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Abstrakt

Synteticky hormon 17a-ethinylestradiol (EE2), ktery je soucasti hormonalnich
antikoncepcnich pilulek, byl identifikovan jako hlavni slozka tzv. endokrinné
disruptivnich latek (EDc). EDc jsou latky, které napodobuji svym ucinkem pfirozené
hormony. V poslednich letech se jejich mnozstvi zejména v podzemnich a povrchovych
vodach zna¢n€ zvysSuje, coz ma negativni vliv na hormonalni systém zejména vodnich
organismi. Jelikoz neni snadné tyto latky z Zivotniho prostfedi béznymi technikami
odstranit, hledaji se moznosti jejich biodegradace. Slibné biodegradacni schopnosti
viuc¢i mnoha polutantim vykazuji houby bilé hniloby, které v pfirod¢ rozkladaji lignin.
Tyto houby disponuji Sirokou skélou nespecifickych extraceluldrnich a intraceluladrnich
enzymu, které ve zminénych degradacich hraji vyznamnou roli.

Tato bakalarské prace byla zaméfena na studium zastupce hub bilé hniloby, houbu
Pleurotus ostreatus, a zejména degradac¢ni potencial jeho intracelularnich enzymu pfi
biodegradaci EE2.

Nejprve byla ovéfena schopnost houby Pleurotus ostreatus degradovat EE2 in vivo.
Béhem 48 hodinové inkubace doslo k odbourdni az 95,5 % EE2. Role cytochromil
P450 (CYP) pti metabolismu EE2 vSak timto experimentem nebyla potvrzena, jelikoz
inhibitor CYP 1-aminobenzotriazol (1-ABT) nesnizoval u¢innost degradace. V dalsi
fazi bakalarské prace proto byly degradacni experimenty provadény s mikrosomalni
frakci izolovanou z mycelia této houby. Pro izolaci mikrosomi byly piipraveny vzdy
dv¢ sady kultivaci a to sada kontrolni a sada exponovana EE2. Ve vSech izolovanych
preparatech byla pomoci diferen¢ni spektroskopie s CO detekovéana aktivni forma CYP
S maximem absorbance kolem 450 nm. Prvotni pfedpoklad, ze by vystavenim kultury
houby Pleurotus ostreatus EE2 doslo k indukci CYP zodpovédnych za jeho degradaci,
nebyl potvrzen, a to ani stanovenim specifického obsahu CYP ani degrada¢nimi
experimenty. Vysledky téchto experimentii nasvéd¢uji tomu, Zze k odbouravani EE2
mikrosomalni frakci dochdzi, avSak nezavisle na druhu pouZzitych mikrosomi. 1-ABT
v tomto piipad¢ degradaci inhiboval z 95 %, coz naznacuje, Ze za metabolismus EE2

v ramci mikrosomalni frakce jsou opravdu zodpovédné CYP.

Klicova slova: 17a-ethinylestradiol, Biodegradace, Pleurotus ostreatus, Cytochromy
P450, Mikrosomalni frakce



Abstract

A synthetic hormone 17a-ethinylestradiol (EE2) which is a component of hormonal
contraception pills has been identified as a main component of the endocrine-disrupting
compounds (EDc). EDc are substances that mimic natural hormones in their action.
Recently their amount especially in the groundwater and the surface water has been
increased, which results in a negative impact on the hormonal system especially of
aquatic organisms. Since it is not easy to replace these substances from the
environment by conventional techniques other possibilities of their biodegradation are
examined. White rot fungi, which are able to degrade lignin in nature, have promising
biodegradation abilities towards many pollutants. These fungi contain a wide range of
non-specific extracellular and intracellular enzymes that play an important role in the
degradation.

This bachelor thesis was targeted on the study of a white rot fungus, Pleurotus
ostreatus, and especially on the degradation potential of its intracellular enzymes in the
biodegradation of EE2.

Initially, the ability of fungi Pleurotus ostreatus to degrade EE2 in vivo was tested.
During the 48 hour incubation there was replaced 95,5 % of EE2. However, the role of
cytochromes P450 (CYPs) in a metabolism of EE2 was not confirmed in this
experiment by reason that an inhibitor of CYP 1-aminobenzotriazole (1-ABT) did not
reduce the efficiency of degradation. Therefore in the next period of the bachelor thesis
degradation experiments were carried out with a microsomal fraction (MF) isolated
from the mycelium of this fungus. Two sets, a control set and an EE2 exposed one,
were prepared for isolation of microsomes. The active form of CYP with maximum
absorbance about 450 nm was detected in all preparations via the differential
spectroscopy with CO. The first assumption that exposure of fungi Pleurotus ostreatus
to EE2 should led to an induction of CYPs responsible for its degradation has not been
confirmed neither providing of a specific CYPs content nor the degradation
experiments. The results of these experiments indicate that the degradation of EE2 by
microsomal fractions occurs, but independently of the type of microsomes used. In this
case 1-ABT was successful to inhibit the 95 % of degradation which suggests that the

CYPs are responsible for metabolism of EE2 in the microsomal fraction.



Keywords: 17a-ethinylestradiol, Biodegradation, Pleurotus ostreatus, Cytochrome
P450, Microsomal fraction

(In Czech)
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objem/objem
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1 Teoreticky tivod

V poslednich letech se zalind intenzivnéji feSit problém zneciSténé¢ho prostiedi
a hledaji se nové techniky a postupy, jak nahromadéné nebezpecné kontaminanty ze
zivotniho prostfedi odstranit. Nekteré latky byly uvoliovany do prostiedi nékolik
desitek let, a to bez detailniho prozkoumani jejich ¢asto negativniho vlivu na své okolli,
ktery se projevil az s odstupem casu’. Velmi zédvaznym problémem je v soucCasnosti
ohrozeni jakosti podzemnich a povrchovych vod, kde se vyskytuji tzv. endokrinné
disruptivni latky (z angl. EDc). Mezi tyto latky patii i zenské hormony - estrogeny,
pfirozené i syntetické, které se do podzemnich a povrchovych vod dostavaji
nedostateCnym  Cisticim procesem odpadni vody. Jelikoz jsou standardni
a technologicky pouzivané Cistici postupy (jako je filtrace, koagulace, flokulace
a precipitace) v odstrandni kontaminanti asto neG&inné 2, jsou &im dal vice zkoumany
moznosti vyuziti alternativnich technik ¢isténi, napiiklad tzv. biologicka degradace.

Velmi vysoka biodegrada¢ni schopnost byla objevena u specifického druhu hub.

1.1 Houby

Houby jsou eukaryotni organismy, ale jejich burika je na pomezi tradi¢niho déleni
eukaryotickych bunék na buiky zivo¢isné a rostlinné. Buiika hub obsahuje tuhou
bunécnou sténu, coz je priblizuje k rostlinné buiice, ale na rozdil od bunécné stény
rostlin slozené z celuldzy, je bunéfna sténa hub tvofena polysacharidem chitinem.
Dalsi odliSnost od rostlinné buiiky je absence chloroplastli. Dtive dochazelo
K mylnému zatazeni hub pravé do rostlinné fise, ale diky molekularni biologii se
prokazalo, ze houby maji blizké vyvojové piedky spiSe s zivocichy. Ovsem jejich
odli$nost od ostatnich zivocichti, jako je struktura, rust a zpasob vyzivy, je vymezuje
natolik, ze jim nakonec byla pfidélena vlastni taxonomicka tise Houby, ktera obsahuje
vice nez 100 000 druhu, které tvoii 25 % veskeré biomasy na Zemi. V soucasné dobg¢,
na zakladé molekularnich studii, zatfazujeme zastupce hub do ctyt odd€leni nazyvanych
Chytridiomycety, Zygomycety, Ascomycety a Basidiomycety**°. Mezi Basidiomycety
patii vétSina hub bilé hniloby, které jsou zodpovédné za biodegradaci ligninu, coz ma

V ptirodé¢ zasadni vyznam pii kolobéhu uhliku®,
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1.1.1 Houby bilé hniloby

Houby bilé hniloby jsou velkou a mnohostrannou skupinou organismii, ktera ma
potencial pro oxidacni bioremediaci velkého mnozstvi toxickych chemickych latek
napf. polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAU), polychlorovanych bifenyli ¢i
nékterych barviv’. Bioremediace je technologie, ktera slouzi k odstranéni nezadoucich
latek z prosttedi pomoci mikroorganismt, hub a jinych organismii, napf. prvokﬁs.
Houby bilé hniloby jsou schopny biodegradace diky nespecifickému charakteru jejich
extracelularnich ligninolytickych enzymi®. Jedna se zejména o peroxidasy - lignin
peroxidasa (LiP, EC 1.11.1.14), mangan-dependentni peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13)
a oxidasy - lakasa (Lac, EC 1.10.3.2)"%'. Pravé tyto enzymy jim umozfiuji rozkladat
lignin a ziskavat 1épe metabolizovatelné slozky sacharida'?, celulosu a hemicelulosu,
které slouzi jako hlavni zdroje uhliku pro houbové mycelium®. Podle typického bilého
vzhledu rozkladajiciho se dfeva (Obr. 1), ktery je dan barvou jiz zptistupnéné celulosy,
jsou tyto organismy nazyvané pravé houby bilé hniloby'. Jsou to zatim jediné znamé

organismy schopné této kompletni mineralizace dfeva®.

Obr. 1: Typicky bily vzhled rozkladajiciho se dfeva napadeného zastupcem hub bilé

hniloby, Phanerochaete chrysosporium (zvétieno 5x), prevzato z *°.

Lignin, hlavni slozka dfeva, je velmi slozity pfirodni polymer, ktery obsahuje ve
své struktufe mnoho jednoduchych C-C vazeb'’. Zminéné extracelularni ligninolytické
enzymy (peroxidasy a oxidasy) rozkladaji lignin nespecifickymi oxida¢nimi reakcemi,
coz ma za nasledek tvorbu aromatickych fragmenti. Tyto fragmenty jsou pak
metabolizovany intracelularné, coz svéd¢i o nutnosti zapojeni i jinych enzymatickych
systémi do celkového procesu degradace ligninu. Pfedpoklada se, ze extracelularni

i intracelularni enzymatické systémy spolupracuji i pfi degradaci xenobiotik™,
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Nezéavislé studie ukazaly, Ze extracelularni enzymy nemusi byt vzdy dulezité
Vv pocatecni fazi oxidace polutanti. Houby bil¢é hniloby provadéji nckteré
biodegradacni reakce i v nepiitomnosti zminénych extracelularnich peroxidas (tzv.
nezavisla degradace, kdy jsou kultury hub udrzovany za podminek, které neumoznuji
vyrobu téchto enzymi) nebo oxiduji latky, které nejsou povazovany za substraty
lignin-peroxidasy a mangan-dependentni peroxidasy™. Néktefi autofi dokazali, Ze
kli¢ovou roli pfi degradaci polutantti hraji intracelularni enzymy, zejména, ze se mtize

jednat o systém cytochromii P450%°%, ktery bude zmin&n v kapitole 1.2.

Z hlediska degradace xenobiotik jsou zajimavymi zastupci hub bilé hniloby
zejména Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Irpex lacteus a Pleurotus
ostreatus, jejichz degradac¢ni potencial souvisejici napt. s degradaci PAU c¢i rozkladem
azobarviv byl v literatufe hojn& diskutovan?>??*%_ Phanerochaete chrysosporium je
nejvice studovand houba slouzici jako modelovy organismus%. V této praci je

studovana houba Pleurotus ostreatus a jeji vliv na degradaci steroidnich slou¢enin.

1.1.2 Pleurotus ostreatus a jeho degradacni potencial

Hliva ustti¢na (lat. Pleurotus ostreatus) je druh dievokazné ligninolytické houby
pochazejici z Ciny. Pati do fadu Agaricales, ¢eledi Pleurotaceae a rodu Pleurotus.
P. ostreatus je Vv dne$ni dobé komeréné vyuzivanou houbou, zejména kvuli jeho
léCebnym a preventivnim ucinkiim. Byly diskutovany pozitivni uUCinky pfi
protinadorové 1é¢b€, snizovani hladiny cholesterolu v Krvi a snizeni hladiny glukosy

v krvi, coZ je pFipisovano zejména obsazenym B-glukanim?®’ 2%

. Kromé vyuziti této
houby v medicing, se ¢im dal vice zkouma jeji degradacni potencial kvili moznosti
aplikace pfi bioremediaci a zaroven P. ostreatus nachazi své uplatnéni jako alternativni
model pii studiu metabolismu xenobiotik. Bylo prokazano, Ze P. ostreatus je schopen
uspésné degradace PAU, véetné fenanthrenu, anthracenu, pyrenu, chrysenu, fluorenu,
benzo[a]pyrenu, benzo[a]anthracenu a benzo[b]fluorantenu, za vzniku ve vodé

rozpustnych produkti a CO,**%%

. Nékteré prace se zabyvaly detailn€j$im zkoumanim
jednotlivych degradacnich reakci a jejich meziproduktd se zaméfenim na zminénou roli
intracelularnich enzymatickych systémt. Degradace pyrenu probiha za vzniku trans-
4,5-dihydropyren-4,5-diolu, kdy tento produkt je vétSinou enantiomer s konfiguraci
R,R. Fenanthren je metabolizovan na trans-9,10-dihydrofenanthren-9,10-diol

(konfigurace R,R), anthracen je metabolizovan piednostné na trans-1,2-
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dihydroanthracen-1,2-diol (konfigurace S,S) a na 9,10-anthrachinon, fluoren je
pfeménovan na fluoren-9-on. Studie z roku 1996 poukazuje na vznik vySe zminénych
diolt pies predpokladané epoxidové meziprodukty, které nasvédcuji tomu, ze prvni
krok v biotransformaci PAU je katalyzovany pravé cytochromy P450 a epoxidovymi
hydrolasami, enzymy participujicimi v prvni fizi biotransformace®. Zapojeni
cytochromit P450 v pocatecni degradaci PAU potvrzuji 1 novéjsi studie, zaroven se
predpoklada, ze P. ostreatus ma potencial provadét 1 reakce souvisejici s druhou fazi
biotransformace (zejména konjugace s glutationem, kyselinou glukuronovu, aktivnim

sulfatem aj.)**.

1.2 Cytochromy P450
Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1) jsou dilezité enzymy zapojené do metabolickych

a biosyntetickych procesii a jsou nezbytné pro metabolismus cizorodych latek®.
Cytochromy P450 (CYP) jsou hemoproteiny, které patii mezi mikrosomalni
monooxygenasy se smisenou funkci (MFO), kde funguji jako terminalni oxidasy.
Enzymovy systém monooxygenas je viceslozkovy (Obr. 2), obsahuje hydroxylasové
slozky a komponenty umoznujici transport elektroni, nedilnou soucasti MFO systému
je téz fosfolipidova membrana, v niZ jsou jednotlivé komponenty inkorporovany. CYP
pro svou fyziologickou funkci potiebuji pfitomnost redoxniho partnera, kterym je
v pifipadé¢ mikrosomalniho MFO syst¢tmu NADPH:CYP reduktasa. Tento
flavoproteinovy enzym funguje jako deli¢ elektronového paru, predava tedy postupné
elektrony na CYP. Pro druhou redukci CYP muze byt také vyuzit cytochrom bs
a NADH:cytochrom bs redukatsa®’.

, Cytochrome P450
/" Reductase

Cytochrome bg

Obr. 2: Komponenty MFO systému, prevzato z°°,
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Cytochromy P450 maji vlastni ndzvoslovi, dané¢ riznymi formami (izoformy
CYP), které zarazujeme do genetickych rodin a podrodin podle toho, jak moc se
shoduje jejich primérni struktura, tedy pofadi aminokyselin v polypeptidovém fetézci.
Rodiny CYP sdili vice nez 40 % aminokyselinové sekvence, do podrodin jsou
zatazovany CYP, jejichz primérni struktura se shoduje v 55-60 %. Prvni ¢islo, které
nasleduje po zkratce CYP, znadi pfislusnost k rodiné, nasledujici velkd pismena
zafazuji CYP do podrodiny. Dalsi ¢islo znaci konkrétni enzym, napf. CYP2E1*
Oznaceni P450 ziskaly proto, ze redukovana forma tohoto proteinu s navazanym

oxidem uhelnatym vykazuje absorpéni maximum pravé pii 450 nm*".

Tyto unikatni proteiny se vyskytuji jak u eukaryot, tak i u prokaryot. Eukaryotické
CYP jsou lokalizovany zejména v endoplasmatickém retikulu nebo v mitochondriich,
kde jsou vazané na membranu prostiednictvim N-terminalni domény. Tato doména
obsahuje 20-30 hydrofobnich aminokyselinovych zbytkl, které se formuji do
spirdlovité struktury a tvoii membranovou kotvu. Hydrofilni C-terminalni doména je
orientovana do cytosolu a je zodpovédna za katalytickou funkci enzymu®.V jeji
struktufe prevazuje motiv a-helixu a f-skladaného listu (Obr. 3). V priméru obsahuji

eukaryotické CYP 500-600 aminokyselin®,

Obr. 3: Schéma struktury lidského cytochromu P4502D6. Modfe je zobrazen motiv
a-helixu, ¢ervené motiv B-skladaného listu, uprostied je vidét porfyrinovy skelet,

. 44,4
prevzato ze .
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Kromé¢ apoproteinu obsahuji CYP ve své struktufe porfyrinovy skelet
(Fe-protoporfyrin IX typu b). Porfyrinovy skelet je Caste¢né vazan hydrofobnimi
silami, ale i prostiednictvim thiolatové siry sulfhydrylové skupiny aminokyseliny
cysteinu pritomné v aktivnim centru enzymu (paty ligand zeleza protoporfyrinu IX,
nazyvany proximalni). Sesty ligand je molekula vody vazana prostiednictvim jednoho
atomu kysliku. Diky tomuto uspofddani se CYP vyrazné¢ li§i od ostatnich
hemoproteinii a maji odlisSné spektralni a katalytické vlastnosti***°.  Strukturni
rozmanitost jednotlivych CYP je obrovska (nejvice variabilni ¢asti je N-terminalni
kotva a oblasti zodpovédné za vazbu substratu), ovsem pro tyto enzymy je
charakteristické, ze obsahuji konzervované sekvence F-X-X-G-x-X-X-C-x-G Vv blizkosti
vazebného mista pro hem. Zachovani tohoto strukturniho motivu je pravdépodobné
dillezité pro vazbu hemu, piijimani elektronti a aktivaci molekularniho kysliku®’,
Prokaryotické CYP se odliSuji zejména tim, Zze jsou rozpustné a krat$i (obsahuji

ptiblizng 400 aminokyselin)®.

U mikroorganismt hraji CYP dtlezitou roli zejména v pocatecnim metabolismu
zdroji uhliku, jako napt. alkanti a jsou komer¢né vyuzivany pro biotransformaci
steroidnich sloucenin a produkci nékterych 1éka. Eukaryotni CYP maji své uplatnéni
zejména v reakcich oxidacnich, hydroxylacnich, epoxidacnich, dealkyla¢nich
a dechlora¢nich®. Nejvice prostudovanou skupinou cytochromi jsou zejména savci
CYP, a to diky jejich roli pfi biotransformaci xenobiotik v organismu®. Pokud
biotransformaci xenobiotik dochazi ke sniZeni toxicity slou¢eniny, oznaujeme tento
proces za detoxikaci, coz ma pro organismus Zivotné dileZity vyznam. OvSem nékdy
muze vést biotransformace k produkci metabolitd, jez jsou aktivnéj$i a toxi¢téjsi nez

puvodni sloucenina, tento proces je pak oznacovan jako aktivace xenobiotik®.

Obecna rovnice pro typické reakce zprostiedkované CYP je shrnuta v tomto

schématu:
RH + NAD(P)H + H"+ O,— ROH + NAD(P)++ H,O

NAD(P)H je donor dvou elektronti a substrat (R) je zpravidla nepolarni latka, ktera je
pak pfisluSnym enzymem oxidovana. Reakce se nazyva monooxygenace, protoze tyto
enzymy inkorporuji pouze jeden ze dvou atomil kysliku (O2) do molekuly substratu

a druhy pfijme dva protony a je tudiz redukovan za vzniku molekuly Vody40’51.
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Celkové schéma reakéniho cyklu CYP je znazornéno na Obr. 4. Cyklus je zahajen
vazbou substratu (RH) do aktivniho mista v blizkosti Fe** CYP (1), nasledn& dochazi
k redukci Fe*na Fe*? (2). Na iont Zeleza se vaze molekula O, (3) a vznika nestabilni
komplex, ktery je nasledné redukovan, a dochazi k aktivaci kysliku na peroxidovy
anion (4). V dalsim kroku se rozstépi biatomicka vazba molekuly kysliku (O-O), jeden
atom kysliku je redukovan a dochazi k uvolnéni molekuly vody (5). Druhy atom
kysliku zlstane vazan na Fe v hemu za vzniku ferrioxenového komplexu. Vznikly
reaktivni kyslikovy radikal je schopen odstépit vodikovy atom z molekuly substratu za
vzniku radikalu substratu a hydroxylového radikalu vazaného na Fe hemu (6). Poté
dochazi k rekombinaci vzniklych radikali a vznikd produkt (ROH) a nativni forma
CYP (7). Sipka, ktera vede ze stavu (2) na stav (6), (Obr. 4), znézorfiuje schopnost
CYP vyuzivat pro oxidativni reakce peroxidy ¢i peroxokyseliny (XOOH), které jsou

donorem kysliku 337202,

RH
ROH \
4 - Fe™.
f,—"f £ 3
/ @ (1 re™
3+ RH g e
Fe \_.‘
ITDH % (2) \
Ji ‘24—
| 6) XOH XOOH ';f_l
1| h DE
\ a (3) ;
(Fe - 0) ’
RH 3+
Fe- 0O,
) 4) RH
|"20 \;_H Faaj-o g—‘,‘_ﬂ,_ e.
on* RH

Obr. 4: Reakéni cyklus cytochromu P450, RH=substrat, ROH=produkt
monooxygenace, XOOH peroxosloucenina, XOH=hydroxylovany produkt reakce,

3

pievzato z °%; upraveno dle *.

Hemové Zelezo v CYP se vyskytuje ve dvou formach, a to bud
v pentakoordinované, nebo hexakoordinované. Tyto dvé formy mizeme
rozlisit z charakteru jejich diferenc¢nich spekter (Obr. 5, str. 18). Pokud se substrat

navaze do aktivniho centra CYP, zanikd vazba k Sestému ligandu. Toto vazebné misto
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muze zustat volné, projevi se to spektralni zmeénou, kdy dojde ke vzristu absorbance
pfi 390 nm a poklesu pii 420 nm. Vysledné spektrum se nazyva substratové. Pokud se
ovSem na vazebné misto navaze heteroatom s volnym elektronovym parem, dojde

naopak k poklesu absorbance pfi 390 nm a narastu v oblasti 420-460 nm, spektrum se

T .54
nazyva ligandové™.
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Obr. 5: Spektralni zmény zpisobené pridanim NDMA k CYP2B4 (plna cara,

substratové spektrum) a NMA k CYP2EL (¢arkovang, ligandové spektrum) pievzato z

55

1.2.1 Systém cytochromii P450 v bunkdach hub

Studium houbovych CYP bylo diive omezeno, a to zejména diky jejich pomérné
nizké stabilité. V posledni dobé¢, diky zna¢nému pokroku molekuldrnich technik
(metody klonovani a heterologni exprese), dochazi k bliz§imu prozkoumani téchto
enzymil. Projekt sekvenovani houbového genomu umoznil nalezeni mnoha novych
CYP. Doposud bylo identifikovano vice nez 6000 genii pro houbové CYP®®, nekteré z
nich predstavuji nové rodiny. Houbové CYP jsou zapojeny do mnoha zakladnich
bunéénych procest, participuji jak v reakcich biosyntetickych (zejména biosyntéza
membranovych sterolt), tak i v katabolickych (vyuzivani specifickych zdroju uhliku).

Posledni studie potvrzuji zapojeni houbovych CYP do oxidace aromatickych sloucenin
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a hydroxylace alkenti a mastnych kyselin®’. Jak jiz bylo zmin&no v kapitole o houbach
bilé hniloby, ptedpoklada se zapojeni n€kterych houbovych CYP i do oxidace
xenobiotik, napt. toluenu, fenantrenu a benzo[a]pyrenu®*“.

Z hlediska proteinti, které se ucCastni prenosu elektroni na CYP, je systém
cytochromi P450 zatazen do 10 tid, z nichz tii jsou pfitomné také v houbach. Tyto tii

systémy jsou schematicky zobrazeny na nasledujicich obrazcich.

1. T¥ida IL.

Tato tfida CYP je nejbéznéjsi skupina, kterd se nachazi v eukaryotickych
organismech. Jsou to integralni proteiny, asociované s membranou endoplazmatického
retikula (ER). Tento systém je tvofen (kromé cytochromu P450) NADPH:CYP
reduktasou (CPR), ktera obsahuje oba typy flavinovych kofaktort,
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD). CPR je hlavnim
redoxnim partnerem CYP, katalyzuje pfenos obou elektroni na cytochromy P450.
(Obr. 6, A). V uvodu o CYP bylo zminéno, ze pro druhou redukci CYP mize byt
vyuzit i cytochrom bs a cyt bs reduktasa (Str. 14). Cyt bs reduktasa v tomto kroku tedy
zastoupi CPR (Obr. 6, B)*>%%.

A B

NAD(PH
NAD(PH NAD(P}* \ NAD(P)*

9006000064

10000006000000000 ¢ J868606600000000080608600006000800-v-v008060000000

CPR P450 CPR P450 cytbg

Obr. 6: Schematické znazornéni dvou zakladnich uspofadani (A, B) tridy II
mikrosomalnich systému CYP. CPR-NADPH:CYP reduktasa, P450-cytochrom P450,

ER-endoplasmatické retikulum, cyt bs-cytochrom bs, pievzato z°°.
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2. Trida VIII

Ttida téchto fhznich enzymi jsou katalyticky sobéstacné flavocytochromy.
Obsahuji N-terminalni hydroxylasovou doménu, ktera je pfipojena pres kratky
proteinovy fetézec (20-30 aminokyselin) k C-terminalni domén¢ obsahujici FAD/FMN

reduktasovou doménu (Obr. 7).

NAD(P)*

NAD(P)H

OO OO OO

Obr. 7.: Schematické znazornéni ttidy VIII fuznich houbovych a bakterialnich systému

cytochromil P450, pfevzato 2%

Oproti pfedchozimu systému enzymy tfidy VIII neobsahuji ve své primarni struktuie
sekvenci pro membranovou kotvu, coz znaci, Ze se nejednd o integralni membranové

proteiny, ale proteiny pouze s membranou asociované.

3. Trida IX

Systém téchto enzymu se funkcné lisi od typickych cytochromd P450. Elektrony
jsou piimo ptenasSeny z NADH/NADPH na CYP bez ptitomnosti dal$iho redoxniho
partnera. Katalyzuji redukci dvou molekul NO na N;O, a jelikoz jejich primarni
struktura pfipomina NO:reduktasu (NOR), jsou tyto enzymy neformalné nazyvané jako
P450nor (Obr. 8, str. 21). Tato skupina enzymu byla zatazena do podrodiny CYPS55A,
ktera je dale rozdélena na dvé skupiny, podle toho, zda vyuzivaji NADH ¢i NADPH
jako zdroj elektronid. CYPS5A jsou velmi unikatni, z hlediska jejich lokalizace. Jak jiz
bylo feceno, eukaryotické CYP jsou asociovany s membranou mitochondrii nebo
s membranou ER. OvSem CYP55A jsou rozpustné a jsou lokalizovany pievazné

Vv cytosolu, jsou to tedy jediné eukaryotické CYP s touto vlastnosti®.
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Obr. 8: Schematické znazornéni t¥idy IX houbovych rozpustnych systémi cytochromi

P450 ptevzato 2%,

1.2.2 Modelovy organismus P. chrysosporium pro studium houbovych
CYP

Phanerochaete chrysosporium je v posledni dobé nejvice a nejpodrobngji
studovana houba bilé hniloby kvuli detailn€jsimu pochopeni fyziologie a biochemie
biodegradacnich procesi, se zaméfenim na roli houbovych CYP. P chrysosporium je
prvni zastupce z oddéleni basidiomycet, u kterého doslo k osekvenovani celého
genomu®. Sekvenovani ukazalo, Ze tato houba nese témé&f 154 gentl, které¢ koduji
cytochromy P450 a jeden gen kodujici CPR. Do této doby nebylo v celé houbové Fisi
nalezeno tolik CYP jako u P. chrysosporium a tyto objevené CYP byly zatazeny do 12
rodin a 23 podrodin cytochromil P450. Nalezené CYP patii pouze do tiidy 11°%03%4,
Nejnovéjsi studie se zabyvaji podrobnéjSim popisem identifikovanych CYP. Nalezeny
CYP65A2 vykazuje hydroxylacni aktivitu a je zaclenén do metabolismu PAU
(dibenzo-p-dioxinu, bifenyld a naftalenu)®. CYP50C a CYP142C katalyzuji
hydroxylaci flavonovych barviv a jejich enzymatické vlastnosti jsou blizké savéim

CYP®. CYP, které patii do podrodiny CYP53A, se uplatiiuji pii hydroxylaci benzoové
kyseliny®’.

Sekvenovani také ukazalo tandemové uskupeni gent pro CYP a jejich zna¢nou
genovou rozmanitost. Tato obrovska rozmanitost genti pro CYP je v souladu s vysokou
metabolickou poptavkou (zminéna biodegradace dieva) a schopnosti adaptace na
zmény prostiedi u této skupiny hub a je pfedpokladem pro umoznéni degradace
polutanti®. P. chrysosporium degraduje nap. dioxiny, herbicidy, pesticidy, ropné

uhlovodiky, nékteré detergenty, PAU a polychlorované bifenyly® %7012,
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1.3 Endokrinné disruptivni latky

EDc jsou Siroce rozsifené environmentalni kontaminanty definované (podle EPA,
Enviromental Protection Agency) jako exogenni latky napodobujici pfirozené
hormony, jeZ jsou v t&le zodpovédné za reprodukei, vyvoj nebo chovani Zivo&ichi’®,
Tyto latky tedy naruSuji pfirozenou c¢innost zlaz a pusobi i pfiextrémné nizké
koncentraci (ng. 1), coz se projevuje negativnim vlivem na organismy ve svém okoli.
Mezi EDc patii napt. bisfenol A, alkylfenoly (4-nonylfenol) a estrogenni steroidy

(17B-estradiol, ethinylestradiol)™*".

1.3.1 Endogenni a exogenni estrogeny

Endogenni estrogeny, syntetizované v télech zivoc¢ichi, jsou organické slouceniny,
které patii do skupiny steroidt. Steroidy obsahuji spole¢ny strukturni zaklad, a to
tetracyklicky systém nazyvany gonan’®. Mnohé steroidy piisobi v lidském t&le jako
hormony. Mezi pét =zakladnich tfid steroidnich hormond patii progestiny,
glukokortikoidy, mineralokortikoidy, androgeny a zminéné estrogeny’’. Endogenni
estrogeny jsou napi. 17p-estradiol, estron ¢i estriol. V dnesni dobé¢ jiz bylo pfipraveno
mnoho syntetickych steroidit v souvislosti s hledanim novych 1ékd. Nejznaméjsim
syntetickym steroidem odvozenym od estradiolu je ethinylestradiol’®, jehoz struktura
je znazornéna na Obr. 9. Exogenni estrogeny jsou latky, které nejsou piirozenou
souCasti endokrinniho systému, ovSem vykazuji estrogenni aktivitu. Tyto
environmentalni estrogeny se vazou na estrogenni receptory (receptory pro endogenni
hormony) a dochazi k jejich aktivaci ¢i inaktivaci, coZz ma za nasledek naruSeni
pfirozen¢ho metabolismu hormonti. Jsou znamy dva typy estrogennich receptort, a to
a a PB. Piirozeny hormon 17B-estradiol a synteticky 17a-ethinylestradiol (EE2) se
vazou na receptory a a dochézi tedy ke kompetici o toto vazebné misto. Nekteré studie
uvadéji prednostni vazbu EE2 pied piirozenym 17B-estradiolem, cozZ ma samoziejmé
negativni ﬁéinkym.

CHg $H
~=CH

HO

Obr. 9: 17a-ethinylestradiol, vytvoteno v programu ChemSketch.
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1.3.2 17a-ethinylestradiol

Synteticky estrogen 17a-ethinylestradiol (EE2) je aktivni slozkou antikoncep¢nich
pilulek a hormonalnich doplikt. Do antikoncep¢nich pilulek se pfiddva EE2 misto
estradiolu kviili optimalni absorpci, jelikoz samotny estradiol je peroralné neaktivni’®.
Mnozstvi EE2 v jedné antikoncepéni pilulce kolisa v rozsahu 15-50 pg’®. EE2 byl
identifikovan jako jedna z hlavnich endokrinn¢ disruptivnich latek vyskytujicich se
V povrchovych vodach®®, kam se dostane po prichodu béznym procesem v CistiCkach
odpadnich vod. V Tab. 1 jsou udany koncentrace EE2 a vybranych estrogent

detekované v odtocich z riiznych &istiren odpadnich vod”.

Tab. 1: Koncentrace vybranych estrogenu detekované v odtocich ¢istiren odpadnich

vod (COV).

Estrogeny Koncentrace v odtocich sledovanych COV [ng. I™]

V. Britdnie  Francie Italie Svédsko  Kanada
Estron 1-80 4,3-7,2 5-30 5,8 <ms-48
Estradiol 1-50 4,5-7,2 3-8 1,1 < ms-64
EE2 <ms-7 2,7-4,5 X 4,5 <ms-42

Nonylfenol < ms-5400 X 1120-2235 840 80-15000

ms-mez stanoveni, x-hodnoty nejsou k dispozici’

Synteticky EE2 je v téle metabolizovan na konjugaty s kyselinou glukuronovou
a tyto konjugaty jsou posléze vylouceny zenskou moci ven z organismu. Pfi zpracovani
splaskové vody pak mohou byt konjugaty aktivovany kalem, kdy dochazi k hydrolyze
konjugatu glukuronidasou, a tim padem ke vzniku opét aktivniho estrogenu a kyseliny
glukuronové. Glukuronidasa je produkovana mikroorganismy obsazenymi v kalu, jako
piiklad lze uvést znamou bakterii Escherichia coli. Touto zpétnou aktivaci pak
syntetické estrogeny negativné pusobi na organismy ve svém okoli, zejména na
hormondlni systém vodnich zivoc€ichti, a to i pfi velmi nizkych koncentracich a i velmi
dlouhou dobu po uvolnéni do zZivotniho prostfedigl. Vlivem zvySené koncentrace EE2
ve vodé dochazi napt. u samct k produkci vitellogeninu, coz je fosfolipoprotein, ktery
slouzi jako prekurzor bilkovin vaje¢ného zloutku, tudiZ se za normalnich okolnosti
vyskytuje pouze u samit¢ek®™. U lidi mohou zvySené koncentrace téchto latek

stimulovat rist bunék karcinomu prsu & narusit spermatogenezi®®. Vzhledem ke
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Skodlivym ucinkim EE2 a EDc obecné a velké obtiznosti odstranéni téchto latek z
odpadnich vod, je snaha mnohych védcti zaméfena na vyvoj a vyzkum novych metod

biodegradace, které by mohly tento problém castené vyiesit.

1.3.3 Biodegradace steroidnich sloucenin

Degradace pfirozenych estrogenii (estron, estradiol) probiha u savcl pievazné
v jatrech. Nejprve dochdzi k hydroxylaci steroidni molekuly na rtznych pozicich
kruhti. Nasledna glukuronidizace (reakce s kyselinou glukuronovou) nebo sulfatace
vede ke zvySeni rozpustnosti metabolitu a snadnému vylouceni z organismu. Takto 1ze

ziskat az 50 rliznych metabolitd, které jsou exkretovany Zenskou mod&i®,

Zatim byl nalezen jen maly pocet mikroorganismt Uspésné degradujicih EE2.
Schopnost degradovat EE2 byla objevena zejména u bakterii oxidujicich amoniak,
a dokonce nékolika kmend fas. Za zminku stoji bakterie Rhodococcus zopfii
a Rhodococcus equi, izolované z ¢isti¢ek odpadnich vod, které jsou schopné odstranit
az 100 mg. I'* EE2 béhem 24 hodin®®. Dalsim kmenem bakterii schopnym degradovat
EE2 je napf. Sphingobacterium JCR5, ktery metabolizuje az 87 % EE2, ktery jim
slouzi jako jediny zdroj uhliku a energie. Na zdklad¢ vysledkl ziskanych z analyzy
hmotnostniho spektra byla navrZena katabolickd drdha degradace EE2 zminénym

kmenem JCRS5. Tato piedpokladana dréha je uvedena na Obr. 10, str. 25%,

Velmi slibnou alternativou degradace EE2 se jevi aplikace hub bilé hniloby. Jednim
z kandidatnich organismu je i studovana houba Pleurotus ostreatus. Z vysledkd studie
Cajthamla a kol. z roku 20097, zabyvajici se testovanim degradagniho potencialu
sedmi hub bil¢ hniloby, vyplyva, Ze nejucinngjsi degradace EE2 byla zjiS§téna u hub
Irpex lacteus a Pleurotus ostreatus, které byly schopny kompletné odstranit EE2 o
koncentraci 10 mg. I jiz béhem prvnich tfi dnd kultivace v tekutém mediu. Ackoliv
doslo k Uplnému odstranéni EE2, byla v kulturdich nadale detekovana zbytkova
estrogenni aktivita, coz poukazuje na moZnost tvorby estrogennich metabolith

v priibdhu degradace®’.
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Obr. 10: Piedpokladana katabolicka draha degradace EE2 kmenem bakterii JCR5,

vytvoreno v programu ChemSketch, upraveno dle .
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2 Cil prace

Cilem predkladané bakalarské prace bylo zjistit, zda se cytochromy P450 houby
Pleurotus  ostreatus  ucastni  degradace  endokrinné¢  disruptivni  latky
17a-ethinylestradiolu, a tim tedy ptispét k objasnéni mechanismu tohoto procesu, ktery

neni dosud zndm. Pro uspésné dosazeni daného cile bylo dale nutné:

e Izolovat mikrosomalni frakci houby Pleurotus ostreatus, a to v dostatetném

mnoZzstvi.

e Charakterizovat ziskanou mikrosomalni frakci.

e Prokazat degradaci 17a-ethinylestradiolu in vivo a degradaci in vitro s pouzitim
izolované mikrosomalni frakce, a to Vuspofddani bez nebo s pouzitim

inhibitoru cytochromu P450.

e Piipadné identifikovat produkty degradace 17a-ethinylestradiolu.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzita houbova kultura

Houbova kultura Pleurotus ostreatus byla poskytnuta Mikrobiologickym ustavem,
Akademie véd Ceské republiky v Praze. Pro viechny pokusy byl pouzit kmen
P. ostreatus 3004 ze sbirky CCBAS.

3.1.2 Chemikdlie a rozpoustédla

Chem-Lab, Belgie: Acetonitril (ACN)

Chromservis, CR: Ethylacetat (pro HPLC)

Lachema, CR: EDTA Na, , Na,S,04 ,Na,COs. (H,0), NaHCO3, Vinan sodno—draselny
Lach:ner, CR: KH,PO, , Sacharosa

Oxoid, USA: Malt-extrakt Broth

Penta, CR: Agar, Glycerol (bezvody), KOH, Na;HPO,. 12 H,0, NaOH, Methanol
Roche, Svycarsko: Inhibitory proteas (tablety Complete protease inhibitor)

Sevapharma a.s., CR: Hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA: 1-aminobenztriazol, 17a-ethinylestradiol, Dimethylsulfoxid
(DMSO) >99,5 %, DTT, NADPH,

N,N-Dimethylformamid (proHPLC) > 99,99 %, PMSF

Poz. VSechny chemikalie byly p.a., pokud neni uvedeno jinak

3.1.3 Pouczité pristroje

Analytické vahy 40 SM-200 A Pesa, Svycarsko

Analytické vahy AE 240 Mettler, Svycarsko

Autoklav Falcon LTE Scientific LTD, Velka Britanie
Automatické pipety (sada) Biohit, Finsko

Automaticky CO, inkubator IR1500 Flow Laboratories, Némecko
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Centrifuga K 23
Centrifuga K 24
GC/MS

Homogenizator Ultra-Turrax T18

HPLC UV system

Inkubator Orbi-Safe
Minishaker MS 1

Microplate BCA Protein Assay Kit
pH metr Lavat

pH/ORP metr HI 2211
Predvazky 440-35 N

Rotor 45 Ti, 70 Ti

Speedvac DNA 110
Spektrofotometr Specord M 40
Sonikator UC 005AJ 1
Trepacka LT 2

Ultra centrifuga LE-80 K
Vakuova odparka RVO 200 A

3.2 Metody

Janetzki, Némecko

Janetzki, Némecko

Bruker, Némécko

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Némecko

Waters, USA

Gallenkamp, Velka Britanie
IKA Labortechnik, Némecko
Thermo Scientific, USA
p-Lab, a.s., CR

Hanna instruments, USA
Kern, Némecko

Beckman Coulter, USA
Savant, USA

Carl Zeiss Jena, Némecko
Tesla, CR

Votice, CSR

Beckman Coulter, USA
Ingos, CR

3.2.1 Priprava kultivacniho media a sterilizace

MEG medium: 1% (w/v) glukosa, 0,5% (w/v) Malt-extrakt Broth, rozpusténo v 1000

ml deionizované vody

Kultivaéni medium MEG bylo pfipraveno vZdy bezprostiedné pied sterilizaci, ktera
probihala v uzavienych Erlenmayerovych bankach vlhkou parou pod tlakem

v autoklavu (121°C, 25 minut, 0,15 kPa).

3.2.2 Priprava inokula houby P. ostreatus

Inokulum pro tekuté kultury houby P. ostreatus bylo pfipraveno v 250 ml

Erlenmayerovych baikéach, které obsahovaly 20 ml tekut¢ho MEG média, do kterého
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byly aplikovany tii agarové disky o priméru 8 mm s myceliem. Agarové disky byly
vyfiznuté z Petriho misek porostlych 7 denni houbovou kulturou. Takto pfipravené
kultury byly ponechany rtst v temnu, stacionarné, pii 28° C po dobu 7 dni. Poté byly
kultury homogenizovany pomoci Ultra-Turrax T25 za sterilnich podminek a ziskany
homogenat byl ihned pouzit pti vSech ockovani kultur jako inokulum. Inokulum bylo

vzdy ptipravené RNDr. Katefinou Svobodovou, Ph.D.

3.2.3 Degradace EE2 houbou P. ostreatus in vivo

Bylo ptipraveno 40 Erlenmayerovych banék o objemu 250 ml s 20 ml MEG media.
Vse bylo pfedem sterilizovano (kapitola 3.2.1). Do kazdé banky bylo pfidano takové
mnozstvi inokula P. ostreatus, aby jeho obsah v tekuté kultufe Cinil 5 % (v/v).
Kultivace probihala v temnu, stacionarn€, za aerobnich podminek pii 28 °C, 7 dni.
Deset ban¢k bylo nasledné podrobeno sterilizaci vihkou parou pod tlakem v autoklavu
(25 minut pii 120 °C) a tato sada byla pouzita jako negativni kontrola degradace. Zbylé
baiikky byly rozdéleny na dvé sady. Do obou sad byl pfidan roztok EE2 v DMSO o
koncentraci 13 338 ppm (45 mM) do vysledné koncentrace 10 ppm (0,034 mM). Do
druhé sady byl navic pfidan inhibitor CYP 1-ABT o koncentraci 20 121 ppm (150 mM)
do vysledné koncentrace 45 ppm (0,34 mM). Sady s EE2 a 1-ABT byly pfipraveny
Vv tripletech, negativni kontroly v dubletech. VSechny banky byly ponechany dale
inkubovat vtemnu, stacionarng, pii 28 °C. Reakce byla zastavena v ¢asovych
intervalech 0 h, 1h, 6 h, 24 h a 48 hodin pfidanim ethylacetatu po ptedchozi
homogenizaci. EE2 byl ethylacetatem extrahovan (kapitola 3.2.4) a jeho mnozstvi
detekovano pomoci vysokotc¢inné kapalinové chromatografie s reverzni fazi (kapitola
3.2.12).

3.2.4 Extrakce EE2

Vsechny narostlé kultury byly nejprve zhomogenizovany (Ultra-Turrrax T18)
a poté bylo do kazdé banky ptidano 200 pul 1 M HCIl. Homogenat byl pteveden do
uzaviratelné banky (pyrex) o objemu 100 ml. Extrakce byla provedena v péti krocich.
V prvnim kroku byla provedena extrakce 20 ml ethylacetatu tfepanim po dobu 15
minut. Banky byly poté umistény na 15 minut do ultrazvukové 1azné a poté ponechany

stat pii laboratorni teploté, dokud nedoslo k odd¢leni fazi. Poté byla odebrana vrchni
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organicka faze sklenénou stiikackou do uzaviratelné srdcovité baiiky. Dalsi extrakce
byly provedeny stejnym zplisobem, ovSem nové s 10 ml ethylacetatu a tfepanim po
dobu 10 minut. Po patém odbéru byl obsah baiky s odebranou organickou fazi
zahustén na vakuové odparce RVO 200 A (teplota 1azné 40°C, tlak 800 hPa) na finalni
objem 2 ml. Koncentrovany extrakt byl pfesusen pies kolonku s bezvodym Na,SO, a
eluovan 3 x 3 ml ethylacetatu do predem zvazené vialky. Finalni extrakt byl zvazen a
analyzovan pomoci HPLC (kapitola 3.2.12). Vysledky z HPLC analyzy byly

piepocteny na vytézek EE2 v ug ur¢eného z presného objemu extraktu.

3.2.5 Kultivace P. ostreatus pro izolaci mikrosomalni frakce

Byly pfipraveny vzdy dvé sady kultivaci. Jedna sada oznaCovana jako kontrolni
(K-K), ktera nebyla vystavena ptisobeni EE2 a druha sada exponovana EE2 (EE2-K).
Kazda sada byla pfipravena v 60 Erlenmayerovych bankach o objemu 500 ml. Do
kazdé banky bylo pfidano 90 ml MEG média a sterilné¢ pipetovano inokulum houby

P. ostreatus v takovém mnozstvi aby jeho obsah v tekuté kultute ¢inil 5 % (v/v).

U sady EE2-K byl do kazdé banky s médiem a inokulem P. ostreatus pfidan
zasobni roztok EE2 v DMSO o0 koncentraci 6000 ppm (20,3 mM) do finalni
koncentrace 10 ppm (0,034 mM). Kultivace probihala 14 dni v temnu, stacionarné za

aerobnich podminek, pti 28° C.

3.2.6 Izolace mikrosomalni frakce

Mikrosomy jsou malé kousky membrany, které vznikaji pii frakcionaci bunek, kdy
dochdzi k naruSeni sit¢ ER. Mikrosomy jako takové vznikaji tedy uméle a v buiikach se
obecné nevyskytuji. Pravé vtéchto utvarech je lokalizovano velké mnozstvi

cytochromil P450%.

Pufr mixovaci (pufr M), pH 7,2: 100 mM KH;PO4; 100 mM Na;HPO4
12 H,0; 16% (v/v) Glycerol; 250 mM Sacharosa; 1,5 mg/ml BSA; 0,77 mg/ml DTT
v d H,0; 0,37 mg/ml EDTA; 0,04 mg/ml PMSF v CH3OH; 2 M NaOH (uprava pH )
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Pufr uchovavaci (pufr U) pH 7,2: 50 mM KH,PQO4; 50 mM Na;HPO,12 H,0; 25 %
(v/v) Glycerol, 2 M NaOH (uprava pH )

Mikrosomalni frakce (MF) houby P. ostreatus byla izolovana diferen¢ni
centrifugaci dle postupu®, ktery byl &aste¢nd modifikovan. Izolace MF probihala pii
4 °C v chlazené mistnosti. Po 14 dnech kultivace byla narostla houbova kultura
prefiltrovana ptfes nylonovou tkaninu. V kultivacni tekutiné byl v ptipadé EE2 kultur
zjistovan obsah EE2 pomoci HPLC, pro izolaci MF bylo zpracovavano pouze
mycelium. Veskeré mycelium bylo promyto dostatecnym mnozstvim pufru M a opét
prefiltrovano. Takto promyté mycelium bylo zmrazeno tekutym dusikem a po ¢astech
rozdrceno v tieci misce s tlou¢kem na jemny prasek. Pro vétsi uc¢innost homogenizace
bylo do misky pifiddno malé mnozZstvi kiemelinového prasku. Takto rozdrcené
mycelium bylo ptevedeno do 400 ml pufru M, do kterého byly nejprve ptidany 2

tablety inhibitoru proteas, a homogenizovano homogenizatorem dle Pottera-Elvehjema.

Ziskané homogenaty byly odstiedény 10 minut pii 3 000 RPM (centrifuga K-23,
4 °C) ve vykyvném rotoru 4 x 70 ml. Supernatant byl uchovan v chladu a vznikla
peleta byla opét zmrazena tekutym dusikem, rozetfena v tfeci misce a podrobena

homogenizaci s 200 ml pufru M a dale zpracovana za stejnych podminek.

Spojené supernatanty byly dale centrifugovany 20 minut pii 13000 RPM
(centrifuga K-24, 4 °C) v thlovém rotoru 6 x 35 ml. Supernatant byl z kyvety peclivé

odlit bez kontaminace lehce sedlou vrstvou mitochondrii.

Takto ziskany supernatant byl podroben ultracentrifugaci trvajici 75 minut pfi
45000 RPM (Beckman, thlovy rotor Ti 45, 4 °C). Ziskany supernatant je cytosol,
ktery byl ulozen pti -80 °C.

Peleta byla homogenizovana se zhruba 40 ml pufru U a z homogenni suspenze byla
piipravena finalni mikrosomalni frakce ultracentrifugaci trvajici 75 minut pti 60 000
RPM (Beckman, rotor Ti 70, 4 °C). Mikrosomalni sediment byl resuspendovan se 4 ml
pufru U a rehomogenizovan. Tento finalni mikrosomalni preparat byl zmrazen tekutym

dusikem a ulozen v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.
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3.2.7 Stanoveni koncentrace proteinti

Cinidlo A, pH 11,25: 2 % (w/v) Na,CO3(H-0); 0,95 % (w/v) NaHCO3; 0,4 % (w/v)
NaOH; 0,16% (w/v) vinan sodno-draselny

Cinidlo B: 4 % (w/v) CuSQq4, 5H,0

Koncentrace proteinti V mikrosomalni (MF) i cytosolarni (C) frakci byla stanovena
pomoci metody BCA®. Z izolovaného materialu byly pfipraveny vzdy tfi vzorky,
tj. 25x, 50x a 100x zfedény roztok MF a 5x, 10x a 20x zfedény roztok C, fedéno
destilovanou vodou. Stanoveni bylo provedeno pomoci komeréniho setu Microplate
BCA Protein Assay Kit. Dle navodu bylo do mikrotitraéni desti¢ky pipetovano vzdy 9
ul prislusného vzorku, standardu ¢i slepého vzorku, kterym byla destilovanéd voda. Ke
kazdému vzorku bylo ptidano 260 pl ¢inidla, které bylo pfipraveno bezprostiedné pied
pouzitim, a to rozpusténim bicinchoninové kyseliny (BCA) v 50 dilech roztoku A tak,
aby vysledna koncentrace v 51 dilech byla 1% (w/v). Poté byl ptidan 1 dil ¢inidla B.
Kalibraéni pfimka byla vytvofena pomoci standardi sérového hovéziho albuminu
(BSA) o koncentraci 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2 mg/ml. Mikrotitra¢ni desticka
byla inkubovana po dobu 30 minut, pii 37 °C v inkubatoru (IR 1500). Nasledné byla
zmétena absorbance proteinll pii 562 nm pomoci ¢teCky mikrotitracnich desticek a

automaticky vyhodnocena ptislusna koncentrace proteini pomoci programu KIM 32.

3.2.8 Stanoveni koncentrace cytochromu P450
Pufr pro stanoveni CYP pH 7,5: 100 mM KH,POy; 2 % (v/v) Glycerol; 2 M KOH
(uprava pH )

Ke stanoveni koncentrace CYP je vyuZzivano charakteristické absorbce komplexu
CYP v redukovaném stavu s CO pii 450 nm*. Mikrosomy byly vhodn& nafedény
pufrem pro stanoveni CYP na celkovy objem 2 ml. Cytochrom P450 byl zredukovan
pfidanim 14 mg Na,S,04 a ponechdn 5 minut stat pfi laboratorni teploté. Nasledné byl
vzorek rozdélen po 1 ml do dvou maskovanych semimikrokyvet o optické draze 1 cm a
byla zméfena zakladni linie. Obsah vzorkové kyvety byl 1 minutu probublavan CO
a poté bylo prométeno diferencni spektrum v rozsahu 400-490 nm na dvoupaprskovém
spektrofotometru Specord M 40. Méfeni bylo po 2 minutach a promichani obou kyvet

zopakovano. Ze ziskanych spekter byla vypocitdna koncentrace cytochromu P450
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s pouzitim hodnoty molarniho extin¢niho koeficientu &s50.490 0,091 uM‘l. cm?,

koncentrace inaktivni formy P420 byla vypocitana s pouzitim hodnoty molarniho
extinéniho koeficientu €429-499 0,110 uM'l. cm™ a z rozdilu absorbance mezi 450 a 490
nm podle vzorce:

A=Al o v, A=Al o v
CCYF’450:M' fedéni [MM] CCYP420:M' fedéni [HM]

€450_490° €420 490"
I- opticka draha [cm]

V piipad¢, ze absorbance na konci spektra méla rostouci charakter, byla koncentrace
CYP vypocitana za pouziti hodnoty absorbance minima misto hodnoty absorbance pfi
490 nm.

3.2.9 Stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy
Pufr pH 75 0,3 M KHyPO4 05 mg/ml Cytochrom c; 1 mM EDTA;
2 M KOH (uprava pH)

Princip této metody je, ze se méfi rychlost redukce cytochromu c, za soucasné
oxidace NADPH. Dany pfirtstek redukovaného cytochromu c se méfi pii vinové délce
550 nm®°. Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy byla méfena na
dvoupaprskovém spektrofotometru Specord M 40. Proméfeny byly MF ze vsech
izolaci. Vzorek MF byl vhodné nafedén pufrem na celkovy objem 2 ml tak, aby nartst
absorbance byl linearni alesponn po dobu 1 minuty. Do dvou maskovanych
semimikrokyvet bylo pipetovano po 1 ml nafedéného vzorku s pufrem obsahujiciho
cytochrom ¢ a nejprve byla proméiena zakladni linie. Poté bylo do vzorkové kyvety
ptidano 10 ul 10 mM NADPH (nastartovani reakce), obsah kyvety byl promichén a po
dobu 90 sekund byl proméfovan narlst absorbance pii 550 nm. Nasledné byla
vypocitana aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy ze smérnice zavislosti
absorbance pfi 550 nm na Case, S pouzitim hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu

cytochromu ¢ & = 21,01 mmol™.dm®.cm™, podle vzorce:
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sm
e = 11
8cytc' '

. fedéni [nmol _,,./min.ml]

cyte
areg-aktivita NADPH:cytochrom P450reduktasy, sm-smérnice zavislosti absorbance na

case, gcyie-molarni absorpéni koeficient cytochromu c, I- opticka draha [cm]

3.2.10 Degradace EE2 mikrosomalni frakci houby P. ostreatus

Pufr fosfatovy pH 7,2: 50 mM KH,;PO,4 50 mM Na,HPO412 H,0; 2 M NaOH
(uprava pH )

Pro stanoveni degrada¢niho potencialu mikrosomalni frakce vici EE2 byly pouzity
jak mikrosomy izolované z kultur P. ostreatus vystavené pasobeni EE2 (EE2-MF), tak
mikrosomy kontrolni (K-MF). V prvotnich experimentech bylo mnozstvi MF
v inkubacénich smésich pfepocteno na koncentraci CYP. Vysledna koncentrace slozek

Vv inkubacni smési o vysledném objemu 200 pl byla nasledujici:

e 50nMCYP

e 4 ppm (13,5uM) EE2 (zasobni roztok EE2 v DMSO 2000 ppm-6,8 mM)

e 1 mMPMSFal mM DTT (pfidano do zasobniho roztoku EE2 v DMSO)

e NADPH-GS (1 mM NADP®, 10 mM glukosa-6-fosfat, 10 mM MgCl,,
1U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa)

e Pufr fosfatovy pH 7,2

Kvili minimalizaci pfipadnych chyb, zplsobenych pipetovanim, byly jednotlivé
inkubaéni smési pfipraveny z premixi. Objem jednotlivych premixa byl pfepocitan na
pocet vzorkd, vzdy s malou rezervou. Jako negativni kontroly byly pouzity mikrosomy
vafené v pufru na vodni lazni (vaf. MF), dal§i smés obsahovala MF probublané 1
minutu CO (CO MF). Inkuba¢ni smési byly pfipraveny vzdy v paralelnich vzorcich.
Reakce byla zahajena ptidanim 20 ul NADPH-GS k 180 pul daného premixu. Inkubace
probihala za mirného tiepani (300 RPM), pti 28 °C v riznych casovych intervalech,
a to 1h, 3h, 6h a 24h. Reakce byla nasledn¢ stopovana pridanim 100 ul ACN. Po

zastaveni reakce byly vZdy smési 5 minut sonikovany, poté 10 minut centrifugovany
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pii 6 000 RPM a pro analyzu pomoci HPLC byl odebran pouze supernatant (kapitola
3.2.12).

Pro dalsi degradacni experimenty s MF P. ostreatus byl pfedchozi postup mirné
modifikovan. S ohledem na nepfili§ vysokou reprodukovatelnost stanoveni CYP v MF
bylo mnozstvi MF v inkubaci pfepocitano na koncentraci proteind. JelikoZ neni znam
vliv latek PMSF a DTT na aktivitu houbovych CYP, byly tyto latky z inkubacni smési
zcela vynechdny a také byla zvolena vyssi pocatecni koncentrace EE2 v inkubacni
smési, a to 6 ppm (0,0204 mM). Jelikoz byla dale zkoumana degrada¢ni schopnost
nejen celé MF, ale zejména CYP, byl do smési (MF+1-ABT) pfidan inhibitor CYP,
1-ABT, a to Vv desetinasobném nadbytku ppm oproti EE2. Navic byl degradaéni
experiment jesté rozsifen o vzorky, které neobsahovaly NADPH-GS (Bez NADPH)
a které tedy mély slouzit k odhaleni zavislosti degrada¢ni reakce na NADPH. Jako
negativni kontroly byly opét pouzity mikrosomy inaktivované povatrenim v pufru (var.
MF). Vysledna koncentrace slozek inkubaéni smési o vysledném objemu 200 ul je
uvedena v Tab. 2. Inkubace probihala za stejnych experimentalnich podminek jako

vyse.

Tab. 2: Slozeni inkuba¢nich smési pro druhou sérii degradacnich testa.

Premix/

A B C D
Inkubacni smés
C prot. 1 mg/mi 1 mg/mi 1 mg/ml 1 mg/ml
6 ppm 6 ppm 6 ppm 6 ppm
EE2 v DMSO Pp Pp pp Pp
(0,0204 mM)  (0,0204 mM)  (0,0204 mM) (0,0204 mM)
60 ppm
1-ABT - PP - -
(0,45 mM)

NADPH-GS 1 mM 1 mM 1mM -

Pufr fosfatovy 50 mM, pH 7,2

Premix: A- MF, B- MF+1-ABT, C- MF inaktivovana povafenim, D-Bez NADPH,
C prot-koncentrace proteini, NADPH-GS (1 mM NADP", 10 mM glukosa-6-fosfat, 10
mM MgCl,, 1U/ml glukosa-6-fosfat dehydrogenasa)
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3.2.11 Identifikace metabolitii EE2

Pufr fosfatovy pH 7,2: 50 mM KH;PO4; 50 mM Na;HPO,12 H,0; 2 M NaOH
(uprava pH )

Pro kvalitativni stanoveni a identifikaci metabolitt vzniklych degradaci EE2 byly
pouzity mikrosomy izolované z kultur péstovanych s 10 ppm EEZ2, z prvni série
izolace. Jako negativni kontroly degradace EE2 mikrosomalni frakci byly pouzity
inkubaéni smési jednak bez NADPH-GS a jednak s MF inaktivovanou povaienim ve
vodni 1azni. Inkuba¢ni smési o celkovém objemu 500 pul byly pfipraveny v dubletech o

nasledujicim sloZeni:

e 05uMCYP

e 4ppm (13,5 uM) EE2 (zasobni roztok EE2 v DMSO 2000 ppm-6,8 mM)

e NADPH-GS (1 mM NADP*, 10 mM glukosa-6-fosfat, 10 mM MgCl,, 1U/ml
glukosa-6-fosfat dehydrogenasa)

e Fosfatovy pufr

Reakce byla zahajena ptidanim NADPH-GS. Inkubace probihala 3 h za mirného
ttepani (300 RPM) pii 28 °C. Po tfech hodinach byla reakce zastavena pridavkem 0,5
ml ethylacetatu. Poté byla smés 60 sekund promichana na vortexu a centrifugovana 5
minut pti 6 000 RPM (centrifuga K-23) pro lepsi oddéleni fazi. Horni organicka faze
byla odebrdana do cCist¢é mikrozkumavky a extrakce byla zopakovéana jesté dvakrat,
stejnym zpusobem. Organicka faze byla odebirana do stejné mikrozkumavky.
Odebrany extrakt byl odpaten do sucha (SpeedvacDNA 110, stfedni rychlost). Pro
naslednou analyzu byly vzorky rozpustény v ethylacetatu, derivatizovany a podrobeny

analyze pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekei (kapitola 3.2.13).

3.2.12 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vzorky, pro stanoveni obsahu EE2, které neobsahovaly ACN, byly pied analyzou
nejprve timto rozpoustédlem natfedény (40:60 v/v) a analyzovany pomoci HPLC s UV
detekci (Alliance, Waters 2695 Separations Module, Waters, Milford USA) za pouziti
izokratické eluce mobilni fazi, kterou byl 75 % (v/v) ACN v destilované vod¢. EE2 byl
separovan na kolon¢ Kinetex C18 (150 mm x 4 mm, velikost ¢astic kolony 2,6 pm,

piedkolona C18) s pritokem 0,3 ml. min™ pii teploté 35 °C. Detekce probihala pii 280
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nm, nastiik vzorku ¢inil 10 pl a detekéni limit EE2 byl 0,6 ppm. Obsah EE2
v analyzovaném vzorku byl automaticky vyhodnocen z kalibra¢ni piimky standarda

EE2.

3.2.13 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Pro kvalitativni analyzu metabolitt EE2 pomoci GC/MS bylo nejprve nutné
pripravené ethylacetatové extrakty derivatizovat, coz zlepsi jejich prevod do plynné

faze.

Derivatizace:

K 3 ml vzorku bylo piidano 200 ul N, N-Dimethylformamidu a vzorky byly odpafeny
pod proudem N; na vysledny objem 200 ul. Poté bylo ke smési piidano
200 ul derivatizaéniho ¢inidla BSTFA+TMCS v poméru 99:1 (N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid+trimethylchlorsilan) a vzorky byly inkubovany pfi
70°C po dobu 30 minut a nasledné odpafeny na finalni objem 200 ul. Pied vlastni

analyzou bylo ke vzorkiim, ptidano 800 ul ethylacetatu.

Analyza vzorku:

Analyza metabolitdi byla provadéna metodou GC (Bruker) shmotnostnim
kvadrupolovym detektorem (Bruker SQ mass detektor). Latky byly separovany na
kolon¢ DB-5MS (Agilent, Santa Clara, CA, USA) o délce 30 m a vnitinim praméru
0,25 mm. Teplotni program analyzy trval nejprve 1 minutu pii 60 °C a poté stoupala
teplota 0 25 °C/min az do teploty 120 °C a nasledn¢ rychlosti 2,5°C/min az do finalni
teploty 240°C po dobu 30 minut. Nosnym plynem bylo helium (¢istota 99,99%)
s konstantnim prutokem 1 ml/min. Nastiik ¢inil 1 pl vzorku a analyty byly ionizovany

EI pti 70 eV. Promé&fen byl celkovy iontovy proud v rozsahu 150-600 m/z.

Vlastni analyza vzorktl byla provedena na Mikrobiologickém Ustavu, AV, CR V.v.i.,

v Praze, a to RNDr. Zdenou Kfesinovou.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Degradace EE2 houbou P. ostreatus in vivo

Degradacni potencial P. ostreatus vici riaznym Xenobiotikim vcetné EE2 byl jiz

3033347487 hySem mechanismus degradace neni dosud

v n¢kolika studiich potvrzen
znam, ani nejsou znamy klicové enzymové systémy zapojené do tohoto procesu.
Z nalezenych a identifikovanych metaboliti, coz jsou casto derivaty EE2
hydroxylované na riiznych pozicich steroidniho kruhu (RNDr. Zdena Kiesinova, ustni
sd€leni) Ize usuzovat, ze pii degradacnim procesu budou zapojeny houbové CYP,
jelikoz produkce hydroxyderivati pfi monooxygenaci xenobiotik je typickd reakce
praveé pro CYP. Vzhledem k tomuto poznatku a dil¢imu cili prace pokusit se zjistit, zda
jsou CYP zapojeny do né€kterého z degrada¢niho kroku EE2, byl v inkubac¢nich smésich
pouzit inhibitor CYP 1-ABT. Pivodnim planem pii experimentu degradace EE2 in vivo
bylo pouziti piperonyl butoxidu (PB) jako inhibitoru CYP, ktery je také ve v&tSiné praci
zabyvajicich se degradaci xenobiotik houbovymi CYP pouzivan'®#. Z
vysledkl laboratofe katedry Biochemie vSak vyplyvd, ze PB vykazuje inhibic¢ni
vlastnosti nejenom vaci CYP, ale i vuci celé tadé peroxidas (RNDr. Markéta
Martinkova, Ph.D., ustni sdéleni). Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze by mohl inhibovat
i houbové peroxidasy v¢etné LiP a MnP, které jsou houbou P. ostreatus (a houbami

18,19,3549,62 _ i~
81935496 , coz bude rozvedeno nize.

bilé hniloby obecn¢) sekretovany do media

Pfi degrada¢nim experimentu byly Vtéto praci pouzity, kromé zminéného
inhibitoru 1-ABT, inkuba¢ni smési exponované EE2 a negativni kontroly, pfipravené
dle podminek uvedenych v kapitole 3.2.3. Negativni kontroly, coz byly kultury
inaktivované sterilizaci v autoklavu, slouzily k porovnani ucinnosti degradace EE2
houbou P. ostreatus. V téchto vzorcich nebyl v zadném case inkubace pozorovan
ubytek EE2. Lze tedy fici, Ze zde k degradaci opravdu nedochézi a Ze usmrcené kultury
houby P. ostreatus jsou vhodnou negativni kontrolou. Jak je patrné z grafu (Obr. 11,
str. 39) po prvni hodiné¢ inkubace nebyl pozorovan vyrazny ubytek EE2 ve smési
obsahujici pouze EE2, ve smési s inhibitorem (EE2+1-ABT) je snizeni 0 13 %
vzhledem k negativni kontrole. Po Sesti hodinach uz je vidét statisticky vyznamny
ubytek EE2 ve smési bez inhibitoru, a to 0 26,5 % vzhledem k negativni kontrole.

Mnozstvi detekovaného EE2 ve smési s inhibitorem je po Sesti hodindch inkubace
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vzhledem ke smérodatné odchylce srovnatelné (ubytek o 21,5 %) S mnozstvim

detekovanym EE2 ve smési bez inhibitoru.

160

140 -

120 -

100 -

BEE2
EEE2+1-ABT

80 -

EE2[ng]

= Kontrola
60 -

40 +

20 -

0Oh 1h 6h 24 h 48h
Doba inkubace

Obr. 11: Degradace EE2 kulturou P. ostreatus in vivo a vliv pfidavku inhibitoru CYP,
1-ABT. EE2- kultura P. ostreatus vystavena pusobeni EE2, EE2+1-ABT- kultura
P. ostreatus exponovana EE2 s pfidavkem 1-ABT, Kontrola- kultura P. ostreatus

usmrcena sterilizaci v autoklavu.

V case 24 hodin je jiz prokazatelny ubytek EE2, kdy bylo ve smési s EE2 detekovano
48,5 % z ptivodniho mnozstvi a ve smési s inhibitorem dokonce 33 %. Po 48 hodinach
inkubace dochézi ke snizeni az 0 95,5 % v inkubaéni smési bez inhibitoru. U smési
s inhibitorem je pokles srovnatelny, tedy 0 90 %. Kultury vystavené pusobeni EE2 i
kultury vystavené pusobeni EE2 a zaroven pisobeni inhibitoru 1-ABT vykazovaly tedy

Casovou zavislost degradace v experimentech in vivo.

Pocateéni mnozstvi EE2 v kultufe 0 objemu 20 ml bylo 10 ppm, coZ odpovida 200

ug. Jak je vidét z grafu (Obr. 11), nebylo pii zpracovani vzorka k analyze ziskano celé
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puvodni mnozstvi EE2. Po extrakci (kapitola. 3.2.4) a analyze pomoci HPLC (kapitola
3.2.12) bylo ve vsech smésich (a to véetné Oh inkubace) detekovano maximalné kolem
140-155 pg EE2. Ke ztratam dochéazi nejenom béhem samotného procesu extrakce, ale

z ¢asti mize dochazet i k sorpci EE2 na proteiny obsazené v inkubacni smési.

Vysledky tohoto experimentu ovéfily schopnost degradace EE2 kulturou houby

P. ostreatus in vivo'*®’

, ovSem inhibitor 1-ABT byl v inhibici degradace netéinny.
Z toho lze usuzovat, ze by se CYP pravdépodobné na degradaci EE2 nemusely podilet
vibec a degradace by byla zprostfedkovana ligninolytickymi enzymy (LiP, MnP, Lac)
sekretovanymi P. ostreatem do media nebo enzymy asociovanymi s myceliem, coz by
mohlo vysvétlovat degradaci 1 ve smési s 1-ABT, jelikoz inhibicni vliv vaci

peroxidasam nebyl u 1-ABT prokéazan'®1%354962,

Jelikoz se degradace v této metodé stanovuje jen jako ubytek EE2 v inkubac¢ni
smési, lze tvrdit, Ze degradace mize byt zahijena jinymi enzymy (extracelularnimi,
intracelularnimi, které 1-ABT neinhibuje), v dalsi ¢asti procesu degradace EE2 mohou
jiz byt CYP zapojeny, coz vSak tato metoda neodhali. Proto se provadi experiment,
kterym by se mohlo odhalit, zda se CYP tucastni nékterého z kroku degradace, a to
kvalitativni analyza a identifikace pfipadnych metabolitti pomoci GC/MS. Pokud by ve
smési s EE2 a zaroven 1 ve smési s EE2+1-ABT byly nalezeny stejné produkty
degradace, tak by se CYP pravdépodobné degradace neztcastnily a byla by potvrzena
vySe zminéna domnénka. Pokud by se ov§em kvalitativné metabolity lisily, svédcilo by
to o zapojeni CYP. Degradace EE2 by byla dale zprostiedkovdna zminénymi
extracelularnimi enzymy, ovSem ve smési s 1-ABT by byly CYP inhibovany, tudiz by
metoda GC/MS odhalila ptipadné rozdilné produkty ve smési s inhibitorem a ve smési
bez inhibitoru. Vysledky tohoto experimentu nejsou bohuzel zafazeny V ramci této

bakalafské prace, protoze zatim nejsou dokonceny.

Diskutovat lze i samotnou u¢innost 1-ABT. Jelikoz zatim nejsou detailné popsany
vSechny rodiny CYP P. ostreatus, je mozné, ze pouzity 1-ABT nebyl k inhibici
vhodny, tedy ze dané isoformy CYP uc¢inné neinhibuje, coz je v ptipadé lidskych
isoforem prokazano. Studie z roku 2009, ktera se zabyva vlivem 1-ABT na rtzné

isoformy lidskych CYP, poukazuje na to, ze ackoliv byly CYP vystaveny pisobeni
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1-ABT, byla u né¢kterych isoforem naméfena zbytkova enzymova aktivita, ktera se u
ruznych isoforem CYP lisila. Napt. u CYP2C9 dosahovala zbytkova aktivita az 60%, u
ostatnich CYP se pohybovala kolem 20%. Inhibitor 1-ABT byl oviem jiz pouzit
k Gsp&sné inhibici houbovych CYP, a to konkrétné i v piipadé P. ostreatus®, takze se

tato moznost jevi jako nejméné pravdépodobna.

Jelikoz in vivo degrada¢ni experiment neposkytl jednozna¢né vysledky ohledn¢ role
CYP, bylo pfistoupeno k dal§im experimentim jiz jen s MF, ve které jsou CYP

majoritné obsazeny.

4.2 Izolace mikrosomalni frakce

Pro dalsi studium ulohy houbovych CYP pfii degradaci EE2 bylo nejprve nutné
izolovat MF z mycelia houby P. ostreatus, ve které jsou CYP majoritné zastoupeny”®.
Proto byla dalsi ¢ést této bakaldiské prace zaméfena na izolaci mikrosomalnich frakei,
kontrolnich (K-MF) i exponovanych EE2 (EE2-MF), a jejich charakterizaci. Na rozdil
od vétsiny autoru, ktefi se ve své praci zabyvali izolaci mikrosomalni frakce z mycelia
hub bilé hniloby™*?**®% 3 ktefi pouzivali k rozrugeni bundnych stén zejména rozemleti
pomoci homogenizatoru Virtis 45 blender?®*>%, byl na zdkladé zkuSenosti z laboratofe
katedry Biochemie® zvolen postup se zmrazenim mycelia v kapalném dusiku a
nasledné mechanické rozetfeni v tieci misce s tlouckem®. JelikoZ se b&Zn& izolaci
Z mycelia ziskdva velmi malé mnozZstvi mikrosomi S nizkym obsahem CYP (v ptipadé
této prace bylo pro izolaci MF pouZito 60 Erlenmayerovych ban¢k se 14-denni kulturou
P. ostreatus a ve finale bylo ziskano v priméru 0,24 nmol/mg specifického obsahu
CYP viz nize), nebyl tento proces dale optimalizovan. Nicméné vytézky MF se jevi
jako dostate¢né k dalSim degrada¢nim experimentiam.

V ramci této bakalarské prace byly provedeny 4 izolace, dvakrat byly izolované K-
MF a dvakrat EE2-MF. Vysledky a charakterizace jednotlivych frakci jsou uvadény
zvlast' a jsou rozdéleny na dvé ¢asti nazyvané izolace 1 a izolace 2. U izolace 1 K-MF
bylo zpracovano jen poloviéni mnoZstvi materidlu z diivodu poruchy ultracentrifugy
(postup izolace viz kapitola 3.2.6). Polovina materialu byla tedy zpracovana a pouzita
k charakterizaci ziskané K-MF, druhd polovina byla Vv poloviné izolace zamrazena a
zpracovana byla az po opravé ultracentrifugy. Postup izolace tedy nebyl u této ¢asti

materialu standardni, a tudiz nebyla tato MF pouzita k dal§im stanovenim. Pro
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stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy jiz nebylo dostatek materidlu
z této K-MF, proto vysledky u této frakce chybi (kapitola 4.3) a jsou udany vysledky
naméfené ze zasobni K-MF*, kterd ovSem nebyla izolovana v ramci této bakalaiské
prace. K-MF* byla tedy charakterizovana pouze stanovenim zminéné aktivity

NADPH:cytochrom P450 reduktasy a stanovenim koncentrace proteind.

4.3 Charakterizace mikrosomalni frakce
Pro charakterizaci MF bylo nutné proméfit parametry jako je koncentrace CYP,
koncentrace proteinii a aktivitu NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Charakterizace

byla provedena stanovenim specifickych obsah.

Jednou z hlavnich charakteristik je specificky obsah CYP v MF. Pro jeho vypocet
bylo nutné urcit koncentraci CYP (z diferen¢niho CO spektra, kapitola 3.2.8) i
koncentraci proteint (fotometrické stanoveni, kapitola 3.2.7). Postup stanoveni CYP
byl optimalizovan. Sledovan byl vliv ¢asu na redukci CYP a kvalitu ziskaného spektra,
jelikoz redukce muze probihat velmi pomalu. Jiz po 5 minutidch redukce nedochazelo
k vyraznéj$im zménam v namétfenych vysledcich. Samotné méfeni neni piilis piesné, i
kdyz bylo provadéno v uspotadani, kdy kyveta se vzorkem byla umisténa co nejblize
detektoru. Méfeni komplikovala zejména pfilisna turbidita vzorku, a i pfes snahu
optimalniho nafedéni a fadného promichéni stanovovaného vzorku pifed kazdym
méfenim nemohlo byt zabranéno pfipadné sedimentaci mikrosomi. V rdmci jednoho
vzorku byla tedy provedena nejméné 4 méfeni, u kterych pak byly stanovené hodnoty
zprumérovany a uddna smérodatnd odchylka, ktera je pravé z diivodii komplikace
méfeni pomérné vysokd. Ukdzky namétenych reprezentativnich spekter pro kazdou
izolaci (K-MF i EE2-MF) jsou uvedeny na Obr. 12 a Obr. 13 (str. 43).

Na Obr. 12 a 13 (str. 43) je vidét, Ze ve vSech spektrech bylo pozorovano maximum
kolem 450 nm, byla tedy detekovana aktivni forma cytochromu P450. Piesna hodnota
maxima se pohybovala kolem 448+1 nm. Tento poznatek svéd¢i o tom, ze byly
pravdépodobné detekovany jiné formy CYP, v literatufe uvadéné jako formy 447-452

(pravé podle absorbance svétla v rozmezi vinovych délek 447-452 nm)*.
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Obr. 12: Vybrana diferenéni CO spektra z izolace 1. Vlevo je zobrazeno spektrum

naméiené v EE2-MF (rizové spektrum), vpravo spektrum namétené v K-MF (modre).
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Obr. 13: Vybrana diferenéni CO spektra z izolace 2. Vlevo je zobrazeno spektrum

naméfené v EE2-MF (Cerné spektrum), vpravo spektrum naméiené v K-MF (modfe).
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Aktivni forma CYP se velmi snadno pfeménuje na formu inaktivni, kdy dochazi ke
strukturni zméné, coZ se projevi posunem absorpéniho maxima komplexu redukované
formy s CO z 450 nm na 420 nm. Pik kolem 420 nm byl pozorovan u vSech MF. Ze

ziskanych spekter byla dale vyhodnocovana nejenom koncentrace P450, ale i P420.

Koncentrace proteinii v jednotlivych frakcich byla stanovena fotometricky a je
uvedena spolu s vyhodnocenou koncentraci CYP v Tab. 3, kde jsou uvedené i vSechny
ostatni charakteristiky v¢etné vypocitan¢ho specifického obsahu u vSech MF. Celkové
se podaftilo ziskat u vSech frakci aktivni formu CYP, tudiz je metoda izolace MF dobte

reprodukovatelna.

Tab. 3: Charakterizace izolovanych mikrosomalnich frakci.

ME/ Izolace 1 Izolace 2
Charakteristika K-MF EE2-MF K-MF EE2-MF
Cpaso 1,45+0,21 2,45+0,27 1,56+0,31 0,87+0,17
[umol/1]

Cpaz0 1,48+0,45 3,09+0,29 1,69+0,58 1,11+0,22
[umol/1]

Cpas0+P420 2,93+0,66 5,54+0,55 3,25+0,81 1,98+0,37
[umol/1]

Cprot 19,6741,48  20,49+2,11 10,82+1,10 8,59+1,14
[mg/mi]

V[ml] 2.00 3,00 6,80 7.80
Vyt.prot. [mg] 49 4, 61,47 73,57 67.00
Sp.o.

P450 0,07 0,12 0,14 0,10
[nmol/mg]

Sp.o.

P420 0,08 0,15 0,16 0,13
[nmol/mg]

Sp.o.

P450+P420 0,15 0,28 0,30 0,23
[nmol/mg]

Ceyp- koncentrace cytochromu pfi dané vlnové délce, Cpr- Koncentrace proteint
stanovend metodou BCA, V- finalni objem izolované MF, V¥t. prot.- celkovy vytézek
proteind, Sp. o.- specificky obsah
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Pocate¢ni predpoklad byl, ze v kulture vystavené pisobeni EE2, ktery by mél byt
CYP degradovan, by mohlo dojit k indukci expresi téch CYP, které se degradace
ucastni, jak jiz bylo v literatuie popsdno u jinych substrati CYP*, Pro posouzeni
indukce bylo nutné stanovit nejenom specificky obsah aktivni formy P450, ale i1
specificky obsah P450+P420, jelikoz pfi izolaci MF a naslednou nesetrnou manipulaci

se vzorky se totiz mize CYP poskodit (pfeménit se na inaktivni formu P420).

U MF z izolace 1 by specificky obsah CYP nasvéd¢oval tomu, Ze by piedpoklad o
indukci mohl byt spravny. V K-MF byl stanoven specificky obsah P450 0,07 nmol/mg
a u EE2-MF 0,12 nmol/mg (Tab. 3, str. 44). U obou frakci byl zachovan pomér P450 :
P420, ktery je roven téméf 1 : 1. Zato specificky obsah souctu P450+P420 vysel u EE2-
MF téméf dvojnasobné vyssi, nez u K-MF (0,28 : 0,15 nmol/mg).

Pro potvrzeni uvedeného ptedpokladu o indukci byly charakterizovany MF
z izolace 2, ktera byla kultivovana za stejnych podminek jako izolace 1. Oc¢ekavalo se,
ze pokud bude dochazet k indukci, bude opét specificky obsah P450 i P450+P420 vyssi
u MF exponovanych EE2 nez u K-MF a nejlépe s vyraznéj$§im navySenim. OvSem
vysledky plynouci z Tab. 3 (str. 44) tuto domnénku nepotvrdily. V tomto piipadé byl u
K-MF stanoven vyssi specificky obsah P450, nez u EE2-MF, a to 1,4 x vyssi. U obou
MF je pomér P450 : P420 specifického obsahu opét t¢éméf totoZny. Pomér specifického
obsahu souctu P450+P420 se neshoduje s vysledkem z izolace 1, nedoslo tedy k jeho
navyseni u EE2-MF.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze k indukci CYP, které by se mohly ucastnit
degradace EE2, nedochazi. Nebyl tedy shledan vliv ptidavku EE2 u MF izolované

Z kultury vystavené plisobeni této latky.

Jak je vidét v Tab. 3 (str. 44), vytézky proteind jsou u vsech izolovanych MF
srovnatelné, tudiz, jak jiz bylo uvedeno vyse, byla metoda izolace tispésna. U K-MF
z izolace 1 se zda byt vytézek nizsi, patrné to souvisi s tim, Ze u K-MF byla zpracovana
jen polovina materidlu z kultivace (kapitola 4.2), tudiz je 1 mnozstvi proteini téméf

poloviéni, tedy 61,47 : 39,34 mg (EE2-MF : K-MF).
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Dalsim parametrem, ktery byl v ramci charakterizace MF vyhodnocovan, bylo
stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Jak jiz bylo zminéno v kapitole
4.2, z divodu polovi¢niho mnozstvi ziskané MF nezbyl jiz dostatek materialu K-MF
k provedeni stanoveni aktivity NADPH:cytochrom P450 reduktasy. Toto stanoveni
bylo tedy provedeno s jinou K-MF, zde uvedenou jako K-MF*, u které byla stanovena
koncentrace proteini 14,86+1,12 mg/ml. Oznacéeni ostatnich MF se neméni. Méteni
bylo provedeno skazdou MF nejméné 3x, v Tab. 4 jsou uvedeny opét primérné

hodnoty, se smérodatnou odchylkou.
Specificka aktivita je u vSech MF srovnatelnd, krom¢ hodnoty 0,019 namétené u

EE2-MF z izolace 2. Tento vysledek nasvédCuje opét moznosti poskozeni této frakce

béhem izolace.

Tab. 4: Aktivita NADPH:cytochrom P450 reduktasy v izolovanych MF

MF/ Izolace 1 | zolace 2.
Charakteristika K-MF K-MF* EE2-MF K-MF EE2-MF
Ared. - 0,34+0,01 0,48+0,03 0,25+0,04 0,17+0,01
[umoleyi/min.ml ]
aSp-red.
[umoleyi/min.mg] - 0,023 0,023 0,023 0,019

areq- aktivita NADPH: cytochrom P450 reduktasy, asp.rq.- specificka aktivita

Celkové se podafilo stanovit NADPH:cytochrom P450 reduktasu ve vSech frakcich,
vypada to tedy, Ze houbové CYP P. ostreatus by mohly byt zafazeny do tfidy IL
(viz. str. 19). Jelikoz charakteristika MF byla Gispésna a v ziskanych frakcich byly CYP
stanoveny, bylo dale pfistoupeno k vlastnim degrada¢nim experimentim pomoci MF,

tedy k degradaci in vitro.

4.4 Degradace EE2 mikrosomalni frakci houby P. ostreatus

Degradace EE2 na trovni mikrosomalni frakce byla sledovana ve vsech
izolovanych MF zvlast. Metodika degradacnich experimenti je stile ve fazi
optimalizace, jak ve slozeni jednotlivych degradacnich smési, tak ve fazi ptipravy pro
analytické vyhodnoceni. Reprodukovatelnost jednotlivych stanoveni nebyla pfili§

vysoka a navic byly degradacni experimenty provadény vzdy s urcitou zménou
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Vv experimentalnich podminkéch, proto jsou vysledky uvedeny pro kazdy degradacni

pokus odd¢lené.

4.4.1 Degradace EE2 kontrolni MF, izolace 1
Degrada¢ni experimenty S K-MF zizolace 1 byly provedeny dle podminek

uvedenych v kapitole 3.2.10. Jelikoz se pti degradaci in vivo (kapitola 4.1) ukazalo, Ze
kultura inaktivovana povafenim je vhodna negativni kontrola, byla pouzita i jako
kontrola pti degradaci MF in vitro. Oproti degradaci in vivo byla nové ptidana dalsi
negativni kontrola, a to mikrosomy inhibované CO. Degradace byla sledovana ve
stejnych ¢asovych intervalech, jako pifi degradaci in vivo. Negativni kontroly byly
podrobeny (tyka se to vSech degradacnich experimentu provadénych s MF z izolace 1)
inkubaci pouze po dobu 1 hodiny a 24 hodin, tedy vZdy na pocatku dané inkubace a na
konci. Je to z diuvodu velké spotieby materialu, ktery byl zpracovan pii predchozi
charakterizaci MF, a vramci jedné izolace nezbylo tedy jiz dostatetné mnozstvi
izolovanych mikrosomi, aby mohly byt i negativni kontroly vystaveny celému
Casovému useku inkubace. OvSem vzhledem k piedpokladu, Ze u negativnich kontrol
k Zadné degradaci nedochazi, coz nasledujici experimenty potvrdily, lze fici, Ze
srovnani jen vzhledem Kk pocateénimu a kone¢nému mnozstvi EE2 v negativnich

kontrolach se jevi jako dostacujici.

Hodnoty detekovaného EE2 v jednotlivych smésich se pivodné mély vztahovat
Kk negativni kontrole, coz v tomto ptipadé mély byt mikrosomy inaktivované povafenim
(Vat- MF). Jak je patrné z grafu (Obr. 14, str. 48) doslo zde patrné k chyb¢ pii ptipravé
premixu a do smési, ktera byla inaktivovana povafenim, bylo omylem pfidano
dvojnasobné mnozstvi roztoku EE2 v DMSO. Experiment byl tedy vztazen k mnozstvi
EE2 detekovaného v mikrosomech inhibovanych CO (CO MF). Tato negativni
kontrola CO MF slouzila k odhaleni, zda maji CYP podil na degradaci EE2 in vitro.
Inhibice CYP CO je v literatufe hojn& popsana*’, oviem nevyhoda je, Ze se CO miZe
vazat 1 na jiné hemoproteiny obsazené také v MF, které by se teoreticky také mohly
podilet na metabolismu EE2. OvSem z vysledkl degradace EE2 uVatf. MF a CO MF,
které budou uvedeny nize (Obr. 15, str. 49) je patrné, Ze ob¢ negativni kontroly jsou
srovnatelné, tudiz by nemélo vadit, Ze je degradace v tomto pfipad¢ vztaZena k jiné

negativni kontrole, neZ u ostatnich experimentu.
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Jak je vidét z grafu (Obr. 14) u kontrolnich mikrosomti (K-MF) nebyla prokazana
z4dné degradace EE2. Hladiny detekovaného EE2 v jednotlivych Casovych tusecich

jsou srovnatelné a pohybuji se na stejné Urovni (100%) jako hodnoty detekované u

negativni kontroly, CO-MF.
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Obr. 14: Degradace EE2 kontrolni mikrosomalni frakci houby P. ostreatus, izolace 1.
K-MF-kontrolni mikrosomy, CO MF-mikrosomy inhibované CO, Vati. MF- mikrosomy

inaktivované povarenim.

Z vysledka tohoto prvniho degradaéniho experimentu vyplynulo, ze ve smési K-
MF nedoslo béhem sledované inkubace k vyraznému poklesu koncentrace
detekovaného EE2, tudiZ zde K-MF neprokézaly schopnost metabolizovat EE2. Dalsi

degradacni experiment byl tedy proveden s EE2-MF a experiment byl provadén za

stejnych podminek.
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4.4.2 Degradace EE2 MF vystavenou piisobeni EE2, izolace 1

Vysledky degradacnich experimenti s EE2-MF zizolace 1 jsou uvedeny na
nasledujicim grafu (Obr. 15). Tentokrat jsou jiz detekované hodnoty EE2
V jednotlivych smésich vztazeny k negativni kontrole (MF inaktivované povafenim),
kde nebyla prokazana zadna degradace b&hem experimentu. U MF inhibované CO
nebyla opét prokdzana degradace EE2 analogicky jako u K-MF. U MF vystavené
pusobeni EE2 (EE2-MF) doslo k degradaci EE2 a zaroven degradace vykazovala
Casov¢ zavisly trend vzhledem k negativnim kontrolam. Po 1 hoding je vidét pokles 0
24,3 % (oproti Vat. MF), po 3 hodinach se toto mnozstvi EE2 sniZzilo o dalSich 12,7 %.
Po Sesti hodinach doslo ke sniZeni o 46 %, coz je srovnatelné s mnoZzstvim EE2 zbylym

po 24 hodinach inkubace (snizeni 0 46,5 %).

100 T
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60 4 T T
= EE2-MF
® Vai - MF

40 = CO MF
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0 i T T T
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Detekované EE2 %
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Obr. 15: Degradace EE2 mikrosomalni frakci houby P. ostreatus exponovanou EE2

z izolace 1. EE2-MF- mikrosomy vystavené pusobeni EE2, Vat.MF-vafené mikrosomy
(negativni kontrola), CO MF-mikrosomy inhibované CO.
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V tomto experimentu byla pozorovana Casova zavislost degradace EE2, a to MF
vystavenou pusobeni EE2. To, ze je vpiipad¢ EE2-MF degradace mnohem
efektivnéjsi, nez v ptipadé K-MF, by mohlo byt zptisobeno zminénou indukci exprese
enzymu, které se podileji na degradaci EE2. JelikoZz vSak nelze vyvodit obecny zavér
pouze ze dvou degradacnich experimentli byly provedeny dalsi degradacni experimenty
s MF pochazejici z izolace 2. U téchto degradacnich experimentd s MF nebyl do
jednotlivych smési pfidivan PMSF a DDT, zaroven byl pfidan premix s inhibitorem 1-
ABT a premix bez NADPH a to z divoda uvedenych v kapitole 3.2.10.

4.4.3 Degradace EE2 kontrolni MF, izolace 2

Degradacni experimenty s K-MF ziskanou z izolace 2 byly provedeny opét podle
podminek uvedenych v kapitole 3.2.10. U negativni kontroly jiz byla degradace
sledovana ve vSech ¢asech inkubace jako degradace in vivo (kapitola 4.1). Vysledné
hodnoty detekovaného EE2 ve vSech smésich jsou vztazeny vzhledem k negativni

kontrole, zde vafenym mikrosomum (Vat. MF).

Jak je patrné z grafu (Obr. 16, str. 51) u K-MF tentokrat doslo k degradaci EE2,
ovSem Casova zavislost vzhledem k negativnim kontroldm nebyla prokazana. Mnozstvi
EE2 analyzovaného v této inkuba¢ni smési bylo po 1hodin¢ a po 24 hodinach inkubace
analogické, tedy na hranici 55 % z mnozstvi detekovaného u Vai.-MF. Pozorovana
nezavislost degradace EE2 K-MF na case miiZze byt zplsobena tim, Ze enzymy
obsazené v MF nevydrzi v danych experimentdlnich podminkach aktivni déle nez
hodinu a poté denaturuji, tudiz dale nedochazi k degradaci EE2. Vliv na nestalost
enzymil mize mit i to, Zze v téchto inkubacnich smésich nebyl pfitomen PMSF a DTT.
Tyto latky chrani enzymy pted degradaci (PMSF inhibuje serinové proteasy) a

oxida¢nim poSkozenim (DTT).

U nové ptidané smési s inhibitorem 1-ABT nebyla prokazana degradace EE2.
Z grafu (Obr. 16, str. 51) je patrné, ze V piipadé MF je inhibitor efektivni (oproti
inhibici v podminkach in vivo). Sice nedoslo k 100% inhibici, po 1 hodiné a po 24
hodinach inkubace doslo ke snizeni mnozstvi EE2 shodné 0 6% vzhledem k negativni

kontrole (Vai. MF), ovSem vzhledem k K-MF je inhibice prokazatelnd. Mnozstvi EE2
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zbylé ve smési po 6 hodinach inkubace s MF+1-ABT zde neni uvedeno vzhledem k

technickym problémtim s timto vzorkem béhem analyzy.

Prvotnim piedpokladem této prace bylo zapojeni houbovych CYP do nckterého
zkroki degradace EE2. Zdosavadnich vysledkGi degradacnich experimenti

provadénych stouto MF vyplyva, ze by se CYP mohly procesu degradace EE2
zGcastnit, jelikoz doslo k jejich inhibici 1-ABT.

100
80 -
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f 60 - m K-MF
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§ ® Vat. -MF
%]
| 40 - m Bez NADPH
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0 4

1h 3h 6h 24h
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Obr. 16: Degradace EE2 kontrolni mikrosomalni frakci houby P. ostreatus ziskané
z izolace 2. K-MF-kontrolni MF, MF+1-ABT- MF vystavena u¢inku inhibitoru 1-ABT,

Vai.-MF- MF inaktivovna povafenim (negativni kontrola), Bez NADPH-MF bez
ptidani NADPH-GS.

U smési bez NADPH-GS (Bez NADPH) byla také pozorovana degradace EE2,

ktera je nezavisla na case inkubace. CYP obecné pro svou funkci potiebuji pritomnost
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koenzymu NADPH¥*¥% " ovsem ze ziskanych vysledkii vyplyva, Ze za danych
experimentalnich podminek nebyla sledovana zavislost degradace na ptidavku tohoto
koenzymu. Tento vysledek je srovnatelny s vysledkem diplomové prace Bc.
Linhartové, kterda poukazuje na existenci i neobvyklych forem houbovych CYP, které
maji donor elektronu (NADPH) vézany na jednu z proteinovych domén®. Zbytkové

mnozstvi NADPH muze byt také pfitomno piimo v izolovanych mikrosomech.

Celkoveé vysledky ziskané z vySe uvedeného experimentu jsou oproti vysledkiim
ziskanych z izolace 1 (K-MF) rozdilné a nedaji se tudiz porovnat. Analogicky jako u

izolace 1 i zde byl dalsi degradacni experiment proveden s EE2-MF.

4.4.4 Degradace EE2 MF vystavenou puisobeni EE2, izolace 2

Hodnoty EE2 detekované ve vSech smésich jsou opét vztazeny vzhledem k

negativni kontrole (MF inaktivovana povafenim), kde nedochazelo k degradaci EE2.

Graf (Obr. 17, str. 53) ukazuje, ze u EE2-MF byla prokazana degradace EE2,
Casova zavislost degradace v porovnani s degradaci provedenou EE2-MF z izolace 1 je
zde nepatrnd. Z charakteristiky této konkrétni EE2-MF (nizSi aktivita
NAPDH:cytochrom P450 reduktasy, nizky specificky obsah aktivni formy P450) a
z porovnani vysledki s EE2-MF z izolace 1, se zda byt pravdépodobné, ze by mohlo
dojit k poskozeni kyzenych CYP, a to pii izolaci ¢i béhem nésledné manipulace se

ziskanym materialem.

Smés s inhibitorem 1-ABT nevykazovala ¢asovou zavislost degradace. Opét
nedoslo k 100% inhibici, mnozstvi zbylého EE2 v této smési se pohybovalo kolem
85 %. Toto sniZzeni mize byt dano tim, Ze 1 kdyZ byl inhibitor 1-ABT pfidan do smési
Vv desetindsobném nadbytku oproti EE2 (kapitola 3.2.10), nemuselo byt toto mnozstvi
pro inhibici v§ech CYP dostate¢né. Zavislost ti¢innosti inhibice na koncentraci 1-ABT

nebyla zkoumana-

Degradace EE2 byla pozorovana i ve smésibez NADPH-GS stejné jako u

predchoziho experimentu s K-MF.
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Obecné lze konstatovat, ze k degradaci EE2 na urovni mikrosomalni frakce
v degradacnich experimentech dochazi, jak v K-MF, tak v EE2-MF, nicmén¢ vysledky
ziskané z jednotlivych dil¢ich experimentl jsou obtizné reprodukovatelné, na coz mize
mit vliv 1 nehomogenita analyzovanych vzorkd, coz by mohlo byt do budoucna

vyfeseno extrakei smési ethylacetatem pted vlastni analyzou (kapitola 3.2.12).
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Obr. 17: Degradace EE2 mikrosomalni frakci houby P. ostreatus exponovanou EE2
zizolace 2. EE2-MF-MF exponovana EE2, MF+1-ABT- MF vystavena pusobeni

inhibitoru 1-ABT, Vai.MF- MF inaktivovana povafenim (negativni kontrola), Bez
NADPH-inkuba¢ni smés bez NADPH-GS.

4.5 ldentifikace metaboliti EE2

Pro kvalitativni stanoveni metaboliti EE2 byly pouzity ethylacetdtové extrakty

inkuba¢nich smési s MF pfipravenou dle podminek uvedenych v kapitole 3.2.4
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a derivatizované podle podminek uvedenych v kapitole 3.2.13. Na zakladé hmotnosti a
fragmenta¢ni analyzy z GC/MS byl v inkubacni smési obsahujici EE2ZMF+EE2 navrZzen
jeden metabolit (Obr. 19, str. 55). Na chromatogramu (Obr. 18) je zobrazen pik, ktery
odpovidd EE2 (kolem 60 minuty analyzy). Tento pik je ve smési EE2+MF velmi dobie
patrny, doslo zde tedy k U¢inné extrakci zbylého EE2 z inkubacni smési. V negativni
kontrole, coz byla MF inaktivovana povatrenim, vSak zfejm¢ nedoslo k extrakci EE2
nebo mohl byt vzorek Spatné derivatizovan a nemuselo dojit k pfechodu do plynné
faze. Otazkou tedy =zastava, zda by i1 v této negativni kontrole byl patrny pik
odpovidajici metabolitu, kdyby zde probchla extrakce EE2 se stejnou ucinnosti. U
smési bez NADPH je také vidét pik, ktery by mohl odpovidat metabolitu (Obr. 18), ale

1 zde je vidét, Ze nedoslo k extrakci EE2 se stejnou ucinnosti.

/ EE2 EE2-MF

-NADPH

Var. MF

LJ 0 625 - 0 -,.‘. s 0.0 .’é 5 75.0 i
¢as [min]

Obr. 18: Chromatogram z analyzy EE2. Na ose x je zobrazen Casovy usek, kde byl
metabolit predpokladan, Cervend Sipka oznacuje metabolit (1A), cernd Sipka pik
odpovidajici EE2 (EE2). Na ose y je zobrazen elektricky signal. EE2-MF- smés MF
exponovana EE2, -NADPH- smés bez pridavku NADPH-GS, Vai. MF- MF

inaktivovana povaienim.
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Zvysledkt MS vyplyva (Obr. 19), ze by se pravdépodobné mohlo jednat o
hydroxylovany derivat EE2 na nékteré z pozic steroidniho kruhu (RNDr Zdena
Kfesinova, tstni sdéleni). Metabolit svoji hmotnosti odpovida produktu degradace EE2
po derivatizaci, jedna se tedy o trimethylsilyl derivat. Metodu MS doslo tedy

K potvrzeni predpokladaného metabolitu.
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Obr. 19: Ukazka ziskaného hmotnostniho spektra vzorku obsahujici MF vystavenou

ptsobeni EE2. Cerna $ipka znaéi predpokladany metabolit.

Pozn. Vlastni analyza GC/MS byla provedena RNDr. Zdenou Kiesinovou.
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5 Souhrn

Vysledky dosazené v této bakalarské praci 1ze shrnout nasledovne:

e Schopnost ligninolytické houby P. ostreatus degradovat 17a-ethinylestradiol
in vivo byla v ramci bakalafské prace potvrzena. Inhibitor cytochromti P450 1-ABT

nem¢l na priabeéh degradace znatelny vliv.

e Metoda izolace mikrosomalni frakce houby P. ostreatus byla optimalizovana.
Rozruseni bunécné stény hub pomoci zmrazeni v kapalném dusiku a mechanického
rozetfeni je vhodnou technikou k ziskani aktivnich cytochromid P450, které byly

detekovany ve vSech izolovanych preparatech.

e Degradace 17a-ethinylestradiolu in vitro mikrosomalnim systémem houby
P. ostreatus byla pozorovana a jevi se nezavisla na druhu pouzité mikrosomalni
frakce, tedy kontrolni ¢i exponovanou EE2. V téchto experimentech inhibitor
1-ABT snizoval ucinnost degradace, coz nasvédCuje tomu, ze v piipadé

mikrosomalni frakce se na degradaci této latky opravdu podili cytochromy P450.

e Pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci byl navrzen moZzny metabolit

17a-ethinylestradiolu vznikly degradaci mikrosomalni frakci P. ostreatus.

e Ulohu cytochromiti P450 v procesu degradace 17a-ethinylestradiolu se nepodafilo

pln¢ objasnit. Patrné se na tomto procesu podili vice enzymovych systému.
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