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Abstrakt

Abstrakt

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou Skodlivé perzistentni organopolutanty zivotniho
prostiedi, jejichz mnozstvi uniklé do zivotniho prostfedi je odhadovano na 750000 tun.
Houby bilé hniloby jsou dlouho studovany pro svilj degradacni potencidl vici riznym
aromatickym organopolutantim a je zndmo, Ze jsou schopny degradovat PCB in vivo.
V této praci byla z hlediska biodegradace PCB studovdna houba Pleurotus ostreatus.
V prvni ¢asti experimentil byl sledovan vysoky degradacni potencial P. ostreatus, a to 1 pfi
relativné vysokém mnozstvi pfidanych PCB. Houba P. ostreatus byla schopna béhem 42
dni transformovat 780+£50 ug PCB pifi pocateCnim mnozstvi 1000 ug PCB ve 20 ml
kultivaéniho media. Déle byla sledovana snizujici se toxicita v pribéhu degradace PCB,
coz tento organismus fadi mezi vhodné kandidaty pro dekontaminaci v praxi. In vitro
experimenty s lakasou izolovanou z extracelularni tekutiny kultury P. ostreatus indukované
Cu®" neprokézaly ulast lakasy pfi prvnim kroku degradace PCB. Lakasa z houby P.
ostreatus neprokazala schopnost transformovat PCB ani v pfipadé, kdy byla ziskina
z media obsahujiciho PCB. V této praci bylo prokézano, Ze prvni krok transformace PCB
muZze probihat intracelularnim procesem, a to na urovni mikrosomalni frakce. Byla
detekovana 44-67% degradace u vybranych di-pentachlorovanych bifenylid. Mechanismus
transformace PCB neni objasnén, ale pravdépodobné metabolismus PCB a jejich
transformacnich produktdl pomoci houby P. ostreatus zahrnuje dva mechanismy.
Charakterizace produkti rozkladu PCB wukazuje na uplatnéni dehalogenacniho
mechanismu, ktery transformuje vicechlorované PCB a umoZiuje tak jejich dalsi

transformaci.

Klicova slova: Polychlorované bifenyly, Pleurotus ostreatus, Lakasa, Mikrosomalni

frakce, Plynovéa chromatografie s hmotnostni detekci



Abstract

Abstract

Polychlorinated biphenyls (PCB) represent relevant persistent organopollutants of the
environment and the estimated amount of PCB released into the environment is 750000
metric tons. White-rot fungi have been studied for long time due to their degradative
potential toward various aromatic pollutants and it is known that these fungi are able to
decompose PCB in vivo. Biodegradation of PCB by the fungus Pleurotus ostreatus was
studied in the frame of this work. A high degradative efficiency of P. ostreatus was
observed in the first set of experiments, even in the presence of relative high amount of
added PCB. Fungus was able to transform 780+50 pg out of the intial amount 1000 pg in
20 ml of a cultivation media within 42 days. A decrease in toxicity was recorded during the
degradation that suggests the suitability of this organism for a practical use in
decontamination. In vitro experiments with purified laccase induced with Cu*" from this
fungus did not prove any participation of the enzyme in the first step of PCB
transformation. The enzyme did not show an ability to degrade PCB even after purification
from cultivation media containing PCB. It was found that the first step of PCB
transformation can be performed by an intracellular process with microsomal fraction. A
degradation of 44-67% was observed for selected PCB congeners possessing from 2 to 5
chlorine substituents. The degradation mechanism has not been clarified, however, the
process include probably two mechanisms. Characterized PCB degradation products
suggest a presence of a dechloration mechanism that allows a further degradation of the

produced lower chlorinated intermediates. (In Czech)

Keywords: Polychlorinated biphenyls, Pleurotus ostreatus, Laccase, Microsomal

fraction, Gas chromatography — mass spectrometry



Seznam pouzitych zkratek

Seznam pouzitych zkratek

A
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DMF
DMP
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DTT
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EDTA
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L
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4-hydroxybenzoova kyselina
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signal luminiscence
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dusikem limitované mineralni medium (low nitrogen mineral medium)
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oxidasy se smiSenou funkci (mixed function oxidase)
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mangan-dependentni peroxidasa

redukovany nikotinamid adenin dinukleotid
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objem reakéni smési

molarni extink¢ni koeficient
2-chlorbenzaldehyd
2,6-dichlorbenzaldehyd



1. Teoreticky uvod

1. Teoreticky uvod

1.1. Polychlorované bifenyly

PCB jsou derivaty bifenylu, které ve své molekule obsahuji 1-10 atomut chloru (Obr. 1).
Rozdilny pocet a polohy atomil chloru v molekuldch PCB umoziiuji existenci 209 kongenerti
téchto latek. Podle Ballschmitera a Zella' bylo zavedeno ¢islovani jednotlivych kongenert,
které bylo uznano 1 Mezindrodni unii pro Cistou a uzitnou chemii (IUPAC). Pocet a polohy
atoml chloru v molekulach jednotlivych kongenerti oznacenych podle IUPAC je shrnut
v nasledujici tabulce (Tab. 1, str. 11). Jednotlivé kongenery se liS§i v substituci v polohach

ortho (2,2',6,6"), meta (3,3',5,5") a para (4,4'), coz urCuje jejich vlastnosti.
3 2 2 3
(Chn \—= 7 ~(Chn
5 6 6l 5l
Obr. 1: Vzorec polychlorovanych bifenylii s vyznacenymi polohami atomt chloru (n = 0-5).

1.1.1. Fyzikalni a chemické vlastnosti PCB

PCB mohou byt bezbarvé kapaliny (méné chlorované kongenery) ¢i nazloutlé krystalické
latky (vice chlorované kongenery). PCB jsou velmi malo rozpustné ve vodé (rozpustnost se
pohybuje v rozpéti 2,7-15000 pg/1 pti teploté 20 °C) a jejich rozpustnost klesa se stoupajicim
po¢tem atomil chloru v molekule. PCB jsou naopak rozpustné v tucich a organickych
rozpoustédlech. Teplotni stabilita téchto latek je velmi vysoka, stejné jako odolnost PCB viici

o ’ . r 2
pusobeni kyselin a zdsad”.
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1. Teoreticky uvod

Tab. 1: Oznaceni kongenertt PCB podle mnoZstvi a polohy chlorii v molekule'.

Kongener  Polohy CI  Kongener  Polohy CI  Kongener  Polohy Cl Kongener  Polohy Cl

1 2 53 22'5,6' 105 23,344 157 23,3445
2 3 54 2,2'.6,6' 106 2,3,3'4,5 158 2,3,3',4,4'6
3 4 55 23,34 107 2,3,3'4'5 159 2,3,3'4,5,5'
4 2,2' 56 2,3,3'4' 108 2,3,3'4,5' 160 2,3,3'4,5,6
5 2,3 57 2,3,3'5 109 2,3,3'4,6 161 2,3,3'4,5.6
6 2,3' 58 2,3,3'5' 110 23,346 162 2,3,3'4'5,5'
7 2,4 59 2,3,3'.6 111 2,3,3'5,5' 163 2,3,3'4'5.6
8 2.4 60 2,3,44' 112 2,3,3,5,6 164 2,3,3.4'56
9 2,5 61 2,3,4,5 113 2,3,3,5',6 165 2,3,3',5,5.6
10 2,6 62 2,3,4,6 114 2,3,44'5 166 2,3,4.4'5,6
11 33 63 2,345 115 23,446 167 2,3'4,4'55'
12 34 64 2,346 116 2,3,4.5,6 168 2,34,4'56
13 34 65 2,356 117 2,3,4'5,6 169 3,3,4,4'5,5'
14 35 66 2,3'.4.4' 118 2,3'4,4'5 170 2,2'3,3.4,4'5
15 4.4 67 2,3'4,5 119 234,46 171 2,2'3,3.4.4'6
16 2,2'3 68 2,3'4,5' 120 2,3'4,5,5' 172 22'3,3.4.4'5
17 224 69 2,3'4,6 121 2,3'4,5'6 173 2,2'3,3'4,5,6
18 22'5 70 2,3'.4'5 122 2'3,3'4,5 174 2,2'3,3'4,5,6'
19 2,26 71 2,346 123 2,3,44'5 175 2,2'3,3'4,5'6
20 2,3,3' 72 2,35,5' 124 23,455 176 2,2'3,3'4,6,6'
21 23,4 73 2,356 125 2'3,4,5.6 177 2,2'3,3'.4'5,6
22 2,3,4' 74 2,445 126 334,45 178 2,2'3,3'4,6,6'
23 2,3,5 75 2,446 127 3,3'4,5,5' 179 2,2'3,3'5,6,6'
24 23,6 76 2'3,4,5 128 223344 180 2,2'3,4,4'5,5'
25 2,3'4 77 3,3'4.4' 129 223345 181 2,2'3,4,4'5,6
26 2,35 78 3,345 130 223345 182 2,2'3,4,4'5'6
27 2,36 79 3,3'4,5' 131 223346 183 2,2'3,4,4'5'6
28 2,44 80 3,3,5,5' 132 223346 184 2,2'3,4,4',6,6'
29 2,4,5 81 3,44'5 133 2,2'335,5 185 2,2'3,4,5.5'6
30 2,46 82 22334 134 223356 186 2,2'3,4,5,6,6'
31 2,4'5 83 22335 135 223356 187 2,2'3,4'5,5'6
32 2,46 84 22336 136 2,2'3,3,6,6 188 2,2'3,4'5,6,6'
33 234 85 22344 137 223445 189 2,3,3,4,4'5,5'
34 23,5 86 22345 138 223,445 190 2,3,3,4,4'5,6
35 334 87 22345 139 223446 191 2,3,3'4,4'5'6
36 33,5 88 2,2'34,6 140 223446 192 2,3,3,4,5,5'.6
37 3,4.4' 89 22'34,6 141 223455 193 2,3,3'4'5,5'6
38 34,5 90 22345 142 223,456 194 2,2'3,3,4,4'5,5
39 345 91 223,106 143 2,2'34,56 195 2,2'3,3.4,4'5,6
40 2,2'3,3' 92 223,55 144 223456 196 2,2'3,3.4,4'5'6
41 2,2'3,4 93 223,56 145 2,2'34,66 197 2,2'3,3'4,4'6,6'
42 2,2'3,4' 94 223,56 146 223455 198 2,2'3,3'4,5,5.6
43 2,2'3,5 95 223,56 147 223456 199 2,2'3,3'4,5,6,6'
44 2,2'3,5' 96 223,66 148 223456 200 2,2'3,3',4,5.6,6'
45 2,2'3,6 97 22345 149 223,456 201 2,2'3,3'4'5,5'.6
46 2,2'3,6' 98 22346 150 223466 202 2,2'3,3',5,5.6,6'
47 2,2'4.4' 99 221445 151 223,556 203 2,2'3,4,4'556
48 22,45 100 22446 152 223,566 204 2,2'3,4,4'5,6,6
49 2,2'4,5 101 22455 153 224455 205 2,3,3'4.4'5,5'6
50 2,246 102 221456 154 224456 206 2,2'3,3.4,4'5,5,6'
51 2,2'4,6' 103 22456 155 224466 207 2,2'3,3'4,4'5,6,6'
52 2,2'5,5' 104 224,66 156 233445 208 2,2'3,3'4,5,5,6,6'
209 2'2,3,3,4,4'5,5.6,6'

11



1. Teoreticky uvod

1.1.2. Vyroba PCB a zdroje znecisténi Zivotniho prostredi

Vzhledem k chemickym a fyzikalnim vlastnostem (dobré elektroizola¢ni vlastnosti,
nehoflavost, dobra tepelna vodivost a mala rozpustnost ve vodé) nasly PCB Siroké uplatnéni v
prumyslu. Pro priimyslové vyuziti v§ak nebyly vyrabény jednotlivé kongenery zvlast, ale celé
smési PCB, a to chloraci bifenylu za katalyzy soli Zeleza. Zastoupeni kongeneri v komercné
vyrabénych smésich byla dana stupném chlorace pii jejich vyrob&’. V USA byly tyto
komeréni smési vyrabény pod nazvem Aroclor, v CSSR pod oznagenim Delor. Jednotlivé
komer¢ni nazvy byly déale oznaceny Ciselné, a to podle stupné chlorace smési. Napiiklad Delor
106 obsahuje 60 % chloru a nejvice jsou ve smési zastoupeny hexachlorované bifenyly,
kdezto Delor 103 (D103) obsahuje 30 % chloru. V 50. a 60. letech minulého stoleti byla
vyroba PCB na svém vrcholu a tyto latky se pouzivaly predevSim jako ptisady do barev,
inkoustu, lepidel, nékterych pesticidli, umélych hmot nebo jako ndhrazka voskl pii vyrobe

nabytku.

1.1.3. Toxicita PCB a vliv na Zivé organismy

V 70. letech byly PCB nalezeny v Zivotnim prostiedi a zacaly se projevovat jejich Skodlivé
¢inky na lidské zdravi®. Diky tomu se vyroba PCB znatné omezila a pouziti bylo povoleno
pouze v uzavienych systémech, ze kterych PCB neunikaly do Zivotniho prostiedi. V. CSSR

byla vyroba téchto kontaminantii zastavena k 1. lednu 1984.

Ptestoze se PCB nevyrabi jiz ¢tvrt stoleti, zstavaji vzhledem ke své chemickeé 1 fyzikalni
stabilit€¢ v zivotnim prostfedi. Dnes se v biosféfe nachazi ptiblizn¢ 750000 tun PCB. Jelikoz
jsou PCB lipofilni organopolutanty, zaclenily se do potravniho fetézce a predstavuji tak
zdravotni riziko 1 pro Clov€ka. Jednotlivé kongenery maji rtizné¢ zavazny Skodlivy vliv na
nervovy’, reprodukéni® i endokrinni systém’ a fadi se mezi tzv. podezielé karcinogeny®.
Toxicita jednotlivych kongenert zavisi na po¢tu atomua chloru v molekule (vice chlorované
bifenyly jsou obecné toxictejsi), ale také na jejich poloze. Kongenery substituované v

polohach meta a para jsou toxitt&jsi, ne? kongenery substituované v polohach ortho®.

1.1.4. Odstranovani PCB ze Zivotniho prostredi
V dnesni dobé se PCB likviduji nejcastéji velmi ndkladnym spalovanim pfi teploté nad

1300 °C*. Jestlize nejsou tyto podminky dodrzeny, vznikaji chlorované dioxiny a
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dibenzofurany, které jsou toxic¢téjSi nez samotné PCB. Pfi spalovani pidy kontaminované
PCB navic dochazi k jeji nevratné degradaci’. Proto jsou hledany alternativni cesty likvidace
téchto perzistentnich organopolutantti. Bioremediace vyuzivajici mikroorganismii se zd4 byt
Setrna k Zivotnimu prostfedi a finanéné méné ndrocnd. Vhodnymi kandidaty pro bioremediaci

jsou nékteré druhy piidnich bakterii, rostlin a ligninolytickych hub?.

1.1.4.1. Bakteridlni degradace PCB

Bylo popsano nékolik kment bakterii, které jsou schopny degradovat PCB'™.
Monochlorované bifenyly slouzi dokonce jako zdroj uhliku a energie, kdezto ostatni PCB
mohou byt transformovany kometabolismem, ktery bakterii neslouzi pro vyrobu energie.
Bakteridlni transformace muze probihat jak aerobné, tak anaerobné. Anaerobni bakterie jsou
schopny reduktivni dechlorace vice chlorovanych bifenyl v polohach meta a para, ¢imz
dochazi ke kumulaci ortho substituovanych PCB, a tedy ke sniZeni toxicity. Aerobni bakterie
oproti tomu atakuji bifenylovy skelet méné chlorovanych bifenyll. Produkty aerobni
degradace jsou pak chlorbenzoové a 5-C chloralifatické kyseliny®. Charakter intermediatii se
miZe u jednotlivych roda bakterii liSit. Bakterie Alkaligenes produkovala chlorbenzoové
kyseliny, kdezto v piipad¢ bakterie Acinetobacter byly jako intermedidty nalezeny

hydroxylované PCB'".

1.1.4.2. Fytoremediace PCB

Rostliny patfi mezi organismy schopné transformovat PCB. Bylo prokazano, Ze tabak
(Nicotina tabacum) a kien (Armoracia rusticana) degraduje PCB v realné kontaminované
padé'?. U nekolika dalgich rostlin byla testovana jejich schopnost transformovat PCB'.
Degradace byly zpravidla ¢aste¢né inhibovany inhibitory peroxidas a cytochromu P450. Také
bylo popsano n&kolik typi metabolitdi nalezenych po degradaci PCB tabakem'*. Skupina
Magee a kol."” popsala dechloraci kongeneru PCB 153 in vitro pii vyuziti surového extraktu

nitrat reduktasy (NR) z rostliny Tolice vojtéska (Medicago sativa).

1.1.4.3. Mykoremediace PCB
Houby bilé hniloby patii do skupiny organismi, které maji vysoky potencial pro degradaci

Sirokého spektra organopolutanttl. Vykazuji degradaéni schopnost vaéi chlorfenolim'®,

17,18 9

syntetickym barvivim'"'®, nitroaromatiim, jako je naptiklad 2,4,6-trinitrotoluen'”, atd.
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1. Teoreticky uvod

V literatuie existuje n€kolik praci zabyvajicich se degradaci polycyklickych aromatickych

uhlovodikt (PAU) ligninolytickymi houbami. Jsou popsany metody in vivo'*** vyuzivajici

k degrada¢nim pokustim celych houbovych kultur, i metody in vitro vyuZzivajici purifikované

extracelularni ligninolytické enzymy MnP a lakasu®'->23242>2¢,

Degradace PCB je oproti transformaci PAU méné prostudovana. Prvni prace vyuzivajici
houbu bil¢ hniloby (Phanerochaete chrysosporium) k degradaci PCB byla publikovana v roce
1985%7. Pozd&ji bylo prokazano, Ze houby bilé hniloby jsou schopny degradovat jak
samostatné kongenery™, tak i vyrabéné komeréni smési*~’. Od té doby byly publikovany
prace, které diskutuji mozné vyuZziti dalSich ligninolytickych hub vcetné vhodnosti

30,31

jednotlivych kultivaénich medii™”". Bylo potvrzeno, Ze houby bilé hniloby jsou schopny

h*7%3! tak v kontaminovanych padach®>. Obecné plati,

degradovat PCB jak v tekutych mediic
ze jsou béhem in vivo degradacnich pokusii 1épe degradovany kongenery s niz§im poctem
atomll chloru v molekule PCB. Kongenery substituované v pozicich mefa a para jsou
odolnéjsi vici degradacnim procesiim, narozdil od kongener substituovanych v polohach
ortho, které jsou degradovany efektivngji*’>>. Do dne$niho dne viak chybi prace, ve které by
byl publikovan pozitivni vysledek in vitro degradace PCB s purifikovanymi a

charakterizovanymi enzymy.

Existuji vSak prace, ve kterych se autofi zaméfili na analyzu metaboliti se snahou sestavit
posloupnost jednotlivych reakci degradace PCB houbami bilé hniloby. Jako metabolity
vzniklé pii in vivo degradaci kongeneru PCB 15 (4,4'-dichlorbifenyl) houbou
P. chrysosporium byly identifikovany monohydroxy derivaty PCB 15, monomethoxy derivaty
PCB 15, 4-chlorbenzoové kyselina, 4-chlorbenzaldehyd a 4-chlorbenzylalkohol®'.

Néktefi autofi se zabyvaji degradaci PCB houbami bilé hniloby s vyuzZitim jejich
neligninolytickych enzymil. De a kol.** studovali Gi¢ast nitrat reduktasy (NR) pii reduktivni
dechloraci PCB 153 za aerobnich podminek a inhibice dechlorace za ptitomnosti inhibitort
NR vypovida o ucasti enzymu v reakci. Autofi dechloraci PCB 153 sledovali také v ptipadé,

kdy pouzili komerén& dostupnou houbovou NR. Kéller a kol.”

popsali degradaci kongeneri
PCB 9 a PCB 52 in vivo houbou Trametes multicolor, béhem které byla zjisténa zvysena
peroxidasové aktivita. Uast peroxidasy pfi degradaci kongenertt PCB 9 a PCB 52 byla v této

praci prokazana experimentem in vitro s komeréné€ dostupnou kienovou peroxidasou (HRP).
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Pozitivni vysledky degradace byly publikovany v pracich zabyvajicich se in vitro
degradacemi hydroxylovanych PCB purifikovanymi lakasami hub bilé hniloby’®*’. Lakasa
purifikovana z Trametes versicolor a P. ostreatus degradovala hydroxylované PCB’’, aviak
hydroxylované bifenyly obsahujici vice nez tii atomy chloru v molekule byly vii¢i degradaci
rezistentni. Niz§i odolnost méné chlorovanych hydroxylovanych PCB vici degradaci lakasami
byla diskutovana také v praci Fujihira a kol.®, ktery pouzil pro degradace lakasu
z ligninolytické houby T. versicolor, heterologné¢ exprimovanou organismem Aspergilus

oryzae.

1.2.  Houby bil¢ hniloby a jejich degradaéni potencial

Houby bilé hniloby (ligninolytické houby) jsou organismy rostouci na dfeve. Produkuji
tzv. ligninolytické enzymy, které jim umoznuji rozkladat polymerni molekulu ligninu. Tim se
pro tyto organismy zpfistupni celulosa a hemicelulosa, které mohou vyuZzivat jako zdroj uhliku
a energie. VéEtSina téchto hub patfi mezi basidiomycety. Hlavnimi zastupci ligninolytickych
hub jsou rody Bjerkandera, Dichomitus, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes® . Po degradaci
ligninu témito houbami zlstdva zejména bile zbarvena celulosa. Podle vzhledu napadené¢ho
dfeva jsou houby degradujici lignin pojmenovany jako houby bilé¢ hniloby.

D . "y e .40
Lignin je po celulose a hemicelulose tfetim nejrozsifenéj$Sim biopolymerem na Zemi™ a

vyskytuje se u vSech cévnatych rostlin. Lignin je heterogenni polyfenolicky biopolymer
skladajici se ze tfi zdkladnich jednotek, kterymi jsou priméarni hydroxyskoficové alkoholy: p-
kumarylalkohol, koniferylalkohol, sinapylalkohol. Tyto zdkladni jednotky jsou u rGznych
rostlinnych druhti zastoupeny v rizném poméru. V molekule ligninu se vyskytuje n¢kolik typt
vazeb, které propojuji jednotlivé monomerni jednotky, a to 3-O-4, B-5, B-B, 5-5, 4-O-5, B-1.
Struktura molekuly ligninu byla dlouho povazovana za ndhodné uspotfddanou, ale novéjsi
studie ukazuji, Ze by se mohlo jednat o strukturu, jejiz syntéza podléha biochemicke

41,42

kontrole™ . Lignin je velice odolny vici degradaci. Rozkladat lignin je schopno pouze

nékolik typt organismi, které jsou vybaveny prislu§nym enzymovym aparatem™.
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1.2.1. Ligninolytické enzymy

Pfevazna vétSina enzymt participujicich na degradaci ligninu je produkovana
extracelularné. Nepravidelné uspofddani monomernich jednotek v molekule ligninu
determinuje nizkou substratovou specifitu ligninolytickych enzymi. Mezi ligninolytické
enzymy hub bilé hniloby jsou fazeny lignin peroxidasa (LiP; EC 1.11.1.14), mangan-
dependentni peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13) a versatilni peroxidasa (VP; 1.11.1.16) a nemén¢
vyznamna fenoloxidasa, lakasa (EC 1.10.3.2). Do této skupiny enzymu jsou fazeny 1 tzv.
pomocné enzymy jako je napt. glyoxal oxidasa (EC 1.2.3.5) a aryl alkohol oxidasa (EC
1.1.3.7)041%,

1.2.1.1. Lakasa

Lakasa (EC 1.10.3.2) patfi mezi fenoloxidasy. Poprvé byla lakasa popsana v roce 1883 u
japonského stromu Rhus vernicifera® a patii mezi vibec prvni popsané enzymy. AZ poté byla
lakasa nalezena u hub*. Dnes je vSak popsana pfitomnost lakasy i u nékterych skupin
bakterii** a hmyzu®. Je popsano vice nez 100 houbovych isoenzymii lakasy, které mohou mit
monomerni ¢i dimerni proteinovou strukturu s riznym stupném glykosilace proteinu (10-45%
u houbovych)*. Velikost jedné monomerni jednotky se pohybuje v rozmezi 50-110 kDa*.
Isoelektricky bod (p/) téchto isoenzymi se Casto nachazi v okoli pH 4,0. VétSina lakas je

produkovéna extracelularng*'**,

Funkci lakas neni jen rozklad ligninu, ale Gcastni se také sporulace a tvorby bunécného
. 46 .. “ v ., . .
pigmentu u hub™. U rostlin je lakasa zaclenéna v procesu hojeni ran a spolu s peroxidasami

participuje na biosyntéze ligninu**.

Charakteristickym znakem vSech lakas je pfitomnost dvoumocnych ionth médi v reakénim
centru. Z tohoto ditvodu patii lakasy do rodiny enzymi tzv. multi-copper oxidas™. Nékteii
autofi uvadi, ze pocet ionti Cu®" v reakénim centru se u lakas miize pohybovat od dvou do
&tyi*®. Jini autofi povazuji za lakasy pouze enzymy majici ve svém reakénim centru étyfi Cu®
ionty47.

Ctyfi ionty Cu®” jsou rozd&leny do dvou reakénich center. Prvni centrum, oznadovano jako
T1, obsahuje pouze jeden ion Cu®" (typ-1 Cu, charakteristicka absorbance pii 600 nm). Druhé

centrum oznadované jako T2/T3 se sklad4 z vazebného mista T2, které vaze jeden ion Cu®”
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(typ-2 Cu, charakteristicka absorbance ve viditelné oblasti svétla), a vazebného mista T3 pro

zbyvajici dva ionty Cu®" (typ-3 Cu, charakteristick4 absorbance pti 330 nm).
Reakei, kterou lakasa katalyzuje, je mozné zapsat souhrnou rovnici
4RH + O; — 4R + 2H,0.

Podrobnéji je katalyticky cyklus zndzornén na Obr. 2 (str. 18). Prvni krok katalyzy probiha na
reakénim centru T1, které je primarnim akceptorem elektronu. Zde po vazbé substratu dochazi
k redukei Cu®" na Cu’. Nasledn& dochézi k transportu 4 elektront (ze 4 molekul substratu) na
druhé reakéni centrum T2/T3. Transport je umoznén pravdépodobné prostfednictvim silné
konzervované sekvence His-Cys-His. Timto krokem se enzym dostava z pln¢ oxidovaného
(klidového) stavu do stavu plné redukovaného. Transport elektront z reakéniho centra T1 do

centra T2/T3 je také krokem limitujicim celkovou rychlost katal;’rzy42.

Redukce kysliku na vodu probihd ve dvou krocich. Nejprve se molekula kysliku vaze na
centrum T2/T3, coz vede krychlému transportu dvou elektronii ze dvou kationti médi
uloZenych ve vazebném misté T3 a vznika tak peroxidovy intermediat. Pfi redukei kysliku na
vodu je rychlost limitujicim krokem vazba molekuly kysliku na reakéni centrum T2/T3. Poté
nastava rychly transport jednoho elektronu zreakéniho centra T1 a dochazi k rozpadu
peroxidového intermedidtu na oxy radikalovy intermediat. Tento krok je nésledovan
reduktivnim rozstépenim O-O vazby a dochazi k uvolnéni nové vzniklé molekuly vody.
Pomaly rozpad intermediatu je usnadnén pifenosem jednoho elektronu z kationtu médi
umisténém v centru T2. V poslednim kroku jsou vSechny ¢tyfi kationty mé&di v oxidacnim

stavu Cu®" a O” je uvolnén jako druha molekula vody*'**.
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Obr. 2: Katalyticky cyklus lakasy. RH = substrat, T1, T2, T3 =reak¢ni centra enzymu.
Upraveno podle*.

Bylo prokézano, Ze katalytické pisobeni lakas usnadiiuji tzv. mediatory. Mediatory jsou
nizkomolekularni latky pfirodniho ¢i1 syntetického pavodu, které zvySuji efektivitu
katalyzovanych reakci. Medidtor je lakasou oxidovan a v reakéni smési pak pisobi jako
oxida¢ni Cinidlo. Substrat je tak sekundarné oxidovén bez piimého kontaktu s enzymem.
V literatute je celd tada medidtori popsana v souvislosti s degradaci polycyklickych
aromatickych uhlovodikia (PAU)* a dekolorizaci primyslovych barviv® pomoci lakas. Mezi
syntetické mediatory lakasy jsou fazeny napiiklad 2,2'-azinobis(3-etylbenzthiazolin-6-
sulfonova kyselina) (ABTS)™, kyselina violurova (ViA) a 2,2,6,6-tetrametyl piperidin 1-oxyl
radikal (TEMPO)’'. Pfirodnimi mediatory mohou byt fenol, 4-hydroxybenzoova kyselina
(HBA), tyrosin (Tyr), redukovany glutathion (RG)*, kyselina sinapova (SA)>.

18



1. Teoreticky uvod

1.2.1.2. Lignin peroxidasa
Lignin peroxidasa (LiP) katalyzuje H,O,-dependentni oxidativni depolymeraci ligninu*’.

Celkovou reakci Ize zapsat jako

1,2-bis(3,4-dimethoxyfenyl)propan-1,3-diol + H,O, — 3,4-dimethoxybenzaldehyd + 1-(3,4-
dimethoxyfenyl)ethan-1,2-diol + H,O.

LiP je enzym s nizkou substratovou specifitou. V ptitomnosti H;O, oxiduje fenolické
aromatické substraty, ale také mnohé nefenolické lignin modelové slouceniny jako napiiklad

anisylalkohol a veratrylalkohol (VA)**.

LiP byla poprvé objevena u houby P. chrysosporium™ . Dnes je jiz znamo mnoho riiznych
isoenzymti LiP produkovanych houbami bilé¢ hniloby. Isoenzymy LiP jsou glykoproteiny o
velikosti 38-46 kDa, jejichz p/ lezi v rozmezi hodnot pH 3,2 a 4. Charakteristickym znakem
LiP je neobvykle nizka hodnota pH optima, kterd se pohybuje okolo pH 3 a se stoupajici

hodnotou pH aktivita enzymu rychle klesa**.

LiP je globularni protein, ktery se sklada ze dvou domén. Mezi doménami se nachazi
Stérbina, ve které je zaClenén hem pfistupny prostiednictvim dvou malych kanalt. Jednomu
molu proteinu odpovida jeden mol Zeleza protoporfyrinu IX. Struktura proteinu je bohata na
o-helixové struktury a obsahuje osm cysteinovych zbytkl, které se vSechny podili na vzniku
disulfidickych mustki. Na kazdé z domén se nachédzi kalcium-vazebné misto, které
pravdépodobné¢ napomdhd udrzovat strukturu aktivniho centra. Ve struktufe proteinu se
vyskytuji jak N-glykosidické, tak O-glykosidické vazby. Glykosilace je pro protein dulezita z
hlediska ochrany C-termindlniho peptidu pfed proteolysou. Vazebné misto pro peroxid je
umisténo na distalni strané¢ hemu a je pfistupné prostiednictvim kandlu sahajicimu az na

povrch proteinu™®.,
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Obr. 3: Katalyticky cyklus LiP. VA = veratrylalkohol, VAD = veratrylaldehyd, LiP I, II,
III = slou&eniny L II, III. Upraveno podle*.

Katalyticky cyklus LiP (Obr. 3) se skladd ze dvou kroka . Prvnim krokem je 2
elektronova oxidace nativniho enzymu (Fe’*) vedouci ke vzniku sloueniny I (LiP-I) za
soucasné redukce H,O, na vodu. Druhy krok zahrnuje 1 elektronovou redukci LiP-I za vzniku
slouceniny II (LiP-II), pfi¢emzZ substrat, napt. VA, je oxidovan. Dalsi 1 elektronovou oxidaci
druhé molekuly substratu se enzym vraci do svého nativniho stavu. LiP-II vSak muze pii
nedostatku substratu a vysoké koncentraci H,O, reagovat za vzniku slouceniny III (LiP-III),
ktera je neaktivni a zabraiiuje dokonéeni katalytického cyklu LiP>>. Vzniku LiP-III brani

pFitomnost aromatickych latek, jako naptiklad VA nebo tryptofan®.
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1.2.1.3. Mangan-dependentni peroxidasa

Mangan-dependentni peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13) katalyzuje Mn-dependentni reakci
2Mn*" + 2H" + H,0, — 2Mn*" + 2H,0.

Poprvé byla MnP izolovéna z P. chrysosporium® . MnP patii mezi glykoproteinové
peroxidasy obsahujici hem, jejichz molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 45-55 kDa™.
Jednotlivé isoenzymy MnP se 1i§i v hodnoté pl, kterd se nachdzi v rozmezi pH 3-4,5.
Molekulova struktura MnP je velice podobnd struktute LiP. MnP se skladd ze dvou
proteinovych domén, mezi nimiZ je uloZzen hem, jedenacti a-helixii a péti disulfidickych
mustkd. Disulfidicky mtistek na C-terminalnim konci napomaha formovat Mn®*'-vazebné

misto™.
MnP dokaze vyuzivat Mn”" jako redukéni substrat*. Katalyticky cyklus MnP (Obr. 4,
str. 22) je velice podobny katalytickému cyklu LiP a lze zapsat rovnicemi
MnP + H,O,; — MnP-1 + H,0
MnP-1+ Mn** — MnP-II + Mn’*
MnP-II + Mn** — MnP + Mn®" + H,0.

Nativni enzym MnP reaguje s H,O, za vzniku slou¢eniny I (MnP-I), kterd nasledné vaze
Mn”" a dochazi k jeho oxidaci na Mn®". V tomto kroku je MnP-I redukovana prostfednictvim
Mn®" na slougeninu II (MnP-II). K této redukci viak miiZe dojit i prostfednictvim jiného
donoru elektronu (napiiklad fenolické sloueniny)’®. V poslednim kroku katalytického cyklu
dochazi k druhé 1 elektronové redukci MnP-II a enzym se takto vraci do svého nativniho
stavu. V tomto poslednim regeneraénim kroku je viak uloha Mn>" nezbytna k dokonéeni

katalytického cyklu®.
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Obr. 4: Katalyticky cyklus MnP. MnP 1, II = slou¢eniny I, II. Upraveno podle®’.

Béhem katalytického cyklu vznika kation Mn®, ktery je velice reaktivni. Dochézi k jeho
disociaci z enzymu a nasledné stabilizaci v komplexu s o-hydroxy kyselinami (oxalat ¢i

malonat), jejichZ pritomnost napomaha disociaci Mn®’* a zvysuje tak aktivitu enzymu**.

Mn”" komplex je schopen difuze a puisobi jako oxidaéni &inidlo schopné 1 elektronové
oxidace fenolickych substrati za vzniku fenoxy radikalového intermediatu, jak je uvedeno v

rovnici

Mn’* +RH — Mn*" + R + H".
Fenoxy radikal nasledné podléha dalSim, v této chvili jiz neenzymatickym, reakcim (napf.
Stépeni vazeb). Dale Mn’" katalyzuje oxidaci fenolickych substratti (jednoduché fenoly,
aminy, pramyslova barviva). Za fyziologickych podminek je oxidaéni schopnost Mn’"

komplexu jako takového omezena pouze na oxidaci fenolickych sloucenin.

K oxidaci nefenolickych substrati komplex vyzaduje pfitomnost mediatoru. V tomto
pfipadé se MnP lisi od LiP, ktera je schopna odd¢lit elektron z aromatického kruhu za vzniku
radikal kationtu. Mn®* v ptitomnosti thiolu (napf. glutathion) zprostiedkovava oxidaci
napiiklad substituovaného benzylalkoholu na pfislusny aldehyd. Pfi této reakci oxiduje thiol
na thiylovy radikal, ktery nasledné odsStépi vodik ze substratu a vznika radikal (benzyl), ktery

poté podléha neenzymatickym reakcim, vedoucim k tvorb¢ finalniho produktu.
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1.2.1.4. Versatilni peroxidasa

Versatilni peroxidasa (VP; EC 1.11.1.16) byla poprvé objevena u houby Pleurotus
eryngii®. Vzhledem ke katalytickym vlastnostem byla VP ozna&ena jako LiP-MnP hybrid®,
jelikoz vykazuje jak aktivitu charakteristickou pro LiP, tak pro MnP. Proteinova struktura VP
se vice podoba struktufe LiP, nez MnP*. V proteinové struktuie je Mn”" vazebné misto, které
je typické pro isoenzymy MnP. VP vSak obsahuje aminokyselinové zbytky charakteristické

pro vazbu aromatického substratu. Tento charakteristicky rys se shoduje se strukturou LiP.

Katalyticky cyklus houbové VP byl navrzen Ruiz-Duefias a kol.””. Stejn& jako u LiP a
MnP dochazi na pocatku cyklu k 2 elektronové oxidaci enzymu prostfednictvim H,O, a
nasledné tvorbé slouceniny typu I. Poté dochazi ke dvéma 1 elektronovym oxidacim substratu,
pii kterych postupné vznika sloucenina II a enzym se vraci do svého nativniho stavu. VP
oxiduje jak aromatické substraty za vzniku pfisluinych radikali (bez pritomnosti Mn®"), tak
Mn®" na reaktivni Mn®", ktery pozdé&ji ptsobi jako oxidaéni &inidlo schopné difuze, jak je

tomu u MnP.

VP je unikatni tim, jaké substraty je schopna oxidovat. Je schopna oxidovat nejen VA,
ktery je typickym substratem LiP, ale 1 primyslova barviva s vysokym redoxnim potencialem.
Stejnd tak VP oxiduje barviva s nizkym redoxnim potencialem, substituované fenoly a Mn*",

které jsou viak oxidovéany sirokym spektrem houbovych enzymi**®',

U hub bilé hniloby byla detekovana také mangan-independentni peroxidasa (MIP), ktera

ke své katalytické ¢innosti nepotiebuje mangan®.

1.2.1.5. Minoritni ligninolytické enzymy
Dalsi enzymy zapojené v degradaci ligninu maji pifedev§im pomocnou tlohu. Mnoh¢é z

nich generuji H,0,, ktery je nezbytny pro funkci peroxidas®.

Glyoxal oxidasa (EC 1.2.3.5) je produkovana houbami bil¢ hniloby, naptiklad
P. chrysosporium. Jedna se o metaloenzym, ktery ve své molekule vaze méd’. Glyoxal oxidasa
je pro extracelularni degradaci ligninu nezbytnd, jelikoZ extracelularné vyrdbi H,O,.
Katalyzuje oxidaci aldehydu na karboxylovou kyselinu, pfi¢emzZ souc¢asné¢ dochazi k redukci

molekuly kysliku na peroxid vodiku podle rovnice

RCHO + O, + H,O0 - RCOOH + H;0,.

23



1. Teoreticky uvod

Houba béhem katalyzy sekretuje do prosttedi jednoduché dikarbonyly (napiiklad glyoxal a
methylglyoxal), ¢imz je zajiStén dostatek substratu pro reakci generujici H,O,. Z glyoxalu
nejprve vznikd glyoxylova kyselina. Ta je dale metabolisovana na kyselinu oxalovou, ktera

dale funguje také jako kofaktor MnP®.

Aryl alkohol oxidasa (EC 1.1.3.7) patfi mezi oxidoreduktasy, které maji kovalentné
véazany kofaktor FAD®. P#i degradaci ligninu ma stejnou tlohu jako glyoxal oxidasa, tedy
tvorbu H,0,. Aryl alkohol oxidasa katalyzuje oxidativni dehydrogenaci Sirokého spektra
polynenasycenych alifatickych primérnich alkohold, pfi které soucasné¢ vznika H,O,.
Analogicky, jen s vyuzitim fenolického substratu, funguje také naptiklad vanillyl alkohol

oxidasa®.

1.2.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 jsou terminalnim enzymem systému tzv. oxidas se smiSenou funkci
(MFO systém z anglického mixed function oxidase system). Systém MFO je v eukaryotické
bunice lokalizovan v membrané hladkého endoplasmatického retikula a je hlavni slozkou
metabolismu cizorodych latek. Endoplasmatické retikulum je pak pfi izolaci ziskdvano ve
form¢ tzv. mikrosomt. Cytochrom P450 se v mensi mife vyskytuje také v membrané
mitochondrii, kde se podili na biosyntéze steroidi (klra nadledvin). U prokaryotickych

organismil se cytochromy P450 vyskytuji v rozpustné formg®®*’.

Ackoli se mohou svou strukturou jednotlivé formy cytochromi P450 znaéné liSit,
aminokyselinové sloZeni v okoli hemu zlistdva siln¢ konzervovano. Spoleénym rysem vSech
cytochromiit P450 je ptfitomnost porfyrinového skeletu (protoporfyrin IX). Ten je Caste¢né
vazan hydrofobnimi silami, ale také pomoci thiolatové siry sulthydrylové skupiny cysteinu
v aktivnim centru (paty ligand Zeleza protoporfyrinu IX). Toto uspofadani determinuje
unikatni katalytické a spektralni vlastnosti téchto hemoproteinii. Sestym ligandem Zeleza
protoporfyrinu IX je kyslik molekuly vody. DalSim spoleénym rysem cytochromi P450 je

hydrofobni charakter jejich substrati. VétSinu katalyzovanych reakcei lze vyjadfit sumarni

rovnici
RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP".
Katalyticky cyklus®®®"% je podrobngji znizornén na Obr. 5 (str. 25). Cyklus za¢ina vazbou

substratu (RH) do dutiny v blizkosti Fe*" protoporfyrinu IX (krok 1). Konforma&ni zména
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1. Teoreticky uvod

spojend s vazbou substratu usnadiiuje redukci Fe'". Redukce je zprostfedkovéana ptenosem
elektronit z NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid fosfat) na NADPH-cytochrom P450
reduktasu v endoplasmatickém retikulu nebo na ferredoxin reduktasu a nehemovy FeS protein
v mitochondriich, a poté na vlastni cytochrom P450 (krok 2). Na redukovany cytochrom P450
se nasledné vaze molekula O, (krok 3). Vznika nestabilni komplex, ktery je redukovan (nyni
muze elektron z NADPH piinaset NADPH—cytochrom P450 oxidoreduktasa nebo cytochrom
bs) za vzniku komplexu (RH)F e3+(02)2' (krok 4). Tento komplex nasledné podléha protonizaci
(H" pochazi z aminokyselin v okoli aktivniho centra enzymu) a dochazi ke $tépeni O-O vazby
biatomické molekuly kysliku, pficemzZ je jeden atom kysliku redukovan na vodu a druhy
zGstava vazan v aktivnim centru enzymu v komplexu RH(Fe-O)’" (krok 5). V nasledujici
reakci dochazi k odstépeni vodikového atomu z molekuly substritu za vzniku radikélu
substratu v komplexu s (R*)(F e-OH)*" (krok 6) a nasledn& vznika (ROH)Fe®" (krok 7). Poté je
uvolnén produkt (ROH) a nativni forma cytochromu P450 (Fe*") (krok 8).

ROH RH
Fe3+
(ROH)Fe™ 8 I RHF
/ N
(R*)(Fe-OH)™ (RH)Fe™
r 6 3 0,
.. XOH XG0 ===y 7O
RH(Fe-0) : T
(RH)Fe, (0) N
H,0
(RH)Fe ' (0,)" (RH)Fe™ (07

r‘*/ r
k Lb» \‘Hzoz— —*';

kg S i (o, S B P

Obr. 5: Katalyticky cyklus cytochromu P450. RH = substrdt, ROH = monooxygenacni
produkt, XOOH = peroxysloucenina (alternativni donor kysliku), Fe = atom hemového Zeleza

enzymu. Upraveno podle®.
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Vedle kysliku muze cytochrom P450 pro oxidativni reakce vyuzivat peroxidy a
peroxokyseliny. Ty se stavaji donorem kysliku (Obr. 5, str. 25). Peroxidasovou aktivitu

cytochromu P450 je pak mozné zapsat reakci
RH + R'OOH — ROH + R'OH,

kde RH je substrat, R'OOH je hydroperoxid, ROH je produkt reakce a R'OH je alkohol
vznikly redukei hydroperoxidu.

66,70 M
7. Kromé

Cytochromy P450 jsou schopny katalyzovat velmi Siroké spektrum reakci
hydroxylace substratu katalyzuji cytochromy P450 také naptiklad deaminace, dealkylace,
dehydrogenace, dehydratace, epoxidaci, oxidativni i1 reduktivni dehalogenace a oxidativni

Stépeni C-C vazby.

Cytochromy P450 byly nalezeny u rtiznorodych organismt, od bakterii az po rostliny a
zivoCichy. Tato skute¢nost naznacuje, Ze se jednd o velmi stary hemoprotein, ktery vznikl
jestd pred rozdélenim vyvojovych vétvi eukaryot a prokaryot’'. Cytochromy P450 se tedy
vyskytuji také u hub. K dne$nimu dni je znamo pfiblizng 8500 houbovych cytochromi P450".

Ptevazna vétsina houbovych cytochromii P450 se vyskytuje v endoplasmatickém retikulu’>.

Izolace houbového cytochromu P450 je velice obtizna vzhledem k nizké stabilité proteinu
a nizké Urovni exprese témito organismy. Velkd c¢ast reakci katalyzovanych houbovym
cytochromem P450 byla prokézana neptimo na zéklad¢ zavislosti reakce na NADPH a pomoci
inhibice reakci latkami, které jsou povazovany za specifické inhibitory cytochromii P450

(napf. piperonyl butoxidem (PB) & CO)">™

. Na zaklad¢ tohoto typu ditkazli byla diskutovana
role houbovych cytochromli P450 ptfi degradaci riznych organopolutantli. Jejich strucny

piehled je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 2, str. 27).
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Tab. 2: Piehled degradace rtiznych organopolutantii jednotlivymi houbami bil¢ hniloby
prostiednictvim cytochromu P450, vcéetné nalezenych metaboliti jednotlivych reakci a
pouzitého nepitimého dikazu.

Organopolutant Houba bilé Metabolity Typ dikazu Zdroj
hniloby
PAU
Benzo(a)pyren Pleurotus Hydroxylovany NADPH-dependentni reakcee, 75,76
pulmonarius benzo(a)pyren inhibice pomoci CO
Fenantren P. ostreatus Kyselina 2,2'- Inhibice pomoci SKF 525-A, 21
bifenyldikarboxylova 1-aminobenzotriazolu,
fluoxetinu
Naftalen Phlebia lindtneri ~ Hydroxylovany naphtalen Inhibice PB 74
Chlorované P. chrysosporium  Chlorované Molekularné-genetické metody 77
dioxiny hydroxydioxiny
Kyselina P. chrysosporium  Nebyly zjistovany NADPH-dependentni reakce, 78
benzoovd inhibice PB
Léciva
Ibuprofen T. versicolor Hydroxylovany ibuprofen Inhibice 1-aminobenzotriazolem, 79

PB

PAU = polycyklické aromatické uhlovodiky, NADPH = redukovany nikotinamid adenin

dinukleotid fosfat, PB = piperonyl butoxid
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1.2.3. Ostatni enzymy

V souvislosti s houbami bilé hniloby jsou vSak diskutovany i napft. nitrat reduktasa (NR) a

tyrosinasa, jejichz stru¢na charakteristika je uvedena v nasledujicich kapitolach.

1.2.3.1. Nitrat reduktasa

NR je rozdélena do tii skupin podle toho, zda vyuzivd koenzym NADH (nikotinamid
adenin dinukleotid) ¢i NADPH pii redukci dusi¢nanu. Prvni skupinou je NADH-dependentni
NR (EC 1.6.6.1), kterd se vyskytuje predevsim u vyssich rostlin. Dalsi typ NR (EC 1.6.6.2),
ktery se vyskytuje u zelenych fas, pracuje se stejnou efektivitou pii vyuziti NADH i NADPH.
Poslednim typem je NADPH-dependentni NR (EC 1.6.6.3), ktera se vyskytuje u hub™®. U hub
se NR vyskytuje pfedevdim v mitochondriich®, kde je také jejich denitrifikaéni systém
lokalizovan. Ten houba vyuZiva pro vyrobu ATP pii nedostatku kysliku®”. Existuje viak i

rozpustna forma NR, kter4 je lokalizovana v cytosolu™.

1.2.3.2. Tyrosinasy

Poprvé byla tyrosinasa (polyfenoloxidasa) popsana spolu s lakasou®. Tyrosinasy jsou
bifunkéni enzymy obsahujici méd’ ve svém reakénim centru. Tyto enzymy vyuzivaji
molekularni kyslik pro hydroxylaci fenolti v poloze ortho (monofenolasova aktivita, EC
1.14.18.1) a jejich naslednou oxidaci na chinon (katecholasova aktivita, EC 1.10.3.2).
Tyrosinasy se vyskytuji u Sirokého spektra organismi od bakterii, hub, rostlin a hmyzu az po
savce. U savcl se tyrosinasa za fyziologickych podminek Gc¢astni procesu pigmentace kiize a u
hub napomaha sporulaci®. Tyrosinasa je také studovana v souvislosti s degradaci

chlorfenola®’.
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2. Cil prace

Cilem prace bylo pokusit se objasnit participaci nékolika vyznamnych slozek enzymového

aparatu P. ostreatus v degradaci PCB. Dil¢i cile zahrnovaly:

- In vivo ovéfeni potencidlu ligninolytické houby P. ostreatus pro degradaci PCB v tekutém

mediu

- In vitro inkubace PCB s extracelularni lakasou ziskanou z houby P. ostreatus za riznych

podminek
- In vitro inkubace PCB s mikrosomalni frakci ziskanou z houby P. ostreatus

- Charakterizace a identifikace metabolitii vzniklych pfi degradaci PCB
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3. Materialy a metody
3.1. Pouzité mikroorganismy

3.1.1. Houbové kmeny

Vsechny ligninolytické houby byly ziskdny ze sbirky basidiomycetnich hub CCBAS
(Akademie véd Ceské republiky, Praha) a uchovavany na malt-extrakt glukosovych (MEG)
agarovych miskdch pii 4 °C. V praci byly pouzity kmeny Bjerkandera adusta 606/93,
Dichomitus squalens CCBAS 750, Irpex lacteus 931, Phanerochaete chrysosporium ME 446,
Phanerochaete magnoliae CCBAS 134/1, Pleurotus ostreatus 3004 CCBAS 278, Pycnoporus
cinnabarinus CCBAS 595, Trametes versicolor 167/93.

3.1.2. Bakterie

Pro test akutni toxicity byly pouzity fluorescencni bakterie Vibrio fischeri NRRL-B-11177
od firmy Ing. R. Musial, CR.

3.2. Material a chemikalie

3.2.1. Rozpoustédla

Ethylacetat pro HPLC Chromservis, CR
N,N-dimethylformamid (DMF) > 99,9% Sigma-Aldrich, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,9% Sigma-Aldrich, USA

3.2.2. Standardy

Delor 103 (D103) Chemko Strazské, SR
Samostatné kongenery PCB AccuStandards, USA
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3.2.3. Ostatni

Glukosa monohydrat, p.a.
Malt extrakt Broth p.a.
Agar p.a.
2,2’-dimethylsukcinat 99%
Thiamin p.a.

Vinan amonny p.a.
MgS0O,47 H,O p.a.
MnSO4'1 H,O p.a.

NaCl p.a.

FeSO, 7 H,O p.a.
CoCly'6 H,0O p.a.
ZnS047 H,0 p.a.
CuSO45 HyO p.a.
CaCl,-2 H,O p.a.

H;BO; p.a.

Nitriloacetat p.a.
2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazolin-6-
sulfonova kyselina) (ABTS)
>98%
2,2,6,6-tetramethyl
piperidin 1-oxyl radikal
(TEMPO)

Violurova kyselina (ViA)

Redukovany glutathion
(RG)

Sinapova kyselina (SA)
Dithioni¢itan disodny
Fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Kyselina
ethylendiaminoctova
(EDTA) > 99,9%
2,6-dimethoxyfenol (DMP)
>97%

Kerosin
Nitrosomethylmocovina
NaZSQO4

NaN;

CO 99,97%

Penta, CR

Oxoid, USA

Penta, CR
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Némecko
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Fluka, Némecko
Fluka, Némecko

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Penta, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Linde, CR
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KH,PO, p.a.

MgSO47 H,0 p.a.
CaCl,2 H,O p.a.
Piperonyl butoxid (PB)
H,0, 30% p.a.
Glycerol

Tween 80

Sacharosa

Octan sodny p.a.
Vinan sodny p.a.
Malonat sodny p.a.
NaCl min. 99,5%

HCI 96%

Na,SOy p.a.

N2 99,99%

Tyrosin (Tyr)

N,o-bis (trimethylsilyl)
trifluoroacetamid
(BSTFA) 99%

2-chlorbenzaldehyd (2-
CIBa)

2,6-dichlorbenzaldehyd
(2,6-dCIBa)
hydroxybenzoova
kyselina (HBA)
Veratryl alkohol (VA)
Dithiothreitol (DTT)
Hovézi sérovy albumin
(BSA)

DEAE Sepharose Fast
Flow

Pharmalite pH 2,5-5,0 a
3,5-10

Diethylether

KOH

NaOH p.a.

Cinidlo podle
Bradfordové

Lachema, CR
HiChem, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach:ner, CR

Serva, Némecko
Chemapol, CR
PENTA, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach:ner, CR

Linde, CR
Sigma-Aldrich, USA

Supelco Analytical,
USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Amersham
Biosciences AB,
Svédsko

Pharmacia, Svédsko

Chromservis, CR
Penta, CR

Lach:ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
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3.3. Pfistrojové vybaveni

Autoklav Falcon

pH metr 1Q 140

Elektroda GP 61Q

Dotykova elektorda P17
Analytické vahy AE 240
Ultrafiltra¢ni cela

Celulosova membrana 10 kDa
Amicon Ultra 10 kDa

FPLC AKTA purifier
HiPrep™ 26/10 Desalting
Mono Q HR 5/5
Homogenizator Ultra-Turrax T25

Vakuova odparka RVO 200 A

Plynovy chromatograf 450-GC
Hmotnostni detektor 240-MS
Autosampler CombiPAL

Kolona VF-5MS

Ttepacka LT 2

Ttepacka Orbital shaker OS-10
Centrifuga Medifriger-BL

Rorot or15655

Centrifuga 5415 D

Rotor F45-24-11

Sorval Ultracentrifuga OTD Combi
Rotor 50.2 Ti

Homogenizator VirTis 45 blender
Spektrofotometr SPECTRAmax PLUS**
Spektrofotometr Cary 4000

IEF aparatura Multiphor II
Dehydratovany polyakrylamidovy gel pro
isoelektrickou fokusaci

Luminometr LUMINO M90a

Kénicky tkanovy homogenizator
Knihovna hmotnostnich spekter NIST 08
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LTE Scientific LTD, Velka Britanie
1Q Scientific Instrument, USA
1Q Scientific Instrument, USA
Sentek, Velka Britanie

Mettler, Svycarsko

Millipore, USA

Millipore, USA

Millipore, USA

Amersham Biosciences, Svédsko
GE Healthcare, Velka Britanie
GE Healthcare, Velka Britanie

Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Némecko

INGOS, CR

Varian, USA

Varian, USA

Varian, USA

Varian, USA

Sklarny Kavalier, Zavod Votice, CSR
Biosan, USA

JP Selecta, Spanélsko

JP Selecta, Spanélsko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Du Pont, USA

Beckman, USA

Machlett Laboratory, USA
Molecular Devices, USA
Varian, USA

Pharmacia, Svédsko

GE Healthcare, Velka Britanie

JZD Obranci miru, Dolni Ujezd u
Litomysle, CSSR
Wheaton, USA

National Institute of Standards and
Technology, USA
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3.4. Pufry
Octanovy pufr (120 mM), pH=5,0 pro méfeni aktivity lakasy a in vitro inkubace PCB
s lakasou

Octan sodny 0,984 ¢

Deionizovana voda 100 ml

Kyselina octova (99%) Pro Gpravu pH

Malonatovy pufr (65,8 mM), pH = 4,5 pro méfeni aktivity MnP

Kyselina malonova 0,685 ¢g
Deionizovana voda 100 ml
NaOH (3 M) Pro upravu pH

Vinanovy pufr (100 mM), pH = 3,0 pro méfeni aktivity LiP

Kyselina vinna 1,500 g
Deionizovana voda 100 ml
NaOH (3 M) Pro upravu pH

Fosfatové pufry pro purifikaci lakasy pomoci FPLC (20 mM), pH = 6,0

Purf A Pufr B

NaH,PO4 2,438 g NaH,POy4
Na,HPO4.12H,0 0,882 ¢ Na,HPOy . 12 H,O
Deionizovana voda 1000 ml NacCl

Deionizovana voda
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Fosfatové pufry pro izolaci mikrosomalni frakce
Mixovaci pufr (pufr M, 100 mM), pH =7,2 Uchovavaci pufr (pufr U, 50 mM), pH =7,2

KH,POy4 8,16 g KH,PO,4 1,361 g
Na,HPO, .12 H,0O 2148¢g Na,HPO, . 12 H,O 3,580 g
Glycerol 120 g (96 ml) Glycerol 60 g (48 ml)
Sacharosa 5135¢ Deionizovana voda 152 ml

BSA 900 mg NaOH (3 M) Pro upravu pH
DTT 463 mg

EDTA 223 mg

PMSF 26,13 mg (v 6 ml ethanolu)

Deionizovana voda 504 ml

NaOH (3 M) Pro upravu pH

3.5. Kultivace
Vsechny kultivace probihaly stacionarné v temnu, pfi teploté 28 °C.

3.5.1. Priprava kultiva¢nich medii a sterilizace

Kultivaéni media byla vzdy pfipravena bezprostiedné pied sterilizaci. Sterilizace media
probihala v uzavienych Erlenmayerovych bankach vlhkou parou pod tlakem v autoklavu
(121 °C po dobu 25 min). Drobné nastroje pouZzivané pii piipravé inokul byly sterilizovany
povrchové ethanolem a plamenem. SloZzeni MEG media a dusikem limitovaného mineralniho
media (LNMM z anglického low nitrogen mineral medium)® je uvedeno v Tab. 3 a Tab. 4

(str. 35).

Tab. 3: Slozeni MEG media.

MEG medium
Glukosa 10g
Malt extrakt Broth 5¢g

Agar (pfi ptipravé MEG agarovych misek) 20 g

Deionizovana voda 1000 ml
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Tab. 4: Slozeni LNMM (A), stopovych prvkii (B) a basalni smési (C)™.

A) LNMM (pH = 4,5)

Glukosa 10g

Stopové prvky (Tab. 4 B) 60 ml

2,2 - dimethylsukcinat l4g

Thiamin 1 mg

Vinan amonny 0,lg

Basalni smés (Tab. 4 C) 100 ml

NaOH (3 M) Pro upravu pH

B) Stopové prvky C) Basalni smés

MgS0O47 H,O 3g KH,PO4 20¢g
MnSO4-1 H,O 0,5¢g MgSO04-7 H,O 5¢g
NaCl lg CaCl,2 H,O lg
FeSO47 H,O 0,1g Stopové prvky (Tab. 4 B) 100 ml
CoCly-6 H,O 0,1g Deionizovana voda 900 ml
ZnS047 H,O 0,1g

CuSO4'5 H,O 0,1g

CaCl,2 H,O 0,1¢g

H;BO; 10 mg

Nitriloacetat I,5¢g

Deionizovana voda 1000 ml

3.5.2. Priprava inokula

Inokulum pro tekuté kultury hub péstovanych v MEG mediu bylo pfipraveno v 250 ml
Erlenmayerovych bafikdch obsahujicich 20 ml tekut¢tho MEG media a tfi agarové disky
(o priméru 8§ mm) s myceliem. Agarové disky byly vyfiznuty z Petriho misky porostlé 7 denni
houbovou kulturou. Inokulum pro tekuté kultury péstované v LNMM bylo pfipraveno
analogicky v LNMM. Po sedmidenni kultivaci byly kultury zhomogenizovany pomoci Ultra-

Turrax T25 a pouzity jako inokulum.
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3.6. Stanoveni aktivity ligninolytickych enzymi

VSechna stanoveni aktivity ligninolytickych enzyml byla méfena na spektrofotometru
SPECTRAmax PLUS*® v mikrotitra¢ni desti¢ce. P¥ m&feni volnych ligninolytickych enzymi
byla absorbance reak¢nich smési vzdy odecitana pii dané vinové délce ve 12 s intervalech.
Zména absorbance béhem reakce byla dosazena do vztahu pro vypocet enzymové aktivity

(EA) [U/1].

V.

S

3

Ea= 24,
&

o

kde je A4 — zmé&na absorbace za 60 s méfeni, ¢ - molarni extinkéni koeficient pfi dané vlnove
délce [pM™'.cm™], Vs — objem reakéni smési [1], Ve — objem enzymového preparatu [1].
1 jednotka EA [U] je podle tohoto vztahu definovana jako takové mnoZstvi enzymu, které

pfeméni 1 umol substratu za 1 min.

3.6.1. Lakasa v kultivaéni tekutiné

Aktivita lakasy byla stanovena na zékladé zmény absorbance béhem oxidace ABTS pfi

vlnové délce 420 nm®’. Reakéni smés o objemu 200 pl obsahovala

octanovy pufr (kapitola 3.4) 160 ul
vzorek 20 pl
50 mM ABTS 20 pl.

Reakce byla odstartovana piidavkem ABTS. Molarni extink¢ni koeficient €459 pro ABTS ¢ini

36000 M'.cm™.

3.6.2. Lakasa vazana na mycelium

Pro stanoveni lakasové aktivity vdzané na mycelium bylo mycelium filtraci oddéleno od
kultiva¢ni tekutiny, promyto v pufru (10 ml octanového pufru (kapitola 3.4) na 1 g mokrého
mycelia) a zhomogenizovano pomoci Ultra-Turrax T25. Po centrifugaci (60 s, 16000 g) byl
promyvaci pufr odstranén a opét byl pfidan pufr ve stejném pomeéru jako v predchozim kroku.
Z takto pfipravené suspenze mycelia bylo odebrano 200 ul do zkumavky. Po centrifugaci
(60 s, 16000 g) bylo k peleté ptidano 900 ul octanového pufru a 100 ul 50 mM ABTS. Po

2 min tfepani byl vzorek opét centrifugovan a absorbance supernatantu byla zmeétena pfi
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vinové délce 420 nm. Jako slepy vzorek byl pouzit octanovy pufr (900 ul) a 50 mM ABTS
(100 ul). Enzymaticka aktivita byla vypocitana podle vztahu

EA— AV
L&y

kde je EA — enzymova aktivita [U], a4 — absorbance vzorku minus absorbance slepého
vzorku, V' — objem reak¢ni smési [1], ¢ — Cas reakce [min], & - molarni extink¢ni koeficient pfi
420 nm. Mycelium bylo poté pii 80 °C usuSeno a zvazeno. Aktivita byla vztazena na mg

suchého mycelia.

3.6.3. Lignin peroxidasa v kultivacni tekutiné

Aktivita LiP byla stanovena na zékladé¢ zmény spektrofotometrickych vlastnosti VA po

jeho pfidani do reakéni smési pii vinové délce 310 nm®*®. Reakéni smés o objemu 200 pl

obsahovala
vinanovy pufr (kapitola 3.4) 155 pl
54 mM H,0, 10 pl
vzorek 30 ul
25 mM VA 5 ul

Reakce byla odstartovana ptidavkem VA. Molarni extinkéni koeficient €319 pro VA ¢ini

9300 M'.cm™.

3.6.4. Mangan-dependentni peroxidasa v kultivacni tekutiné

Aktivita MnP a zbytkové peroxidasové aktivita nezavisla na piitomnosti Mn>" (MIP) byla
stanovena na zdkladé zmény spektrofotometrickych vlastnosti DMP po jeho ptidani do reakéni
smési pii vinové délce 469 nm®. Pro stanoveni vyse enzymovych aktivit MnP a MIP byly

pripraveny tti rizné reakcéni smési (I, 11, III), jejichz slozeni je uvedeno v Tab. 5 (str. 38).
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Tab. 5: SloZeni jednotlivych reakénich smési pfi stanoveni aktivity aktivity MnP a MIP.

I 11 11
Malonatovy pufr (kapitola 3.4) 170 ul 152 ul 152 ul
10 mM H,0O, - 8 ul 8 ul
20 mM MnSOy4 - 10 ul -
20 mM EDTA - - 10 ul
Vzorek 20 pl 20 pl 20 pl
20 mM DMP 10 ul 10 ul 10 ul

Reakce byly odstartovany piidavkem DMP. Molarni extinkéni koeficient €469 pro DMP €ini
49600 M™".em™.

EA [U/1] pro MnP a MIP byla urcena jako rozdil namétenych EA [U/1] pro reakéni smési
I, 11, I podle rovnic

EA (MnP) = EA (II) - EA (III)
EA (MIP) = EA (III) — EA (1).

3.7. Stanoveni koncentrace proteinil

Koncentrace proteinli byla stanovena na zdkladé zmény absorbance vzorku po 5 min
inkubaci s ¢inidlem podle Bradfordové pii vinové délce 595 nm®. Kalibracni kiivka byla
sestavena ze standardi BSA o koncentraci 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10 ug/ml. 20 ul roztoku standardu
nebo vzorku bylo inkubovano v mikrotitra¢ni desti¢ce se 180 ul ¢inidla pii laboratorni teploté.
Po 5 min inkubace byl odecten rozdil absorbance vzorku a slepého vzorku pti vinové délce

595 nm. Jako slepy vzorek bylo pouzito 180 pl ¢inidla s 20 pl ptislusného pufru.
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3.8.  Stanoveni PCB a jejich metabolitli plynovou chromatografii s hmotnostni

detekci

3.8.1. Extrakce PCB a jejich metaboliti

Pred extrakci celé¢ houbové kultury bylo mycelium v tekutém mediu zhomogenizovano
pomoci Ultra-Turrax T25 a okyseleno 200 ul 1M HCl. Homogenat byl extrahovan v péti
krocich pomoci 20 ml ethylacetditu vzdy po dobu 15 min. Ke vzorkim po in vitro
experimentech bylo pfed extrakci pfidano cca 20 mg NaCl a 10 ul 1M HCI. Extrakce byla
v tomto piipad¢ provedena v péti krocich s 2 ml ethylacetatu tiepanim vzdy po dobu 15 min.
Oddélend organickd faze byla po kazdém kroku odebrana sklenénou stiikackou a

shromaZzd’ovana v pfipravené uzaviratelné baiice.

Organickd faze byla v obou ptedchozich piipadech dale suSena pomoci bezvodého
Na,SO,4. Extrakty byly nasledné zakoncentrovany pod proudem N, nebo v pfipadé extrakce
celych houbovych kultur na vakuové odparce RVO 200 A a analyzovany pomoci plynové

chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS).

3.8.2. Derivatizace metaboliti
Pro analyzu metaboliti byly ethylacetatové extrakty méfeny bez pouziti derivatizacniho

¢inidla a s pouzitim derivatizacnich cCinidel diazomethanu a BSTFA pro zlepSeni detekce

nékterych metaboliti PCBY.

Diazomehtan byl pfipraven v chlazené sklenéné naddobé. Ke 100 ml diethyletheru bylo
pfidano 40 ml 40% (w/v) KOH. Za stilého michani byla postupné piidana
nitrosomethylmocovina do vysledné koncentrace 0,1 M. Po 10 min byla odebrana

diethyletherova faze, ktera byla uchovana v pfitomnosti 10 g pevného KOH v -20 °C*°.

Methylace vzorkl byla provedena diazomethanem. K 500 ul extraktu bylo ptfidano 500 pl
derivatiza¢niho Cinidla. Reak¢ni smés byla uzaviena a inkubovéna za laboratorni teploty. Po
30 min byl ether, v némz bylo reakéni ¢inidlo pfidano, odpafen pod proudem N,. Takto
pfipravené vzorky byly podrobeny kvalitativni analyze (kapitola 3.8.3).

Trimethylsililace analyt byla provedena prostfednictvim derivatiza¢niho ¢inidla BSTFA.

K 500 pl extraktu bylo pfidano 500 pl ¢inidla. Reakéni smés byla uzaviena a inkubovana pfi
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60 °C. Po 2 hod byla reakéni smés odpafena pod proudem N, na objem cca 200 ul a
podrobena kvalitativni analyze (kapitola 3.8.3).

3.8.3. Podminky plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Pro stanoveni PCB a produktt jejich rozkladu byla pouzita metoda GC-MS. Latky byly
separovany na koloné¢ VF-5MS o délce 30 m, priméru 0,25 mm a staciondrni fazi 0,25 pm.
Byl davkovan 1 pl vzorku pomoci autosampleru Combi Pal. Nosnym plynem bylo He o
pritoku 1,2 ml/min. Teplota injektoru byla nastavena na 240 °C. Teplotni programy zacaly
isotermalné pii zavieném délic¢i. Poté byl de€li¢ otevien (split ratio 1:50) a teplota stoupala
linedrné do 120 °C rychlosti 25 °C/min a poté rychlosti 2,5 °C/min do teploty 240 °C. Teplota
240 °C byla pfi kvantitativnim stanoveni PCB konstantni po dobu 8,6 min, pro kvalitativni
stanoveni produktii rozkladu PCB zistala tato teplota konstantni 28,6 min. Detekce byla
spusténa 8 min po nastfiku. Byla pouzita EI ionizace (70 eV). Byl méfen celkovy iontovy
proud v rozsahu 140-410 m/z pro kvantitativni stanoveni PCB a 50-450 m/z pro kvalitativni
stanoveni. Jednotlivé kongenery byly identifikovany na zékladé porovnani hmotnostnich

spekter a retencnich Casi s prislusnymi standardy.
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3.9. Stanoveni akutni toxicity

Akutni toxicita byla stanovena na zaklad¢ inhibice luminiscence emitované bakteriemi

V. fischeri podle standardisované normy CSN EN ISO 11348-2: 2000°".

Lyofilizované bakterie byly resuspendovany v 550 pl ledové vychlazeného 2% (w/v)
roztoku NaCl. Suspenze byla ponechéana pii teploté¢ 0 °C -2 °C. Po 15 min bylo k suspenzi
pfidano 12 ml 2% (w/v) roztoku NaCl, ktery byl vytemperovan na 15 °C. Takto nafedéna
bakterialni suspenze byla ponechana 1 hod ve vodni lazni o teploté 15 °C. Od této chvile byly

pouzivany pouze pomiicky a roztoky vytemperované na 15 °C.

Akutni toxicita byla stanovena pro ethylacetatové extrakty ziskané po in vivo degradaci
200 pg D103 ve 20 ml MEG media houbou P. ostreatus. Ethylacetat byl odpafen a akutni
toxicita byla stanovena ve vzorcich, které¢ byly fedény 10x 4% (v/v) DMSO (pfipraveném

ve 2% (w/v) NaCl).

Bakteridlni suspenze o objemu 500 pl byla pifevedena do méfici kyvety a byla odectena
hodnota napéti (signdlu luminiscence) Ljy [V]. Poté bylo k suspenzi pfidano 500 pl roztoku
vzorku, smés byla promichana a ponechana v temperovaci lazni. Po 15 min byla odectena
hodnota napéti Li; [V]. Hodnota inhibice luminiscence /;; v Case t [%] byla vypocitana podle

vztahu

Lit

L;;=100 — -100,

kt LiO

kde je f« - korekéni faktor, vypocitany podle vztahu
— th
ﬁ(t LiO ’

kde je Ly —intenzita luminiscence netoxické kontroly (misto vzorku méfeno 4% (v/v) DMSO

ve 2% (w/v) NaCl) v ¢ase t [V].
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3.10. Produkce ligninolytickych enzymi v ¢istém a kontaminovaném mediu

Houba P. ostreatus byla kultivovana v 500 ml Erlenmayerovych batikach obsahujicich
100 ml MEG media inokulovaného 5 % (v/v) homogenizovaného mycelia. Polovina kultur
byla kontaminovana 1000 pg D103 v DMF. Vysledna koncentrace DMF v kultufe ¢inila 1 %
(v/v). V prib¢hu kultivace byla po dobu 40 dni méfena hladina aktivit ligninolytickych
enzymu (lakasa, MnP, MIP, LiP) jak u kontaminovanych, tak u nekontaminovanych kultur a

hladiny enzymovych aktivit byly v jednotlivych ¢astech kultivace porovnany.

3.11. Isoelektricka fokusace

Stanoveni pl/ jednotlivych isoenzyml lakas bylo provedeno metodou isoelektrické
fokusace (IEF). Jako vzorky byly pouzity kultivacni tekutiny P. ostreatus v MEG mediu pfi
riznych kultivaénich podminkach. Kultiva¢ni tekutiny byly koncentrovany pies 10 kDa ,,cut

off* celulosovou membranu a na gel bylo nanaseno 20 pl vzorku.

Pti IEF byl pouzit komeréné dostupny dehydratovany polyakrylamidovy gel (7,5%) pro
IEF, ktery byl rehydratovan 30 min na horizontdlni tfepacce (50 rpm) roztokem, ktery

obsahoval
sorbitol 1,05¢g
Pharmalyte pH 2,5 -5 990 ul
Pharmalyte pH 3,5 - 10 110 pl
destilovanou vodu 9,4 ml.

Rehydratovany gel byl pfenesen na predchlazenou (2 °C) IEF aparaturu, jejiz deska byla
rovnomérné pokryta kerosinem. Po celé délce gelu byl v misté, kde ptiléha katoda, ptilozen
papirovy prouzek zvlhceny 1 ml 0,1 M NaOH. V misté, kde ptiléha anoda byl analogicky
pfiloZen papirovy prouzek zvlhéeny 1 ml 0,1 M H,SO4. Gradient pH byl poté vytvoren v gelu
po 20 min pii 1500 V. Po vytvofeni gradientu pH byly na gel naneseny pomoci aplika¢nich
papirk vzorky. IEF probihala 40 min pii 1500 V a poté byly aplikacni papirky odstranény
z gelu. Fokusace byla dokonc¢ena pti 1500 V po dobu 130 min.

Poté bylo v riznych vzdalenostech od pocatku gelu zméfeno pomoci dotykové elektrody
pH a byla sestavena kalibracni kiivka. Gel byl poté inkubovan v 5 mM ABTS v octanovém
pufru (kapitola 3.4) do doby, nez byly viditelné prouzky. Poté byly zméfeny vzdalenosti
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jednotlivych prouzkl od okraje gelu a pomoci kalibra¢ni kiivky byly k jednotlivym prouzkim
pfifazeny hodnoty pl/.

3.12. In vivo degradace D103 pomoci houby P. ostreatus

Tekuté kultury P. ostreatus byly inkubovany ve 250 ml Erlenmeyerovych baikach
obsahujicich 20 ml MEG media. Kultura byla inokulovana 5 % (v/v) homogenizovaného
mycelia za souCasné kontaminace D103 v DMF (200 ul). Kultivace obsahujici 20 ml
kultiva¢niho media byly kontaminovany 2000 pg, 1000 pg a 200 pg D103. Jako kontroly byly
pouzity 7 dni staré houbové kultury usmrcené sterilizaci (25 min pti 121 °C horkou parou pod
tlakem), které byly nasledné¢ kontaminovany piislusSnym mnoZstvim D103. Kultury byly
kultivovany 42 dni a poté byly ptipraveny podle kapitoly 3.8.1 pro kvantitativni analyzu
(kapitola 3.8.3). Extrakt ziskany z kultivace obsahujici na poc¢atku 2000 pg D103 byl pouzit 1
pro kvalitativni stanoveni produktii rozkladu PCB (kapitola 3.8.3).

3.13. Kuvalitativni stanoveni produkti in vivo rozkladu PCB

Kvalitativni stanoveni produktt rozkladu PCB bylo provedeno po in vivo degradaci 400 pg
D103 osmi houbami bilé hniloby (B. adusta, D. squalens, I lacteus, P. chrysosporium,
P. magnoliae, P. ostreatus, P.cinnabarinus, T. versicolor) ve 20 ml kultivatniho media.
VSechny houby byly péstovany jak v LNMM, tak v MEG mediu. VSechny kultivace byly
doplnény pfisluSnymi nekontaminovanymi biotickymi kontrolami a kontaminovanymi
usmrcenymi kontrolami. Kultivace byly ukonceny 28. den a 42. den extrakci ethylacetatem
podle kapitoly 3.8.1. Extrakty byly pfipraveny kolegyni KozZenou v ramci jeji diplomové
prace’. Extrakty byly nasledné piipraveny pro kvalitativni analyzu podle kapitoly 3.8.2 a
podrobeny kvalitativni analyze podle kapitoly 3.8.3.

3.14. Purifikace extracelularni lakasy z P. ostreatus indukované Cu**

30 Erlenmeyerovych banék o objemu 500 ml obsahujicich 100 ml MEG media bylo
inokulovéano 5 % (v/v) homogenizovaného mycelia. Pro indukci tvorby lakasy bylo k 6 denni
kultufe sterilné ptidano CuSO4 s vyslednou koncentraci 50 uM. V pribéhu kultivace byly
méteny hladiny aktivit ligninolytickych enzymt (lakasa, MnP, MIP, LiP).

43



3. Materialy a metody

Po 13 dnech kultivace bylo mycelium filtraci oddéleno od kultivaéni tekutiny. Ta byla déle
koncentrovéna ultrafiltraci v ultrafiltra¢ni cele pies 10 kDa ,,cut off* celulosovou membranu
pod tlakem N, (0,2 MPa). Nasledujici purifikacni kroky byly provedeny pomoci proteinoveé
kapalinové chromatografie (FPLC z anglického fast protein liquid chromatography), kde byl
jako mobilni faze pouzit ve vSech purifikacnich krocich pufr A (v nékterych purifikacnich
krocich v kombinaci s pufrem B). Slozeni pufri A a B je uvedeno v kapitole 3.4.
Koncentrovana kultivaéni tekutina byla odsolena na kolon& HiPrep'™ 26/10 Desalting (pritok
1 ml/min). Odsoleny proteinovy preparat byl nanesen na DEAE Sepharosovou kolonu, odkud
byl vymyvan gradientem NaCl (viz Metoda I, Tab. 6). Jednotlivé frakce pak byly sbirany po
1 ml. Frakce s lakasovou aktivitou byly odsoleny na koloné HiPrep'™ 26/10 Desalting (priitok
1 ml/min) a dale purifikovany na kolon€ Mono Q HR 5/5 (viz Metoda II, Tab. 6). Jednotlivé
frakce pak byly sbirany po 0,75 ml. Ve vSech purifikac¢nich krocich byla eluce proteinil
sledovéna pfi vlnovych délkach 215 nm, 280 nm a 405 nm. Ziskané frakce s nejvyssi hladinou
lakasové aktivity byly uchovany v 10% (v/v) glycerolu pii -20 °C a poté pouzity pro in vitro
inkubaci s PCB.

Po kazdém purifikacnim kroku bylo uchovano 100 ul preparatu, ve kterych byla méfena
koncentrace proteinu podle kapitoly 3.7 a hladina lakasové aktivity (kapitola 3.6.1). Poté byla
sestavena tabulka, jejiz soucasti je mimo jiné purifikacni faktor definovany jako pomér
specifické aktivity [U/ug proteinu] uchované frakce a specifické aktivity [U/pg proteinu]

plvodni kultivacni tekutiny.

Tab. 6: Popis metod pouzitych pfi purifikaci lakasy.

Metoda I (pouzita kolona DEAE Sepharosa), pritok 1 ml/min

V [ml] 0,0 13,0 38,0 48,0 48,0 63,0
Koncentrace pufru B [%] 0,0 0,0 100 100 0,0 0,0
Metoda II (pouzita kolona Mono Q HR 5/5), pritok 0,5 ml/min

V [ml] 0,0 5,0 40,0 45,0 45,0 50,0
Koncentrace pufru B [%] 0,0 50 100 100 0,0 0,0

% =% (v/v)
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3.15. Vyuziti extraceluldrnich enzymt P. ostreatus pro degradaci PCB in vitro

3.15.1. In vitro inkubace PCB s extracelularni lakasou indukovanou Cu®"

Vsechny in vitro inkubacni smési byly pfipraveny v 60 mM octanovém pufru (pH = 5).
Dale obsahovaly 15% (v/v) DMSO a 1% (v/v) Tween 80. Ostatni komponenty byly u
jednotlivych vzorkl pfidany podle nasledujici tabulky (Tab. 7) a inkuba¢ni smési byly tiepany
pii 160 rpm po dobu 40 nebo 168 hod pii 25 °C. PCB byly ptidany ve form¢ D103. Pro 168
hod inkubaci byly PCB pfidany jak ve formé D103, tak ve smési kongenerti (PCB 16, PCB 17,
PCB 31, PCB 42, PCB 44, PCB 47). Jako mediatory byly pouzity HBA, TEMPO, ViA, SA,
RG, Tyr, 2-CIBa, 2,6-dCIBa nebo byly pfidany spolecné pod oznaenim mix. V kontrolach

byl misto enzymového preparatu pouzit octanovy pufr.

Tab. 7: SloZeni in vitro reakénich smési pro degradaci D103 extracelularni lakasou
indukovanou piidavkem Cu*",

Koncentrace jednotlivych komponent

Oznaceni vzorku D103 Kongenery Lakasa  Mediator Koncentrace

Enzym(indukce) forma [ng/ml] [ng/ml od [U/ml] mediatoru

PCB_pouzity mediator kazd¢ho [mM]
kongeneru]

Lak(Cu) D103 2,5 - 1 - -

Lak(Cu) D103 _HBA 2,5 - 1 HBA 1

Lak(Cu) D103_TEMPO 2,5 - 1 TEMPO 1

Lak(Cu) D103_ViA 2,5 - 1 ViA 1

Lak(Cu) D103_Tyr 2,5 - 1 Tyr 1

Lak(Cu) D103 _2-CIBa 2,5 - 1 2-ClBa 1

Lak(Cu) D103 _2,6-dCIBa 2,5 - 1 2,6-dCIBa 1

Lak(Cu) D103_RG 2,5 - 1 RG 1

Lak(Cu) D103_mix 2,5 - 1 mix 1

Lak(Cu) kong - 1 1 - -

Lak(Cu) kong HBA - 1 1 HBA 1

Lak(Cu) kong. TEMPO - 1 1 TEMPO 1

Lak(Cu) kong_ViA - 1 1 ViA 1

Lak(Cu) kong_mix - 1 1 mix 1

Lak = lakasa, kong = smés kongenerl, mix = smés mediatord (viz kapitola 3.15.1)
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Po inkubaci byly vzorky extrahovany ethylacetitem (viz kapitola 3.8.1). Extrakty byly
podrobeny kvantitativni analyze (viz kapitola 3.8.3) pro zjiSténi degradacniho potencidlu

lakasy indukované Cu®" v kultivaci P. ostreatus v MEG mediu.

3.15.2. In vitro inkubace PCB s extracelularni tekutinou a myceliem po Kkultivaci

P. ostreatus v pritomnosti PCB

Pro in vitro inkubaci D103 byla pouzita extracelularni tekutina a mycelium z kultury
P. ostreatus, ktera byla kontaminovana 1000 pg D103 ve 100 ml MEG media. Extracelularni
tekutina a mycelium bylo ziskano z 13 denni a 39 denni kultivace. Extracelularni tekutina byla
pro inkubaci zakoncentrovéana pres 10 kDa ,,cut off* celulosovou membranu, mycelium bylo

pomoci Ultra-Turrax T25 zhomogenizovano v octanovém pufru (kapitola 3.4).

Vsechny in vitro inkubaéni smési byly piipraveny v 60 mM octanovém pufru (pH = 5).
Obsahovaly 10% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Tween 80. Ostatni komponenty byly u jednotlivych
vzorkd pfidany podle nasledujici tabulky (Tab. 8) a byly tiepany pii 400 rpm po dobu 168
nebo 504 hod pii 25 °C. V kontrole byl pouZzit enzym inhibovany 20 min 50 mM NaNj.

Tab. 8: Slozeni in vitro reak¢énich smési pro degradaci D103 extracelularni tekutinou a
myceliem houby P. ostreatus, jejiz kultivace byla kontaminovana D103.

Koncentrace jednotlivych komponent

Oznaceni vzorku D103 Lakasa Mediator  Koncentrace
[ng/ml] [U/ml] mediatoru
[mM]

Enzym (indukce doba
kultivace lokalozace enzymu)
forma PCB_pouzity medidtor

Lak (PCB_13 ex) D103 2,5 1 - -
Lak (PCB_13 ex) D103 _mix 2,5 1 mix 1
Lak (PCB_39 ex) D103 _mix 2,5 0,5 mix 1
Lak (PCB_13 myc) D103 2,5 0,1 - -
Lak (PCB_13 myc) D103 _mix 2,5 0,1 mix 1
Lak (PCB_39 myc) D103 2,5 0,1 - -
Lak (PCB_39 myc) D103 mix 2,5 0,1 mix 1

Lak = lakasa, ex = extracelularni tekutina s lakasovou aktivitou, myc = mycelium s lakasovou
aktivitou, mix = smés mediatora (viz kapitola 3.15.1)
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3. Materialy a metody

Po inkubaci byly vzorky extrahovany ethylacetitem (viz kapitola 3.8.1). Extrakty byly
podrobeny kvantitativni analyze (viz kapitola 3.8.3) pro zjiSténi degradacniho potencidlu

extracelularni tekutiny a mycelia z kultivace P. ostreatus indukované D103.

3.16. Izolace mikrosomalni frakce z houby P. ostreatus

Houbové kultury P. ostreatus byly ptipraveny v 500 ml Erlenmayerovych bankéach
obsahujicich 100 ml MEG media inokulovaného 5 % (v/v) homogenizovaného mycelia.

Kultury byly kultivovany po dobu 12 dni.

Pro izolaci mikrosomaélni frakce®® byly pouzity pufry M a U, jejichZ sloZeni je uvedeno
v kapitole 3.4. Pfedchlazena houbova kultura byla prefiltrovana pies nylonovou tkaninu.
Mycelium bylo promyto v pufru M (10 ml M pufru na 10 g mokrého mycelia) a opét
prefiltrovano. Poté bylo mycelium homogenizovano s pufrem M (30 ml pufru M na 10 g
mokrého mycelia) pomoci homogenizatoru VirTis 45 blender (375 Hz, homogenizace 4x10 s
sttidana chladicimi fazemi 20 s). Poté byl surovy homogenat zbaven nepotiebného bunécného
materidlu centrifugaci 20 min pii 15000 g. Supernatant byl prefiltrovan pfes bavinénou vatu a
centrifugovadn 2 hod pfi 100000 g. Peleta byla resuspendovéna v 10 ml pufru U pomoci
konického tkanového homogenizatoru. Poté byl homogenat opét centrifugovan 2 hod pfi
100000 g a peleta resuspendovana ve 3 ml pufru U. Takto pfipraveny preparat byl oznacen za
mikrosomalni frakei, kterd byla uchovana pii -80 °C a poté pouZzita pro mefeni CO vazebného
spektra (kapitola 3.16.1), koncentrace proteini (kapitola 3.7) a in vitro inkubaci s PCB
(kapitola 3.17).

3.16.1. CO vazebna spektra mikrosomalni frakce

CO vazebné spektrum cytochromu P420 a P450 bylo méfeno na dvoupaprskovém
spektrofotometru v rozpéti vinovych délek 400 — 500 nm”®. K mikrosomalni frakci byl piidan
Na,S,04. Frakce byla dale 1 min probubldna CO a pouzita jako vzorek. Jako slepy vzorek byla

pouzita mikrosomalni frakce v pufru U.

3.17. In vitro inkubace kongenert PCB s mikrosomalni frakci P. ostreatus

Pro in vitro inkubaéni smés PCB s mikrosomalni frakci byly pouZity kongenery PCB 4,

PCB 5, PCB 15, PCB 16, PCB 17, PCB 32, PCB 37, PCB 45, PCB 60, PCB 77, PCB 95,
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3. Materialy a metody

PCB 118, PCB 149 o koncentraci 1 pg/ml kazdého kongeneru. VSechny inkubacni smési
obsahovaly 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM DTT?, 2% (v/v) DMSO. Zbylé¢ slozeni, ve
kterém se jednotlivé vzorky liSily je uvedeno v Tab. 9. PCB, PMSF, DTT, PB byly pfidany
v DMSO, ostatni komponenty byly pfidany v pufru U (viz kapitola 3.4).

Tab. 9: Slozeni jednotlivych in vitro inkubacnich smési pii degradaci PCB pomoci

mikrosomalni frakce P. ostreatus. Smési dale obsahovaly 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM
DTT, 2% (v/v) DMSO a 1 pg/ml od kazdého kongeneru PCB.

Oznadeni inkubac¢ni Koncentrace Koncentrace Doba Poznamka
smeési proteinu NADPH inkubace
mikrosomdlni  [mM] [hod]

frakce [mg/ml]

Kontrola 0 0,2 1 Mikrosomalni frakce
nahrazena pufrem U

Vzorek 1 0,5 0 3 -

(0 mM NADPH, 3 hod)

Vzorek 2 0,5 0,2 1 -

(0,2 mM NADPH, 1 hod)

Vzorek 3 0,5 0,2 3 -

(0,2 mM NADPH, 3 hod)

Vzorek 4 0,5 0,4 1 -

(0,4 mM NADPH, 1 hod)

Vzorek 5 0,5 0,2 1 Mikrosomalni frakce

(vliv inkubace ponechéna 3 hod pfi

mikrosomalni frakce pfi teploté 100 °C

100 °C)

Vzorek 6 0,5 0,2 1 Mikrosomalni frakce

(vliv CO) redukovana pomoci

Na28204 a nasledné
bublana 1 min CO

Vzorek 7 0,5 0,2 1 2 mM PB
(vliv PB)

NADPH = redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, pufr U =uchovavaci pufr (viz
kapitola 3.4) PB = piperonyl butoxid

Po inkubaci byly vzorky extrahovany ethylacetatem (viz kapitola 3.8.1). Extrakty byly
podrobeny kvantitativni analyze pro zjisténi degradac¢niho potencidlu mikrosomalni frakce P.

ostreatus a kvalitativni analyze pro identifikaci produkti rozkladu PCB (viz kapitola 3.8.3).
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4. Vysledky

4. Vysledky

4.1. Invivo degradace 200 pg, 1000 pg a 2000 ug D103 houbou P. ostreatus

Byl studovan vliv mnozstvi D103 na biodegradacni potencidl houby P. ostreatus.
Degradace byla detekovana béhem kultivace P. ostreatus v MEG mediu s riznou hladinou

kontaminace PCB po 42 dnech kultivace. Jak je patrné z grafu (Obr. 6), rozsah degradace PCB

cvwr

mnozstvim D103 (200 pg) bylo detekovéno pouze 612 % vSech PCB obsazenych ve smési
D103 oproti pfislusné usmrcené kontrole, coZz odpovidd degradaci 188+4 pg PCB. Pii
pocateCnim mnozstvi 1000 ug D103 bylo detekovano 22+5 % ptidanych PCB smési oproti
piislusné kontrole, coz odpovida degradaci 780+50 pg PCB. V kultivaci s pocateCnim
mnozstvim 2000 ug D103 bylo detekovano 68+7 % ptvodniho mnozstvi PCB, coz odpovida
degradaci 640+£140 ug PCB).
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Obr. 6: Degradace D103 houbou P. ostreatus. Cervena linka znazorfiuje 100 %
odpovidajicich pfislusné usmrcené kontrole. V pravém sloupci jsou uvedena ¢iselnd oznaceni
kongenert PCB.
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4. Vysledky

4.2.  Akutni toxicita metaboliti degradace 200 pg D103 houbou P. ostreatus

Akutni toxicita byla stanovena na zékladé¢ zmény bioluminiscence bakterie V. fischeri po
15 min inkubace suspenze bakterii s pfislusSnym vzorkem. Stanoveni bylo provedeno pro
usmrcené kontroly kontaminované 200 pug D103 ve dvou odbérech (28 dni, 42 dni) a houbové
kultury P. ostreatus (vzorky) kontaminované 200 ug D103 ve dvou odbérech (28 dni, 42 dni).

Jak je patrné z grafu (Obr. 7), toxicita usmrcené kontroly je vyssi, nez toxicita vzorka po
28 a 42 dnech degradace P. ostreatus. Inhibice luminiscence pro usmrcené kontroly Cinila
4517 % po 28 dnech a 4714 % po 42 dnech. Po 28 denni kultivaci P. ostreatus byla u vzorki
naméfena inhibice 1912 % a po 42 denni kultivaci byla inhibice luminiscence detekovana na

hlading 2115 %.
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Inhibice (%)
]
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Kontrola (28 dni) Kontrola (42 dni) Vzorek (28 dni) Vzorek (42 dni)

Obr. 7: Graf akutni toxicity stanovené na zékladé¢ zmény bioluminiscence bakterie V. fischeri
pro usmrcené kontroly kontaminované 200 pg D103 ve dvou odbérech (28 dni, 42 dni) a
houbové kultury P. ostreatus (vzorky) kontaminované 200 pg D103 pfi dvou odbérech (28
dni, 42 dni).
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4.3. Aktivity lakas P. ostreatus v PCB kontaminovém a nekontaminovaném

mediu

Hladina extracelularni lakasové aktivity [U/I] byla métena vzdy ze tii kultivacnich ban¢k.
Aktivity byly méteny pro kultivace P. ostreatus v MEG mediu a v kontaminovaném (1000 pg
D103 ve 100 ml media) MEG mediu (viz kapitola 3.10). Z grafu (Obr. 8) je patrné, ze se
hladina lakasové aktivity v pribéhu kultivace pro oba ptipady zna¢né 1isi. Nekontaminovana
kultivace vykazuje nejvyS$i hladinu lakasové aktivity (73£19 U/l) okolo osmého dne
kultivace. V tomto obdobi lakasovéa aktivita u kontaminované kultivace dosahuje pouhych
12+2 U/l. Opacny trend lze pozorovat v druhé poloviné kultivace, kdy hladina lakasové
aktivity 29. den dosahuje u nekontaminované kultury pouhych 1,5+1 U/I, kdezto
v kontaminované kultute dosahuje vtomto obdobi az 46+13 U/l. Aktivity ostatnich

ligninolytickych enzym nebyly béhem kultivaci detekovany.
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Obr. 8: Graf znazoriiuje prubch lakasové aktivity [U/I] béhem kultivace P. ostreatus
v kontaminovaném MEG mediu (1000 pg D103 ve 100 ml media) a nekontaminovaném MEG
mediu.
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4.4. Purifikace lakasy

Houba P. ostreatus byla péstovana v MEG mediu a po 6 dnech byla indukovana tvorba
lakasy pomoci CuSO,4. EA [U/1] ligninolytickych enzymi byly stanovovéany pro 5 kultivacnich
ban¢k. Hladiny aktivit MnP, MIP a LiP nebyly detekovany. Lakasova aktivita ¢inila 13. den
kultivace 300+69 U/l. V tuto chvili byla kultivace zastavena a podrobena purifikaci lakasy

z extracelularni tekutiny.

Pti purifikaci lakasy metodou FPLC byly pouzity chromatografické metody zaloZené na

déleni latek na zaklade¢ iontové vymény a podle velikosti a tvaru proteint.

Vychozi supernatant ziskany filtraci kultivacni tekutiny obsahoval 307 U/l lakasové
aktivity a 0,405 pg/ml proteinu coZ odpovida specifické lakasové aktivit¢ 1,9 U/mg proteinu
(Tab. 10). Pomoci DEAE Sepharosové kolony a Mono Q HR 5/5 byl protein &astecné

vypurifikovan s vyt&znosti 7 %. Purifikaéni faktor &inil ve vysledku 4,4x107.

Tab. 10: Purifika¢ni tabulka lakasy.

Purifikac¢ni krok V [ml] EA EA Koncentrace Specifincka Vytézek  Purifikacni

[un] [U] proteinu EA [U/mg  pufirikace faktor
[nug/ml] proteinu] [%]

Supernatant 2500 307 769 0,405 1,9 100 1

Ultrafiltrace 25 11731 293 42,7 0,0069 38 0,0036

(10 kDa ,,cut off™)

HiPrep Desalting 40 6233 249 19,7 0,013 32 0,0067

DEAE Sepharosa 17,5 3956 69 17,5 0,0040 9 0,0021

HiPrep Desalting 20 3329 67 12,9 0,0052 9 0,0027

Mono Q HR 5/5 17,5 2866 50 6 0,0084 7 0,0044

EA = enzymova aktivita
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4.5. Invitro inkubace PCB s purifikovavou lakasou

Pro zjisténi degradac¢niho potencidlu purifikované extracelularni lakasy byly provedeny in
vitro inkubace 2,5 pg/ml D103 ¢i 1 pug/ml kongenertt PCB s lakasovou frakei ziskanou po
monoQ separaci. Inkubace probihala po dobu 40 hod a 168 hod. Podminky jednotlivych in
vitro inkubaci jsou uvedeny v kapitole 3.15. Béhem inkubace trvajici 40 hod (Obr. 9) nebyla
detekovana degradace smési D103 oproti kontrole (lakasova frakce nahrazena pufrem), a to
ani v piitomnosti raznych medidtora. Inkubace trvajici 168 hod, které obsahovaly 2,5 pug/ml
D103 (Obr. 10, str. 54) ¢i 1 pg/ml jednotlivych kongenerd PCB (Obr. 11, str. 55) ¢astecné
purifikovanou lakasu a mediatory, tyto negativni vysledky potvrdily. Po celou dobu inkubace
byla detekovana lakasova aktivita. Na pocatku aktivita ¢inila 1£0,021 U/l, po 40 hod inkubace
byla detekovéna aktivita 0,714+0,017 U/l a po 168 hod 0,485%0,025 U/L.
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Obr. 9: In vitro inkubace D103 (2,5 pg/ml) s lakasou indukovanou Cu*" (Lak(Cu), 0,5 U/ml)
s riznymi mediatory (HBA, Tyr, 2-CIBa, 2,6-dCIBa, RG, 1 mM) v 60 mM octanovém pufru
(pH =5), 15% (v/v) DMSO pii teploté 25 °C po dobu 40 hod. V pravém sloupci jsou uvedena
¢iselna oznaceni kongenertt PCB.

53



4. Vysledky

120 4

110

100

Detekované PCB (%)

30 A

20 A

10 4

80 ~

70 A

60 -

50 ~

40

g il

90 4

Lak(Cu) D103_mix

Lak(Cu)
D103_HBA

i

il

Lak(Cu) D103

54

“W“m p‘

Lak(Cu)
D103_TEMPO

Obr. 10: n vitro inkubace D103 (2,5 pg/ml) s lakasou indukovanou Cu®" (Lak(Cu), 1 U/ml) s
riznymi medidtory (mix, HBA, TEMPO, ViA, 1 mM) v 60 mM octanovém pufru (pH = 5),
15% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Tween 80 pfi teploté 25 °C po dobu 168 hod. V pravém sloupci
jsou uvedena ¢iselna oznaceni kongenerti PCB.
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Obr. 11: In vitro inkubace smési jednotlivych kongeneri PCB (1 pg/ml) s lakasou
indukovanou Cu®" (Lak(Cu), 1 U/ml) s riznymi mediatory (mix, HBA, TEMPO, ViA, 1 mM)
v 60 mM octanovém pufru (pH = 5), 15% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Tween 80 pfi teploté 25 °C
po dobu 168 hod. V pravém sloupci jsou uvedena ¢iselna oznaceni kongenerti PCB.

4.6. In vitro inkubace PCB s kultivaéni tekutinou a myceliem P. ostreatus

z kultivace v ptitomnosti PCB

In vitro inkubacni smési byly pfipraveny s myceliem a extracelularni tekutinou ze dvou
odbéra (13 denni a 39 denni) kultivace P. ostreatus kontaminované 1000 pg D103 ve 100 ml

media. /n vitro inkubaéni smési byly ptfipraveny podle kapitoly 3.15.2.

Vysledky in vitro inkubaci 2,5 ng/ml D103 s extracelularni tekutinou a myceliem z 13. dne
kontaminované kultivace (Obr. 12, str. 56) ani analogicky provedené inkubace z 39. dne
kultivace (Obr. 13, str. 57) P. ostreatus nevykazuji ani v jednom piipade znamky tbytku PCB
oproti kontroldm s enzymem inhibovanym pomoci NaNs, piestoze v jednom piipad¢ inkubace
trvala 168 hod (odbér 13. den) a v druhém ptipadé 504 hod (odbér 39. den). Po celou dobu
byla detekovana lakasova aktivita. Pfi 168 hod inkubaci Cinila lakasova aktivita v kuliva¢ni
tekutin€ na zacatku 110,047 U/ml a na konci 0,655+0,024 U/ml a lakasa vazand na mycelium
byla na zacatku 2244 U/mg suchého mycelia a po 168 hod inkubace 18+2 U/mg suchého

mycelia. Pii inkubaci 504 hod byla na pocatku naméfena v kultivacni tekutiné lakasova
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aktivita 0,540,011 U/ml a na konci 0,13£0,017U/ml a v myceliu ¢inila lakasova aktivita na

pocatku 2112 U/mg suchého mycelia a po 504 hod 60,4 U/mg suchého mycelia.
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Obr. 12: In vitro inkubace D103 s extracelularni tekutinou (ex) s lakasovou aktivitou 1 U/ml
a myceliem (myc) s lakasovou 0,1 U/ml z 13 denni kultivace P. ostreatus indukované D103.
In vitro inkubace probihala s riznymi mediatory (mix, 1 mM) v 60 mM octanovém pufru
(pH =5), 15% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Tween 80 pfi teplote 25 °C po dobu 168 hod. V pravém
sloupci jsou uvedena Ciselna oznaceni kongenerti PCB.
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Obr. 13: Invitro inkubace D103 s extracelularni tekutinou (ex) s lakasovou aktivitou
0,5 U/ml a myceliem (myc) s lakasovou aktivitou 0,1 U/ml z 39 denni kultivace P. ostreatus
indukované D103. In vitro inkubace probihala s riznymi mediatory (mix, 1 mM) v 60 mM
octanovém pufru (pH = 5), 15% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Tween 80 pii teplote 25 °C po dobu
504 hod. V pravém sloupci jsou uvedena ¢iselna oznaceni kongeneri PCB.
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4.7. pl jednotlivych isoforem lakas ziskanych pii riznych kultivacnich

podminkéch P. ostreatus

Kultiva¢ni tekutiny P. ostreatus v MEG mediu pfi rdznych kultiva¢nich podminkach (Tab.
11) byly pouzity jako vzorky. V téze tabulce jsou uvedeny lakasové aktivity vzorki

nanasenych na gel pro IEF.

Tab. 11: Podminky kultivaci, z nichz byly ziskdny extracelularni tekutiny pro IEF.

Pridavek do 100 ml Doba Lakasova
MEG media inkubace  aktivita
vzorku [U/1]
Bez indukce - 13 dni 32040,3
Indukce Cu®* 50uM CuSOy 13 dni 809+59
Indukce D103 (13. den kultivace) 1000 ug D103 13 dni 2041£67
Indukce D103 (39. den kultivace) 1000 pg D103 39 dni 95+0,7

V kultivacni tekutiné neindukované kultivace P. ostreatus bylo nalezeno sedm isoforem
lakas s p/ v rozmezi 5,30-7,52 (Tab. 12). Po indukci Cu®" byly nalezeny pouze dvé isoformy
lakas, a to s p/ 4,65 a 7,52. Ve 13 denni kultivaci indukované PCB byly nalezeny isoformy
lakas se shodnym p/ jako u nekontaminované kultivace, ale i dalsi isoenzymy (p/ 4,17, 4,65,
6,29). Po 39 dnech jiz nebyla detekovéna vétSina isoforem lakas se shodnym p/ jako u

13 denni kultivace, ale naopak byly detekovany 2 nové isoformy, jejichZ hodnoty p/ Cinily
6,34 a 7,04.

Tab. 12: p/ pro lakasy ziskané pti riznych kultivacnich podminkach P. ostreatus.

Lakasy produkované Cu*" indukované PCB indukované PCB indukované
bez indukce (13. den  lakasy (13. den lakasy (13. den lakasy (39. den
kultivace) kultivace) kultivace) kultivace)
4,17
4,65 4,65
5,30 5,30
5,86 5,86
6,07 6,07
6,18 6,18
6,29
6,34
6,42 6,42
6,52 6,52
7,04
7,52 7,52 7,52
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4.8. Charakterizace ziskané mikrosomalni frakce

Mikrosomalni frakce byla ziskdana z 12 denni kultivace P. ostreatus v MEG mediu. Ze
70 g mokrého mycelia bylo ziskdno 7,2 mg proteini v mikrosomdlni frakci. CO vazebna
spektra byla méfena pro resuspendovanou peletu mikrosomalni frakce v pufru U (kapitola 3.4)

pii koncentraci proteinu 1 mg/ml. Ve spektru nebyl pozorovan pik pti 450 nm.

4.9. In vitro inkubace mikrosomalni frakce s kongenery PCB

In vitro inkubaci vybranych kongenertt PCB s mikrosomalni frakci bylo dosazeno 44-67%
degradace (Obr. 14, str. 60). Mira degradace jednotlivych kongenerGi PCB byla rozdilna.
Kongenery PCB 4 a PCB 5 byly degradovany nejméné, a to ze 462 % a 4412 %. Dalsi
kongenery byly degradovany v nésledujicim rozsahu: PCB 17 - 5441 %, PCB 15 - 50£1 %,
PCB 32 - 53+1 %, PCB 16 - 561 %, PCB 45 - 57£1 %, PCB 37 - 51£1 %, PCB 60 - 5612 %,
PCB 77 - 561 %. Nejlépe byly degradovany kongenery PCB 95 - 6312 %, PCB 118 -
62+1 % a kongener PCB 149, jehoZ degradace dosahla 67+1 %. Degradace byla pozorovana i
v pfipadé, kdy nebyl do reakéni smési pfidin NADPH. U vzorkd, které obsahovaly CO nebo
PB, nebyla detekovéana degradace PCB.
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Obr. 14: Degradace vybranych kongeneri PCB pomoci mikrosomalni frakce P. ostreatus.
Cervend linka vyznacuje 100 % odpovidajicich pfislusné nafedénému zasobnimu roztoku
PCB. V pravém sloupci jsou uvedena ¢iselna oznaceni kongeneri PCB.
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4.10. Analyza metabolitd z in vivo degradace PCB

Produkty rozkladu PCB byly stanovovany pomoci GC-MS v ethylacetatovych extraktech
(derivatizovanych 1 bez derivatizace) ziskanych po in vivo degradaci 400 ug D103 osmi
houbami bilé hniloby ve 20 ml MEG a LNMM pii dob¢ kultivace 28 a 42 dni (kapitola 3.13).
Ackoli byla detekovana degradace i v piipadé D. squalens a P. ostreatus’, nebyly nalezeny

zadné produkty rozkladu PCB, a to ani po derivatizaci diazomethanem ¢i BSTFA.

V nederivatizovanych extraktech po degradaci PCB ostatnimi houbami (B. adusta,
L lacteus, P. cinnabarinus, P. chrysosporium, P. magnoliae, T. versicolor) pti kontaminaci
400 pg D103 byly nalezeny chlorované methoxybenzeny, chlorované methoxybenzaldehydy,
chlorované methoxyfenoly, chlorované hydroxybifenyly. Po derivatizaci diazomethanem byly
nalezeny methylestery chlorovanych benzoovych kyselin, chlorované methoxybenzeny,
chlorované methoxybenzaldehydy, chlorované methoxyfenoly, chlorované
dimethoxybenzeny, chlorované benzylalkoholy, chlorované dimethoxybenzaldehydy,
chlorované benzaldehydy, chlorované hydroxybifenyly a chlorované methoxybifenyly.
Derivatizace BSTFA nepfispéla k nalezeni dalSich metabolitli. Podrobnéji jsou vysledky
kvalitativni analyzy uvedeny v nésledujici tabulce (Tab. 13).

Tab. 13: Produkty rozkladu PCB po in vivo degradaci 400 ug D103 houbami bil¢ hniloby ve
20 ml kultiva¢niho media.

Vzorek Odb. Metabolit RT m/z (relativni intenzita)
Houba [min]
(medium,
derivatizace)
B. adusta ILII  Dichlordimethoxybenzen 14,15 191 (100), 193 (67), 206 (36), 207 (17),
(LNMM, -) 208 (32)
ILII  Chlormethoxybenzaldehyd 14,48 169 (100), 170 (57), 171 (39)
11 Dichlormethoxyfenol 19,16 177 (100), 179 (63), 192 (48), 194 (30)
B. adusta I Methylester 18,63 155 (100), 157 (33), 186 (31)
(LNMM, Me) chlorhydroxybenzoové kys.
ILII  Dichlordimethoxybenzen 18,88 113 (12), 191 (100), 193 (66), 206 (37),
208 (23)
I,II  Chlormethoxybenzaldehyd 19,19 169 (100), 170 (56), 171 (38)
II Methylester 23,82 169 (100), 171 (34)
chlormethoxybenzoové kys.
11 Dichlormethoxyfenol 24,50 177 (100), 179 (62), 192 (38)
ILII.  Methylester 24,98 203 (100), 205 (69), 234 (48), 236 (31)
dichlormethoxybenzoové Kys.
B. adusta I,II  Dichlordimethoxybenzen 14,14 191 (100), 193 (70), 206 (41)
(MEG, -)
I,II  Trichlorhydroxybifenyl 41,71 173 (27), 272 (100), 274 (86), 276 (26)
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B. adusta ILII  Chlordimethoxybenzen 15,48 129 (35), 157 (100), 159 (33), 172 (48),
(MEG, Me) 174 (15)
I lacteus I,II  Methylester chlorbenzoové kys. 12,76 139 (100), 141 (35), 170 (22)
(MEG, Me) 11 Methylester dichlorbenzoové kys. 17,75 173 (100), 175 (65)
P. cinnabarinus 1 Methylester dichlorbenzoové kys. 17,90 145 (31), 173 (100), 175 (65), 204 (27),
(MEG, Me) 206 (19)
I Methylester dichlorbenzoové kys. 18,55 173 (100), 175 (66), 204 (33)
I Methylester trichlorbenzoové kys. 20,68 207 (100), 211 (68), 238 (15), 240 (15)
I Methylester trichlorbenzoové kys. 22,67 207 (100), 209 (66), 238 (17)
I Methylester trichlorbenzoové kys. 23,32 179 (21), 181 (18), 207 (100), 209 (69),
211 (21), 238 (22), 240 (24)
P. I,II  Methylester dichlorbenzoové kys. 17,91 145 (27), 173 (100), 175 (65), 204 (26)
chrysosporium
(LNMM, Me)
I,II  Methylester dichlorbenzoové kys. 18,57 173 (100), 175 (71), 204 (31)
ILII  Methylester dichlorbenzoové kys. 18,92 173 (100), 175 (62), 204 (28)
II Methylester dichlorbenzoové kys. 17,80 173 (100), 175 (64)
II Methylester trichlorbenzoové kys. 22,68 207 (100), 209 (57), 211 (19)
11 Trichlorbenzaldehyd 29,38 207 (100), 209 (76), 211 (28)
P. II Methylester chlorbenzoové kys. 12,75 139 (100), 141 (35), 170 (23)
chrysosporium
(MEG, Me)

P. magnoliae LI Methylester dichlorbenzoové kys. 17,94 109 (18), 111 (6), 145 (25), 147 (18),
(LNMM, Me) 173 (100), 175 (66), 204 (29), 206 (18)
II Methylester dichlorbenzoové kys. 18,09 173 (100), 175 (70)

LI Methylester dichlorbenzoové kys. 18,54 173 (100), 175 (58), 204 (26), 206 (21)
, Methylester dichlorbenzoové kys. 18,95 145 (28), 173 (100), 175 (65), 204 (26),
206 (16)
II Dichlorbenzylalkohol 21,20 77 (100), 75 (56), 113 (62), 115 (31),
139 (22), 141 (67), 176 (26)
I,II  Methylester trichlorbenzoové kys. 22,68 207 (100), 209 (81), 211 (24), 238 (79),
240 (20)
ILII  Methylester dichlorbenzoové kys. 23,36 179 (17), 207 (100), 209 (54), 240 (12)
LI  Methylester dichlorbenzoové kys. 27,73 207 (100), 209 (79), 240 (23)
I Methylester dichlorbenzoové kys. 29,42 207 (100), 209 (91), 211 (27)
11 Trichlorbenzaldehyd 29,38 179 (21), 181 (20), 207 (100), 209 (95)
P. magnoliae II Methylester chlorbenzoové kys. 12,75 111 (39), 139 (100), 141 (31), 170 (20),
(MEG, Me) 172 (7)
I Methylester dichlorbenzoové kys. 18,51 145 (38), 173 (100), 175 (64), 204 (29),
206 (21)
I Methylester dichlorbenzoové kys. 19,90 145 (33), 173 (100), 175 (64), 204 (27),
206 (18)
II Methylester trichlorbenzoové kys. 23,30 179 (19), 207 (100), 209 (71), 238 (21),
240 (21)
T. versicolor I Chlormethoxybenzaldehyd 14,48 169 (100), 170 (57), 171 (40)
(LNMM, -)
I,II  Trichlorhydroxybifenyl 37,35 173 (39), 272 (100), 274 (93), 276 (27)
T. versicolor LI  Methylester dichlorbenzoové kys. 17,78 145 (25), 173 (100), 175 (60)
(LNMM, Me)
LI  Methylester dichlorbenzoové kys. 17,92 145 (37), 173 (100), 175 (66), 204 (26)
I Methylester dichlorbenzoové kys. 18,94 145 (30), 173 (100), 175 (60), 204 (26)
I Dichlorhydroxybifenyl 36,24 238 (100), 240 (65), 139 (60)
I Trichlormethoxybifenyl 42,27 243 (49), 245 (63), 273 (33), 286 (100),
288 (95), 290 (59)
I Trichlormethoxybifenyl 43,00 173 (64), 243 (55), 245 (53), 272 (63),
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290 (71), 292 (59)

11 Trichlormethoxybifenyl 43,10 173 (61), 243 (55), 245 (56),272 (62),
274 (63), 286 (100), 288 (95), 290 (354)
I Trichlormethoxybifenyl 46,63 173 (51), 243 (69), 245 (63), 286 (100),
288 (93), 290 (33)
T. versicolor 1 Trichlormethoxybifenyl 37,03 243 (39), 245 (33), 271 (25), 273 (29),
(MEG, -) 286 (95), 288 (100)
LI  Trichlormethoxybifenyl 4126 243 (39), 245 (42), 271 (53), 273 (50),
286 (98), 288 (100), 290 (33)
T. versicolor 1 Trichlormethoxybifenyl 4223 173 (40), 243 (59), 245 (50), 271 (32),
(MEG, Me) 286 (93), 288 (100), 290 (34)

Odb = odbér, RT =reten¢ni ¢as, MEG = MEG medium, Me = derivatizace diazomethanem,
I =28 denni kultivace, II = 42 denni kultivace

Dale byl pro kvalitativni stanoveni produkti rozkladu PCB pouzit extrakt z kultivace

P. ostreatus ve 20 ml MEG mediu, které bylo kontaminovano 2000 ng D103 (kapitola 3.12).

Jako produkty rozkladu PCB houbou P. ostreatus v MEG mediu po 42 dnech byly
nalezeny chlorované¢ benzaldehydy, chlorovany dihydroxybifenyl a chlorované
methoxybifenyly. Podrobnéji jsou metabolity charakterizovany v nasledujici tabulce (Tab.

14). Derivatizace nepfisp¢la k nalezeni dalSich metaboliti.

Tab. 14: Produkty rozkladu PCB po in vivo degradaci 2000 pg D103 houbou P. ostreatus ve
20 ml MEG media po 42 dnech.

Vzorek Metabolit RT m/z (relativni intenzita)

Houba [min]

(medium,

derivatizace)

P. ostreatus  Dichlorbenzaldehyd 13,15 145 (32), 147 (23), 173 (100), 174 (61), 175 (69)

(MEG;-)
Dichlorbenzaldehyd 13,75 145 (29), 147 (16), 173 (100), 174 (65), 175 (42)
Dichlorbenzaldehyd 14,01 145 (56), 147 (32), 173 (100), 174 (55), 175 (56)

Dichlordihydroxybifenyl 41,92 183 (36), 185 (22), 239 (100), 241 (65)
Trichlormethoxybifenyl 45,51 243 (76), 245 (71), 286 (100), 288 (98)
Trichlormethoxybifenyl 46,14 243 (70), 245 (71), 286 (100), 288 (92)
Trichlormethoxybifenyl 46,68 243 (58), 245 (66), 271 (61), 273 (65), 286 (96), 288
(100)

Tetrachlormethoxybifenyl 48,15 277 (77), 279 (79), 307 (35), 320 (78), 322 (100)
Tetrachlormethoxybifenyl 49,54 277 (80), 279 (100), 307 (44), 320 (78), 322 (96)
Tetrachlormethoxybifenyl 49,81 277 (72), 279 (100), 307 (10), 320 (66), 322 (82)
Tetrachlormethoxybifenyl 52,65 277 (74), 279 (100), 307 (10), 320 (59), 322 (66)

RT =retencni ¢as, MEG = MEG medium
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4.11. Metabolity vzniklé po in vitro degradaci PCB mikrosomalni frakci

Pro kvalitativni stanoveni produktli rozkladu PCB mikrosomalni frakci P. ostreatus byly
pouzity ethylacetatové extrakty inkubacni smési. Pomoci GC-MS byly tyto extrakty méfeny

bez derivatizace a po derivatizaci diazomethanem a BSTFA.

Jako produkty rozkladu PCB mikrosomalni frakci P. ostreatus byly nalezeny bez
derivatizace trichlorované bifenyly. Tyto trichlorbifenyly podle reten¢nich casi a
hmotnostnich spekter odpovidaji kongenerim PCB 28 a PCB 33. Po derivatizaci
diazomethanem byly nalezeny chlormethoxybenzaldehyd a methylestery chlorovanych
benzoovych kyselin. Derivatizace BSTFA nepfispéla k nalezeni dalSich metabolitt.

Podrobné;ji jsou nalezené metabolity charakterizovany v nasledujici tabulce (Tab. 15).

Tab. 15: Metabolity nalezené po in vitro degradaci vybranych kongenerii PCB.

Derivatizace Metabolit RT [min] m/z (relativni intenzita)

Me Chlormethoxybenzaldehyd 18,89 169 (100), 170 (58), 171 (34)

Me Methylester trichlorbenzoové kys. 26,25 207 (100), 209 (70), 211 (20)

Me Methylester trichlorbenzoové kys. 31,90 179 (28), 181 (25), 207 (100), 209 (89), 211
(30), 238 (25), 240 (30)

- Trichlorbifenyl 36,10 186 (64), 188 (21), 256 (100), 258 (82), 260
(28)

- Trichlorbifenyl 36,70 186 (100), 188 (29), 256 (89), 258 (97), 260
(33)

RT = retencni ¢as, Me = derivatizace diazomethanem
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5. Diskuze

Houby bil¢ hniloby ptedstavuji perspektivni organismy schopné degradovat velkou Skalu
perzistentnich organopolutanti, jako jsou chlorfenoly, syntetickd barviva, PAU a
PCR'6:17:18:19:20.2122.23:24.2526 "/ {416 praci byla studovana degradace PCB houbami bilé hniloby
se zamétenim na houbu P. ostreatus, ktera jiz diive prokézala vysoky potencidl pro degradaci
PCB v komeréni smési D103**. Ze viech hub bilé hniloby, které jsou v této praci uvedeny ma

houba P. ostreatus nejvyssi degradacni potencial®

. Tato houba je pod Ceskym nazvem hliva
ustficnd hojné vyuzivana v potravinaistvi a mycelium, které zbyva po sklizni plodnic, je

snadno dostupné.

V této praci byl v pocatku ovéfovan vliv mnozstvi PCB obsazenych v komeréni smési
D103 na degradacni potencial houby P. ostreatus. NejlepSich vysledki degradace bylo
dosazeno pii pocatecnim mnozstvi 1000 ng D103 ve vzorku. Pti vétSim pocateCnim mnoZstvi
byla degradace negativné ovlivnéna pravdépodobné toxickym kontaminantem, ale houba

P. ostreatus byla stale schopna degradovat vysoké mnozstvi PCB.

Dale byla studovana toxicita degradacnich produkti PCB vzniklych béhem in vivo
degradace D103 houbou P. ostreatus. Bylo publikovéno, ze houby bilé hniloby jsou schopny
mineralizovat PCB”. Je viak také znamo, Ze produkty rozkladu PCB jsou velmi &asto
toxiGt&jsi, nez samotné PCB”. V tomto experimentu bylo prokazano, Ze toxicita b&hem
degradace klesa, coz P. ostreatus fadi mezi vhodné kandidaty pro mikrobialni dekontaminaci

Vv praxi.

V literatufe je Casto diskutovana uloha extracelularniho ligninolytického apardtu pfi
degradaci aromatickych organopolutanti®. Zakladni jednotky pfirozeného substratu tdchto
enzym, polymerniho ligninu, maji aromaticky charakter. Proto existuje pfedpoklad, Ze budou
tyto enzymy snizkou substritovou specifitou schopny degradovat i jiné aromatické
slouceniny. Skute¢né bylo prokdzano, Ze PAU jsou degradovany ligninolytickymi enzymy in
vitro® 3242326y pipadé PCB je v literatute k dispozici pouze jedina prace’®, kde autofi
provedli in vivo degradaci tfi kongenera (PCB 156, PCB 105, PCB 126) lakasou z houby
T. versicolor a zaznamenali zhruba 20% ubytek po 4 dnech inkubace ve 37 °C, a to bez

ptidavku jakychkoli dalSich mediatort.
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Majoritnim ligninolytickym enzymem P. ostreatus detekovanym v pribchu experimentl
této prace je lakasa. Z tohoto divodu byla lakasa purifikovdna z extracelularni tekutiny
P. ostreatus a vyuzita pro in vitro inkubaci s PCB. Vzhleden k tomu, ze lakasa ve svém
reakénim centru obsahuje m&éd™, byla pro vy$si vyt&Znost jeji tvorba indukovana pfidavkem
Cu”". Takto ziskana lakasa viak neprokézala schopnost degradovat PCB obsazené v komeréni
smési D103, a to ani po 168 hod v pfitomnosti fady mediatori, které prokazatelné zvysuji

efektivitu degradace napt. PAU lakasou®*.

Pro ovéfteni, zda za degradaci PCB neni zodpovédny néktery isoenzym lakasy indukovany
PCB, byl pfipraven in vitro experiment se zahuSténou extracelularni tekutinou ziskanou
z kultivace P. ostreatus kontaminované D103. Pro ptipad, Ze by byl pfisluSny enzym vézan na
mycelium (a tudiz pfi purifikaci v prvnim kroku oddé¢len), byl ptipraven z téze kultivace in
vitro experiment s myceliem vykazujicim lakasovou aktivitu. Oba tyto experimenty byly
provedeny z 13 denni a 39 denni kultivace, kdy byla hladina lakasové aktivity stéle
detekovatelna (viz dale). Ani jeden z téchto experimentl neprokéazal ulohu lakasy P. ostreatus

pfi degradaci PCB, a to ani v pfitomnosti vySe zminénych medidtort.

Vyuziti extracelularniho ligninolytického aparatu P. ostreatus pro degradaci PCB in vitro
bylo prvotnim ptfedpokladem této prace. Vzhledem k negativnim vysledkim in vitro
degradace PCB lakasami bylo dale zkoumadano, jaké dalSi extracelularni enzymy jsou
v prib¢hu kultivace produkovany v pfitomnosti PCB. Proto byla méfena hladina aktivit
ligninolytickych enzymii v pribéhu ristu P. ostreatus v nekontaminovaném MEG mediu a
v MEG mediu kontaminovaném 1000 pg D103 ve 100 ml media. Tento experiment ukazal, ze
v PCB kontaminované kultivaci je z ligninolytickych enzymu produkovana pouze lakasa.
Kultivace v pritomnosti PCB vsak, na rozdil od kultivace bez ptidavku PCB, v poc¢atku (okolo
osmého dne) vykazovala velmi nizkou hladinu lakasové aktivity. Oproti tomu v obdobi, kdy
lakasova aktivita v kultivaci bez PCB klesla az na hranici detekce, s ptidavkem PCB kultivace
vykazovala narast lakasové aktivity. Z tohoto trendu Ize usuzovat, ze PCB mohou inhibovat
lakasovou aktivitu a naopak indukce tvorby lakas mliZze byt zprostfedkovana napt. metabolity
vzniklymi degradaci PCB v pozdé¢jsi fazi kultivace. Vzhledem k faktu, ze lakasa patii
k fenoloxidasam, 1ze pfedpokladat, ze hydroxylované aromatické metabolity PCB (viz dale)
mohou fungovat dokonce jako induktory exprese lakas. V literatute se objevuje prace, ve které

autofi detekovali pfitomnost novych isoforem lakas vzniklych v pfitomnosti fenolickych a
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aromatickych slou¢enin’’. V kazdém piipadé je vliv PCB na lakasovou aktivitu patrny.
Stanoveni p/ lakas pfi riznych kultiva¢nich podminkéch tuto teorii rozsifuje. Bylo prokazano,
ze 39. den kultivace kontaminované PCB byly v extracelularni tekutiné pfitomny isoenzymy
lakas, které nebyly pfitomny ani v pocatecni fazi téze kultivace, ani v kultivaci indukované

Cu*" a neindukované (tyto kultivace jiz 39. den nevykazovaly lakasovou aktivitu).

Neékteti autoti diskutuji ulohu cytochromti P450 pti prvnim kroku degradace PCB’'. Bylo
prokdzano, Ze transformace PCB je v lidském organismu zprostfedkovana cytochromy P450 a
jako produkty této degradace byly detekovany hydroxylované PCB”®. Na zaklad& t&chto

publikaci byly naplanovany dalsi in vitro experimenty v této praci.

Byla izolovana mikrosomdlni frakce houby P. ostreatus a pouzita pro in vitro degradaci
PCB. V tomto experimentu byl skute¢né prokazan degradacni potencial mikrosomalni frakce.
Systém byl inhibovan specifickymi inhibitory cytochromt P450, a to CO a PB. Tento typ
kontrol je Casto pouzivan jako dikaz o uloze houbovych cytochromt P450 pti degradaci
organopolutanti’*>7%"*" Daliim diikazem je zavislost systému na NADPH”>"®"® V tomto
experimentu vSak bylo prokdzano, Ze systém neni zavisly na pifidavku tohoto koenzymu
do reakéni smési a interpretace vysledkii tohoto experimentu neni zcela jednozna¢nd. Sono a
kol.” publikovali, Ze existuji i neobvyklé formy cytochromti P450, které maji donor elektronu
(NADPH) véazany na jednu z proteinovych domén. V takovém piipadé by bylo mozné
diskutovat tlohu houbovych cytochromti P450 pii degradaci PCB v této praci. V kazdém
ptipad¢ byla degradace zprostfedkovana intracelularné na urovni mikrosomalni frakce houby
bilé hniloby P. ostreatus. Toto vSak nutné nevyvraci ulohu lakas ¢i jinych ligninolytickych
enzyml pifi nasledném procesu transformace produktl degradace PCB. S timto faktem
souhlasi 1 vysledky testu toxicity, kterda v pribéhu biodegradace PCB pomoci P. ostreatus
klesala. V této souvislosti bylo publikovdno, ze lakasy jsou schopny degradovat
hydroxylované PCB***"2*%_ které vzhledem ke své znaéné vyssi rozpustnosti ve vodé, mohou

vykazovat vyssi akutni toxicitu, nez samotné PCB.

Posledni ¢ast prace byla zaméfena na kvalitativni stanoveni produktii rozkladu PCB, a to
po in vivo degradaci osmi houbami bilé hniloby i po in vitro degradaci PCB mikrosomalni
frakci. VSechny typy nalezenych metaboliti (chlorované hydroxybifenyly, chlorované

methoxybifenyly, chlorované benzoové kyseliny, chlorované benzaldehydy a chlorované
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benzylalkoholy) jiz byly po degradacich PCB houbami bil¢ hniloby publikovéany, av§ak pouze

v pripad¢ jednoho dichlorovaného derivatu.

Kamei a kol.”' detekovali monomethoxy derivaty PCB 15, 4-chlorbenzoovou kyselinu, 4-
chlorbenzaldehyd a 4-chlorbenzylalkohol. Autoii pfedpokladaji, ze degradace PCB probiha ve
dvou metabolickych cestach. Prvnim krokem obou metabolickych drah je hydroxylace PCB
15. Vjedné metabolické draze dochdzike vzniku methoxyderivati PCB 15 a druha
metabolickda dradha transformuje hydroxylované PCB 15 na 4-chlorbenzylalkohol, 4-
chlorbenzaldehyd a 4-chlorbenzoovou kyselinu. Autofi se zabyvali detekci metaboliti pouze
jednoho kongeneru. V této diplomové praci byly nalezeny metabolity vzniklé degradaci celé

fady kongenert obsazenych v komercni smési D103.

Detekce methylovanych intermediati v této praci neni piekvapujici, nebot’” methylace
fenolické funk¢ni skupiny byla popsana také pifi metabolismu chlorfenolt houbami bilé

by’ %1% Methoxyderivaty PCB byly nalezeny také po degradaci PCB tabakem'".

hnilo
Methoxylace byla pozorovana také u transformace fenantrenu houbou bilé hniloby™. Vyskyt
tohoto typu metaboliti tedy neni ojedinély, avSak zuvedenych praci neni patrné, zda se
jednalo o konec¢ny produkt degradace. V ptipad€ hub lze usuzovat na ptipadny autoprotektivni
mechanismus peroxidas, kdy methoxylované substraty, jako naptiklad VA, brani vzniku tzv.

slougeniny III, a tedy inaktivaci katalytického cyklu*'.

Hydroxylované derivaty PCB podle Kamei a kol.*! slouzi jako prekurzor pro ostatni
metabolity. Jak bylo zminéno, tito autofi se domnivaji, Ze je za prvni krok transformace PCB
zodpovédny houbovy cytochrom P450. Tento predpoklad diskutuji také jini autofi'’,'®.
Systém cytochromu P450, ktery transformuje PCB na hydroxylované derivaty, byl pozorovan

. 104 ~ 105 - 1798
u kvasinek ', zvirat - a lidi"".

Monoaromatické metabolity (chlorované benzoové kyseliny, chlorované benzaldehydy a
chlorované benzylalkoholy) byly také publikovany v souvislosti s degradacemi PCB?'. Tyto
metabolity nasvédcuji tomu, Ze jsou houby bilé hniloby schopny nejen modifikovat bifenylovy

skelet, ale rovnéz rozstépit aromaticky kruh.

Casteténé dechlorované PCB nasvédéuji dehalogenaci vice chlorovanych PCB. Vznik
mén¢ chlorovanych PCB miiZe byt dilezity pro dalSi metabolické pfemény téchto latek. Bylo

publikovano, Ze hydroxylované PCB s vice neZ tfemi atomy chloru v molekule velmi silné
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odol4vaji degradaci lakasami’’”®. V této praci pfevazna vétdina detekovanych metaboliti

obsahovala maximalné tfi atomy chloru v molekule. Bylo publikovano, Ze jsou vice
chlorované bifenyly hife degradovany in vivo™.V piipadé bakterii je znamo, Ze vice
chlorované PCB (4 a vice chlorii) snadné&ji podl€haji anaerobni dechloraci, kdy vzniklé méné
chlorované derivaty jsou timto zplisobem vyrazné¢ méné transformovany. V piipad€ oxidativni
bakterialni transformace je tento trend opacny, kdy ucinnost tohoto procesu roste s klesajicim
poétem chlorovych substituentii''. Dehalogenace hexachlorbifenylu byla pozorovana také
v ptipadé testovani houbové NR**. Z tohoto ditvodu lze usuzovat, Ze i houbovy metabolismus
by mohl byt schopen transformovat vice chlorované kongenery na kongenery se tfemi chlory

v molekule néjakym dehalogena¢nim mechanismem a az poté by takto transformovany

kongener podléhal dal§im oxida¢nim metabolickym tGpravam.
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6. Souhrn

Zavérem lze fici, Ze hlavni cile této diplomové prace byly splnény. Vysledky prace jsou

shrnuty v né¢kolika nasledujicich bodech.

Ligninolyticka houba P. ostreatus mize byt zatazena mezi organismy vhodné pro
dekontaminaci PCB v praxi diky vysokému degradacnimu potencidlu a schopnosti

snizovat toxicitu zivného media kontaminovaného PCB.

Pivodni piedpoklad zahrnujici extraceluldrni ligninolyticky enzymovy aparat
P. ostreatus do pocate¢niho kroku degradace PCB nebyl potvrzen. Ligninolytické
enzymy vsak z procesu degradace PCB nelze vyradit, nebot’ se mohou ucastnit

degradace PCB transformovanych jinou slozkou metabolismu.

Pozitivni vysledek degradace PCB byl sledovan intracelularné, a to na Urovni

mikrosomalni frakce.

Mechanismus degradace PCB neni stale objasnén. Na zaklad¢ stanoveni n€kterych
metaboliti PCB lze pfedpokladat, ze jsou PCB pravdépodobné transformovany
dvéma mechanismy, z nichZ v jednom je uplatiiovan dehalogena¢ni mechanismus a

v druhém oxidacni transformace méné chlorovanych PCB.
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