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Anotace

Tato bakalaiska prace se zabyva dehalogenazami, tedy enzymy, které se vyskytuji v mnoha
mikroorganismech a rostlinach. Jsou schopné degradovat halogenované organické slouceniny
a mohou se vyskytovat jak v ptirod¢, tak synteticky. V této praci je uvedeno rozdéleni téchto
enzymau a také prehled mechanismu dehalogenace. Dale také podava strucny piehled mozného

vyuziti dehalogenaz v remediaci mist, ktera jsou zne¢i$téna halogenovanymi slou¢eninami.

Annotation

This bachelor thesis deals with dehalogenases, enzymes occurring in many microorganisms
and plants, capable to degrade halogenated organic compounds - both naturally occurring and
manmade. The thesis provides a survey of dehalogenation reactions mechanisms and the
categorisation of the dehalogenases enzymes. It also gives several examples of possible
applications of these enzymes in remediation processes for locations polluted with

halogenated compounds.
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1 Cile prace

Podat piehled mikrobidlnich enzyma dehalogenéz, jejich struktury, mechanismus ptsobeni,
uvést spektrum degradovatelnych substratd a vyhledat moznosti aplikace zejména se zietelem

k biologické remediaci.



2 Uvod

Znecisténi zivotniho prostiedi halogenovanymi organickymi slouceninami je celosvétovy
problém. Do zivotniho prostiedi se tyto latky dostavaji nejvice pii vyrobnich procesech
syntézy halogenovanych produktii, nicméné je zajimavé, Ze se halogenované slouceniny

ptirozené vyskytuji i v piirod¢ (Cairns, 1994).

2.1 Vyskyt ptirodnich halogenovanych organickych slouc¢enin

Ptirodni halogenované organické slouceniny obsahujici kovalentni vazbu mezi uhlikem
a atomem halogenu se vyskytuji jak v prokaryotickych, tak v eukaryotickych organismech, a

takovych slou¢enin bylo identifikovano vice nez 700 (Wackett, 1991).

Organické slouceniny obsahujici fluor nejsou v ptirodé prilis obvyklé. Nicméné napt. jiz
vroce 1944 byla Maraisem prokazana tvorba kyseliny fluoroctové u tropické rostliny
Dichapetalum cymosum (Leong et al., 2017). Tato sloucenina je pfeménovana in Vivo
na fluoroacetyl CoA, a to pak vede Kk nasledné tvorbé toxického fluoroderivatu kyseliny
citronové, ktery je silnym inhibitorem enzymu akonitazy. Tento efekt zpilisobuje,

ze Dichapetalum cymosum je silné toxicka pro bylozravé zivocichy.

Nejrozsitengjsim halogenem, ktery se vyskytuje v pfirodnich slouc¢eninach je bezpochyby
chlor. Vétsina izolovanych chlorovanych sloucenin byla ziskana z hub a liSejnik. U liSejnikt
(tedy organismi, které jsou symbiotickym spolecenstvim houby a fasy ¢i sinice) je za syntézu
chlorovanych slouc¢enin zodpovédna mykoticka ¢ast organismu. Vétsina dosud izolovanych
chlorovanych slouc¢enin ma aromaticky charakter a vykazuje biologickou aktivitu, zeyména
antimikrobidlni nebo antitumor6zni. Antimikrobialni aktivita chlorovanych pftirodnich
sloucenin je vyuZivana v soufasné medicing, napf. antibiotikum chloramfenikol produkovany
bakterii Streptomyces venezuelae, chlortetracyklin bakterii Streptomyces aureofaciens ¢i
griseofulvin plisni Penicillium grisofulvin. Mnoho dalSich chlorovanych sloucenin
vyuzivanych k riznym ucelim od pigment k podpofe ristu rostlin bylo izolovano z hub

(Cairns, 1994).

Bromované slouceniny se nachazeji v riznych druzich moiskych organismi. Stejné jako
chlorované slouceniny vykazuji antimikrobialni aktivitu nebo nékdy funguji jako pigmenty.

Uz starovéci Fénicané ziskdvali ztél motskych mékkyst bromovany derivat indiga



(Obr. 1) — slou¢eninu, ktera ma na rozdil od modré barvy indiga ¢ervenou barvu, a ktera se

pro svou vzacnost pouzivala pro barveni kralovskych odévia (Cairns, 1994).

Br H
Obr. 1: Vzorce bromovaného derivatu indiga (vpravo) a indiga (vlevo) (Habashi, 2018).

Derivaty jodu se vyskytuji méné Casto, nicméné jsou napt. dulezité pro spravné fungovani
§titné zlazy, organu, ktery se vyskytuje u viech obratlovcil. Stitna Zldza obsahuje vysokou
hladinu derivati aminokyseliny tyrosinu obsahujicich jod — monojodtyrosin a dijodtyrosin.
Tyto dvé Dbiologicky inaktivni aminokyseliny jsou prekurzory hormonid —
3,37,5,5 tetrajodtyroninu a 3,3”,5-trijodtyroninu, tedy sloucenin s jesté vys§im obsahem jodu,

které jsou zodpovédné za rust a vyvoj organismu (Rousset et al., 2015).
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Obr. 2: Vzorec 3,3’,5-trijodtyroninu (vlevo) a 3,3”,5,5’tetrajodtyroninu (vpravo) (Rousset et
al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze se v pfirod¢ vyskytuje velké mnoZstvi halogenovanych organickych
sloucenin riiznorodych struktur, neni ptekvapujici, Ze mnohé organismy si vytvofily
metabolické drahy pro odbouravani téchto halogenovanych sloucenin za ticelem detoxifikace

latek ¢i ziskani organického uhliku ze zbytku molekuly zbavené halogenu (Cairns, 1994).

2.2 Vyskyt a vyuziti syntetickych halogenovanych sloucenin

Od 50. let minulého stoleti se v produkci chemického primyslu objevuje ¢im dal vic
organickych sloucenin s jednim nebo vice atomy halogenu v molekule, které jsou vyuzivany
K nejriznéj§im ucellim napt. jako 1éCiva, nosice aerosoll, pesticidy, rozpoustédla, barviva
nebo chladiva. Kvuli Sirokému pouzivani a naslednému rozsifeni do vSech ¢asti zivotniho

rostiedi jsou tyto antropogenni slou¢eniny vnimany jako latky zneéist'ujici Zivotni prostiedi
tied t t | ko latk t t tredi,



tzv. polutanty. Cizorodé slouc¢eniny mohou mit Skodlivy vliv v kazdé casti ekosystému, ale
v disledku perzistence v zivotnim prostfedi a bioakumulaci v zivych organismech jsou
nejvice ohrozeny organismy, které jsou vystavené dlouhodobé expozici, napi. vodni

organismy u polutantd v pfirodnich vodach ¢i vyssi patra potravniho fetézce (Cairns, 1994).

Odolnost téchto sloucenin k degradacnim procesim je disledkem pevnosti vazby uhlik-
halogen. Naptiklad fluorované uhlovodiky jsou zvlasté inertni, protoze maji vysokou
disocia¢ni energii vazby uhlik-fluor, a to 439,614 kJ/mol oproti 326,57 kJ/mol u vazby uhlik-
chlor a 276 kJ/mol u vazby uhlik-brom. (Zumdahl & Zumdahl, 2010). Inertnost téchto latek
ma za nasledek napft. ptretrvani t€kavych fluorovanych uhlovodikl v atmosfére, kde podléhaji
az ve vyssich vrstvach atmosféry fotochemickému rozkladu UV zéafenim a vytvaieji volné
radikaly, které reaguji s ozonem a poSkozuji tak ozénovou vrstvu. Chlorovanych sloucenin je
vyrabéno velké mnozstvi s velmi rozmanitou strukturou, struktura pak vyznamné ovlivituje
dobu pfetrvani v pfirodnim prostfedi. Obecné cyklické a aromatické slouceniny
s molekulovou hmotnosti vétsi nez 236 g/mol vykazuji vétsi perzistenci v pfirodnim prostredi
nez nizkomolekularni chlorované alkany nebo alkeny (Ritter et al., 1996). Tak napf.
chlorované derivaty aromatickych uhlovodikl a nenasycenych alifatickych uhlovodiki se
rozkladdaji mnohem pomaleji nez chlorované derivaty nasycenych alifatickych uhlovodiki,

protoze prvni skupina podléhd hydrolytickému ¢i fotolytickému $tépeni vazby mezi uhlikem

vvvvv

Jednim z nejcCastéjSich uziti syntetickych chlorovanych organickych sloucenin je jejich vyuziti
ve formé pesticidl (herbicidl, fungicidl, insekticidii a dalSich). V dneSni dobé€ je na trhu
k dispozici mnoho druhi téchto pfipravkd, odlisuji se nejen svou strukturou a uéinnosti, ale

zejména dobou, po kterou pretrvavaji v prirodnim prostedi (Wackett, 1991).

Z hlediska struktury jsou nejjednodus§imi chlorovanymi slou¢eninami, které jsou pouZzivany
jako herbicidy substituované alifatické kyseliny jako napf. kyselina trichloroctova, kyselina
2,2-dichlorpropionova, 2,2,3-trichlorpropionova, 2,2-dichlormaselna a 2,3-

dichloroisomaselna (Wackett, 1991).

Z hlediska doby pretrvani v pfirodnim prostfedi a v organismech je vSeobecné zndmy
insekticid DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis[4-chlorfenyl]ethan), ktery je sice v mnoha zemich svéta
zakazany, ale v africkych zemich se stale pouziva ke sniZzeni vyskytu malarie. Jeho
tzv. poloc¢as pietrvani v zivotnim prostiedi (half-life) se pohybuje v rozmezi 2-15 let (US
EPA, 1989).



Perzistentni jsou i dalsi latky, napf. triazinové herbicidy, jejichz hodnoty pfetrvani v Zivotnim
prosttedi (v pidach) jsou v fadu stovek dni (US EPA, 2003). Bylo vsak prokazano, ze i tyto
slouceniny podléhaji degradaci, a to jak abiotické, napf. fotochemické, tak biotické

(Klementova & Keltnerova, 2015; Shapir et al., 2007).

2.3 Mikrobialni degradace syntetickych halogenovanych slou¢enin

Vzéapéti po prvnich uzitich herbicidii na bazi halogenovanych alifatickych kyselin se védci
zacali zajimat o jejich dalsi osud v ptudé€. Postupné bylo zjistovano, ze existuje mnoho druhti
mikroorganismil schopnych degradovat tyto slouceniny a ze halogenované alifatické kyseliny
jsou jedny z nejméné persistentnich xenobiotik. Prvni takové organismy piedstavil jiz v roce
1957 Jensen, ktery identifikoval pét kment bakterii schopnych rlst v prostredi
s monochloroctovou kyselinou jako jedinym organickym substratem. VSech pét kment bylo
identifikovano jako druhy patiici do rodu Agrobacterium. Pozdéji izoloval dalsi bakterie
patiici do stejné skupiny (Agrobacterium) i do jinych skupin (Nocardia, Pseudomonas)
a vSechny byly schopné rist na médiu s dichlorderivatem kyseliny propionové jako jedinym
zdrojem uhliku. Dalsi organismy degradujici trichloroctovou kyselinu zafadil do osmi kment

ze skupiny Arthrobacter (Cairns 1994).

Bylo objeveno mnoho organismt se schopnosti vyuzit derivaty nasycenych alifatickych
kyselin halogenovanych v poloze 2, ale pouze zlomek izolovanych organismi ma schopnost
vyuzit jako zdroj uhliku nebo energie alifatické kyseliny halogenované v poloze 3. 1zolace
takového organismu se podafila dvojici autori Bollag a Alexander (1971), ktefi tento
organismus identifikovali jako Micrococcus denitrificans. Dale se to povedlo tymu Mesriho
(Mesri et al., 2009), kde organismu Pseudomonas sp. byl schopny degradovat 3-

chlorpropionovou kyselinu.

Dalsi skupina organismi byla izolovana na zaklad¢ jejich schopnosti vyuzit halogenované
alkany. Mezi tyto organismy patii Xanthobacter (Janssen et al., 1989), Ancylobacter (Van den
Wijngaard et al., 1992), Pseudomonas a Arthrobacter (Van den Wijngaard et al., 1989)
a Corynebacterium (Yokota et al., 1987). Enzymy, které jsou zodpovédné za odbourani
halogenu z molekuly alkanu, jsou podle reakce, kterou katalyzuji, nazyvany haloalkanové

dehalogenazy.



3 Skupiny dehalogenaz

Klicem k pfeménovani toxickych halogenovanych organickych sloucenin jsou enzymy zvané
dehalogenazy. Tyto enzymy usnadnuji dehalogenaci (odstranéni atomt halogenu z molekul
organickych sloucenin) a dokazi je pfeménit v bud’ zcela netoxické ¢i méné toxické latky. Ty

se tak stanou latkami 1épe odbouratelnymi (Jugder et al., 2016).

Stejn¢ jako u jinych typii enzymi, i u dehalogenaz je snaha zjistit strukturu enzymu a
charakterizovat jejich aktivni misto. Kromé jinych metod je na tento vyzkum vyuzivana
krystalizace enzymu a nasledna analyza struktury pomoci rentgenové difrakce (Lahoda et al.,

2014; Prudnikova et al., 2009).

Neékteri autofi déli dehalogenazy na 3 velké skupiny: dehalogenazy pro halogenderivaty
nearomatickych (alifatickych) uhlovodikti, dehalogenazy pro halogenderivaty organickych
kyselin a dehalogenazy pro halogenderivaty aromatickych sloucenin (Allpress & Gowland,

1998).

Dehalogenézy pro halogenderivaty nearomatickych uhlovodikt se déli na 3 podskupiny podle
toho, zda k dehalogenaci dochazi hydrolytickou, oxygenacni a redukéni cestou (Allpress &
Gowland, 1998).

Dehalogendzy pro halogenderivaty organickych kyselin se déli na 3 velké skupiny,
hydrolytické dehalogenazy, dehalogendzy halogenderivati alkohold a dehalogendzy zavislé
na kofaktoru. Hydrolytické dehalogenazy se dale déli na skupinu zptsobujici hydrolytickou
dehalogenaci organickych kyselin s halogenem v poloze 2 a skupinu zpisobujici
hydrolytickou dehalogenaci halogenderivati alkanti. Dehalogendzy organickych kyselin

v poloze 2 se mohou d¢lit dale na jemné&jsi podskupiny (Hamid et al., 2011).

Dehalogenazy pro chlorované derivaty aromatickych slouc¢enin se déli na 3 podskupiny podle
substratu, z n¢hoZ jsou schopny halogen odstépovat — dehalogenazy chlorovanych derivati
benzeni, chlorovanych derivata kKyseliny benzoové a chlorovanych derivata fenoli (Allpress

& Gowland, 1998).

3.1 Dehalogenazy pro halogenderivaty nearomatickych uhlovodikl

Vyskyt dehalogenaz pro halogenderivaty nearomatickych uhlovodikli je oproti jinym

dehalogenazam v ptirodé ponékud vzacny (Allpress & Gowland, 1998).



Halogenované alkany patii mezi slouceniny casto nachdzené v pfirodnim prostiedi jako
polutanty. Zejména molekuly s krat§imi fetézce mohou byt snadno transportovany piidou az
do podzemnich vod, a tak znecistovat vodonosné vrstvy, které jsou zdrojem pitné vody.
Obecné bylo prokazano, ze nevétvené fetézce o 10 az 18 uhlicich jsou nejpiistupnéjsi
k degradaci, ale kapalné alkany s péti az deviti uhliky v fetézci byly studovany nejintenzivnéji

kvuli jejich vlivu na pfirodni prostedi a zdravi ¢lovéka (Allpress & Gowland, 1998).

3.1.1 Hydrolytickéd dehalogenace halogenderivati nearomatickych uhlovodiki

Hydrolytické dehalogenazy jsou nejprve rozdéleny podle zavislosti na glutathionu (dulezity
antioxidant u rostlin, zvifat, hub a nékterych bakterii), jelikoz nékteré hydrolytické

dehalogenazy vyzaduji glutathion jako svtij kofaktor (Allpress & Gowland, 1998).

Dehalogendzy vyzadujici glutathion byly nalezeny v cytosolu nekterych bakterii. Z bakterii
rodu Methylobacterium a Hyphomicrobium (Kohler-Staub et al., 1986) byl izolovan enzym
glutathiontransferaza, ktery zpusobuje dehalogenaci dichlormethanu (Allpress & Gowland,
1998).

Druhd skupina dehalogenaz pro halogenderivaty nearomatickych uhlovodikli pfitomnost
glutathionu nevyzaduje a zaroven (ve srovnani s ptedchozi skupinou) je zde podobnost
Vv jejich substratové specifité (maji podobné substraty), molekularni hmotnosti, pH, teplotnim
optimu a reakéni rychlostni konstanté (Allpress & Gowland, 1998). Sekvenovani gent
z riznych kment Ancylobacter aquaticus GJ70 a Xanthobacter autotrohicus GJ10 ukazalo

piitomnost identickych dehalogenaz (Van Den Wijngaard et al., 1992).

Allpress a Gowland (1998) studovali tfi dehalogenazy pro halogenderivaty nearomatickych
uhlovodikl izolované z nasledujicich organismu: Arthobacter HA1, Rhodococcus Y2 a
Corynebacterium m15-3. Zjistilo se, Zze dehalogenazy vykazuji pozoruhodné stejnou
substratovou specifitu, optimalni pH a molekulovou hmotnost. Dalsi dva enzymy, které byly
izolované z organismu Ancylobacter aquaticus GJ70 a Xanthobacter autotrohicus GJ10

vykazuji homologii mezi prvnimi sedmnacti aminokyselin z 18 aminokyselinové sekvence.

3.1.2 Oxygenacni dehalogenace halogenderivati nearomatickych uhlovodiki

V porovnani s hydrolytickou dehalogenaci halogenderivati nearomatickych uhlovodik, kde
se enzymy ziejme vyvinuly vyhradné ke katalytické dehalogenaci, oxygenacni dehalogenace

je vysledkem nahodné akce enzymu monooxygenazy se Sirokou substratovou specifitou



(Allpress & Gowland, 1998). Neni ted’ katalyzovana specifickymi dehalogena¢nimi enzymy,

pfesto je pro uplnost do tohoto piehledu zarazena.

Mikrobidlni degradace trichlorethenu je pfisuzovana pravé vyse zminénému enzymu —
monooxygendze. Tento proces je pravdépodobné kometabolicky (degradace druhého
substratu je podminéna pfitomnosti prvniho substratu) a vede v akumulaci rozpadlych
produktii jako je sul kyseliny glyoxylové a dichlorderivat kyseliny octové (Allpress &
Gowland, 1998). Odstranéni halogenti z haloalkanti s kratkymi fetézci v savCich
I mikrobialnich systémech se déje za pfitomnosti cytochrom monooxygenazy, ktera muze

katalyzovat dehalogenaci bud’ jako oxidaci nebo redukci (Jacoby, 1980).

3.1.3 Reduk¢ni dehalogenace halogenderivati nearomatickych uhlovodika

Pti analyzéach vyskytu halogenderivati nearomatickych uhlovodikl v ptirodé€ bylo zjisténo, ze
haloalkany s kratkymi fetézci jsou akumulovany v podzemnich vodach. Toto prostiedi je
typickym ptikladem anaerobniho prostiedi, a proto zde v disledku nizkého redoxniho
potencialu probihd ptednostné pravé redukéni dehalogenace ptfed zbylymi jiz uvedenymi

zpusoby (Allpress & Gowland, 1998).

Redukeéni dehalogenace zahrnuje odstranéni atomu halogenu z molekuly za soucasného
dodani elektroni molekule. Proces redukéni dehalogenace miize probihat dvéma zptsoby:
prvnim zpisobem je nahrazeni halogenu atomem vodiku, druhym zplisobem pak —u slou€enin
se dvéma halogeny na sousednich uhlicich — odstranéni obou téchto substituentii za tvorby
dvojné vazby mezi uhlikovymi atomy, znichz byly halogeny odstranény. Redukéni
dehalogenaci neni obvykle mozné pfisoudit jednomu uréitému organismu a jeho enzymy,
probiha totiz za ucasti nedefinovanych anaerobnich komunit mikroorganismt, jako
napf. vV zaplavenych oblastech v pidé, v sedimentech (sladkovodnich i1 motskych). Nicméné
se podaftilo laboratorné prokazat tento typ reakce 1 v ¢istych bakterialnich kulturach mnoha

typt bakterii (Mohn & Tiedje, 1992).

3.2 Dehalogenazy pro halogenderivaty organickych kyselin

Dehalogenazy pro halogenderivaty organickych kyseliny byly klasifikovany Slaterem et al.
(1997) do 3 skupin: hydrolytické dehalogenazy, haloalkoholové dehalogenazy (tedy enzymy
schopné dehalogenovat jak alkoholy, tak organické kyseliny) a dehalogendzy zavislé
na kofaktoru, bez né¢hoZ neni enzym aktivni. Nejéastéjsi dehalogenazy pro halogenderivaty

organickych kyselin jsou hydrolytické enzymy, a proto byly dale rozdéleny do dalSich skupin
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podle toho, zda jsou schopny $tépit vazbu halogenu v poloze 2 vii¢i karboxylové skupiné nebo
Vv jiném misté. Dehalogendzy schopné odstépovat specificky halogen v poloze 2 se jesté dale
déli podle toho, zda jsou stercospecifické ¢i nikoli — pokud jsou sterospecifické, jsou dale
déleny podle této stereospecifity na skupinu schopnou §tépit D izomery a skupinu schopnou
Stépit L izomery. Obecné plati, Ze dehalogenazy tiidy pro D izomery jsou méné¢ bézné

nez dehalogenazy pro L izomery (Hamid et al., 2011).

Stereospecifické dehalogendzy pro L isomery byly izolovany z mnoha organismu, jako ptiklad
1ze uvést Pseudomonas sp. CBS3 (Schneider et al., 1991), Xanthobacter autotrophicus GJ10
(Van der Ploeg et al., 1991) nebo Moraxella sp. B (Kawasaki et al., 1992).

Nékteré organismy obsahuji dehalogenazy schopné stépit L i D izomery, napt. Pseudomonas
putida AJ1 (Jones et al., 1992; Barth et al., 1992, Smith et al., 1990) nebo Rhizobium sp.
RC1(Leigh et al., 1986, 1988; Cairns et al., 1996).

3.3 Dehalogenazy pro halogenderivaty aromatickych slou¢enin

Degradace hlavnich skupin halogenderivati aromatickych slou¢enin (chlorovanych derivat
benzenu, kyseliny benzoové, fenolu a polychlorovanych bifenyli) byla velice detailné
studovana kvili skodlivému dopadu téchto sloucenin na Zzivotni prostfedi. Odstranéni
halogenového substituentu z aromatického kruhu je pocate¢ni krok v jejich metabolismu,
obvykle je halogen nahrazen hydroxylovou skupinou. Dojde k tomu budto hydrolyzou
(kde OH skupina je bud’ ptivodem z vody, nebo je v ni zahrnut kyslikovy atom z rozpusténého
molekularniho kysliku) anebo hydrogenaci (pfesnéji reduk¢éni dehalogenaci) (Shree Nath
Singh, 2012).

3.3.1 Dehalogenazy chlorovanych derivati fenolt

Mono- a dichlorfenoly jsou metabolizovany mnoha druhy bakterii, pficemZ nejcastéjSimi
meziprodukty jsou chlorkatecholy. Zjistilo se, Ze reakce se ucastni jak hydroxylazy, tak
dioxygenazy, ale dle literarnich udaju pievlada podil hydroxylaz (Allpress & Gowland, 1998).
Chlorkatecholy nasledné podléhaji Stépeni aromatického kruhu v orto poloze, které vede
ke ztraté chloru beéhem cykloizomerace popsané v roce 1980 Schmidtem a Knackmussem.

Reakce je znazornéna na Obr. 3 (Farrel, 2000).
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cyklus kyseliny citronové

Obr. 3: Degradace monochlorfenold (Farrel, 2000).

Degradace polychlorovanych fenolti (PCP) je zapocata pfeménou na tetrachlorhydrochinon

hydroxylaci v para-poloze za tcasti enzymu PCP-4-monooxygenazou (Shree Nath Singh,
2012) nebo enzymem typu cytochrom P-450 (Uotila, 1991; Uotila, 1992). Nasledné kroky

se lisi podle druhu organismu: v nékterych organismech dojde k preméné PCP na tetrachlor

derivat odstranénim chloru ve formé chloridu (Ohtsubo et al., 1999; Lange et al., 1996; Orser

& Lange, 1994) a postupné k dalsi dehalogenaci na 2,6-dichlor-1,4-hydrochinon za ucasti

reduk¢ni dehalogendzy. Dal§im krokem je Stépeni kruhu enzymem ze skupiny dioxygenaz a

produkce substratti pro citratovy cyklus (Arora & Bae, 2014b).
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V jinych organismech je PCP hydroxylovan na tetrachlorhydrochinon membranovym
enzymem typu cytochrom P-450, nasledn¢é dojde k hydrolytické dehalogenaci a redukéni
dehalogenaci za tvorby dichlor- a monochlor-1,2,4-trinydroxybenzenu a nakonec 1,2,4-
trihydroxybenzenu. Ten je pak enzymaticky pfeménén na substraty vhodné pro citratovy

cyklus (Apajalahti et al., 1987).

3.3.2 Dehalogenazy chlorovanych derivatii kyseliny benzoové

Narozdil od monochlorfenolti, kde dehalogence probihd vyhradné cestou rozstépeni kruhu,
bylo u chlorovanych derivatl kyseliny benzoové nékolika autory potvrzeno pfimé nahrazeni

atomu chloru hydroxylovou skupinou hydrolytickou cestou (Allpress & Gowland, 1998).

Reduk¢ni dechlorinace byla potvrzena u 2,4-dichlor derivatu kyseliny benzoové, kde jako
prvni krok probéhne nahrazeni atomu chloru v poloze 2 atomem vodiku, a tak se vytvoii 4-

chlor derivat kyseliny benzoové. Tato reakce probiha 1 v aerobnich podminkach, ale vzacné

(Allpress & Gowland, 1998).

Chlorované derivaty kyseliny benzoové mohou byt dehalogenovany za ucasti oxidacné
redukénich enzymi ze skupiny dioxygenaz tak, Ze nejprve se vytvori chlorované katecholy,
U nichz nasledné dojde ke $tépeni kruhu tak, jak k tomu dochazi pti odbouravani chlorovanych
fenolti. Toto bylo prokazano u rozkladu derivata kyseliny benzoové s chlorem v poloze 3,
V poloze 4 a se dvéma chlory v polohach 3 a 5, kde pocatecnim krokem pfemény je tvorba
mono- nebo dichlorokatecholii. Ukazalo se, Ze Stépenim kruhu v meta poloze u nékterych
bakterialnich druhti vznikaji produkty, které jsou toxické pro organismy, v nichz jsou tvotreny

(Allpress & Gowland, 1998).

3.3.3 Dehalogenézy chlorovanych derivatii benzen

Podobné jako mono- a dichlorfenoly a halogenderivaty kyseliny benzoové jsou i mono- a
dichlorbenzeny odbourdvany za anaerobnich podminek za vzniku chlorovaného derivatu
katecholu. Tento pocatecni krok je pak nasledovan Stépenim aromatického kruhu.
U chlorbenzenli je za transformaci zodpovédny systém, v némZ se uplatiiuje enzym

dioxygenaza a dehydrogenaza (Allpress & Gowland, 1998).

Reduk¢ni dehalogendzy funguji za anaerobnich podminek a zplsobuji tzv. redukéni
dechloraci, tedy degradaci za uvolnéni chloridovych iontti. Redukéni dechlorace
polychlorovanych benzend nevede ke kompletni dehalogenaci substratu, ale ¢astéji v méné

halogenovany substrat (Allpress & Gowland, 1998).
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Nelson et al. (2014) pouzili tfi obohacené kultury obsahujici Dehalobacter spp., které byly
schopné dehalogenovat vSechny izomery dichlorbenzenu na monochlorbenzen. Zkoumali také
dehalogenaci derivatl benzenu se tfemi a vice atomy chloru. Jedna z kultur byla schopna
pfeménit pentachlorbenzen az na monochlorbenzen, aniz by vreakéni smési byly

nahromadény meziprodukty S vice atomy chloru v molekule.

Dalsi z pouzitych kultur byla schopna vyuzit pro svuj rast jak 1,3-dichlorbenzen tak 1,2-
dichlorbenzen a byla schopna dehalogenovat vSechny testované chlorbenzeny s vyjimkou
izomeru 1,4-dichlobenzen. Byla dokonce schopna dehalogenovat i velmi odolny 1,3,5-

trichlorbenzen na monochlorovany derivat.

Posledni z testovanych kultur vykazovala nejuzsi substratové pouziti, ale zato byla jedinou

kulturou schopnou dehalogenovat 1,4-dichlorbenzen.

3.3.4 Dehalogenazy pro polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly (PCB) jsou latky stalé, chemicky odolné a nehotlavé. Od 30. let
20. stoleti se pouzivaly ¢im dal vice jako aditiva do barev, lakli, hydraulickych kapalin ¢i
teplonosnych médii, v transformatorech a kondenzatorech (Dai et al., 2016). Od 60. let
20. stoleti se zacCaly objevovat analyzy prokazujici tyto latky u zZivych organismu na vrcholu
potravniho fetézce, protoze se diky svému lipofilnimu a hydrofobnimu charakteru a persistenci
hromadi v tukové tkani. Postupné bylo prokazano, Ze se jedna o latky karcinogenni zejména
pokud jde o rakovinu slinivky bfi$ni a rakovinu jater (US EPA, 2013). Jejich pouzivani bylo
v roce 1978 zakéazano v USA a vroce 2001 v Evropé (Porta & Zumeta, 2002). Postupné
diky efektivn€j§im metodam byly nalezeny dal$i organismy a dal$i prostiedi, které byly
kontaminovany PCB, a to napf. moiské fasy nebo led z Antarktidy (Fuoco et al., 1996; Wiegel
& Wu, 2000).

Polychlorované bifenyly jsou velkd skupina latek zahrnujici 209 jednotlivych sloucenin,

izomer(, nazyvanych kongenery (Abraham et al., 2002).

Polychlorované bifenyly jsou mikrobidlné degradovany jak v aerobnim prostfedi, tak
V anaerobnim (Abraham et al., 2002). Obecné plati, ze vysoce chlorované kongenery, které
jsou velmi stabilni a silné¢ hydrofobni, jsou dobrymi substraty pro anaerobni degradaci,
pravdépodobné cestou vyuziti pivodniho substratu jako akceptoru elektronu. V tomto ptipadé

jde tedy o reduktivni dehalogenaci.
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Kongenery s niz§im poc¢tem atomul chloru jsou lépe degradovany v aerobnim prostiedi,
Vv némz reaguji primarné jako donor elektronu, mluvime tedy o oxidativni dehalogenaci

(Abraham et al., 2002).

Mikrobialni dechlorinace PCB je rozsifena v mnoha anaerobnich sedimentech. Prvnim
krokem dechlorinace je v téchto pfipadech odstranéni meta a/nebo para chlorovych atomut
za vzniku ortho substituovanych chlorbifenyli, nicmén¢ byla prokazana i dechlorinace ortho
derivatu (Wiegel & Wu, 2000).

Zda se, ze rizné organismy jsou zodpoveédné za rizné dechlorina¢ni procesy a ze velky vliv
maji i faktory prostiedi jako napf. dostupnost elektronovych donoru ¢i akceptoria (Wiegel &
Wu, 2000).

Organismy zpusobujici reduktivni dechlorinaci PCB je obtizné identifikovat tradi¢nimi
izola¢nimi cestami (kultivacemi), protoze se jedna 0 velké soubory riznych organismut. Byly
proto pouzity molekularné¢ biologické metody. Hou a Dutta (2000) charakterizovali
mikrobialni komunity zptsobujici para- nebo meta- dechlorinaci PCB a nasli v hojné mife

sekvenci vztahujici se k ¢lentim rodu Clostridium.

Weiland-Brauer et al. (2017) zkoumali biodegradac¢ni potencial bakterialnich komunit
alpinského ledovce vici PCB a zjistili, Ze biodegradaci zpusobuji druhy Pseudomonas,

Shigella, Bubtercola, Chitinophaga a Janthinobacterium.

Degradace PCB s niz§im poétem atomu chloru probihd v mnoha organismech. Vétsina téchto
organismu patii k proteobakteriim jako Burkholderia, Pseudomonas, Sphingomonas nebo
Rhododococcus (Williams et al., 1997; Master & Mohn, 1998; Kim & Picardal, 2000; Kim &
Picardal, 2001; Fedi et al., 2001). Kli¢ovymi enzymy jsou specifické bifenyl 2,3-dioxygenazy
(Pieper, 2004), nicmén¢ za odbouravani je zodpovédna komplexni sit’ metabolickych procest.
Navic PCB nejsou v organismech schopnych jejich degradace odbouravany az na anorganické
komponenty, nejsou tedy mineralizovany, ale Casto vznikaji toxické metabolity. Jednim
z takovych metabolitli je protoanemonin, latka patfici mezi jedovaté cyklické laktony
pryskyinikd (US NLM, 2019). Vznik takovych latek mize byt zodpovédny za nizké rychlosti

odstraiiovani PCB z ptirodniho prostiedi.
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Obr. 4: Degradace bifenylu (Pieper, 2004).
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4  Aplikace mikrobidlni dehalogenace

Mikroorganismy hraji dtilezitou roli v remediaci slozek Zivotniho prostfedi kontaminovaného
halogenovanymi organickymi latkami diky svému pfirozenému nebo dodatecné rozvinutému
aparatu enzymut zvanych dehalogenazy. Dehalogenazy katalyzuji odbourani halogent

z molekuly halogenderivatt jak v aerobnich, tak anaerobnich podminkach (Ang et al., 2018).

Hodnoceni a monitorovani kontaminovanych mist muize byt zaloZeno na piistupech
pouzivajicich molekularni techniky analyzy nukleovych kyselin. Ve vyzkumu provadéném
Hendricksonem et al. (2002) byly zkoumany vzorky z 24 mist v Severni Americe a Evropé¢,
na nichz dochézelo k dechloraci chlorethenu. Ve vzorcich byly provadény testy na pfitomnost
skupiny Dehalococcoies s vyuzitim PCR testu vyvinutého na detekci Dehalococcoides 16S
rRNA gen (rDNA) sekvenci. Sekvence odpovidajici ¢lenim skupiny Dehalococcoides byly
nalezeny na 21 mistech, na nichz také doslo k uplné dechlorinaci chlorethenu na ethen. Na
zbyvajicich tfech mistech nebyly nalezeny organismy zkoumané skupiny, na téchto mistech

také dochazelo jen k ¢astecné dechlorinaci, ktera se zastavila na 1,2-cis-dichlorethenu.

Hexabromcyklododekany a hexachlorcyklohexany jsou halogenované uhlovodiky
s podobnou stereochemii, tedy prostorovym uspofadanim. Obé tyto slouceniny jsou
povazovany za biologicky tézko odbouratelné latky, u nichz proto dochazi k bioakumulaci.
Nicmén¢ ob¢ latky jsou nachylné k bakteridlni biotransformaci dehalogendzou z
bakterie Sphingobium indicum B90A, zvanou LinB neboli hexachlorocyklohexan pfeménujici
haloalkandehalogenazu, jak ukazali Heeb et al. (2012). VSechny sterecoizomery obou latek
byly pfeménovany, i1 kdyZ nékteré pomaleji nez jiné. Pomoci kapalinové chromatografie
S hmotnostnim spektrometrem jako detektorem (LC-MS) byly detekovany hydroxylované
produkty. Zatim zbyva prozkoumat, zda k pfeménam bromovaného cyklododekanu, k nimz
dochazelo v laboratornich pokusech s izolovanym enzymem, bude dochazet téZ in vivo za

pouziti organismil obsahujicich ptislusné enzymy.

Adrian et al. (1998) popsali smésnou bakterialni kulturu ziskanou z fi¢niho sedimentu feky
Saale schopnou efektivni dechlorinace tri- a di-chlorbenzend a prozkoumali fadu faktort
ovliviiyjicich tyto procesy. Ukazali také (s pouzitim inhibice aktivity metanogennich bakterii
specifickym inhibitorem bromethansulfonanem), ze dechlorinace probihda v konzorciu

nezavisle na pfitomnosti tohoto typu bakterii.
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Jde-li o odstranovani tézkych kovi z kontaminovanych mist, jsou Casto uzivany rostliny.
Pro organické polutanty, zejména halogenované, je ale tato tzv. fytoremediace nevhodna,
protoze rostliny nemaji pfislusny enzymaticky aparat k dehalogenaci. Mena-Benitez et al.
(2008) zavedli geny pro dva enzymy ze skupiny dehalogenaz z bakterie Xanthobacter
autotrophicus GJ10 do rostlin tabaku. Tyto geneticky modifikované rostliny tabaku byly
schopny remediace nékolika chlorovanych sloucenin, zalezelo ovSem na tom, jestli byl
exprimovan pouze jeden gen haloalkandehalogenaza, nebo oba geny, tj.
haloalkandehalogenaza a dehalogenaza pro halogenované karboxylové kyseliny (haloacid

dehalogenase).

Pokud byl pfitomen jen enzym haloalkandehalogendza, dochazelo k preméné 1,2-
dichlorethanu na 2-chlorethanol, ktery byl ovSem dal metabolizovan na fytotoxicky 2-
chloroacetaldehyd, a tabakové rostliny umiraly. Pokud byly exprimovany oba geny, dochazelo
k dalsi premén¢ na chloroctovou kyselinu a k jeji dalsi konverzi na glykolovou kyselinu, ktera
je soucasti glyoxylatového cyklu. Bylo tak prokazano, ze vhodna genetickd modifikace mtize

byt vyuzita k rozvinuti nizkondkladové fytoremediace organickych polutanti.

Dehalogendzy se podili také na detoxikaci byloZravci. Poziti rostlin produkujici fluoroacetat
je povazovano pro bylozravce za toxické. Kdyz hospodaiska zvitata poziji tyto rostliny, ¢asto
to usti ve fatdlni otravu, kterd zpusobuje vyznamné ekonomické problémy — zejména
Vv Australii, Brazilii a jizni Africe (Leong et al., 2017). Za tuto toxicitu je ¢aste¢né zodpoveédny
silny inhibitor (2R,3R)-erythro-fluorcitrat, ktery inhibuje enzym akonitaza, ktery v citratove
cyklu pfeménuje citrat na isocitrat (Lauble et al., 1996). Pro ochranu pravé od tohoto toxického
fluoracetatu byla objevena geneticky modifikovana dehalogenaza produkovéana bakteriemi,
které jsou schopny jej degradovat (Leong et al., 2017). Ve studii in vivo provedené Greggem
a kolegy (1998) byla jedna skupina ovci naockovana rekombinantni bakterii pfed pozitim
krmiva obsahujiciho fluoroacetat. Oproti tomu kontrolni skupina naockovéna
rekombinantnimi bakteriemi nebyla. Tato studie prokazala vyznamny rozdil mezi skupinami,
kde se naofkované ovce zdaly byt relativné normalni i pfes toxickou davku fluoroacetatu

0,4 mg/kg zvifete, zatimco kontrolni ovce uhynuly na otravu fluoroacetatem (Gregg et al.,
1998).

Dehalogenazy nasly uplatnéni i v dekontaminaci pidy. Dehalogendzy schopné odstépovat

chlor ze haloalkant byly testovany pro dekontaminaci yperitem kontaminované pady. Yperit

latka mize byt dehalogendzou pro haloalkany pfeménéna na netoxickou formu obsahujici
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hydroxylové skupiny na misté, kde pivodné byly atomy chloru (Koudelakova et al., 2012).

Reakce je znazornéna a na Obr. 5.

s CH, CH, al
S —  HO ~ S A OH
AN CH, CH, cl 0

Obr. 5: Rozklad yperitu na netoxickou formu (Koudelakova et al., 2012).

Specialné vyrobena dehalogenaza pro haloalkany, ktera je pouzivana na degradaci yperitu,
byla pojmenovana Yperzyme. Tato dehalogenaza byla vyrobena a uvedena na trh firmou
Enantis — biotechnologicka firma zalozena v Ceské republice. Tento enzym miize byt také

pouzit k vy¢isténi starych skladu yperitu (Alamo-Bethencourt et al., 2007).

Pfirodni a clovékem vyrdbéné organické slouCeniny obsahujici atomy halogend a jejich
rozsiteni v biosféfe jsou diky perzistenci téchto sloucenin pfedmétem zajmu veédct
zabyvajicich se rlznymi c¢astmi pfirodniho prostfedi, zejména pidnimi ekosystémy
a ekosystémy vodnich sedimentt. Nizké reaktivita téchto sloucenin a jejich toxicita i vici
organismiim majicim potencial k jejich degradaci jsou pficinou toho, ze prakticka
biodegradace ve vétsim meéfitku je obtizna a rozsah odbourani je limitovany. Navic jde
0 slouceniny, které se akumuluji v tukovych tkanich a akumulace se zvysuje s trofickou trovni
potravniho fetézce, coz vede k zavaznym environmentalnim nasledkim obecné i konkrétné
pro ¢loveéka (Puzyn et al., 2010). To je divodem k dal§imu hledani moznosti masivngjsi
remediace a odstranovani téchto sloucenin ze mist, kde doslo k antropogennimu znecisténi.
Ptestoze mikroorganismy zpiisobujici degradaci organickych slou€enin obsahujicich halogen,
nejsou uplné bézné, podafilo se Gspésné implementovat mikrobialni procesy k obnové lokalit
témito latkami znecisténych (Janssen et al., 2005; Deweerd & Suflita, 1990; Magnuson et al.,
1998). Ve vsech vyzkumech s touto tématikou jsou stfedem z&jmu enzymy podilejici se
na odbourani halogenderivati organickych latek, tj. dehalogenazy, schopné katalyzovat atomy
halogent z organickych sloucenin jak za aerobnich, tak anaerobnich podminek, a to s velmi
riznorodymi substraty (Kurihara & Esaki, 2008; Oakley et al., 2004). Piesto je stale mnoho
prekazek na cesté k biotechnologickému vyuziti, limitujicimi faktory jsou napf. inhibice
organisml tvofenymi produkty, nedostateCna enzymova selektivita v pfipad¢ znecisténi
urCitymi latkami, nizka afinita a katalytickd uc€innost vzhledem k vybranym substratim

(Koudelakova et al., 2012). Objevuji se ale prace, které navrhuji strategie k prekonani
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nékterych z téchto prekazek, zejména cestami proteinového inzenyrstvi a vyuziti organismi

jako jsou extremofilni bakterie (Arora & Bae, 2014a; Koudelakova et al., 2012).
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/4 W
S Zavér
Znecisténi halogenovanymi organickymi slou¢eninami je v posledni dob& vénovana

celosvetove pozornost.

Ptestoze halogenované slouceniny se vyskytuji i pfirozené, na znecisténi se podileji clovékem

produkované latky.

Mikroorganismy, ale i nékteré rostliny, jsou schopné produkovat enzymy schopné §tépit vazbu
halogen-uhlik a tim usnadnit odbourani halogenovanych latek. Témto enzymim, tzv.
dehalogenazam je proto vénovana velkd pozornost nejen z hlediska poznani mechanismu
dehalogenacnich reakei ale 1 kviili jejich moznému vyuziti k odstranéni halogenovanych latek

z zivotniho prostiedi, tzv. remediaci.
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