Biotransformacja daunomycyny przez anamorficzny szczep Bjerkandera
adusta CCBAS 930 (wyniki badan wstepnych)
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Wstep

W ostatnich latach wzrasta produkcja i zuzycie lekow
przeciwnowotworowych a tym samym zawartosS¢ tych farmaceutykow lub
ich metabolitow w Sciekach. Ze wzgledu na fakt, ze nowoczesne cytostatyki
wykazujg wysoka odpornoscia na czynniki Srodowiska, wtasciwosci
kancerogenne, mutagenne oraz teratogenne, Scieki zawierajgce te
substancje stanowig duze zagrozenie dla sSrodowiska wodnego. Zwiekszona
trwatos¢ farmaceutykow utrudnia ich catkowita degradacje podczas
procesOw oczyszczania SciekOw oraz przyczynia sie do ich akumulacji w
Ssrodowisku. Pozostatosci tych lekow moga przedostawac sie do wod
powierzchniowych oraz podziemnych co zagraza zarOwno organizmom
wodnym jak i zdrowiu cztowieka. W ostatnich latach znaczenie zyskuja

biologiczne metody usuwania Zanieczyszczen
Z wykorzystaniem mikroorganizméow, ktére stanowig alternatywe Iub
uzupelnienie  dotychczas stosowanych konwencjonalnych metod

fizykochemicznych. Obiecujgce pod tym wzgledem sg szczegolnie tzw.
grzyby biatej zgnilizny drewna (Basidiomycetes).
Cel pracy
Celem niniejszej, wstepnej pracy byto okreslenie kierunku
biotransformacji daunomycyny przez anamorficzne stadium podstawczaka
biatej zgnilizny drewna Bjerkandera adusta CCBAS 930.
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Rys.3. AktywnosS¢ zewnagtrzkomorkowych peroksydaz w hodowlach B. adusta
CCBAS 930 z dodatkiem daunomycyny (10ug/ml)
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Rys.4. Aktywnos$¢ zewnatrzkomorkowej peroksydazy uniwersalnej (VP) wobec
2,6 —dimetoksyfenolu (DMP) w zaleznosci od pH oraz dodatku jonéw Mn*?

10-

= T 1 hydroksyfenole
8- . 1 metoksyfenole
=2 I z
T E 1 =
g ° T :
S 4- I " =
2-
O | | | | | | | |
Q % %) A S N3
dni hodowli

Rys. 5. Zawartos¢ zwigzkow fenolowych w hodowlach szczepu B. adusta
CCBAS 930 z dodatkiem daunomycyny (10ug/ml)

Materiat i metody
Szczep grzyba
W badaniach wykorzystano anamorficzny stadium podstawczaka biatej
zgnilizny drewna B. adusta CCBAS 930 wyizolowane z czarnej ziemi (Pheozems,
FAO) (Kornittowicz-Kowalska i in. 2006).
Daunomycyna
Daunomycyna jest antybiotykiem antracyklinowym I generacji zawierajgcym
trzy pierScienie aromatyczne, w tym dwa o charakterze hydrochinonu oraz jedng
grupe metoksylowa (Rys.1). Wchodzi w sktad grzybni odpadowej oraz odciekow
po-produkcyjnych z hodowli Streptomyces peucetius - promieniowca
wykorzystywanego w produkcji tego leku przez przemyst farmaceutyczny. Po
modyfikacji wykorzystywana jest w leczeniu chorob nowotworowych.

Rys. 1. Struktura chemiczna daunomycyny

Warunki hodowli
Ocene aktywnosci dekoloryzacyjnej szczepu B. adusta CCBAS 930 badano w
warunkach statycznych (14 dni, 262C) stosujgc 50ml ptynnego podtoza
mineralnego wzbogaconego 0,25% glukozg z dodatkiem daunomycyny
(10 pg/ml). Inokulum stanowit 1ml (10> j.t.k ml') homogenizowanej grzybni
B. adusta CCBAS otrzymany z ptynnej 7-o dniowej hodowli na podtozu
maltozowym.
Analizy biochemiczne
W klarownych ptynach pohodowlanych okresowo oznaczano stopien
dekoloryzacji (%) daunomycyny (A,go,m), ZawartoSc biatka, poziom zwigzkow
hydroksyl- i metoksyfenolowych oraz aktywnoS¢ peroksydaz: podobnej do
chrzanowej (HRP-like), ligninazy (LiP), manganozaleznej (MnP) oraz
uniwersalnej (VP). W celu odzyskania zaabsorbowanych substancji barwnych,
po zakonczeniu doswiadczenia grzybnie przenoszono do kolbek Erlenmayera
zawierajgcych 50cm? 70% etanolu i wytrzasano (150rpm/min).
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Rys. 2. Biotransformacja daunomycyny (10ug/ml) w stacjonarnych hodowlach
ptynnych szczepu B. adusta CCBAS 930

Wazniejsze wyniki i wnioski:

ﬁ\/ wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, zZe anamorficzny SZCQ

podstawczaka biatej zgnilizny drewna B. adusta CCBAS 930 usuwa daunomycyne
zaroOwno na drodze dekoloryzacji enzymatycznej jak i biosorpcji (Rys.2)

e W hodowlach B. adusta CCBAS 930 z dodatkiem daunomycyny stwierdzono
aktywnos$c¢ peroksydaz: HRP-like, LiP, MnP oraz VP (Rys.3,4)

e Biotransformacja daunomycyny w hodowlach szczepu B. adusta CCBAS 930 byla
skorelowana z obnizeniem zawartosci zwigzkow fenolowych (r=-0,85)

i metoksyfenolowych (r=-0,87) oraz wzrostem aktywnoscig peroksydazy HRP-like
(r=0,47) (Rys.3,5)

e Najwyzsze aktywnosci peroksydazy MnP oraz VP stwierdzono w pierwszym
tygodniu hodowli B. adusta CCBAS 930 z dodatkiem daunomycyny (Rys.3,4)
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