCCTCCCCATTTTTCTTCGGTTCCCTTTCTCTCCTGGAAGACT
TTCTCTCTCTCTTCTTCTCTTCTTCCATCCTCAGTCCATCTTCCTTTCCCATCATCCATC
TCCTCACCCCCATCTCAACTCCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGTTTCCAAGG
GTGAGGTAAGTAATCCCGTGCAATGTCCCAAGACTCTTCTCTAATACTTCTACCAGG
AGCTTTTCACTGGCGTCGTTCCAATCTTGGTCGAACTCGATGGTGACGTCAATGGCCA
TAAGTTCTCAGTCAGCGGAGAGGGTGAGGGAGACGCTACATATGGTAAATTGACTCT
TAAGTTCATCTGCACCACAGGTAAATTGCCTGTACCTTGGCCTACACTCGTCACCACC
CTCACCTACGGAGTTCAATGCTTTTCCCGTTACCCAGATCACATGAAACAACATGAC
TTTTTCAAGTCTGCAATGCCAGAGGGATATGTCCAAGAGAGAACAATCTTCTTTAAG
GATGACGGAAATTATAAGACTCGTGCCGAGGTTAAGTTCGAGGGTGATACTCTCGTC
AACCGTATTGAGTTGAAGGGCATCGATTTCAAGGAAGACGGAAATATCCTCGGCCAT
AAGCTTGAATACAACTACAACAGTCACAACGTTTATATCATGGCCGACAAGCAAAA
AAATGGAATCAAGGTCAACTTCAAAATCAGACACAACATTGAGGATGGCTCTGTTCA
ATTGGCAGATCACTACCAACAGAATACTCCAATTGGTGATGGTCCAGTCTTGCTCCC
AGATAACCATTACCTCTCCACTCAATCTGCTCTTTCAAAGGACCCTAACGAAAAGCG
TGACCACATGGTTCTTCTCGAATTTGTCACAGCAGCCGGAATTACCTTGGGAATGGA
TGAACTTTACAAAGCGGCCGCTATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAACGGTGTGT
ACGAAATTTTGAGTCTGATTTTTGATTTCCCCAGCAATGAACAGCGACTATGGTGGC
ACAGTACCGCGCCTATGTTTGCGGCGATGCTTGACAATGCCGGCTACAATATCCACG
ACCAATACCGGCATCTGGGCATTTTCAAGAAGCACATTATCCCTTTTCTTGGTGTCTA
TCCAACAAAAGACAAGGAAAGATGGCTCAGCATCCTCACCAGATGTGGCCTTCCTTT
GGAATTGAGCTTGAATTGTACCGACTCTGTTGTTCGATATACATACGAGCCCATCAA
TGAAGTGACGGGGACGGAGAAAGATCCGTTCAATACATTGGCAATTATGGCAAGTG
TCCAAAAACTTGCACAGATTCAAGCGGGTATCGACTTGGAGTGGTTTAGTTACTTCA
AAGATGAGCTGACGCTGGACGAATCGGAATCGGCCACACTTCAAAGTAATGAGCTG
GTCAAGGAGCAGATAAAGACGCAGAACAAGTTGGCCTTGGATCTCAAAGAAAGCCA
GTTCGCGCTCAAAGTTTACTTCTATCCGCATCTTAAATCGATCGCGACCGGCAAATCC
ACACACGATCTCATCTTCGACTCTGTGTTCAAACTGTCGCAGAAGCATGACAGCATA
CAGCCCGCGTTCCAGGTATTGTGCGACTATGTTTCGCGGCGAAATCATTCCGCAGAA
TCAGACCAACACATAGCCCTACATGCGCGACTCTTGTCATGCGATTTGATCGATCCC
GCCAAGTCTCGCGTCAAGATATACCTGCTGGAGAAGACGGTCTCGTTGTCCGTGATG
GAAGATCTGTGGACGCTGGGCGGCCAACGAGTCGACGCATCCACCATGGACGGCCT
TGACATGCTTCGCGAGCTCTGGAGCCTGCTAAAAGTTCCCACTGGCCACTTGGAGTA
TCCAAAAGGGTATCTGGAATTGGGAGAAATTCCGAACGAGCAGCTCCCATCCATGGC
CAACTATACACTGCACCACAACAACCCCATGCCTGAGCCCCAGGTGTATTTCACGGT
TTTCGGCATGAATGACGCCGAAATCAGCAATGCTTTGACCATCTTCTTCCAACGTCAC
GGATTTGACGACATGGCGAAAAAGTACCGAGTCTTTCTTCAGGATTCATAGTGAGTG
CTCCGAGCCCGATCGATAGGCAACAGGTGTCTAACAATTAGCCCCCTTTCTCCTACA
GCCCGTATCATGACTTTGAGTCATTGAACTACCTCCACGCATATATCTCATTCTCTTA
CCGTCGAAACAAGCCGTATTTGAGCGTATATTTGCATACGTTTGAGACTGGTCGTTG
GCCCGTTGGTGAGTCTACCGAACTTTATCAACATGGGCTCCGCAAGCTGAACAATTT
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CCTAGTTGCCGACAGCCCAATTTCTTTCGACGCCTACCGGCGCTGTGACCTCTCAACG
AAGTAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGGGGTTGAGGGGAAGGATTATGGCT
GAGGAAGTGGTTTCTGATTCGTCTTGTACATAAGTATTAGCATGGACCCTTGTGGAG
GTATTTGCTCAAAGGGGGTGTTTTAGCGGAAGACAAAAGAGGGCGGAATTAAATCT
CAATCCGTTTTCAACTTTGAAAATCTTGATCCAACATTGTGATTCCATGTATTTGTGC
AACCAAGTTTTTCATCATTGATTCTGCTGTAATGTGAACAAACTACAAGTAGGAGGA
CATTTGTTTAAAGTTTTCAGCTCACGTGGTATTGTGGCCTGACAGGAGCACAAACGC
CGTTTTTGAGAAAACGAAAGTTTGGAATTGACCATCCACAACCACATGCGTTTCCTA
TGATACACCTCATGTGGCGTTACCATATGATATTCGGTTTCATATCTAGGCAAAGAG
GAGAACATCATACGTACATCTGATTTGACAACCCCTTCCCCCCAACAAGAT

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Schéma pripravy expresnich vektori pomoci kvasinkového rekombinac¢niho klonovani.
Vektor pNDH-OGG obsahujici ogfp (A), klonovani mutované verze 7rpE (amplifikace genu TrpE
z genomové DNA ve dvou Castech, hvézdickou je znazoména poloha mutace) do pNDH-OGG
s vyStépenym ogfp (B), klonovani dmaW (na N-konci DMATS fuze s ogfp) do pNDH-OGG (C).
3": 3’flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea.

Obr. 2: PCR detekce transgenti v geneticky modifikovanych houbach C. purpurea (kmen P1)
exprimujicich mutovanou verzi TrpE (TrpE*"®) pod kontrolou konstitutivniho O/iC promotoru
(PoliC). Detekovana oblast transgenni DNA je znazoména pomoci Sipek. Cerné Sipky znazoriiuji
primery nasedajici na promotor O/iC a terminator G/uC, mezi kterymi se nachazi vlozeny gen.
Sed¢ sipky znazoriiuji primery nasedajici do &teciho ramce Aph genu, 3°: 3 'flank nitrat reduktasy
Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce €asti promotoru Olic,
genu a Casti terminatoru GluC. Velikost amplikonu 2353 bp (B). Detekce Aph genu. Velikost
amplikonu 366 bp (C). M: marker molekulovych hmotnosti, 3, 4, 12: nezavisli transformanti C.
purpurea s integrovanym transgenem, PK: pozitivni kontrola (plazmidova DNA nesouci transgen),
NK: negativni kontrola (gDNA kontrolni WT houby).

Obr. 3: PCR detekce transgenu v geneticky modifikované houbé C. purpurea (kmen P1)
exprimujici ogfp pod kontrolou konstitutivniho OliC promotoru (PoliC). Detekovana oblast
transgenni DNA je znazoména pomoci Sipek. Cemé Sipky znazoruji primery nasedajici
na promotor O/iC a terminator GluC, mezi kterymi se nachazi vlozeny gen. Sed¢ sipky znazoriiuji
primery nasedajici do ¢teciho ramce Aph genu, 3°: 3'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea, 5’
S'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce casti promotoru Olic, genu a c¢asti
terminatoru GluC. Velikost amplikonu 1292 bp (B). Detekce /ph genu. Velikost amplikonu 366
bp (C). M: marker molekulovych hmotnosti, 1: transformant C. purpurea s integrovanym
transgenem, PK: pozitivni kontrola (plazmidova DNA nesouci transgen), NK: negativni kontrola
(gDNA kontrolni WT houby).

Obr. 4: PCR detekce transgenti v geneticky modifikovanych houbach C. purpurea (kmen P1)
exprimujicich dmaW fizované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou konstitutivniho O/iC promotoru
(PoliC). Detekovana oblast transgenni DNA je znazoména pomoci Sipek. Cerné Sipky znazoriiuji
primery nasedajici na promotor O/iC a terminator G/uC, mezi kterymi se nachazi vlozeny gen.
Sedé¢ sipky znazoriiuji primery nasedajici do &teciho ramce sph genu, 3': 3 flank nitrat reduktasy
Botrytis cinerea, 5’ 5'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A).

Detekee Casti promotoru Olic, genu a ¢asti terminatoru GluC. Velikost amplikonu 3098 bp (B).
Detekce Aph genu. Velikost amplikonu 366 bp (C). M: marker molekulovych hmotnosti, 7, 8, 13:
nezavisli transformanti C. purpurea s integrovanym transgenem, PK: pozitivni kontrola
(plazmidova DNA nesouci transgen), NK: negativni kontrola (gDNA kontrolni WT houby).
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Obr. 5: RT-PCR detekce transgentl v geneticky modifikovanych houbach C. purpurea (kmen P1)
exprimujicich mutovanou verzi TrpE (TrpE ¥*") nebo dmaW fuzované s ogfp (ogfp-dmaW) a volné
ogfp pod kontrolou konstitutivniho O/iC promotoru (PoliC). Detekce hph genu. Velikost
amplikonu 366 bp (A). Detekce y-aktinu. Velikost amplikonu 636 bp (B). M: marker molekulovych
hmotnosti, NK: negativni kontrola (gDNA kontrolni WT houby), 4, 12: nezavisli transformanti C.
purpurea exprimujici mutovanou verzi TrpE *"%; 1: transformant C. purpurea exprimujici ogfp; 8,
13: nezavisli transformanti C. purpurea P1 exprimujici dmaW s ogfp.

Obr. 6: PCR detekce transgenu v myceliich WT a geneticky modifikovanych hub C. purpurea
(kmen P1) exprimujicich mutovanou verzi TrpE (TrpE “’**) pod kontrolou konstitutivniho O/iC
promotoru (PoliC) po 10ti denni inkubaci v T25N induk¢énim médiu. Detekovana oblast transgenni
DNA je znazoména pomoci Sipek. Cemé Sipky znazorituji primery nasedajici na promotor O/iC a
terminator G/uC, mezi kterymi se nachazi vlozeny gen, 3": 3'flank nitrat reduktasy Botrytis
cinerea, 5. 5'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce Casti promotoru Olic, genu a
¢asti terminatoru GluC. Velikost amplikonu 2353 bp (B). M: marker molekulovych hmotnosti, 4,
12: : nezavisli transformanti C. purpurea exprimujici mutovanou verzi TrpE "% | PK: pozitivni
kontrola (plazmidova DNA nesouci transgen - mutovsanou verzi 7rpE *’%) NK: negativni kontrola
(gDNA kontrolni WT houby), A-F: 6 biologickych replikata.

Obr. 7: PCR detekce transgenu v myceliich WT a geneticky modifikovanych hub C. purpurea
(kmen P1) exprimujicich mutovanou verzi TrpE (TrpE “’**) pod kontrolou konstitutivniho O/iC
promotoru (PoliC) po 10ti denni inkubaci v T25N induk¢nim médiu. Detekovana oblast transgenni
DNA je znazoména pomoci Sipek. Sedé Sipky znazorfiuji primery nasedajici do éteciho ramee hph
genu, 3": 3 flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5’ flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A).
Detekce iph genu. Velikost amplikonu 366 bp (B). M: marker molekulovych hmotnosti; 4, 12: :
nezavisli transformanti C. purpurea exprimujici mutovanou verzi TrpE " PK: pozitivni kontrola
(plazmidova DNA nesouci transgen - mutovsanou verzi 7rpE *"* NK: negativni kontrola (sDNA
kontrolni WT houby), A-F: 6 biologickych replikati.

Obr. 8: PCR detekce transgenu v myceliich WT a geneticky modifikovanych hub C. purpurea
(kmen P1) exprimujicich ogfp nebo dmaW fiuzované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou
konstitutivniho O/iC promotoru (PoliC) po 14ti denni inkubaci v T25N indukénim médiu.
Detckovana oblast transgenni DNA je znazornéna pomoci Sipek. Cerné Sipky znazoriiuji primery
nasedajici na promotor O/iC a terminator G/uC, mezi kterymi se nachazi vloZeny gen, 3": 3'flank
nitrat reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce ¢asti
promotoru Olic, genu a ¢asti terminatoru GluC. Velikost amplikonu 1292 bp nebo 3098 bp (B). M:
marker molekulovych hmotnosti, 1: transformant C. purpurea exprimujici ogfp; 7, 8, 13: : nezavisli
transformanti C. purpurea exprimujici ogfp-dmaW, PK1: pozitivni kontrola (plazmidova DNA
nesouci ogfp), PK2: pozitivni kontrola (plazmidova DNA nesouci transgen — dmaW s ogfp), NK:
negativni kontrola (gDNA kontrolni WT houby), A-F: 6 biologickych replikatu.

Obr. 9: PCR detekce transgenu v myceliich WT a geneticky modifikovanych hub C. purpurea
(kmen P1) exprimujicich ogfp nebo dmaW fiuzované s ogfp (ogfp-dmaW) pod kontrolou
konstitutivniho OliC promotoru (PoliC) po 14ti denni inkubaci v T25N indukénim médiu.
Detckovana oblast transgenni DNA je znazoména pomoci Sipek. Sedé Sipky znazoriuji primery
nasedajici do Cteciho ramce /ph genu, 3°: 3'flank nitrat reduktasy Botrytis cinerea, 5': 5'flank
nitrat reduktasy Botrytis cinerea (A). Detekce hph genu. Velikost amplikonu 366 bp (B). M:
marker molekulovych hmotnosti, 1: transformant C. purpurea exprimujici ogfp, 7, 8, 13: : nezavisli
transformanti C. purpurea exprimujici ogfp-dmaW, PK1: pozitivni kontrola (plazmidova DNA
nesouci ogfp), PK2: pozitivni kontrola (plazmidova DNA nesouci transgen - dmaW s ogfp), NK:
negativni kontrola (gDNA kontrolni WT houby), A-F: 6 biologickych replikatui.
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Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Priprava geneticky modifikovanych hub
1. Priprava expresnich vektoru

Byly pripraveny dva expresni vektory (SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 3): prvni vektor obsahoval
gen dmaW, ktery kéduje dimethylallyltryptofan synthasu, DMATS (EnsemblFungi: CPUR_04076,
SEQ ID NO. 2) dalsi vektor obsahoval mutovanou verzi genu TrpE (TrpES*") pro anthranilat
synthasu (EnsemblFungi: CPUR 05013, SEQ ID NO. 1). Oba vy$e zminéné geny byly umistény
pod kontrolu konstitutivniho O/iC promotoru jademého genu Aspergillus nidulans koédujiciho
podjednotku 9 mitochondrialni ATP synthetasy. V pfipadé genu dmaW bylo na N-konci DMATS
ponechano ogfp tj. kodon optimalizované egfp pro expresi v Botrytis cinerea (Leroch M, Memke
D, Koppenhoefer D, Schneider P, Mosbach A, Doehlmann G, Hahn M. (2011), Applied and
Environmental Microbiology 77.9 (2011): 2887-2897).

Oba vyse zminéné expresni vektory byly pfipraveny kvasinkovym rekombina¢nim klonovanim
(Obr. 1) (Colot HV, Park G, Tumer GE, Ringelberg C, Crew CM, Litvinkova L, Weiss RL,
Borkowich KA, Dunlap JC. (2006), Proc Natl Acad Sci USA 103:10352-10357) za pouziti vektoru
pPNDH-OGG (Schumacher J (2012), Fungal Genetics and Biology, 49(6), 483-497). Sekvence genu
dmaW a TrpE byly amplifikovany z genomové DNA Claviceps purpurea, kmene 20.1 pomoci
Phusion High-Fidelity DNA polymerazy (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). V pfipad¢
genu 7rpE s mutaci S76L byla sekvence tohoto genu amplifikovana ve dvou krocich, pficemz do
sekvence pouzitych primeru byla vnesena pozadovana mutace.

Sekvence primeru pouzitych na amplifikaci genu dmaW s presahem na ogfp a s presahem
na terminator Gluc

5'- GAACTTTACAAAGCGGCCGCTATGTCGACCGCAAAGGACCCAGGAAAC - 3" (SEQ
ID NO. 5)

5'- GTGACCTCTCAACGAAGTAGCGTATGTAGATAAGATGTATGATTAGG - 3" (SEQ ID
NO. 6).

Sekvence primeri pouzitych na amplifikaci genu 77pE s mutaci S76L — cast 1 s presahem
na promotor OliC a s pozadovanou mutaci

5’- CCATCACATCACAATCGATCCAACCATGGCGAGCCCGGTAAGTACTGC - 3” (SEQ
ID NO. 7)

5’- TACGAAGAGATACCGGCCGACTTGCTCTGTGGCGGCGGACTCGAA - 3" (SEQ ID
NO. 8).

Sekvence primert pouzitych na amplifikaci genu 7rpE s mutaci S76L — ¢ast 2 s pozadovanou
mutaci a pfesahem na terminator G/uC

5'- CACAGAGCAAGTCGGCCGGTATCTCTTCGTAGGC - 3" (SEQ ID NO. 9)

5'- CATACATCTTATCTACATACGCTATGTGGTTTTCTCGTTTTGCTGCTGCTG GTA- 3
(SEQ ID NO. 10).

V pfipadé klonovani mutované verze TrpE 5% byl vektor pNDH-OGG §tépen restrikénimi
endonukleazami Notl a Ncol (New England Biolabs), v pfipadé klonovani genu dmaW byl vektor
PNDH-OGG stépen restrikéni endonukleazou Notl (New England Biolabs).

-10 -
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Ziskan¢ DNA fragmenty byly transformovany do uracil auxotrofniho kmene Saccharomyces
cerevisiae (kmen FGSC 9721, Fungal Genetics Stock Center, Manhattan, USA). Transformace
byla provedena dle Winston F, Dollard C, Ricupero-Hovasse SL. (1995), Yeast, 11(1), 53-55. V
mikrozkumavce byly smichany 50% PEG 3350, IM LiOAc, nastépeny vektor pNDH-OGG a PCR
fragment amplifikovany z gDNA C. purpurea 20.1. K této smési byly pfidany buriky S. cerevisiae
FGSC 9721, které byly pfedem promyty sterilni vodou a 100 mM octanem lithnym, ve kterém byly
nasledn¢ 1 resuspendovany. Jako pozitivni kontrola slouzila mikrozkumavka, do které byl
pipetovan nenastépeny vektor pNDH-OGG, v piipadé negativni kontroly byl do mikrozkumavky
pipetovan pouze nastépeny vektor bez DNA amplikonu. Do takto pfipravenych mikrozkumavek
byla pfidana denaturovana DNA ze spermii lososa (Sigma-Aldrich). Takto pfipravena sm¢s byla
inkubovana pfi 30 °C, poté pii 42 °C a nasledné byla rozetfena na misky s SD agarem bez uracilu
(20 g D-glukosa monohydrat, 6,7 g kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin, 0,77 g smési
aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu, doplnéno do 1 I destilovanou vodou, pH upraveno
na 5,8, autoklavovano 20 min pii 120 °C). Po tfech dnech inkubace pfi 28 °C byly narostl¢ kolonie
S. cerevisiae FGSC 9721 z agaru setfeny a pomoci QIAprep Spin Miniprep kitu (Qiagen, Hilden,
Némecko) z nich byla izolovana plazmidova DNA, ktera byla nasledné pouzita na transformaci
bakterii Escherichia coli (kmen TOP 10) (New England Biolabs). K bunkam FE. coli TOP 10
v mikrozkumavce byla pipetovana plazmidova DNA. Po inkubaci na ledu byl buiikkam udé¢len
teplotni Sok pii 42 °C a smés byla opét pfenesena na led. Poté bylo ke smési pridano SOC médium
(20 g tryptonu, 5 g kvasinkového extraktu a 0,5 g chloridu sodné¢ho bylo rozpusténo v 950 ml
destilované vody. Pot¢ bylo do roztoku pfidano 10 ml 250 mM chloridu draselného, pH upraveno
na 7,0 a doplnéno destilovanou vodou do 1 1. Po autoklavovani 20 min pfi 120 °C bylo do roztoku
pfidano 20 ml 1M D-glukosy a 5 ml 2M chloridu hofe¢natého) a po 1h inkubaci pfi 37 °C byly
buriky £. coli TOP10 rozetfeny na misky s LB agarem (9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth, 15 g
agar, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno na 7.2, autoklavovano 20 min pii 120 °C)
a Ampicilinem (Sigma-Aldrich) o finalni koncentraci 100 pg/ml. Misky byly inkubovany
do dalsiho dne pfi 37 °C. Poté byla z narostlych kolonii £. coli TOP10 izolovana pomoci QIAprep
Spin Miniprep kitu (Qiagen) plazmidova DNA. Vysledné konstrukty byly ovéfeny pomoci
restrikéni analyzy a komeréni sekvenace (SEQme, Dobifis, Ceska republika).

2. Transformace Claviceps purpurea a nasledna selekce ziskanych hub

Na transformaci protoplastu C. purpurea (kmen P1) (Tudzynski P, Holter K, Correia T, Amtz C,
Grammel N, Keller U. (1999), Molecular and General Genetics MGG, 261(1), 133-141) byla
pouzita pfipravena plazmidova DNA a téz vektor pNDH-OGG obsahujici volné ogfp. Pred
transformaci byly vektory linearizovany restrikéni endonukleazou Pstl (New England Biolabs),
restrikéni smési byly preistény pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (MACHEREY -
NAGEL GmbH and Co. KG, Berlin, Némecko). Takto pfipravené vektory byly transformovany do
C.  purpurea  (kmen Pl), kterda produkuje v submerzni kultufe ergotamin,
ergotaminin, a-ergokryptin a oa-ergokryptinin (Haarmann T, Lorenz N, Tudzynski P. (2008),
Fungal Genetics and Biology, 45(1), 35-4). Transformace protoplastu C. purpurea (kmen P1)
probihala nasledujicim postupem. Po 3 dnech byla kultura C. purpurea P1 v BII médiu (100 g
sacharoza, 5 g pepton, 5 g L-asparagin monohydrat, 1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,5 g
siran horecnaty heptahydrat, 0,01 g siran Zeleznaty heptahydrat, doplnéno do 1 I destilovanou
vodou, pH upraveno na 5,8, autoklavovano 20 min pii 120 °C) centrifugovana a poté byla promyta
SmaC pufrem (123,88 g sorbitol, 5,88 chlorid vapenaty, doplnéno do 800 ml 0,2 M malatem
draselnym, autoklavovano 20 min pii 120 °C). K myceliu byl prfidan protoplastizacni roztok
(100 mg lyzaéni enzym z Trichoderma harzianum ve 20 ml SmaC pufru, sterilizovano pres filtr
s velikosti pora 0,22 um). Po 2h inkubaci pii 28 °C byla smés filtrovana pfes Nytexovou membranu
(Fluka, Némecko). Filtrat byl centrifugovan a 2x promyt STC pufrem (154,84 g sorbitol, 1,22 g
Tris, 7,36 g chlorid vapenaty, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH upraveno na 7,5,
autoklavovano 20 min pii 120 °C), ve kterém byl pelet nasledné resuspendovan. Ve zkumavce byla
smichana pfecisténa linearizovana plazmidova DNA, STC pufr a protoplasty C. purpurea P1. Po
20min inkubaci byl do zkumavky pfidan PEG 6000, po dalsi Smin inkubaci byl pfidan STC pufr.
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Do prvni Petriho misky byl nalit transformacni BII agar (200 g sachar6za, 5 g pepton, S5 g
L-asparagin monohydrat, 1 g hydrogenfosforecnan draselny, 0,5 g siran hofecnaty heptahydrat,
doplnéno do 11 destilovanou vodou, pH upraveno na 8,0, autoklavovano 20 min pii 120 °C) a
protoplasty C. purpurea P1 (pro kontrolu protoplastizace). Do druh¢é misky byl nalit transformacni
BII agar a transformacni smés (pro kontrolu transformace), do zbylych misek pak transformacni
BII agar a transformacni smés; tyto misky byly po 24 h prelity BII transformacnim agarem s
Hygromycinem gold (InvivoGen, San Diego, Kalifornie, USA) tak, aby finalni koncentrace
antibiotika v médiu byla 200 pg/ml. Jako marker pro selekci transgennich hub byl tedy pouZit gen
rezistence k hygromycinu (/4ph), ktery je soucasti vektoru pNDH-OGG. Houby narostlé po
transformaci byly pfeneseny na nové BII médium obsahujici Hygromycin ve finalni koncentraci
200 pg/ml. Houby byly kultivovany ve tmé pri 26 °C.

3. Izolace genomové DNA, detekce transgenu pomoci PCR analyzy

Z mycelii transformantu C. purpurea (kmen P1) byla izolovana genomova DNA (Cenis JL. (1992),
Nucleic Acids Res 20:2380). K lyofilizovanym myceliim transformantia C. purpurea P1 v
mikrozkumavce byl pfidan lyzacni pufr (4,84 g Tris, 2,92 g chlorid sodny, 1,86 g EDTA, 1 g SDS,
doplnéno do 200 ml destilovanou vodou, pH upraveno na 8,5), po 15min inkubaci byl ke smési
piidan 5 mol.l" octan draselny. Po 20min inkubaci pfi -20 °C byly vzorky centrifugovany,
supematant byl smichan s isopropanolem. Po 45min inkubaci pifi -20°C byly vzorky
centrifugovany a pelet byl promyt 70% ethanolem (-20 °C). Pelet byl vysusSen a resuspendovan
v beznukleazové (nuclease-free) vodé.

Integrace transgenu byla ovéfena na genomové urovni metodou PCR s pouzitim GoTaq G2 Flexi
DNA polymerazy (Promega corporation, Madison, Wisconsin, USA) a vyuzitim dvou sad primert.
U kazdého predpokladaného transformanta byla ovéfovana pritomnost s#ph genu, ktery je soucasti
vektoru pNDH-OGG  (5'-GAATTCAGCGAGAGCCTGAC-3* (SEQ ID NO. 11) a
5'-ACATTGTTGGAGCCGAAATC-3* (SEQ ID NO. 12)) apfitomnost transgenu
(5"-CCCGGAAACTCAGTCTCCTT-3" (SEQ ID NO. 13) a
5- GTCTTCCGCTAAAACACCCC-3" (SEQ ID NO. 14)). Jako negativni kontrola byla pouzita
genomova DNA z WT C. purpurea (kmen P1), jako pozitivni kontroly byly pouZzity pfipravené
plazmidové DNA s jednotlivymi geny (obr. 2 az 4).

Vybrané ziskané transformanty s nejvy$§imi aktivitami byly ulozeny v Ceské sbirce
mikroorganismi, CCM:

OE TrpE 7% 4 = CCM8984 (Cp TrpE SL)
OF ogfp-dmaW 8 = CCM8983 (Cp dmaW)
4. Izolace homokaryotickych kultur C. purpurea

Homokaryotické kultury hub C. purpurea (kmen P1) byly ziskany metodou sekani $picek hyf.
Houby byly po dobu 1 tydne péstovany na Mantle agaru (100 g sachardza, 10 g L-asparagin
monohydrat, 1 g dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, 0,25 g dihydrogenfosforenan draselny, 0,25 g
siran hofecnaty heptahydrat, 0,033 g siran Zeleznaty heptahydrat, 0,027 g siran zineCnaty
heptahydrat, 0,01 g L-cystein, 0,1 g kvasinkovy extrakt, 20 g agar, doplnéno do 1 I destilovanou
vodou, pH upraveno na 5,2, autoklavovano 20 min pii 112 °C), a poté byly pod stereomikroskopem
fezany Spicky hyf za dichotomalnim vétvenim, Spicky hyf byly pfeneseny na novy Mantle agar.
Tento postup byl opakovan trikrat.

Ze vsech ziskanych homokarotickych kultur C. purpurea byla izolovana genomova DNA a pomoci
metody PCR byla znovu ovéfena pritomnost transgenu a /siph genu.
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Priklad 2: Studium exprese transgenni DNA

RNA z transformanti a WT (divokého typu) C. purpurea (kmen P1) byla izolovana pomoci
RNAqueous kitu (Thermo Fischer Scientific, Walthan, MA, USA). Takto ziskana RNA byla
osetfena DNAsou (Thermo Fischer Scientific) a poté presrazena LiCl (Thermo Fischer Scientific).
Nasledné probéhl prepis do cDNA pomoci reverzni transkriptazy RevertAid H Minus M-MULV
(Thermo Fischer Scietific). RT-PCR byla provedena pomoci GoTaq G2 Flexi DNA polymerazy
(Promega corporation), byly pouzity dvé sady primera. Jedna sada primeru byla pouZita na
amplifikaci Aph genu  (5'-GAATTCAGCGAGAGCCTGAC-3* (SEQ ID NO. 11) a
5'- ACATTGTTGGAGCCGAAATC-3" (SEQ ID NO. 12)), druha na amplifikaci genu kodujiciho
y-aktin, ktery slouzil jako endogenni kontrola (EnsemblFungi: CPUR 01270,
5’- CGCTCTCGTCATCGACAAT-3" (SEQ ID NO. 15) a 5'- ATTTCACGCTCGGCAGTAGT-
3" (SEQ ID NO. 16)) (obr. 5).

Priklad 3: Méfeni obsahu namelovych alkaloidi v submerznich kulturach hub C. purpurea P1
1. Priprava vzorku

Transformanti C. purpurea (kmen P1) byli spolecné s WT C. purpurea (kmen P1) kultivovani po
dobu 3 tydnu na Mantle agaru. Poté byla kazda houba ockovana do 6ti 250 ml Erlenmayerovych
ban¢k s 50 ml tekuté¢ho preinokulacniho InoCN média (100 g sachardza, 10 g kyselina citronova
monohydrat, 0,12 g chlorid draselny, 0,5 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,5 g siran hofecnaty
heptahydrat, 1 g dusi¢nan vapenaty tetrahydrat, 0,075 g amid kyseliny nikotinové¢, 0,006 g siran
zineénaty heptahydrat, 0,007 g siran Zeleznaty heptahydrat, pH upraveno pomoci 10% NH,OH na
5,2, doplnéno destilovanou vodou na 1 1, autoklavovano 15 min pfi 105 °C).). Po 5 dnech inkubace
ve tm¢ pfi 26 °C a na trepacce (200 ot./min) byly kultury centrifugovany po dobu 5 min
(4700 ot./min, 22 °C). Ke kazdému myceliu byla v zavislosti na jeho hmostnosti pfidana sterilni
voda (k 6,97 g mycelia bylo pfidano 40 ml vody). Pomoci ruéniho mixéru (BangCo, Bmo, Ceska
republika) byla kultura homogenizovana a 2 ml ziskané biomasy byly pipetovany do 250ml
Erlenmayerovy baiky obsahujici 50 ml indukéniho T25N média (300 g sacharoza, 15 g kyselina
citronova monohydrat, 0,12 g chlorid draselny, 0,5 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,5 g siran
hofecnaty heptahydrat, 1 g dusicnan vapenaty tetrahydrat, 0,075 g amidu kyseliny nikotinové,
0,006 g siran zineCnaty heptahydrat, 0,007 g siran Zeleznaty heptahydrat, pH upraveno pomoci
10% NH,OH na 5,2, doplnéno destilovanou vodou na 1 1, autoklavovano 20 min pii 115 °C).
Kultury C. purpurea exprimujici TrpE*"*" byly spoleéné s WT inkubovany po dobu 10 dni ve tmé
pii 26 °C na tiepacce (200 ot./min), kultury exprimujici ogfp-dmaW a volné ogfp byly spolecné s
WT kultivovany po dobu 14 dni ve tm¢ pfi 26 °C na tfepacce (200 ot./min).

Po kultivaci byly kultury filtrovany pres Miracloth membranu (Merck, Darmstadt, Némecko), pro
dalsi analyzy byla pouzita média 1 mycelia. U médii byl zméfen jejich objem, mycelia byla
lyofilizovana po dobu 48 h v lyofilizatoru SCANVAC (Trigon-plus, Ricany u Prahy, Ceska
republika).

2. Detekce transgenu pomoci PCR analyzy

Ze ziskanych lyofilizovanych mycelii byla opét izolovana genomova DNA a pomoci metody PCR
byla ve vzorcich ovéfena pritomnost transgenu a #ph genu (viz priklad 1, bod 3., detekce transgenu
pomoci PCR analyzy) (obr. 6 az 9).

3. Extrakce namelovych alkaloidu z médii

2 ml T25N indukéniho média z kultivace WT a transformantu C. purpurea (kmen P1) byly

smichany se 2 ml vody, vzorky byly pipetovany na kolonky SPE Catridges Octadecyl C18/18%
(Applied Separations, Allentown, PA, USA), které¢ byly aktivovany 5 ml acetonitrilu a nasledné
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5 ml vody. Po promyti kolonek 5 ml vody, byly namelové alkaloidy eluovany 3 ml smési uhlicitanu
amonn¢ho a acetonitrilu v poméru 1:4. Eluat byl odpafen za vakua pii 37 °C v SPD SpeedVac
pfistroji (Thermo elektron, Waltham, MA, USA), ziskany odparck byl rozpustén v 1 ml 80%
methanolu. Nasledné byl vzorek filtrovan pres kolonky Costar SpinX 22 um (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA). Na UHPLC bylo analyzovano 5 pl této smeési.

4.  Extrakce namelovych alkaloidi z mycelii

150 mg lyofilizované¢ho mycelia z kultivace WT a transformantu C. purpurea (kmen P1) bylo
extrahovano 1 ml smési acetonu a 4% kyseliny vinné v pom¢ru 1:1. Po inkubaci na tfepacce pres
noc pii pokojové teploté byla smés centrifugovana po dobu 10 min (14 000 ot./min, 22 °C),
supematant byl odpafen za vakua pfi 37 °C v SPD SpeedVac pfistroji, ziskany odparek byl
rozpu$tén v 500 ul 80% methanolu. Nasledn¢ byl vzorek filtrovan pres kolonky Costar SpinX
22 um (Sigma-Aldrich). Na UHPLC bylo analyzovano 5 ul této smési.

5. Stanoveni obsahu namelovych alkaloidi

Pripravené vzorky byly analyzovany pomoci UHPLC (ultra vysoce ucinna kapalinova
chromatografie) s vyuzitim systému Nexera (Shimadzu, Praha, Ceska republika), ktery byl
vybaven C18 kolonou s obracenou fazi (Zorbax RRHD Eclipse Plus 1,8 um, 2,1 mm X 150 mm,
Agilent, Santa Clara, CA, USA). Mobilni faze A obsahovala 0,15% (w/w) kyselinu octovou (pH =
4.4) aacetonitril v poméru 4:1, mobilni faze B obsahovala acetonitril a vodu v poméru 4:1.
Ve vzorcich byly stanovovany nasledujici namelové alkaloidy: ergotamin, ergotaminin,
a-ergokryptin a a-ergokryptinin (metodika: Cudejkova MM, Vojta P, Valik J, Galuszka P. (2016),
New Biotechnology, 33(5), 743-754, 2016). Monitoring byl proveden pfi 317 nm. Koncentrace
alkaloidi byla odectena z plochy piki za pouziti LabSolution softwaru (Shimadzu). Koncentrace
jednotlivych alkaloidu byla prepocitana na 1 mg lyofilizovaného mycelia a 1 ml T25N indukéniho
média.

Ze ziskanych dat byly pomoci Grubbsova testu vyloueny odlehlé hodnoty, ziskana data byla
podrobena testu Kruskal-Wallis ANOVA s Bonferroniho korekci (Statistika 12 software).

V tab. 1 je shmuto primémé mnozstvi namelovych alkaloidu v 1 mg lyofilizovaného mycelia (WT,
OF ogfp, OFE ogfp dmaW 8, OFE ogfp dmaW 13). Ztabulky jasn¢ vyplyva, ze v pripadé
transformantii exprimujicich jen ogfp nedoslo oproti WT (divokému typu) C. purpurea P1k zadné
zméng. Na druhou stranu transformanti exprimujici dmaW fuzované s ogfp jednoznacné vykazuji
zvySen¢ hladiny jak ergotaminu, tak ergotamininu. U transformanta ¢. 13 doSlo jeste
k signifikantnimu nartstu alpha-ergokryptininu.

V tab. 2 je shrmuto primémé mnozstvi namelovych alkaloidi v 1 ml T25N indukéniho média (WT,
OF gfp, OF gfp dmaW 8, OF gfp dmaW 13). Z tabulky jednoznacné vyplyva, ze v pripadé
transformantu exprimujicich ogfp opét nedoslo k zadn¢ zmén¢ vaci WT C. purpurea P1. Na druhou
stranu transformanti exprimujici dmaW fuzované s ogfp vykazuji signifikantné zvySené hladiny
vSech stanovovanych alkaloidli, tedy ergotaminu, ergotamininu, a-ergokryptinu a a-
ergokryptininu.

V tab. 3 je shmuto primémé mnozstvi namelovych alkaloidi v 1 mg lyofilizovaného mycelia (WT,
OE TrpEY 4, OF TrpES" 12). Signifikantni narist vech stanovovanych alkaloidi (ergotaminu,
ergotamininu, a-ergokryptinu a a-ergokryptininu) byl zaznamenan pouze v pfipad¢ transformanta
¢. 4.

V tab. 4 je shrmuto primérmé mnozstvi namelovych alkaloidi v 1 ml T25N indukéniho média (WT,
OF TrpES" 4, OF TrpES®" 12). Z tabulky jasné vyplyva, ze v piipadé obou transformanti doslo
ke zvySeni hladin ergotaminu 1 ergotamininu, u transformanta ¢. 4 doslo 1 ke zvySeni a-
ergokryptinu a a-ergokryptininu.
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Tab. 1. Prumémé mnozstvi namelovych alkaloidi (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin,
a-ergokryptinin) v myceliich WT a transformantu C. purpurea (kmen P1) exprimujicich ogfp (OF
ogfp) a dmaW fuzované s ogfp (OF ogfp-dmaW 8, OF ogfp-dmaW 13). Mnozstvi alkaloidi bylo
prepocteno na 1 mg lyofilizovan¢ho mycelia v kultufe po 14ti dnech kultivace + smérodatna chyba.
Hodnoty pochazi ze 6 biologickych replikata. Data byla analyzovana pomoci testu Kruskal-Wallis
ANOVA: * p <0,05, ** p<0,01.

Prumérné mnozstvi alkaloidi v myceliu (ng/mg)

ergotamin ergotaminin_ | a-ergokryptin | a-ergokryptinin
WT 44225+ 20,45 125,14 + 8.84 56,01 £451 14,35+ 1,88
OF ogfp 489,83 + 38,03 129,60 + 8,56 54,01 +£8.43 12,53 + 1,96

OF ogfp dmaW 8 | 1278.63 + 142,90 ** [ 364,27 + 50,50 * | 136,59+ 16,59 | 30,38 + 3,74
OF ogfp dmaW 13| 107639 +87.35* [33566+32.21*|142,19+23.04 | 4631+9.16*

Tab 2: Primémé mnozstvi namelovych alkaloidi (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin,
a-ergokryptinin) v médiich WT a transformanti C. purpurea (kmen P1) exprimujicich ogfp (OF
ogfp) a dmaW fuzované s ogfp (OF ogfp-dmaW 8, OF ogfp-dmaW 13). Mnozstvi alkaloidi bylo
pfepocteno na 1 ml média v kultufe po 14ti dnech kultivace + smérodatna chyba. Hodnoty pochazi
ze 6 biologickych replikati. Data byla analyzovana pomoci testu Kruskal-Wallis ANOVA: * p <
0,05, ** p<0,01.

Prumérné mnozstvi alkaloidi v médiu (ug/ml)

ergotamin ergotaminin_ | a-ergokryptin | a-ergokryptinin
WT 64,84 + 6,37 2349 +235 6,27+ 0,79 1,66 +£0,20
OF ogfp 75,36 £ 6,15 2589+2 13 7.43 + 089 1,84 +£0,.21

OF ogfp dmaW 8 | 238,62 +2577** | 9346+ 940 ** | 22.72+2.52* | 9,14+ 0,82 **
OF ogfp dmaW 13| 16724+1985* | 6557+818* | 2178 +401* | 776+ 146 *

Tab 3: Primémé mnozstvi namelovych alkaloidi (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin,
a-ergokryptinin) v myceliich WT atransformanta C. purpurea (kmen Pl) exprimujicich
mutovanou verzi TrpE (OFE TrpE % 4, OF TrpE %" 12). Mnozstvi alkaloidi bylo pfepoéteno na
1 mg lyofilizovaného mycelia v kultufe po 10ti dnech kultivace + smérodatna chyba. Hodnoty
pochazi ze 6 biologickych replikati. Data byla analyzovana pomoci testu Kruskal-Wallis ANOVA:
*p <0,05, ** p<0,01, ¥** p<0,001.

Priumérné mnoZzstvi alkaloidii v myceliu (ng/mg)

ergotamin ergotaminin a-ergokryptin | a-ergokryptinin
WT 314,50 + 7,05 65,86 +£4.79 4443 +£549 8,10+ 1,16
1681,29 + 150,35 | 450,85+ 47,73 | 291,00+ 27,84 73,64 £ 10,06
OF TrpE S76L 12 | 977,35+ 103,06 | 281,40+ 49,59 | 161,76 + 45,08 33,15+ 542

Tab 4: Primémé mnozstvi namelovych alkaloidi (ergotamin, ergotaminin, a-ergokryptin,
a-ergokryptinin) v médiich WT a transformantt C. purpurea (kmen P1) exprimujicich mutovanou
verzi TrpE (OE TrpE 5" 4, OF TrpE 9% 12). Mnozstvi alkaloidii bylo pfepoéteno 1ml média v
kultufe po 10ti dnech kultivace + smérodatna chyba. Hodnoty pochazi ze 6 biologickych replikatu.
Data byla analyzovana pomoci testu Kruskal-Wallis ANOVA: * p < 0,05, ** p < 0,01, ¥** p <
0,001.
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Priumérné mnozstvi alkaloidi v médiu (ug/ml)
ergotamin ergotaminin a-ergokryptin | a-ergokryptinin
WT 4220+ 3,10 12,17 £ 0,96 5,85+ 0,80 1,79 £ 0,30
OF TrpE S76L 4 | 287,78 + 59,09 ** | 110,05 + 22,84 ** | 50,05 + 6,28 *** | 16,84 + 3 61 ***
OF TrpE S76L 12| 166,84 + 15,40 * 6137+536* 18,85+ 1,78 6,55+ 0,44
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PATENTOVE NAROKY

1. Houba Claviceps purpurea pro produkci namelovych alkaloidii, vyznacena tim, Ze obsahuje
v genomu vloZenou nukleotidovou sekvenci obsahujici alespoii jeden gen vybrany z genu trpE°"*
majiciho sekvenci SEQ ID NO. 1 a kodujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L, a genu dmaW
majiciho sekvenci SEQ ID NO. 2 a kédujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu, pficemz vlozeny
gen je pod kontrolou konstitutivniho promotoru.

2. Houba podle které¢hokoliv z predchazejicich naroki, vyznacena tim, ze dale obsahuje kodon-
optimalizovany gen ogfp kodujici zeleny fluorescencni protein pro expresi v Botrytis cinerea.

3. Houba podle které¢hokoliv z pfedchazejicich naroku, vyznafena tim, ze konstitutivnim
promotorem je OliC promotor jaderného genu kédujiciho podjednotku 9 mitochondrialni ATP
synthetasy z Aspergillus nidulans nebo nebo gpdA promotor genu kodujiciho glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenasu z Aspergillus nidulans.

4. Houba Claviceps purpurea podle naroku 1, s vloZzenou sekvenci SEQ ID NO. 2 a s vloZzenym
kodon-optimalizovanym genem ogfp, ulozena v Ceské sbirce mikroorganismi pod ¢islem CCM
8983, ktera produkuje namelov¢ alkaloidy.

5. Houba Claviceps purpurea podle naroku 1, s vlozenou sekvenci SEQ ID NO. 1, ulozena
v Ceské sbirce mikroorganismu pod ¢islem CCM 8984, ktera produkuje namelové alkaloidy.

6. Zpusob pripravy houby Claviceps purpurea podle kteréhokoliv z narokii 1 az 5, vyznaceny
tim, Ze se pripravi expresni kazeta obsahujici nukleotidovou sekvenci obsahujici alespon jeden gen
vybrany z genu kodujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L a majiciho sekvenci_ SEQ ID NO.
1, a genu dmaW kédujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu a majiciho sekvenci SEQ ID NO. 2,
pficemz uvedeny alesponi jeden gen je pod kontrolou konstitutivniho promotoru, a terminator,
popiipadé¢ také kodon-optimalizovany gen ogfp kddujici zeleny fluorescenéni protein pro expresi
v Botrytis cinerea, a tato expresni kazeta se vlozi do genomu houby Claviceps purpurea.

7. Zpusob podle naroku 6, vyznaleny tim, Ze se expresni kazeta pripravi metodou kvasinkoveé
rekombinace, a nasledn¢ se expresni kazeta vlozi metodou transformace protoplasta.

8. Expresni kazeta ke zpusobu podle naroku 6 nebo 7, vyzna€ena tim, Ze obsahuje konstitutivni
promotor, alespont jeden gen vybrany z genu kodujiciho anthranilat synthasu s mutaci S76L a
majiciho sekvenci SEQ ID NO. 1, a genu dmaW koédujiciho dimethylallyltryptofan synthetasu a
majiciho sekvenci SEQ ID NO. 2, a terminator, popripad¢ také kodon-optimalizovany gen ogfp
kodujici zeleny fluorescenéni protein pro expresi v Botrytis cinerea.

9. Expresni kazeta podle naroku 8, vyznacena tim, ze ma sekvenci SEQ ID NO. 3 nebo SEQ ID
NO. 4.

10. Pouziti expresni kazety podle naroku 8 nebo 9 pro pripravu houby Claviceps purpurea podle
naroku 1.

11. Pouziti houby Claviceps purpurea podle které¢hokoliv z narokii 1 az 5 jako produkéniho
mikroorganismu pro vyrobu namelovych alkaloida.

6 vykresu

+
8 stranek sekvenci
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