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I. Finansowanie 

1. Grant zespołowy NCN, Opus 1 „Mikrobiologiczna degradacja 

ksenoestrogenów i estrogenów w obecności metali ciężkich i NaCl”. Nr projektu: 

2011/01/B/NZ9/02898. Lata 2012-2013. Kierownik projektu: Prof. dr hab. Jerzy 

Długoński. 

 

2. Grant NCN, Preludium 7 „Zmiany w proteomie grzyba strzępkowego 

Cunninghamella echinulata podczas degradacji organicznych związków cyny”. 

Nr projektu 2014/13/N/NZ9/00878. Lata 2015-2017, kierownik, opiekun naukowy: 

Prof. dr hab. Jerzy Długoński; projekt rozliczony. 

 

3. Dotacja celowa na działalność związaną z prowadzeniem badań naukowych 

lub prac rozwojowych oraz zadań z nimi związanych, służących rozwojowi młodych 

naukowców oraz uczestników studiów doktoranckich, przyznany przez Dziekana 

Wydziału BiOŚ w latach 2014, 2015 i 2016.  

 

4. Realizacja pracy doktorskiej była objęta programem stypendialnym 

„Doktoranci – Regionalna Inwestycja w młodych naukowców nauk przyrodniczych 

i technologicznych – Akronim D-RIM BIO” współfinansowanym przez Unię 

Europejską ze środków Europejskiego Funduszu Społecznego w ramach Programu 

Operacyjnego Kapitał Ludzki, Poddziałanie 8.2. Lata 2014/2015. 
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II. Wykaz publikacji będących podstawą rozprawy 
doktorskiej 

Dorobek naukowy obejmujący problematykę wskazaną w tytule rozprawy 

doktorskiej zawiera się w następujących trzech publikacjach: 

P1 – Soboń A, Szewczyk R, Długoński J* (2016). Tributyltin (TBT) biodegradation 

induces oxidative stress of Cunninghamella echinulata. International 

Biodeterioration and Biodegradation, 107, 92-101, doi: 10.1016/j.ibiod.2015.11.013. 

 IF = 2,962; MNiSW = 30 

P2 – Soboń A, Szewczyk R, Różalska S, Długoński J* (2018). Metabolomics of the 

recovery of the filamentous fungus Cunninghamella echinulata exposed to tributyltin. 

International biodeterioration andand biodegradation, 127, 130-138, doi: 

10.1016/j.ibiod.2017.11.008. 

 IF = 3,828; MNiSW = 30 

P3 – Soboń A, Szewczyk R*, Długoński J, Różalska S (2019). A proteomic study of 

Cunninghamella echinulata recovery during exposure to tributyltin. Environmental 

Science and Pollution Research; doi: 10.1007/s11356-019-06416-z. 

 IF = 2,914; MNiSW = 70 

 

 Sumaryczny IF = 9,704 

 Łączna liczba punktów MNiSW = 130 

 

Wartość IF oraz punktację MNiSW podano zgodnie z rokiem opublikowania 

 

* Autorzy korespondujący 
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III. Wykaz pozostałych publikacji składających się na 
dorobek naukowy 

1. Szewczyk R, Soboń A, Różalska S, Dzitko K, Waidelich D, Długoński J. 

(2014). Intracellular proteome expression during 4-n-nonylphenol biodegradation by 

the filamentous fungus Metarhizium robertsii. International Biodeterioration 

and Biodegradation, 93, 44-53. 

 IF = 2,131; MNiSW = 30 

2. Bernat P, Siewiera P, Soboń A, Długoński J. (2014). Phospholipids and 

protein adaptation of Pseudomonas sp. to the xenoestrogen tributyltin chloride 

(TBT). World Journal of Microbiology and Biotechnology, 30(9), 2343-2350. 

 IF = 1,779; MNiSW = 20 

3. Szewczyk R, Soboń A, Słaba M, Długoński J. (2015). Mechanism study of 

alachlor biodegradation by Paecilomyces marquandii with proteomic and 

metabolomic method. Journal of hazardous materials, 291, 52-64. 

 IF = 4,836; MNiSW = 45 

4. Różalska S, Soboń A, Pawłowska J, Wrzosek M, Długoński J. (2015). 

Biodegradation of nonylphenol by a novel entomopathogenic Metarhizium robertsii 

strain. Bioresource technology, 191, 166-172. 

 IF = 4,917; MNiSW = 45 

5. Wrońska N, Brzostek A, Szewczyk R, Soboń A, Dziadek J, Lisowska K. 

(2016). The Role of fadD19 and echA19 in Sterol Side Chain Degradation by 

Mycobacterium smegmatis. Molecules, 21(5), 598. 

 IF = 2,861; MNiSW = 30 

6. Kochel K, Tomczyk M D, Simões R F, Fraczek T, Soboń A, Oliveira P J, 

Walczak K Z, Koceva-Chyla A. (2016). Evaluation of biological properties of 3, 3', 

4, 4'-benzophenonetetracarboxylic dianhydride derivatives and their ability to inhibit 

hexokinase activity. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 27, 427-431.  

 IF = 2,454; MNiSW = 30 

7. Jasińska A, Góralczyk A, Soboń A, Długoński J. (2018). Novel laccase-like 

multicopper oxidases from the Myrothecium roridum fungus-production 

enhancement, identification and application in the dye removal process. 

Acta Biochimica Polonica. DOI: 10.18388/abp.2017_2546. 

 IF = 1,626; MNiSW = 15 
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8. Nowak M, Soboń A, Litwin A, Różalska S. (2019). 4-n-nonylphenol 

degradation by the genus Metarhizium with cytochrome P450 involvement. 

Chemosphere, 220, 324-334. 

 IF = 4,571; MNiSW = 100 

9. Jasińska A, Góralczyk-Bińkowska A, Soboń A, Długoński J. (2019). 

Lignocellulose resources for the Myrothecium roridum laccase production and their 

integrated application for dyes removal. International Journal of Environmental 

Science and Technology, 1-12. 

 IF = 2,031; MNiSW = 70 

  

10. Jasińska A, Soboń A, Góralczyk-Bińkowska A, Długoński J. (2019). Analysis 

of decolorization potential of Myrothecium roridum in the light of its secretome and 

toxicological studies. Environmental Science and Pollution Research, 26(25), 

26313-26323. 

 IF = 2,914; MNiSW = 70 

 

 

 Sumaryczny IF = 30,12 

 Łączna liczba punktów MNiSW = 455 

 Indeks H = 5 

 

Wartość IF oraz punktację MNiSW podano zgodnie z rokiem opublikowania. 
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IV. Streszczenie w języku polskim 

Organiczne związki cyny ze względu na pełnienie funkcji stabilizatorów 

polichlorku poliwynylu (PCW) oraz wysoką skuteczność biobójczą znalazły szerokie 

zastosowanie w przemyśle i rolnictwie. Wprowadzone do środowiska wywołują 

wiele niekorzystnych zmian w organizmach. Spośród nich, szczególnie wysoką 

toksycznością charakteryzuje się tributylocyna. Proces mikrobiologicznego rozkładu 

TBT jest dotychczas słabo poznany, chociaż stanowi jedno z głównych źródeł 

eliminacji tego związku ze środowiska. W prezentowanej pracy oceniono zdolność 

do degradacji TBT przez grzyb strzępkowy Cunninghamella echinulata IM 2611. 

Określono ponadto wpływ TBT na morfologię i aktywność metaboliczną grzybni, 

a także zbadano jakie zmiany zachodzą w profilu metabolomicznym i białkowym 

w wyniku ekspozycji drobnoustroju na badany ksenobiotyk. Badania 

przeprowadzono z wykorzystaniem szeregu technik analitycznych, opartych przede 

wszystkim o spektrometrię mas (GC-MS, LC-MS/MS i MALDI-TOF/TOF) 

i techniki elektromigracyjne (1- i 2-DE). Uzyskane dane analizowano 

z wykorzystaniem specjalistycznego oprogramowania komputerowego. 

Przeprowadzone badania wykazały, że grzyb C. echinulata IM 2611 był zdolny do 

eliminacji ponad 90% ksenobiotyku w ciągu 120 godzin hodowli przy stężeniu 

wyjściowym wynoszącym 5 mg/l. Jedocześnie stwierdzono, że TBT ulega 

przekształceniu do dibutylocyny (DBT), monobutylocyny (MBT) oraz 

hydroksylowanej pochodnej TBT. Wstępne analizy uwidoczniły zmiany w profilu 

aminokwasów oraz białek badanego mikroorganizmu i stanowiły punkt wyjścia do 

rozszerzenia badań nad nimi w dalszych częściach pracy. Wykazano, że obecność 

ksenobiotyku w hodowli niekorzystnie wpływała na drobnoustrój, co przejawiało się 

silnym zahamowaniem przyrostu biomasy, połączonym ze spadkiem aktywności 

metabolicznej grzybni oraz zmniejszonym wykorzystaniem glukozy i wybranych 

aminokwasów z podłoża hodowlanego. Na podstawie analizy mikroskopowej 

stwierdzono plazmolizę i wakuolizację cytoplazmy. Wymienionym wyżej zjawiskom 

towarzyszyły również zmiany w profilu metabolomicznym drobnoustroju. 

Odnotowano wzrost stężenia metabolitów glikolizy przy jednoczesnym spadku 

zawartości związków cyklu Krebsa. Pod wpływem TBT, grzyb strzępkowy 
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zwiększał produkcję związków o właściwościach antyoksydacyjnych (betaina, 

prolina, kwas γ-aminomasłowy). 

Uzyskane wyniki sugerujące zachodzenie istotnych zmian w profilu białkowym 

grzyba w obecności ksenobiotyku wskazały na konieczność wykonania 

pogłębionych badań proteomicznych podczas biodegradacji TBT. Przeprowadzona 

analiza proteomu wykazała indukcję procesów biochemicznych ukierunkowanych na 

zwiększenie syntezy ATP. Zaobserwowano również nadprodukcję białek i enzymów 

zaangażowanych w ochronę komórki przed stresem oksydacyjnym, której 

towarzyszyła zwiększona produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) oraz wzrost 

aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Odnotowano także wzmożoną 

biosyntezę prohibityny, białka odgrywającego istotną rolę w prawidłowym 

funkcjonowaniu mitochondriów. Z kolei nadprodukcja nukleazy C1 może być 

związana z ochroną DNA przed uszkodzeniami. 

Wyniki uzyskane w trakcie realizacji niniejszej pracy doktorskiej przyczyniły się 

do wyodrębnienia szczepu grzybowego zdolnego do wydajnej biotransformacji TBT. 

Przeprowadzone badania wykazały niekorzystny wpływ ksenobiotyku na grzybnię 

C. echinulata IM 2611, wskazując jednocześnie mechanizmy odpowiedzialne za 

oporność drobnoustroju na wysokie stężenie ksenobiotyku przy jednoczesnej 

wydajnej eliminacji tego związku ze środowiska wzrostu. Zastosowanie 

zaawansowanych, nowoczesnych technik analitycznych pozwoliło zidentyfikować 

mechanizmy komórkowe zaangażowane w przeciwdziałanie niekorzystnym 

zmianom wywołanym obecnością ksenobiotyku w środowisku wzrostu grzyba. 

Analizy zmian metabolomu i proteomu grzyba poddanego ekspozycji na TBT miały 

charakter nowatorski i nie były dotychczas przedmiotem badań.  
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V. Streszczenie w języku angielskim 

Due to their role as polyvinyl chloride (PVC) stabilizers and high biocidal 

effectiveness, organic tin compounds have found wide applications in industry and 

agriculture. When they are introduced into the environment, they cause many adverse 

changes in organisms. Among these harmful substances, tributyltin is characterized 

by particularly high toxicity. The process of microbial degradation of TBT is still 

poorly understood, although it is one of the main methods of eliminating this 

compound from the environment. In the presented work, the ability of the 

filamentous fungus Cunninghamella echinulata IM 2611 to degrade TBT was 

assessed. The effect of TBT on the morphology and metabolic activity of the 

mycelium was determined. Also, changes in the metabolomic and protein profile as 

a result of exposure of the microorganism to the xenobiotic were examined. The 

research was carried out using a number of analytical techniques, primarily based on 

mass spectrometry (GC-MS, LC-MS/MS and MALDI-TOF/TOF) as well as 

electromigration techniques (1- and 2-DE). The obtained data were analyzed using 

specialized computer software. The study showed that the fungus C. echinulata IM 

2611 was able to eliminate over 90% of the xenobiotic at the initial concentration of 

5 m/l during 120 hours of cultivation. At the same time, TBT was found to be 

converted to dibutyltin (DBT), monobutyltin (MBT) and a hydroxylated TBT 

derivative. Initial analyses revealed changes in the profile of amino acids and 

proteins of the studied microorganism and became the starting point for extending 

the research in further parts of the work. It was shown that the presence of the 

xenobiotic in the culture adversely affected the microorganism, which was 

manifested by a strong inhibition of biomass growth, combined with a decrease in 

the metabolic activity of mycelium and reduced use of glucose and selected amino 

acids from the culture medium. During the microscopic analysis, plasmolysis and 

vacuolization of the cytoplasm were observed. These phenomena were accompanied 

by changes in the metabolomic profile of the microorganism. An increase in the 

concentration of glycolysis metabolites with a simultaneous decrease in the content 

of Krebs cycle compounds was noted. Under the influence of TBT, the filamentous 

fungus increased the production of compounds with antioxidant properties (betaine, 

proline, γ-aminobutyric acid). 
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The obtained results, which revealed significant changes in the protein profile of 

the fungus in the presence of TBT, indicated the need for in-depth proteomic studies 

during its biodegradation. The performed proteome analysis showed that in response 

to a decrease in the ATP concentration in fungal cells, resulting from the inhibitory 

effect of TBT on ATP synthase, the microorganism induced biochemical processes 

aimed at increasing ATP synthesis. Overproduction of proteins and enzymes 

involved in cell protection against oxidative stress was also observed, which was 

correlated with an intensified generation of reactive oxygen species (RFT) and an 

increase in superoxide dismutase (SOD) activity. Increased biosynthesis of 

prohibitin, a protein that plays an important role in the proper functioning of 

mitochondria, was also noted. Overproduction of C1 nuclease might have been 

associated with DNA protection against damage. 

The results obtained during the implementation of this dissertation contributed to 

the isolation of a fungal strain capable of efficient TBT biotransformation. The 

metabolomic and proteomic analyses of the microorganism exposed to TBT were 

innovative and had not been performed before. The conducted experiments showed 

the adverse effect of the xenobiotic on the mycelium of C. echinulata IM 2611, at the 

same time indicating the mechanisms responsible for the resistance of the 

microorganism to the high concentration of the xenobiotic with its simultaneous 

effective elimination from the growth environment. The use of advanced, modern 

analytical techniques allowed identifying cellular mechanisms involved in 

counteracting adverse changes caused by the presence of xenobiotics in the fungal 

growth environment. 
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VI. Wprowadzenie 

Przemysłowa działalność człowieka i intensywny rozwój rolnictwa przyczyniły 

się do wprowadzenia do środowiska naturalnego wielu nowych związków, które nie 

są naturalnymi składnikami żywych organizmów. Substancje takie nazywane są 

ksenobiotykami. Do tej grupy należą między innymi związki metaloorganiczne, 

w tym organiczne związki cyny.  Zawierają one w swych strukturach atomy cyny 

połączone kowalencyjnie z jednym lub większą liczbą podstawników organicznych, 

którymi mogą być grupy metylowe, etylowe, butylowe, propylowe lub fenylowe 

(Hoch, 2001). Związki cynoorganiczne można scharakteryzować ogólnym wzorem 

R(4-n) SnXn, gdzie R oznacza grupę organiczną, X – podstawnik nieorganiczny, zaś 

n przyjmuje wartości od 0 do 3. Obecność określonych podstawników alifatycznych 

determinuje właściwości fizykochemiczne związku, a także decyduje o jego 

toksyczności. Najwyższą toksycznością wobec organizmów o różnej przynależności 

taksonomicznej charakteryzują się trójpodstawione połączenia cynoorganiczne, przy 

czym ich toksyczność maleje w miarę wydłużania się łańcucha n-alkilowego 

(Falandysz, 2003). 

Jednym z głównych przedstawicieli związków cynoorganicznych, uważanym 

jednocześnie za jeden z najbardziej toksycznych związków wprowadzonych 

dotychczas do środowiska morskiego jest tributylocyna (TBT), znajdująca się na 

liście priorytetowych substancji niebezpiecznych. (Cruz i wsp. 2015). Ze względu na 

wysoką aktywność biocydobójczą, związek ten jest wykorzystywany w wielu 

dziedzinach przemysłu, w rolnictwie, konserwacji tekstyliów i ochronie drewna 

(Sousa i wsp. 2014). Przez szereg lat był wykorzystywany jako składnik farb 

przeciwporostowych, którymi pokrywano kadłuby statków i konstrukcji 

podwodnych (Antizar-Ladislao, 2008). W wyniku tego obecność TBT odnotowano 

w wodach i osadach dennych, szczególnie znajdujących się w pobliżu portów oraz 

stoczni. W wodzie okres połowicznego rozpadu związku waha się od kilku dni do 

kilku tygodni, podczas gdy w osadach dennych ksenobiotyk ten utrzymuje się nawet 

do kilkudziesięciu lat (de Carvalho Oliveira i Santelli, 2010). Uwalnianie TBT do 

środowiska naturalnego i akumulacja tego związku w tkankach organizmów żywych 

stanowią poważne zagrożenie dla funkcjonowania ekosystemów ze względu na 

szerokie spektrum toksycznego oddziaływania. Badania toksykologiczne wykazały, 
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że TBT charakteryzuje się efektem cyto-, geno-, embrio-, immuno- czy 

neurotoksycznym wobec organizmów reprezentujących różne poziomy troficzne 

(Antizar-Ladislao, 2008). Szkodliwy wpływ na organizmy wynika z lipofilnego 

charakteru cząsteczki TBT, która może oddziaływać na błony biologiczne, w wyniku 

czego naruszona zostaje ich integralność i przepuszczalność (Bonarska-Kujawa 

i wsp. 2012). Szczególnie niekorzystnie ksenobiotyk oddziałuje na funkcjonowanie 

mitochondriów, co skutkuje zmianą ich potencjału błonowego (Tiano i wsp. 2003). 

Tym samym biocyd zaburza szlak fosforylacji oksydacyjnej sprzężonej z łańcuchem 

oddechowym, co w połączeniu z udokumentowaną inhibicją syntazy ATP 

przyczynia się do znacznego zahamowania syntezy ATP - związku kluczowego do 

prawidłowego funkcjonowania komórki (Nesci i wsp. 2011; Von Ballmoos i wsp. 

2004). Wykazano, że TBT indukuje stres oksydacyjny, prowadzący m. in. do 

peroksydacji lipidów (Bernat i wsp. 2014) czy uszkadzania DNA (Liu i wsp. 2006). 

Z kolei stres oksydacyjny i związane z nim uszkodzenia struktur komórkowych, jak 

również wzrost stężenia wapnia w komórkach prowadzą do apoptozy komórki (Mitra 

i wsp. 2013; Nakatsu i wsp. 2007). Stwierdzony wpływ ksenobiotyku na metabolizm 

lipidów, objawiający się zmianami w profilu fosfolipidów może być reakcją obroną 

organizmu polegającą na zmniejszeniu przepuszczalności błon komórkowych 

i zwiększenia zawartości jonów potasu w komórce (Bernat i wsp. 2009). Negatywny 

wpływ TBT na struktury komórkowe przejawia się także dezorganizacją białek 

cytoszkieletu (Cima i wsp. 1998).  

Oprócz silnie toksycznych właściwości, ksenobiotyk ten wykazuje również 

działanie androgenne, dlatego zaliczany jest do substancji zaburzających gospodarkę 

hormonalną organizmu (EDCs, ang. Endocrine Disrupting Compounds) (Falandysz, 

2003). Ekspozycja na TBT powoduje pseudohermafrodytyzm u skorupiaków, czyli 

wytworzenie dodatkowych męskich narządów płciowych u osobników płci żeńskiej, 

jak również upośledzeniem wzrostu, rozwoju i cyklu rozrodczego organizmów 

morskich (Falandysz, 2003; Antizar-Ladislao, 2008).  

W eliminacji TBT ze środowiska mogą brać udział mikroorganizmy. Związek ten 

może być usuwany poprzez biosorpcję lub degradowany w wyniku aktywności 

metabolicznej drobnoustrojów. Proces mikrobiologicznej biotransformacji TBT 

polega na stopniowym odłączaniu grup alifatycznych od atomu cyny, prowadzącym 
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do powstania dibutylocyny (DBT) i monobutylocyny (MBT) oraz ich 

hydroksylowanych pochodnych (Bernat i wsp. 2013). Uwagę badaczy przykuwają 

mechanizmy odpowiedzialne za oporność mikroorganizmów oraz zdolność do 

eliminacji tego ksenobiotyku. Tworzenie hydroksylowanych pochodnych oraz 

ograniczenie biodegradacji TBT w obecności inhibitorów cytochromu P-450 

wskazuje na udział tego układu enzymatycznego w eliminacji ksenobiotyku (Bernat 

i Długoński, 2002).  

W ostatnich latach notuje się znaczący wzrost zainteresowania technikami 

„omicznymi”, takimi jak proteomika czy metabolomika. Zaliczane są one to nowej 

dyscypliny naukowej - biologii systemowej, dążącej do holistycznej oceny 

funkcjonowania układu biologicznego (Silberring i Drabik, 2010). Proteomika jest 

gałęzią nauki skupiającą się na całościowej analizie i identyfikacji białek organizmu, 

tkanki, bądź komórki, zaś metabolomika obejmuje ilościowe i jakościowe 

oznaczanie związków endogennych – metabolitów (Szewczyk i Kowalski, 2016a,b). 

Są to stosunkowo młode dziedziny wiedzy, niezwykle pomocne w zrozumieniu 

zjawisk zachodzących w komórce, które wraz z pozostałymi elementami biologii 

systemowej prowadzą do uzyskania pełnej wiedzy o analizowanym systemie.  

Pomimo licznych doniesień uwidaczniających szkodliwe oddziaływanie TBT na 

organizmy, wiedza na temat wpływu tego związku na metabolizm komórkowy, jak 

i mechanizmy molekularne odpowiedzialne za oporność bądź zdolność 

drobnoustrojów do jego degradacji jest ograniczona. Poznanie mechanizmów 

komórkowych umożliwia wytypowanie kluczowych białek odpowiedzialnych za 

proces detoksykacji ksenobiotyku, co może być pomocne w projektowaniu metod 

mikrobiologicznej eliminacji takiego związku ze skażonego środowiska. Dlatego 

celowe wydaje się badanie wpływu związków cynoorganicznych na metabolizm 

organizmów i poznanie mechanizmów warunkujących oporność na nie, co stanowi 

przedmiot prezentowanych w tej pracy badań. 
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VII. Cele pracy 

Główne cele badań przeprowadzonych podczas realizacji pracy doktorskiej 

obejmowały: 

1. Określenie zdolności grzyba strzępkowego Cunninghamella echinulata 

IM 2611 do degradacji TBT.  

2. Ocenę wpływu TBT na wzrost, aktywność metaboliczną oraz morfologię 

drobnoustroju. 

3. Analizę metabolomu i proteomu C. echinulata w czasie ekspozycji na TBT.  
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VIII. Metodologia badań 

VIII. 1. Techniki wykorzystywane podczas realizacji pracy doktorskiej 

 

Techniki Zakres badań 

Chromatografia gazowa sprzężona 

ze spektrometrią mas GC-MS 

• Oznaczenia ilościowe TBT i 

produktów jej degradacji 

Chromatografia cieczowa 

sprzężona ze spektrometrią mas 

LC-MS/MS  

• Oznaczenia jakościowe produktów 

biotransformacji TBT 

• Ilościowa ocena zawartości 

metabolitów 

Spektrofluorymetria • Ocena wpływu badanego 

ksenobiotyku na aktywność 

metaboliczną mikroorganizmu 

Mikroskopia konfokalna • Określenie wpływu TBT na 

morfologię strzępek 

• Oznaczenia ilościowe reaktywnych 

form tlenu (RFT) 

Elektroforeza 1-D oraz 2-D  • Analizy zmian profilu białkowego 

drobnoustroju 

Spektrometria mas MALDI-

TOF/TOF  

• Oznaczenie peptydów 
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VIII. 2.  Oprogramowanie 

 

W pracy doktorskiej do analizy wyników wykorzystano szereg specjalistycznych 

programów komputerowych: 

 PeakView (Sciex) to oprogramowanie służące do analizy widm masowych, 

które w prezentowanej pracy zostało zastosowane do identyfikacji 

hydroksylowanej pochodnej (TBTOH) i określeniu miejsca przyłączenia grupy 

hydroksylowej do cząsteczki ksenobiotyku.   

 LightSight (Sciex) – oprogramowanie dedykowane do systemu LC-MS firmy 

Sciex wspomagające poszukiwanie metabolitów. Algorytm tej aplikacji na 

podstawie widma masowego związku wyjściowego generuje możliwe 

kombinacje par MRM potencjalnych metabolitów, tworząc gotową metodę do 

zastosowania w systemie LC-MS.  Program umożliwia wgląd w uzyskany 

chromatogram oraz pozwala na jednoczesne porównanie widm masowych 

związku wyjściowego oraz jego potencjalnego metabolitu. W prezentowanej 

pracy oprogramowanie zostało wykorzystane do stworzenia szeregu metod 

analitycznych LC-MS służących poszukiwaniu metabolitów fazy I i II 

metabolizmu ksenobiotyku.  

 MarkerView (Sciex) to aplikacja umożliwiająca wykonanie analiz 

statystycznych (np. PCA, ang. Principal Component Analysis) wyników 

uzyskanych techniką LC-MS. W pracy doktorskiej przeprowadzono analizy 

głównych składowych w celu poprawnej interpretacji wyników. 

 MultiQuant (Sciex,) to oprogramowanie  służące do przetwarzania danych 

uzyskanych podczas analiz z wykorzystaniem spektrometrów masowych. 

W pracy doktorskiej MultiQuant został wykorzystany do ilościowej oceny 

zawartości metabolitów.   

 Image Lab (Bio-Rad) – aplikacja wykorzystywana do analizy 

densytometrycznej białek rozdzielonych techniką 1-DE. W pracy P1 przy jego 

pomocy określono zmiany profilu białkowego C. echinulata. 

 Image Master 2D Platinum (GE Healtcare) to program do wizualizacji 

i analizy danych żeli 2-D. W pracy doktorskiej został wykorzystany do 

oznaczania i porównania spotów białek uzyskanych podczas elektroforezy 

dwukierunkowej. 
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 ProteinPilot (Sciex) to oprogramowanie umożliwiające identyfikację białek, 

które wykorzystuje algorytmy przeszukiwania bazy danych MASCOT oraz 

PARAGON będący autorskim algorytmem firmy Sciex. Sekwencjom białek 

zdeponowanych w bazach danych pochodzących z National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) algorytm przypisuje widma fragmentacyjne 

peptydów uzyskanych w wyniku uprzedniej proteolizy białka z użyciem 

dedykowanego enzymu, którym w przypadku niniejszej pracy była trypsyna. 

W pracy wykorzystano to oprogramowanie do identyfikacji białek badanego 

drobnoustroju na podstawie widm masowych uzyskanych podczas analiz 

z zastosowaniem spektrometrów mas QTRAP oraz MALDI-TOF/TOF. 
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IX. Syntetyczne omówienie wyników przedstawionych 
w cyklu publikacji wchodzących w skład rozprawy 
doktorskiej 

Eliminacja TBT przez grzyby jest stosunkowo słabo poznana. W literaturze 

przedmiotu został opisany tylko jeden szczep grzybowy (C. elegans IM 1785/21Gp) 

zdolny do efektywnej degradacji TBT z wytworzeniem mniej toksycznych 

pochodnych – DBT oraz MBT. Podczas badań skriningowych prowadzonych 

w Katedrze Mikrobiologii Przemysłowej i Biotechnologii UŁ z moim udział, 

stwierdzono, że wyodrębniony wcześniej z gleby szczep grzybowy IM 2611, 

oznaczony jako C. echinulata, jest zdolny do wzrostu w obecności TBT i prawie 

całkowitej eliminacji ksenobiotyku przy stężeniu wyjściowym toksycznego substratu 

5 mg/l, co stało się podstawą do wybrania go jako obiektu badań w prezentowanej 

pracy doktorskiej.  

W pierwszej pracy składającej się na niniejszą rozprawę doktorską (P1 – 

Soboń A, Szewczyk R, Długoński J (2016), Tributyltin (TBT) biodegradation 

induces oxidative stress of Cunninghamella echinulata; International 

Biodeterioration and Biodegradation 107, 92-101) zawarto wyniki opisujące 

dynamikę eliminacji ksenobiotyku wraz z ilościową i jakościową oceną 

powstających pochodnych oraz analizę zmian w poziomie aminokwasów i białek 

wewnątrzkomórkowych. Szczep C. echinulata IM 2611 wydajnie degraduje TBT 

w stężeniu wyjściowym 5 mg/l, eliminując 91% początkowej zawartości 

ksenobiotyku w czasie 120 godzin hodowli. Procesowi temu towarzyszył wzrost 

zawartości produktów degradacji biocydu, głównie DBT, obserwowany od 48 

godziny hodowli. Przeprowadzono szereg analiz z wykorzystaniem chromatografu 

cieczowego sprzężonego z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) oraz 

oprogramowaniem LightSight
TM

 (Sciex), ukierunkowanych na poszukiwanie 

potencjalnych produktów metabolizmu ksenobiotyku. Na podstawie otrzymanych 

wyników stwierdzono obecność hydroksylowanej pochodnej TBT, zaś 

przeprowadzone z wykorzystaniem spektrometru mas oznaczenia widm masowych 

badanego związku cynoorganicznego uwzględniające charakterystyczny profil 

izotopowy pierwiastka cyny wykazały, iż grupa hydroksylowa jest przyłączona 

bezpośrednio do atomu cyny. Jednocześnie, zaobserwowano silne zahamowanie 
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wzrostu drobnoustroju w podłożu hodowlanym w obecności ksenobiotyku, 

szczególnie podczas pierwszych 48 godzin inkubacji. Należy również zaznaczyć, że 

dynamika procesu degradacji TBT była skorelowana ze wzrostem drobnoustroju. 

Zaobserwowane początkowe silne zahamowanie wzrostu mikroorganizmu, 

a następnie intensywny przyrost biomasy, wskazują na zmiany biochemiczne 

zachodzące w komórce. Obserwacja ta posłużyła jako punkt wyjścia do dalszych 

badań. W związku z tym, eksperymenty rozszerzono o nieukierunkowaną analizę 

wewnątrzkomórkowego profilu aminokwasowego. Zaobserwowano istotne 

statystycznie różnice w zawartości 19 spośród 26 aminokwasów oznaczonych 

w hodowlach zawierających TBT w porównaniu do kontroli. Stwierdzono, że TBT 

w zróżnicowany sposób wpływa na profil aminokwasowy u badanego drobnoustroju. 

Zaobserwowano zwiększenie stężenia betainy i proliny, które mogą być związane 

z odpowiedzią drobnoustroju na stres oksydacyjny..  

Na tym etapie pracy, dokonano również wstępnej oceny wpływu ksenobiotyku na 

zmiany profilu białkowego badanego grzyba strzępkowego Wewnątrzkomórkowe 

białka C. echinulata rozdzielono elektroforetycznie techniką jednokierunkowej 

elektroforezy (1-DE, ang. 1-Dimensional Electrophoresis), a następnie 22 prążki 

białkowe poddano analizie porównawczej i identyfikacji z wykorzystaniem techniki 

LC-MS/MS. Obecność biocydu w środowisku indukowała wzrost biosyntezy białek 

związanych z cyklem Krebsa (dehydrogenaza jabłczanowa), glikolizą (enolaza), 

syntezą ATP (syntaza ATP), syntezą aminokwasów (metylotransferaza 

tetrahydropteroiloglutaminowa homocysteiny). W obecności TBT stwierdzono tajże 

wzrost syntezy peroksyredoksyny, co wraz z akumulacją betainy i proliny wskazuje 

na istotną rolę komórkowych mechanizmów antyoksydacyjnych w odpowiedzi na 

pojawienie się tego ksenobiotyku. Z kolei nukleaza C1, której nadprodukcję również 

stwierdzono w obecności TBT, może być związana z ochroną komórki przed 

uszkodzeniami DNA. Zaobserwowane zmiany biochemiczne w komórkach 

badanego mikroorganizmu stanowiły punkt wyjścia do przeprowadzenia 

rozszerzonych badań metabolomicznych (P2) oraz proteomicznych (P3) w dalszych 

częściach pracy. 

Metabolomika to stosunkowo młoda i intensywnie rozwijająca się dziedzina 

biologii systemowej, mająca na celu całościową analizę metabolitów (metabolomu) 
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obecnych w danym czasie i warunkach w komórce. Uzyskane dzięki niej wyniki 

umożliwiają badanie dynamiki zmian biochemicznych zachodzących w badanym 

układzie pod wypływem różnych czynników zewnętrznych, takich jak np. 

ekspozycja na ksenobiotyki. Kolejna praca wchodząca w skład rozprawy 

doktorskiej (P2 – Soboń A, Szewczyk R, Różalska S, Długoński J (2018), 

Metabolomics of the recovery of the filamentous fungus Cunninghamella echinulata 

exposed to tributyltin; International Biodeterioration and Biodegradation 127, 130-

138) obejmowała ukierunkowaną analizę metabolomiczną 92 metabolitów 

komórkowych znajdujących się w komórkach C. echinulata oraz w podłożu 

wzrostowym. Badania te zostały rozszerzone o pomiary dynamiki wykorzystania 

glukozy z podłoża hodowlanego przez mikroorganizm, pozwalające na ocenę 

aktywności metabolicznej drobnoustroju. W strzępkach grzyba pochodzących z 24-

godzinnych hodowli inkubowanych z dodatkiem TBT stwierdzono zwiększone 

stężenie związków powstających w procesie glikolizy (glukozo-6-fosforan, fruktozo-

6-fosforan, fosfoenolopirogronian) oraz zmniejszoną zawartość wszystkich 

metabolitów występujących w cyklu Krebsa (za wyjątkiem szczawiooctanu). 

W komórkach poddanych ekspozycji na ksenobiotyk wykazano wzrost stężenia 

związków wykazujących antyoksydacyjne właściwości w komórkach - betainy, 

proliny i kwasu γ-aminomasłowego (GABA), a także odnotowano nagromadzenie 

kwasu glutaminowego, będącego prekursorem do syntezy tych związków. 

Dodatkowo, zmniejszona zawartość lizyny i zwiększony poziom kwasu 2-

aminoadipowego przy jednoczesnym niewielkim wykorzystaniu lizyny zawartej 

w podłożu hodowlanym sugeruje aktywację szlaku biosyntezy lizyny u badanego 

grzyba w trakcie ekspozycji na ksenobiotyk.  

Interesujące wyniki uzyskano podczas oceny zawartości metabolitów 

w podłożu wyjściowym oraz pohodowlanym. Analiza składu podłóż po 24-godzinnej 

inkubacji z dodatkiem biocydu wykazała podobny profil metabolitów do 

wyjściowego podłoża hodowlanego (bez dodatku mikroorganizmu). Z kolei 

w układzie kontrolnym (niezawierającym TBT) grzyb strzępkowy po 24 godzinach 

hodowli wykorzystał większość oznaczanych związków wchodzących w skład 

podłoża. W kolejnych godzinach hodowli w układach niezawierających 

ksenobiotyku zaobserwowano zwiększoną sekrecję kwasów organicznych do 
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podłoża, co powoduje szybsze zakwaszanie środowiska i tym samym stymuluje 

zwiększenie przyswajania substancji odżywczych z podłoża. Zjawiska tego nie 

stwierdzono w hodowlach z TBT. Wykazano, że obecność TBT w podłożu skutkuje 

znacznie wolniejszym spadkiem wartości pH, w porównaniu do hodowli 

kontrolnych. Po 24 godzinach inkubacji, wartość pH w układzie z TBT była zbliżona 

do wyjściowej wartości pH podłoża. Zaobserwowano również zahamowanie 

wykorzystania glukozy w hodowlach suplementowanym ksenobiotykiem 

w początkowym okresie inkubacji. Spowolnienie wzrostu grzyba w czasie 

ekspozycji na TBT, połączone ze zmniejszoną asymilacją glukozy oraz związków 

organicznych z podłoża, skłoniły do zbadania żywotności grzybni za pomocą 

zmodyfikowanej metody z wykorzystaniem dioctanu fluoresceiny (FDA) oraz oceny 

wpływu badanego związku na morfologię strzępek. Przeprowadzona analiza 

wykazała statystycznie istotną inhibicję aktywności metabolicznej drobnoustroju 

w kontakcie z TBT. Po 24 godzinach, w próbach z dodatkiem ksenobiotyku 

stwierdzono 3,9% aktywności metabolicznej w stosunku do układu kontrolnego. 

W kolejnych dobach hodowli zaobserwowano stopniowy wzrost tego parametru, aż 

do osiągnięcia wartości 50,85% po 120 godzinach inkubacji. Równolegle 

przeprowadzone obserwacje mikroskopowe z wykorzystaniem mikroskopii 

konfokalnej uwidoczniły wysoce niekorzystne działanie ksenobiotyku na strzępki, 

objawiające się silną wakuolizacją oraz plazmolizą komórek. Najwięcej zmian 

wykazano po 24 godzinach inkubacji i zanikały one wraz z czasem trwania hodowli.  

Reasumując tę część badań można stwierdzić, że pomimo toksycznego 

wpływu związku na strzępki grzyba, drobnoustrój aktywnie przeciwdziałał 

niekorzystnym zmianom w komórce indukowanym przez ksenobiotyk poprzez 

akumulację związków pełniących ochronną rolę w warunkach stresu oksydacyjnego 

i zaburzonej osmoregulacji komórki.  

Białka pełnią kluczową rolę we wszystkich procesach biologicznych. Są 

odpowiedzialne za zmiany zawartości metabolitów, które omówiono we 

wcześniejszych pracach (P1 i P2). Przeprowadzona analiza 1-DE białek 

wewnątrzkomórkowych badanego szczepu zaprezentowana w pracy P1 wykazała 

występowanie różnic w profilu białkowym C. echinulata, indukowanych obecnością 

ksenobiotyku w podłożu hodowlanym. Dlatego też, trzecia praca składająca się na 
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niniejszą rozprawę doktorską obejmowała analizę zmian w proteomie badanego 

grzyba wywołanych ekspozycją na TBT, jak również ocenę zawartości wolnych 

rodników w strzępkach mikroorganizmu (P3 – Soboń A, Szewczyk R, Długoński J, 

Różalska S. (2019), A proteomic study of Cunninghamella echinulata recovery 

during exposure to tributyltin; Environmental Science and Pollution Research, 1-14). 

Analizie porównawczej poddano białka rozdzielone techniką dwukierunkowej 

elektroforezy (2-DE, ang. 2-Dimensional Electrophoresis), pochodzące z 24, 48, 72 

i 96 godziny hodowli z układów zawierających oraz niezawierających TBT (układ 

kontrolny). Przeprowadzona ocena obrazów 2-DE z wykorzystaniem dedykowanego 

oprogramowania Image Master 2-D Platium (GE Healtcare) umożliwiła detekcję 

średnio 116 plam proteinowych na żel, spośród których zidentyfikowano 

i dopasowano aż 92 białka, dla których wyznaczono względny poziom ekspresji. 

Stwierdzono różnice w profilu białkowym grzyba rosnącego w obecności 

toksycznego związku. Najistotniejsze zmiany zaobserwowano po 24 godzinach 

inkubacji. Przeprowadzone badania uwidoczniły zwiększoną biosyntezę białek 

związanych z produkcją energii na drodze oddychania komórkowego, co wskazuje 

na jej deficyt w komórce, skutkujący zahamowaniem przyrostu biomasy czy 

zmniejszoną aktywnością metaboliczną. Stwierdzono zwiększony poziom biosyntezy 

enzymów zaangażowanych w szlak glikolizy oraz nadprodukcję dehydrogenazy 

NADH (kompleks I łańcucha oddechowego) i dehydrogenazy jabłczanowej. 

Odnotowano zwiększony poziom oksydazy cytochromu c, jak również katalitycznie 

aktywnych podjednostek syntazy ATP oraz pirofosfatazy nieorganicznej, czyli 

elementów bezpośrednio zaangażowanych w wytwarzanie ATP. Uzyskane dane 

wskazują na indukcję szlaków odpowiedzialnych za wytworzenie NADH, jego 

utlenienie przez dehydrogenzę NADH z jednoczesnym wytworzeniem gradientu 

elektrochemicznego, redukcji tlenu i zwiększenia gradientu protonowego poprzez 

ostatni element łańcucha transportu elektronów - oksydazę cytochromu c. 

Wytworzony gradient elektrochemiczny wykorzystywany jest do produkcji ATP 

przez syntazę ATP. Szlak oksydacji fosforylacyjnej jest głównym miejscem 

powstawania RFT, a funkcjonujący nieprawidłowo może prowadzić do 

zwiększonego generowania tych form tlenu w komórkach. W 24-godzinnej hodowli 

w obecności TBT stwierdzono w strzępkach dużą ilość RFT, która malała wraz 

z czasem trwania hodowli, podczas gdy w układzie kontrolnym zaobserwowano ich 
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niewielką ilość przez cały okres trwania hodowli. Grzybnia poddana ekspozycji na 

TBT charakteryzowała się zwiększonym poziomem białek Hsp70 i Hsp71 

uważanych za markery stresu oksydacyjnego. W komórkach grzybowych 

hodowanych na podłożu zawierającym TBT wykazano wzrost aktywności 

dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), podczas gdy aktywność katalazy (CAT) 

utrzymywała się na niskim, zbliżonym poziomie, w obu analizowanych układach. 

Jednocześnie, zaobserwowano w nich zwiększoną biosyntezę enzymów 

o właściwościach antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza nadtlenkowa cynkowo-

miedzianowa (Cu-Zn) i manganowa (Mn), tioredoksyny czy redoksyna. 

Nadprodukcja tych enzymów była skorelowana ze zwiększonym wytwarzaniem RFT 

w strzępkach badanego grzyba. Co istotne, do prawidłowego funkcjonowania 

tioredoksyny czy dysmutaz nadtlenkowych kluczowa jest obecność NADPH, 

produkowanego głównie w szlaku pentozofosforanowym. W hodowlach 

inkubowanych z ksenobiotykiem stwierdzono zwiększoną biosyntezę enzymów tego 

szlaku - transaldolazy i dehydrogenazy 6-fosfoglukonianowej, zwiększających pulę 

równoważników redukujących niezbędnych do przeprowadzania szeregu reakcji 

redukcji w komórce. Natomiast wzrost produkcji białek cytoszkieletu (aktyna, 

tubulina) może być związany z przeciwdziałaniem niekorzystnym zmianom 

morfologicznym, które zaobserwowano w strzępkach grzyba podczas ekspozycji na 

TBT.  

Odnotowano również zwiększoną zawartość prohibityny. Jest to 

wielofunkcyjne białko, niezbędne do prawidłowego funkcjonowania mitochondriów, 

uczestniczące również w ochronie komórki przed stresem oksydacyjnym. Z uwagi na 

fakt, że TBT niekorzystnie oddziałuje są procesy zachodzące w tym organellum, 

zwiększona biosynteza prohibityny u badanego grzyba może być odpowiedzialna za 

jego zdolność do wzrostu w obecności TBT, jak i biodegradację tego związku. 

Wyniki przedstawione w pracy P3 wskazują na złożoną odpowiedź komórek 

badanego grzyba strzępkowego w obecności TBT. Procesy biochemiczne w grzybni 

poddanej ekspozycji na TBT ukierunkowane są głównie na zwiększenie produkcji 

ATP i równoważników redukujących przy jednoczesnym przeciwdziałaniu skutkom 

stresu oksydacyjnego i toksycznego oddziaływania samej cząsteczki TBT. 
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SUPPORTING MATERIAL 

        

           

 

Table S-1. Multiple reaction monitoring (MRM) MS/MS scan mode – compound dependant parameters applied in the screening method. 

           

 

Q1 mass 

 (Da)  

Q3 Mass  

(Da)  

Dwell time 

(ms) 

Amino acid DP 

(V)  

EP 

(V) 

CE 

(V)  

CXP 

(V) 

  

 

90 44 5 Alanine 25 10 17 10 

  

 

104.1 87 5 Aminoisobutyrate 30 10 17 10 

  

 

175.1 70 5 Arginine 25 10 32 10 

  

 

133.1 74 5 Asparagine 30 10 23 10 

  

 

134. 74 5 Aspartate 25 10 21 10 

  

 

118.1 58 5 Betaine 40 10 41 10 

  

 

122 76 5 Cysteine 25 10 20 10 

  

 

104.1 58 5 Dimethyl glycine 30 10 20 10 

  

 

148.1 84 5 Glutamate 25 10 23 10 

  

 

147.1 84 5 Glutamine/Lysine 25 10 25 10 

  

 

76 30.2 5 Glycine 20 10 21 10 

  

 

156.1 110 5 Histidine 25 10 21 10 

  

 

136 90 5 Homocysteine 50 10 20 10 

  

 

132.1 86.2 5 Hydroxyproline/Isoleucine/Leucine 50 10 18 10 

  

 

150.1 61 5 Methionine 40 10 31 10 

  

 

133.1 70 5 Ornithine 40 10 30 10 

  

 

166.1 120.2 5 Phenylalanine 50 10 19 10 

  

 

116.1 70 5 Proline 50 10 20 10 

  

 

106.0 60 5 Serine 25 10 18 10 

  

 

120.1 102 5 Threonine 30 10 10 10 
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205.1 188.3 5 Tryptophan 25 10 16 10 

  

 

182.1 136.3 5 Tyrosine 25 10 19 10 

  

 

118.1 72 5 Valine 25 10 18 10 
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Metabolomics of the recovery of the filamentous fungus Cunninghamella 

echinulata exposed to tributyltin 
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Table S-1. Detailed results of proteomic identification of C. echinulata IM 2611 proteins during exposure to 5 mg L
-1

 TBT. 
a
Fold change was calculated as a ratio of the intensity of the 

protein bands between the TBT-containing sample and the corresponding control sample after 24, 48, 72 and 96 h. The protein spots observed only in the control or TBT-containing 

sample were marked as ‘c’ or ‘tbt’, respectively. If no spots were detected there were marked as ‘-’.  

Spot MASCOT search results Delta-BLAST results Fold change
a
 

  Best protein name Score Organism Accesion MW [Da] 
 

24h 48h 72h 96h 
Glycolysis 

1 
fructose-bisphosphate aldolase, 

class II 
569 

Syncephalastrum 
racemosum 

ORY96155.1 39411 
cd00946, Class II Type A, Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) 

aldolases. 
0,40 3,64 0,41 2,53 

2 triosephosphate isomerase 347 Absidia repens ORZ22507.1 26942 PTZ00333, triosephosphate isomerase. c 2,59 1,97 3,55 

3 
glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
348 Absidia repens ORZ17044.1 35502 TIGR01534, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I. 0,44 0,59 0,65 19,03 

4 
glyceraldehyde-3-phopshate 

dehydrogenase 
209 Absidia repens ORZ17044.1 35502 TIGR01534, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I. c - 3,81 tbt 

5 
glyceraldehyde-3-phopshate 

dehydrogenase 
277 Absidia repens ORZ17044.1 35502 TIGR01534, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I. - c 4,03 0,96 

6 hypothetical protein 246 Absidia glauca SAM09852.1 47484 PTZ00005, phosphoglycerate kinase; Provisional. c tbt 3,11 tbt 
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7 
2,3-bisphosphoglycerate-

independent phosphoglycerate 
mutase 

212 Absidia repens ORZ08611.1 57856 PRK05434, phosphoglyceromutase; Provisional. c tbt - tbt 

8 enolase 721 
Cunninghamella 

elegans 
CAA76735.1 46849 PLN00191, enolase. 0,68 1,77 3,50 0,29 

Oxidative Phosphorylation 

9 
hypothetical protein 

BCR42DRAFT_491864 
260 Absidia repens ORZ15863.1 41685 

cd05271, NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex, subunit 9, 39 kDa, (NDUFA9) -like, atypical (a) 

SDRs. 
5,39 - - - 

10 hypothetical protein 158 Absidia glauca SAM04188.1 15166 
pfam05071, NADH ubiquinone oxidoreductase subunit 

NDUFA12. 
tbt - - - 

11 
NADH dehydrogenase 

[ubiquinone] complex I, assembly 
factor 7-like protein 

74 Smittium culicis OMJ26490.1 61959 
pfam02636, Putative S-adenosyl-L-methionine-dependent 

methyltransferase. 
- c tbt 0,39 

12 
cytochrome b-c1 complex subunit 

7 
101 

Lichtheimia 
corymbifera 

JMRC:FSU:9682 
CDH56085.1 14616 

pfam02271, Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14kD 
subunit. 

- - 0,81 tbt 

13 
cytochrome c oxidase subunit 5A 

COX5A 
155 

Phycomyces 
blakesleeanus 
NRRL 1555(-) 

XP_018289694
.1 

15568 pfam02284, Cytochrome c oxidase subunit Va. - 1,45 2,08 tbt 

14 ATP synthase subunit alpha 967 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX53531.1 59092 PRK09281, F0F1 ATP synthase subunit alpha. 0,99 1,64 1,87 2,76 

15 
ATP synthase F1 subcomplex 

beta subunit ATP2 
898 

Mucor 
circinelloides f. 
lusitanicus CBS 

277.49 

OAD04005.1 52713 PRK09280, F0F1 ATP synthase subunit beta. 1,02 12,17 2,17 3,05 

16 hypothetical protein 213 Absidia glauca SAM02571.1 17762 pfam05873, ATP synthase D chain, mitochondrial (ATP5H). 3,14 tbt 1,17 1,65 

64 
F1 complex, OSCP/delta subunit 

of ATPase 
225 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX62690.1 23065 
COG0712, FoF1-type ATP synthase, delta subunit [Energy 

production and conversion] 
2,52 1,83 0,64 0,73 

17 inorganic pyrophosphatase 571 Absidia repens ORZ15054.1 32653 cd00412, Inorganic pyrophosphatase. 1,23 5,41 3,08 1,43 

18 
electron transfer flavo protein, 

beta subunit 
271 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX46546.1 28746 cd01714, The electron transfer flavoprotein (ETF). 2,23 2,06 1,25 0,41 

Stress response 

19 thioredoxin-like protein 239 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX62243.1 21826 
cd03015, Peroxiredoxin (PRX) family, Typical 2-Cys PRX 

subfamily. 
0,22 3,06 2,94 0,57 

20 thioredoxin-like protein 207 
Rhizopus 

microsporus 
ORE14485.1 24403 cd03016, Peroxiredoxin (PRX) family, 1-cys PRX subfamily. c - 2,92 tbt 

21 thioredoxin-like protein 164 Absidia repens ORZ12671.1 18613 cd00340, Glutathione (GSH) peroxidase family. c - 1,73 tbt 

22 
manganese and iron superoxide 

dismutase 
183 

Rhizopus 
microsporus 

ORE15744.1 25064 PLN02471, superoxide dismutase [Mn] 3,30 - 2,61 1,83 

23 Redoxin 110 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX46097.1 17994 cd03013, Peroxiredoxin (PRX) family, PRX5-like subfamily. 1,56 - 3,14 3,37 

24 heat shock 70 kDa protein 2 807 Absidia repens ORZ12002.1 67482 pfam00012, Hsp70 protein. c tbt tbt 6,20 

25 hsp71-like protein 316 
Rhizopus 

microsporus 
ORE16196.1 71206 pfam00012, Hsp70 protein. tbt 0,53 9,47 0,60 

26 hypothetical protein 183 Absidia glauca SAL95812.1 66741 pfam00012, Hsp70 protein. c tbt - tbt 
27 superoxide dismutase Cu-Zn 94 Absidia repens ORZ18937.1 15863 pfam00080, Copper/zinc superoxide dismutase (SODC). 1,78 - - tbt 
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Pentose phosphate pathway 
28 hypothetical protein 239 Absidia glauca SAL97358.1 35034 PRK05269, transaldolase B. 0,96 3,70 4,42 1,79 
29 hypothetical protein 379 Absidia glauca SAL98199.1 52769 PRK09287, 6-phosphogluconate dehydrogenase. 1,92 - - - 
Cytoskeleton proteins 

30 Tubulin alpha-1C chain 578 
Choanephora 
cucurbitarum 

OBZ89207.1 49857 PTZ00335, tubulin alpha chain. 0,56 1,04 tbt 1,18 

31 beta-tubulin, partial 264 Blakeslea trispora AAY18773.1 43231 cd02187, The beta-tubulin family. c 2,34 4,56 2,82 

32 actin-2 671 

Mucor 
circinelloides f. 
circinelloides 

1006PhL 

EPB91408.1 41710 PTZ00281, actin. c 2,58 3,27 6,81 

33 Putative Actin (Fragment) 356 
Lichtheimia 

ramosa 
CDS12119.1 41753 PTZ00281, actin. c c 3,14 3,37 

TCA cycle 

34 citrate synthase 555 
Syncephalastrum 

racemosum 
ORZ00561.1 52635 PRK09569, type I citrate synthase. 1,12 0,38 0,90 0,70 

35 Citrate synthase, mitochondrial 79 
Choanephora 
cucurbitarum 

OBZ90597.1 52383 PRK09569, type I citrate synthase. - c 0,82 0,65 

36 
isocitrate dehydrogenase, NAD-

dependent 
799 Absidia repens ORZ20789.1 40899 PLN00118, isocitrate dehydrogenase 0,90 c 0,73 1,58 

37 
malate dehydrogenase, NAD-

dependent 
528 Absidia repens ORZ25534.1 35197 

cd01337, Glyoxysomal and mitochondrial malate 
dehydrogenases. 

2,56 0,30 0,41 1,87 

38 hypothetical protein 682 Absidia glauca SAL95658.1 36703 
cd01337, Glyoxysomal and mitochondrial malate 

dehydrogenases. 
3,63 tbt tbt tbt 

Pyruvate oxidation 
39 hypothetical protein 324 Absidia glauca SAM04640.1 55520 PRK06327, dihydrolipoamide dehydrogenase tbt tbt 0,71 tbt 
Protein metabolism 
40 hypothetical protein 246 Absidia glauca SAL97789.1 15375 pfam01248, Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family. c 1,67 - 1,13 

41 40S ribosomal protein S7 92 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX56371.1 21816 pfam01251, Ribosomal protein S7e. - - - 3,80 

42 40S ribosomal protein S5, partial 118 
Choanephora 
cucurbitarum 

OBZ80663.1 19990 PTZ00091, 40S ribosomal protein S5. - - - 1,80 

43 40S ribosomal protein S8 103 
Rhizopus delemar 

RA 99-880 
EIE84629.1 22833 

COG5256, Translation elongation factor EF-1alpha (GTPase) 
[Translation, ribosomal structure and biogenesis] 

- - - 1,09 

45 
putative transcription factor btf3-

like protein 
226 Absidia repens ORZ25666.1 16697 pfam01849, NAC domain. - tbt tbt 1,41 

46 
translation elongation factor 1 

alpha, partial 
129 Absidia spinosa ACI45928.1 39644 

COG5256, Translation elongation factor EF-1alpha (GTPase) 
[Translation, ribosomal structure and biogenesis] 

5,31 - - - 

47 
hypothetical protein 

PHYBLDRAFT_129275 
226 

Phycomyces 
blakesleeanus 
NRRL 1555(-) 

XP_018298654
.1 

17259 PTZ00141, elongation factor 1- alpha. tbt 2,70 3,91 1,03 

48 60S acidic ribosomal protein P0 235 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX46259.1 33272 PTZ00135, 60S acidic ribosomal protein P0. c 7,02 10,02 1,79 

49 elongation factor 1-alpha 198 Absidia repens ORZ26205.1 49798 PTZ00141, elongation factor 1- alpha. - - c tbt 

50 
translation elongation factor 1-

alpha, partial 
496 

Cunninghamella 
echinulata 

AAG28994.1 46461 PTZ00141, elongation factor 1- alpha. 2,62 1,81 0,32 0,80 
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51 
translation elongation factor 1-

alpha, partial 
407 

Cunninghamella 
echinulata 

AAG28994.1 46461 PTZ00141, elongation factor 1- alpha. - c 0,82 6,36 

79 prohibitin-1 515 Absidia repens ORZ22100.1 30665 
COG0330, Regulator of protease activity HflC, 

stomatin/prohibitin superfamily [Posttranslational modification, 
protein turnover, chaperones] 

5,54 - 0,53 1,91 

81 
hypothetical protein 

PHYBLDRAFT_98645, partial 
130 

Phycomyces 
blakesleeanus 
NRRL 1555(-) 

XP_018288270
.1 

40921 
COG1404, Serine protease, subtilisin family [Posttranslational 

modification, protein turnover, chaperones] 
c - tbt tbt 

91 nucleophile aminohydrolase 116 
Syncephalastrum 

racemosum 
ORY90517.1 22757 cd03759, proteasome beta type-3 subunit. 0,48 1,31 - - 

 
Amino acids metabolism 

52 
hypothetical protein 

BCR42DRAFT_403787 
312 Absidia repens ORZ23018.1 39265 

COG0174, Glutamine synthetase [Amino acid transport and 
metabolism]. 

- tbt c tbt 

53 
Putative Imidazoleglycerol-

phosphatedehydratase 
126 

Lichtheimia 
ramosa 

CDS05525.1 21608 
COG0131, Imidazoleglycerol phosphate dehydratase HisB 

[Amino acid transport and metabolism]. 
tbt - - - 

54 aspartate aminotransferase 212 Absidia repens ORZ25296.1 47281 PTZ00376, aspartate aminotransferase. c c 7,54 5,85 
55 S-adenosylmethionine synthase 699 Absidia repens ORZ05044.1 42262 PTZ00104, S-adenosylmethionine synthase. c tbt 2,32 tbt 
56 spermidine synthase 180 Absidia repens ORZ18907.1 33035 PLN02366, spermidine synthase. - - - tbt 
57 glutamate decarboxylase 141 Absidia repens ORZ25441.1 57584 TIGR01788, glutamate decarboxylase. c c 3,10 c 

58 
hypothetical protein 

DM01DRAFT_1335954 
451 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX54097.1 39869 
COG0174, Glutamine synthetase [Amino acid transport and 

metabolism]. 
c tbt - - 

59 endopeptidase 151 
Syncephalastrum 

racemosum 
ORZ01430.1 44046 cd05488, Fungal Proteinase A , aspartic proteinase superfamily. 1,82 c tbt 1,52 

60 
peptidase S10, serine 

carboxypeptidase 
145 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX51196.1 56551 pfam00450, Serine carboxypeptidase. - c 4,74 0,86 

61 adenosylhomocysteinase 138 Absidia repens ORZ26031.1 46789 PRK05476, S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase. c 1,76 3,25 1,82 

70 ketol-acid reductoisomerase 235 Absidia glauca ORZ12664.1 40254 
COG0059, Ketol-acid reductoisomerase [Amino acid transport 

and metabolism, Coenzyme transport and metabolism]. 
- tbt tbt tbt 

Others 

44 
hypothetical protein 

BCR42DRAFT_399282 
86 Absidia repens ORZ25053.1 11491 pfam12585, Protein of unknown function (DUF3759) 1,21 0,29 1,25 0,90 

62 hypothetical protein 932 Absidia glauca SAM08263.1 57310 
COG1156, Archaeal/vacuolar-type H+-ATPase subunit B/Vma2 

[Energy production and conversion]. 
c 2,06 0,90 19,58 

63 
V-type proton ATPase catalytic 

subunit A 
113 Absidia repens ORZ15905.1 67553 

COG1155, Archaeal/vacuolar-type H+-ATPase catalytic subunit 
A/Vma1 [Energy production and conversion]. 

c 1,22 tbt 0,74 

65 vacuolar atp synthase subunit e 155 Mucor ambiguus GAN09215.1 26414 
COG1390, Archaeal/vacuolar-type H+-ATPase subunit E/Vma4 

[Energy production and conversion]. 
0,41 0,44 3,67 1,82 

66 14-3-3-like protein 372 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX45293.1 28901 
COG5040, 14-3-3 family protein [Signal transduction 

mechanisms]. 
0,21 3,25 2,32 1,71 

67 14-3-3-like protein 174 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX45293.1 28901 
COG5040, 14-3-3 family protein [Signal transduction 

mechanisms]. 
0,18 1,94 1,96 2,55 

68 14-3-3-like protein 196 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX45293.1 28901 
COG5040, 14-3-3 family protein [Signal transduction 

mechanisms] 
0,86 c 2,03 1,54 

69 
hypothetical protein 

RO3G_12286 
137 

Rhizopus delemar 
RA 99-880 

EIE87575.1 55679 
COG4284, UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase 

[Carbohydrate transport and metabolism] 
c c 2,59 tbt 
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71 
minor nuclease C1B isoform 

precursor, partial 
377 

Cunninghamella 
echinulata var. 

echinulata 
AAF21905.1 28178 cd00091, DNA/RNA non-specific endonuclease tbt - tbt 7,69 

72 
phosphoesterase family-domain-

containing protein 
199 Absidia repens ORZ16986.1 41177 pfam04185, Phosphoesterase family c - 2,31 5,90 

73 
adenine 

phosphoribosyltransferase 
120 Absidia repens ORZ07684.1 19505 

COG0503, Adenine/guanine phosphoribosyltransferase or 
related PRPP-binding protein [Nucleotide transport and 

metabolism] 
c - tbt tbt 

74 nucleoside diphosphate kinase 72 Absidia repens ORZ21602.1 16548 
]COG0105, Nucleoside diphosphate kinase [Nucleotide transport 

and metabolism] 
1,11 - 2,75 0,91 

75 
FAD binding domain-domain-

containing protein 
268 Absidia repens ORZ11075.1 68166 

COG1053, Succinate dehydrogenase/fumarate reductase, 
flavoprotein subunit [Energy production and conversion] 

c - tbt tbt 

76 
hypothetical protein 

PHYBLDRAFT_133989 
305 

Phycomyces 
blakesleeanus 
NRRL 1555(-) 

XP_018290866
.1 

35144 

cd00200, WD40 domain, found in a number of eukaryotic 
proteins that cover a wide variety of functions including 

adaptor/regulatory modules in signal transduction, pre-mRNA 
processing and cytoskeleton assembly 

c 1,01 0,83 2,07 

77 
hypothetical protein 

PHYBLDRAFT_133989 
254 

Phycomyces 
blakesleeanus 
NRRL 1555(-) 

XP_018290866
.1 

35144 

cd00200, WD40 domain, found in a number of eukaryotic 
proteins that cover a wide variety of functions including 

adaptor/regulatory modules in signal transduction, pre-mRNA 
processing and cytoskeleton assembly 

- tbt 0,32 1,74 

78 
Putative GTP-binding nuclear 

protein GSP1/Ran 
332 

Lichtheimia 
ramosa 

CDS07831.1 24299 PTZ00132, GTP-binding nuclear protein Ran tbt - 1,22 1,84 

80 
ClpP/crotonase-like domain-

containing protein 
207 Absidia repens ORZ19902.1 31957 

COG1024, Enoyl-CoA hydratase/carnithine racemase [Lipid 
transport and metabolism] 

- - c tbt 

82 
FAD/NAD(P)-binding domain-

containing protein 
254 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX49489.1 47924 
COG0446, NADPH-dependent 2,4-dienoyl-CoA reductase, sulfur 

reductase, or a related oxidoreductase [Lipid transport and 
metabolism] 

- tbt c 0,49 

83 mitochondrial carrier 526 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX62758.1 33460 pfam00153, Mitochondrial carrier protein - tbt 0,09 0,15 

84 eukaryotic porin/Tom40 316 Absidia repens ORZ23420.1 29960 
cd07306, Voltage-dependent anion channel of the outer 

mitochondrial membrane 
- - 1,05 0,74 

85 hypothetical protein 107 Absidia glauca SAL98725.1 47097 
cd10952, Catalytic NodB homology domain of Mucor rouxii chitin 

deacetylase and similar protein 
- c tbt tbt 

86 
hypothetical protein 

DM01DRAFT_1337961 
338 

Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX49824.1 16470 pfam03501, Plectin/S10 domain tbt - 0,62 0,66 

87 
E3 ubiquitin ligase complex SCF 

subunit sconC 
101 Absidia repens ORZ08142.1 17958 

COG5201, SCF ubiquitin ligase, SKP1 component 
[Posttranslational modification, protein turnover, chaperones] 

- - tbt - 

88 immunoglobulin E-set 204 Absidia repens ORZ24166.1 22105 pfam02115, RHO protein GDP dissociation inhibitor - 1,31 4,58 0,99 

89 hypothetical protein 220 
Parasitella 
parasitica 

CEP18291.1 54924 TIGR01130, protein disulfide isomerase, eukaryotic 2,33 tbt - tbt 

90 cytochrome b5 220 
Hesseltinella 
vesiculosa 

ORX50111.1 14166 pfam00173, Cytochrome b5-like Heme/Steroid binding domain 0,62 1,63 3,57 1,03 

92 hypothetical protein 334 Absidia glauca SAL99484.1 24549 
COG0105, Nucleoside diphosphate kinase [Nucleotide transport 

and metabolism] 
tbt 1,75 1,38 0,83 
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X. Podsumowanie i stwierdzenia końcowe 

W prezentowanej pracy doktorskiej po raz pierwszy scharakteryzowano 

proces mikrobiologicznej degradacji TBT u grzyba strzępkowego Cunninghamella 

echinulata IM 2611, jak również oceniono wpływ ksenobiotyku na zmiany 

w morfologii i w procesach biochemicznych zachodzących w jego strzępkach.  

1. Wykazano, że drobnoustrój wydajnie przekształca TBT (5 mg/l), do 

pochodnych DBT oraz MBT, a proces biodegradacji był skorelowany ze 

wzrostem grzyba. Jednocześnie zidentyfikowano nową hydroksylowaną 

pochodną TBT. 

2. Obecność ksenobiotyku w środowisku wzrostu wpływała niekorzystnie na 

badany mikroorganizm. Dodatek TBT do hodowli powodował silne 

zahamowanie wzrostu i aktywności metabolicznej grzyba, jak również 

negatywnie oddziaływał na strzępki mikroorganizmu indukując ich 

wakuolizację i plazmolizę.  

3. Związek cynoorganiczny w zróżnicowany sposób wpływał na profil 

metabolomiczny grzyba, skutkujące nagromadzeniem w grzybni metabolitów 

glikolizy i szlaku pentozofosforanowego przy jednoczesnym spadku stężenia 

większości związków cyklu Krebsa.  

4. Biocyd indukował stres oksydacyjny, czego objawem jest nadprodukcja RFT 

w strzępkach grzyba, oraz zwiększona biosynteza białek szoku cieplnego 

Hsp70 i Hsp71, uważanych za markery stresu oksydacyjnego. 

5. W odpowiedzi na stres osmotyczny (plazmoliza komórki) i oksydacyjny, 

aktywacji uległy nieenzymatyczne i enzymatyczne mechanizmy 

antyoksydacyjne, poprzez stymulację akumulacji betainy, proliny i GABA, 

oraz zwiększoną biosyntezę dysmutazy nadtlenkowej cynkowo-miedzianowej 

(Cu-Zn) i manganowej (Mn), tioredoksyny, redoksyny czy 

peroksyredoksyny.  

6. Zwiększona biosynteza prohibityny i nukleazy C1 świadczy o indukcji 

mechanizmów odpowiedzialnych za prawidłowe funkcjonowanie 

mitochondriów oraz ochronę DNA przed uszkodzeniami. 
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7. Zwiększonej biosyntezie podlegały białka zaangażowane w produkcję energii 

w postaci ATP na drodze oddychania komórkowego, co związane jest ze 

zwiększonym wydatkiem energetycznym komórki.  
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