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Abstract

This work is aimed at the study of the effect of 17a-ethinylestradiol (EE2) on the
production and characteristics of ligninolytic enzymes (laccase, Mn-dependent peroxidase
and lignin peroxidase) in 1. lacteus, T. versicolor, P. chrysosporium and P. ostreatus
cultures grown on two types of liquid media.

Enzyme activity production in fungal cultures was affected by the composition of
culture medium. In the case of P. chrysosporium, the addition of EE2 to the complex-
medium cultures led to a MnP activity stimulation and simultaneously LiP production was
partially repressed in these cultures. In the mineral MM medium, no effect of EE2 on
enzyme production by P. chrysosporium was observed. In EE2 treated MM cultures of P.
ostreatus lower MnP activities were found when compared to biotic controls. In the case of
T. versicolor cultures, the addition of EE2 to the complex medium caused laccase and LiP
stimulation in the cultures. In the MM medium, however, only laccase production was
affected by EE2. I lacteus MnP production was partially repressed by EE2 in MM
medium. In contrast to that, significantly higher MnP activities were detected in complex-
medium /. lacteus cultures after the treatment with EE2.

Further EE2 degradation by the fungal cultures was studied. The highest
degradation effeciency was observed in 1. lacteus and T. versicolor cultures that were able
to remove 10 mg/l of EE2 within 3 days of incubation. Degradation experiments in vitro
showed that laccase (7.versicolor) and MnP (I. lacteus) activity present in culture
supernatant and fungal mycelium played the key roles in EE2 degradation by the fungi.

Compared to biotic controls, a higher amount of MnP transcripts was detected in 1.
lacteus cultures degrading EE2 7 to 12 days after the addition of EE2. The addition of EE2
to T. versicolor cultures led to an increase in the transcription level of a specific laccase
encoding gene on day 2 of the cultivation. In addition to that, pl profiles of /. lacteus MnP
and T. versicolor laccase underwent changes during the culture cultivation. The results of
this work suggest that more than one regulation mechanism takes place in ligninolytic

enzyme production by white rot fungi. (The work is written in Czech)

Key words: 17a-ethinylestradiol, ligninolytic fungi, laccase, Mn-dependent peroxidase,

gene expression, quantitative real-time PCR



Abstrakt

V této praci byl studovan vliv 17a-ethinylestradiolu (EE2) na produkci a vlastnosti
ligninolytickych enzymt, lakasy (Lac), Mn-dependentni peroxidasy (MnP) a lignin
peroxidasy (LiP), u houbovych kultur 1. lacteus, T. versicolor, P. chrysosporium a P.
ostreatus kultivovanych v mineralnim (MM) a komplexnim mediu.

Efekt EE2 na enzymové aktivity v houbovych kulturach byl ovlivnén slozenim
kultiva¢niho media. V ptipadé¢ P. chrysosporium byla po ptidani EE2 stimulovana
v komplexnim mediu aktivita MnP a zaroven negativné ovlivnéna aktivita LiP. V. mediu
MM tento jev pozorovan nebyl. V kulturich MM P. ostreatus byla po ptidani EE2 zjisténa
nizsi hladina aktivity MnP ve srovnani s biologickymi kontrolami. U houby 7. versicolor
péstované na komplexnim mediu byl pozorovan stimula¢ni efekt EE2 na narist aktivity
Lac a LiP. V ptipad¢ media MM mél EE2 vyrazny vliv pouze na aktivitu Lac. V piipadé
kultur 1. lacteus péstovanych v mediu MM byl pozorovan mirny inhibi¢ni efekt EE2 na
enzymovou aktivitu MnP. Za pouziti komplexniho media byl naopak po piidani EE2
zjistén vyznamny narist aktivity MnP oproti kontrolam.

Studium degradace EE2 in vivo a in vitro v kulturich MM hub prokazalo, Ze
nejefektivné$i degradace EE2 probihala v kulturach 1. lacteus a T. versicolor, které byly
schopny odstranit EE2 béhem prvnich tfi dnti kultivace. Degradace EE2 témito kulturami
byla spojena senzymy obsazenymi v supernatantech a myceliu kultur. V ptipadé T.
versicolor hrala v degradaci hlavni roli pravdépodobné Lac a u I. lacteus pak MnP.

Kvantifikace transkripti genti pro MnP u kultur /. lacteus a pro Lac u kultur 7.
versicolor ukazala zvySenou hladinu mRNA MnP v kulturdch . lacteus stimulovanych
EE2 (7. az 12. den kultivace). Pfidani EE2 ke kulturdm 7. versicolor vedlo 2. den kultivace
k vyraznému zvySeni trankripce jednoho specifického genu lac. Vedle zmén urovné
transkripce dochézelo v houbovych kulturach v priabéhu kultivace i ke zménam profilu p/
Lac T. versicolor a MnP [ lacteus. Enzymové aktivity hub jsou tedy pravdépodobné

regulovany vice mechanismy nez jen na Grovni transkripce genu.

Klic¢ova slova: 170-ethinylestradiol, ligninolytické houby, lakasa, Mn-dependentni

peroxidasa, exprese gend, kvantitativni real-time PCR
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1. Uvod

Diplomova préce je zaméfena na studium exprese extracelularnich ligninolytickych
enzyml, lakasy a mangan-dependentni peroxidasy, v priabéhu degradace 17a-
ethinylestradiolu (EE2) pomoci vybranych hub bil¢ hniloby. Nejvétsi diraz a pozornost je
vénovana kvantifikaci exprese genti téchto enzymi v pribéhu biodegradace.

Intenzivni rist pramyslu v poslednich letech vedl ke kontaminaci Zivotniho
prostiedi velkym mnozstvim raznorodych chemickych latek, které se dostavaji pfedevsim
do povrchové 1 podzemni vody a pidy. Tyto latky maji také Casto velice neptiznivy vliv na
lidsky organismus. 17a-ethinylestradiol se do Zivotniho prostiedi dostdva prostfednictvim
odpadnich vod. Je pouzivan jako hormonalni antikoncepce. Clovék ho nedokéaze
metabolizovat a ve form¢ konjugathi s kyselinou glukuronovou a sulfdtem se dostava do
odpadnich vod. Z konjugati se uvoliiuje hydrolyzou v Cistickach odpadnich vod a
z odpadnich vod kontaminuje zivotni prostfedi. EE2 vykazuje silny estrogenni ucinek,
diky kterému dochézi k ovlivnéni zdravi ¢lovéka a vyvoje Zivocichl v prostfedi, napf.
ovlivnéni rozmnozovacich schopnosti. V houbach bilé hniloby byl v laboratornich
podminkach prokézan jejich potencial degradovat xenobiotika. Lze tedy usuzovat, ze by se
mohly wuplatnit 1 v realném wuziti pifi CiSténi odpadit kontaminovanych 170-
ethinylestradiolem. K tomu je ovSem tieba fadné¢ porozumét procesiim, kterymi degradace
polutantti probiha, a i fyziologii degradujicich kultur.

Tato prace byla vypracovana v Laboratofi environmentalni biotechnologie
Mikrobiologického ustavu AV CR jako soudast projektu, ktery se zabyva studiem
mechanismu degradace organickych polutanti, jako jsou naptiklad polycyklické
aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly, endokrinné disruptivni latky a synteticka
barviva, pomoci ligninolytickych hub, bakterii a kompostovanim.

Prace navazuje na téma laboratofe s vyuzitim molekuldrnich metod ke studiu
exprese enzymi v zavislosti na pfitomnosti pfirodniho polutantu, coz by mélo pfispét k
pochopeni procesii probihajicich v organismech, které ho degraduji. Exprese lakas a Mn-
dependetnich peroxidas (MnP) je v této praci zkoumdna na Urovni vlastnosti proteinti
sekretovanych do kultivacni tekutiny (enzymové aktivity, p/ proteind, degradacni potencial
enzymu) a sledovédna byla i1 stimulace transkripce gent kodujicich lakasu a MnP pomoci

kvantitativni real-time PCR.
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2. Cile prace

e Urceni lokalizace degrada¢ni aktivity pro 17a-ethinylestradiol (EE2) v kulturach
ligninolytickych hub T. versicolor, 1. lacteus, P. chrysosporium a P. ostreatus.

e Sledovani vlivu EE2 na expresi a aktivitu ligninolytickych enzyma v houbovych

kulturach:

o Kvantifikace genové exprese Lac 7. versicolor a MnP I. lacteus pomoci

qPCR.

o Detekce enzymovych aktivit v houbovych kulturach a studium jejich

vlastnosti (p/).
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3. Prehled literatury

3.1 Endokrinni disruptory (ED)

3.1.1 Negativni ucinky endokrinnich disruptorti (ED)

ED jsou latky, které narusuji hormonalni systém zvitrat a ¢lovéka a maji nezadouci
efekt na vyvoj reprodukénich organii a jejich spravnou funkci. V zavislosti na charakteru
latky mohou blokovat receptory hormont, napodobuji funkci pfirozenych hormonii nebo
ovliviiuji syntézu hormoni na transkripcni nebo translac¢ni urovni [Tyler et al., 1998]. Mezi
tyto latky jsou fazeny napiiklad 17a-ethinylestradiol (EE2), nonylfenol, bisfenol A nebo
nekteré pesticidy [Cabana et al., 2007].

Béhem nékolika poslednich dekéd bylo do Zivotniho prostfedi uvolnéno mnoho
endokrinné disruptivnich latek. Naptiklad znecisténi zpisobené pesticidy vyvolalo
navyseni mortality samct v populaci lososii, malformace gonad u americkych aligatort a
snizeni populace tulenii v Baltském moti [McKinlay et al.,, 2008]. EE2 pfitomny
v odpadnich vodéach byl identifikovan jako hlavni ED s estrogennim uc¢inkem (ovliviiuje
funkci lidského estrogenniho receptoru) [Desbrow et al., 1998]. Estrogenni latky svym
ptisobenim na hormonalni signalni drahy mohou také zptsobit rtst lidskych prsnich nadort
u lidi [Soto et al., 1991]. Pro své negativni u¢inky ziskaly ED a jejich sledovani v zivotnim

prostiedi pozornost mnoha védeckych pracovniki.

3.1.2 17a-ethinylestradiol (EE2)

EE2, studovany v této praci, je synteticky derivat pfirozeného estrogenu pouzivany
jako aktivni soucdst hormondlni antikoncepce. Zakladem struktury jak pfirozenych
(estron, 17a-estradiol, 17pB-estradiol, estriol), tak synteticky estrogeni (17a-
ethinylestradiol, mestranol) je cyklopentanfenanthrenové jadro. Struktura EE2 se
vyznacuje ethinylovou skupinou, kterd je substituované na uhliku C17 [Ying et al., 2002;
Combalbert & Hernandez-Raquet, 2010, Obr. 1, str. 14]. Pfedpoklada se, Ze ethinylova
skupina EE2 stéricky brani vazb¢ receptor-substrat a metabolismu EE2 [Pauwels et al.,

2008].

13



Obr. 1 Struktura 17a-ethinylestradiolu

Pfirozené¢ a syntetické estrogeny jsou uvadény jako hlavni pfi¢ina estrogenni
aktivity odpadnich vod v Cistickach. Nejvétsi podil na tom nese pravé EE2, déle pak
estradiol a v mensi mife estron [Pauwels et al., 2008]. Rozpustnost ptirozenych estrogenti
se pohybuje cca kolem 13 mg/l, kdezto EE2 ma rozpustnost mnohem nizsi (pohybuje se
kolem 4,8 mg/l) [Ying et al., 2002]. Estrogeny se do odpadnich vod dostavaji predevsim
moc¢i vylucovanou z lidského organismu Zen, kde se vytvaii pfirozenou produkci a
pouzitim hormonalni antikoncepce. Se zcela nahodilym uvoliiovanim odpadnich vod do
zivotniho prostiedi mohou byt estrogeny nalezeny v fekach, jezerech a dokonce i
v oceanech [Pauwels et al., 2008; Froehner et al., 2011]. Druhym hlavnim zdrojem
steroidnich hormonil jsou hospodaiska zvitfata (ovce, skot, prasata, dritbez), stejné jako
ostatni zvifata [Ying et al., 2002]. EE2 je odolny estrogen, ktery mlize zplsobit feminizaci
vodnich organismi a tak poruchy v reprodukci [Pauwels et al., 2008]. Pfitomnost
steroidnich latek v zivotnim prostiedi mize mit vliv nejen na volné Zijici Zivocichy, ale
také na lidskou populaci a rostliny [Ying et al., 2002]. Vyskyt estrogenti v povrchovych a
podzemnich vodéach je pravdépodobné zplisoben hnojenim zemédélské pidy, coz muze
vést k jejich pohybu. Kontaminace pochazi z hnojiv a zpracovaného trusu [Ying et al.,
2002].

U lidi a zvitat prochazeji estrogeny fadou transformacnich reakci, a to pfedevsim
v jatrech. Casto dochazi napf. k oxidaci, hydroxylaci nebo methylaci jesté pred koneénou

konjugaci s kyselinou glukuronovou nebo sulfatem. Napt. antikoncepéni slozka mestranol
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je po podani ptevedena demethylaci na EE2. EE2 je pak eliminovan v podob¢ konjugatli a
vylucovan hlavné ve formé neaktivnich konjugatii s kyselinou sirovou a glukuronovou.
Ackoliv steroidni konjugaty nemaji piimou biologickou aktivitu, mohou pusobit jako
prekurzory hormonti, hydrolyzovatelné na volné steroidy. Ptitomnosti mikroorganismui v
odpadnich vodach jsou totiz neaktivni konjugaty estrogent $tépeny a aktivni estrogeny

jsou uvoliovany do prostfedi [Ternes et al., 1999; Ying et al., 2002].

3.2 Houby bilé hniloby (ligninolytické houby)

Houby bil¢ hniloby (anglicky ,,white rot“ fungi), které patifi mezi dievokazné
basidiomycetni houby, jsou zndmé pro sviij jedineCny enzymovy systém schopny
degradovat lignin. Své pojmenovani ziskaly piedev§im z toho diivodu, ze po degradaci
ligninu dochéazi k vybéleni dieva. Vedle degradace ligninu jsou tyto houby schopny
degradovat i celou fadu polutanti Zivotniho prostfedi [McMullan et al., 2001; Susla &
Svobodova, 2006; Asgher et al., 2008]. Houby bilé hniloby také mineralizuji (oxiduji na
oxid uhlicity) nékteré chemikalie, které jsou jiz vysoce oxidované. Obecné se predpoklada,
ze tato biodegradacni schopnost hub souvisi s jejich ligninolytickym enzymovym aparatem
[Aust, 1995; Asgher et al., 2008].

Z ekologického hlediska jsou basidiomycetni houby, pro svou schopnost
degradovat nebo modifikovat lignin, v pfirod¢ hlavnimi dfevnimi Skidci. Umi piekonat
obtize pfi rozkladu dieva vcetné nizkého obsahu dusiku a pfitomnosti toxickych a
antibiotickych latek. Degradace ligninu nebo jeho modifikace témito houbami je kliCovy
krok v rozkladu ligninocelulosy [Martinez et al., 2005]. Tato prace je zaméiena na studium
Ctyt zastupcl hub bilé hniloby, a to Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus,
Trametes versicolor a Irpex lacteus.

P. chrysosporium se v osmdesatych letech 20. stoleti stala prvnim modelovym
organismem vhodnym pro studium biodegradac¢niho potencidlu hub bilé hniloby poté, co
byla popsana jeji schopnost degradovat rizné environmentalné nebezpecné latky [Bumpus
et al., 1985; Eaton, 1985]. P. chrysosporium produkuje hlavné rtizné formy mangan-
dependentni peroxidasy (MnP) a ligninperoxidasy (LiP) a jeji ligninolyticky systém je
atypicky nedostatkem lakasové aktivity [Hatakka, 1994]. Na rozdil od toho 7. versicolor
produkuje lakasu, LiP, MnP a arylalkoholoxidasu, ale pro oxidaci ligninu primarné

vyuziva jen lakasu a MnP [Hatakka, 1994]. Ligninolyticky systém P. ostreatus, obdobné
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jako u jinych hub skupiny Agaricaceae, pak obsahuje predevSim lakasu a
arylalkoholoxidasu [Hatakka, 1994]. Déle byla v této houbé detekovana také MnP a jiné
peroxidasy [Bekker et al., 1992; Faraco et al., 2007]. I. lacteus roste obvykle na mrtvém
dievé. Byl izolovan z piidy agroekosystémi v USA [shrnuto v praci Novotného et al.,
2009]. Tato houba je znama jako efektivni rozkladac ligninu. Jeji vysoky biotechnologicky
vyznam a studie, zabyvajici se jejim enzymovym aparatem, byly nedavno shrnuty v praci

Novotného a spolupracovnikii.[2009].

3.3 Enzymy ligninolvytickyvch hub

Ligninolytické houby produkuji rtzné isoformy extracelularnich enzymad,
konkrétné oxidoreduktas, zahrnujici dva hlavni typy peroxidas, manganovou peroxidasu
(MnP) a ligninperoxidasu (LiP), a fenoloxidasu, lakasu (Lac). Tyto enzymy, modifikujici
lignin, jsou produkovany houbami bilé hniloby béhem jejich sekunddrniho metabolismu.
Podileji se predevsim na degradaci ligninu, jejich pfirozeného substratu [Wesenberg et al.,
2003]. K degradaci ligninu dochéazi béhem sekundarniho metabolismu jen proto, ze lignin
neslouzi jako zdroj Zivin, nybrZ je jeho degradaci umoznén piistup k zivinam, které jsou
pod nim [Jeffries, 1990]. Diky nizké substratové specifité¢ ovSem mohou enzymy oxidovat i
rizné cizorodé latky, vcetné naptiklad barviv, které jsou ligninu strukturné podobné
[Wesenberg et al., 2003]. Syntéza a sekrece téchto enzyml je casto ,,spousSténa‘

nedostateCnym pfisunem zivin, vétSinou uhliku nebo dusiku [Wesenberg et al., 2003].

3.3.1 Ligninperoxidasa (LiP, E.C. 1.11.1.14)

Jedna se o extracelularni N-glykosylovany enzym s molekulovou hmotnosti mezi
38 a 47 kDa obsahujici hem v aktivnim misté. LiP katalyzuje oxidaci nefenolickych
aromatickych struktur ligninu a podobnych sloufenin za tvorby reaktivnich radikala
[Wesenberg et al., 2003, Obr. 2, str. 17]. Cely mechanismus zacina tvorbou aryl
kationradikalu (slouceniny I) za spotfeby endogenné vytvaien¢ho H,O,, ¢imz dochazi
k oxidaci ligninperoxidasy a tim ke ztraté dvou elektronti. Slouc¢enina I oxiduje prvni
molekulu substratu, tim ztraci jeden elektron a vytvaii se sloucenina II. Sloucenina II
oxiduje dals§i molekulu substratu a tak se enzym vraci do nativniho stavu. V ptipadé

vysoké koncentrace H,O, a nedostatku substratu mize byt slouc¢enina II pieménéna na
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slouceninu III (neaktivni forma enzymu). Tomu lze zabranit pfitomnosti aromatickych
latek jako je veratrylalkohol a tryptofan a tak umoznit dokonceni cyklu LiP [Wesenberg et
al., 2003].

3.3.2 Mangan-dependentni peroxidasa (MnP, E.C. 1.11.1.13)

MnP patii mezi nejbéznéjsi ligninolytické peroxidasy, které jsou produkovany
témef vSemi basidiomycetnimi houbami bilé hniloby [Wesenberg et al., 2003]. Jedna se o
glykosylované glykoproteiny obsahujici protoporfyrin IX (hem) jako prostetickou skupinu,
s molekulovou hmotnosti mezi 32 a 62,5 kDa. MnP prednostné oxiduje Mn>" na Mn®",
ktery je stabilizovan chelatory, kterymi jsou dikarboxylové kyseliny, jako je naptiklad
kyselina §tavelové, kterd je taktéz houbami produkovana. Chelatovany Mn’" je vysoce
reaktivni a nésledné oxiduje substrat lignin stejn¢ jako cizorodé latky [Wesenberg et al.,
2003]. MnP takto oxiduje jak fenolické, tak nefenolické jednotky ligninu [Martinez et al.,
2005]. Katalyticky cyklus enzymu je obdobny LiP (Obr. 2) a enzym se po oxidaci Mn*"
slouceninou I vraci do nativniho stavu ptes tvorbu slouceniny II a oxidaci druhého iontu

Mn?". K reakci enzymu je tfeba H>O».

native compound |
peroxidase [R-OOH] )
N H202 HQO "
= + :
P

substrate
(RH or Mnz2*)

P product, radical
~+  (Rs+ H* or Mn3*)
‘H

o) substrate

_ product, radical
ﬁh 4+ (RH or Mn?+) (Re + H* or Mn3*)
&-. € e .
compound Il ) compound Il
H,O H,0,

Obr. 2 Schéma katalytického cyklu peroxidas (LiP a MnP) [Wesenberg et al., 2003]
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3.3.3 Versatilni peroxidasa (VP, E.C. 1.11.1.16)

Tietim typem ligninolytickych peroxidas je versatilni (univerzalni) peroxidasa,
kterou lze povazovat za hybrid mezi MnP a LiP. MiZe oxidovat nejen Mn”', ale také
fenolické a nefenolické aromatické slouceniny. Tato peroxidasa byla nalezena v houbach

rodu Pleurotus a Bjerkandera [Wesenberg et al., 2003].

3.3.4 Lakasa (Lac, E.C. 1.10.3.2)

Tento enzym patii do skupiny N-glykosylovanych extraceluldrnich ,,modrych*
oxidas s molekulovou hmotnosti 60 — 390 kDa, obsahujici ¢tyfi atomy médi v aktivnim
centru. V pfipad€¢ nativniho enzymu je méd’ v oxidacnim cisle 2+. Lakasa katalyzuje
oxidaci aromatickych donorti vodiku za soucasné redukce kysliku na vodu [Wesenberg et
al., 2003, Obr. 3]. Tato fenoloxidasa mé nizky redoxni potencial, ktery umoznuje pfimou
oxidaci pouze fenolickych jednotek ligninu. Fenolické jednotky ligninu jsou pfitom

zastoupeny v mén¢ jak 10 % celkového polymeru ligninu [Martinez et al., 2005].

reduced cu’ + peroxide-level
laccase ( - 0, HO_O-C“ intermediate
+ + 2+ 2+
CutO:Cu ; Cu.,-Cu
H H v
+ +
Cu Cu
H2
4 A~ H,0
4 AH
2+ 2+
Cu Cu
H0r 24 H Q2 o
Cun?,Cu — Cux?fCu
resting H o, H ,, native
enzyme Cu Cu intermediate

Obr. 3 Katalyticky cyklus lakasy [Wesenberg et al., 2003]

18



3.3.5 Ostatni enzymy souvisejici s degradaci ligninu

Mezi ostatni enzymy tvofici ligninolyticky aparat hub patii tzv. pomocné enzymy,
které nejsou schopné samostatné rozkladat lignin. Jsou to napiiklad glyoxaloxidasa a
superoxiddismutasa zajist'ujici intracelularni produkci peroxidu vodiku (H,05), kosubstratu
LiP a MnP, dale glukosaoxidasa, arylalkoholoxidasa a cellobiosadehydrogenasa

podilejicich na propojeni ligninolysy s degradaci celulosy a hemicelulosy [Wesenberg et

al., 2003].

3.3.6 Geny kodujici ligninolytické enzymy

3.3.6.1 Geny kodujict ligninolytické peroxidasy

Ligninolytické enzymy jsou v houbach kédovany rodinou gend, ktera umozinuje
komplexni regulaci a produkci riznych isoforem enzymut [Pointing, 2001]. Isoenzymy
ligninolytickych peroxidas jsou tedy casto kddovany rozdilnymi geny a jejich alelami.
Nékteré isoformy LiP jsou vSak produkoviany enzymovou defosforylaci jejich
sacharidovych slozek [Kuan & Tien, 1989; Rothschild et al., 1997]. Nejedna se tedy o
pravé isoenzymy. Predpokladané sekvence aminokyselin LiP [Tien & Tu, 1987] a MnP P.
chrysosporium [Pribnow et al., 1989; Pease et al., 1989] byly zjiStény jiz po odhaleni
tohoto enzymu. Ziskany byly klonovdnim a sekvenovanim cDNA isoenzymu H8 LiP
(oznaceni peroxidasy od kmene BKM-F-1767) a isoenzymu 1 MnP (oznaeni od kmene
OGC101). V soucasné¢ dobé je zndmo vice nez 20 sekvenci genomovych a cDNA klont
z raznych kmena P. chrysosporium odpovidajicich isoenzymim LiP, MnP1, MnP2 (= H4)
a MnP3 [shrnuto v Martinez et al., 2002].

Identifikace genti pro LiP byla zprvu komplikovéna riznymi nazvy pouZzivanymi
v n¢kolika laboratofich pracujicich se ttemi kmeny P. chrysosporium. Jednotné oznaceni
gent [ip P. chrysosporium zahrnuje geny lipA az lipJ, kazdy z nich s riznymi alelickymi
formami [Gaskell et al., 1994; Cullen, 1997; Stewart & Cullen, 1999]. Navic je znamo, Ze
isoenzym oznaceny jako LiPH2 je kédovan genem /ipD, proteiny (isoenzymy) typu LiPH8
jsou kodovany geny lipA, lipB, lipE a lipH, a isoenzym LiPH10 je kodovan /ipC. Dalsi
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exprimované proteiny nejsou dosud definitivné identifikované, i kdyz nékteré z nich (napf.
lipF) pravdépodobné koduji dalsi proteiny typu LiPH8 [Martinez, 2002].

Dalsi geny ligninolytickych peroxidas a jejich c¢cDNA byly klonované a
sekvenované z jinych ligninolytickych hub, zahrnujicich napt. pravé 7. versicolor
[Johansson & Nyman, 1996] a P. ostreatus [Asada et al., 1995; Giardina et al., 2000]. Tti
geny kodujici peroxidasy v Pleurotus maji nejvyssi pocet intronti (15 s podobnou velikosti
a uspotradanim) a jsou charakterizovany malou velikosti exond. Vysoky pocet intronii je
pritomny také v genu pgv z T. versicolor (12 intronll), ktery koduje hypoteticky protein,
ktery by se mohl podilet na vlastnostech typu LiP a MnP [Jonsson et al., 1994]. Pocet
intronti v genech kodujici LiP v P. chrysosporium (8 — 9 introntl) a isoenzymy MnP (6 — 7
intronll) byl nizsi, stejné€ jako byl nalezen v jinych genech peroxidas z 7. versicolor (pouze
5 — 6 intron) [Martinez, 2002]. Pozice introni v genech pro peroxidasy je relativné
konzervovéana a podle jejich rozlozeni byly také charakterizovany jednotlivé podskupiny
v rodinach gent [Martinez, 2002].

Nové byly také identifikovany dva geny pro MnP z houby Physisporinus rivulosus
[Hakala et al., 2006]. Geny vykéazaly nizkou vzajemnou strukturni podobnost (v pozicich
intronll). Z Bjerkandera sp. byl izolovan gen pro versatilni peroxidasu [Moreira et al.,
2005]. Z divodl umoznéni studia funkce jednotlivych isoenzyml byl gen pro MnP
zhouby Dichomitus squalens transformovan a heterologné¢ exprimovan v P.
chrysosporium [Li et al., 2001]. Obdobn¢ byl gen mnp2 P. ostreatus kdédujici versatilni
peroxidasu exprimovan homologné v P. ostreatus pod kontrolou promotoru sdil
[Tsukihara et al., 2006]. Molekularni techniky PCR umoznily i identifikaci zcela novych
enzymu a jejich genii. U houby P. ostreatus byl identifikovan a charakterizovan gen pro
peroxidasu DyP dekolorizujici barviva [Faraco et al., 2007], ktera ptfedstavuje zcela novou
skupinu houbovych peroxidas.

Exprese genti kodujicich peroxidasy, MnP a LiP, v P. chrysosporium je regulovana
na urovni transkripce genu vycerpanim zivin dusiku a uhliku nebo mnozstvim
manganatych ionti [Reddy & D’'Souza, 1994; Martinez, 2002]. K dalSim regulatoriim
genové transkripce patii také peroxid vodiku, molekularni kyslik, nebo jiny chemicky stres
[Li et al., 1995; Scheel et al., 2000]. Zatim jsou vSak minimalni znalosti o tom, jak je na
urovni transkripce regulovana produkce jednotlivych isoenzyml. U houby P. rivulosus

bylo zatim popsano, Ze jednotlivé, strukturné odlisné geny pro MnP, mnpA a mnpB, mohou
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rozli¥n& reagovat na stimulaci transkripce riznymi aditivy, jako je veratrylalkohol a Mn*"

[Hakala et al., 2006].

3.3.6.2 Geny kodujici lakasu (Lac)

Gen pro lakasu byl jako prvni identifikovdn u ascomycetni houby Neurospora
crassa [Germann & Lerch, 1986; German et al., 1988]. Nasledné pak byly publikovany
sekvence genti z dalSich zdroji, jako napi. ascomycétni houby Aspergillus nidulans a
basidiomycetnich hub Coriolus hirsutus, Phlebia radiata a Agaricus bisporus [Thurston,
1994]. Moderni analyza celych genomi hub ukdzala existenci vicecetnych genti pro
médnaté oxidasy, mezi které Lac patii [Kues & Ruhl, 2011]. Dosud nejvétsi rodina gent
kodujicich Lac byla popsana u koprofilni houby Coprinopsis cinerea. Po rozlusténi
genomu bylo u této houby identifikovano 17 genG pro Lac, které byly na zakladé
podobnosti proteinovych produktll a pozice intronli v genech rozdéleny do dvou podrodin
[Kilaru et al., 2006]. Fylogeneticka analyza dale ukazala na moznost postupné duplikace
nekterych gent /cc v genomu této houby a podobnost sekvenci nékterych gent
s ferroxidasami, jinymi zastupci méd’natych oxidas [Kilaru et al., 2006].

P. ostreatus produkuje nékolik isoenzymi Lac [Giardina et al., 1996; Giardina et
al., 1999; Palmieri et al., 2003; Giardina et al., 2007], z nichz fenoloxidasa C (POXC) je
nejhojnéjSim isoenzymem produkovanym za vsSech testovanych rtstovych podminek
[Palmieri et al., 2000]. Isoenzym POXAlw vykazuje zvlastni rozdily s ohledem na jeho
obsah kovu. Misto ¢tyf charakteristickych iontli médi tento enzym obsahuje dva ionty
zinku, jeden iont zeleza a jen jeden iont médi [Palmieri et al., 1997]. Z gent kodujicich
tyto isoenzymy byly dosud identifikovany poxc (dfive pox2), poxI (kéduje isoenzym Lac,
ktery nebyl dosud identifikovan), poxalb a poxa3 (kédujici enzym POXA3) [Giardina et
al., 1995; Giardina et al., 1996; Giardina et al., 1999; Palmieri et al., 2003].

Vsechny sekvence genu typickych lakas koéduji polypeptidy o cca 520 — 550
aminokyselinovych (AMK) zbytcich. Jeden cysteylovy a deset histidylovych zbytki se
ucastni vazby Ctyi ionth médi v molekule Lac. Téchto 11 AMK zbytki a dals$i odpovédné
za konformaci molekuly a vazbu substratu jsou rozmistény v konzervovanych oblastech
proteinu [Kumar et al., 2003; Larrondo et al., 2003], kterym odpovidd i konzervace

sekvence gend. Na zakladé konsensualnich sekvenci téchto specifickych oblasti genti lakas
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byly vytvoreny techniky PCR vhodné pro izolaci lakasovych gent a studium jejich exprese
[DSouza et al., 1996; Hoshida et al., 2001; Gonzalez et al., 2003a; Luis et al., 2005].

Vyhledavani typickych sekvenci pro Lac v genomu P. chrysosporium, kterd je
povazovana za houbu neprodukujici Lac, vedlo k objeveni ¢tyt sekvenci (mcol az mco4)
kédujicich méd’naté oxidasy [Larrondo et al., 2004]. Strukturni analyza a heterologni
exprese mcol ukdzaly, ze jde o odlisné oxidasy se silnou feroxidasovou aktivitou.

Mezi nejlépe prostudované lakasy patii Lac T. versicolor. Casto pouZivany systém
klasifikace isoenzymu Lac T. versicolor podle jejich p/ [napt. v Arana-Cuenca et al., 2004;
Fujihiro et al., 2009] byl neddvno pozménén podle vysledkt fylogenetickych srovnéani
znamych sekvenci Lac 7. versicolor [Necochea et al., 2005]. Nékteré studie [Moldes et al.,
2004; Koschorreck et al., 2008] dokumentuji, ze jednotlivé isoenzymy 7. versicolor Lac
maji navzajem odlisné katalytické vlastnosti.

Dosud bylo detekovéano a klonovano nékolik genti kodujicich Lac z riznych kment
Trametes sp. a T. versicolor a jejich mozné alelické varianty [Gonzalez et al., 2003b;
Klonowska et al., 2005; Necochea et al., 2005; Koschorreck et al., 2008]. Diky klonovani
gentl Lac a jejich heterologni exprese mohly byt také jednotlivé popsany 1 vlastnosti diive
nedetekované nebo jen malo exprimované Lac Trametes sp. C30, LAC1 a LAC3
[Klonowska et al., 2005], ¢i nové varianty Lac 7. versicolor [Necochea et al., 2005].

Existujici skala gent kodujicich Lac a z nich exprimovanych isoenzymi nabizi
houbam Sirokou moznost regulace a reakce na zmény prostfedi. Piesto zatim nebylo
nalezeno spojeni mezi distribuci genit Lac u hub a jejich Zivotnim stylem [Kues & Ruhl,
2011]. Nebylo zatim ani pln€ objasnéno, jakou funkci maji jednotlivé isoenzymy/geny v
houbovych kulturach in vivo a mechanismus regulace jejich rozdilné exprese. Je znamo, ze
transkripce genti kodujicich Lac je u hub obecné regulovana kovy, riznymi aromatickymi
latkami strukturné podobnymi ligninu, ¢i koncentraci zdroji dusiku a uhliku [Piscitelli et
al., 2011], a ptislusné regulacni oblasti byly detekovany v promotorovych oblastech genti
[shrnuto v Piscitelli et al., 2011].

U P. ostreatus byla demonstrovdna odliSna mira indukce transkripce jednotlivych
gentl isoenzymil fenoloxidas (POX) v odpovéd’ na indukci méd’natymi ionty [Palmieri et
al., 2000]. Nejvice byla za studovanych podminek indukovéna transkripce genu poxalb,
jehoz indukce v této studii korelovala s aktivitou pfislusného enzymu. Pozorovana
diskrepance mezi hladinami transkriptu a proteinu byla objasnéna moznou nitrobuné¢nou

lokalizaci enzymu a nestabilitou proteinu [Palmieri et al., 2000]. Tfi geny pro Lac u
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Trametes sp.1-62, lccl, lcc2 a lcc3, byly odlisSné exprimovany v pfitomnosti riiznych
aromatickych latek [Terron et al., 2004]. Jiz diive byla popsana odli$na regulace téchto tfi
genli v odpovéd’ na veratrylalkohol a jeho dva izomery [Gonzalez et al., 2003a]. Mira
indukce genti aromatickymi latkami pozorovana v praci Terrona et al. [2004] vSak
neodpovidala zjisténym enzymovym aktivitam. Naopak studie s Trametes sp. AH28-2
[Xiao et al., 2006] ukazala, ze akumulace transkriptd LacA a LacB, které byly odlisné
indukovéany o-toluidinem a 3,5-dihydroxytoluenem, korelovala se vzristajici aktivitou

vvvvvv

Trametes.

3.4 Biodegradac¢ni potencial ligninolytickych hub a jejich enzymu

Diky nizké substratové specifité extracelularnich enzymit jsou ligninolytické houby
schopné odbouravani riznych aromatickych latek, dokonce i téch s nizkou rozpustnosti ve
vod¢ [Cajthaml et al., 2009b]. V mnoha piipadech jsou houby bil¢ hniloby jediny
organismus, ktery ma schopnost tyto latky rozkladat [Reddy, 1995; Pointing, 2001].
Ligninolytické enzymy jsou schopné transformace in vitro a mineralizace Siroké fady
vysoce odolnych organopolutantii se strukturou podobnou ligninu, i piesto neni Ucast

téchto enzymt v biodegradaci latek realnymi kulturami hub dosud zcela vyjasnéna.

3.4.1 Biodegradace muni¢niho odpadu

Bezpecna likvidace muni¢niho odpadu je neustdlym problémem. Ptindsi nebezpeci
exploze, ale soucasti sloucenin jsou také toxické a perzistentni v zivotnim prostiedi.
Ptichazi do kontaktu predevsim s piidou a podzemni vodou [Pointing, 2001].

Jednou ze sloucenin je 2,4,6-trinitrotoluen (TNT). Houby bilé hniloby jsou schopné
oxidacni pfemény TNT a nabizeji tak potencidl pro mineralizaci vybu$nin [Bennett et al.,
1995; Pointing, 2001]. Nékteré houby bilé hniloby jsou schopné pfeménit TNT na
dinitrotoluen (DNT) [Donnelly et al., 1997] a dale pak DNT degradovat a mineralizovat na
oxid uhli¢ity. Piikladem je P. chrysosporium, ktera byla pouzita v n€kolika degradacnich
studiich [Bumpus & Tatarko, 1994; Hawari et al., 1999; Jackson et al., 1999; Hodgson et
al., 2000]. Této degradace se ucastni ligninolytické enzymy, konkrétné¢ MnP [Scheibner &
Hofrichter, 1998]. Kim & Song [2000; 2003] ukazali, Ze metabolismus TNT u houby /.
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lacteus zahrnuje na rozdil od jinych hub dvé mozné pocatecni transformace. Pii jedné
znich je nitroskupina odstranéna z aromatického kruhu, zatimco v druhé metabolické
draze jsou nitroskupiny TNT redukovany pies hydroxylaminy na aminoskupiny.

Degradace se tak tedy pravdépodobné iCastni 1 jiné enzymy nez MnP.

3.4.2 Biodegradace polychlorovanych bifenyla

Diky dlouhodobému pouzivani polychlorovanych bifenyla (PCB) v primyslu jsou
tyto latky nyni pfitomné v zivotnim prostiedi, ve kterém pretrvavaji a maji toxické t€inky
[Pointing, 2001]. Rada studii prokazala, Ze houby bilé hniloby, jako napiiklad Coriolopsis
polyzona, P. chrysosporium, P. ostreatus a T. versicolor jsou schopné odstranit PCB
[Zeddel et al., 1993; Yadav et al., 1995; Novotny et al., 1997]. Studie, ve kterych byly
pouzity PCB znagené '*C, ukézaly, ze P. chrysosporium [Dietrich et al., 1995] a T.
versicolor [Beaudette et al., 2000] jsou schopné mineralizovat PCB, ale pfesna role
ligninolytickych enzymt v tomto procesu neni zatim zcela jasna.

Lakasy z T. versicolor a P. ostreatus byly testovany z hlediska jejich schopnosti
degradovat hydroxy-PCB za podminek in vitro [Keum & Li, 2004]. Bylo ukézano, zZe
lakasa 7. versicolor degraduje tyto latky rychleji nez enzym P. ostreatus a degradacni
rychlost pfitom klesd se vzristajicim stupném chlorace latek. Degradace tetra- a hexa-
kongenerti lakasou 7. versicolor vyzadovala piitomnost dalSich mediatori reakce.
Obdobné¢ byla demonstrovana schopnost exoenzymt 7. versicolor odstraiiovat
»Koplanarni* a hydroxylované kongenery PCB [Takagi et al., 2007]. Navic Fujihiro et al.
[2009] nedavno popsal rozdilné substratové specifity jednotlivych isoenzymt lakasy 7.
versicolor vii€i hydroxy-PCB. Tyto studie tak podporuji domnélou ucast ligninolytickych
enzymu v degradaci PCB houbami bil¢ hniloby.

3.4.3 Biodegradace polycyklickych aromatickych uhlovodiki

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou benzenové homology tvofené
spojenim &tyf a vice benzenovych kruhil. Rada PAH pochazi z piirodnich olejovych
lozisek a rozkladu vegetace, kromé toho vznikaji i lidskou €innosti pouzivanim fosilnich
paliv pii topeni a vyrobé energie, spalovanim dreva, automobilovou dopravou, spalovanim

odpadu a primyslovymi procesy [Alloway & Ayres, 1993]. Tyto slouceniny ptedstavuji
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obrovsky problém z hlediska toxicity a pretrvavani v zivotnim prostiedi. Houby bilé
hniloby jsou organismy schopné PAH mineralizovat [Gramss et al., 1998] a mira
mineralizace koreluje s produkei ligninolytickych enzymu [Field et al., 1992; Sack et al.,
1997]. Tyto houby jsou schopné oxidovat PAH za podminek in vitro a vyuzivaji k tomu
lakasy a ligninolytické peroxidasy [Majcherczyk et al., 1998; Eibes et al., 2006; Baborova
et al., 2006].

Mezi prvni houby bilé hniloby, u kterych byla tato vlastnost popsana, patii napt. P.
chrysosporium [Bumpus, 1989] a T. versicolor [Morgan et al., 1991]. Extracelularni LiP
z P. chrysosporium byla mezi prvnimi, u které byla prokdzana schopnost oxidovat PAH
[Hammel et al., 1986; Bumpus, 1989]. LiP piimo katalyzuje jednoelektronovou oxidaci
aromatickych substratl. Podle jiné prace hraje v degradaci PAH klicovou roli MnP [Bogan
& Lamar, 1995]. Majcherczyk et al. [1998] identifikovali nc€kolik produktl Stépeni
aromatického kruhu acenafthalenu a acenafthenu po Stépeni téchto latek lakasou T.
versicolor [Johannes et al., 1998; Majcherczyk et al., 1998]. V pozd¢&jsi praci struktury
metabolith fenanthrenu, anthracenu, fluoranthenu a pyrenu z kultur 1. lacteus ukazaly na
ucast ligninolytickych peroxidas a systému cytochromu P450 v degradaci téchto latek.
Role MnP ze stejné houby v degradaci anthracenu byla pak potvrzena identifikaci produktu
Stépeni aromatického jadra timto enzymem, 2-(2’-hydroxybenzoyl)benzoové kyseliny

[Baborova et al., 2006].

3.4.4 Biodegradace syntetickych barviv

Syntetickd barviva jsou chemicky riznoroda [Pointing, 2001]. Jsou znaéné
pouzivana v biomedicin€, potravinafstvi, v primyslu pro zpracovavani plasti a textilnim
pramyslu, kde se odhaduje, ze 10 - 14 % barviv se béhem procest barveni dostava do
odpadnich vod [Vaidya & Datye, 1982]. Stejné jako v ptedchozich ptipadech jsou tyto
chemikalie odbouratelné houbami bilé hniloby, které jsou schopné dekolorizovat Sirokou
Skalu azo, trifenylmethanovych i heterocyklickych barviv [Pasti-Grigsby et al., 1992;
Pointing, 2000]. Dekolorizace barviv houbami byla v posledni dob¢ shrnuta v rznych
pracech [Pointing, 2001; McMullan et al., 2001; Kaushik & Malik, 2009].

Velkd pozornost byla vénovana také tcasti ligninolytickych enzymu
v dekolorizac¢nich reakcich. LiP z P. chrysosporium byla schopna dekolorizovat azo,

trifenylmethanova a heterocyklicka barviva v pfitomnosti veratrylalkoholu a H,O, [Cripps
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et al., 1990; Ollikka et al., 1993]. MnP z Bjerkandera adusta a Pleurotus eryngii také
katalyzuje dekolorizaci riznych barviv [Heinfling et al., 1998]. Role enzymu degradujicich
lignin v dekolorizaci barviv byla potvrzena studiemi in vitro, s purifikovanymi enzymy
[Pointing, 2001; Wesenberg et al.,, 2003; Husain, 2010]. Pouzita byla také ftada
nizkomolekularnich mediétora reakei s cilem zvysit dekoloriza¢ni potencial téchto enzymii
[Husain & Husain, 2008]. Nedavno byl u houby P. ostreatus [Faraco et al., 2007] a i u
jinych [Shimokawa et al., 2009] také objeven zcela novy enzym peroxidasa DyP
dekolorizujici barviva, ktera oxiduje barviva s vysokym redox potencidlem [Liers et al.,

2010].

3.4.5 Biodegradace EE2

Pro sviij endokrinné disruptivni charakter se EE2 stal predmétem mnoha pokust,
které se pokouseji EE2 z prostiedi odstranit nebo alespon snizit jeho estrogenni aktivitu a
to pouzitim riznych mikroorganismil. Snahou je tedy identifikovat mikroorganismy, které
jsou schopné EE2 transformovat a objasnit metabolické procesy, které mohou ke ztraté
estrogenni aktivity vést.

V anaerobnim prosttedi bylo v pfipad¢ bakterialni degradace vysledkem hromadéni
EE2 a jinych estrogenii v prostfedi misto o¢ekavané degradace [Czajka & Londry, 2006].
Degradace EE2 byla pozorovana za aerobnich podminek [Ying & Kookana, 2003; Sarmah
& Northcott, 2008]. Degradace EE2 probiha také u bakterii oxidujicich amoniak (AOB) z
aktivovaného kalu, coz bylo prokazano inhibici oxidace amoniaku, ktera vedla k inhibici
rstu téchto bakterii a nasledné ke snizeni aktivity degradujici estrogen v kalu [Shi et al.,
2004]. Z kald ¢istiren odpadnich vod v Japonsku a Ciné byly izolovany a identifikovany
bakterie metabolizujici EE2 druhti Rhodococcus zopfii a Rhodococcus equi [Yoshimoto et
al., 2004] a Sphingobacterium sp. JCRS [Ren et al., 2007]. V praci Pauwelse et al. [2008]
bylo izolovano 6 bakteridlnich kmenli z kompostu, které kometabolizovaly EE2 pfi
metabolizaci estronu (El), 17B-estradiolu (E2) a estriolu (E3). V pritbé¢hu degradace
nebyly nalezeny zadné metabolity, coz naznacuje, ze dosSlo k uplné degradaci a Stépeni
aromatického kruhu.

Dale byly testovany biotransformacni schopnosti 11 kmenti fas. Z testovanych
organismi byly schopné degradace EE2 Selenastrum capricornutum, Scenedesmus

quadricauda, Scenedesmus vacuolatus a Ankistrodesmus braunii [Della Greca et al., 2008].
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Z ligninolytickych hub byla jiz v rané studii zroku 1973 [Lugaro et al., 1973]
prokézana schopnost Lac z Polyporus versicolor oxidovat steroidni hormony, E1, E2 a E3.
Struktury jejich produktti po transformaci vSak nebyly objasnény. Lac z Trametes sp. a
Pycnoporus coccineus byla testovana pro transformaci EE2, ktery byl absorbovan na
motském pisku ve zkumavce a rota¢nim reaktoru [Tanaka et al., 2001]. V ptipadé prvniho
experimentu (motsky pisek ve zkumavce) byl EE2 (2 mol/kg pisku) odstranén do 48 hodin
290 % a 80 %. V rotanim reaktoru Lac z Trametes sp. dosdhla 80% degrada¢ni i¢innosti
po 8 hodinach [Tanaka et al., 2001]. Suzuki et al. [2003] zkoumali odstranéni steroidnich
hormonti E2 a EE2 za pomoci MnP P. chrysosporium ME-446 a ,lakasa-mediatorového*
systému s 1-hydroxybenzotriazolem (HBT) a Lac T. versicolor IFO-6482. MnP a ,,lakasa-
HBT* systém sniznil estrogenni aktivitu E2 a EE2 o vice nez 80 % po 1 hodiné. Ke
kompletnimu odstranéni této aktivity doslo po 8 hodinach.

Tamagawa et al. [2006] testovali degradaci pfirodniho hormonu E1 s pouzitim
ligninolytické houby Phanerochaete sordida za ligninolytickych podminek s nizkym
obsahem dusiku a vysokym obsahem uhliku v kultivatnim mediu. Po 5 dnech inkubace
byla zaznamenéana 95% transformace. Pii inkubaci s MnP a Lac ze stejné houby doSlo uz
po 1 hodin¢ ke kompletnimu vymizeni E1 a také k Gplnému odstranéni estrogenni aktivity
[Tamagawa et al., 2006].

Po vysledcich s kienovou peroxidasou (HRP) [Auriol et al., 2006] byla stejnymi
autory, [Auriol et al., 2006], studovana pfeména estrogenti E1, E2, E3 a EE2 v syntetické i
realné komunalni odpadni vod¢ a to pomoci Lac 7. versicolor [Auriol et al., 2007]. Studie
prokézala, Ze schopnost enzymu oxidovat estrogeny nebyla ovlivnéna vlastnostmi odpadni
vody. Uginnost obou enzymt, Lac T. versicolor a HRP, byla pak porovnana v dal3i praci
studujici odstranéni estrogenni aktivity a transformaci El1, E2, E3 a EE2 v redlnych
komunalnich odpadnich vodach obsahujicich environmentalni koncentrace téchto
estrogeni [Auriol et al., 2008]. Steroidni estrogeny, vcetné¢ EE2, byly kompletné
degradovany béhem 1 hodiny inkubace s lakasou 7. versicolor (20 U/ml) a HRP (8 - 10
U/ml). Degradace EE2 u T. versicolor byla pfi¢itana hlavné aktivit¢ Lac i v ptipade
kontinualni kultivace 7. versicolor v bioreaktoru operujicim shoubovymi peletami
[Blanquez & Guieysse, 2008]. V této studii bylo dosazeno degradacni rychlosti 0,09 mg
EE2 1'h™" a bylo poprvé demonstrovano pouziti kontinudlniho reaktoru k houbové

degradaci estrogenti.
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Schopnost 7. versicolor degradovat pét riznych sloucenin s ED aktivitou,
zahrnujici 1 EE2, byla pak srovnana za pouziti sedmi dal$ich hub bilé hniloby [Cajthaml et
al. 2009a]. Nejucinnéjsi degradace byla zjisténa u hub 1. lacteus, P. ostreatus, které byly
schopny odstranit EE2 v koncentraci 10 mg/l béhem prvnich tfi dnt kultivace v statickych
tekutych kulturach. Ptes uplné odstranéni EE2 byla vSak v kulturadch detekovana residudlni
estrogenni aktivita poukazujici na moznou tvorbu estrogennich metabolitii [Cajthaml et al.
2009a].

Dosud vsak nebylo publikovano dostatecné mnozstvi informaci o metabolitech
vznikajicich houbovou degradaci EE2. Vedle studia metabolitd E2 po degradaci lakasou
Trametes pubescens a Myceliophthora sp. [Nicotra et al., 2004] byly provedeny analyzy
metabolith transformace EE2 u zygomycetni houby Cunninghamella elegans [Choudhary
et al., 2004]. Bylo identifikovano nékolik metaboliti EE2 vznikajici piisobenim C. elegans
v tekutém kultivaénim mediu (Obr. 4). Transformaéni reakce zahrnovaly nékolik
hydroxylaci EE2 a v jednom piipad¢€ i methylaci hydroxylovanych derivati [Choudhary et
al., 2004].

Obr. 4 Produkty vzniklé transformaci EE2 C. elegans [Choudhary et al., 2004]

I kdyz byla tedy fada ligninolytickych hub 1 jejich purifikované enzymy uspésné
pouzity pro degradaci EE2, mechanismus téchto degradaci a pfesnd role enzymi v téchto
procesech nebyly dosud plné objasnény. Zaroven nebyl dostate¢né popsan ani vliv ED
latek na expresi ligninolytickych enzymt u hub bil¢ hniloby pozorovany v praci Cajthaml

et al. [2009a].

28



3.5 Pusobeni organopolutanti na expresi enzymu ligninolytickych hub

Ve vétsing hub jsou ligninolytické enzymy produkované v takovém mnozstvi, které
je prilis nizké pro komeréni ucely. Exprese ligninolytickych enzyma vSak miize byt
zvySena velkym mnozstvim riznych latek, napt. nékterymi aromatickymi slouc¢eninami
[Eggert et al., 1996; Mansur et al., 1998; Arana-Cuenca et al., 2004]. Struktura a
koncentrace aromatickych sloucenin pak hraje diilezitou roli v regulaci syntézy enzymu
[Elisashvili et al., 2010]. Krom¢ toho mlzZe stejna aromaticka latka fungovat jako induktor
nebo represor v zavislosti na houbé a studovaném enzymu [Elisashvili et al., 2010].
Efektivnim induktorem syntézy Lac je 2,5-xylidin [Bollag & Leonowicz, 1984; Elisashvili
et al., 2002; Revankar & Lele, 2006]. Exprese Lac 7. versicolor byla také zdvojnasobena
pouzitim veratrylalkoholu nebo guajakolu [Lee et al., 1999]. NejlepSim induktorem
syntézy Lac u Lentinus strigosus se naopak zdd byt 2,6-dimethoxyfenol (2,6-DMP)
[Myasoedova et al., 2008].

V regulaci syntézy enzymi hraje dilezitou roli nejen struktura aromatickych
sloucenin, ale také jejich koncentrace. Toto zjiSténi je v souladu s dfivéjSimi vysledky
prace autorti Xiao et al. [2004], kter¢ ukazaly, ze aktivita Lac Trametes sp. AH28-2 byla
vyrazné zvysena s rostouci koncentraci guajakolu, o-toluidinu a 3,5-dihydroxytoluenu (z
0,5 mmol/l na 12, 4 a 20 mmol/l). Nejvyssi aktivita Lac (504 U/l) byla sledovana
v ptitomnosti o-toluidinu. Uké&zéan byl i vliv riznych induktorti na zastoupeni isoenzymu
Lac, které jsou produkované Trametes sp. AH28-2 [Xiao et al., 2004]. Aktivita isoenzymu
Lac A byla dominantni pfi indukci o-toluidinem, 2,5-xylidinem, vanilinem, syringovou
kyselinou nebo 2,4-diaminotoluenem. Naopak dominantni isoenzymem Lac, indukovanym
3,5-dihydroxytoluenem, byl isoenzym Lac B, ktery pfedstavoval vice nez 80 % celkové
aktivity v supernatantu [Xiao et al., 2004]. Z hlediska struktury jsou guajakol, o-toluidin a
3,5-dihydroxytoluen aromatické slouceniny sjednim benzenovym kruhem a rlzné
substituovanymi skupinami (Obr. 5, str. 30). AvSak jak tyto tfi slouceniny s riznou
chemickou strukturou ovlivituji slozeni exprimovanych isoenzyma Lac u Trametes sp.

AH28-2 dosud neni jasné [Xiao et al., 2004].
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Obr. 5 Chemické struktury induktort Lac

Terron et al. [2004] studovali vliv deviti fenolickych sloucenin z hlediska jejich
schopnosti zvySovat produkci Lac v ligninolytické basidiomycetni houb& Trametes sp. I-
62. Nejvyssi navySeni hladiny aktivity Lac vici kontrole bylo sledovano v pfitomnosti
kyseliny p-kumarové (253x, tieti den rlstu), guajakolu (73x, druhy den rustu) a p-
methoxyfenolu (71x, osmy den rtstu). Guajakol (nejlepsi induktor transkripce genu /cc) a
p-kumarova kyselina selektivné indukovaly expresi lccl a lcc2 [Terron et al., 2004].
Ferulova kyselina indukovala expresi /cc3, zatimco 3,5-dihydroxybenzoova kyselina
nem¢la vyrazny vliv na transkripci gend Lac. Rlst Trametes sp. 1-62 v ptitomnosti riznych
aromatickych sloucenin vedl nejen k ovlivnéni hladiny extracelularni aktivity Lac, ale také
ke zméné v barve kultiva¢niho media [Terrén et al., 2004].

Nékteré studie uvadéji, ze Lac mize byt indukovana nejen organickymi, ale také
anorganickymi substancemi. Pfikladem miZe byt indukce extracelularni Lac P.
chrysosporium a T. versicolor CuSO4 a NH4" [Dittmer et al., 1997; Collins & Dobson,
1997]. V praci Choa et al. [2006] je uveden vliv dvojmocnych kationtii kovii (Cd*", Cu®”,
Mn®" a Zn®") na aktivitu Lac u Abortiporus biennis, Cerrena unicolor a T. versicolor.
Neji&inngjsim induktorem aktivity Lac u A. biennis a C. unicolor bylo Cd*" a u T.
versicolor Zn*".

Obdobné je zvySeni enzymovych aktivit u hub ovlivnéno i latkami, které vznikaji
beéhem degradacnich studii. V téchto studiich jsou houby bil¢ hniloby pouzivany jako

bioremedia¢ni agens a pravé u ligninolytickych enzymt se ptedpoklada, ze hraji
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v degradaci vyznamnou roli. Zmény v produkci enzymil by tak mohly nasledné ovlivnit 1
degradacni potencial houbovych kultur.

Takamiya et al. [2008] posuzovali dopad bisfenolu A (BPA) na produkci enzymi
modifikujicich lignin (LME) u T. versicolor, ktery je schopny BPA degradovat. Ke zvyseni
produkce LME dochazelo pii koncentracich 200 a 300 pg/ml BPA. Vysokd enzymova
aktivita pii téchto koncentracich pravdépodobné hraje roli v pteziti hub pfi stresovych
podminkach spojenych s BPA. Stupeii exprese mnp byl vyssi pti koncentraci 300 pg/ml.
Exprese lcc byla vyznamné zvySena pii koncentraci 200 pg/ml BPA a exprese lip pii vSech
koncentracich BPA. Nartist rovné /ip a lcc transkripti mize kompenzovat Groven mnp
transkriptl v pfitomnosti BPA. Tuto hypotézu lze wvysvétlit tim, ze vSechny tfi
ligninolytické enzymy jsou koédovany stejnou rodinou genti, ktera umoziuje jejich
komplexni regulaci [Takamiya et al., 2008].

Prace Susly & Svobodové [2008] je prvnim popisem profilu isoenzymti MnP
ligninolytické houby I. lacteus péstované v piitomnosti syntetickych barviv. Zastoupeni
isoforem MnP v kulturach 1. lacteus se méni v pribé¢hu degradace barviv ve spojeni
s mnozstvim manganu. Jejich vysledky naznacuji, ze vyssi uroveil manganu stimulovala
aktivitu MnP stejné jako produkci novych isoforem MnP s hodnotami p/ 3,28 a 3,75. Ke
zménam v isoformovém sloZeni v§ak nedochdzelo po pridavku barviv ke kulturdm v mediu
s nizkym obsahem manganu. Pfidavek bromfenolové modii (BPB) ke kulturam s vysokym
obsahem manganu vedl k inhibici produkce isoforem MnP s niz§im p/ (3,28; 3,50; 3,75;
3,81) a naopak k produkci isoforem MnP s vy$sim p/ (5,67; 5,88; 6,04), coz nésledné
ovlivnilo schopnost enzymii odbarvovat testovana barviva [Susla & Svobodova, 2008].

OvSem prace Gnanamani et al. [2006] naopak ukazala za pouziti kultury P.
chrysosporium  NCIM 1197, ze pridavek induktori (veratrylalkohol, cykloheximid,
gallovéa kyselina a guajakol) pouze urychloval ¢i zvySoval produkei Lac. Pouzité induktory
a kultiva¢ni podminky nemély vitbec Zadny vliv na zastoupeni isoforem Lac [Gnanamani
et al., 2006].

Coriolopsis rigida je houba bilé hniloby, kterd produkuje dvé Lac jako jediné
zastupce ligninolytickych enzymu [Saparrat et al., 2002]. Tyto dvé Lac, kodované genem
lecl, se piimo podileji na transformaci aromatickych sloucenin zpevného odpadu
vzniklého v pribéhu produkce olivového oleje [Diaz et al., 2010]. V préaci Saparrat et al.
[2010] vsak byly identifikovany dals$i dva nové geny lac, lcc2 a lcc3. Geny Lac z C. rigida

jsou odlisné€ regulované na urovni transkripce. Amfotericin B (regulator signalizacni drahy
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zahrnujici vapnik), syringova kyselina (substrat Lac) a Cu®" spoustély transkripci lecl,
pficemz Cu®" zpiisobil jeho nevyssi indukei. Zatimco amfotericin B a syringova kyselina
indukovaly expresi lcc2 a lcc3, 2,6-dimethoxy-1,4-benzochinon (substrat Lac) spoustél
expresi obou genti [Saparrat et al., 2010].

Dullezitou skupinou induktori enzymové aktivity jsou t&7ké kovy. P¥idavek Cd*" a
Cu?" zpisobuje zvysené hodnoty aktivity Lac v kulturach P. ostreatus péstovanych v
mediu s limitovanym (nizkym) obsahem dusiku [Baldrian & Gabriel, 2002]. Mirny
stimula¢ni ucinek tézkych kovl na produkci Lac zT. versicolor byl pozorovan
v piitomnosti Ag’, Mn*", Cd*" a Zn*" [Lorenzo et al., 2006]. T. versicolor produkuje
v pfitomnosti riznych kovl dva isoenzymy Lac v riizném poméru, Lacl a Lacll. Ve vSech
piipadech je aktivita Lacll vyssi nez aktivita Lacl, coz naznacuje, ze Lacll je
predominantni formou Lac 7. versicolor [Lorenzo et al., 2006]. Degradace barviv zavisi na
isoenzymech Lac pfitomnych v extracelularni tekutin€ a kazdy isoenzym se lisi z hlediska
jeho schopnosti degradovat rtiznd barviva. U isoenzymu Lacl byly prokazany vétsi
dekolorizac¢ni schopnosti [Lorenzo et al., 2006].

Estery kyseliny ftalové jsou Siroce pouzivané v kosmetice a v pramyslu na vyrobu
umélych hmot a soucasn¢ se fadi mezi latky imitujici hormony (HMC, z anglického
»hormone mimicking compounds®). Yeo et al. [2008] izolovali basidiomycetni houbu bilé
hniloby, Phlebia tremellosa, u které byl v tekutém mediu obsahujicim HMC prokazan
narast Lac a LiP. Za podminek vhodnych pro degradaci ester kyseliny ftalové dochazelo
nejen k vysokému nariistu aktivity Lac, ale také urovné jeji transkripce [Yeo et al., 2008].
P. tremellosa, kultivovana s benzylbutylftalatem (BBP), BPA a diethylftalatem (DEP)
v minimalnim mediu, vykazovala zna¢ny nartst aktivity Lac s pfidavkem BBP (26x) a
DEP (35x), kdezto s ptidavkem BPA nedoslo k zadné zméné. V piipadé BBP a DEP se
vSak zvysila i exprese genii Lac [Yeo et al., 2008].
isoforem. Nékdy se zveda pouze hladina enzymii [Gnanamani et al., 2006] a jindy se méni
i jejich isoformové slozeni [Xiao et al., 2004; Susla & Svobodova, 2008]. Vliv na regulaci
syntézy enzymu vSak maji 1 kultivatnich podminky a struktura pouzitych sloucenin
[Elishavili et al., 2010] a zatim se piedpoklada jen to, Ze v pfipadé Lac by v regulaci jeji

exprese mohly hrat roli nékteré odliSnosti zjisténé v promotorech genii [Xiao et al., 2006].
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4. Material a metody

4.1 Organismy

Houbové kultury Trametes versicolor 167/93, Irpex lacteus 931, Pleurotus
ostreatus 3004/CCBAS 278 a Phanerochaete chrysosporium ME 446 byly ziskany ze
sbirky CCBAS (Mikrobiologicky tistav Akademie véd Ceské republiky, CR). Houby byly
udrzovany na agarovych plotnach (1% glukosa, 0,5% malt extrakt, 2% agar) a uchovavany

pii 4 °C.

4.2 Chemikalie
,»100 bp, DNA ladder* New England BioLabs Inc.
(Velka Britanie)
2,6-dimethoxyfenol (Cistota > 97%) (DMP) Sigma- Aldrich (Némecko)
17a-ethinylestradiol Sigma- Aldrich (Némecko)
3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina Sigma- Aldrich (Némecko)
6x ,,Orange loading dye solution FINNZYMES (Finsko)
Bromfenolova modf Sigma- Aldrich (Némecko)
Diethylpyrokarbonat (DEPC) > 97% Sigma- Aldrich (Némecko)
DNasa | Sigma- Aldrich (Némecko)
Diamonna sil kyseliny 2,2"-azino-bis(3-ethyl-
benzothiazolin-6-sulfonové) (~ 98%) (ABTS) Sigma- Aldrich (Némecko)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma- Aldrich (Némecko)
dNTP Mix FINNZYMES (Finsko)
DyNAzyme ™ II DNA polymerasa FINNZYMES (Finsko)
Ethidium bromid (EtBr) Merk (Némecko)
Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma- Aldrich (Némecko)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Sigma- Aldrich (Némecko)
,Low molecular weight DNA ladder New England BioLabs Inc.
(Velka Britanie)
M-MuLV Reverse Transcriptase RNase H’ FINNZYMES (Finsko)
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Pharmalyte p/2,5-5,0

Pharmalyte p/ 3,0 — 10,0

Power SYBR® Green PCR Master Mix
Random hexamer primer

Riblock inhibitor

RNasa A

ROX Reference Dye II 50x

SYBR® Premix Ex Taq™

Pharmacia (Svédsko)

Pharmacia (Svédsko)

Applied Biosystems (USA)
Sigma- Aldrich (Némecko)
Sigma- Aldrich (Némecko)
Sigma- Aldrich (Némecko)
Takara Bio Inc. (Japonsko)
Takara Bio Inc. (Japonsko)

Ostatni pouzité chemikalie byly ve standardni p.a. istoté.

4.3 Pristroje

T Gradient PCR cycler

StepOne Real-Time PCR System
Spectrafuge 24D

Blokova lazein PCH-2

Vodni lazen WB7

HPLC-UYV systém Waters 2695
Separations Module

Diode-array detektor Waters 2996
Ultra-Turrax T25

Centrifuga Medifriger BL S

Orbital Shaker OS — 10

Nanodrop ND — 1000
SPECTRAmaxPlus™*

Analytické vahy ALJ 120-4 KERN
Vahy ACBplus-600H

Elektroforesa Agagel Standard
Multiphor II electrophoresis system

Zdroj Power Pac 3000

(Biometra, Némecko)

(Applied Biosystems, USA)
(Labnet International, Inc., USA)
(Grant-bio, Velka Britanie)
(Memmert GmbH, Némecko)

(Waters, USA)

(Waters, USA)

(Janke & Kukel, IKA-Labortechnik,
Némecko)

(L.C.T, S.L., Spanélsko)

(Biosan LTD., Lotyssko)

(Thermo Scientific, USA)
(Molecular Devices Corporation, USA)
(Kern & Sohn GmbH, Némecko)
(Scalemasters, Inc., USA)
(Biometra, Némecko)

(Pharmacia Biotech, Svédsko)
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA)

Zdroj pro elektroforesu Power Pack P25 T (Biometra GmbH, Némecko)
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UV transiluminator TCP-26.LM
Michacka

pH metr 1Q140

pH elektroda P17

Speed vac DNA 110
Magneticka michacka

Autoklav Falcon J 2570

SusSarna Venticell

Ultrazvukova lazen U-13 STH

4.4 Sterilizace

(Vilber Lourmat, Francie)

(IKA® Works, Inc., USA)

(I1.Q. Scientific Instruments, Inc., USA)
(Sentek, Velka Britanie)

(Savant Instruments, Inc., USA)
(VELP Scientifica, Italie)

(LTE Scientific LTD., Velka Britanie)
(Brnénska Medicinska Technika a.s.,
CR)

(Ecoson Ultrasonic Engineering, SK)

Sterilizace vSech kultivacnich medii a materidlu probihala ,,autokldévovanim® po

dobu 25 min pti 121 °C pod ptetlakem 0,15 kPa.

4.5 Kultivaéni media

Vsechna media byla podle potieby doplnéna o agar v koncentraci 20 g/l. pH medii

bylo upravovano pouzitim 3 mol/l NaOH a 3 mol/l HCI dle potieby.

4.5.1 Medium s limitovanym (nizkym) obsahem dusikatych latek- MM, dle Tien &

Kirk [1988], pH = 4,5

A. Stopové prvky (hodnoty na 1 1)

MgSO4
MnSOy4
NaCl
FeS0O4.7H,O
CoCl,
ZnS04.7H,0
CuS04.5H,0
CaCl,
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H;BO; 10 mg
Nitriloacetat 15¢
deionH,O dol1l

B. Basalni smés (hodnoty na 1 1)

KH,PO4 20,0 g
MgS0,4.7H,0 50g
CaCl, 1.0g
Stopové prvky (viz A, str. 35) 100 ml
deionH,O doll1

C. Medium (hodnoty na 1 1)

Glukosa 10g
Basalni smés 100 ml
2,2’-dimethylsukcinat 1,46 g
Thiamin 1,0g
Vinan amonny 0,1g

Stopové prvky (viz A, str. 35) 60 ml
deionH,O dol1l

4.5.2 Glukosové medium ,,Malt extract™ - MEG (hodnoty na 1 )

Malt extrakt Broth 5¢g
Glukosa 10g
deionH,O dol1l

4.6 Pufi

4.6.1 TAE pufr (pH = 8.,5):

Tris 2420 g
EDTA 370 g
deionH,O dol1l
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4.6.2 TE pufr (pH = 8, pH bylo upraveno pomoci 3 mol/l NaOH)

Tris 12,11 g
EDTA 372 ¢
deionH,O dol1l

4.6.3 dcH,O

Nejprve byl smichan 1 1 deionH,O s 97% DEPC (kone¢na koncentrace 0,1 % v/v),
poté byl ponechan ptes noc pii pokojové teploté a ,,autoklavovan®.
DEPC (97%) 1 ml
deionH,O dol1l

4.6.4 10x MOPS pufr

smichat MOPS 41,8 ¢
octan sodny 4,1¢g
EDTA 3,72 g

Rozpusténo v 700 ml dcH,O a upraveno na pH = 7 (3 mol/l NaOH v dcH,0), poté
doplnéno do 1 1.

4.6.5 Tris pufr (pH = 8, pH bylo upraveno pomoci 3 mol/l NaOH)
Tris 12,11 ¢g
deionH,O doll

4.7 Kultivace houbovych kultur v tekutém mediu

,Prekultury byly piipraveny ve 250 ml Erlenmayerovych bankach s20 ml
tekutého media a ,,zaoCkovany* dvéma disky (o primeéru piiblizné¢ 8 mm) ze zasobni
kultury rostouci na MEG miskach. Tyto prekultury byly inkubovany 7 dni pii 28 °C a poté
byly homogenizovany 1 minutu piistrojem Ultra-Turrax T25 (Janke & Kukel, IKA-
Labortechnik, Némecko) za sterilnich podminek. Na kultivaci kultury byly pouzity opét
250 ml Erlenmayerovy banky s20 ml media, do kterych byl pfidin 1 ml
homogenizovaného inokula (5% v/v). Kultury byly inkubovany staticky pfi 28 °C.
Experimenty byly provadény v tripletech.
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Do kultur bylo ptidavano 10 mg/l EE2 (zasobni smes EE2 obsahovala 2000 mg/1 a
byla rozpusténa v 99,5% DMSO). Do biologickych kontrol bylo misto EE2 ptidano 100 pl
DMSO (99,5%, pro GC).

Doby kultivace a ptidani EE2 byly zavislé na typu pokusu. Byly pouzity tyto typy:

A. Kultivace 14 dni (I. lacteus, T. versicolor, P. chrysosporium, P.
ostreatus). EE2 byl pfidan prvni den kultivace. Kultivace probihala 14 dni.
Vzorky na analyzu enzymovych aktivit (200 pl/odbér) odebirany 2., 4., 7.,
9., 11. a 14. den kultivace. 3, 7 a 14 dni staré kultury byly pouzity na

kvantitativni stanoveni EE2.

B. Kultivace 10 dni (I lacteus, T. versicolor, P. chrysosporium, P.
ostreatus). EE2 byl ptidan prvni den kultivace. Kultivace probihala 10 dni.

Po 10-ti dnech byly kultury rozdé€leny filtraci na mycelium a supernatant.

C. Kultivace 5 dni (7. versicolor). EE2 byl pfidan prvni den kultivace.
Kultivace probihala 5 dni. Supernatanty ke studiu profilu p/ Lac byly
pouzity z 1., 2. a 5. dne kultivace. Mycelium ziskané filtraci kultur bylo

pouzito na extrakci totdlni RNA.

D. Kultivace 14 dni (I. lacteus). EE2 byl ptidan prvni den kultivace.
Kultivace probihala 14 dni. Supernatanty ke studiu profilu p/ MnP byly
pouzity ze 7., 9., 12. a 14. dne kultivace. Mycelium ziskané filtraci kultur

bylo pouzito na extrakci totalni RNA.

4.8 Stanoveni enzymovych aktivit

4.8.1 Enzymov¢ aktivity v supernatantu houbovych kultur

Enzymové aktivity v tekutych kulturach byly méfeny pouzitim standardnich

spektrofotometrickych  metod. Toto méfeni bylo provadéno na  pfistroji
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SPECTRAmaxPlus®** (Molecular Devices Corporation, USA). Pro zjisténi enzymovych
aktivit byla pouzita kultivacni tekutina odebrana z kultur v jednotlivych dnech kultivace.
Jako substraty enzymu byly pouzity latky, které jsou uvedeny v kapitolach 4.8.1.1, 4.8.1.2
a 4.8.1.3, pojednavajicich o jednotlivych enzymech. Jednotka enzymové aktivity (U) je

vyjadiena jako mnozstvi enzymu, které¢ pfeméni 1 pmol substratu za 1 minutu.

Pro vypocet byl pouzit vzorec:

EA = (AAimin * Vim) / (&2 Vam)

EA enzymova aktivita (U/1)

AA 1 min zmeéna absorbance reakéni smési za 1 min

Vim objem reak¢ni smési (1)

) molarni extinkéni koeficient enzymového substratu (uM'lcm'l)
Vam objem vzorku (I)

Pro vyjadieni enzymové aktivity v jednotkach U/g byly vypocitané hodnoty EA
nejprve vyndsobeny objemem kultury a poté vydéleny suchou hmotnosti mycelia

ziskaného z kultur.

4.8.1.1 Lakasa

Lakasova aktivita byla méfena pomoci oxidace ABTS (2,2"-azinodi-3-
ethylbenzotiazolin-6-sulfondtu) pfi A = 420 nm [Matsumura et al., 1986] s molarnim
extinkénim koeficientem ABTS €450 = 36 000 M ecm™. Reakce byla startovana ptidanim

ABTS do reakéni smési.

SloZeni reakéni smési:
a. 20 pl vzorku
b. 160 ul 120 mmol/I acetat sodny (pH = 5,0)
c. 20 pl 50 mmol/l ABTS (start)
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4.8.1.2 Mn-dependentni peroxidasa

Aktivita MnP byla méfena oxidaci 2,6-dimethoxyfenolu (DMP) pii A = 468 nm [de

Jong et al., 1994] s molarnim extinkénim koeficientem €463 = 49 600 M em™.

Slozeni reakéni smési:
1. Lac a. 20 ul vzorku
b. 170 pul 65,8 mmol/l malonat sodny (pH = 4,5)
c. 10 pl 20 mmol/l DMP (start)

2. MnP a. 20 ul vzorku
b. 10 pul 20 mmol/l MnSO4
c. 8 ul 10 mmol/l H,O,
d. 152 pl 65,8 mmol/l malonét sodny (pH = 4,5)
e. 10 ul 20 mmol/l DMP (start)

3. MIP a. 20 pl vzorku
b. 10 pl 20 mmol/l EDTA
c. 8 ul 10 mmol/l H,O,
d. 152 pl 65,8 mmol/l malonat sodny (pH = 4,5)
e. 10 pul 20 mmol/l DMP (start)

Reakce byla zahdjena pridanim DMP. Hodnota aktivity Mn-dependentni
peroxidasy byla na zavér vypoctena odectenim hodnot méfenych z reakéni smeési 2. MnP a
3. MIP.

4.8.1.3 Ligninperoxidasa

Aktivita LiP byla méfena oxidaci veratrylalkoholu (VeOH) pii A = 310 nm [Tien &

Kirk, 1984] s molarnim extinkénim koeficientem €319 = 9300 Mlem™.
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Slozeni reakéni smési:
a. 30 ul vzorku
b. 155 pl 0,1 mol/l vinan sodny (pH = 3,0)
c. 10 ul 54 mmol/l H,O,
d. 5 pl 20 mmol/l VeOH (start)

4.8.2 Enzymy obsazené v myceliu oxidujici ABTS

Houbové mycelium (z kultivace B viz kapitola 4.7) bylo homogenizovano pomoci
Ultra-Turrax T25 (Janke & Kukel, IKA-Labortechnik, Némecko) a promyto 0,1 mol/l
octanem sodnym (pH = 5,0). Pro métfeni enzymové aktivity byly pouzity vzorky mycelia
odpovidajici 20 mg (mokra hmotnost). Vzorky byly inkubovany v pufru s ABTS 1 min pfi
pokojové teploté se stdlym michanim. Po inkubaci bylo mycelium separovano centrifugaci
(0,5 min, max g) a byla méfena absorbance supernatantu pii 420 nm. Jako blank byla
pouzita reak¢ni smes inkubovana bez mycelia. Vzorky mycelia byly vysuSeny (24 hod, 105
°C) a zvazeny. Enzymova aktivita byla vyjadiena v jednotkdch U/mg suché hmotnosti
mycelia. Jedna jednotka U byla definovana jako mnozstvi enzymu konvertujici 1 umol

substratu za 1 minutu.

SloZeni reakéni smési: mycelium 20 mg
120 mmol/l octan sodny (pH = 5,0) 900 pl
50 mmol/l ABTS (start) 100 pl
Vypocet aktivity:

EA (U/mg) = (Aso' * Vrm) / (812 * my,)

EA  enzymova aktivita

Agr zmeéna absorbance supernatantu za 1 min
Vrm  objem reakéni smési (0,001 1)

) molarni extink¢ni koeficient (0,036 uM'lcm'l)

my,  suchd hmotnost vzorku mycelia (mg)
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4.9 Stanoveni suché hmotnosti houbové biomasy

Obsah ban¢k byl filtrovan a mycelium promyto destilovanou vodou. Poté bylo
mycelium suseno pfi teplot¢ 105 °C po dobu 24 hodin na pifedvazeném filtratnim papiie.

MnozZstvi biomasy bylo stanoveno vézenim na analytickych vahach.

4.10 Inkubace EE2 s extracelularnimi enzymy a myceliem testovanych hub in vitro

Ke studiu degrada¢nich schopnosti mycelia testovanych hub a extracelularnich
enzymu byly pouzity 10 dni staré kultury (kultivace B viz kapitola 4.7). Po 10-ti dnech
byly kultury rozd¢€leny filtraci na mycelium a supernatant. Mycelium bylo promyto vodou
a nasledné¢ homogenizovano Ultra-Turraxem T25 (Janke & Kukel, IKA-Labortechnik,
Némecko). Supernatant byl koncentrovan ultrafiltraci pfes 10 kDa cut-off membranu.

Slozeni reak¢nich smési, pouzitych v pokusu, je uvedeno v Tab. 1 a 2 (str. 43).

Tab. 1 Slozeni reakéni smési pro degradaci EE2 P. chrysosporium, L. lacteus, P. ostreatus

mycelium | mycelium extracel extracel erIt(r ;/c[fll ﬁg?&ﬁi

7K MK 7K MK H,0, H,0,
NaAC pufr 300 mmol/l 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl
EE2 (200 ppm v 50%
DMSO) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
voda 1500 pl 1500 pl 500 pl 1000 pl 200 ul | 700 pl
mycelium ZK 60 mg X X X X X
mycelium MK X 60 mg X X X X
extracel ZK X X 1000 pl X 1000 pul | x
extracel MK X X X 500 pl X 500 ul
MnSQO, 20 mmol/l X X X X 100 pl 100 pl
H,0, 10 mmol/l X X X X 200 pl - 1200 pl
objem celkem (ml) 2 2 2 2 2 2
pocet vialek 3 3 3 3 3 3
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Tab. 2 Slozeni reakéni smési pro degradaci EE2 T. versicolor

mycelium | mycelium extracel extracel (;(It; ;,c[fll ﬁg?&ﬁi

7K MK 7K MK H,0, H,0,
NaAC pufr 300 mmol/l 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl 400 ul 400 pl
EE2 (200 ppm v 50%
DMSO) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
voda 1500 pl 1500 pl 1300 pl 1400 pl 1000 pul | 1100 pl
mycelium ZK 60 mg X X X X X
mycelium MK X 60 mg X X X X
extracel ZK X X 200 pl X 200 ul | x
extracel MK X X X 100 pl X 100 ul
MnSO, 20 mmol/l X X X X 100 pl 100 pl
H,0, 10 mmol/l X X X X 200 pl - 1200 pl
objem celkem (ml) 2 2 2 2 2 2
pocet vialek 3 3 3 3 3 3

Vzorky byly inkubovany 24 hod pii 28 °C za stalého michani (100 rpm). Jako

kontrola bylo pouzito mycelium testovanych hub a supernatant inaktivované ptevatenim
(30 min, 100 °C), v tabulce oznacené jako MK. Jako ZK bylo oznaceno aktivni mycelium

a supernatant bez pievareni.

4.11 Kvantitativni stanoveni koncentrace EE2

Pro stanoveni koncentrace EE2 v celé kultufe byl nejprve cely obsah kultury
(mycelium a kultiva¢ni tekutina) homogenizovan a okyselen 1 mol/l HCI na pH = 2. Poté
byly kultury extrahovany 5x 10 ml ethylacetatu. Extrakce probihala 10 min na tfepacce
(150 rpm) a 10 min v ultrazvukové 1azni. Extrakty byly vysuSeny pomoci siranu sodného a
koncentrovany pod proudem dusiku na kone¢ny objem 10 ml. Pro analyzu pomoci HPLC
byl ethylacetatovy extrakt smichan s acetonitrilem v poméru 1:10 (v/v).

Vzorky po inkubaci in vitro byly okyseleny 20 pl 1 mol/l HCI a extrahovéany 5x 1
ml ethylacetatu. Extrakce probihala 10 min na tfepacce (150 rpm) a 10 min v ultrazvukové
lazni. Extrakty byly suSeny pod dusikem do objemu 2,5 ml a nasledn¢ suSeny pomoci
siranu sodného. Ze siranové kolonky byly extrakty vymyvany 5x 1 ml ethylacetatu a
vysuSeny do sucha. Na zavér byly extrakty rozpuStény v 1 ml acetonitrilu a pouzity pro

HPLC analyzu.
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Vzorky byly analyzovany pomoci HPLC s UV detekci (Waters 2695 Separations
Module, USA) s diode-array detektorem (Waters 2996). EE2 byl eluovéan isokraticky
ve 48% acetonitrilu pii 38 °C s retenénim casem 7,3 min. Pro separaci byla pouzita kolona
LichroCart (250 mm x 5 mm) s naplni LichroSphere RP-18e (velikost ¢astic 5 um, Merck,
Némecko). Vzorek byl davkovan po 10 pl a pritok kolony byl 1 ml min™. Jako standard

byl pouzit roztok EE2 o koncentraci 20 mg/l (rozpusténo v acetonitrilu).

4.12 Izoelektricka fokusace IEF

Ke studiu profilu p/ Lac byly pouzity supernatanty z 1., 2. a 5. (kultivace C viz
kapitola 4.7) dne kultivace T. versicolor v tekutém mediu MM. Ke studiu profilu p/ MnP 1.
lacteus byly pouzity supernatanty ze 7., 9., 12. a 14. (kultivace D viz kapitola 4.7) dne
kultivace v tekutém mediu MM. IEF byla provadéna na stroji Multiphor II electrophoresis
systém (Pharmacia Biotech, Svédsko) za nativnich podminek. Nativni gel 7,5% (CleanGel
IEF, GE Healthcare, Svédsko) byl rehydratovan s pouzitim amfoliti o p/ 2,5 — 5,0 a 3,0 —
10,0 (Pharmacia, Svédsko). Fokusace probihala pii 4 °C a napéti 1500 V, limitni hodnota
proudu byla 25 mA. Pro vytvofeni gradientu pH v gelu byl gel nejprve pod napétim 1500
V 20 minut. Poté byly na gel pomoci nanasecich papirkll naneseny vzorky (jednomu
papirku odpovidalo 20 pul vzorku, celkem pét papirkii na sob¢) a gel byl ,,fokusovan 40
min. Nasledn¢ byly nanasSeci papirky z gelu odstranény a fokusace pokracovala dalSich 100
min.

Mg¢éteni p/ v gelu bylo provadéno pomoci dotykové elektrody P17 (Sentek). Gel byl
aktivitné obarven, v piipad¢ Lac pomoci ABTS (5 mmol/l v 120 mmol/l octanu sodném,
pH = 5,0) a v ptipadé¢ MnP pomoci DMP (2 mmol/l v 65 mmol/l malonatu sodném) s

pridavkem H,0O, (finalni koncentrace 0,5 mmol/l) a MnSOy (finalni koncentrace 1 mmol/l).

Slozeni rehydrata¢ni lazné:

Sorbitol IL1g
Pharmalyte p/2,5-5,0 1,98 ml
Pharmalyte p/ 3,0 — 10,0 0,22 ml
dH,O do 11 ml
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4.13 Izolace genomické DNA z houbového mycelia

Houbové mycelium ziskané¢ z agarové kultury 7. versicolor a I lacteus bylo
lyofilizovano a homogenizovano Ultra-Turraxem T25. Izolace genomické DNA (gDNA)
byla provedena metodou dle Zolana & Pukkily [1986]. Mycelium (cca 40 mg) bylo
rozpusténo v 600 pl extrakéniho pufru a inkubovano 30 min pii 60 °C. Nasledné¢ bylo
pridano 600 pl roztoku chloroform:isoamylalkoholu (24:1). Smés byla centrifugovana 5
minut pii 16000 g. Vodna faze byla pienesena do nové mikrozkumavky s ekvivalentnim
mnozstvim isopropanolu a znovu centrifugovana 30 spii 16000 g. Po nasledném
odstranéni supernatantu a ptidani 300 pl Tris-EDTA pufru (TE, viz kapitola 4.6.2) a 3 ul
RNasy A k peleté byla smés inkubovana 30 min pii 37 °C. Nésledné bylo ptidano 300 pl
roztoku chloroform:isoamylalkoholu (24:1) a centrifugovano 5 minut pii 16000 g. K vodné
fazi bylo ptidano 50 p 7,5 mol/l octanu amonného a 600 pl 96% ethanolu.

Po centrifugaci (30 s, 16000 g) byl odstranén supernatant a peleta byla promyta 300
pl 0,2 mol/l octanu amonného a 600 pl 96% ethanolu. Po nasledné centrifugaci (1 minuta,
16000 g) byl supernatant vysusen (ve vakuové odstfedivce) a peleta resuspendovéana v 50

ul TE pufru.

SloZeni extrakéniho pufru:

,Hexadeciltrimethylamonnium bromide* 10g
NaCl 40,88 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan pH 8,0 6,055 g
Kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA) 2922 ¢
2-merkaptoethanol 10 ml
deionH,O dol1l

4.14 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru Nanodrop ND — 1000 (Thermo
Scientific, USA). Vysledna koncentrace byla udavana v ng/ul. Cistota vzorku DNA byla
ovéfovana pomoci stanoveni poméru absorbance métené pii 260 nm a 280 nm. Vzorek byl

povazovan za Cisty, pokud se vysledny pomér pohyboval v rozmezi 1,7 - 1,8.
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4.15 Retézova polymerasové reakce (PCR) uzita pro detekci genii

4.15.1 PCR genu lac v gDNA T. versicolor

Geny kodujici Lac byly detekovany v gDNA pomoci PCR se specifickymi primery
laccTv-F a laccTv-R [Hiscox et al., 2010] a degenerovanymi primery CulF a Cu2R [Luis
et al., 2004].

Forward 5'-CAYTGGCAYGGNTTYTTYCA-3" (CulF, primer f)
Reverse 5'-GRCTGTGGTACCAGAANGTNCC-3" (Cu2R, primer r)

Forward 5'-CTTCAACGGCACCAACTTCTT-3" (laccTv, primer f)
Reverse 5'-GAAGTCGATGTGGCAGTGGAG-3" (laccTv, primer r)

PCR byla provadéna na PCR cykleru T Gradient (Biometra, Némecko) za
podminek uvedenych v Tab. 3 (str. 47) a Tab. 4 (str. 47). Vysledek kazdé PCR byl ovéien

na agarosovém gelu (viz kapitola 4.16.1).

SloZeni smési pro PCR pro specifické primery laccTV-F a laccTv-R (25 pl):

10x PCR pufr 2,5ul
dNTP (2,5 mmol/l kazdy) 0,5 pl
DyNAzyme polymerasa (2 U/ ul) 0,7 ul
Primer f (10 pmol/l) 0,5 ul
Primer r (10 pmol/1) 0,5 ul
DNA (cca 100 ng do reakce) 1,0 ul
deionH,O 18,3 ul
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Slozeni smési pro PCR pro degenerované primery CulF a Cu2R (25 pl):

10x PCR pufr 2,5ul
dNTP (2,5 mmol/l kazdy) 0,5 ul
DyNAzyme polymerasa (2 U/ ul) 0,7 ul
Primer f (50 pmol/1) 0,5 ul
Primer r (50 pmol/) 0,5 ul
DNA (cca 100 ng do reakce) 1,0 ul
deionH,O 18,3 ul

Tab. 3 Podminky PCR pro specifické primery laccTv-R a laccTv-F

Cas Teplota
1. Iniciace denaturace 2 min 94 °C
2. Denaturace 30s 94 °C
3. Nasedani primert 30s 58 °C
4. Polymerace 45s 72 °C
5. Ukonceni polymerace 10 min 72 °C
Pocet cyklu (krok 2 - 4) 35

Tab. 4 Podminky PCR pro degenerované primery CulF a Cu2R

Cas Teplota
1. Iniciace denaturace 2 min 94 °C
2. Denaturace 30s 94 °C
3. Nasedani primert 30s 54 °C
4. Polymerace 45's 72 °C
5. Ukonceni polymerace 10 min 72 °C
Pocet cykla (krok 2 - 4) 35

4.15.2 PCR genu mnp v gDNA . lacteus
Geny kodujici Mn-dependentni peroxidasu byly detekovany v gDNA pomoci PCR

reakce s degenerovanymi primery mnpHet-F a mnpHet-R [Maijala et al., 2003] a mnp-U a
mnp-L [Nagai et al., 2007].

Forward 5'-GGHGGTGCCGATGGSTC-3" (mnpHet-F, primer f)
Reverse 5'-TCRGACTGGAGSCGCATC-3" (mnpHet-R, primer r)
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Forward 5'-ACNTTYCAYGAYGCNAT-3" (mnp-U, primer f)
Reverse 5'-GGNGCNCCNGGRCARTT-3" (mnp-L, primer r)

PCR byla provadéna na PCR cykleru T Gradient (Biometra, Némecko) za
podminek uvedenych v Tab. 5. Vysledek kazdé PCR byl ovéien na agarosovém gelu (viz

kapitola 4.16.1).

Slozeni PCR smési (25 pl):

10x PCR pufr 2,5 ul
dNTP (2,5 mmol/l kazdy) 0,5 ul
DyNAzyme polymerasa (2 U/ul) 0,7 ul
Primer f (50 pmol/l) 0,5 ul
Primer r (50 pmol/1) 0,5 ul
DNA (cca 100 ng do reakce) 1,0 ul
deionH,O 18,3 ul
Tab. 5 Podminky PCR
Cas Teplota
1. Iniciace denaturace 2 min 94 °C
2. Denaturace 30s 94 °C
3. Nasedani primert 30s 58 °C
4. Polymerace 45s 72 °C
5. Ukonceni polymerace 10 min 72 °C
Pocet cyklt (krok 2 - 4) 35

4.16 Agarosova elektroforéza genu lakasy a Mn-dependentni peroxidasy

4.16.1 Agarosova elektroforéza DNA izolované z testovanych hub

Na agarosovy gel bylo nanaseno 10 pl reakéni smési ziskané po PCR s 1,5 nl
nanaSeciho pufru (6x ,,Orange loading dye solution®). Jako standard byl pouzivan ,,100 bp
DNA ladder” (5 pl) nebo ,,Low molecular weight DNA ladder” (5 pl). Elektroforéza
probihala v 1x Tris-acetat-EDTA pufru (TAE).
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Podminky elektroforézy: pro 1% gel  proud max 500 mA

napéti 90V
cas 30 min
pro 2% gel  proud max 500 mA
napéti 95V
cas 35 min
Agarosovy gel: 1% (40 ml) agarosa 04¢g
I1x TAE pufr do 40 ml
EtBr (10 mg/ml) 8 ul
2% (40 ml) agarosa 0,8 g
1x TAE pufr do 40 ml
EtBr (10 mg/ml) 8 ul

4.16.2 Agarosova elektroforéza RNA izolované z testovanych hub

Aparatura byla pfedem oSetfena 6 mol/l NaOH. Na gel bylo nanaseno 3 pl vzorku
RNA se 7 pl nandseciho pufru. Elektroforéza probihala v 1x MOPS pufru.

Podminky elektroforézy: proud max 500 mA
napéti o0V
cas 30 min

Agarosovy gel (50 ml): agarosa 0,6 g
dcH,O 35 ml

po uvateni pfiddno  MOPS (0,2 mol/l) 5ml
formaldehyd 10 ml
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Nanaseci puft: formamid 660 ul

formaldehyd 80 ul
bromfenolova modrt (100 g/1) 10 ul
EtBr (10 g/1) 10 pl
10x MOPS pufr 100 pl

4.17 Extrakce DNA z agarosového gelu

Metoda dle Boyle & Lew [1995]. DNA byla vyfiznuta po separaci DNA na
agarosovém gelu s pouzitim TAE pufru. Gel obsahujici DNA byl inkubovan 5 min v 6
mol/l Nal (3x ekvivalentni mnozstvi gelu, 1 g ~ 1 ml) pti 55 °C s obCasnym promichdnim
az do rozpusténi gelu. Nasledné bylo k suspenzi pfiddno 10 pl resuspendujici silikonové
suspenze (100 mg/ml SiO, v 3 mol/l Nal) a smés byla inkubovdna 5 min pii 55 °C
(obCasné promichani). Po 5 s centrifugaci (10000 g) byl odstranén supernatant a peleta
byla 3x promyta 500 ul vychlazeného promyvaciho pufru. Peleta byla poté resuspendovana
v 10 ul 0,1x TE pufru, inkubovana 5 min pfi 55 °C a centrifugovana (30 s, 10000 g).
Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumavky. Tento krok byl opakovan jesté s 5 ul

0,1x TE. Mnozstvi DNA bylo méfeno spektrofotometricky.

4.18 Izolace celkové RNA z houbového mycelia

Houbové mycelium ziskané filtraci kultur pies Biichnerovu nalevku bylo rozemleto
v tekutém dusiku na jemny prasek. PraSek byl pfenesen do mikrozkumavky v mnozstvi
dosahujici trovné 200 pl. Nasledné bylo piidano 500 pl denatura¢niho roztoku, 50 pl 2
mol/l octanu sodného (272,16 g/I), 500 pl fenolu a 100 pul smési
chloroform:isoamylalkoholu (49:1). Po pfidani kazdé¢ slozky byla suspenze jemné
zamichana. Poté nésledovala 15-ti minutova inkubace na led¢. Po centrifugaci (4 °C,
15000 g, 15 min) byla pienesena vodnd faze do nové mikrozkumavky spolecné
s ekvivaletnim mnozZstvim isopropanolu. Roztok byl nésledné inkubovan 30 min pfi -20
°C. Nasledovala centrifugace (4 °C, 15000 g, 5 min). Poté byla peleta promyta v 500 pl
75% ethanolu a inkubovana 15 min pfi pokojové teploté. Po centrifugaci (4 °C, 15000 g, 5
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min) byl supernatant slit, peleta byla plné¢ vysuSena na vzduchu pfi pokojové teploté a
resuspendovana ve 100 pl dcH,O. RNA byla skladovana pti — 80 °C.
Obsah RNA vroztoku byl méfen spektrofotometricky. Vysledek izolace byl

vizualizovan na agarosovém gelu (viz kapitola 4.16.2).

4.19 Reverzni transkripce RNA izolované z testovanych hub

Izolovana RNA (normalizované mnozstvi 1000 ng) byla inkubovana s DNasou |
pro odstranéni residudlni DNA po dobu 25 min pfi pokojové teploté (sloZeni reakéni smési
viz nize). Nasledné byl do smési ptidan roztok ,,Stop solution® (2 pl 25 mmol/l EDTA).
Cela smés byla inkubovana 10 min pii 70 °C. Takto inkubovand RNA byla chlazena na
leds. Uspésna izolace RNA byla prokazana pomoci PCR (viz kapitola 4.15) s 2 ul RNA
jako templatem, kde absence produktu PCR znamenala uspésné odstranéni DNA.

Samotny piepis probihal pomoci tzv. ,,random* hexamer primeru (2 pl do smési
oSetten¢ DNasou I). RNA byla inkubovana s primerem 10 min pfi 70 °C a nasledné
chlazena na led¢. Poté byla ke vzorku piidana reakéni smés pro piepis RNA (viz nize).
Inkubace probihala 5 min pfi 37 °C. Nakonec byly pfidany 2 pl reverzni transkriptasy H’
M-MuLV. Tato smés byla inkubovana nejprve 60 min pii 42 °C a 10 min pii 70 °C,
nasledné pak chlazena na led€. Spravnost ptepisu byla ovéfena pomoci PCR (viz kapitola

4.15), kde byl na nasledné agarosové¢ elektroforéze detekovan amplifikovany fragment.

Slozeni reakéni smési pro odstranéni DNA DNasou I:

RNA (cca 1000 ng) 15 ul
10x reakéni pufr pro DNasu [ 2 ul
DNasa I (1 U/ul) 2 ul
,»Riblock inhibitor* (40 U/ul) 1l

SloZeni reakéni smési pro piepis RNA:

10x pufr pro M-MuLV reverzni transkriptasu 4 ul
MgCl; (50 mmol/l) 1l
dNTP (10 mmol/l kazdy) 4 ul
,»Riblock inhibitor* (40 U/pul) 1l
dcH,0O 4 ul
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4.20 Kvantitativni PCR gent lac T. versicolor a mnp L lacteus

4.20.1 Kvantitativni PCR genu /ac houby T. versicolor

Analyza probihala na pfistroji StepOne Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA).

Na kvantifikaci transkriptu Lac v cDNA bylo pouzito normalizované mnozstvi
cDNA (2 ul vzorku). PCR probihala za podminek uvedenych v Tab. 6 (str. 53). V reakci
byly pouzity degenerované primery CulF a Cu2R [Luis et al., 2004] a specifické primery
laccTv-F a laccTv-R [Hiscox et al, 2010] popsané v kapitole 4.15.1. Pouzita byla
komer¢ni sm& Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA).
Normalizace vysledki probéhla porovnanim s kvantifikaci transkripti konstitutivné
exprimovaného referencniho genu pro aktin, ktery byl amplifikovan pomoci primerti Actl
a Act2 popsanych v praci Luis et al. [2005]. Jako standardy pro odecteni vytéznosti PCR
byly v amplifikaci pouzity ,,naamplifikované* fragmenty gDNA gent kodujicich lakasu
(amplifikace pomoci primertt laccTv-F / laccTv-R, koncentrace 100 — 0,39 ng/ul a
amplifikace pomoci primerd CulF / Cu2R, koncentrace 645 — 0,098 ng/ul) a genu
kodujiciho aktin (amplifikace pomoci primerii Actl / Act2, koncentrace 1,85 — 2,82 10

ng/ul).

Forward 5'-GHCACCAGGGTGTNATGGTCG-3" (Actl, primer f)
Reverse 5'-GCCAGATCTTCTCAATGTCRTCCC-3" (Act2, primer r)

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci vzorce:

A/B = (1 +Eref)CtAref-CtBref / (1 +Etar)CtAtar-CtBtar

A ... vzorek A (kultury s pfidanym EE2)
B.... vzorek B (kontrolni kultury)
E.... vytéznost PCR (0-1)

tar ...... cilovy gen (lac)

ref ...... referen¢ni gen (act)

Ct.... zjisténa hodnota Ct
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Slozeni reakéni smési pro specifické primery laccTv-F a laccTv-R (20 pl):

Power SYBR® Green PCR mix

Primer £ (10 pmol/l)

Primer r (10 pmol/l)

10 pl
0,4 ul
0,4 ul

,Bovine serum albumin® (4 mg/l) 2 ul

deionH,O
cDNA

5,08 pl
2ul

Slozeni reakéni smési pro degenerované primery CulF a Cu2R (20 pl):

Power SYBR® Green PCR mix
Primer £ (50 pmol/l)
Primer r (50 pmol/l)

10 pl
0,4 ul
0,4 ul

,Bovine serum albumin® (4 mg/l) 2 ul

deionH,O 5,08 ul

cDNA 2l
Tab. 6 Podminky PCR pro piepis gentl kddujicich lakasu:

Cas Teplota

1. Iniciace denaturace 10 min 95 °C
2. Denaturace 20 s 95 °C
3. Nasedani primert 20s 55°C
4. Polymerace 40 s 72 °C

Pocet cyklu (krok 2 — 4)

40

Po ukonceni polymerace nasledovala analyza disociace produktii PCR (tzv. analyza

»~melting curve®). Analyza probihala 15 s pii 95 °C, poté 1 min pii 65 °C a nakonec bylo

dosazeno teploty 95 °C kroky po 0,1 °C, ktera byla drzena po dobu 15 s.

4.20.2 Kvantitativni PCR genu mnp houby 1. lacteus

Analyza probihala na pfistroji StepOne Real-Time PCR System (Applied

Biosystems, USA).

Na kvantifikaci transkriptu Mn-dependentni peroxidasy v cDNA bylo pouzito

normalizované mnozstvi cDNA (2 pl vzorku). PCR probihala za podminek uvedenych
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v Tab. 7 (str. 55). V reakci byly pouzity degenerované primery mnp-U a mnp-L [Nagai et
al., 2007] popsané v kapitole 4.12.2. Pouzita byla komercni smes SYBR® Premix Ex
Taq™ (Takara Bio Inc., Japonsko) a ROX Reference Dye II 50x (Takara Bio Inc.,
Japonsko). Normalizace vysledkii prob¢hla porovnanim s kvantifikaci transkripti
konstitutivné exprimovaného referencniho genu pro aktin, ktery byl amplifikovan pomoci
primerii popsanych v praci Luise et al. [2005]. Jako standardy pro odecteni vytéznosti PCR
byly v amplifikaci pouzity ,naamplifikované* fragmenty gDNA gent kodujicich MnP
(amplifikace pomoci primert mnp-U / mnp-L, koncentrace 52,3 — 7,97 10 ng/ul) a genu
kodujiciho aktin (amplifikace pomoci primeréi Actl / Act2, koncentrace 55,9 — 8,52 107
ng/pl).

Forward 5'-GHCACCAGGGTGTNATGGTCG-3" (Actl, primer f)
Reverse 5'-GCCAGATCTTCTCAATGTCRTCCC-3" (Act2, primer r)

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci vzorce:
A/B = (1 +Eref)CtAref-CtBref / (1 +Etar)CtAtar-CtBtar

A ... vzorek A (kultury s pfidanym EE2)
B.... vzorek B (kontrolni kultury)
E.... vytéznost PCR (0-1)

tar ..... cilovy gen (mnp)

ref ..... referencni gen (act)

Ct ..... zjisténd hodnota Ct

Slozeni reak¢ni smési (20 pl):

SYBR® Premix Ex Taq™ 10 ul
Primer £ (50 pmol/l) 0,4 ul
Primer r (50 pmol/l) 0,4 ul
Bovine serum albumine (4 mg/1) 2ul
deionH,O 5,08 ul
ROX 1l
cDNA 2ul
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Tab. 7 Podminky PCR pro piepis gent kodujicich Mn-dependentni peroxidasu:

Cas Teplota
1. Iniciace denaturace 20 s 95 °C
2. Denaturace 20's 95 °C
3. Nasedani primert 20's 58 °C
4. Polymerace 40 s 72 °C

Pocet cykli (krok 2 — 4) 40

Po ukonceni polymerace nasledovala analyza disociace produktii PCR (tzv. analyza
,melting curve*). Analyza probihala 15 s pti 95 °C, poté 1 min pii 65 °C a nakonec bylo
dosazeno teploty 95 °C kroky po 0,1 °C, ktera byla drzena po dobu 15 s.

4.21 Statistické zpracovani

Vsechna ziskand data byla pro ovéteni prikaznosti zpracovana standardnimi

statistickymi metodami (t test s hladinou pravdépodobnosti a = 0,05).

55



5. Vysledky

5.1 Sledovani enzymovych aktivit v houbovych kulturach

5.1.1 Kultivace houbovych kultur v. mediu MEG

V kulturach hub z kultivace A (viz kapitola 4.7) péstovanych v mediu MEG
v ptitomnosti/absenci EE2 bylo stanovovano mnozstvi aktivnich enzymt Lac, MnP a LiP
produkovanych do supernatantu. Enzymova aktivita byla vyjadiena jako aktivita enzymu
vztazena na 1 1 supernatantu. Z Obr. 6 vyplyva, Ze k nejvys§imu nartistu aktivity MnP
v kulturdch stimulovanych EE2 P. chrysosporium doslo 14. den kultivace, kdy byla
zjisténa aktivita 5,2 + 1,1 U/l MnP. Narozdil od kultur exponovanych EE2 hladina
enzymové¢ aktivity MnP v biologickych kontrolach ztlistala nizka v pritbé¢hu celé kultivace
(aktivita ve 14. dni kultivace dosahla hodnoty 0.4 + 0,7 U/l). V ptipadé¢ LiP byla
v kulturach stimulovanych EE2 pozorovéna aktivita 9. den kultivace (2,8 + 1,0 U/I).
V biologickych kontrolach byla aktivita pfitomna v kulturdch 7. az 11. den kultivace.
Z toho lze usuzovat, ze ptidani EE2 ke kulturam P. chrysosporium stimuluje expresi MnP
a zéaroven ovliviiuje i produkci LiP. V kulturach P. chrysosporium nebyla detekovana

74dna aktivita Lac.

7 _
6 - _
5 _
T —e—MnP EE2
4 —= MnP BK

3 l T LiP EE2
LiP BK

2 - 7]

1 -

Cas (dny)

Enzymova aktivita (U/l)

Obr. 6 Enzymové aktivity MnP a LiP zjiSt€né v supernatantu kultur P. chrysosporium
péstovanych v mediu MEG s/bez pfidani EE2 (10 mg/l). Prezentovana data odpovidaji
pruméru ze tii stanoveni a vyznaCené chybové UseCky smeérodatné odchylce téchto

stanoveni.
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V supernatantu kultur P. ostreatus byla zjisténa aktivita enzymt Lac a MnP. Z Obr.
7 lze pozorovat, ze enzymové aktivity v kulturdch stimulovanych EE2 a biologickych
kontrolach nevykazovaly zadné signifikantni rozdily. EE2 v pfipad¢ této houby tedy nijak

neovliviioval hladiny enzymovych aktivit.

300 -
= 250 -
=}
_g 200 - —e—Lac EE2
% —m Lac BK

150 -
g MnP EE2
E 100 - MnP BK
W 50

01— : -
0 5 10 15
Cas (dny)

Obr. 7 Enzymové aktivity Lac a MnP zjisténé v supernatantu kultur P. ostreatus
péstovanych v mediu MEG s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovana data odpovidaji
pruméru ze tifi stanoveni a vyznaCené chybové useCky smeérodatné odchylce téchto

stanoveni.

V kulturach T. versicolor péstovanych v mediu MEG byly detekovany enzymové
aktivity Lac, LiP a MnP. V kulturdch stimulovanych EE2 doSlo u Lac a LiP k
vyznamnému narustu aktivity 2. den kultivace (Obr. 8, str. 58). V piipadé¢ Lac byla
zjisténa hodnota aktivity 102,6 = 14,7 U/l (biologicka kontrola 41,5 + 1,7 U/l), u LiP pak
81,4 = 16,6 U/l (biologickd kontrola 13,4 + 1,5 U/l). Z toho lze usuzovat, ze EE2 mé¢l
stimulacni efekt na nardst aktivity Lac i LiP. Aktivita MnP dosahovala nizkych hodnot
(nejvyssi hodnota v biologickych kontrolach 4. den kultivace, 6,1 & 2,6 U/I) v prib¢hu celé

kultivace.
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Obr. 8 Enzymové aktivity Lac, LiP a MnP zjisténé v supernatantu kultur 7. versicolor
pestovanych v mediu MEG s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovana data odpovidaji
priméru ze tfi stanoveni a vyznacené chybové useCky smérodatné odchylce téchto

stanoveni.

V supernatantech kultur I lacteus byla v pfitomnosti/absenci EE2 zjisténa
enzymova aktivita Lac a MnP (Obr. 9, str. 59). Aktivita LiP nebyla detekovana. V piipadé
MnP byla 4. a 7. den kultivace pozorovana vyssi aktivita v biologickych kontrolach ve
srovnani s kulturami exponovanymi EE2. Aktivita Lac byla srovnatelnd jak v
kulturach kontrolnich tak i1 kulturach stimulovanych EE2 (Obr. 9, str. 59). V piipadé této
houby byl tedy pozorovan mirny inhibi¢ni vliv EE2 na enzymovou aktivitu MnP.

Pro eliminaci vlivu nariistu biomasy na expresi enzymovych aktivit byl u 7.
versicolor a I. lacteus péstovanych v mediu MEG stanovovan pfirastek biomasy a hodnoty
enzymoveé aktivity produkované kulturami (Lac 7. versicolor, Tab. 8, str. 59 a MnP I
lacteus, Tab. 9, str. 60) byly vztazeny na mnozstvi suché biomasy kultur (aktivita enzymu

U na 1 g suché hmotnosti mycelia v kultufe).
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Obr. 9 Enzymové aktivity Lac a MnP zjisténé v supernatantu kultur /. lacteus péstovanych
v mediu MEG s/bez piidani EE2 (10 mg/l). Prezentovand data odpovidaji priméru ze tii

stanoveni a vyznacené chybové usecky smérodatné odchylce téchto stanoveni.

Tab. 8 Enzymova aktivita Lac (U/g) a mnozstvi biomasy (mg) produkované
kulturami 7. versicolor v pribéhu kultivace v mediu MEG. Prezentovana

data odpovidaji primeéru ze tii stanoveni a SD smérodatné odchylce méteni.

EE2 BK
Biomasa +SD Biomasa +SD
Den (mg) (mg)
0 0,6 0,1 0,6 0,2
2 20,6 3,3 33,5 18,6
4 37,9 5,5 444 3,5
7 96,2 4,7 113,1 20,8
9 129,9 9,8 118,1 16,1
1 137,2 6,3 135,5 4,3
14 138,0 18,6 138,3 12,4
Den EA (U/g) *SD EA (U/g) *SD
0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 99,6 14,3 24,8 1,0
4 26,6 11,2 21,3 3,7
7 0,7 0,3 4.1 1,1
9 0,4 0,3 1,2 0,3
1 0,3 0,0 0,5 0,2
14 0,6 0,1 0,8 0,2
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Tab. 9 Enzymova aktivita MnP (U/g) a mnozstvi biomasy (mg) produkované
kulturami /. lacteus v prub¢hu kultivace na MEG mediu. Prezentovana data

odpovidaji priméru ze tii stanoveni a SD smérodatné odchylce méteni.

EE2 BK
Biomasa +SD Biomasa +SD
Den (mg) (mg)
0 0,3 0,1 0,2 0,1
2 12,6 1,1 12,3 0,4
4 17,1 2,7 14,6 1,4
7 27,1 2,1 25,4 0,6
9 32,6 0,7 28,9 1,0
11 45,2 10,5 30,9 4.9
14 45,5 5,9 51,3 2,8
Den EA (U/g) *SD EA (U/g) *SD
0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 2,6 0,2 1,2 0,9
4 16,6 3,6 32,3 1,6
7 5,9 34 11,8 0,6
9 6,5 6,8 12,3 3.1
1 12,2 4,2 17,6 4.8
14 10,2 1,9 10,6 0,2

V ptipadé obou hub nebyl pozorovan zadny vyrazny vliv EE2 na produkci
biomasy v kulturdch (Tab. 8, str. 59 a Tab. 9). V kulturdch stimulovanych EE2 T.
versicolor aktivita Lac dosdhla maxima 2. den kultivace (99,6 + 14,3 U/g), které bylo
Ctytrikrat vyssi nez aktivita Lac v biologickych kontrolach (24,8 = 1,0 U/g). U L lacteus
byla zjisténa maximalni hodnota MnP v biologickych kontroladch 4. den kultivace (32,3 +
1,6 U/g). Poté hladina enzymu v kulturadch poklesla zhruba na jednu tfetinu. Oproti tomu
v kulturach stimulovanych EE2 hladina MnP doséahla nejvyssi hodnoty 16,6 + 3,6 U/g (4.

den kultivace).

5.1.2 Kultivace houbovych kultur v mediu MM

V kulturdch hub z kultivace A (viz kapitola 4.7) péstovanych v mediu MM
v ptitomnosti/absenci EE2 bylo stanovovano mnozstvi aktivnich enzymt Lac, MnP a LiP
produkovanych do supernatantu. Enzymova aktivita byla vyjadiena jako aktivita enzymu
vztazend na 1 1 supernatantu. Enzymové aktivity v kulturdch P. chrysosporium

stimulovanych EE2 a biologickych kontrolach nevykazovaly signifikantni rozdily (Obr.
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10, str. 61). V kulturach byla detekovana nizkd aktivita Lac po celou dobu kultivace. Jeji
hodnoty dosahly maxima 9. den kultivace u kultur stimulovanych EE2 (2,1 + 1,6 U/l) a 11.
den kultivace u biologickych kontrol (1,5 £ 1,3 U/l). V biologickych kontrolach byla déle
detekovana 7. az 11. den kultivace nizka aktivita MnP. V kulturach exponovanych EE2

byla nizk4 aktivita MnP detekovana 11. den kultivace.

16 -

14 -
5 124 —e—Lac EE2
.g 10 - —=—Lac BK
2 MnP EE2
LA
@ MnP BK
g 61 —=—LiP EE2
F o —e—LiP BK
m -4

; wl

0® - ‘ —— e—————— . \

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas (dny)

Obr. 10 Enzymové aktivity Lac, MnP a LiP zjisténé v supernatantu kultur P.
chrysosporium péstovanych v mediu MM s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovana data
odpovidaji priméru ze tfi stanoveni a vyznacené chybové tsecky smeérodatné odchylce

téchto stanoveni.

Obdobn¢ v kulturach P. ostreatus dosahovaly zjisténé enzymové aktivity Lac,
MnP a LiP nizkych hodnot (Obr. 11, str. 62). V druhé polovin¢ kultivace byl pozorovan
narast aktivity MnP v biologickych kontroldch (maximum 14. den, 36,8 + 30,5 U/l).
V kulturach stimulovanych EE2 nepiesédhla zjisténa aktivita MnP hodnotu 3,0 = 3,1 U/I.
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Obr. 11 Enzymové aktivity Lac, LiP a MnP zjis§téné v supernatantu kultur P. ostreatus
péstovanych v mediu MM s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovand data odpovidaji
praméru ze tfi stanoveni a vyznacené chybové useCky smérodatné odchylce téchto

stanoveni.

V kulturach stimulovanych EE2 T. versicolor byla zaznamenana aktivita Lac s
vyraznym nariistem po 2 dnech kultivace a s maximem v 9. dni kultivace, kdy byla zjisténa
aktivita Lac 12,9 = 0,5 U/l (Obr. 12, str. 63). V biologickych kontrolach bylo maximum
aktivity Lac 2,6 = 1,0 U/l. 2. den kultivace T. versicolor s EE2 byla zjisténa aktivita MnP
4,0 £ 3,4 U/l. V biologickych kontroldch byla MnP detekovéana az 4. den kultivace, jeji
hodnoty vsak dosédhly maxima pouze 0,4 £ 0,2 U/l. V kulturach T. versicolor nebyla
detekovana zadna aktivita LiP (Obr. 12, str. 63).

V supernatantech /. lacteus byl zjistén vyznamny nartst aktivity MnP v kulturach
stimulovanych EE2 po 7. dni kultivace s maximalni hodnotou 13,1 = 0,6 U/l v 11. dni
(Obr. 13, str. 63). V biologickych kontrolach byla detekovdna maximalni aktivita 6,1 + 2,2
U/l ve 14. dni kultivace. V piipadé aktivity Lac nebyl pozorovan signifikantni rozdil
mezi kulturami stimulovanymi EE2 a biologickymi kontrolami (Obr. 13, str. 63). Ani

v jednom piipad¢ nebyla v kulturach I. lacteus detekovana aktivita LiP.
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Obr. 12 Enzymové aktivity Lac, MnP a LiP zjis§téné v supernatantu kultur 7. versicolor
péstovanych v mediu MM s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovand data odpovidaji

pruméru ze tifi stanoveni a vyznaCené chybové UseCky smeérodatné odchylce téchto

stanoveni.
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Obr.

13 Enzymové aktivity Lac a MnP zjisténé v supernatantu kultur I lacteus
péstovanych v mediu MM s/bez ptidani EE2 (10 mg/l). Prezentovand data odpovidaji

pruméru ze tii stanoveni a vyznaCené chybové UseCky smeérodatné odchylce téchto

stanoveni.
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Pro ovéfeni vlivu EE2 na enzymové aktivity v houbach 7. versicolor a I. lacteus
péstovanych v mediu MM byl soucasné stanovovan piirastek biomasy. Enzymova aktivita
pak byla vyjadifena jako aktivita enzymu vztaZzend na 1 g suché hmotnosti mycelia
v kultute. Hodnoty biomasy (mg) a Lac aktivity (U/g) T. versicolor jsou uvedeny v Tab.
10. Produkce biomasy (mg) a MnP (U/g) kulturami /. lacteus je shrnuta v Tab. 11 (str. 65).

Tab. 10 Enzymova aktivita Lac (U/g) a mnozstvi biomasy (mg) produkované
kulturami 7. versicolor v prubéhu kultivace v mediu MM. Prezentovana

data odpovidaji priméru ze tii stanoveni a SD smérodatné odchylce méteni.

EE2 BK
Biomasa +SD Biomasa +SD
Den (mg) (mg)
0 0,2 0,1 0,3 0,1
2 5,9 2,1 5,6 1,9
4 8,3 1,0 9,4 1,1
7 22,4 3,9 17,4 1,2
9 23,7 1,5 17,6 0,9
1 24,5 0,6 20,3 4,0
14 27,6 1,1 234 0,9
Den EA (U/g) *SD EA (U/g) *SD
0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 34,2 6,7 0,0 0,0
4 26,3 3,9 3.1 0,7
7 9,8 0,8 1,7 1,2
9 10,9 0,4 2,9 1,1
1 7,7 54 1,0 1,2
14 7,8 1,1 2,2 0,5
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Tab. 11 Enzymova aktivita MnP (U/g) a mnozstvi biomasy (mg) produkované
kulturami 7. lacteus v pribéhu kultivace v mediu MM. Prezentovana data

odpovidaji priméru ze tii stanoveni a SD smérodatné odchylce.

EE2 BK
Biomasa +SD Biomasa +SD
Den (mg) (mg)
0 0,1 0,1 0,1 0,2
2 57 0,4 53 0,4
4 8,1 1,2 7,3 0,6
7 11,2 0,1 11,9 0,3
9 13,2 0,6 14,6 0,3
1 13,8 1,2 16,8 5,1
14 16,7 1,3 18,2 4.1
Den EA (U/g) *SD EA (U/g) *SD
0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 8,7 47 3,5 0,6
4 3,4 0,1 3,2 1,7
7 2,4 34 0,0 0,0
9 13,1 0,8 6,9 49
1 19,1 0,9 0,0 0,0
14 9,8 3,1 6,8 2,5

V piipad¢ kultur 7. versicolor a I. lacteus péstovanych v mediu MM piidani EE2
nevedlo k zddné zméné produkce biomasy v kulturach (Tab. 10, str. 64 a Tab. 11).
V kulturach 7. versicolor byla po pfidani EE2 do media zjiSténa maximalni hodnota
aktivity Lac 34,2 + 6,7 U/g, a to druhy den kultivace. V biologickych kontrolach dosdhla
Lac maxima 3,1 £ 0,7 U/g 4. den kultivace. Po vyjadieni aktivity v U/g se priib¢h aktivity
MnP v kulturach 1. lacteus shodoval s priitbé¢hem aktivity pii vyjadieni v U/l. V kulturach
stimulovanych EE2 bylo zji§téno maximum aktivity MnP 19,1 + 0,9 U/g 11. den kultivace.
V tento den nebyla v biologickych kontrolach detekovana zadna aktivita MnP. MnP

v kontrolach dosahla maxima 6,9 + 4,9 U/g 9. den kultivace.

5.2 Degradace 170-ethinylestradiolu houbovymi kulturami

5.2.1 Degradace EE2 houbovymi kulturami in vivo

V ptipad¢ hub T. versicolor, I. lacteus, P. chrysosporium a P. ostreatus byl béhem

kultivace v mediu MM (kultivace A, viz kapitola 4.7) studovan potencial degradovat 10
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mg/l EE2 (pocateni koncentrace). Jako kontroly byly pouzity kultury inaktivované
»autokldvovanim“ a vyslednd degradace byla stanovena kone¢nym porovnanim
degradujicich kultur s t€émito kontrolami.

Jak je patrné z Tab. 12, kultury 1. lacteus a T. versicolor byly schopny odstranit
veskery EE2 z media MM béhem prvnich tif dnt kultivace. V ptipad¢ P. ostreatus bylo
v kulturach po 7 dnech kultivace detekovédno stale 17,4 % plvodniho mnozstvi EE2.
Veskery EE2 byl zdegradovan az po 14 dnech inkubace. Kultury P. chrysosporium byly
schopny odstranit veskery EE2 béhem sedmi dnii kultivace (Tab. 12).

Tab. 12 Mnozstvi EE2 (mg/l) detekované v kulturach MM ligninolytickych hub po
3, 7 a 14 dnech kultivace. Prezentovana data odpovidaji priméru ze tii

stanoveni a SD smérodatné odchylce méfeni.

den inkubace 3 7 14

mg/| SD mg/I SD mg/I SD
MM medium
P. ostreatus 9,84 0,26 1,74 0,73 0 0
P. chrysosporium | 3,49 1,08 0 0 0 0
l. lacteus 0 0 0 0 0 0
T. versicolor 0 0 0 0 0 0

5.2.2 Degradace EE2 houbovymi kulturami in vitro

Pro lokalizaci EE2 degradac¢ni aktivity u 7. versicolor, 1. lacteus, P. chrysosporium
a P. ostreatus byla provedena inkubace 10 mg/l EE2 in vitro s ,koncentrovanym*
supernatantem a myceliem z 10 dni starych houbovych kultur (kultivace B, viz kapitola
4.7). Inkubace probihala po dobu 24 hod pii 28 °C. Degradace EE2 supernatanty a
myceliem byla porovndvana proti kontroldm (mycelium a supernatant inaktivované
prevarenim pii 100 °C, 30 min).

V ptipad¢ houby T. versicolor byl veskery EE2 odstranén pomoci vzorku mycelia 1
»koncentrovaného supernatantu (Obr. 14a, str. 68). Vzorek mycelia vykazoval aktivitu

Lac s hodnotou 10 mU. V supernatantu byla detekovana pouze aktivita Lac a vzorek
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odpovidal mnozstvi Lac 175 mU. Pfidani iontd Mn a peroxidu vodiku k supernatantu vedlo
k ¢astecné inhibici odstranéni EE2 supernatantem.

Vzorek mycelia P. chrysosporium s aktivitou Lac 19 mU byl schopen béhem 24
hod inkubace odstranit 95 % plvodniho mnozstvi EE2 (Obr. 14b, str. 68). Supernatant,
ktery obsahoval 1,7 mU aktivity Lac a 37,8 mU aktivity MnP, nebyl bez ptidani Mn iontt
a peroxidu vodiku schopen degradovat EE2. Pfidani Mn iontl a peroxidu vodiku pak vedlo
k mite EE2 degradace 27 + 20,3 % (Obr. 14b, str. 68).

V piipad¢ houby P. ostreatus byla u vzorki mycelia a supernatantu pozorovana jen
limitovana schopnost odstraniovat EE2 (Obr. 14c, str. 68). 85,4 + 2.4 % EE2 bylo vSak
degradovéno vzorkem supernatantu s ptidavkem Mn iontli a peroxidu vodiku. Vzorek
mycelia vykazoval aktivitu Lac 25 mU. V supernatantu byla zjiSténa aktivita Lac a MnP.
Vzorek supernatantu v reakéni smési pak obsahoval 112 = 14 mU Lac a 53,4 + 24,4 mU
MnP.

Supernatant 1. lacteus degradoval béhem 24 hod inkubace 37,1 + 4,3 % ptvodniho
mnozstvi EE2 (Obr. 14d, str. 68). Pfidani Mn iont a peroxidu vodiku ke vzorku vedlo
k zvySeni degrada¢ni schopnosti supernatantu. Bylo pozorovano uplné odstranéni EE2 ze
vzorku béhem 24 hod inkubace. Ve vzorku supernatantu byla pfitomna aktivita Lac (1,8 +
2,6 mU) a aktivita MnP (26,1 = 7,1 mU). Pomoci vzorku mycelia (o aktivité Lac 0,6 mU)
bylo béhem stejné doby inkubace odstranéno pouze 15,1 + 3,6 % EE2 (Obr. 14d, str. 68).
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Obr. 14 Inkubace EE2 in vitro s myceliem a supernatantem houbovych kultur 7. versicolor
(a), P. chrysosporium (b), P. ostreatus (c) a 1. lacteus (d). Prezentovana data odpovidaji
pruméru ze tii stanoveni a vyznacené chybové tsecky smérodatné odchylce téchto

stanoveni. MK = inaktivovana kontrola, ZK = aktivni mycelium/supernatant.

68



5.3 Exprese genu lakas T. versicolor a Mn-dependentnich peroxidas /1. lacteus

5.3.1 Exprese gent lakas T. versicolor

5.3.1.1 Detekce genii kodujicich Lac v gDNA T. versicolor

Geny kodujici Lac byly detekovany v gDNA T. versicolor pomoci PCR se
specifickymi primery laccTv-F a laccTv-R a degenerovanymi primery CulF a Cu2R. Jako
templat do PCR bylo pouzito 0,5 ul gDNA (koncentrace 122 ng/ul, ¢istota A6 nm/A280 nm
= 1,78). Pro odhad velikosti amplifikovanych fragmentt byl pouzit marker DNA (,,Low
molecular weight DNA ladder*). Vizualizace produktl PCR probihala na 2% agarose (95
V, 35 min). Pomoci primert laccTv-F a laccTv-R byl amplifikovan fragment o velikosti
cca 500 bp a pomoci primertt CulF a Cu2R byl amplifikovan fragment o velikosti cca 200
bp (Obr. 15).

500 bp

200 bp

Obr. 15 Amplifikace genli kodujicich lakasy z gDNA T. versicolor. Drahy: 1,7- marker
(,,Low molecular weight DNA ladder®); 2, 3- fragmenty amplifikované primery CulF a
CulR; 4- negativni kontrola (PCR bez templatu, primery CulF a CulR); 5- fragment
amplifikovany primery laccTv-F a laccTv-R; 6- negativni kontrola (PCR bez templatu,

primery laccTv-F a laccTv-R).

5.3.1.2 Izolace RNA z mycelia kultur T. versicolor

Totalni RNA byla izolovana z biologickych kontrol a kultur exponovanych EE2 T.

versicolor kultivace C (viz kapitola 4.7) v mediu MM. Mycelium pro izolaci bylo
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odebrano 2. a 5. den kultivace. Izolace byly provadény v tripletech. Tab. 13 uvadi

mnozstvi a ¢istotu izolované RNA z mycelia.

Tab. 13 Izolace RNA zmycelia 7. versicolor. Cistota vzorku je ddna pomérem
absorbance 260 nm/280 nm. Za ¢isty vzorek je povazovan ten, jehoz dana

hodnota je v rozmezi 1,8 — 2,0.

Cislo Typ aden Mnozstvi izolované Pomér absorbance
vzorku izolace vzorku RNA (ng/ul) 260 nm/280 nm
1 EE25 199,5 1,94
2 73,8 1,71
3 179,5 1,90
4 BK 5 157,9 1,74
5 332,0 1,78
6 328,1 1,91
7 EE2 2 986,2 1,71
8 516,6 1,95
9 589,8 1,68
10 BK 2 1101,2 1,99
11 903,4 1,78
12 621,9 1,80

5.3.1.3 Reverzni transkripce izolované RNA z mycelia T. versicolor

Vzorky RNA (viz 5.3.1.2) izolované zmycelia 7. versicolor (1000 ng) byly
»osetfeny” DNasou a reverzné piepsany do cDNA. Spravnost odstranéni gDNA z RNA
byla ovéfena pomoci kontrolni PCR s pouzitim primert CulF a Cu2R a laccTv-F a laccTv-
R a RNA (1 ul RNA po ,,08etfeni* DNasou) jako templatu. Negativni vysledek amplifikace
ukazal, ze zRNA byla pfed piepisem odstranéna kontaminujici gDNA (vysledky
neuvedeny).

Pomoci primerti laccTv-F a laccTv-R byly z cDNA amplifikovany fragmenty genii
kodujici lakasy. Amplikony o velikosti shodné s velikosti amplikonti z gDNA T. versicolor

(500 — 600 bp) byly ziskany u péti vzorkii cDNA (Obr. 16, str. 71).
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Obr. 16 Amplifikace gent kodujicich Lac z gDNA a cDNA T. versicolor pomoci primerQ
laccTv-F a laccTv-R. Drahy: 1, 16- marker (,,Low molecular weight DNA ladder®); 2-
negativni kontrola (PCR bez templatu); 3, 4, 5- amplifikace z cDNA z 5 dni starych EE2
kultur; 6, 7, 8- amplifikace zcDNA z 5 dni starych biologickych kontrol; 9, 10, 11-
amplifikace z cDNA z 2 dny starych EE2 kultur; 12, 13, 14- amplifikace z cDNA z 2 dny
starych biologickych kontrol, 15- amplifikace z gDNA T. versicolor (= 50 ng). Poradi
vzorkl odpovida Tab. 13 (viz kapitola 5.3.1.2).

5.3.1.4 RT-gPCR c¢DNA T. versicolor

Hladina transkripti gent pro Lac byla testovana pomoci ,,real-time* (RT) qPCR.
Porovnavana byla taroven transkripce kontrolnich kultur bez ptfidaného polutantu a kultur
pestovanych v mediu s EE2 (kultivace C, viz kapitola 4.7) pomoci dvou sad primera.
Degenerované primery CulF a Cu2R byly pouzity pro sledovéani celkové hladiny Lac
transkripti amplifikovatelnych témito primery. Specifické primery laccTv-F a laccTv-R
byly pak pouzity pro hodnoceni transkripéni urovné specifického genu kodujiciho Lac. Na
normalizaci dat bylo pouzito stanoveni hladiny transkriptli genu pro aktin. Na zavér qPCR
cyklu byla provedena analyza tani dvousroubovice, tzv. analyza ,,melting curve®, ktera
potvrdila, ze ve vSech qPCR reakcich byl amplifikovan shodny produkt PCR.

Pomoci degenerovanych primert bylo zjisténo, ze u kultur stimulovanych EE2 byla
2. den kultivace pouze mirn€¢ zvySena hladina mRNA Lac oproti biologickym kontroldm
(Obr. 17, str. 72). Pomér transkripti Lac v EE2 kulturach ke kontroldm ¢inil 1,4 + 0,76. 5.
den kultivace byl pozorovan pokles transkripce gent pro Lac v kulturach s EE2. Sledovany
pomer transkripta klesl na hodnotu 0,03 + 0,04.

Sledovani transkripéni trovné gent Lac pomoci specifickych primert laccTv-F a
laccTv-R ukézalo, ze pfidani EE2 ke kulturdm vedlo druhy den kultivace k vyraznému

zvySeni transkripce jednoho specifického genu Lac 7. versicolor (Obr. 18, str. 72). Hladina
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transkriptd tohoto genu byla v kulturach exponovanych EE2 5krat vys§i nez
v biologickych kontrolach. Mira transkripce tohoto genu v kulturdch exponovanych EE2

nasledné klesla a 5. den kultivace doséhla hodnoty nizsi nez v biologickych kontrolach.

Transkripcni uroven EE2 / BK

0 0,5 1 1,5 2 2,5
o <+~ piidavek EE2
a%
£
<
LO R

5 F 0,03 + 0,04

Obr. 17 Porovnani transkripéni trovné genti pro lakasu v kulturdch stimulovanych EE2 T.

versicolor a biologickych kontrolach (BK) s vyuzitim primerti CulF a Cu2R.

Transkripéni uroven EE2 / BK
4 6 8 10

<« pridavek EE2
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5 t 0,31 £ 0,48

Obr. 18 Porovnani transkripéni urovné genti pro lakasu v kulturach stimulovanych EE2 T.

versicolor a biologickych kontrolach (BK) s vyuzitim primerti laccTv-F a laccTv-R.
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5.3.1.5 Sekvenovani produktu PCR gDNA T. versicolor

Produkt PCR amplifikovany primery laccTv-F a laccTv-R z gDNA T. versicolor
byl ptecistén pres agarosovy gel a rozpustén v 1 mmol/l Tris pufru (vysledna koncentrace
produktu PCR 45,2 ng/ul, Cistota 2,29). Produkt PCR byl sekvenovan ve Stiedisku
sekvenovani DNA (Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i., Praha, CR). Zjisténa sekvence
(Tab. 14) byla porovnédna s databazi NCBI (,,National Center for Biotechnology
Information*) pomoci algoritmu ,,blastn® a popis nejpiibuznéjsi sekvence z databaze je

uveden v Tab. 14.

Tab. 14 Sekvence produktu PCR a jeho porovnani s daty z NCBI databaze.

Visledek srovnini s NCBI databdzi (blastn)

Pristupoveé Sislo

(NCB)

Sekvence 35— 57 Popis Podobnost

AGGGCATCGTCATGCCGCCACCGTICCGTGCTCCTGCAG
ATCCTGAGCGGOGOGCAGAGCGCCTCCGACCTGCTCCCG
ACCGGCAGCGTCTACACTCTCCCTCTGAACTOGACCAT
CEAGCTCTCGTITCCCCATTACCACCGICAATGGCOGTITAC
GAATGCOGCCTGGGGCCCCGCATCCTTTCCACTIGCACGG
AGTAAGTGTCAATCACCCACGTCTGOGCTTATGGATCC
GCAATTCTCACGCTTITGCACATGCAGCATGCCTTCTCCG AYVE4684 1 Trametes sp. AH28 2
TCGTGOGCAGOGCCGGAAGCTCGGACTACAACTACGTC ) ’ laccase B ({acB) gen
AACCCCOTCCGGCGCGACACCGTCAGCACGGGTAACCC
TGGCCGACAACGTCACCATCOGCTICACGGTATGTCTCCC
GOGCAGCTCCTGOGCTCCTITATGTCCOGCTGGOGGCTGACC
ATCGCATCGTACCGCCGGCAGACTGACAACGCCGGTCC
GTGGTTCCTCCACTGOCACATCGACTICATCTTCAACGG
CACCAACTTCTTOGTCAACTGGAACAAATTTTTTATGT
AAAGOCATTATATTTTITTITAATGGAGCTGT

5.3.2 Exprese genii Mn-dependentnich peroxidas 1. lacteus
5.3.2.1 Detekce genii kodujicich MnP v gDNA 1. lacteus
Geny kodujici MnP byly detekovany v gDNA [ lacteus pomoci PCR s
degenerovanymi primery mnpHet-F a mnpHet-R, mnp-U a mnp-L. Jako templat do PCR

reakce bylo pouzito 0,5 ul gDNA (koncentrace 174,6 ng/ul, Cistota Azgo nm/A280 nm = 1,60).

Pro odhad velikosti amplifikovanych fragmentii byl pouzit marker DNA (,,Low molecular
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weight DNA ladder®). Vizualizace produktii PCR probihala na 2% agarose (95 V, 35 min).
Pomoci primert mnpHet-F a mnpHet-R byl amplifikovan fragment o velikosti cca 400 bp

a pomoci primera mnp-U a mnp-L byly amplifikovany fragmenty o velikostech cca 300 bp

a 500 bp (Obr. 19).

500 bp
300 bp

400 bp

Obr. 19 Amplifikace genii kodujicich Mn-depedendentni peroxidasy z gDNA I lacteus.
Drahy: 1, 8- marker (,Low molecular weight DNA ladder”); 2, 3- fragmenty
amplifikované primery mnpHet-F a mnpHet-R; 4- negativni kontrola (PCR bez templatu,
primery mnpHet-F a mnpHet-R); 5, 6- fragmenty amplifikované primery mnp-U a mnp-L;
7- negativni kontrola (PCR bez templatu, primery mnp-U a mnp-L).

5.3.2.2 Izolace RNA z mycelia kultur I. lacteus

Totalni RNA byla izolovana z mycelia biologickych kontrol a kultur exponovanych
EE2 I lacteus kultivace D (viz kapitola 4.7) na MM mediu. Mycelium pro izolaci bylo
odebrano 7., 9., 12. a 14. den kultivace. Izolace byly provadény v tripletech. Tab. 15 (str.

75) uvadi mnozstvi a Cistotu izolované RNA.
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Tab. 15 Izolace RNA zmycelia I lacteus. Cistota vzorku je dana pomérem
absorbance 260 nm/280 nm. Za ¢isty vzorek je povazovan ten, jehoz dana

hodnota je v rozmezi 1,8 — 2,0.

Cislo Typ aden Mnozstvi vyizolované | Pomér absorbance
vzorku izolace vzorku RNA (ng/pl) 260 nm/280 nm
1 EE2 14 46,9 1,63
2 70,4 1,63
3 100,6 1,67
4 BK 14 61,7 1,85
5 146,6 1,84
6 52,4 1,64
7 EE2 12 13,3 1,66
8 241 1,49
9 17,5 1,44
10 BK 12 32,0 1,55
11 13,0 1,50
12 60,1 1,78
13 EE29 88,3 1,67
14 40,7 1,62
15 107,8 1,65
16 BK9 14,2 1,45
17 77,6 1,65
18 66,5 1,81
19 EE27 33,4 1,60
20 69,9 1,59
21 45,7 1,59
22 BK7 29,2 1,98
23 42,0 1,59
24 32,5 1,63

5.3.2.3 Reverzni transkripce izolované RNA z mycelia I. lacteus

Vzorky RNA (viz 5.3.2.2) izolované zmycelia 1. lacteus (1000 ng) byly
,oSetfeny” DNasou a reverzné piepsany do cDNA. Spravnost odstranéni gDNA z RNA
byla ovéfena pomoci kontrolni PCR s pouzitim primeri mnp-U a mnp-L a RNA (2 pl
RNA po ,,08etfeni” DNasou) jako templatu. Negativni vysledek amplifikace ukazal, Ze

z RNA byla pted ptepisem odstranéna kontaminujici gDNA (vysledky nejsou uvedeny).
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Pomoci primerdt mnp-U a mnp-L byly zcDNA amplifikovany fragmenty gent
kédujici Mn-dependentni peroxidasy. Amplikony o velikosti shodné s velikosti amplikonil

z gDNA I lacteus (400 — 500 bp) byly ziskany u 19 vzorki cDNA (Obr. 20, str. 76).

500 bp

Obr. 20 Amplifikace gent kodujicich Mn-dependentni peroxidasy z gDNA a cDNA I
lacteus pomoci primeri mnp-U a mnp-L. Dréhy: 1, 17, 18, 33- marker (,,100 bp DNA
ladder*); 2- negativni kontrola (PCR bez templatu); 3- amplifikace z gDNA I. lacteus (=
174,6 ng); 4, 5, 6, 7- amplifikace zcDNA ze 14 dni starych EE2 kultur; 8, 9, 10-
amplifikace z cDNA ze 14 dni starych biologickych kontrol; 11, 12, 13- amplifikace
z cDNA ze 12 dni starych EE2 kultur; 14, 15, 16- amplifikace z cDNA ze 12 dni starych
biologickych kontrol; 19, 20, 21, 22- amplifikace z cDNA z 9 dni starych EE2 kultur; 23,
24, 25, 26- amplifikace zcDNA z9 dni starych biologickych kontrol; 27, 28, 29-
amplifikace z cDNA ze 7 dni starych EE2 kultur; 30, 31, 32- amplifikace z cDNA ze 7 dni
starych biologickych kontrol.

5.3.2.4 RT-gPCR cDNA I. lacteus
Hladina transkriptii genii pro MnP byla testovana pomoci ,,real-time* (RT) qPCR
pomoci primerd mnp-U a mnp-L. Porovnavana byla trovei transkripce kontrolnich kultur

bez pridané¢ho polutantu a kultur péstovanych v mediu s EE2 (kultivace D, viz kapitola

4.7). Na normalizaci dat bylo pouzito stanoveni hladiny transkripti genu pro aktin. Na
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zavér qPCR cyklu byla provedena analyza tani dvousroubovice, tzv. ,,analyza melting*
curve, kterd potvrdila, Ze ve vSech reakcich byl amplifikovan shodny produkt PCR.

Bylo zjisténo, ze u kultur stimulovanych EE2 byla 7. az 12. den kultivace zvysena
hladina mRNA MnP oproti biologickym kontroldm (Obr. 21, str. 77). Pomér transkript
v kulturdch EE2 ke kontrolam ¢inil 4,02 — 6,82. 14. den kultivace byl pozorovan pokles
transkripce gend pro MnP v kulturdch s EE2. Hladina transkript klesla na hodnotu

srovnatelnou s kontrolnimi kulturami.

Transkripéni drovei EE2 / BK
0 2 4 6 8 10 12

+«— pridavek EE2

_ 7 6,28 = 1,98
>
=
~ 9 4,02 +1,92
£
2,
12 6,82 +£2,97
14 0,91 + 0,65

Obr. 21 Porovnani transkripcni urovné genti pro Mn-dependentni peroxidasu v kulturach

exponovanych EE2 I lacteus a biologickych kontrolach (BK).

5.4 Izoelektricka fokusace (IEF) lakas a Mn-dependentnich peroxidas

5.4.1 IEF lakas T. versicolor

Ovéfeni pfitomnosti riznych isoforem enzymu Lac v supernatantu houbovych
kultur T. versicolor bylo provedeno pomoci IEF. Na gel bylo nanaseno 120 ul supernatantu
z1, 2 a 5 dni starych kultur (kultivace C, viz kapitola 4.7). Hodnoty aktivity Lac
detekované v supernatantu a aplikované na gel jsou uvedeny v Tab 16 (str. 78).
V kulturach stimulovanych EE2 byly detekovany 1. den kultivace dvé formy Lac o p/ 4,05
a 4,13, 2. den kultivace jedna forma Lac o p/ 4,05 a 5. den kultivace tfi formy Lac o p/

3,93 — 4,09. V biologickych kontrolach byly detekovany 1. a 2. den kultivace stejné formy
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Lac jako v kulturach stimulovanych EE2. 5. den kultivace byla v biologické kontrole
detekovana pouze jedna forma Lac o p/ 4,17. Zjisténé hodnoty p/ Lac T. versicolor jsou
uvedeny v Tab. 16 (str. 78). Pfitomnost EE2 v kulturach tedy stimulovala produkci vice

isoforem enzymu Lac do supernatantu 5. den kultivace.

Tab. 16 Izoelektrické body (p/) Lac ziskané v riznych dnech kultivace T. versicolor.
Mnozstvi pouzitého vzorku supernatantu je uvedeno v mU aktivity Lac

pfitomné ve vzorku.

Kultury BK Kultury EE2
Den odbéru MnozZstvi Mnozstvi
supernatantu pl vzorku nanesen¢ho pl vzorku nanesen¢ho
na analyzu vzorku (mU) vzorku (mU)
1 4,05 4,13 0,36 4,05 4,13 0,33
2 4,05 0,15 4,05 0,16
5 4,17 0,39 3,93 4,01 4,09 0,93

5.4.2 IEF Mn-dependentnich peroxidas /. lacteus

Zastoupeni forem MnP v supernatantu béhem kultivace 1. lacteus s EE2 bylo
studovano pomoci IEF. Na gel bylo nanaseno 160 pl supernatantu ze 7, 9, 12 a 14 dni
starych kultur (kultivace D, viz kapitola 4.7). Hodnoty aktivity MnP detekované
v supernatantu a nanesené na gel jsou uvedeny v Tab 17 (str. 79). 'V kulturach
stimulovanych EE2 byly detekovéany 7., 9. a 14. den kultivace vzdy dvé formy enzymu
MnP o p/ v rozmezi 3,98 — 4,31 (Tab. 17, str. 79). 12. den kultivace byla detekovana pouze
jedna forma MnP o p/ 4,31. V biologickych kontrolach byly detekovany vzdy dvé formy
enzymu MnP o p/ v rozmezi 4,05 — 4,43 (Tab. 17, str. 79). V kulturach stimulovanych EE2
a biologickych kontrolach byly tedy detekovany MnP formy o odlisnych p/.
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Tab. 17 Izoelektrické body (p/) MnP ziskané v raznych dnech kultivace 1. lacteus.
Mnozstvi pouzitého vzorku supernatantu je uvedeno v mU MnP aktivity

pfitomné ve vzorku.

Kultury BK Kultury EE2
Den odbéru Mnozstvi Mnozstvi
supernatantu pl vzorku nanesen¢ho pl vzorku nanesen¢ho
na analyzu vzorku (mU) vzorku (mU)
7 4,13 4,20 1,13 3,98 4,05 0,39
9 4,05 4,13 0,67 4,28 431 0,15
12 435 443 0,12 4,31 0,21
14 420 4,28 0,37 4,17 424 0,33
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6. Diskuse

Rada praci z posledni doby popisuje vliv riiznych chemickych latek na enzymové
aktivity u ligninolytickych hub [Terrén et al., 2004; Xiao et al., 2004; Elisashvili et al.,
2010]. V ptipadé¢ Lac bylo popsano, ze v indukci exprese tohoto enzymu hraji vyznamnou
roli urcité sekvence promotorovych oblasti gent kodujicich Lac [Piscitelli et al., 2011].

V této diplomové praci byl sledovan vliv EE2 na hladiny ligninolytickych aktivit u
hub T. versicolor, 1. lacteus, P. ostreatus a P. chrysosporium v priibéhu kultivace na dvou
typech tekutého media (media MM a MEG). Na obou typech media byly detekovany
enzymové aktivity Lac, MnP a LiP. V kulturach MEG stimulovanych EE2  P.
chrysosporium byl pozorovan znatelny efekt EE2 na expresi MnP s nejvyssim nartistem
aktivity MnP ve 14. dni kultivace (Obr. 6, str. 56). V biologickych kontroldch hladina
enzymové¢ aktivity MnP ztlistala nizka v prabehu celé kultivace. U této houby byla exprese
aktivity MnP ovlivnéna slozenim media. V kulturach MM P. chrysosporium byla
detekovana v pribéhu celé kultivace v kulturdch stimulovanych EE2 a biologickych
kontrolach pouze nizka aktivita MnP.

V supernatantu kultur P. ostreatus péstovanych v mediu MEG byly detekovany
aktivity enzymt Lac a MnP. Enzymové aktivity v kulturdch stimulovanych EE2 a
biologickych kontrolach vSak nevykazovaly signifikantni rozdily. V kulturach péstovanych
v mediu MM dosahovaly enzymové aktivity Lac a MnP nizkych hodnot. V biologickych
kontrolach byl pozorovan nartist aktivity MnP s maximem ve 14. dni kultivace (Obr. 11,
str. 62).

V kulturach stimulovanych EE2 T. versicolor péstovanych v mediu MEG byl
pozorovan vyrazny efekt EE2 na expresi dvou enzymu. 2. den kultivace byl detekovan
vyznamny narust aktivity Lac a LiP. V biologickych kontrolach byla zjisténa ve stejny den
témer 2,5krat nizsi aktivita Lac a 6krat nizsi aktivita LiP (Obr. 8, str. 58). V. mediu MM
byl zaznamenan v kulturach exponovanych EE2 nérist hladiny Lac po 2 dnech kultivace.
Vyssi aktivita Lac v kulturach ptetrvavala po celou dobu kultivace.

V kulturdch stimulovanych EE2 I lacteus péstovanych v mediu MEG byl
pozorovan mirny inhibi¢ni vliv EE2 na enzymovou aktivitu MnP. V biologickych

kontrolach byla detekovéna vyssi aktivita MnP, a to 4. a 7. den kultivace. Vyznamny
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narust aktivity MnP byl vSak pozorovan po 7. dni kultivace v kulturach stimulovanych EE2
péstovanych na mediu MM s maximalni hodnotou v 11. dni kultivace.

Pribéh enzymovych aktivit MnP, LiP a Lac v kulturach MEG T. versicolor, L
lacteus, P. chrysosporium a P. ostreatus pozorovany v této praci byl obdobny jako v préci
Cajthamla et al. [2009a]. Ptidani EE2 k houbovym kulturam vedlo k vyrazné stimulaci
produkce MnP P. chrysosporium, Lac a LiP T. versicolor a k mirné represi aktivit MnP u L.
lacteus. Navic tato prace ukazuje, ze produkce enzymovych aktivit u téchto hub je
ovlivnéna také slozenim kultivaéniho media. V podminkach s limitovanym (nizkym)
obsahem dusikatych latek (medium MM) byla potlacena exprese MnP P. chrysosporium,
ktera byla v kulturach MEG stimulovana pfidanim EE2. Naopak v kulturich MM I
lacteus byla pozorovana stimulace aktivit MnP po ptidani EE2, kdezto v mediu MEG tento
efekt polutantu na MnP pozorovéan nebyl. Vysledky tak ukazuji, Ze regulace enzymovych
aktivit u hub pomoci EE2 je spojena s metabolismem dusiku. Regulace exprese
ligninolytickych enzymt Zivinami byla u P. chrysosporium navrzena jiz v pracech Jeffriese
et al. [1981] a Faisona & Kirka [1985]. U T. versicolor hraje koncentrace dusiku roli
vexpresi Lac a MnP a nasledné¢ ovliviiuje i1 biodegradacni potencidl houby vici
syntetickym barviviim [Swamy & Ramsay, 1999].

V porovnani s vysledky této prace, ve které ptidani EE2 k kulturam MM T.
versicolor vedlo pouze k vyznamnéjsi stimulaci exprese Lac, v praci Takamiyai et al.
[2008] pfidani jiného polutantu, bisfenolu A, ke kulturam MM T. versicolor vedlo
ke stimulaci aktivit enzymt Lac, MnP a LiP. Navic bylo prokdzano, Ze zde urcitou roli
hrélo pfidani polutantu v riznych koncentracich, pficemz enzymové aktivity dosahovaly
nejvysSich hladin pfi koncentracich BPA 200 a 300 pg/ml [Takamiya et al., 2008].

Pro eliminaci vlivu nartistu biomasy na expresi enzymovych aktivit byl u 7.
versicolor a I. lacteus péstovanych v mediu MEG a MM s/bez EE2 stanoven pfirastek
biomasy. Pfidani EE2 ke kulturdm nevedlo k zZddné zméné produkce biomasy. OdliSny
narist biomasy tedy neovlivitoval prib¢h enzymovych aktivit. U I lacteus se pribéh
aktivit vyjadienych v U/g shodoval s pritbéhem aktivit pti vyjadieni v U/l (viz Obr. 9, a 13,
str. 59, 60 a Tab. 9 all, str. 60 a 65). V ptipad¢ Lac T. versicolor vztazeni jeji aktivity na
mnozstvi biomasy v kulturdch MM ukazalo pokles aktivity Lac po 4 dnech kultivace (Tab
10, str. 64). Maximum aktivity bylo produkovano v dobé intenzivniho riistu kultur. Ani
v jednom z uvednych medii EE2 nem¢l vliv na rtst kultur, ale je znamo, Ze napt. guajakol,

syringol, pyrokatechol nebo p-methoxyfenol mohou u hub ovlivitiovat vedle enzymovych
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aktivit i jiné d&je, napf. biosyntézu pigmentd u Trametes sp. 1-62 [Terron et al., 2004].
V této praci nebyla pozorovana zadné pigmentace kultivaéniho media.

V dalsi casti diplomové prace byla studovana lokalizace aktivity enzymi
schopnych degradovat EE2 v kulturach kultivovanych v mediu MM. Nejefektivnéjsi
degradace byla pozorovana v ptipad¢ kultur 7. lacteus a T. versicolor, kdy byl veskery EE2
odstranén z media jiz béhem prvnich 3 dni inkubace. P. chrysosporium byla EE2 schopna
odstranit do 7 dni a nejmén¢ efektivni degradace EE2 se projevila u P. ostreatus, kde byl
EE2 degradovéan az do 14 dna. V praci Cajthamla et al. [2009a], kde byla degradace EE2
sledovana na komplexnim mediu bohatém na ziviny, byly kultury P. ostreatus naopak
schopny odstranit stejné mnozstvi EE2 jiz béhem prvnich 3 dnl. P. chrysosporium
nedegradovala EE2 ani do 14 dnti inkubace. Soucasné s enzymovymi aktivitami slozeni
media tedy ovliviiuje 1 degradacni potencial houbovych kultur.

Pokusy in vitro ukézaly, ze degradace EE2 je u hub spojena s enzymy piitomnymi
v myceliu a supernatantu. V ptipadé houby 7. versicolor byla degradace EE2 spojena s
aktivitou Lac detekovanou v houbovém myceliu a supernatantu. Degradace EE2 u houby
P. chrysosporium byly spojena s aktivitami Laca MnP. Houba P. ostreatus byla
schopna vétsinu EE2 degradovat az po piidani Mn”*" iontd a peroxidu vodiku k
supernatantu. Vyznamnou roli v degradaci latky tedy pravdépodobné hréla peroxidasova
aktivita. Shodné pak u 1. lacteus k plnému odstranéni EE2 doslo po pfidavku Mn iontii a
peroxidu vodiku k supernatantu, kde hlavnim detekovanym enzymem byla MnP.

EE2 patii mezi endokrinné distruptivni latky, které 1ze degradovat, ¢i alespon snizit
jejich estrogenni aktivitu u¢inkem ligninolytickych enzymu. Jiz v rané studii z roku 1973
[Lugaro et al., 1973] byla prokazana schopnost Lac z houby Polyporus versicolor
(ekvivalent Trametes versicolor) oxidovat steroidni hormony, E1, E2 a E3. Lac izolovana
z Trametes sp. a Pycnoporus coccineus byla testovana pro transformaci EE2, ktery byl
absorbovan na motfském pisku ve zkumavce a rotaénim reaktoru. Izolovany enzym
degradoval EE2, coz prokazuje, ze se Lac mulze ucastnit degradacniho procesu
v houbovych kulturach in vivo [Tanaka et al., 2001]. Pomoci MnP P. chrysosporium ME-
446 a ,lakasa-mediatorového* systému s HBT bylo zkouméno odstranéni steroidnich
hormonti E2 a EE2. MnP a lakasa-HBT systém snizil estrogenni aktivitu obou latek a
nasledné doslo k jejimu Gplnému odstranéni [Suzuki et al., 2003]. Steroidni hormony,

vcetné EE2, byly kompletn¢ degradovany béhem 1 hodiny inkubace s Lac 7. versicolor a
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HRP. Degradace EE2 u T. versicolor byla pfi¢itana hlavné Lac aktivit¢ [Blanquez &
Guieysse, 2008].

Vysledky uvedené v této diplomové praci ukazuji, Ze kromé enzymovych aktivit
volné sekretovanych do kultiva¢ni tekutiny se degradace polutantu mohou u 7. versicolor a
P. chrysosporium UCastnit 1 enzymy vazané v myceliu hub (Obr. 14, str. 68). U T.
versicolor bylo jiz dfive popsano, Ze se dekolorizace barviva Amaranth pravdépodobné
ucastni na mycelium vazany ligninolyticky enzym [Swamy & Ramsay, 1999].
Dekoloriza¢ni potencial aktivity vdzané na mycelium lakasového typu byl demonstrovan 1
u I. lacteus [Svobodova et al., 2008]. V piipad¢ degradace EE2 pomoci mycelia 1. lacteus
vSak v této praci nebyl pozorovan zaddny vyrazny ubytek EE2 z reakéni smési (Obr. 14c,
str. 68).

Pomoci qPCR byla studovana mira transkripce genti pro Lac 7. versicolor a MnP L
lacteus. Exprese téchto enzymi v kulturdich MM hub byla ovlivnéna piitomnosti EE2 a
tyto enzymy se také pravdépodobné ucastni degradace EE2 v houbovych kulturach, jak
bylo ukazano v pokusech in vitro. V houbovych kulturach stimulovanych EE2 I lacteus
byla pozorovana vys$i hladina transkripce genit pro MnP 7. az 12. den kultivace
s pom&rem transkriptli ke kontrolam 4,02 — 6,82 (Obr. 21, str. 77). ZvySeni transkripce
genl CasteCn¢ predchéazi pribéh enzymovych aktivit MnP v kulturach. 7. den kultivace
byla pozorovana zvySena hladina transkripce genti v EE2 kulturach, néarGst enzymové
aktivity MnP v kulturach byl v§ak zaznamenan az 9. den kultivace (Tab. 11, str. 65 a Obr.
21, str. 77). S poklesem transkripce 14. den kultivace klesla i1 hladina aktivity v kulturach.
Z toho lze usuzovat na pouze omezenou stabilitu MnP 1. lacteus v supernatantu.

U T. versicolor byla porovnavana transkripni uroven genti pro Lac s vyuzitim
dvou sad PCR primert. Degenerované primery CulF a Cu2R byly pouzity pro sledovani
celkové hladiny skupiny transkripti Lac amplifikovatelnych t€émito primery a specifické
primery laccTv-F a laccTv-R pak pro hodnoceni transkripéni Grovné specifického genu
Lac. Pomoci degenerovanych primerd byla sledovdna 2. den kultivace v EE2
stimulovanych kulturach pouze mirné zvysena hladina mRNA Lac naproti kontroldm (Obr.
17, str. 72). Analyza transkripéni trovné pomoci specifickych primeri vSak 2. den
kultivace ukézala vyrazné zvyseni transkripce jednoho specifického genu Lac (Obr. 18,
str. 72), coz potvrzuje schopnost EE2 ovliviiovat produkci Lac na urovni transkripce gentl.
2. den kultivace byla v kulturach stimulovanych EE2 soucasné zaznamenana i zvySena

aktivita Lac. OvSem 5. den kultivace bylo mozno pozorovat pokles transkripce geni pro
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Lac v kulturach stimulovanych EE2 naproti kontroldm, a to pomoci obou sad primert
uzitych pro PCR. Hladina aktivity Lac v supernatantu v kulturdach exponovanych EE2 po
4. dni kultivace také poklesla zhruba na tfetinu maximalni aktivity. Az do konce kultivace
byly v kulturach stimulovanych EE2 detekovany vysSi hladiny aktivity Lac nez
v biologickych kontrolach. Z toho 1ze usoudit, Ze zde hraje roli stabilita enzymu.

2. den kultivace byla tedy v kulturach exponovanych EE2 T. versicolor detekovana
vyssi hladina mRNA jednoho z genii kodujicich Lac. LaccTv-F/laccTv-R amplikon tohoto
genu byl osekvenovan a jeho sekvence vykazala 86% podobnost s lacB genem Trametes
sp. AH28-2. Tento gen je amplifikovatelny i pomoci primeri CulF a Cu2R (vysledky
nejsou uvedeny) a hladina jeho transkriptli byla zahrnuta i v analyze pomoci téchto
degenerovanych primert. ZvySend hladina transkripti laccTv-F/laccTv-R ve 2 dnech
starych kulturach exponovanych EE2 a hladina transkripth CulF/Cu2R shodna
s kontrolami pak indikuji, Ze transkripce n¢kterého jiného z genl lac u T. versicolor by
méla byt po pfidani EE2 ke kulturdm snizena pod uroven transkripce v kontrolach, aby
pomer transkriptii Cul F/Cu2R v kulturach stimulovanych EE2 a kontrolach dosahl 2. den
kultivace hodnoty 1,4 + 0,76.

Vysledky kvantifikace genové transkripce z této prace byly porovnany se
schopnosti hub 1. lacteus a T. versicolor degradovat EE2. U houby I. lacteus byla
transkripce MnP zvySena oproti kontroldm az v dobé, kdy v kulturach nebyl detekovan
zadny EE2, nebot’ veskery EE2 byl odstranén z media jiz béhem prvnich 3 dnl inkubace.
Indukovany enzym tedy pravdépodobné nehraje roli v primarnim ataku molekuly EE2, ale
mohl by se ucastnit dalSich krokt degradace, napt. degradace meziprodukti. U T.
versicolor byla Lac transkribovana zvySenou mérou v dob¢, kdy kultura degradovala EE2.
Enzym by se tedy mohl pfimo tGcastnit degradace EE2.

Obecné jsou peroxidasy MnP u hub regulovany na turovni transkripce v odpoveéd’ na
chemicky stres, peroxid vodiku, molekularni kyslik, ionty Mn*" a mnozstvi dusiku
v mediu, jak bylo popsano u modelové houby P. chrysosporium [Peace & Tien 1992; Li et
al.,, 1995; Gettemy et al., 1998; Scheel et al., 2000; Martinez, 2002]. Tyto prace také
ukazaly, Ze limitace kultur dusikem ma vliv na stabilitu MnP v kulturach, které jsou
obecné¢ stabilnéjsi nez LiP [Pease & Tien, 1992]. Naproti tomu, v nasi praci jsme zjistili, Ze
aktivita MnP v kultute 1. lacteus klesla na konci kultivace soucasn€ s poklesem

transkripce.
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Vliv organickych polutantd na expresi MnP v I lacteus dosud nebyl v literatute
plné popsan. V préaci Susly & Svobodové [2008] zpuisobily ionty Mn*" a syntetick4 barviva
v 1. lacteus zvySeni hladiny aktivity MnP v kulturach imobilizovanych na polyuretanovém
nosic¢i. Ve zminované praci byl studovan stejny kmen /. lacteus jako v diplomové praci. V
L lacteus dochazi také ke zméndm v produkci MnP a nespecifické peroxidasy v kulturach
dekolorizujicich odpadni vody [Shin, 2004]. Pifedkladana diplomova prace je vSak prvni,
ktera ukazuje, ze MnP je u kultur 1. lacteus kultivovanych s EE2 regulovana na urovni
transkripce. Vzhledem k tomu, Ze k indukci transkripce dochazi az po odstranéni EE2
z kultur, transkripce zfejmé neni regulovana pifimo EE2, ale n&kterym ze vznikajicich
metabolitl této latky.

Lac T. versicolor patfi mezi nejlépe chrakterizované enzymy studované pro
bioremediaci organopolutanti. Podobné jako u jinych hub [Yeo et al., 2008] mohou mit
organopolutanty vliv na expresi Lac u 7. versicolor. Takamiya et al. [2008] ukazali, ze
aktivity Lac, MnP a LiP byly v kulturdch 7. versicolor R101 opravdu stimulované
bisfenolem A v podminkdch s limitovanym (nizkym) obsahem dusikatych latek. U
Trametes sp. 1-62 bylo poukazano na zvySenou expresi genll a enzymové aktivity tii
isoenzymu Lac v pfitomnosti kyseliny p-kumarové a guajakolu [Terron et al., 2004]. Ve
shod€ s touto praci, v praci Cheonga et al. [2006] byla pozorovéna vyssi exprese Lac
v kulturach T. versicolor péstovanych v kvasinkovém mediu bohatém na obsah zivin a
mediu MEG v ptfitomnosti TNT a jeho kataboliti. Nartst genové exprese byl vétsi v brzké
fazi po pridani latek (6 hod). V diplomové préci bylo pozorovano zvyseni hladiny aktivit
Lac 2. den po pfidani EE2 do kultur MEG T. versicolor.

Profil lakas 7. versicolor byl béhem degradace EE2 studovan s vyuzitim IEF.
Nativni IEF analyza supernatantt kultur odhalila az tfi formy Lac, které byly produkované
v kulturach péstovanych v ptitomnosti EE2 5. den kultivace s rozsahem p/ 3,93 — 4,09
(Tab. 16, str. 78). V biologickych kontrolach byla v tento den kultivace detekovana pouze
jedna forma Lac o p/ 4,17. Z téchto vysledkl Ize odvodit, ze ptitomnost EE2 hraje roli v
produkci vice forem Lac, a to v dobé poklesu trovné transkripce gent kédujicich Lac a
pretrvavajici Lac aktivity. Fujihiro et al. [2009] zjistili, ze T. versicolor UAMH 8272
produkoval béhem degradace PCB dvé skupiny lakas, kazda z nich zahrnuje nékolik
isoforem o riiznych hodnotach pl. Skupina I obsahuje lakasy o p/ v rozmezi 5,0 — 6,0, a
skupina 2 disponuje hodnotami niz$imi, o p/ 3,0 — 4,0. V predkladané diplomové praci se

formy Lac lisi od obou skupin (Tab. 16, str. 78).
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V houbé 1. lacteus bylo dale analyzovéano zastoupeni forem MnP produkovanych do
supernatantu kultur. V tomto ptipadé byly detekovany vétSinou dvé formy MnP, avSak v
kulturach stimulovanych EE2 a biologickych kontrolach byly formy MnP o odlisnych p/
(Tab. 17, str. 79). Také v pribéhu kultivace dochéazelo v kulturach stimulovanych EE2 i v
kontrolach ke zménam profili p/ enzymu.

Vysledky jsou v souladu se studiem profila MnP kultur I lacteus béhem
dekolorizace syntetickych barviv [Susla & Svobodova, 2008], kdy piidani rtznych
syntetickych barviv ovlivnilo hodnoty p/ produkovanych MnP a nésledné¢ zmeénilo
schopnost supernatanti kultur dekolorizovat barviva. Z imobilizovanych kultur 7. lacteus
byla jako hlavni forma enzymu izolovana MnP o p/ 4,8 [Sklenaft et al., 2010]. V této praci
byly vSak detekovany formy MnP o p/ rozdilném od obou vySe zminénych praci (viz Tab.
17, str. 79).

Zavérem lze shrnout, Zze degradace EE2 u [ lacteus, T. versicolor, P.
chrysosporium a P. ostreatus je spojena senzymovymi aktivitami Lac a MnP
v supernatantu a myceliu. Exprese téchto enzymii je ovlivnéna piiddnim vlastniho
polutantu (EE2) a navic podminkami kultivace (slozeni media). V praci je ukazano, zZe
exprese enzymu je regulovana na Urovni transkripce. Regulovéana je i tvorba p/ forem
enzyml i po poklesu transkripce. Dochazi tedy k regulaci enzymové exprese na vice

arovnich.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo urCeni lokalizace degradacni aktivity pro
17a-ethinylestradiol (EE2) v kulturdch MM ligninolytickych hub 7. versicolor, 1. lacteus,
P. chrysosporium a P. ostreatus.

o Nejefektivnéjsi degradace EE2 byla pozorovana u I. lacteus a T. versicolor, kdy byl

veskery EE2 (10 mg/l) odstranén z media jiz béhem prvnich 3 dnti inkubace.

e VI lacteus byla degradace EE2 spojena s aktivitou MnP vyzadujici ptidani Mn*"
iontlh a peroxidu vodiku k supernatantu a v T. versicolor s aktivitou Lac
detekovanou v houbovém myceliu a supernatantu.

e P. chrysosporium odstranila EE2 (10 mg/l) za 7 dni a P. ostreatus az za 14 dni
kultivace. Degradace u P. chrysosporium byla spojena s aktivitami Lac a MnP a u
P. ostreatus byla degradace EE2 stimulovéna po piidani Mn®" iontdi a peroxidu
vodiku k supernatantu kultur. Degradace se tedy pravdépodobné ucastnila

peroxidasova aktivita.

Dale byl v praci sledovan vliv EE2 na expresi ligninolytickych enzymt v houbovych

kulturach.

e V houbovych kulturach 1. lacteus, T. versicolor, P. chrysosporium a P. ostreatus v
mediu MM a MEG byly detekovany aktivity Lac, MnP a LiP. Jejich exprese byla
kromé EE2 ovlivnéna i sloZenim media.

o Vkulturach MEG stimulovanych EE2 P. chrysosporium byl pozorovan
znatelny efekt EE2 na expresi MnP. V kulturaich MM byla detekovana
v pribehu celé kultivace nizkd aktivita MnP.

o Enzymové¢ aktivity Lac a MnP v kulturach MEG P. ostreatus nevykazovaly
signifikantni rozdily. V kulturach péstovanych v mediu MM byl pozorovan
narast aktivity MnP v biologickych kontroléach.

o Vyrazny efekt EE2 na aktivity Lac a LiP byl pozorovan v kulturach T.
versicolor péstovanych na mediu MEG. Obdobné¢ byl v mediu MM
zaznamenan v kulturach exponovanych EE2 narist hladiny Lac.

o Mirny inhibi¢ni efekt EE2 na enzymovou aktivitu MnP byl pozorovan
v kulturach stimulovanych EE2 I lacteus kultivovanych v mediu MEG. V
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kulturdch péstovanych v mediu MM stimulovanych EE2 byl naopak
pozorovan vyznamny narust aktivity MnP oproti kontrolam.
Genové exprese Lac 7. versicolor a MnP I lacteus byla kvantifikovana pomoci
qPCR.

o Piidani EE2 ke kulturam 7. versicolor vedlo druhy den kultivace
k vyraznému zvyseni transkripce jednoho specifického genu Lac.

o U kultur I lacteus stimulovanych EE2 byla 7. az 12. den kultivace zvySena
hladina mRNA MnP s pomérem transkripti v kulturdch exponovanych EE2
ke kontrolam 4,02 — 6,82. Indukce transkripce v kulturach mirn¢ casové
predchézi narast aktivity MnP v supernatantu.

o V kultute houby I lacteus byla transkripce MnP a hladina aktivity
v supernatantu zvysSena oproti kontroldm az v dobé€, kdy byl veskery EE2
odstranén z media. EE2 tedy pravdépodobné neni pifimym induktorem
transkripce a indukovany enzym nehraje roli v primarnim ataku molekuly
EE2.

o U T. versicolor byla Lac transkribovana zvySenou meérou v dob¢, kdy
kultura degradovala EE2. Syntetizovany enzym by se tedy mohl piimo
ucastnit degradace EE2.

Zastoupeni forem s riznymi hodnotami p/ Lac 7. versicolor a MnP I. lacteus
v supernatantech kultur bylo studovano pomoci IEF.

o IEF analyza supernatantu kultur 7. versicolor odhalila az tfi formy Lac,
které byly produkované v kulturdch rostlych v ptitomnosti EE2 5. den
kultivace s rozsahem p/ 3,93 — 4,09. V biologickych kontrolach v tento den
kultivace byla detekovana pouze jedna forma Lac o p/ 4,17.

o Vptipadé I lacteus byly detekovany vétSinou dvé formy MnP, avSak v
kulturéch stimulovanych EE2 a biologickych kontrolach byly MnP formy o
odlisnych hodnotéch pl.

O EE2 hraje roli v produkci vice forem Lac 7. versicolor, a to v dobé poklesu
urovn¢ transkripce gent kodujicich Lac a pretrvavajici aktivity Lac.
Aktivitu Lac v houbovych kulturdich ovliviiuje tedy kromé urovné
transkripce pravdépodobné i stabilita enzymu a mechanismy zajiStujici
tvorbu odliSnych forem enzymi s riznymi hodnotami p/ (posttranslacni

modifikace).
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