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Abstrakt

Narozdil od trdveni celulosy nebyla u termitli dosud studovana trdvici proteolyza,
proto byly v diplomové prdci analyzovany proteolytické enzymy traviciho traktu vyznamnych
termitich  SkGdcG  Reticulitermes santonensis a Coptotermes formosanus (Celed
Rhinotermitidae). Pomoci panelu specifickych substratl a inhibitor( byly kvantifikovany a
klasifikovany proteasy v jednotlivych kompartmentech stfeva. Hlavni proteasy byly
identifikovany ve stfednim stfevé jako endogenni serinové proteasy trypsinového typu; v
bachoru byly detekovdny minoritni cysteinové proteasy, které jsou pravdépodobné
produkovany symbiotickymi organismy. Hlavni trypsinova proteasa termita R. santonensis
(RsSP) byla chromatograficky izolovana jako protein o 26 kDa a byla urena jeji N-koncova
sekvence. S vyuZitim selektivnich proteasovych inhibitord byla prokazana fyziologicka
vyznamnost trdvici trypsinové proteasy v testech in vivo stermitem C. formosanus. Na
zadkladé analyzy proteas u dalSich 12 druh( termitl bylo navrZeno obecné schéma travici

proteolyzy u rfadu Isoptera.



Abstract

Digestive proteolysis in termites has not been studied yet. In this diploma thesis,
proteolytic enzymes of the digestive tract of two significant pest species Reticulitermes
santonensis and Coptotermes formosanus (Rhinotermitidae) were analyzed. Proteases were
identified and quantified in gut compartments using a panel of specific substrates and
inhibitors. Major proteases were localized in the midgut and were classified as endogenous
serine proteases of trypsin type. Minor cysteine proteases were detected in the paunch and
were most likely produced by symbionts. The trypsin protease from R. santonensis was
chromatographically isolated and its N-terminal sequence was identified. The physiological
importance of the digestive trypsin proteases was demonstrated using selective inhibitors
tested in vivo with C. formosanus. Based on the analysis of proteases from additional 12
termite species, a general scheme of digestive proteolysis in the order Isoptera was

proposed.
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Zkratky aminokyselin

A Ala alanin

R Arg arginin

N Asn asparagin

D Asp kyselina asparagova
C Cys cystein

Q GIn glutamin

E Glu kyselina glutamova
G Gly glycin

H His histidin

I Ile isoleucin

L Leu leucin

K Lys lysin

M Met methionin

F Phe fenylalanin

P Pro prolin

S Ser serin

T Thr threonin

W Trp tryptofan

Y Tyr tyrosin

\Y Val valin
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1.1

Uvod

Termiti (Isoptera, vSekazi) patfi mezi pravy socidlni (tj. eusocidlni) hmyz Zzijici
Vv koloniich, jejichz pocet ¢lenli mize presdhnout i 5 miliont jedincti. Vyskytuji se prevazné
Vv tropickych ¢i subtropickych oblastech. Taxonomicky jsou termiti blizce ptibuzni se Svaby.

Patii do stejného fadu Dictyoptera (1).

Nejstars$i dochovany termit pochazi z obdobi kiidy (pfed 130 miliony let; (2)).
V piirodé existuje pres 2 600 popsanych druhti termitt, které délime do 7 Celedi (3). Termiti
jsou vyznamni Skudci dieva a zemédé€lskych plodin v celosvétovém meétitku, dale jsou
zdrojem sklenikovych plyni (CO, a CHg). Negativni dopad termiti na hospodaistvi se
nejcastéji vyjadiuje ve formé& vydaji za Skody, opravy a prevenci. Jenom ve Spojenych
statech americkych se tato ¢astka pohybuje mezi 2 — 3 miliardami dolarti ro¢né (4). Kromé
negativnich vlivi, maji i vliv pozitivni. Termiti patfi mezi vyznamné dekompozitory (jsou
zakladem potravni pyramidy) a jsou nezanedbatelnym faktorem pedogeneze (5). Termiti
specializace na konzumaci odumielého rostlinného materidlu v tropickych a subtropickych

oblastech zajiSt'uje celoroc¢ni kolobéh latek.

Taxonomie termiti
Nasleduje zatfazeni termitd do taxonomického systému (6; 7) suvedenim dvou

modelovych druht, studovanych v této praci.
fiSe Animalia (zivoCichové)

podiise Eumetazoa

oddé¢leni Bilateria

pododdéleni Protostomia (prvousti)

kmen Arthropoda (¢lenovci)

podkmen Hexapoda (Sestinozi)

ttida Insecta (hmyz)

podttida Pterygota (kiidlati)

infratfida Neoptera (novokiidli)

kohorta Polyneoptera (mnohozilni)

11
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1.1.2

nadiad Dictyoptera
rad Isoptera (vSekazi)
¢eled’ Rhinotermitidae

rod Reticulitermes (Reticulitermes santonensis)

rod Coptotermes (Coptotermes formosanus)

Rod Coptotermes

Termiti rodu Coptotermes patii mezi nejniCivéjsi termity na Zemi. Jejich kolonie
dosahuji vysokého poctu jedinct (miliony jedincii) a snadno se §ifi (8). Termiti tohoto rodu se
Zivi surovou dfevni hmotou a Ziji v podzemnich hnizdech. Ekonomicky nejvyznamnéj$im je
C. formosanus (9). Puvodni vlasti tohoto druhu je jihovychodni Asie, odkud byl postupné
zavleCen do dalSich casti svéta (severni Amerika, Havaj) (10). Hlavni pfi¢inou Sifeni je

obchod (dfevéné bedny a palety) (11).

Rod Reticulitermes

Zastupci rodu Reticulitermes ziji stejné jako zastupci rodu Coptotermes v podzemnich
hnizdech a Zivi se dfevénym materidlem. Do tohoto rodu patii fada vyznamnych sklidct. Mezi
nejvyznamngj$i patii Reticulitermes flavipes (vsekaz zhoubny), ktery pochazi ze Spojenych
statti americkych, odkud byl v pribéhu 16. stoleti zavle¢en do Evropy a v roce 2006 popsan
pod synonymem R. santonensis (12). Rod Reticulitermes je rozsifen v severni Americe a
v Evropé podél Stiedozemniho moie (piedeviim ve Spanélsku, Francii, Recku a na Balkang)

a dale ve stiedni Asii, Ciné a Japonsku (13).

Oblast vyskytu téchto dvou rodil je zndzornéna na obr. 1, str. 13.

12



1.2

1.2.1

1.2.2

Obr. 1: Rozsiieni termiti rodu Reticulitermes (zelena barva) a rodu Coptotermes (hnéda barva). Mapa
pievzata z (12; 13) a aktualizovana podle udaji, které poskytl J. Sobotnik.

Biologie termiti

Termiti jako socialni hmyz
Termiti spolecenstva se fadi k eusocialnim zfizenim. Eusocialita u zivocicht je takové
spolecenské usporadani, kdy v jednom hnizd¢ Zije ve vzdjemné pospolitosti a spolupraci vice

jedinct téhoz druhu. Eusocialita je vymezena nésledujicimi rysy:

kooperativni péce o potomstvo
v hnizd¢ existuje n€kolik generaci

délba prace (reprodukce, shanéni potravy, obrana, ...)

Eusocialita se vyskytuje i u dalSich skupin hmyzu (mravenci, v¢ely, nékteré vosy, atd.)

(14).

Stavba téla termiti

Mezi zakladni typické znaky termitd patii rozdéleni jedincti do kast podle jejich
specializace (obr. 2. A, str. 14). RozliSujeme tfi zakladni kasty — délniky, vojaky a pohlavni
jedince (kralové a kralovny). Vyvoj termiti kolonie je typickou vlastnosti daného druhu

(schematické znazornéni pro ¢eled’ Rhinotermitidae je na obr. 2. B, str. 14).

13



1.2.3

1.2.3.1

:S§<-Psz

4
Reticulitermes |_'1
lucifugus t

l e
A) B)

Obr. 2: A) Porovnani velikosti ¢lent jednotlivych kast ¢eledi Rhinotermitidae: horni Fada zleva délnik,
vojak, larva, mlada nymfa; dolni Fada zleva star$i nymfa, okfidlené imago, odkfidlené imago - kral,
odkiidlené imago - Kkralovna. Prevzato z (15). B) Schematické znazornéni vyvoje termiti deledi
Rhinotermitidae (kazda Sipka oznacuje svlékani ve vysSi instar): e - vaji€ko, L - larva, Ny - Nymfa
(okridleny jedinec), W - délnik, Ps - bily vojak, S - vojak, A - alatni dospélec, PN - preneotenicky pohlavni
jedinec, Neo - neotenicky pohlavni jedinec (16).

Stavba téla piislusnikil jednotlivych kast se vyrazné 1isi. Velikost téla termitl se miZze
pohybovat od 2 mm do 3 cm, nejcastéji kolem 5 mm pro kastu délnika. Okftidleni jedinci (kral
a kralovna pfed vylétnutim z hnizda) maji dva pary dlouhych tzkych blanitych kiidel, ktera
jsou opatfena §vem, umoziujici jejich odlomeni. Hlava termitd je volna, o¢i pfitomné pouze u
okfidlenych jedinct, ustni ustroji vzdy kousaci. Mezi spole¢né vlastnosti vSech kast patii

svétloplachost.

Délka zivota jednotlivych ¢lenli spolecenstva se pohybuje od nékolika tydnt (délnici

nékterych druhi) az po desetileti (pohlavni jedinci nékterych druhi) (17).

Rozdéleni na kasty

Délnici

Télo délnikd je mekké, maji siln€ sklerotizovana (tvrda) kusadla a zakrnélé oci, které
obvykle (s vyjimkou napft. ¢eledi Hodotermitidae) upln€ chybi. Délnici jsou vzdy bezkiidli, a
1 kdyZ obvykle maji zdklady pohlavnich organt, jsou vZdy sterilni. Dé€lnici jsou primarné
obou pohlavi, u nékterych druhti ale existuje pohlavni specializace. U druhti (napft. celed’
Termitidae: rody Macrotermes, Acanthotermes, Hospitalitermes) muzeme rozlisit 2
(vyjimecné 1 3) velikostni kategorie délnikii 1 vojaki, ktefi se specializuji na rtizné typy

¢innosti. Délnici jsou vzdy nejpocetnéjsi skupinou zastoupenou v kolonii (9). Délnici sami

14



1.2.3.2

mezi sebou praktikuji proktodedlni krmeni tj. krmi se navzajem potravou z fitniho otvoru,
zatimco ostatni kasty a larvy jsou vyzivovany stomodedlné tj. usty. Tento zplisob vyzivy
pravdépodobné urcuje kastovni zafazeni dané larvy. Porovnani délnikl a vojakti modelovych

druhil je uvedeno na obr. 3.

Obr. 3: Porovnani délnika a vojakid, — vlevo - C. formosanus, vpravo — R. santonensis: délnici nejsou
sklerotizovani (kromé kusadel), vojaci maji zvétSenou hlavu a velka kusadla. Foto: J. Sobotnik.

Vojaci

Vojaci jsou bezkiidli a stejné¢ jako d€lnici nemaji oci. Maji zvétSenou a silné
sklerotizovanou hlavu, obvykle s velkymi kusadly (obr. 3). Vojaci jsou natolik pfizpisobeni
obrang, ze nedokazi sami piijimat potravu a jsou odkazani na péc¢i délnikl. Vojaci sice maji
zéklady pohlavnich organii, nicméné jsou sterilni - jedinou vyjimkou jsou vojaci celedi
Termopsidae, kde se mohou vyskytovat plodni vojaci. Vojaci jsou primarné obou pohlavi,
sekundarné vsak u fady druhii dochazi ke vzniku vojakl pfednostné z jednoho pohlavi. Vojaci
zajist'uji obranu. V kolonii se jejich pocet pohybuje mezi 1 — 15% (plati primérné pro rizné
druhy) (3), u n€kolika skupin termit kasta vojakt druhotné zanikla. Na hlavé vojaku ¢eledi
Rhinotermitidae a Termitidae usti frontalni zlaza, ktera v nékterych ptipadech muze zabirat az
tietinu objemu téla vojaka (napt. u rodu Coptotermes). Z této zlazy vystiikuji obranny sekret,
ktery muaze byt toxicky, repelentni nebo lepivy. U nékterych vojaki je tato zlaza
modifikovana v nosec (napf. termiti rodu Nasutitermes). Vojaci s noscem mohou mit kusadla

dobie vyvinuta, ale ¢astéji jsou redukovana a vojaci pro obranu kolonie pouzivaji jen frontalni

zlazu. Vojaci vznikaji z délnika pies kratkodobé stadium bilého vojaka (10).
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1.2.3.3 Kralovsky par

1.2.4

Kralové a kralovny jsou jedinymi cleny kolonie schopnymi rozmnozovani. U
nékterych termitli je vzdy pfitomen jen jediny kralovsky par, zatimco u jinych je tolerovana
pritomnost vice kralti a kraloven. Podle ptivodu rozliSujeme odkiidlené (dealatni) pohlavni
jedince vznikajici z kiidlatych po odhozeni kiidel a neotenické pohlavni jedince vznikajici z
délniktt ¢i nymf. Podle okolnosti vzniku muzeme rozlisit primarni a sekundarni pohlavni
jedince; sekundérni jsou bud’ nahradni pohlavni jedinci (nahrazuji primarni v piipadé jejich

umrti) nebo doplnkovi (ziji zaroven s primarnimi) (5).

Odktidleni pohlavni jedinci maji tvrdé télo a v dobé rojeni dva pary kiidel, ktera
zahazuji po disperznim letu. U termitl s hnizdy (fada termiti obyva jen kusy dieva bez
jakékoliv hnizdni struktury) je kralovsky par chranén pevnymi sténami kralovské komurky,
kde se o n¢j staraji d€lnici. Samicce se v prub¢hu zivota zvétsuje zadecek (obr. 4), ve kterém

dozrava obrovské mnozstvi vajicek, a proto je schopna pohybu jen ve velmi omezené miie

5).

Obr. 4: Kralovsky par, délnici a vojaci druhu Labiotermes labralis: Kralovné se v disledku riistu
vaje¢nika v pribéhu Zivota dramaticky zvétSuje zadeéek. Foto: J. Sobotnik.

Reprodukce termiti
Pfi rojeni vylétad z hnizda velké mnozstvi okfidlenych termitd, ktefi posléze zahazuji
kiidla. Samice za¢ne vylucovat pohlavni feromon, kterym laka samce. Poté, co samec nalezne

samici, zformuji oba partnefi tzv. tandem, ve kterém samice bézi a hled4 zdroj potravy, té€sné
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nasledovana samcem. Po nalezeni vhodné potravy si par vybuduje komurku, kterd se stane
zékladem pfistiho hnizda. V této komurce dojde ke kopulaci a po n¢kolika tydnech samice
naklade vajicka. Vyvoj je hemimetabolni (proména nedokonald) (obr. 5). Samicim se v
pribéhu zivota zvétSuje zadecek a imerné€ tomu roste i schopnost produkovat vajicka - staré
kralovny nékterych druht jsou schopny klast az nékolik tisic vajicek denné (1 vajicko kazdé 2
vtefiny). U nékterych druhii mohou s piivodnimi pohlavnimi jedinci koexistovat i sekundarni

neotenicti jedinci (12).

Délnik

Vojak
Reproduktivni

jedinec

Odkfidleny.
jedinec

Obr. 5: Zivotni cyklus termiti. P¥evzato z (18) a upraveno.

Na zacatku zivotniho cyklu vylétaji dvé oktidlena imaga z mateiskych hnizd a po
setkdni a odpadnuti kiidel zakladaji novou kolonii, oplozend kralovna klade vajicka.
Z nakladenych vaji¢ek se nejdiive vylihnou larvy, které se dale vyvijeji v nymfy. Podle
vngjSich podminek se nymfy mohou vyvinout v délniky, vojaky ¢i reproduktivni jedince. O
kasté¢ rozhoduje slozeni potravy, feromony a hmatové impulzy pii kontaktu s OStatnimi
jedinci. Z reproduktivnich jedincit mohou vznikat okiidlena imaga (zakladajici novou kolonii)
anebo sekundarni pohlavni jedinci (neotenici, podilejici se na produkci vajicek). Na pocatku
ontogenetického vyvoje jsou vSechny larvy (nedospéla stadia) schopny stat se libovolnou

kastou (12).
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1.3 Travici systém termiti
Termiti jsou hojni v suchozemskych ekosystémech a jsou ekonomicky a ekologicky velmi
vyznamni. Jejich schopnost degradace dievéného materidlu zavisi na mikrobidlnim
spolecenstvi v jejich travicim traktu. VéEtSina stievnich prvoku je specifickd pro nizsi termity a
Svaby rodu Cryptocercus zivici se dievem (Svabi Cryptocercus jsou sesterskou ¢eledi termiti,
spolu se $vaby - Blattidae patii do stejného fadu Dictyoptera). Ze studii molekularni
fylogeneze vyplyva, Ze stievni prvoky patrné ziskali termiti a $vabi Cryptocercus od

spole¢ného predka (19).

1.3.1 Morfologie traviciho traktu

Nejen ustni ustroji, ale také struktura, charakter i funkce travici soustavy je u hmyzu
ptizplisobeno sloZzenim potravy. VSechny skupiny hmyzu maji travici trubici rozdélenou na tii
¢asti: predni stievo (stomodeum), stiedni stievo (mesenteron) a zadni stfevo (proctodeum).
Schematické znazornéni traviciho traktu termitti je uvedeno na obr. 6; fotografie termitiho
stieva je na obr. 7, str. 20. Zakladnim typem ustniho uUstroji je ustroji kousaci, které se
vyskytuje 1 u termitll. Stfevo je u termitd kratké, stejné jako u ostatnich bylozravych druhi
hmyzu. Divodem je potrava, které je dostatecné mnoZstvi a travicim traktem prochéazi velmi

rychle (20).

Obr. 6: Schematické znazornéni stavby stieva termitiho délnika: predni stievo (hnéda), stiedni stievo
(zelena), zadni sti‘evo (modra) s bachorem (Zluta). Pfevzato z (20) a upraveno.

Pfedni stfevo zaCina Gstni dutinou a pokracuje hltanem (pharynx), pies jicen

(oesophagus) a vole (ingluvies) az po Zvykaci zaludek (proventriculus). Ukolem piedniho
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stieva je piijmout potravu a piipravit ji na chemické traveni (mechanicky rozmélnit). Bunky
sttevni stény jsou ploché, nediferencované a nemaji sekrecni ani vstiebavaci funkci (20).
Traveni potravy zacina zvlh¢enim slinami. Sliny jsou produkované labidlni slinnou zlazou,
ktera funkcné patii k travici soustave. Sliny slouzi k zvlh¢ovani potravy, hladkému polykani
potravy a obsahuji také travici enzymy (nejéastéji amylasy). Vole u hmyzu slouzi k ukladani
potravy pied jejim zpracovanim. Jeho stény jsou slozeny v zdhyby, které se pifi naplnéni
roztahuji a zvétsuji tak jeho kapacitu. Zvykaci Zaludek je velmi variabilnich tvart, &asto
obsahuje kutikuldrni vybézky (zuby), které slouzi k drceni potravy. Termiti celedi

Rhinotermitidae maji v pfednim stfevé pH okolo 5 (21).

Z funkéniho hlediska je stfedni stievo nejdulezitéjsi ¢asti travici soustavy hmyzu. Zde
dochazi k vlastnimu traveni potravy a vstiebavani zivin. Soucasti stfedniho stfeva je
trubicovité ventriculum, které asto obsahuje slepé vybézky (caeca). Epitelialni vystelka byva
ziasena v zdhyby. Funkci slepych vybézkli a zdhybu je zvétSeni plochy epitelu a posileni
travici a vstiebavaci funkce stiedniho stfeva. Bunky stfevni sliznice jsou protahlé,
sloupeckovité a jsou pokryty membranou tvofici microvili, které se také efektivné podili na
zvétseni plochy stfeva. Mikrovili byvaji kryty vrstvou glykoproteinti a mukopolysacharidu.
Tato vrstva se oznacuje jako glykokalyx. Builky stfevni sliznice produkuji enzymy, které jsou
sekretovany do lumen stfeva. Glykokalyx ma ochrannou, travici a imunitni funkci. (20).
Mnoho dilezitych Zivin pochazi z metabolismu symbiotickych mikroorganismi (Zijicich na

zacatku zadniho stieva) (22).

Diilezitou ¢asti stfedniho stfeva je peritroficka membrana, kterd se tvofi na rozhrani
pfedniho a zadniho stfeva. Je to vrstva tvofend chitinem, bilkovinami a glykoproteiny.
Peritrofickda membrana obaluje zpracovavanou potravu a zamezuje tak jejimu pfimému
kontaktu se sliznici sttedniho stfeva (chrani buiky epitelu pfed mechanickym poskozenim a
pted pusobenim enzymi) (20). V peritrofické membrané jsou jemné pory, kterymi prochazeji
pouze malé molekuly, zatimco velké molekuly, bakterie a ¢astecky potravy zistavaji ve stieve
(23). Peritrofickda membrana vytvaii permeabilni bariéru a oddé€luje jednotlivé faze traveni.
Rovnéz rozdé€luje prostor stieva na endoperitroficky (uvnitf membrany) a ektoperitroficky
(mezi membranou a sténou stifeva), coz zefektiviiuje travici proces, nebot’” malé¢ molekuly
zivin pronikaji k builkdm a jsou zde vstiebavany, zatimco substrat zlstava ve vysoké

koncentraci uzavien v endoperitrofickém prostoru. Na rozhrani stfedniho a zadniho stfeva usti
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1.3.2

do travici soustavy malpighické trubice. Prostfedi ve stfednim stfevé Celedi Rhinotermitidae

je kolem pH 8,5 — 10,0 (21; 24).

Zadni stievo se d¢li na ileum, tlusté stfevo (colon), konecnik (rectum) a usti fitnim
otvorem ven zté€la. V zadnim stfevé probiha resorpce vody a soli (20). Symbiotické
organismy se pievazné vyskytuji ve zvétsSené Casti zadniho stieva zvané bachor (,,paunch®),
zde pH dosahuje hodnot — 6,5 (21). Termiti ¢eledi Rhinotermitidae maji v zadnim stievé pH
kolem 5 (21; 24). Vojaci maji ve srovnani s délniky bachor nékolikanasobn¢ mensi (obr. 7),

jsou totiz krmeni jiz pfedtravenou potravou od délniki.

Termiti
délnik

Termiti
vojak

Obr. 7: Porovnani stiev délnika (vpravo) a vojaka (vlevo) C. formosanus. Od shora — stomodeum, poté
mesodeum, bachor a zbytek proctodea. Nejvétsi rozdil v travici trubici délnika a vojaka je ve velikosti
bachoru. U délnika je nékolikanasobné vétsi (perforoval pod sklickem). U délnika jsou také 1épe patrné
malpigické trubice. Foto: J. Sobotnik.

Jednotlivé casti travici trubice jsou oddéleny chlopnémi (valvami), které zabrafiuji

zpétnému pohybu potravy. Jsou to chlopiiovité vchlipeniny do nésledujiciho oddilu.

Potrava termita

Termiti potrava se sklada vyhradné z materidlu dieva (v podobé¢ zdravého dieva, dieva
ve stadiu rozkladu) ¢i jiného rostlinného materidlu (jako jsou listy, stonky), jehoz hlavni
sloZkou je celulosa. Celulosa je nejhojnéji se vyskytujicim biopolymerem na Zemi, je hlavni
polysacharidovou slozkou rostlinnych bunéénych stén. Uplna hydrolyza celulosy je b&Zna u
hub a bakterii (25). Navzdory jeji hojnosti v biosféfe se donedavna piedpokladalo, ze bez
pomoci mikroorganismil je jeji degradace zivocichy nemoznd, vzhledem k jejich neschopnosti

vytvaret celulasy.
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U hmyzu bylo popséno nékolik zptisobti traveni celulosy. V prvé fad¢ je to vyuzivani
symbiotickych prvoki a/nebo bakterii, kteti dokazi celulosu rozlozit. Symbiotické organismy
se obvykle nachazeji v zadnim stfeveé, v Casti zvané bachor. Mimo této moznosti zisku
dalezitych enzyma od symbiotickych organismi, mize hmyz produkovat vlastni enzymy
(endoglukanasy, celohydrolasy a B-glukosidasy (26)) degradujici celulosu, ptipadné celulosu
travit pomoci ektosymbiosy s houbou. Houba v tomto pfipad¢ natrdvi celulosové rostlinné
pletivo a hmyz nasledn¢ pfijme houbové pletivo nebo dievo s celulolytickymi enzymy
vyprodukovanymi houbami (27; 28). V ptipadé termitl je to pravé rozvoj symbiotického
vztahu s organismy, coz jim umoziuje zit xylofdgnim zplisobem zivota (zivici se pouze

drevem).

Traveni celulosy bylo prokazano u 78 druhti hmyzu z 20 Celedi (29). Nejznaméjsimi
xylofagnimi organismy jsou termiti, G¢innost rozkladu celulosy pomoci jejich traviciho
aparatu je az 99%. Mezi dalSi hmyz rozkladajici rostlinnd pletiva patfi xylofagni larvy
blanokftidlych z ¢eledi Xiphydriidae, Siricidae a brouki z ¢eledi Anobiidae, Cerambycidae a
Buprestidae, ti jsou schopni degradovat celulosu na 12 - 68%. Traveni celulosy se vyskytuje 1
u vSezravého hmyzu jako jsou napi. Thysanura, konkrétné u rybenky sklenikové (Thermobia
domestica). Zastupci této podtiidy travi celulosu s ucinnosti 40 — 90%. U detritivorniho
hmyzu (potravou je organicky materidl ve stadiu rozkladu) je traveni celulosy vzacné a

ucdinnost je mala v rozmezi 11 — 50% (slozeni potravy — dfeva, je uvedeno v tab. 1) (27).

Tab. 1.: SloZeni dfeva. Data pievzata z (30).

Slozeni dieva/dievniho dievo
materialu: tvrdé meéekké
celulosa 40-60%
lignin 16-20% 23-33%
hemicelulosa 20-30% 15-20%
dalsi slozky 0
(voda, pryskyfice, ...) 5-30%
mineraly 0,1-3%

Struktura dfeva je tvofena fibrilarnimi vldkny celulosy (a hemicelulosy). Lignin
vytvaii spojovaci material mezi témito fibrilami. V pletivech rostlin je celulosa obalena a
propojena s hemicelulosou a ligninem a dohromady vytvareji skelet bunék, tzv. lignocelulosu.

Rozklad tohoto komplexu neni mozny bez smési celulas a hemicelulas (30).
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1.3.2.1 Celulosa
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Obr. 8: Chemicka struktura celulosy. A: strukturni vzorec zakladniho stavebniho segmentu celulosy (31),
B: schematické znazornéni stavby celulosového vlakna (32).

Celulosa je polysacharid sestavajici z B-D-glukosy (obr. 8). Jednotlivé glukosové
jednotky jsou spojené B-1,4 glykosidickou vazbou a tvoii dlouhé, nerozvétvené fetézce.
Stupent polymerizace muze byt az 15000 (33; 34). Celulosa je zcela nerozpustna ve vodé.
Sumarni vzorec celulosy je (CgH10Os)n. Celulosa je tvofena paralelné uspofadanymi fetézci,
které jsou v nékterych oblastech spojeny vodikovymi mistky - krystalicka ¢ast, v jinych
amorfnich regionech jsou tyto fetézce umisténé volne. Stupen krystalizace celulosy je od 0 do
100% - u bavlny je to napiiklad 70% (35). Od stupné krystalizace se odviji stravitelnost
celulosy - amorfni ¢asti jsou mnohem snadnégji hydrolyzovatelné (napf. uz v zaludku), ale
krystalické ¢asti jsou velmi tézko pfistupné pro celulasy i1 kyseliny. Pfi hydrolytickém §tépeni
celulosy vznikaji riizné $tépné produkty (celopentosa, celotetrosa, celotriosa, celobiosa) az po

glukosu (36).

Celulosa je degradovana pomoci celulolytickych enzyma - celulas. Pojem celulasa,
zahrnuje skupinu enzymu se stejnou substratovou specifitou. Mezi celulasy patii néasledujici
enzymy: (1.) endoglukanasy (endocelulasy; EC 3.2.1.4), které hydrolyzuji B-1,4 glykosidické
vazby amorfni celulosy; (2.) celobiohydrolasy (exocelulasy; EC 3.2.1.91), jejichz funkci je
uvolnéni celobiosy z redukujiciho nebo neredukujiciho konce amorfni celulosy (existuji dva
typy); (3.) exoglukanasy (glukohydrolasy; EC 3.2.1.74), které uvoliuji glukosu z
neredukujiciho konce amorfni celulosy; (4.) B-glukosidasy (celobiasy; EC 3.2.1.21), které

uvolnuji glukosu z celobiosy nebo z kratkych fetézct oligosacharida (36).
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1.3.2.2

1.3.2.3

Hemicelulosa

Obr. 9: Priklad fragmentu hemicelulosy (strukturni vzorec). Pievzato z (37).

Jako hemicelulosa je oznacovana skupina latek polysacharidického charakteru, ktery
se od celulosy 1isi nizsi relativni molekulovou hmotnosti a stavbou fetézce (obr. 9). Jsou to
rovné, linearni polysacharidy (polymeraéni stupen je 100-200) s kratkymi postrannimi fetézci
a men$im stupném krystalického podilu (pfevladd u nich amorfni ¢ast, mohou vsSak rovnéz
tvorit 1 krystalické ¢asti). Hemicelulosy doprovazeji celulosu v jednotlivych vrstvach bunééné
stény rostlin. Tvofi zde tmelici vrstvu mezi celulosovymi fetézovitymi makromolekulami,
vaze se na ni lignin. Hemicelulosy maji zasobni funkci - chemicky se daji rozlozit na

jednoduché sacharidy (xylosa, arabinosa, galaktosa, manosa, fruktosa, rhamnosa, rodeosa,

fukosa) a uronové kyseliny (glukuronova, galktorunova, mannuronova kyselina) (37; 38).

NejcastejSimi monomery hemicelulosy jsou xylan a manosa. Xylanové monomery
hemicelulosy jsou $tépeny pomoci xylanas (EC 3.2.1.8), které pterusuji B-1,4 glykosidické

vazby xylanu na ndhodnych mistech s preferenci nesubstituovanych mist (36)).

Lignin
0 o
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Obr. 10: Strukturni stavebni jednotky ligninu: A) kyselina p-kumarova, B) kyselina ferulova, C) kyselina
syringylova, D) kyselina gallova. Pfevzato z (39).

Lignin je vysokomolekularni polyfenolickd amorfni latka. Zakladni stavebni
jednotkou jsou derivaty fenylpropanu (obr. 10). Tyto prekurzory jsou vazany do

trojrozmérnych struktur etherovymi vazbami nebo C-C vazbami. Je kovalentné vazan na
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133

polysacharidy. Lignin postrada pravidelnou strukturu a opakujici se jednotky, které
nachazime u jinych pfirodnich polymert. Z tohoto divodu se na lignin pohlizi nikoliv jako na
samostatnou slouceninu, ale jako na smés fyzikaln¢ a chemicky heterogennich latek. Lignin je
po celulose druhou nejéastéjsi organickou slou¢eninou na Zemi, tvoii 25 % rostlinné biomasy.
Hlavni funkci ligninu je spojovéani celulosovych vlaken a celkové mechanické zpevnéni v

ramci rostlinné bunécné stény (40).

Symbiotické organismy termiti

Prvni zminky o symbiotickych organismech termitii pochéazeji z doby pied vice jak sto
lety od Josepha Leidy (41; 42). Tyto organismy obyvaji specializovanou komoru zadniho
stieva nazyvanou bachor. A maji nezastupitelnou roli v traveni rostlinnych materialt ¢i Cisté
celulosy, dale pak v produkeci celulolytickych enzyml a anaerobnim kvaSeni celulosy na
vysledny produkt - acetdt. Symbiotické organismy v travicim traktu termitd patii mezi
prvoky skupiny Oxymonadida a Parabasalia. U termiti rodu Coptotermes jsou symbiotické
organismy pouze z nadtfidy Parabasalia, u termitd rodu Reticulitermes pfevazné z fadu

Oxymonadida (41).

Vztah termitli se symbiotickymi prvoky patii do skupiny symbiotickych vztaht -
konkrétné se zde jedna o mutualismus, jenz odpovidd vzdjemnému souZiti mezi dvéma, ¢i

vice organismy, pficemzZ je tento vztah vyhodny pro vSechny zucastnéné.

Ze vzéajemného porovnani sloZeni symbiotickych organismi jednotlivych termitich rodt
Ize vyvodit zavér, ze si termiti vyznamné zachovévaji svou stievni mikrofloru v ramci
konkrétniho rodu. Rozmanitost stievnich komunit je autochtonni (pavodni, vyskytujici se v
mistech svého pivodu nebo vzniku) a neodpovidé slozeni okolniho prosttedi (napt. pudy)
(19). V tabulce 2, str. 25 jsou uvedeny jednotlivé identifikované rody symbiotickych

organismi spolu s funkci, kterou maji v travicim traktu termita (42).

Vedle symbiotickych prvokli, byla v trdvicim traktu termita zjiSténa pfitomnost
symbiotickych bakterii. Celkem bylo ur€eno vice jak 700 fylotypl (geneticka piibuznost) z
vice jak 15 kmenti. Dominantni skupinou bakterii jsou spirochety Treponema (viz obr. 11. D,

str. 26) a Bacteroides, tvotici dohromady vice jak 80% vsech stifevnich bakterii (42).
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Tab. 2.: Druhy mikroorganismi identifikovanych v travicim traktu termiti. Pfevzato z (42).

Oblast Rod, Druh Struény popis/Funkce mikroorganismi
Bakterie Treponema volné ve stieve nebo vazané na prvoky; acetogeneze
Bacteroides, Bacteroides termitis fermentaéni acidogenni bakterie; recyklace dusiku z
kyseliny mocové
Desulfovibrio bakterie redukujici sulfat; ptenos vodiku ve formé H,
donoru
Citrobacter, Citrobacter freundii, bakterie fixujici dusik
Enterobacter, Enterobacter agglomerans
Enterococcus, Lactococcus bakterie mlécného kvaseni
Archebakterie  Methanobrevibacter metanogen, vazané na prvoky; metanogeneze
Prvoci Trichonympha, Mixotricha, Dinenympha, degradace celulosy piijaté endocytozou a produkuce H, a
Euconomympha CO,; anaerobni, probih4 v mitochondriich

U nékterych druhi hmyzu se stfevni mikroflora predava dalsi generaci transovarialné
(. z matky na potomky depozici v/na vajicku). U termitl to vSak nelze, nebot’ ztraceji
symbiotické organismy pii kazdém svlékani. Diky spoleCenskému chovani je vSak zarucen
vertikdlni pfenos - proktodedlni trofalaxe (sdilené krmeni) mezi jednotlivymi ¢leny kolonie.
Do nové vzniklych kolonii, jsou symbionti pieneseni v trdvicim traktu alatnich jedinct
(budouci kral a kralovna). Diky tomuto zptisobu pienosu se da vyuzivat slozeni mikroflory na

urceni vzajemné fylogenetické ptibuznosti termita (42).

Termit C. formosanus ma ve svém travicim traktu pfitomny tyto tii zastupce prvoku
(obr. 11, str. 26): Spirotrichonympha leidyi (spirotrichonymphea; obr. 11. A, str. 26),
Holomastigoides mirabile (spirotrichonymphea; obr. 11. B, str. 26) a Pseudotrichonympha
grassii (trichonymphea; Obr. 11. C, str. 26). VSichni vyjmenovani zastupci prvoku pattici do
nadtiidy Parabasalia a jejich fylogeneticka ptibuznost je uvedena na obr. 12, str. 26.

Mimo téchto symbiotickych prvokl zde byly identifikovany také bakterie patiici mezi
spirochety (obr. 11. D, str. 26).
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A) spirotrychonympha leidyi B) Holomastigoides mirabile

Obr. 11: Symbiotické organismy termita C. formosanus. A) Spirotrychonympha leidyi, B) Holomastigiodes
mirabile, C) Pseudotrychonympha grasii, D) spirocheta Treponema. U kaZdého mikroorganismu je uvedena
fotografie (pofizena autorkou) a schematicky obrazek, ktery byl pievzat z (41).

Spirochety se fadi k pohyblivym bakteriim, které maji zvinény tvar téla (40).
Spirochety jsou v piirod¢ Siroce rozsifené, vyskytuji se jak volné zijici ve sladkovodnich i v
moftskych vodach, tak také v symbiotickych, nékdy az parazitickych vztazich k bezobratlym i

obratlovelim. V zadnim stfevé€ termith se spirochety vyskytuji ve velkém mnoZstvi.

100/1.00/100 SPIROTRICHONYMPHEA

Spirotrichonympha leidyi

39/0.43/38
Devescovina sp.

100/1.00/100 CRISTAMONADEA
18/0.43/5 Stephanonympha sp.

-: Tnitrichomonas suis
35/1.00/18 TRITRICHOMONADEA
45/0.96/47 Monocercomonas colubrorum

Trichomonas vaginalis
—@es TRICHOMONADEA
Tetratrichomonas gallinarum
100/1.00 65/0.96

Trichomitus batrachorum
—| 83/1.00/96 . TRICHOMITEA
Hypolrichomonas acosta

98/1.00/100
BaoliAGCoRIBh TRICHONYMPHEA

sel ympha grassii

Monocercomonoides

Trimastix

0.1 Carpediemonas
Obr. 12: Fylogeneticky strom '"nadtfidy" Parabasalia. PodtrZenim jsou zvyraznéné symbiotické
organismy identifikované v travicim traktu C. formosanus. Pievzato z (41).

Symbiotické organismy termita R. santonensis nebyly vtéto praci podrobné

~ror

studovany. V travicim traktu pfevazuji symbiotické organismy patiici do fadu Oxymonadida.
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1.34.1

1.3.4.2

Metabolické funkce symbiotickych organismii

Symbiotické organismy maji v travicim traktu termiti nékolik roli, mezi jejich hlavni
funkce patii: degradace celulosy (zisk uhliku a energie), metanogeneze a acetogeneze z H» a
CO,, fixace vzdusného dusiku, recyklace kyseliny mocové (recyklace dusiku), udrzeni

nizkého redoxniho potencidlu a zabranéni vstupu cizim bakteriim (43; 44).

Fixace dusiku

Fixace vzdu$ného dusiku je jednou ze stéZejnich funkci metabolismu termitich
sttevnich symbionti, pfedevsim u druhti Zivicich se dievem (jez je obecné velmi chudé na
dusikaté latky tvofici jen 0,03 - 0,15% hmotnosti (45; 46)). Bakterie fixujici dusik vyskytujici
se Vv travicim traktu termitt jsou napiiklad: Citrobacter freundii, Enterobacter aglomerans, a
spirochety rodu Treponema. Tyto symbiotické organismy maji nitrogenasovou aktivitu, ktera
redukuje N, na NH;. Objem fixovaného dusiku je nizky oproti mnozstvi dusiku dodavaného
recyklaci (43). U termitich druhl Zivicich se pidou nema fixace atmosférického dusiku

takovy vyznam, protoZe v jejich potrave je dusik zastoupen v dostatecném mnozZstvi.

Acetogeneze a metanogeneze

Procesy acetogeneze a metanogeneze jsou anaerobni metabolické procesy, které
probihaji v symbiotickych bakteriich. Vyuzivaji H, a CO, vytvafené prvoky béhem degradace
celulosy k syntéze acetatu a metanu. Naptiklad spirochety Treponema pusobi jako acetogen a
realizuje acetogenezi redukci CO,: 4H, + 2CO, -> CH;COOH + 2 H,0. Methanobrevibacter
ma metanogenni roli a také pouziva H, jako redukéni ¢inidlo pro vyrobu metanu: 4H, + CO, -
> CH,; + 2H,0. Vzhledem k tomu, ze termiti vyuzivaji acetat jako jediny zdroj energie,
acetogeneze dominuje nad metanogenezi. Proto je pouze 1% uhliku vytvofeného mikroby
vylouceno ve formé¢ CH, (metanogeneze) a zbytek 99% uhliku je pfeménén na acetat. Je
znamo, 7e 1 “malé* mnozstvi metanu vyprodukované¢ho termity (diky metanogenezi
archebakterii) je povazovano za zdroj atmosférického metanu, ktery piedstavuje vyznamny

sklenikovy plyn (47).
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1.3.4.3 Degradace celulosy

1.3.5

seror

Prvoci zijici ve stievé termitt travi ¢astice dieva prijaté endocytosou a degraduji je ve
svych vakuolach. Celulolyti¢ti prvoci (naptiklad Trichonympha nebo Mixotricha) vytvareji
celulasy a rizné glykolytické enzymy, kterymi lze rozlozit celulosu a pfeménit ji postupné
ptes glukosu az na dal$i dulezity meziprodukt — malat (48). Dale je pak malat transportovan
do hydrogenosomti, kde je dale pfeménén pomoci hydrogenas za produkce CO,, H,, a acetatu.
Béhem procesu vznika ATP, ktery je ulozen jako energie dale pouzitelna pro termity i pro

symbiotické mikroorganismy.

Strategie procesu traveni
Traveni je u termitl velmi slozity proces, na kterém se vyraznou mérou podileji
symbiotické organismy Zzijici ve stfeve termitli. V této kapitole je popsano traveni typické pro

symbiotické mikroorganismy zijici v travicim traktu C. formosanus.

Primérni rozklad probihd v kousacim ustnim ustroji termita, kdy jsou kousky dfeva
zvlhéeny a rozmélnény. Této faze traveni se tiastni hydrolasy, jako jsou amylasy, celulasy, a
trypsin, dochazi zde k poklesu molekulové hmotnosti polymernich molekul potravy. Amylasy
jsou vylucovany ze slinnych Zlaz (18%) a z piedni Casti stfedniho stieva (73%) (49). Dalsi
¢ast traveni probihd ve stfednim stfeve, zde se hlavné zapojuji endogenni celulasy, které
prednostné degraduji amorfni ¢asti polymeru celulosy. Natrdvend potrava poté putuje do
zadniho stfeva, kde se zapojuji symbiotické organismy Zzijici v bachoru. Pomoci exogennich
celulas symbiotické organismy depolymeruji piedev§$im krystalické ¢asti celulosy (43).

Schematické znazornéni piijimanych a vylu€ovanych latek termitem je uveden na obr. 13.

7 Mono- a Oligomery \‘Y_\‘
/ o)) \\ Hza COz2 =
I\ Lignocelulosa | Organicke kys. [,()'

Y CHa [
Acetat

:. ' Aminokyseliny
i T

Obr. 13: Schematické zobrazeni termitem prijimanych a vylu¢ovanych latek a obecné znazornéni vztahi
mezi témito latkami. P¥evzato z (50) a upraveno.
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Degradace celulosy v symbiotickych organismech za¢ina transportem makromolekul
celulosy do vakuol prvoku, kde je celulosa postupné degradovana pomoci celulolytickych
enzymu na glukosu (ve form¢ glukosa-6-fosfatu). Poté v cytoplasmé, za ucasti glykolytickych
enzymii a NAD' je glukosa-6-fosfat pfeménéna na fosfoenolpyruvat. Ten je dale
metabolizovan pomoci enzymii (fosfokreatinkinasy a maldtdehydrogenasy) na malat. V tomto
kroku dochazi k regeneraci NADH na NAD". Poté je malat transportovan do hydrogenosomtl,
kde pomoci hydrogenasy dochézi k redukci maléatu pies pyruvat za vzniku acetatu, H, a CO..
Zde dochézi k syntéze ATP. Vysledny produkt metabolismu acetat slouzi jako hlavni zdroj
energie a uhliku jak termitovi, tak symbiontim (obr. 14) (48).

PRVOK
celulolytické
enzymy
. Gl
NAD j glykolytické
enzymy
NADH > : Hydrogenosom
Fosfoenolpyruvat 7
¢ = Pyruvit—p—Pp Acetit
o B AR N
z (&) hydrogerasa
NAD Malét @ ) Malst 2

vvvvvv

travicim traktu termitiho hostitele C. formosanus. Upraveno podle (48).

Do degradace celulosy se u nizSich termitl spole¢né zapojuji exogenni celulasy
symbiotickych organismu (23; 51; 52) a termiti endogenni celulasy (53). Celulasy jsou
prevazné sekretovany ve stfednim stfeve (vice jak 90% exprimovanych celulas), v mensi mife
ve slinnych zlazach (49). Exogenni celulasy pochazeji pifedevsim z P. grassii. Termiti jsou
unikatni, jsou nejvysSim fylogenetickym taxonem, u které¢ho byly potvrzeny endogenni
celulasy (54). Sekreci endogennich celulas poprvé zminil Yokoe v roce 1964 (55). Yamaoka a
Nagatani prokazali pritomnost endogennich enzymut (konkrétné endo-1,4-B-glukanasy)
hydrolyzujicich karboxymetylcelulosu ve slinnych Zzlazach Reticulitermes speratus (56).

Pozdg¢ji bylo identifikovano vétsi mnozstvi gent kodujici termiti endogenni celulasy (53).

U termiti byla zjiSténa vysokd turoven aktivity proteas. Proteolytické enzymy
identifikované v travicim traktu termit se daly inhibovat pomoci inhibitorti serinovych
proteas. Inkubaci s chromogennimi substraty byla v celém travicim traktu potvrzena
pfitomnost trypsinu s nejvétsi koncentraci ve stfednim stievé (49). V prirozené potrave

termitii jsou dusikaté latky obsazené v minimalnim mnozstvi. Bylo prokéazéano, ze v travicim
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traktu termitd jsou symbiotické fakultativné anaerobni bakterie (57), které fixuji atmosféricky
dusik. Predpoklada se, ze termit ¢ast téchto bakterii také stravi (58). Mechanismus neni znam,
ale lze ocekavat ucast endogennich proteolytickych enzymt termita. Proteasy v travicim
traktu termiti byly detekovany teprve nedavno (58) a o jejich typech a biochemickych

charakteristikéch je toho zndmo velmi malo.

1.4 Proteolytické enzymy
Hlavni tlohou proteas je obecné degradace proteini (na peptidové fragmenty a
postupné az na aminokyseliny) a dale specifickd pfeména neaktivnich proproteinti nebo
peptidi do formy s biologickou aktivitou (napf. konverze zymogent na aktivni peptidy a
prohormont na hormony) (34). Proteasy jsou nezbytné pro velké mnozstvi fyziologickych

procest jako pozitivni nebo negativni efektory.

Proteasy (také peptidasy nebo proteinasy) patii obecné¢ mezi hydrolasy Stépici
peptidové vazby proteinli. Rozdélujeme je na exoproteinasy (odstépuji jednu nebo vice
aminokyselin z C- nebo N-terminalniho konce) a endopeptidasy (§tépi uvnit polypeptidového
fetézce). Proteasy muzeme dale dé€lit podle katalytického mechanismu (chemicka povaha
reaktivni skupiny v aktivnim misté enzymu) do Sesti tfid, z nichz mezi nejdalezité)si patii
proteasy serinové, cysteinové, aspartatové a metaloproteasy (tab. 3) (34). Barret a Rawlings
navrhli klasifikaéni systém zaloZeny na statisticky vyznamné podobnosti v sekvenci a
struktufe vSech znamych proteolytickych enzymi a pojmenovali tuto databazi MEROPS (59).
Klasifika¢ni systém proteas je rozdélen do klant (podle katalytického mechanismu) a rodin
podle (podle evolu¢ni ptibuznosti a homologie). V soucasné dobé¢ je znamo vice jak 66 000

proteas, které byly rozdéleny do 50 klani a 184 rodin.

Tab. 3: Rozdéleni proteas podle katalytickych aminokyselin v aktivnim misté. Podle (60).

T¥idy

Katalytické aminokyseliny . . pH
proteas ¥ aktivim mists Piiklady proteas Klasifikace optimum
serinové Ser, His, Asp trypsin, chymotrypsin, EC 3.4.21 7-9

cysteinové Cys, His caspasy, kathepsiny, papain EC 3.4.22 4-7
metaloproteasy vétsSinou Zn2+ kolagenasa, aminopeptidasa EC 3.4.24 7-9
aspartatové Asp, Asp pepsin, renin, HIV proteinasa EC 3.4.23 <5

30



141

Substratova specifita je dana strukturou a charakterem aktivniho mista proteasy, ktera
uréuje, jaky typ substratu se miize navazat do aktivniho mista. Usek proteasy, ktery je p¥imo
schopen interagovat s jednotlivymi zbytky proteinového substratu se nazyva podmisto
(,,subsite). Pro blizsi popis se pouziva ustdlené znacCeni podmist SI....Sn smérem k N-
termindlnimu konci a S1°....Sn” smérem k C-terminalnimu konci substratu. Podobné jsou

oznaceny aminokyselinové zbytky substratu P1....Pn nebo P1"....Pn" (obr. 15) (61).

Stépené misto

C-konec — k W s
% 4.1 N-konec

PP P PP E-E
S50 'S4 S3 S2 S1 51" S2° 837 S4

Proteasa

Obr. 15: Stépeni peptidové vazby v aktivnim misté proteasy. Upraveno podle (61).

Serinové proteasy

Serinové proteasy (EC 3.4.21.X) tvofi bohatou skupinu proteolytickych enzymd, které
1ze nalézt ve velkém mnozstvi organismil véetné bakterii, rostlin a Zivo€ichd. Do této skupiny
proteas patii vice jak tfetina znamych proteolytickych enzymi (59). Mezi nevyznamné&jsi
funkce serinovych proteas patii digestivni a regula¢ni funkce (43). Charakteristickym rysem
serinovych proteas je pfitomnost reaktivniho zbytku serinu v aktivnim miste, ktery se ucastni
katalytického mechanismu, kterym jsou hydrolyzovany peptidové vazby. Serinové proteasy
rozdélujeme podle primarni struktury do vice jak 13 rodin, které se dale déli do 40 klant (59).
Mezi nejvice zastoupené serinové proteasy patii proteasy typu trypsinu (EC 3.4.21.4) (obr.
16, str. 32), chymotrypsinu (EC 3.4.21.1) a elastasy (EC 3.4.21.36), které si jsou strukturné
podobné, avSak maji rozdilnou miru homologie a funkéni vlastnosti zejména substratovou

specifitu.
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14.1.1

1.4.1.2

Obr. 16: Rentgenova struktura hovéziho trypsinu (PDB kod 30TJ). Znazornéni struktury enzymu se
zvyraznénim B-skladanych listi (fialova), a-helixi (tyrkysova) a disulfidickych mustky (Zluta). Vytvoreno
v programu PyMOL.

Serinové proteasy hmyzu

U nékterych druhti hmyzu maji serinové proteasy hlavni travici a regulaéni roli (62;
63). Serinové proteasy trypsin a chymotrypsin byly detekovany v hmyzich epitelidlnich
buitkdch nékterych c¢lentt tadi Coleoptera (brouci), dale pak Diptera (dvouktidly),
Dictyoptera, Hymenoptera (blanoktidly), Lepidoptera (motyli) a Orthoptera (kobylky) (64).

Narozdil od lidského trypsinu, hmyzi trypsin neni stabilizovan vapenatymi ionty (63).

Struktura serinovych proteas

Enzymy typu trypsinu a chymotrypsinu maji vyznamnou miru sekvenéni homologie.
Primarni struktura trypsinu, chymotrypsinu i elastasy je asi z 40% identicka (34). Maji ale
odli$nou substratovou specifitu: trypsin $té€pi pouze za kladné nabitym zbytkem bazickych L-
aminokyselin (arginin a lysin) (obr. 17, str. 33), zatimco chymotrypsin za velkym
hydrofobnim zbytkem nebo zbytkem aromatickych aminokyselin (napft. tryptofan, tyrosin,

fenylalanin, leucin nebo methionin).
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1.4.1.3

Obr. 17: Rentgenova struktura hovéziho trypsinu (PDB kéd 2PTC). Pohled do aktivniho centra enzymu,
kde je reaktivni smyc¢ka inhibitoru, napodobujici substrat a v pozici P1 je zbytek lysinu, ktery vyhovuje
substratové specifité trypsinu v podmisté S1. Vyznacena je triada katalyticka triada aminokyselin Asp-
102, His-57 a Ser-195. Pievzato z (65) a upraveno.

Molekulova hmotnost lidského trypsinu je 24,5 kDa. Enzym se sklada ze dvou domén,
které obsahuji rozsahlé oblasti antiparalelnich [-skladanych listi uspotadanych do
soudkovitého utvaru. Celkové obsahuji velmi malo a-helikalnich struktur (obr. 16, str. 32)
(34). Struktura lidského trypsinu je stabilizovana oktaedralné koordinaéné vazanym iontem
Ca?*, po jeho odstranéni se indukuje autolyza. Ve struktuie trypsinu je 6 disulfidickych
mustkd. Trypsin, stejn¢ jako chymotrypsin a elastasa obsahuje ve svém aktivnim misté
stejnou katalytickou triadu Asp-102, His-57 a Ser-195 (obr. 17) (34), ktera je stabilizovana
ttemi disulfidickymi mustky mezi Cys5-Cys55, Cysl4-Cys38 a Cys30-Cys51. Tato
katalyticka triada byla poprvé popsana pied vice jak 30 lety ve struktufe chymotrypsinu (66).
Obecné je pro serinove proteasy typické pH optimum v alkalické oblasti nejcastéji mezi 8 a 9
(61).

Mechanismus katalytické reakce
Kazda z aminokyselin katalytické triddy serinovych proteas vykonéava v katalytickém

procesu urcitou tlohu:

Ser-195: Hydroxylova skupina serinu se chova jako nukleofil a napada uhlik karbonylu a
Stépi peptidovou vazbu v substratu.
His-57: Elektronovy par na dusiku histidinu ma schopnost piijimat H" z hydroxylové skupiny

serinu
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1.4.1.4

Asp-102: Karboxylova skupina kyseliny asparagové interaguje s vodikem ve struktuie

histidinu, ¢imz zvySuje elektronegativitu elektronového paru.

Prvnim krokem katalytické reakce je navazani (poly)peptidového substratu na povrch
serinové proteasy tak, ze Stépend vazba je umisténa do aktivniho centra enzymu (do blizkosti
katalytické triddy). Stabilizace katalytické triady je zprostiedkovéna siti vodikovych vazeb
poskytovanych aminokyselinovymi zbytky obklopujici triadu Thr-54, Ala-56 a Ser-124.
Vlastni katalyza je podporovana vodikovou vazbou mezi Asp-102 a His-57, ktera odebira
proton ze Ser-57 a tim vytvafeji silny nukleofil. V prvni fazi hydroxyl Ser-195 napada
karbonyl $tépen¢ho peptidu. Produktem je tetrahedralni meziprodukt. Tetrahedralni
meziprodukt je stabilizovéan interakci s Gly-193 a Ser-195, tyto dvé aminokyseliny generuji
kladn¢ nabitou ,,kapsu* ve které se nachéazi aktivni misto proteinu nazyvané ,,0xyaniontova
dira®“. Rozpadem terahedralniho meziproduktu vznik4 acyl-enzymovy komplex. Stabilizace
nové vzniklého N-koncového polypetidového fragmentu Stépeného substratu je
zprostitedkovana pomoci His-57. V druhé casti mechanismu molekula vody nahradi N-
koncovy polypetidovy fragment a napada acyl-enzymovy komplex. Vysledkem je druhy
terahedralni meziprodukt. JehoZ rozpadem dochazi k uvolnéni C-koncové casti

polypeptidového fetézce a regeneraci enzymu.

Popis tohoto mechanismu je teoreticky odvozeny. Existence tetraedralniho
meziproduktu byla jiz potvrzena dikazem v podob¢ rentgenové struktury komplexu trypsin-

BPTI (27) a dikaz o acyl-enzymovém komplexu podal Hartley a Kilbey uz v roce 1954 (67).

Inhibitory serinovych proteas

Inhibitory serinovych proteas zahrnuji nejpocetn€jsi skupinu inhibitora. Diky Siroké
distribuci serinovych proteas napfi¢ Zivymi organismy (od bakterii, pfes houby a viry, po
rostliny a Zivocichy) jsou i1 funkce inhibitort téchto proteas Siroké. Mezi typické piiklady
funkci patfi ochrana pted travicimi proteasami hmyzu u rostlin a regulace proteolyzy u

zivodichu.

Podobné jako serinové proteasy jsou 1 inhibitory serinovych proteas na zakladé¢

strukturni podobnosti jsou rozdéleny do zhruba 15 rodin.
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V této praci bylo vyuzivano inhibi¢nich vlastnosti inhibitord BPTI (Bovine Pancreatic

Trypsin Inhibitor) a p-aminobenzamidinu.

BPTI

BPTI je inhibitor trypsinu izolovany z hovéziho pankreatu, ktery patii mezi proteasové
inhibitory Kunitzova typu. Jeho fyziologickou funkci je inaktivaci trypsinu chranit tkan
pankreatu pfed poSkozenim. Obecné se inhibitory tohoto typu nachdzi v mnoha savcich
tkanich. BPTI se pouzivéa jako selektivni inhibitor serinovych proteas. Skéla enzymd, které
muze inhibovat, zahrnuje rizné enzymy zejména typu trypsinu a chymotrypsinu. BPTI je
monomerni polypeptid, skladajici se z 58 aminokyselinovych zbytki. Struktura je uvedena na
obrazku 18 (68).

Pfi interakci s enzymem se inhibitor navdze do aktivniho centra enzymu pevné
sbalenou ¢asti pfipominajici strukturu substratu. Ta je zpevnéna siti disulfidickych mustk,
coZ umoznuje zabranit jejimu rozStépeni diky zamezeni pfistupu molekuly vody do

katalytického centra (kap. 1.4.1.3, str.35).

A) B)

Obr. 18: Struktura BPTI (A) a komplexu BPTI s hovézim trypsinem (PDB kod 30TJ) (B). Fialovou
barvou jsou znizornéné pB-sklidané listy, tyrkysovou a-helikilni struktury. Zlutou barvou jsou
znazornény cysteinové disulfidické mustky mezi Cys5-Cys55, Cys14-Cys38 a Cys30-Cys51 a zelené je
zvyraznéna struktura hovéziho trypsinu. Vytvoieno v programu PyMOL.

Benzamidin (p-aminobenzamidin hydrochlorid)

Bylo popséano velké mnozstvi trypsinovych inhibitort se strukturou alifatickych nebo
aromatickych alkylamind. Struktura p-aminobenzamidinu je vyobrazena na obr. 19, str. 36. Je

to kompetitivni reverzibilni inhibitor trypsinu a mnoha dalSich typu serinovych proteas. p-
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Aminobenzamidin je mozné chemicky navazat na chromatograficky nosi¢ (napt. sepharosu) a

ptipravit tak G¢inny nastroj pro afinitni izolaci trypsinovych proteas (69).

A)

Obr. 19: Struktura p-aminobenzamidinu (A) a struktura hovéziho trypsinu v Kkomplexu s p-
aminobenzamidinem (PDB kéd 3GY4). Molekula trypsinu je znazornéna zelené, p-aminobenzamidin
cervené s aminoskupinami modfe. Vytvoreno v programu PyMOL

Cysteinové proteasy

Cysteinové proteasy obsahuji v aktivnim misté diddu katalytickych aminokyselin -
cystein a histidin. U cysteinovych proteas je nukleofilem atakujicim peptidovou vazbu
thiolova skupina, kterd je v aktivnim misté na postrannim fetézci katalytické aminokyseliny

cysteinu.

Jednou z nejpocetnéjsich rodin cysteinovych proteas je rodina C1 (rodina papainu). Do
této rodiny patii napf. travici proteasy hmyzu nebo lysosomalni kathepsiny savci, jako jsou
napf. aminopeptidasa kathepsin H, karboxydipeptidasa kathepsin B, aminodipeptidasa
kathepsin C a endopeptidasa kathepsin L. Cysteinové proteasy rodiny papainu jsou obecné
méné specifické enzymy a jsou syntetizovany ve formé neaktivnich zymogentu (34). pH

optimum pro aktivitu téchto proteas je nejcastéji v mirné kyselé oblasti pH 5-7 (61).

Metaloproteasy

Metaloproteasy patii mezi proteolytické enzymy, jejichz katalyticky mechanismus
vyzaduje iont kovu. Metaloproteasy maji jako nukleofil atakujici St€penou peptidovou vazbu
aktivovanou molekulu vody. Tato molekula reaguje s dvoumocnym iontem kovu (napt. Zn

nebo Mn). Optimum aktivity metaloproteas je pii pH 3-6 (61).
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Metaloproteasy se vyskytuji napfic organismy (bakterie, houby, bezobratli a
obratlovci). Evolu¢né jsou velmi staré. U savell maji vyznam pii tkdnové remodelaci a
embryonalnim riastu. Pfikladem jsou enzymy $tépici extraceluldrni matrix, tzv. matrixové
metaloproteasy (MMP), dalsim piikladem muze byt leucinaminopeptidasa (LAP), ktera je
typickym piikladem zinkové metaloproteasy. Leucinaminopeptidasa selektivné odstranuje N-

terminalni aminokyselinové zbytky proteint (70).

Aspartatové proteasy

Aspartatové proteasy (EC 3.4.23.X) jsou enzymy s Sirokou Skalou fyziologickych
aktivit a funkci. Jsou pfitomny ve vSech Zivych organismech (zvitata, rostliny, houby a viry)
obratlovct (napf. gastricsin neboli pepsin C, chymosin, pepsin), lyzosomalni degradace
proteinti, obrana proti patogentim, regulace krevniho tlaku (napf. renin), degradace
hemoglobinu u fady krevsajicich paraziti jako jsou plasmodium nebo krevnicka (napf.

plasmepsin) a proteasa viru HIV (napi. HIV-1 retropepsin) (71).

Jednou z nejrozsitengjsich rodin aspartatovych proteas je rodina Al (47). Aspartatové
proteasy jsou syntetizovany ve formé preproenzyml a déle autokatalyticky aktivovany.
Obecné¢ se enzymy aspartatovych proteas skladaji z jednoho peptidového fetézce. Aspartatové
proteasy maji jako nukleofil atakujici St€penou peptidovou vazbu aktivovanou molekulou

vody. Tato molekula reaguje se dvéma katalytickymi zbytky kyseliny asparagové (61).
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Cil prace

Cilem diplomové prace bylo analyzovat proteolyticky travici systém termiti pomoci
biochemickych metod. Studie byla zaméfena na dva ekonomicky vyznamné druhy
dfevokaznych termiti: Reticulitermes santonensis a Coptotermes formosanus (celed

Rhinotermitidae).

Dilci cile:

Identifikovat typy proteas ve stfevnich kompartmentech studovanych druht termitt
Vizualizovat hlavni typ proteasy pomoci specifické fluorescenéni znacky na SDS-PAGE
elektroforese

Izolovat hlavni travici proteasu z vybraného modelového druhu termita, uréit jeji N-koncovou
sekvenci a porovnat ji se sekven¢ni databazi

Analyzovat vliv inhibice hlavni travici proteasy v testech in vivo

Porovnat identifikované travici proteasy u modelovych druhl se zastupci jinych termitich

Celedi
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3.1

3 Material a metody

Material

e Biologicky material

Preparovana stfeva a stfevni fragmenty délnikti termitti R. santonensis, C. formosanus,

Mastotermes darwiniensis, Hodotermes mosambicus, Labiotermes labralis, Neocapritermes

taracua, Odontotermes sp., Prorhinotermes simplex, Glossotermes oculatus, Anoplotermes

banksi, Zootermopsis angusticollis, Neotermes castaneus, Nasutitermes priceps, Neotermes
castaneus a Kalotermes flavicollis, které poskytl Mgr. Jan Sobotnik, Ph.D. (UOCHB AV CR).

e Substraty

Tab. 4: Substraty uvedené pro jednotlivé tfidy proteas.

Substraty Zasobni roztok Cilové proteasy
azokasein* 2% azokaseinv 1 M v§echny skupiny
Z-Phe-Arg-AMC** 10 mM v DMSO kathepsin B/L, trypsin
Z-Arg-Arg-AMC** 10 mM v DMSO kathepsin B, trypsin
Leu-AMC** 10 mM v DMSO leucinaminopeptidasa
Z-Gly-Pro-AMC** 10 mM v DMSO prolyl endopeptidasa
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC** 10 mM v DMSO chymotrypsin

(*) Sigma, USA; (**) Bachem, SRN

¢ Inhibitory

Tab. 5: Souhrn inhibitori pro jednotlivé tfidy proteas.

Konecéna koncentrace

Inhibitory Zasobni roztoky Cilové proteasy o
inhibitoru v testu
bestatin* 5 mM v MetOH metaloproteasy 50 uM
BPTI* 1 mM v H,O serinové proteasy 10 uM
E64* 1 mMv50% EtOH  cysteinové proteasy 10 uM
Pefabloc* 0,1 MvH,O serinové proteasy 1 mM
PMSF" 0,1 M v isopropanolu  serinové proteasy 2mM

(*)Sigma, USA
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e Afinitni znacka
Try-BP (Bodipy-TMR-D-Phe-Pro-Arg-CMK): koncentrace zasobniho roztoku 20 puM v
DMSO, syntéza byla provedena na UOCHB AV CR (Ing. Martina Nussbaumerova, Ph.D.)

e QOstatni chemikalie

Sigma, USA:
BSA, DTT,SDS, TEMED, akrylamid, merkaptoethanol, APS, glycin, azokasein, Tris,

mocovina, Coomasie Brilliant Blue G250, benzamidin, CaCl,, Brij 35, PMSF

Fluka, SRN:
DMSO, glycerol, TCA, PEG 6000, guanidin, metronidazol

Pierce, USA:
BCA Protein Assay Kit

Lachema, CR:
EtOH, kyselina octova, MetOH, NaCl, aceton, kyselina boritd, kyselina fosforecné

Fermentas, Lotyssko:
hmotnostni standardy pro SDS-PAGE: "Page Ruler Prestained Protein Ladder Plus"

Biotika, SR:
ampicilin

Duchefa biochemie, Nizozemi:
carbenicilin

Pristroje a vybaveni

Analytické vahy AE 163 Mettler, Svycarsko
Centrifuga Eppendorf 5415D Eppendorf, SRN

Rotac¢ni vakuovy koncentrator Speed Vac Thermosavant, USA
Ultrafree-MC centrifugaéni filtr, 0,45 pm Millipore, USA
Fluorescen¢ni/absorbané¢ni ¢te¢ka GENios Tecan, Rakousko

pH metr Pracitronic MW 870 Pracitronic, SRN

Termoblok Vyvojové dilny, UOCHB AV CR
Vertikalni elektroforesa Bio-Rad, USA

Blotovaci zafizeni Mini Trans-Blot Bio-Rad, USA

Mikrotitra¢ni desticky Nunc GmbH & Co. KG, SRN
Fluorescenc¢ni skener Typhoon Imager Amersham, Svédsko

PVDF membrina Millipore, USA

Kolona agarosy s imobilizovanym bezamidinem Sigma, USA

Stereoskopicky mikroskop Olympus SZ61 Olympus, CR
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3.3

3.3.1

3.3.2

Osvétleni binoklu KL 1500 LCD Zeiss, SRN

Fotoaparat Olympus C5060 Olympus, CR
Mikroskop Amplival Zeiss, SRN
Vahy Sartorius 4501 micro Sartorius, SRN
dialyza¢ni membrana Visking, VB

Experimentalni metody

Preparace stirev a priprava stfevnich fragmenti termiti

Zivi délnici obou druht byli umisténi na pitvaci misku (s podkladem z &erného
parafinu). Hlava byla odfiznuta skalpelem a celé stievo vytazeno ostrou pinzetou (Dumont
5/45) spolu se Spickou abdomenu (zadecku). Vypitvand stieva byla uchovéna ve 150 pl

extrakéniho pufru v -20°C.

Jednotlivé stfevni kompartmenty byly pro vybrané experimenty oddéleny skalpelem z
celého stfeva po vypitvani: stfedni stfevo (mesodeum, které obsahuje také zbytek ptedniho
stteva, stomodea), bachor ("paunch") a zadni stievo (proktodeum, které¢ je bez bachoru). Pro
detailni experimenty byl bachor roziiznut a proplachnut extrakénim pufrem. Obsah steva s
extrakénim pufrem byl déale centrifugovan (2 min, 100g, 18°C) a ziskany supernatant,

sediment 1 st€na bachoru byly pouZity pro pfipravu extrakti.

Extrakéni pufr: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 20% glycerol, pH 7,0

Priprava extraktu z tkani termiti

K zamraZzenym vzorkiim tkané€ byl pfidan vychlazeny extrakéni pufr do vysledného
objemu 1,2 ml v pfipadé celostfevnich homogenati, nebo do objemu 0,6 ml v pfipadé
sttevnich kompartmentl (stfedni stfevo, bachor, kompartmenty bachoru, zadni stfevo). Smés
byla homogenizovana teflonovym pistem v mikrozkumavce. Extrakce probihala 10 min za
chlazeni na ledu a homogenizovand smés byla poté centrifugovdna (10 min, 15000g, 4°C).
Supernatant byl filtrovan ptes Ultrafree-MC centrifugaéni filtr 0,45 um (10 min, 5000g, 4°C).
Koncentrace proteinu v jednotlivych extraktech byla v rozmezi 1,5 - 2,0 mg/ml pro extrakty
z celého stieva a 0,1 - 0,5 mg/ml pro stievni fragmenty. Extrakty byly skladovany pfi teploté
-20°C.
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3.3.3

3.34

Vzorek: Preparovana stieva z 30 nebo stievni kompartmenty z 50 délnikt termitd R.
santonensis nebo C. formosanus. Pro piipravu extraktu z celého téla bylo pouzito 30 délnika

termita.

Extrakéni pufr: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 20% glycerol, pH 7,0

Stanoveni koncentrace proteint

Pro stanoveni koncentrace proteinii byla pouZita komeréni sada BCA™ Protein Assay
Kit. Kalibra¢ni kiivka se stanovovala ze standardu roztoku BSA (koncentrace 0-2 mg/ml). Do
kazdé jamky mikrotitracni desticky bylo napipetovano 10 pl standardu nebo testovaného
extraktu s 200 ul ¢inidla. Poté se mikrotitra¢ni desti¢ka inkubovala 15 min pti 37°C a pomoci
¢tecky GENios byla zméfena absorbance pfi 562 nm. Koncentrace proteini ve vzorcich se

urcila ze sestavené kalibracni standardni kiivky.

Aktivitni test s azokaseinem jako substratem
Principem metody je kolorimetrické stanoveni produktu, ktery vznika Stépenim
kaseinu znaceného sulfanilamidovou skupinou pisobenim proteolytického enzymu. SloZeni

reakéni smési bylo nasledujici:

Preinkubaéni smés (100ul):
10 ul extraktu (obsahujiciho 5-50 pg proteinu)
12 pl inhibiéni smési (v kontrolnim vzorku byl inhibitor nahrazen vodou), pouZité inhibitory a
jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4, str. 39)
78 ul pufraéni smési:
1,5 ul1 0,25 M DTT (finélné: 2,5 mM)
1,5 ul 10% PEG 6000 (finalné: 0,1%)
75 ul Britton-Robinsonova pufru (pH 3,5-10,0) (finalng: 0,1 M)

Preinkuba¢ni smés byla inkubovéana (10 min, laboratorni teplota), ke kazdému vzorku
bylo ptfidano 50 pl roztoku substratu (2% azokasein, 1 M mocovina) a vysledna reakéni smés
byla déle inkubovéana (12 hod, 37°C). Reakce byla zastavena ptfidanim 300 pl 6% TCA a
nasledné ponechdna 30 min pfi 4°C. Smés byla centrifugovana (10 min, 13000g). Z kazdého

vzorku bylo odebrano 330 pul supernatantu do mikrotitracni desticky a na ¢tecce GENios byla
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zméfena absorbance pfi vlnové délce 360 nm. Jako blank byly pouzity kontrolni vzorky

pfipravené bez pouziti enzymu. Méfeni bylo provedeno v duplikatech.

Britton-Robinson pufr: 0,2 M kyselina boritda, 0,2 M kyselina octova, 0,2 M kyselina
fosforecna (pH 3,5 - 10,0)

3.3.5 Aktivitni test s fluorogennimi peptidovymi substraty
Pro stanoveni aktivity proteas byly pouzity fluorogenni peptidové substraty
s fluorescencni skupinou AMC (7-amido-4-methylkumarin). Flourescen¢ni signal vznikajici
odstépenim AMC piisobenim proteas byl méfen pomoci ¢tecky GENios pfi excitacni vinové

délce 365 nm, emisni vinové délce 460 nm. Slozeni reakéni smési bylo nasledujici:

e Reakéni smés (100 pl):
o 5 ul extraktu:
0,5 ul - 2,5 pl extraktu doplnéno vodou
o 5 pl inhibiéni smési (v kontrolnim vzorku byl inhibitor nahrazen vodou), pouZité
inhibitory a jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 4, str. 39)
o 70 ul pufraéni smési:
68 ul Britton-Robinson pufru (pH 3,5-10,0) (finalné: 0,14 M)
1,0 ul 0,25 M DTT (findlné: 2,5 mM)
1,0 ul 10% PEG 6000 (finalné: 0,1%)
o 20 pl substratové smési:
0,5 ul zasobniho roztoku substratu (finalné: 50 uM) doplnéno vodou

Po protfepani reakéni smési byl kontinudlné méfen vznikajici fluorescenéni signal.
Byla urcena pocatecni rychlost reakce a jako blank byla pouzita reakéni smeés bez

enzymového extraktu. Méfeni bylo provedeno v triplikatech.

Britton-Robinson pufr: 0,2 M kyselina boritd, 0,2 M kyselina octova, 0,2 M kyselina
fosforecna (pH 3,5 - 10,0)

3.3.6 Afinitni chromatografie na imobilizovaném benzamidinu
Pro izolaci majoritni serinové proteasy RsSP bylo pouzito 200 celych délnika R.
santonensis. Tento material byl homogenizovan v 1 ml navazovaciho pufru; pfiprava extraktu

probihala podle metody uvedené v kap. 3.3.2, str. 41. Izolace byla provedena metodou afinitni
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3.3.7

chromatografie na agarosovém nosici s imobilizovanym benzamidinem. Pfed vlastni izolaci
byla kolona (1 ml) promyta 20 ml H,O a 20 ml navazovaciho pufru. Poté bylo na nosi¢
vsadkové aplikovano 350 ul extraktu, a smés byla po dobu 1 h za tfepani inkubovana pii 4°C.
Nasledn¢ byla jimana frakce nenavazaného materidlu. Dale byla kolona promyta
nasledujicimi promyvacimi kroky: 1. 10 ml navazovaciho pufru, 2. 20 ml navazovaciho pufru
s 0,2% Brij 35, 3. 10 ml navazovaciho pufru. V dalsi fazi bylo postupné aplikovano 10x Iml
elucniho pufru; frakce byly jimany po 5 min. Nakonec byla kolona promyta (po 20 ml)
pomoci H,0, déle 6 M guanidinu a opét H,O.

Identifikace elu¢nich frakei obsahujicich RsSP byla provedena pomoci znaceni se
syntetickou aktivitni znacCkou (kap. 3.3.9, str. 45), tyto frakce byly nasledné spojeny a
dialyzovéany (3x 1 1) proti 20 mM Tris-HCI, pH 7,0. Ziskany roztok byl zahustén lyofilizaci na
objem 1 ml a pouZit pro testovani enzymové aktivity. U materidlu pouZitého k urceni N-
koncové sekvence byl do spojenych elucnich frakei pted dialyzou pfidan 2 mM PMSF,
lyofilizace byla provedena kompletné, ziskany material byl rozpustén v 250 ul H,O a protein

byl separovan acetonovou precipitaci.

Navazovaci pufr: 50 mM Tris-HCI, 20 mM CacCl,, 10% glycerol, pH 8,5
Elucni pufr: 100 mM benzamidin rozpustény v navazovacim pufru, pH 8,5

SDS-PAGE

Provedeni polyakrylamidové elektroforesy v pfitomnosti 0,1% SDS vychazelo
z postupu dle Laemmliho (72). Na vertikalni elektroforese Bio-Rad byly pouzity 15%
polyakrylamidové gely o rozmérech 80x60x0,75 mm. K proteinovym vzorkiim bylo ptidano

12 pl vzorkového pufru a smés byla inkubovana na vrouci vodni 1adzni (5 min).

K detekci proteinti byl polyakrylamidovy gel elektroforesy nejdiive promyt 3x 10 min
Vv destilované vodé a nasledné analyzovan na fluorescencnim skeneru Typhoon Imager (670

nm).

Elektroforeticky pufr: 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0
Vzorkovy pufi: 100 mM Tris-HCI,1% SDS, 4% merkaptothanol, 0,02% Coomasie Brilliant
Blue G250, 24% glycerol, pH 6,8
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3.3.8

3.3.9

Pi'enos proteinii z gelu na membranu

Po skonceni SDS-PAGE byly elektroforeticky gel, PVDF membrana, podlozka a
filtra¢ni papir ekvilibrovany 15 min v transferovém pufru. Po ekvilibraci byly navrstveny do
blotovaciho pfistroje v potadi: anoda, podlozka, filtracni papir, membrana, gel, filtratni papir,
podlozka a katoda. Pfenos proteinti na membranu probihal 7 min pfi konstantnim napéti 100
V pomoci komeréniho setu iBlot™. Poté byla membrina obarvena roztokem Coomassie
Brilliant Blue G250 (73). Membrana byla odbarvena 25% MetOH s 10% kyselinou octovou a

ttikrat promyta vodou.

Transferovy pufi: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 20% MetOH, pH 8,3

Znaceni proteas pomoci syntetické aktivitni znacky

Znaceni serinovych proteas bylo provedeno pomoci syntetické aktivitni znacky Try-
BP. Struktura znacky obsahuje inhibitor trypsinu Phe-Pro-Arg-CMK s navéazanou
fluorescenéni skupinou BODIPY-TMR. Try-BP se kovalentné navaZze do aktivniho mista

enzymu v pribéhu inkubace nasledujici reakéni smési.

e Reakéni smés (15 pl):
o 5 ul proteinového extraktu (10-25 pg proteinu) nebo izolatu (<0,1 pg)
o 5 ul pufraéni smési:
4,85 ul Britton-Robinson pufru, pH 6,5
0,15 ul 0,25 M DTT
o 5 ul smési s afinitni znackou:
0,15 ul 20 uM afinitni znac¢ky Try-BP (findlné: 0,2 uM)
4,85 ul 0,1 M Britton-Robinson pufru, pH 6,5

Reakéni smés byla inkubovana v mikrozkumavkach ve tmé v termobloku (1 hod,
37°C). Poté nasledovala acetonova precipitace proteind: ke smési byl pfidan aceton do
kone¢né koncentrace 80%, smés byla inkubovana (30 min, -20°C) a nasledovala separace
sedimentu centrifugaci (10 min, 15000g). Takto pfipravené proteinové vzorky byly
separovany na SDS-PAGE a elektroforetické gely byly analyzovany na fluorescenénim

skeneru Typhoon Imager (530 nm /580 nm).

Elektroforeticky pufr: 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0
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Britton-Robinson pufr: 0,2 M kyselina boritda, 0,2 M kyselina octova, 0,2 M kyselina
fosforecna (pH 3,5 - 10,0)

3.3.10 Uréeni N-koncové aminokyselinové sekvence

3.3.11

Vzorky ur¢ené k analyze byly separovany pomoci SDS-PAGE (kap. 3.3.8, str. 45).
Poté nasledoval pienos proteini na PVDF membranu a proteiny byly barveny pomoci
Coomassie Brilliant Blue G250 (kap. 3.3.9, str. 45). Cast membrany obsahujici piisluiny
proteinovy pas byla vyfiznuta a analyzovéana automatickym Edmanovym odbouravanim N-
koncovych aminokyselin pomoci proteinového sekvendtoru ABI Procise 491. Analyzu

provedl Ing. Z. Voburka na UOCHB AV CR.

Biologické testy s termity

Do Petriho misek byly umistény dvaceti ¢lenné skupiny délnikd C. formosanus.
Substratem byl bud’ vlh¢eny filtraéni papir (zaroven i potrava) nebo vlhéeny sklenény filtracni
papir (u experimentu s hladovéjicimi termity). Ve vodég, kterou byl filtraéni papir navlhcen,
byly rozpustény testované chemikalie v mnozstvi uvedeném v tabulce 6. Experimenty byly
zalozeny v péti opakovanich. Pokusy probihaly pfi teploté 27°C a stalé tmé.

Tab. 6: Koncentrace roztokia antibiotik a proteasovych inhibitori pouZitych v biologickych testech s
délniky termita C. formosanus.

Finalni koncentrace v

Nazev aplikovaném roztoku
carbenicilin 2,0 mg/ml
Antibiotika metronidazol 0,1 mg/ml
ampicilin 2,0 mg/ml
g Pefabloc 3,3 mg/mi
Proteasové inhibitory bestatin 1.7 mg/ml

Experimenty byly ukonéeny po 11 dnech. Vysledky byly vyhodnoceny jako tbytek
vahy celé testované skupiny (20 termitl) vzhledem k véze pied zahdjenim experimentu.
Rozdily mezi jednotlivymi typy oSetfeni pak byly testovany s pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA). V prvnim kroku byl proveden Leventv test homogenity rozptylu, ktery testuje

zpusobilost rozlozeni dat pro pouziti v ANOVA. V dal§im kroku pak byla provedena samotna
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ANOVA a nakonec LSD ("least square difference") post-hoc srovnani pramért s cilem

zhodnotit vzajemné rozdily mezi jednotlivymi typy oSetieni.
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4.1

Vysledky

Celkova proteolyticka aktivita v travicim traktu R. santonensis a C.

formosanus

Celkovéa proteolytickd aktivita v travicim traktu modelovych druhii termitt byla
analyzovana pomoci aktivitniho testu s proteinovym substratem azokaseinem (metoda 3.3.4,
str. 42). Aktivita byla testovana pii pH 6,5 a 8,0. Tato pH odpovidaji nejvyssim hodnotam
aktivity proteas v extraktech z celého stfeva termitli analyzovanych v ramci bakalatské prace
(74). Vysledky méfeni specifické proteolytické aktivity extrakti ze stiedniho stfeva a bachoru

obou modelovych druhti jsou uvedeny na obr. 20.
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Obr. 20: Test proteolytické aktivity extrakti ze stfedniho stieva a bachoru R. santonensis (R.s.) a C.
formosanus (C.f.) s azokaseinem jako substritem pii pH 6,5 (¢ernda) a 8,0 (oranZova). Maximalni
naméiena hodnota relativni specifické aktivity (1,992 U/mg) byla nastavena jako 100%. Chybové tsecky
vyjadiuji smérodatnou odchylku priméru.

Porovnani aktivity extraktl ze stfedniho stfeva a bachoru R. santonensis a C.
formosanus ukazuje u obou druhti vyrazné vys$i proteolytickou aktivitu v extraktech ze
sttedniho stfeva oproti aktivit¢ v bachoru. NejvysSich hodnot specifické aktivity dosahoval
extrakt ze stfedniho stfeva R. santonensis a to pro obé zvolena pH. V porovnani s témito
nejvyssimi hodnotami byla proteolyticka aktivita ve stiednim stfevé C. formosanus zhruba
ctvrtinova. Aktivita proteas v bachoru obou druhii byla fddové nizsi nez nejvyssi naméfena

hodnota.
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V dalsi fazi byly extrakty ze stfedniho stieva a bachoru termitt R. santonensis a C.
formosanus analyzovany s proteinovym substratem azokaseinem v ptitomnosti specifickych
inhibitort proteas BPTI a Pefabloc, inhibujicich serinové proteasy, a E64, ktery inhibuje
cysteinové proteasy. Tyto vysledky uvedené na obr. 21 umoziuji uréit relativni podil

serinovych a cysteinovych proteas na celkové proteolyze.
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Obr. 21: Inhibice proteolytické aktivity extrakti ze stiedniho stfeva a bachoru R. santonensis (R.s.) a C.
formosanus (C.f.). Pouzit byl aktivitni test s azokaseinem jako substratem p¥i pH 6,5 a 8,0. Modfe je
oznacena frakce proteolytické aktivity odpovidajici cysteinovym proteasam (inhibovatelna specifickym
inhibitorem E64). Zelené je oznacena frakce proteolytické aktivity odpovidajici serinovym proteasam
(inhibovatelna kombinaci specifickych inhibitori BPTI a Pefabloc).

U obou tesovanych modelovych druhti termitli se na degradaci proteinového substratu
ve stfednim stfevé podileji pouze serinové proteasy, které byly v testu inhibovatelné
specifickymi inhibitory serinovych proteas BPTI a Pefabloc (na obr. 21 znazornéné zelenou
barvou). Naopak v bachoru obou druhil byla identifikovana pfitomnost cysteinovych proteas
(na obr. 21 znazornéné modrou barvou). Tyto proteasy inhibovatelné specifickym inhibitorem
E64 byly nalezeny u obou druhii v bachoru spolu se serinovymi proteasami, jejichz aktivita
byla obecné méné vyrazna. U druhu R. santonensis byl v extraktu z bachoru pomér
cysteinovych proteas vici serinovym proteasam vyss$i nez u C. formosanus, a to u obou
testovanych pH. Tyto vysledky naznacuji, Ze stfedni stfevo je vybaveno serinovymi
proteasami, které jej zfetelné odliSuji od proteolytické vybavy cysteinovymi proteasami v
bachoru. Nelze vyloucit, Ze pfitomnost serinovych proteas v bachoru je zpusobena
kontaminaci tohoto preparatu pii pitvé vzhledem k tomu, Ze sousedni kompartment sttedniho

stieva obsahuje fadove vyssi aktivity serinovych proteas.
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4.2

Dale byl testovan vliv pH na proteolytickou aktivitu extraktu ze stfedniho stfeva R.
santonensis s proteinovym substratem azokaseinem (obr. 22). Tento modelovy extrakt byl
vybran na zaklad¢é nejvys$ich naméfenych hodnot (obr. 20, str. 48). Aktivita byla méfena v
rozmezi pH 3,5 — 10,0.
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Obr. 22: Vliv pH na proteolytickou aktivitu extraktu ze stiedniho stfeva R. santonensis s proteinovym
substratem azokaseinem. Naméiené hodnoty byly vztaZeny Kk nejvys$i naméiené hodnoté (100%).
Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku priméru.

Zavislost aktivity extraktu ze stfedniho stfeva R. santonensis na pH dosahovala
nejvysSich hodnot v rozmezi pH 7,0-8,5. Tento vysledek je v souladu s vyskytem serinovych
proteas v tomto kompartmentu, které maji obecné pH optimum v neutralni az mirn¢ alkalické

oblasti.

Specifické proteolytické aktivity v kompartmentech traviciho traktu

U modelovych druhii termiti R. santonensis a C. formosanus byly analyzovany
proteolytické aktivity v jednotlivych stfevnich kompartmentech s vyuzitim specifickych
peptidovych fluorogennich substratd Z-Arg-Arg-AMC, Z-Phe-Arg-AMC a Leu-AMC.
Vysledky bakalaiské prace autorky (74) ukazaly, Ze s témito substraty je mozné méfit aktivitu
serinovych a  cysteinovych proteas (Z-Arg-Arg-AMC a Z-Phe-Arg-AMC) a
leucinaminopeptidasy (Leu-AMC) ptitomnych v travicim traktu modelovych druhl termitd.
Analyzovany byly tyto €asti traviciho traktu: stfedni stfevo, bachor a zbytek zadniho stfeva

bez bachoru. Dale byly testovany separované frakce bachoru — sténa, sediment a supernatant
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obsahu bachoru; frakce supernatantu piredstavuje obsah bachoru, ktery byl zbaven

symbiotickych prvokd, ktefi byli centrifugaci prevedeni do frakce sedimentu.

Proteolytické aktivity - R. santonensis

Na obr. 23. A je uvedena aktivita travicich proteas v jednotlivych stfevnich
kompartmentech R. santonensis a na obr. 23 B jsou detailn¢ uvedeny aktivity proteas v
jednotlivych frakcich bachoru. Aktivita extraktli byla analyzovana pfi pH 6,5 a 8,0. Tato pH
odpovidaji nejvyssim hodnotdm aktivity proteas ze stieva termita testovanych s témito

substraty v ramci bakalaiské prace (74).
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Obr. 23: Aktivita travicich proteas R. santonensis v jednotlivych stfevnich kompartmentech (A) a v
jednotlivych &astech bachoru (B). Pouzité fluorogenni substraty a pH jsou uvedené v grafu. Hodnoty
aktivity jsou vztaZeny na extrakt z jednoho termita. Maximalni naméfena hodnota aktivity byla nastavena
jako 100%. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku priméru.
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Z vysledkt uvedenych v obr. 23. A, str. 51 je patrné, Ze nejvyssi proteolytické aktivity
jsou lokalizovany v kompartmentu stiedniho stfeva. Hodnoty naméfené pro tento
kompartment ptesahuji ostatni analyzované kompartmenty o vice nez dva fady. Nejvyssi
aktivita byla naméfena se substraitem Z-Arg-Arg-AMC a Z-Phe-Arg-AMC pii pH 6,5.
Proteolyticka aktivita v ostatnich analyzovanych kompartmentech je vzhledem k naméfenym

hodnotam stfedniho stfeva minoritni.

Udaje ziskané z analyzy aktivity proteas v bachoru a jeho frakcich (obr. 23. B, str. 51)
ukazuji, ze nejvyssi aktivita je spojena se sténou bachoru. Hodnoty aktivity naméfené s
analyzovanymi substraty pro tuto frakci dosahuji obecné vice nez 50% aktivity detekované v
celém bachoru. Hodnoty aktivit pro supernatant a sediment obsahu bachoru jsou nizsi nez
25% aktivity detekované v celém bachoru. Celkové byla namétena vyssi aktivita se

substratem Z-Phe-Arg-AMC a preferen¢ni pH bylo pH 6,5.

Proteolytické aktivity - C. formosanus

Na obr. 24. A, str. 53 je uvedena aktivita travicich proteas v jednotlivych stfevnich
kompartmentech C. formosanus a na obr. 24. B, str. 53 jsou detailn¢ uvedeny aktivity proteas
v jednotlivych frakcich bachoru. Aktivita extrakt byla analyzovéna pii pH 6,5 a 8,0. Tato pH
odpovidaji nejvysSim hodnotam aktivity proteas ze stfeva termita testovanych s témito

substraty v ramci bakalaiské prace (74).
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Obr. 24: Aktivita travicich proteas C. formosanus v jednotlivych stfevnich kompartmentech (A) a v
jednotlivych ¢astech bachoru (B). Pouzité fluorogenni substraty a pH jsou uvedené v grafu. Hodnoty
aktivity jsou vztaZeny na extrakt z jednoho termita. Maximalni namérena hodnota aktivity byla nastavena
jako 100%. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku priméru.

Stejné jako u R. santonensis, tak i v piipadé¢ C. formosanus dosahuje nejvyssi
proteolytické aktivity extrakt ze stfedniho stieva (obr. 24. A), namétené hodnoty s
timto extraktem nékolikandsobné prevySovaly ostatni testované kompartmenty. Nejvyssi
aktivita byla naméfena se substratem Z-Arg-Arg-AMC pii pH 8,0. Proteolytickd aktivita v
ostatnich analyzovanych kompartmentech je vzhledem k naméfenym hodnotdm stfedniho

stfeva minoritni.

Porovnanim proteolytickych aktivit jednotlivych frakci bachoru je patrny nejvétsi
podil extraktu sedimentu obsahu bachoru (obr. 24. B). Relativni aktivita stouto Casti
dosahovala se substratem Z-Arg-Arg-AMC cca 60% aktivity detekované v celém bachoru.
Hodnoty aktivit s timto substratem pro sténu a supernatant obsahu bachoru jsou nizsi nez 25%

aktivity detekované v celém bachoru. Celkové byla namétena nizsi aktivita se substratem Z-
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4.2.3

Phe-Arg-AMC, zajimavy je vyraznéjsi podil této aktivity nalezeny v extraktu supernatantu

obsahu bachoru.

Piehled identifikovanych proteolytickych aktivit
Tabulka 7 shrnuje experimentalni data uvedena v predchozich dvou kapitolach a
ukazuje zjiSténé zastoupeni proteas v extraktech jednotlivych stfevnich kompartmentt resp.

frakci u obou modelovych druht termitt.

Tab. 7.: Detekce aktivity proteas v jednotlivych ¢astech traviciho traktu R. santonensis a C. formosanus. V
aktivitnim testu byly pouzity fluorogenni substraty specifické pro nasledujici proteasy: cysteinové
proteasy (CP) typu kathepsin B (KatB) a kathepsin L (KatL), serinové proteasy typu trypsinu (Try) a
metaloproteasy (MP) typu leucinaminopeptidasy (LAP). Testy byly provedeny p¥i pH 6,5%; 8,0° a 9,0%
Vysvétlivky: A = substrat je Stépen, N = substrat neni $té€pen, n.a. = nebylo analyzovano, protoZe aktivita
s timto substratem a celosti‘evnim extraktem nebyla detekovana (74). Aktivity byly méfeny v relativnich
fluorescen¢nich jednotkach (RFU/min). Experimentalni podrobnosti méfeni aktivit jsou uvedeny v
metodach (kap. 3.3.5, str. 43). Uvedena data byla pfevzata z grafii 4-6. Spodni panel ukazuje barevné
kédovani pro hodnoty naméfené aktivity.

Z-Phe-Arg- Z-Arg-Arg-

Substrat AMC AMC Leu-AMC
Cilova proteasa KatB a KatL/  KatB a KatL/ LAP
Try Try
Trida proteas CP/SP CP/SP MP
" stfedni stfevo Al? . Al? . Al
L .2 bachor Al? Al? n.a.
E é sténa bachoru Al? Al? n.a.
3 £ supernatant obsahu bachoru Al? Al? n.a.
E 3 sediment obsahu bachoru Al? Al? n.a.
zadni stfevo Al? Al? n.a.
stfedni stfevo ALZ3 . ALZ3 . Al -
& 8 bachor A%® Al23 Al
£ ¢ N 3 1,2,3 1
33 sténa bachoru A A" A
S €  supernatant obsahu bachoru Al23 AL23 N
3 &  sediment obsahu bachoru Al AL23 N
zadni stfevo ALZ3 AL23 Al2
Aktivita (RFU/min)
0-10
10 — 10°
10° - 10°
10° - 10*
10" - 10°
<10°
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4.3

Vysledky ukazuji pfitomnost proteas Stépicich substraty Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-
Arg-AMC, které podle specifity téchto substrati mohou odpovidat serinovym proteasdm
trypsinového typu nebo cysteinové proteasy kathepsinu B a kathepsinu L. Tato aktivita byla
zjisténa ve vsech testovanych kompartmentech s vyrazné nejvyssim zastoupenim ve stfednim
stieve, jak pro R. santonensis, tak pro C. formosanus. V této ¢asti stieva dochazi stejné jako u

ostatnich druhit hmyzu k hlavnimu traveni potravy.

U ostatnich testovanych kompartmenti byly drobné rozdily ve vysledcich mezi R.
santonensis a C. formosanus. Pokud jde o bachor a jeho frakce, lze ptedpokladat, ze tyto
rozdily v aktivité jsou zpisobeny symbiotickymi organismy, které maji u obou druht obecné

ruzné zastoupeni, pokud jde o druhy symbiontt a jejich konkrétni lokalizaci.

Dale byla v kompartmentech stfeva méfena aktivita s fluorogennim substratem Leu-
AMC odpovidajici leucinaminopeptidase; pritomnost tohoto enzymu byla prokazana ve stfeve
C. formosanus v bakalatské praci autorky (74). Nyni byla tato aktivita ve stievé detailné
lokalizovana. V ramci testovanych kompartmenti byla nejvyssi aktivita detekovana v extraktu
ze stiedniho stieva obou studovanych druhii, ale vyrazné vyssich hodnot (fadov¢) dosahoval u
C. formosanus. Aktivita byla také potvrzena inhibi¢ni reakci v pfitomnosti specifického
inhibitoru leucinaminopeptidasy bestatinu. V porovnani se substraty Z-Phe-Arg-AMC a Z-

Arg-Arg-AMC byla specificka aktivita s Leu-AMC u C. formosanus zhruba o dva fady nizsi.

Inhibi¢ni specifita a Klasifikace hlavnich proteas v kompartmentech

traviciho traktu

Ukolem této kapitoly bylo pfitadit konkrétnim proteasam detekované proteolytické
aktivity s fluorogennimi s peptidovymi substraty Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-Arg-AMC (kap.
4.2, str. 50). K tomuto ucelu bylo vyuzito inhibi¢ni specifity, kterd byla testovana pomoci
specifickych inhibitorii proteas, konkrétné inhibitord serinovych proteas BPTI a Pefabloc a
cysteinovych proteas E64. Timto zpusobem byly analyzovany extrakty ze stfedniho stieva,

bachoru, stény bachoru, sedimetu a supernatantu obsahu bachoru, a zadniho stteva.
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4.3.1 Lokalizace proteas - R. santonensis
Extrakty stfevnich kompartmentt resp. frakci byly testovany s peptidovymi substraty
Z-Phe-Arg-AMC a Z-Arg-Arg-AMC pii pH 6,5 a 8,0 v pfitomnosti specifickych inhibitora
proteas. Vysledky jsou uvedeny ve formé podilovych grafl, ketré ukazuji relativni zastoupeni

cysteinovych a serinovych proteas podilejicich se na celkové aktivité (obr. 25).
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Obr. 25: Podilovy graf proteolytickych aktivit v travicim traktu termitd R. santonensis se substratem Z-
Phe-Arg-AMC (A) a Z-Arg-Arg-AMC (B) pfi pH 6,5 a 8,0. Modfe je oznafena frakce proteolytické
aktivity odpovidajici cysteinovym proteasam (inhibovatelna specifickym inhibitorem E64). Zelené je
oznacfena frakce proteolytické aktivity odpovidajici serinovym proteasam (inhibovatelna kombinaci
specifickych inhibitord BPTI a Pefabloc). Sed4a oznatuje proteolytickou aktivitu necitlivou k vyse
uvedenym specifickym inhibitorim.

Vysledky pro substrat Z-Arg-Arg-AMC (obr. 25. A) jsou obecné podobné vysledkiim
se substratem Z-Phe-Arg-AMC (obr. 25. B).

V extraktu ze stfedniho stfeva jsou pfitomné pouze serinové proteasy. Naproti tomu
Vv bachoru jsou piitomné piedevSsim cysteinové proteasy a obsah serinovych proteas je
minoritni. Ve frakcich bachoru byla distribuce téchto dvou skupin proteas nasledujici. Sténa
bachoru obsahovala pouze cysteinové proteasy. Vysoky obsah cysteinovych proteas byl dale
v sedimentu obsahu bachoru, ktery obsahuje symbiotické prvoky. Ve frakci supernatantu
obsahu bachoru byly pfitomny oba dva typy proteolytickych aktivit. V extraktu ze zadniho
stteva je vysoky obsah serinovych proteas, cysteinové proteasy lze povazovat za minoritni

(nelze vyloucit, ze jde o kontaminaci sousedici tkani bachoru pii pitve).
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4.3.2 Lokalizace proteas - C. formosanus

4.3.3

Extrakty stfevnich kompartmenti resp. frakei byly testovany s peptidovym substratem
Z-Arg-Arg-AMC pii pH 6,5 a 8,0 v pritomnosti specifickych inhibitort proteas. Vysledky
jsou uvedeny ve formé podilovych grafii, které ukazuji relativni zastoupeni cysteinovych a

serinovych proteas podilejicich se na celkové aktivité (obr. 26).
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Obr. 26: Podilovy graf proteolytickych aktivit v travicim traktu termiti C. formosanus se substratem Z-
Arg-Arg-AMC p¥i pH 6,5 a 8,0. Modre je oznacena frakce proteolytické aktivity odpovidajici cysteinovym
proteasam (inhibovatelna specifickym inhibitorem E64). Zelené je ozna¢ena frakce proteolytické aktivity
odpovidajici serinovym proteasam (inhibovatelna kombinaci specifickych inhibitori BPTI a Pefabloc).
Seda oznacuje proteolytickou aktivitu necitlivou k vy$e uvedenym specifickym inhibitorim.

U termita C. formosanus jsou Vv extraktu ze stfedniho stfeva pfitomné pouze serinové
proteasy. Naproti tomu V bachoru jsou pfitomné piedev§im cysteinové proteasy a obsah
serinovych proteas je minoritni. Ve frakcich bachoru byla distribuce téchto dvou skupin
proteas nasledujici. Sténa bachoru obsahovala piedev§im serinové proteasy a obsah
cysteinovych proteas byl minoritni. Naopak ve frakci supernatantu a sedimentu obsahu
bachoru byly pfitomny hlavné cysteinové proteasy a serinové proteasy byly zastoupeny
v mensi mife. V extraktu ze zadniho stfeva je vysoky obsah cysteinovych proteas, serinové
proteasy lze povazovat za minoritni (nelze vyloucit, Ze jde o kontaminaci sousedici tkani

bachoru pii pitve).

Klasifikace hlavnich proteas a vliv pH na jejich aktivitu
V kapitole 4.2.1, str. 51 byla u termita R. santonensis identifikovana vyrazna aktivita
serinové proteasy ve stfednim stfevé a cysteinové proteasy V bachoru. V dalsi fazi byly

analyzovany tyto aktivity, pokud jde o jejich zavislost na pH.
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Obr. 27 ukazuje vliv pH na proteolytickou aktivitu extraktt ze stfedniho stfeva a
celého stieva R. santonensis se specifickym substratem Z-Arg-Arg-AMC v ptitomnosti
specifického inhibitoru cysteinovych proteas E64, aby bylo eliminovéno pfipadné plisobeni
stop cysteinové proteasy. Analogickou zavislost vlivu pH byla ur¢ena i se substratem Z-Phe-

Arg-AMC (data nejsou ukazana).

120 +

g celé strevo
S 100 -

2

¥ g stfedni stfevo
O

=<

©

5 60 -

[]

3]

S 40 -

o

5

2 20 -

[1°]

o

m 0 T T T T T T 1 1

3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0

pH

Obr. 27: Vliv pH na proteolytickou aktivitu v extraktech z R. santonensis: extrakt z celého stieva (zelena)
a extrakt ze stfedniho stfeva (Cervena). Aktivita byla méfena s fluorogennim substratem Z-Arg-Arg-
AMC. Méfeni byla provedena v piitomnosti E64, specifického inhibitoru cysteinovych proteas. Hodnoty
byly vztaZzeny Kk nejvyssi naméiené hodnoté (100%) pro dany extrakt. Chybové usecky vyjadiuji
smérodatnou odchylku priméru.

Oba testované extrakty mély pH optimum v mimné alkalické oblasti mezi pH 7,5 az
8,5. Z této analyzy vyplyva, Ze proteasa stiedniho stieva je pravdépodobné zodpoveédna i za
celkovou aktivitu méfenou v extraktu z celého stieva. Identifikované pH optimum odpovida
bazickému pH optimu typickému pro serinové proteasy. PrisluSnost analyzované aktivity
k serinové proteasy byla prokdzana kompletni inhibici této aktivitu v pH optimu pomoci

inhibitord BPTI a Pefabloc.

Obr. 28, str. 59 ukazuje vliv pH na proteolytickou aktivitu extraktu z bachoru R.
santonensis se specifickym substratem Z-Arg-Arg-AMC v pfitomnosti specifického
inhibitoru serinovych proteas BPTI a Pefabloc, aby bylo eliminovano piisobeni minoritnich
serinovych proteas. Analogicka zavislost vlivu pH byla urcena i se substratem Z-Phe-Arg-

AMC (data nejsou ukézana).
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Obr. 28: Vliv pH na proteolytickou aktivitu v extraktech z bachoru R. santonensis se substratem Z-Arg-
Arg-AMC. Aktivita byla méfena s fluorogennim substratem Z-Arg-Arg-AMC. Méfeni byla provedena
v piitomnosti kombinace specifickych inhibitort serinovych proteas BPTI a Pefabloc. Hodnoty byly
vztaZeny k nejvyssi naméirené hodnoté (100%) pro dany extrakt. Chybové tisecky vyjadiuji smérodatnou
odchylku priméru.

Analyzovana proteasa extraktu z bachoru md pH optimum mezi pH 5,5 a 7,0.
Identifikované pH optimum odpovidd mirné kyselému pH optimu typickému pro cysteinové
proteasy. PfisluSnost analyzované aktivity k cysteinové proteasy byla prokdzana kompletni

inhibici této aktivity v pH optimu pomoci inhibitoru E64.

Hlavni travici serinova proteasa RsSP z R. santonensis

Izolace RsSP

Z analyzy s proteinovym substratem azokaseinem a s peptidovymi substraty se
podafilo identifikovat hlavni travici proteasu modelového druhu R. santonensis. Jedna se o
serinovou proteasu trypsinového typu, kterd byla pojmenovana RsSP. Jeji izolace byla
provedena pomoci afinitni chromatografie na agarosové kolon¢ s imobilizovanym
benzamidinem. Benzamidin je stfedné silny inhibitor serinovych proteas, ktery se reverzibilné
navaze do aktivniho centra enzymu. K izolaci byl pouzit extrakt z 200 termitich délnika a

provedeni afinitni chromatografie je popsano v metodach (kap. 3.3.7, str. 44).
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Obr. 29: Vizualizace serinovych proteas typu trypsinu v extraktech z celého téla délniki termita R.
santonensis [1] a purifikované RsSP [2]. Pouzita byla synteticka aktivitni znacka Try-BP, ktera obsahuje
fluorescencni skupinu a kovalentné se vaZe do aktivniho mista. Znacené proteasy byly separovany na gelu
SDS-PAGE a vizualizovany pomoci fluorescenéniho skeneru. Sipka oznaéuje pozici pasu RsSP, ktery byl
pouzit pro urceni uvedené N-koncové sekvence proteinovym sekvenovanim. Uvedeny jsou molekulové
hmotnosti standardi.

Na obr. 29 je vizualizace RsSP v celotélnim extraktu pouzitém pro izolaci a finalniho
preparatu purifikované RsSP. Vizualizace byla provedena pomoci technologie aktivitniho
znaceni vyuZivajici proteomickou syntetickou znacku Try-BP. Struktura této znacky obsahuje
inhibitor s kovalentn¢ navazanou fluorescenéni skupinou Bodipy-TMR (kap. 3.3.10, str. 46).
Znacka Try-BP je specifickd pro serinové proteasy trypsinového typu. Znacka byla
inkubovana s analyzovanym extraktem a purifikovanym enzymem a enzym znaleny
kovalentn€ navazanou znaCkou byl vizualizovan po separaci na SDS-PAGE pomoci

fluorescencéniho skeneru.

Z této proteomické analyzy s aktivitni znaCkou Try-BP lze vyvodit zavér, Ze
vyizolovana proteasa RsSP odpovida hlavni protease trypsinového typu detekované v extraktu

zZ celého téla délnika R. santonensis. RsSP je protein s molekulovou hmotnosti cca 26 kDa.

Preparat izolované proteasy RsSP byl zbaven dialyzou kontaminace benzamidinem,
ktery je soucasti elu¢niho pufru a piedstavuje inhibitor trypsinovych proteas (kap. 3.3.7, str.
44). Tento material byl testovan na enzymovou aktivitu s peptidovymi substraty Z-Arg-Arg-
AMC a Z-Phe-Arg-AMC pii pH 8,0. Byla zjisténa vyznamna aktivita, ktera dokazuje, ze

RsSP byla izolovana v enzymaticky aktivni formé.
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N-koncova sekvence a homologie RsSP

Pro identifikaci izolované proteasy RsSP byla ur€end N-termindlni sekvence pomoci
automatického proteinového sekvenovani z blotu (kap. 3.3.10, str. 46). Byla ziskana
sekvence 15 aminokyselin, z nichZ polohy 1 a 5 obsahuji heterogenitu, kterda mize byt
zpiisobena pritomnosti isoenzymt RsSP v analyzovaném materialu: (I/L)* V2 G* G* (K/E/Q)®

P6 V7 N8 |9 ElO Dll F12 P13 Yl4 QlS

Pro nalezenou sekvenci byly vyhledany sekvence hmyziho plvodu s nejvyssi
homologii pomoci programu Blast (76) v dostupnych sekvenénich databazich (Swiss-
Prot/TrEMBL, GenBank). S vybranymi reprezentativnimi sekvencemi bylo pfipraveno
porovnani téchto sekvenci ("alignment") se sekvenci RsSP pomoci programu ClustalW (77),

které je na obrazku 30.

Q
L E
' IVGGKPVNIEDFPYQ"™ RsSP

% IVGGKPVSIEDIPYQVSVNFFGQHL trypsin2 (Lutzomyia longipalpis)

% IVGGIAVNIEDEPHOVSIIFNNSHI™ trypsin (Lutzomyia longipalpis)
BIVGGQPVNITEYPYQVSLORNFRHF® trypsinl (Culex quinquefasciatus)

2 IVGGKPVDVKDEPYQVSLESNGGHY® serine protease (Culicoides sonorensis)

¥ IVGGKPINIEEVPYQVSLNLNDFGL® trypsin2 (Phlebotomus papatasi)
BIIGGETVNIQDYPYQTSMRWTYGVP® serine protease (Nasonia vitripennis)
®IVGGHDVSIEDYPYQTSMRWTYGVP* trypsinogen precursor (Rhyzopertha dominica)
IVGGRPADIADYPYQLSFEYYGSHM™ MPAZ3 allergen (Periplaneta americana)

¥ IVGGENANIEDLPYQLQOFEZZGSLM® trypsin (Blattella germanica)

Obr. 30: Porovnani N-koncové proteinové sekvence RsSP s nejvice homologickymi serinovymi proteasami
hmyzu: Lutzomyia longipalpis (ABM26905 a ABV60300), Culex quinquefasciatus (XP_001866832),
Culicoides sonorensis (AAV84264), Phlebotomus papatasi (ADJ57670), Nasonia vitripennis
(NP_001166071), Rhyzopertha dominica (AAD31267), Periplaneta americana (AAX33734), Blattella
germanica (AAZ78212). Sekvenéni alignment byl sestaven pomoci programu ClustalW (77). Sedou barvou
jsou zvyraznény aminokyseliny, které se shoduji se sekvenci RsSP. Alternativni aminokyseliny urcené
sekvenovanim RsSp jsou uvedeny nad touto sekvenci. Indexy popisuji €islovini aminokyselin v
analyzovanych sekvencich.

Tato analyza ukazuje vyznamnou homologii mezi izolovanou RsSP a serinovymi
proteasami trypsinového typu u uvedenych druht hmyzu. U vétSiny z téchto homologickych
sekvenci databaze uvadi jejich travici funkci, coz v souladu s piedpokladanou funkci RsSP v

travicim traktu termitu.

pH optimum aktivity RsSP
V dalsi ¢asti prace byl analyzovan vliv pH na aktivitu izolované RsSP a ziskana
zéavislost byla porovnana s analogickym méfenim provedenym s extrakty z celého stfeva a ze

sttedniho stfeva. Aktivita byla méfena v rozmezi pH 3,5-10,0 se substratem Z-Arg-Arg-
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AMC. Tento substrat byl vybran na zaklad¢ silné aktivity nalezené v extraktu ze stiedniho

stfeva R. santonensis (obr 23. A, str. 51). Vysledek analyzy je uveden na obr. 31.
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Obr. 31: Vliv pH na proteolytickou aktivitu extraktu R. santonensis: extrakt z celého stieva (modra),
extrakt ze stfedniho sti‘eva (Cervend) a izolované RsSP (zelend). Aktivita byla méfena s fluorogennim
substratem Z-Arg-Arg-AMC. Méreni byla provedena v piitomnosti E64, specifického inhibitoru

cysteinovych proteas. Hodnoty byly vztaZeny k nejvyssi naméiené hodnoté (100%) pro dany extrakt.
Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku priméru.

Zobr. 31 je patrné, ze izolovana serinova proteasa RsSP vykazuje analogickou
zavislost aktivity na pH jako je proteolyticka aktivita extraktech z celého stfeva a stiedniho
stieva. Tento vysledek naznacuje, Ze RsSP je hlavni travici proteasa v travicim traktu délnika
R. santonensis. Nejvyssi aktivita této proteasy je v rozmezi pH 7,0 az 9,0. Tento vysledek

odpovida pH optimu typickému pro vétSinu serinovych proteas.

Vizualizace travicich serinovych proteas pomoci syntetické aktivitni znacky

Pfitomnost serinovych proteas typu trypsinu v extraktech z R. santonensis a C.
formosanus byla ur¢ena pomoci technologie aktivitniho znaceni se specifickou fluorescencni
znackou Try-BP. Analyzovany byly extrakty z celého téla, celého stieva, stfedniho stfeva a
bachoru (kap. 3.3.10, str. 46). Extrakty byly separovany pomoci SDS-PAGE a
elektroforeticky gel byl vizualizovan pomoci fluorescenéniho skeneru. Vysledky jsou

uvedeny na obrazku 32, str. 63.
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Obr. 32.: Vizualizace serinovych proteas typu trypsinu v extraktech z C. formosanus (A) a R. santonensis
(B) pomoci syntetické aktivitni znacky Try-BP, ktera obsahuje fluorescen¢ni skupinu a kovalentné se vaze
do aktivniho mista. P¥i pH 6,5 byla Try-BP inkuboviana s extrakty z nasledujicich tkani: celé télo [1], celé
stfevo [2], stiredni stievo [3] a bachor [4]. Znalené proteasy byly separovany na gelu SDS-PAGE a
vizualizovany pomoci fluorescencniho skeneru. Pozice znacenych proteas a jejich molekulova hmotnost
jsou vyznaceny Sipkami. Uvedeny jsou molekulové hmotnosti standardi.

V extraktech odvozenych z celého téla, celého stieva a stfedniho stfeva R. santonensis
byl identifikovan jeden pas o molekulové hmotnosti cca 26 kDa, ktery svou pozici odpovida
protease RsSP izolované z celého téla (kap. 4.4.1, str. 59). Tento vysledek prokazuje, ze
vyizolovana proteasa RsSP odpovida hlavni serinové proteasy pifitomné ve stfevé, konkrétné
ve stiednim stieveé, kde je aktivita této proteasy nejvyssi (obr 23. A, str. 51). V extraktu z

tkdné€ bachoru tato proteasa nebyla prokdzana ve vyznamném mnozstvi.

V extraktech odvozenych z celého téla, celého stieva a stiedniho stfeva C. formosanus
byly identifikovany dva pasy o molekulové hmotnosti cca 26 a 28 kDa. Lze predpokladat, ze
pas 26 kDa odpovida analogickému pasu u R. santonensis. Pas 28 kDa muze byt jiny
isoenzym trypsinové proteasy nebo jind isoforma isoenzymu 26 kDa, kterd je specificky
ptitomna v C. formosanus. Podobné¢ jako u R. santonensis nebyla v extraktu z tkan¢ bachoru
C. formosanus vizualizovana vyznamna trypsinova proteasa s molekulovou hmotnosti

typickou pro tento typ enzymu (24 - 30 kDa).

V dal$i fazi bylo vzijemné porovnani proteas oznalenych afinitni fluorescencni
znacky Try-BP v extraktech z R. santonensis (Rs), C. formosanus (Cf) a RsSP. Analyza je
uvedena v drahach oznacenych 1 a zéaroven slouzi jako kontrolni méfeni pro druhou cast
experimentu, ve které byla analyzovdna schopnost inhibovat proteolytickou aktivitu pomoci
specifickych inhibitort cysteinovych (inhibitor E64, drahy oznacené 2) a serinovych proteas

(inhibitor BPTI a Pefabloc, drahy oznacené 3).
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Obr. 33.: Vizualizace serinovych proteas typu trypsinu v extraktech ze stfedniho stifeva R. santonensis a
C. formosanus a izolované RsSP pomoci aktivitni fluorescen¢ni znacky Try-BP pii pH 6,5. Znaceni
pomoci Try-BP bylo provedeno v pritomnosti specifickych proteasovych inhibitori: E64 inhibujici
cysteinové proteasy [2], BPTI a Pefabloc inhibujici serinové proteasy [3]. Kontrolni znacdeni bylo
provedeno bez inhibitoru [1]. Znadené extrakty byly separovany na SDS-PAGE a vizualizovany pomoci
fluorescen¢éniho skeneru. PouZité materialy: Rs ext.- extrakt ze stfedniho stfeva R. santonensis; RsSP -
izolovana trypsinova proteasa z R. santonensis; Cf ext.- extrakt ze stfedniho stieva C. formosanus.
Vyznaeny jsou molekulové hmotnosti standardi. Sipkami jsou vyznaeny pozice pasé hlavnich
serinovych proteas.

Na obr. 33 je analyza inhibi¢ni specifity proteas detekovanych aktivitni fluorescenéni
znaCkou Try-BP. Testovdna byla kompetice vazby Try-BP a specifickych inhibitorii proteas
E64 (inhibitor cysteinovych proteas), BPTI a Pefabloc (inhibitory serinovych proteas).
Vysledek ukazuje, Ze inhibitory serinovych proteas specificky blokuji vazbu Try-BP, coz
podava piimy dikaz, Ze proteasy 26 kDa a 28 kDa patfi do tfidy serinovych proteas.

Srovnani proteolytického traviciho systému mezi termity radu Isoptera

U vybranych zastupci termitich celedi fadu Isoptera byla analyzovana distribuce
travicich proteas v extraktech z celého stfeva. Testované substraty byly: 1. Z-Phe-Arg-AMC
pti pH 6,5 a 8,0 pro serinovou proteasu trypsin a cysteinové proteasy kathepsiny B a L, 2.
Leu-AMC pfti pH 6,5 pro leucinaminopeptidasu (metaloproteasa), 3. Z-Gly-Pro-AMC pii pH
7,5 pro prolylendopeptidasu (serinova proteasa), 4. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC pii pH 8,0 pro
chymotrypsin (serinova proteasa). Pro substrat Z-Phe-Arg-AMC byla dale méfena inhibice
této aktivity pomoci selektivnich proteasovych inhibitorti: pro serinové proteasy (BPTI a

Pefabloc) nebo cysteinové proteasy (E64). Souhrn vysledkt je zobrazen na obr. 34, str. 65.
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B | Substraty Inhibitory | C
pH pH

6,5 8,0

Z-Phe-Arg-AMC (pH 6,5)
Z-Phe-Arg-AMC (pH 8,0)
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC (pH 8,0)

Leu-AMC (pH 6,5)
Z-Gly-Pro-AMC (pH 7,5)

BPTI + Pefabloc

BPTI + Pefabloc
E64
W)

E64

Mastotermes darwiniensis

B

Hodotermes mossambicus B

Hodotermes mossambicus W

Zootermopsis angusticollis

Kalotermes flavicollis

Neotermes castaneus

L
Prorhinotermes simplex _I

Reticulitermes santonensis

Coptotermes formosanus

Glossotermes oculatus

Anoplotermes banksi

Labitermes labralis

Nasutitermes princeps L

Nasutitermes princeps S

Neocapritermes taracua

Odontotermes sp. L

Odontotermes sp. S

RFU/min 90% - 100%
E 0 80% - 90% F
0-100 70% - 80%
100-1000 60% - 70%
1000-2500 50% - 60%
2500-5000 40% - 50%
5000-10000 30% - 40%
10000+ 20% -30%
10% - 20%
0% - 10%

Obr. 34.: Analyza distribuce travicich proteas u prisluSnikii reprezentativnich termitich druhd Fadu
Isoptera. Panel A uvadi testované druhy termiti a panel D jejich fylogenetickou p¥ibuznost. Panel B
obsahuje vysledky z méfeni proteolytické aktivity se ¢tyFmi specifickymi fluorogennimi peptidovymi
substraty. Tyto hodnoty aktivity (RFU/min) jsou barevné kédovany, jak je uvedeno v panelu E. Panel C
obsahuje vysledky z méieni proteolytické aktivity se substratem Z-Phe-Arg-AMC v pritomnosti
proteasovych inhibitori specifickych pro serinové proteasy (BPTI a Pefabloc) nebo cysteinové proteasy
(E64). Hodnoty jsou vyjadfeny relativné v procentech jako mira inhibice aktivity proti kontrolnimu
méfeni bez pouziti inhibitoru. Tyto hodnoty jsou barevné kédovany, jak je uvedeno v panelu F. Pouzité
zkratky tykajici se oznacovani typ délniki: B - ¢erny délnik; W - bily délnik; L - velky délnik; S - maly
délnik.
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Panel B ukazuje, ze u vSech testovanych substratii byla pro vSechny druhy termitt
identifikovana nejvyssi proteolyticka aktivita se substratem Z-Phe-Arg-AMC. Proteolyticka
aktivita se substratem Leu-AMC byla nalezena u vSech testovanych druht a byla vyrazné
niz8i oproti aktivité se Z-Phe-Arg-AMC. U méné nez poloviny analyzovanych extrakti byly
identifikovany velmi nizké aktivity i se dvéma zbyvajicimi testovanymi substraty Z-Gly-Pro-

AMC a Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC.

Panel C ukazuje analyzu distribuce trypsinovych a cysteinovych proteas, které se
podileji na $té€peni hlavniho substratu Z-Phe-Arg-AMC. U vsech testovanych druht byly jako
majoritni stfevni proteasy identifikovany trypsinové proteasy; cysteinové proteasy byly
detekovany u méné jak Ctvrtiny testovanych extrakt a vykazovaly ve srovnani se serinovymi
proteasami vyrazné nizsi aktivity. Jedinym druhem, ktery vybocoval z vySe popsaného trendu,
byl Mastotermes darwiniensis, ktery vykazoval niz$i podil serinovych proteas vuci

cysteinovym. Jedna se o fylogeneticky nejstar§iho termita, spiSe podobného Svabim.

Testovani riznych typu dé€lnikd v ramci jednoho druhu (obr 34. panel A, str. 65)
neukédzalo vyznamné rozdily v méfenych parametrech proteolytickych aktivit. Z analyzy
vzplyva, ze ruzné typy délniki, které maji rozdilné pracovni funkce v ramci kolonie,

vyuzivaji analogické schéma travici proteolyzy.

Vliv inhibice proteas na metabolismus C. formosanus

Cilem této kapitoly bylo testovat vliv inhibice hlavnich stfevnich proteas
produkovanych termitem na celkovy metabolismus. Jako hlavni stfevni proteasa byla
identifikovana trypsinova proteasa stfedniho stfeva (kap. 4.3.2, str. 57). Proto byl pro in vivo
testy pouzit netoxicky inhibitor serinovych proteas Pefabloc. Byl kombinovan s proteasovym
inhibitorem bestatinem, ktery blokuje leucin aminopeptidasu, kterd byla také identifikovana
ve stievnich tkanich termitt (kap. 4.2.3, str. 54) a ktera se pravdépodobné podili na proteolyze

fragmentl produkovanych serinovou proteasou.

Po pocatecnich optimalizacnich testech byl jako vhodny kandidat pro biologické testy
vybran C. formosanus; termiti R. santonensis testim nevyhovovali, nebot’ nebyli schopni
pfezivat ve stresovych podminkich. Uvodni testy dale ukazaly, Ze termiti, ktefi maji

standardni pfisun potravy zalozené na celulose, nejsou ovliviiovani uvedenymi proteasovymi
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inhibitory. Proto byly pfipraveny dva typy testli s proteasovymi inhibitory, pfi kterych byli
pouziti termiti s omezenym piijmem potravy a to dvéma zpiisoby: a) s potlacenou stfevni

mikroflorou symbiont, b) s hladovéjicimi termity.

Experimenty s termity s potla¢enou stfevni mikroflorou

V prvnim experimentu byl analyzovan vliv antibiotik na metabolismus termitt, ktery
byl monitorovan jako vahové ubytky (obr. 35. A). Testovana byla tato tii antibiotika -
carbenicilin (potlacuje gramnegativni bakterie), metronidazol (potlacuje anaerobni bakterie a
prvoky) a ampicilin (potlacuje grampozitivni bakterie). U vSech pouzitych antibiotik byl vidét
zvySeny vahovy ubytek oproti kontrole, ktery byl nejvyraznéjsi u carbenicilinu (obr. 35. A). V
druhém experimentu byl testovan carbenicilin v kombinaci s proteasovymi inhibitory. Obr.
35. B ukazuje, ze pridatné ptisobeni proteasovych inhibitorti zplisobuje statisticky vyznamny

nartst vahovych ubytki ve srovnani s kontrolnim experimentem (samotny carbenicilin).

28

24

Ubytek vahy (%)
)
o
Ubytek véhy (%)

20

K C M A K [« C+Pl
Testované podminky Testované podminky
A) B)

Obr. 35: Vliv antibiotik a proteasovych inhibitord na vahu délniki termita C. formosanus. Testované
molekuly byly aplikovany v potravé termitim po dobu 11 dnii a poté byl méien ubytek jejich relativni
vahy (%). A) Srovnani kontrolnich termiti (K) a termiti oSetfenych antibiotiky: C - carbenicilin, M -
metronidazole, A — ampicilin. B) Srovnani kontrolnich termiti (K), termitt oSetfenych carbenicilinem (C)

a kombinaci carbenicilinu s inhibitord bestatin a Pefabloc (C+PI). Experimentalni hodnoty oznacdené
stejnymi pismeny v daném grafu (a - ¢) nejsou statisticky odlisné (o = 0.05).

Z termitd pouZzitych v experimentu uvedeném na obr. 35. B byly pfipraveny extrakty z
celého stieva a byla méfena proteolyticka aktivita. Vysledek analyzy na obr. 36, str. 67
ukazuje, ze aplikované proteasové inhibitory vyrazné (vice nez 5x) snizili proteolytickou

aktivitu stfeva, coz prokazalo u¢innost testovanych inhibitorti na proteasy stieva.
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Obr. 36: Analyza proteolytické aktivity v extraktech z celého stieva délnika termita C. formosanus
Z experimentu popsanym na obr. 35. Srovnani kontrolnich termitia (K), termiti oSetfenych carbenicilinem
(C) a kombinaci carbenicilinu s proteasovymi inhibitory bestatin a Pefabloc (C+PI). Aktivita byla mérena
se substratem Z-Arg-Arg-AMC pri pH 6,5 a 8,0. Chybové usecky vyjadiuji smérodatnou odchylku
priaméru.

Experiment s termity s redukovanym p¥ijmem potravy

V experimentu byl analyzovan vliv proteasovych inhibitord na termity, jejichz
metabolismus byl redukovan absenci ptirozené celulosové potravy. Misto celulosového
filtraéniho papiru, ktery je dobrym zdrojem potravy termitl (viz pfedchozi kapitola), byl
pouzit sklenény filtracni papir, ktery termiti v omezené mife konzumovali spolu s roztokem

inhibitord.

Z obr. 37, str. 69 je patrné, ze pii pouziti proteasovych inhibitorti termiti ztraceli
statisticky vyznamné svou télesnou hmotnost rychleji oproti kontrole provedené za

analogickych podminek, ale bez pouziti proteasovych inhibitori.
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Obr. 37: Vliv proteasovych inhibitord na vahu délniki termita C. formosanus. Testované inhibitory
(bestatin a Pefabloc) byly aplikovany hladovéjicim termitim ve formé roztoku k sani. Po 11 dnech byl
méren ubytek jejich relativni vahy (%). Srovnani kontrolnich termitia (K) a termita oSetfenych inhibitory
(PI). Experimentalni hodnoty jsou statisticky odlisné (a = 0.05).
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Diskuze

Vyhradnim potravnim zdrojem termitd jsou materidly rostlinného ptvodu, pfedevsim
celulosa, hemicelulosy a lignin, a proto byl o traveni téchto substrati intenzivné studovano.
Byly identifikovany jednak endogenni celulolytické enzymy termita a jednak celulasy ze
symbiotickych organismu, které hraji pii finalni degradaci celulosy klicovou roli (75).
Narozdil od celulolytického traveni nebylo dosud u termitii studovéano traveni proteolytické.
Vzhledem k tomu, Ze potrava termitii zivicich se dfevem je velmi chuda na dusik, jsou v
metabolismu termita vyuzivani néktefi stfevni symbionti, ktefi fixuji dusik (42). Dostupna
literatura piedpoklada, ze termiti jsou rovnéz schopni vyuzivat symbiotickou mikrofloru jako

zdroj proteint pro vlastni travici proteolyzu (58).

Obecnym cilem této diplomové prace bylo identifikovat hlavni proteasy v travicim
traktu modelovych druhti termitd a wurcit jejich distribuci v hlavnich stfevnich
kompartmentech. Jako modelové druhy byli vybrani termiti Reticulitermes santonensis a
Coptotermes formosanus, jakozto ekonomicky vyznamni $kudci z ¢eledi Rhinotermitidae.
Pomoci panelu specifickych substrati a inhibitorti byly kvantifikovany a klasifikovany
proteasy V jednotlivych stfevnich kompartmentech. Tato analyza pfinesla dva hlavni
vysledky: [1] Za vétSinu proteolytické aktivity v travicim traktu je zodpovédna serinova
proteasa trypsinového typu, ktera byla lokalizovana ve stiednim stieve a jejiz pH optimum je
v mirné alkalické oblasti (pH 7,5-9,0); toto pH optimum vyhovuje hodnoté pH (8,5-10,0) ve
sttednim stfevé termitd ¢eledi Rhinotermitidae (21). Vzhledem Kk tomu, Ze ve stfednim stievé
nejsou piitomni symbionti, lze predpokladat, Ze je endogenné produkovand touto tkani
termita. [2] V bachoru byla identifikovana minoritni cysteinova proteasa, s pH optimem v
kyselé az neutralni oblasti (pH 5,5-7,0); uvedené pH optimum je v souladu s hodnotou pH
(cca 6,5) vbachoru termiti celedi Rhinotermitidae (21). Tato cysteinova proteasa je
pravdépodobné produkovand symbiotickymi organismy, protoze jeji aktivitu bylo mozné
detekovat ve frakci symbiotickych prvokil pfipravené z obsahu bachoru (frakce ,,sediment®).
Mezi obéma studovanymi druhy termiti byly zjiStény také rozdily v distribuci této proteasy,
pokud jde o jeji aktivitu ve sténé bachoru: u C. formosanus byla minoritni a naopak u R.
santonensis byla tato aktivita vysoka. Tento vysledek koreluje s literarnimi udaji o lokalizaci
symbiontli u téchto druhti. Symbioticti prvoci termita C. formosanus patii do taxonu

Parabasalia a ziji voln¢ v bachoru. Naproti tomu symbiotiCti prvoci R. santonensis patii
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taxonu Parabasalia, ale také Oxymonadida, kde naptiklad rod Pyrsonympha je pfichycen na
sténu bachoru (41).

Na zéklad¢ vySe uvedenych vysledkil je navrzeno nasledujici hypotetické schéma
prabéhu traveni proteinii ve stieve termita. Je znamo, Ze mezi bachorem a stfednim stfevem
probiha transport obéma sméry (5). Muze tedy dojit k nasledujici kompartmentaci
proteolytického traveni: [1] Césti symbiontil pfechazi z bachoru do stfedniho stieva, kde jsou
degradovani trypsinovou proteasou. [2] Obsah stfedniho stieva s trypsinovou proteasou
ptechazi do bachoru, kde piisobi na dostupné proteiny pochdzejici ze symbiontil (vEetné napf.
uhynulych); s timto mechanismem je v souladu i nalez parcialni aktivity trypsinové proteasy
v obsahu bachoru. Hlavni stievni trypsinova proteasa patii mezi serinové endopeptidasy,
takZe fragmentuje proteinové substraty na oligopeptidy. Tyto fragmenty jsou pravdépodobné
dale degradovany aZz na aminokyseliny pisobenim leucinaminopeptidasy (exopeptidasy
z tfidy metaloproteas). Aktivita tohoto enzymu byla detekovdna ve vysoké hladingé ve

stfednim stieve, ale také ve sténé bachoru.

Hlavni trypsinova proteasa z délnika termita R. santonensis (oznacena jako RsSP) byla
chromatograficky izolovana a uréend N-koncovd AMK sekvence prokazala jeji pfibuznost
s trypsinovymi proteasami hmyzu véetné proteas se znamou travici funkci. Trypsinové
proteasy byly identifikovany napt. ve stiednim stfevé nékterych druhd motyla (Lepidoptera)
(76), blanoktidlych (Hymenoptera), dvouk#idlych (Diptera) nebo brouki (Coleoptera) (64).
Serinové proteasy byly také detekovany u §vabu, taxonomicky nejbliz§ich ptibuznych termitt.
Nicméné u $vabi je celkové schéma traveni vyrazné odlisné od termitil (ve stfevé napt. neni
vytvofen bachor) a nalezena distribuce proteas je pestiejSi nez u termiti: zahrnuje kromé

trypsinu, také chymotrypsin a tzv. ,,SH-dependentni* proteasu (78).

Na zakladé analyzy proteolytické aktivity se dvéma modelovymi druhy R. santonensis
a C. formosanus byl navrzen systematicky test s proteasovymi substraty a inhibitory, ve
kterém byly identifikovany hlavni proteolytické aktivity pfitomné ve stievé dalSich 12 druhti
termitll napfi¢ celym fadem Isoptera. Unikatni sada téchto druhii pokryva 6 ze 7 tradicnich
Celedi termitd, tj. vSechny kromé celedi Serritermitidae tvofené 2 vzacnymi druhy
jihoamerickych termitd. RovnéZ nejvice diversifikovana skupina termitd, ¢eled” Termitidae

zahrnujici zhruba 90% znamych druht termit (5), byla v tomto vzorku zastoupena 5 ze 7
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podceledi. Vysledky ukazuji, Ze testované druhy maji podobnou distribuci proteas, pokud jde
o jejich typy a kvantitu. Jedingm druhem s vyraznéjsi odliSnosti byl Mastotermes
darwiniensis, ktery vykazoval niz$i podil serinovych proteas vici cysteinovym. Tento druh je
evolu¢né nejblize piibuzny Svabtim. Tato analyza naznacuje, ze schéma travici proteolyzy

navrzené v této diplomové praci je pravdépodobné obecné platné pro cely ad Isoptera.
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Zavér
Cilem diplomové prace bylo identifikovat proteolytické enzymy v travicim traktu

termitd. Jako modelové druhy byli vybrani termiti Reticulitermes santonensis a Coptotermes

formosanus z ¢eledi Rhinotermitidae, ktefi jsou ekonomicky velmi vyznamni Skadci.

1. Vjednotlivych kompartmentech stfeva termita byla méfena proteolyticka aktivita
pomoci obecného proteinového substratu a specifickych peptidovych substrati. Hlavni

proteolyticka aktivita byla lokalizovana ve stfednim stfeve.

2. Analyzou inhibi¢ni specifity s vyuzitim selektivnich inhibitord byla uréena distribuce
proteas ve stfevnich kompartmentech. Ve stfednim stfevé byly identifikovany
endogenni serinové proteasy trypsinového typu a v bachoru cysteinové proteasy, které

mohou pochazet ze symbiotickych organismii.

3. Pomoci afinitni chromatografie byla izolovana travici trypsinova proteasa stiedniho
stieva termita R. santonensis (RsSP) o molekulové vaze 26 kDa. Byla uréena jeji N-
koncovéa sekvence, ktera prokazala homologii s hmyzimi trdvicimi serinovymi

proteasami.

4. Na zaklad¢ analyzy proteas u vybranych 14 druhl termiti bylo navrzeno schéma
proteolytického traveni zalozené na endogennich trypsinovych proteasach, které je

spolecné pro cely fad Isoptera.

5. Fyziologicka vyznamnost travici trypsinové proteasy byla prokazana v testech in vivo
stermitem C. formosanus se selektivnimi proteasovymi inhibitory pfijatymi s

potravou.
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