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1. Uvod

Syntéza enzymu pro biodegradaci PCB je podminéna
pritomnosti a aktivaci gendl, které mohou byt umistény jak
na chromosomu, tak na plasmidu. Uplné degradace PCB je
zajiSténa enzymy tif metabolickych drah - bifenylové
(chlorbifenylové), chlorbenzoatové a pentadienové kyse-
liny. Rada geni, které souviseji s témito metabolickymi
drahami, byla jiz izolovdna a popsdna pfevaZzné u gramne-
gativnich bakterii. Vysledky ziskané pfi sledovdni homo-
logie genli pro degradaci PCB u riiznych kment bakterii
potvrzuje existenci nejméné tii riznych skupin gend.

P3PPI

Vzhledem k tomu, Ze geny kédujici enzymy jednotli-
vych metabolickych drah degradace PCB nejsou pfitomny
v jednom mikroorganismu, mize byt kompletni degradace
realizovdna bud’ smésnou kulturou kmenti, které se vzajem-
né doplnuji piitomnosti gend pro kompletni degradaci
PCB, nebo konstrukci kmenti s komplexnim genovym sys-
témem pomoci metod genového inzenyrstvi.

2.  Geny kédujici enzymy metabolismu PCB

2.1. Bifenylovy operon

Bifenylovy operon (bphABCD)je fragment DNA o ve-
likosti 11,3 kb, ktery kdduje sadu ¢tyf enzymi podilejicich
se na degradaci chlorovanych bifenylti na chlorbenzoaty
a 5-C chloralifatické kyseliny'. Poprvé byly geny tohoto
operonu klonovany z kmene Pseudomonas pseudoalcali-
genes KF707 (cit.?). Z kmene Pseudomonas sp. LB400 byl
izolovan bifenylovy operon o velikosti 12,5 kb, byl ge-
neticky charakterizovan resktrikéni analyzou, subklo-
novan, ovéfen biosyntézou proteinti a monitorovanim en-
zymové aktivity, byly uréeny jeho sekvence’-'. Jednd
se v tomto pripadé o fragment DNA obsahujici 11 gent
bphA jA,A3ABCKHIID (obr. 1). Iniciaénim enzymem ce-
1¢ drahy je bifenyl-2,3-dioxygenasa (bphA). Je to podjed-
notkovy enzym slozeny ze ¢tyf proteindl - proteiny velké
a malé podjednotky koncové dioxygenasy (geny bphA,;
abphA,), ferredoxinu (bphA3) a ferredoxinreduktasy (bphA,).
Tyto geny jsou téZz oznaCovany bphAEFG a spole¢né tvori
bphA (cit.’). Jednd se o fetdzec prenosu elektront od
NADH na koncovou dioxygenasu ISP (iron-sulfurprotein)
(obr. 2)°. Koncov4 dioxygenasa vnasi molekulu kysliku do
bifenylové kostry. Byla zjiSténa zna¢na homologie amino-
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Obr. 1. Bifenylovy operon bakterialniho kmene Pseudomonas sp. LB400
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Obr. 2. Prenos elektronti mezi podjednotkami enzymu bifenyl-2,3-dioxygenasy

kyselinovych sekvenci mezi kmeny Pseudomonas pseu-
doalcaligenes KF707 a Pseudomonas sp. LB400 (cit.”),
a zaroven mezi Pseudomonas sp. LB400 a toluendioxy-
genasou z kmene Pseudomonas putidaF1 (cit.*). Gen bphB
kéduje enzym bifenyldihydrogendioldehydrogenasu, ktery
v8ak zatim nebyl izolovan. 2,3-Dihydroxybifenyldioxyge-
sa (bph(C) byla izolovéna, byla ur€ena jeji kvarterni struktu-
ra’ a vlastnosti. Je to enzym skladajici se z osmi identickych
podjednotek o molekulové hmotnosti 250 000 a vyZadujici
Fet jonty'’. Enzym kédovany genem bphD je serino-
va hydrolasa. Jde o podjednotkovy homotetramer. Geny
bphHIJ koéduji tii enzymy, pomoci nichZ je degradovdna
kyselina 2-hydroxy-2,4-pentadienovd aZ na pyruvat a ace-
tylkoenzym A. Produkt genu bphK mé glutathion S-trans-
ferasovou aktivitu, jeho role neni pro metabolismus bi-
fenyli zatim zcela zndma’. Tento bifenylovy operon obsa-
huje celkem dva oteviené Eteci ramce orf (obr. 1) nezndmé
funkce. Ptitomnost ORF lokalizovaného mezi geny bphA,
a bphA; neni nutnd pro katabolismus bifenylu na 2-hy-
droxy-6-oxo0-6-fenylhexa-2,4-dienoat!! . Poatek transkripce,
ktery je pozitivné regulovan pfitomnosti bifenylu, je vzda-
len 0.9 kb od genu bphA ; proti sméru transkripce’.

Bifenylovy operon byl u v8ech identifikovanych bakte-
rii lokalizovdn na chromozomu, nej¢astéji se vyskytuje
u gramnegativnich pseudomonad. Zna¢né podobnost chro-
mozomalné kédovanych gend mezi vyvojové odliSnymi
kmeny vyvolava hypotézu o existenci mechanismu pfenosu
operonu bph mezi bakteriemi'”. Kmeny izolované ptimo
z prirodniho prostfedi vyzaduji bifenyl k indukci bph genti
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v rastovém médiu. Naopak mnoho rekombinantnich kmenti
konstitutivné exprimuje bph geny a bifenyl nevyzaduje. Nic-
méné napiiklad rekombinantni kmen Pseudomonas testo-
steroni B-356 ma vétsi aktivitu enzymu bifenylového ope-
ronu v pfitomnosti 4-chlorbifenylu neZ ptijeho absenci”.

U dvou zatim nejlépe degradujicich bakteridlnich kme-
nui Alcaligenes eutrophus H850 a Pseudomonas sp. LB400
byla zjisténa podobnost restrikénich mist chromozomalni
DNA v oblasti kdédujici metabolismus PCB, a pomoci hy-
bridizace DNA silné sekvenéni homologie téchto gentl, a to
i pfes rodovou odlinost obou bakteridlnich kment. Zadna
jind sekvendni homologie genomti nebyla prokdzanal®.
Téchto poznatkii bylo vyuzito pii genetické charakterizaci
dvou gramnegativnich bakteridlnich kmenil izolovanych
z pudy, kterd pochdzela z lokalit kontaminovanych PCB
v Ceské republice. Tyto kmeny degradovaly Delor 103
(smés kongenerli obsahujici primérné 3 chloridové substi-
tuenty na molekulu) béhem dvou tydnii na 20-30 % ptivod-
niho mnozstvi. Pro porovndni metabolismti degradace PCB
byla pouZita metoda hybridizace DNA", DNA-sondy ob-
sahovaly geny bphA ;A,A;BEGFa bphA;ABCKHJI. Bak-
teridlni kmeny H850 a LB400 nevykdzaly k t€mto sondam
stejnou homologii, podobné se chovaly i totalni DNA obou
izolovanych bakteridlnich kmenti, jeden reagoval pozitivné
jako H850, druhy negativné jako LB400 (cit.'®). V souvis-
losti s tim, ze H850 a LB400 vykazuji uritou podobnost
svych bph genil a oba izolaty podévaly rozdilnou odpovéd,
byla prokdzana existence minimalné tfi geneticky riiznych
skupin bakterii degradujicich PCB.



2.2.Geny chlorbenzoatového
metabolismu

Geny ucastnici se degradace chlorbenzoatt jsou umi-
stény bud’ na chromozomu, nebo na konjugativnich plas-
midech, Casto jsou soucdsti transposont, které umoznuji
jejich geneticky pienos.

O-chlorbenzodt-1,2-dioxygenasa (OCBD) je podjed-
notkovy enzym sklddajici se z velké a malé podjednotky
koncové dioxygenasy (geny chbdA a cbdB) a NADH de-
pendentni reduktasy (cbdC). Operon OCBD byl klonovdn
a sekvenovan!” a u kmene Pseudomonas putida 2CBS byl
nalezen na 70 kb velkém plasmidu pBAHI. U kmene
Pseudomonas aeruginosa JB2 neni jasné, kde je operon
OCBD umistén. Predpokldada se, Ze je na chromozomu,
a pomoci transposonu se miiZe pesunout na plasmid. Této
hypotéze by pak odpovidal velky poet mutaci ortho-chlor-
benzodtové aktivity'. Kmen Pseudomonas putida P111
mé& OCBD operon lokalizovdn na 75 kb velkém plasmidu
pPB111 (cit.'?). UdrZeni tohoto plasmidu je zdvislé na
pritomnosti ortho-chlorbenzodati v ristovém médiu.

Benzoét-1,2-dioxygenasa, enzym realizujici modifiko-
vanou ortho drdhu, vykazuje piiblizné€ 50 %-ni homologii
k ortho-chlorbenzoit-1,2-dioxygenase. Nachazi se také na
chromozomu nebo na plasmidech. Kmen Pseudomonas
aeruginosa JB2 ma geny modifikované ortho drahy umi-
stény na chromozomu. Geny clcABC koédujici enzymy
chlor-1,2-benzendiol-1,2-dioxygenasu a chlormukonitcy-
kloisomerasu pievadéji chlorovany benzendiol na izomer
laktonu, ktery je hydrolyzovdn dienlaktonhydrolasou na
maleylacetat. Maleylacetdt je poté redukovan za soucasné
oxidace NADH na 3-oxoadipat. PseudomonasputidaV\ 11
ma clc operon na chromozomu. U varianty kmene P111,
P111D, kter4 vznikla opakovanou kultivaci P111 na 3,5-di-
chlorbenzodtu, se vytvoiil novy 120 kb velky plasmid, na
ktery presel ¢/c operon z chromozomu'.

Pozoruhodna homologie enzymi katalyzujicich podob-
né reakce nahrava teorii, Ze se jedna o evolu¢né znacné staré
enzymové systémy. Pravdépodobné se u urcitého mikroor-
ganismu vyvinul enzymovy aparat, ktery se pak rozsiftil do
dalSich organismdl.

3. Rekombinantni bakteridlni kmeny
schopné degradace PCB

Divoké bakteridlni kmeny izolované z pid kontamino-
vanych PCB, u nichz byla prokdzana zna¢nd schopnost

utilizovat PCB nebo produkty jejich metabolismu, maji
z hlediska genovych manipulaci nékolik negativnich vlast-
nosti, napf. rezistenci k Siroké Skale antibiotik, velmi dlou-
hou lag-fazi v laboratornich podminkach a pfitomnost vel-
kych - Casto Spatné izolovatelnych plasmidu. Tyto negativ-
ni vlastnosti jsou potla¢eny konstrukci rekombinantnich
kmenu bakterii, z nichZ lze ziskat pozadovanou DNA ve
vhodné koncentraci a maximadlni Cistoté. Takto ziskany
geneticky material je pouzivan ke konstrukci bakteridlnich
kment schopnych degradace PCB v pfirodnich podminkéch.

Horizontdlni genovy pienos je jednou z moZnosti apli-
kace takto zkonstruovanych rekombinantnich bakteridlnich
kment v Zivotnim prostiedi. Jedna se o transfer schopnosti
degradovat polutanty na puvodni bakteridlni kmeny, které
tyto schopnosti pfed aplikaci s konstrukty nemély. Pfenos
genetické informace je realizovan tfemi mechanismy: «)
transformaci, ) transdukci, ¢) konjugaci. Konjugace je
uplatiiovdna nejvice, jeji uspéSnost zavisi na mnoha fak-
torech, piedevS§im na charakteru donorového a recipient-
niho kmene, na vlastnostech samotného plasmidu a na
podminkach kultivace. Ditkazem horizontalniho pienosu
velkych katabolickych plasmidil v ptidé je uspésna konju-
gace 80 kb plasmidu pJP4 kmene Alcaligenes eutrophus
IMP134, ktery degraduje 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyse-
linu do recipientnich organismi v nesterilni ptidé v mikro-
kosmu, které tuto degrada¢ni schopnost nemaji. Pienos byl
ovéfen v tomto piipadé rezistenci ke rtuti nesené plas-
midem pJP4, kterou puvodni Kkultura ziskala a kterd u ni
pred pfenosem nebyla zjisténa. Diky horizontdlnimu pie-
nosu plasmidu pJP4 stoupla v mikrokosmu rychlost de-
gradace 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny™.

Hybridizace DNA nebo kultivace na selektivnich médiich
jsou metody bézné pro detekci pfenosu DNA. Tyto metody
jsou vsak limitovdny primérnym uréenim frekvence trans-
feru v mikrobidlnim spolecenstvi a nemohou poskytnout in
situ informaci o stavu konjugativnich plasmidil rozptylenych
do prostiedi. Také proto je pro detekci bakteridlnich kmenti
vysetych do mikrokosmu zvlas§f vyhodné pouZiti biolumi-
niscen¢nich marker(i obsahujicich geny pro emisi svétla. Spo-
jeni obou vlastnosti - degrada¢nich a detekénich je mozné
dvéma zplsoby, a to bud vnesenim bioluminiscenénich
markerti do bakteridlnich kmend s degrada¢nimi schop-
nostmi, nebo vnesenim katabolickych konjugativnich plas-
midi s geny pro biodegradaci do bakteridlnich kmeni.

Do chromozomu bakteridlniho kmene Pseudomonas
fluorescens byl klonovan [ux operon s geny luxABCDE
kédujicimi bakteridlni luciferasu (geny [uxAB) a redukta-
sovy komplex mastnych kyselin (geny luxCDE), nutny pro
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syntézu substratu bioluminiscenéni reakce?!. Tento rekom-
binantni kmen byl vyuZit pro oba typy spojeni degradacnich
a detekCnich vlastnosti. Chemicka reakce, pii niz je emi-
tovano svétlo, je intracelularni oxidaci redukované formy
flavinmononukleotidu (FMNH,) a dlouhého nasyceného
alifatického aldehydu (napf. dodekanalu), katalyzovanou
luciferasou a molekuldrnim Kkyslikem:

cilerisa

FMMNHS 4+ RCHO + O

FMM + RCOOH + H-0 + gvéile

Bakteridlni luciferasa je heterodimerni enzym (izolo-
vany z organismi: Vibrio fischeri?>23, Photobacterium

leiognati®32*, Vibrio harveyi® a Xenorhabdus lumines-
cens®©).jehoz podjednotky a (=40 kDa) a B (=37 kDa)
jsou kdédovany geny /uxA a luxB resp. Geny luxAB byly
vneseny do bakteridlntho kmene Alcaligenes eutrophus
HB850 (recipientni kmen je oznafen H850Lr), ktery byl
aplikovan pfi studiu pfenosu bph genli mezi pidnimi bak-
teriemi vysetymi do mikrokosmu. Byl pozorovan vliv typu
pudy na horizontélni pfenos bph genli a na pieziti H§50Lr
(cit.”). Opaénym ptikladem vyuZitf lux genti jako markeru
je vneseni katabolického konjugativniho plasmidu pPB 111
z kmene Pseudomonas putida P111 nesouciho geny pro
chlorbenzodt-1,2-dioxygenasu do recipientniho
Pseudomonas fluorescens, do kterého byl pfedtim transfor-
maci pienesen Th7-luxCDABE marker. Bioluminiscenéni
aktivita rekombinantniho kmene Pseudomonas fluorescens
2-79 RLD, mira jeho vitdlni schopnosti a fyziologického
stavu v ptidé, byla monitorovdna méfenim produkce svétla
vzorkll ptidy mikrokosmu®. Dal§im typem markeru vhod-
ného pro znaleni gramnegativnich bakteridlnich kment je

kmene

wgreenfluorescent protein” (GFP), izolovany z organismu
Aequorea victoria, se silnou viditelnou absorbanci a fluo-
rescenci z p-hydroxybenzylidenimidazolidinonového chro-
moforu, ktery je generovan cyklizaci a oxidaci Ser-Tyr-Gly
sekvence v pozici 65-67. GFP, protein, sloZzeny z 238
aminokyselin absorbuje modré svétlo (maximum pfi
395 nm s minoritnim pikem 470 nm) a emituje zelené
svétlo (maximum pii 509 nm)”’. Tento protein m4 mi-
mofadny vyznam pfi monitorovani genové exprese a loka-
lizaci proteinli v zijicich bunkach, protoze detekce intra-
celularniho GFP vyZaduje expozici pouze v blizkosti UV
nebo modrého svétla, neni tedy limitovana pouZzitim zad-
ného bioluminiscen¢niho substratu. ProtoZe nebyla obje-
vena interference s bunéénym ristem a funkci, mdze byt
GFP pouzit jako indikétor transformace, a také byt jednim
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z markerd, ktery umoziuje selekci bunék na zdkladé fluo-
rescencni aktivity. GFP je vitdlnim markerem, takze vy-
povida i o pohybu a bunééném rdstu in situ.

Vyhodny ajednoduchy prostfedek pro klonovani a sta-
bilni inzerci cizich genti do chromosomalni DNA gramne-
gativnich bakterif je pouziti mnohostranného vektoru pUT
- tzv. transposonové kazety, kterd je odvozena od plasmidu
R6K schopného replikovat se pouze v recipientech obsahu=
jicich pir geny pro syntézu proteinu n. Vektor pUT se tudiz
téméf ve vSech hostitelich (kromé kmenil zkonstruovanych
specialné pro pifiem a replikaci téchto vektortl) chové jako
sebevrazedny: vektor obsahujici modifikovany- mini-Tn5
transposon s unikdtnimi NotI nebo Sfil misty pro pohodiné
klonovani a transponovatelnymi geny umisténymi vné in-
verznich sekvencich transposonu®®, Pomoci této kazety lze
klonovat do gramnegativnich bakterii rizné vlastnosti. se-
lektivni- markery napf. pro produkci melaninového barviva.
geny /ux operonu nebo geny pro green fluorescent protein.
Pomoci sebevrazedného vektoru pUTTc v kmeni E. coli
MT102::pir, do kterého byl klonovan inzert z plasmidu
pJBA27 s gfp geny, se podafilo pfenést tento marker do
chromozomu bakteridlniho kmene Pseudomonas putida
P111 (cit.’"). Tento rekombinantni kmen by mohl pomoci
pri studiu v8ech aspektil horizontalniho pfenosu, protoze by
mohl byt pro svou dobrou biodegrada¢ni schopnost pouzit
piimo pii bioremediaci kontaminovych lokalit.

Pomoci transposonové kazety byl do kmene Pseudo-

monas putida P111 s genovym vybavenim pro degradaci
Sirokého spektra chlorbenzoovych kyselin lokalizovanym
na plasmidu pPB 111 vnesen bifenylovy operon z kmene

Pseudomonas sp. LB400 (obr.. 1) ajeho jednotlivé &4sti”.
Bylo zjisténo, 7e v pifpadé integrace celého operonu do
genomu recipientnf P1 11 je mozné udrZzet stabilitu a funk-
¢nost celé drahy pro degradaci 2,2'-dichlorbifenylu a 2,4'-
-dichlorbifenylu v laboratornich podminkach.

4. Zavér

Byl sestrojen rekombinantni bakteridlni kmen, ktery
obsahuje geny pro teoreticky vSechny enzymy degradacni
drahy PCB. Jeho schopnost degradace PCB (tzn. smési
nékolika kongenerti) bude muset byt jeSté provéiena vzhle-
dem k tomu, ze intermediaty jedné degrada¢ni drdhy mo-
hou interferovat s produkty druhé, a mit tak zdsadni vliv na
inhibici degradace®-*.

Dalsi studie, které by mohly odpovédét na otazku, jak
vyfesit dekontaminaci Zivotniho prostiedi, povedou ke kon-



strukci novych rekombinantnich kment, k pozorovani jejich
prezivdni napt. pomoci GFP a studiu vlivii ptivodni ptdni
kultury na stabilitu geneticky modifikovanych organismti.
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nerova?®("Department of Biochemistry and Microbiology,
Institute of Chemical Technology, Institute of Microbiol-
ogy, Academy of Sciences of theCzech Republic, Prague):
Genes Responsible for the Synthesis of Enzymes Meta-
bolizing PCB

The review is focused on genes involved in bacterial
degraders of PCBs. According to the published results, they
belong to three different groups. The genes could be located
on chromosome or plasmid. Microorganisms which carry
all genes necessary for the complete degradation of PCBs
have not been yet described. This could be achieved using
either co-culture of individual strains or a strain carrying all
responsible genes. The possibility of constructing such
a strain by means of genetic engineering methods is dis-
cussed.





