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A aktivita enzymu

Burreeeereerire e ee e e e e e koncentrace substratu

] wereenreeieeet et smérnice pfimky kalibrace

ASD e aspartat

ATP oo adenosintrifosfat

Bisakryl.......ooovveviiiiiiiieeee, N,N’-methylenbisakrylamid

BSA ..o hovézi sérovy albumin
CM-chitin......c..ccocuverneeennennn karboxymethylovany chitin

COA i Koenzym A

DDD chitin.........ccceevieennenne demineralizovany, deproteinovany, depigmentovany

a delipidovany chitin

D-GLU....cociiiiiiiiiiiiicin, D-glukosamin

DNA ..o deoxyribonukleova kyselina

DTT oo, dithiothreitol

EDTA ..o ethylendiamintetraoctova kyselina

Endo....ccviiiiiiiieiii endochitinasova aktivita

INAG . faktor prepocitany z kalibrace pro N-acetyl-D-

glukosaminové zbytky

PNP ., faktor piepoditany z kalibrace pro P-nitrophenylové zbytky

GHC-PAr.....oveeeeeeeeee, parovani cytosinu a guaninu v DNA

GLENAC....cciiiciccee, N-acetylglukosaminové jednotky

GlU i, glutamat

Ko oo, Michaelisova konstanta

MIO..ii oznaceni média pouzivaného pro péstovani anaerobnich
bachorovych hub

MBH ..o, 3-methyl-2-benzothiazolinone-hydrazon

MW molarni hmotnost

N-AC...uiiiiiiiniiiiee e N-acetylglukosaminidasova aktivita

NAD" ..o, oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADP" ..o, oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

NADH...ccoeiiiiiiiieeieriee, redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADPH......ccooviiiiiiie, redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
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PAHBAH .......cccccoiiii ¢inidlo z hydrazidu 4-hydroxybenzoové kyseliny, HCI
a NaOH

PMSF ... fenylmethylsulfonylfluorid

PNP o P-nitrophenylovany cukerny zbytek

POHBAH........ccooiii ¢inidlo z hydrazidu 4-hydroxybenzoové kyseliny a HCI]

TRNA ..o, ribozémova ribonukleova kyselina

SDS . dodecylsiran sodny

SDS PAGE elektroforésa....... déleni proteinti dle molekulové hmotnosti

Temen.........oooooeeiininiinnnen. N,N,N’,N’-tetramethylethylendiimin

Thimerosal ..........ccccooeiieniin. Merkury-[(o-carboxyphenyl)thio]-ethyl sodium salt

TMK e tékavé mastné kyseliny

Trizma......ccooeveevveriiiiceeen. trizma baze, tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UDP i uridindifosfat

Ve maximalni rychlost

Vet e pocatecni rychlost



Abstract

Abstract

The anaerobic rumen fungus, Orpinomyces joyonii KF2, was isolated from cow’s rumen
fluid. Its chitinolytic system was studied in 3 fractions, in medium, in cytosol and in cell
wall. The fungus grew in medium M10 *" with 20 % cell-free rumen fluid and 3 g/l
glucose as energy source. Activities of exochitinase, N-acetylglucosaminidase and
deacetylase were very low. The most important chinolytic enzyme is endochitinase. The
greatest endochitinase activity was found in cytosolic and cell wall fraction. Endochitinase
produced extracellulary did not achieved activity comparable with enzyme activities
detected in two intracellular fractions. Concentration of medium by amonium sulfate
precipitation and ultrafiltration through polyethersulfon membranes (10- 300 kDa) did not
bring increasing of endochitinase activity. Ultrafiltration of enzymes of cytosolic fraction
was not succesful as well, only the fraction containing the bigest proteins was active.

Endochitinase of three cell fractions of fungus KF2 was furher characterized. The optimal
pH of extracellular endochitinase was 5, while cytosolic and cell wall fraction had optimal
pH 6. The optimal temperature of extracellular endochitinase was 30°C , cytosolic
endochitinase was 50°C and cell wall endochitinase was 40°C. The endochitinase was
stable from pH 4 to 7 and lost the function at 50°C in medium and at 60°C in others cell
fractions. The intracellular chitinases hydrolyzed fungal chitin and CM-chitin more
rapidly then other tested substrates. The enzyme activity was inhibited by Mn*',
thimerosal, SDS and EDTA. Mg2+, on the other hand iodoacetamid and iodoacetic acid
stimulated enzyme activity. Zymograms demonstrated that endochitinase exist in several

isoenzyme forms; their molecular weights range from 43 to 134 kDa.



Abstrakt

Abstrakt

Anaerobni bachorova houba Orpinomyces joyonii KF2 byla izolovana z bachorové
tekutiny kravy. Byl studovan jeji chitinolyticky systém ve tfech frakcich, a to v médiu,
v cytosolu a v bunéénych sténach. Houba byla kultivovana v médiu M10 261 s 20 %
bachorové tekutiny a 3 g/l glukosy jako zdroji uhliku. Byly zjistény jen velmi nizké
aktivity exochitinasy, N-acetylglucosaminidasy a deacetylasy. Jako nejvyznamnéjsi
chitinolyticky enzym byla prokazana endochitinasa. Nejvyssich endochitinasovych aktivit
dosahovala cytosolova frakce a frakce zbunécnych stén. Endochitinasa produkovana
extracelularné nedosahovala takovych aktivit jako ve dvou ostatnich frakcich a ani
zakoncentrovani média srdZenim siranem amonnym a délenim pies polyethersulfonové
filtry (10 - 300 kDa) nevedlo ke zvySeni jeji aktivity. Také enzymy cytosolové frakce byly
déleny ultrafiltraci, avSak veSkera edochitinasova aktivita zGstala ve frakci obsahujici
proteiny o velikosti nad 300 kDa.

Endochitinasa ze vSech bunéénych frakci houby KF2 byla charakterizovana. Optimalni pH
endochitinasy v médiu bylo 5 a v cytosolové frakci a frakci z buné&énych stén 6. Optimalni
teplota plisobeni enzymu byla 30°C pro endochitinasu v médiu, 50°C pro cytosolovou
endochitinasu a 40°C pro endochitinasu bunéénych stén. Endochitinasy byly stabilni
vrozmezi pH 4-7 a ztratily funkci pfi 50°C v médiu a 60°C v ostatnich bunéénych
frakcich. Endochitinasy rozkladaly vSechny nami studované subtraty. Nejvhodnéjsi
substrat pro cytosolovou chitinasu byl houbovy chitin a pro chitinasu bun&énych stén CM-
chitin. Enzymové aktivita byla inhibovana ionty Mn?*, thimerosalem, SDS a EDTA.
Naopak ionty Mg**, jodoacetamid a iodooctova kyselina mély aktivaéni ucinek.
Zymografy prokazaly, Ze endochitinasy se nachazeji ve vSech buné&nych frakcich ve
formé nékolika izoenzymd, jejichZz molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 43 az 134

kDa.
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Teoreticka &ast

1. TEORETICKA CAST

1.1 Uvod

Hospodafska zvifata chovana ve velkochovech i doma jsou cennym zdrojem potravy pro
¢lovéka. Kvalita téchto zvifat, tedy i kvalita stravy pro ¢loveka, zavisi pfedev§im na jejich
vyzivé. BylozZravi pfeZvykavci jsou skupinou, pro kterou je slozeni krmiv velice dulezité,
nebot’ nejsou schopni pomoci vlastnich enzymu $té€pit polysacharidy rostlin 491 K rozkladu
krmiva vyuZivaji symbiotického vztahu s mikroorganismy, bakteriemi, prvoky a houbami,
které osidluji ptedzaludek. Bachorovy ekosystém je proto pfedmétem intenzivniho studia
jiz vice nez sto let. Zajem o né&j neklesa ani v soucasnosti vzhledem ke snaze, o co nejlepsi
vyuziti a regulaci jedine¢né schopnosti pieZvykavci produkovat Zivoc€iSnou bilkovinu

z rostlinné biomasy.

1.2 Bachorové prostiedi prezvykavci

Bylozravci vyteSili konkurenéni boj o potravu s ostatnimi zvifaty konzumaci rostlinné
biomasy s vysokym obsahem strukturalnich polysacharidii (hlavné celulosy, hemicelulosy
a pektinu), které jsou pro ostatni Zivolichy malo stravitelné nebo nestravitelné. Tyto
polysacharidy jsou S$tépeny mikroorganismy obyvajicimi travici trakt svého hostitele
a ziskava se tak energie vyuzitelnd obéma organismy. Na vrcholu evoluéniho stromu
bylozZravcl stoji prezvykavci, u kterych se v travicim traktu vytvofil segmentovany
ptedZaludek sloZeny z bachoru, knihy a ¢epce. Bachor je nejvétsi ze tii ¢asti prfedzaludku.
Jeho objem je u dospélého dobytka 100-120 litrti. Nachazi se v levé poloviné bfisni dutiny
a lezi mezi branici a panvovym vchodem. Je tvofen dvéma nad sebou uloZenymi vaky,
které jsou oddélené podélnymi brazdami ',

Komory pfedZaludku maji charakter fermentorti s diskontinualnim davkovanim krmiva
a vytvareji tak idealni prostfedi pro fermentujici mikroorganismy. Pro bachor je typicka
teplota 39-40°C. Pfi intensivni fermentaci mize vystoupit aZ na 41°C, naopak po poZiti
vétSsiho mnoZstvi vody poklesne o 5-10°C. Hodnota pH je 6-7 a redoxni potencial je
vyrazn€ zaporny (-150 az -300 mV), coZ je zplsobeno hlavné fermentaéni &innosti
mikroorganismil. Bachorovovy plyn obsahuje hlavné CO, (40-80 %), metan (20-40 %),
dusik (3-15 %) a vodik (1- 5%) 13!,
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1.2.1 Mikroorganismy v bachoru prezvykavcii

Symbiosa zvifete s bachorovymi mikroorganismy pfinasi hostiteli nutri¢ni vyhody, které
stavi pfezvykavce na vyjimeéné misto mezi hospodafskymi zvifaty. V béZné bachorové
populaci se vyskytuji hlavné bakterie, protozoa a houby. Tyto mikroorganismy se
v travicim traktu vyskytuji pfichycené na ¢asteckach potravy, adherované na epitel st€ny
zaludku nebo volné pohyblivé v bachorové tekutiné 291 Nejpocetngji jsou zastoupeny
bakterie [”*!. Diky svému poitu (10° az 10'"/ml) nejvice ovliviiuji bachorové prostiedi.
V bachoru se mohou vyskytovat i kvasinky a plisng, které se tam dostaly

s kontaminovanym krmivem (731,

1.2.2 Anaerobni bachorové houby

Bachorové houby jsou jediné dosud popsané striktné anaerobni niz$i houby, jejichz
existence byla mikrobiologiim dlouho utajena. Motilni zoospory hub byly v bachorovém

obsahu pozorovany jiz davno !'2! 73]

, ale védci je myln€ povazovali za zastupce protozoi
Také nazor J.W. Fostera formulovany v roce 1949, ktery tvrdil, Ze nemohou existovat
anaerobni houby a nemohou metabolizovat karbohydraty anaerobnim kvaSenim 73] byl
jednou z pki¢in pozdniho objevu anaerobnich hub. AZ v roce 1974 vyslovil Orpin !
pochybnosti o tom, zda se skuteéné jedna o prvoka. Své uvahy opiral o pozorovani
prudkého nartistu hmoty domnélého bicikovce béhem 20-ti minut po nakrmeni zvifete.
Hustota biomasy poté zvolna klesala a zhruba po 10-ti hodinach doséhla minimalni
hodnoty, na které setrvala az do daliho krmeni. V dalsich studiich Orpin ®* odhalil, Ze
domnély prvok je ve skutecnosti pohyblivé generativni stadium (tj. zoospora) niz§ich hub.
Pokles koncentrace zoospor vysvétlil jejich pfeménou na nemotilni vegetativni stadium.

Vyzkum buné&éné stény téchto organismil prokazal pfitomnost chitinu [88]

(22]

a chitinsyntetasy

, coZ byl kone¢ny ditkaz toho, Ze tyto mikroorganismy patii mezi niz$i houby (B3] Prvni

(84]

izolaty byly prove%zny ve Velké Britanii zovce © -, u nas poprvé izolovala anaerobni

houby Novozamskajz Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky AV CR v roce 1987. Jakmile

se zjistilo, ze lze houby izolovat i z trusu zvitat %1 byly popsany houby u celé fady

ptezvykavcl i jednozaludkovych byloZraved jako je napf. slon !

. Anaerobni houby
nebyly izolovany ze zaZivaciho traktu byloZravci s rychlym obratem jako je napf. kralik
nebo vacice ', To naznaluje, Ze anaerobni houby jsou pfitomny skoro ve vSech savéich

bylozravcich at’ uz domacich ¢ divoce Zijicich 2,

12
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1.2.3. Prenos mikroorganismii mezi byloZravci

Novorozeny piezvykavec postrada celulolytickou mikrofléru, kterd je pfitomna
u dospélych jedinc. Mlad'ata ziskavaji energii z mlééného cukru stejné jako mali savci
(12 Houby se objevuji v bachoru prvni tyden po narozeni. Ve tietim tydnu, kdy mladé
zalina pfijimat pevnou stravu, dochazi ke sniZeni mnoZstvi hub (341 Po odstavu se zvétsi
obsah bachoru a zvife ziskava celou mikrofloru bachoru. O ptenosu mikrofléry z matky na
mladé se toho zatim vi velice malo. Ke kolonizaci dochazi béhem odstaveni ptes sliny
pfimo mezi dvéma zvifaty nebo nepfimo pies aerosoly, krmivem a pitim spole¢né vody 130.
“4 Ptenos z trusu neni pravdépodobny. I kdyZ pieZivajici struktury anaerobnich hub se

mohou $ifit na rostlinstvo a byt postupné poZrany byloZravci (21

1.3 Bachorové anaerobni houby

1.3.1 Taxonomické zarazeni anaerobnich bachorovych hub

Soucasny taxonomicky systém anaerobnich hub byl vytvofen na zékladé morfologickych
kritérii. Jednotlivé rody jsou definovany na zakladé monocentrické ¢i polycentrické stélky,
bulboznich ¢i vlaknitych kofinki mycelia a poctu bi¢iklh u zoospor. Ur€eni druht
anaerobnich hub se opird o ultrastrukturu zoospor. Takto vytvofeny systém vSak nepocita
s morfologickou variabilitou jednotlivych kmen(i hub zpisobenou biotopem, v némz se
hostitelské zvite vyskytuje. Tento taxonomicky systém se stale jesté¢ dotvati. Nedavny
rozvoj molekularné genetickych metod vSak nabizi fadu zptisobu ke zkoumani taxonomie
a fylogenetické ptibuznosti izolovanych kmend na zaklad€ analyzy DNA, kterd neni

morphologickymi zmé&nami ovlivnéna ),

V3echny dosud popsané druhy anaerobnich hub tvofi b&hem svého vyvoje zoospory /
a proto byly zatfazeny do kmene Eumycotina, podkmene Mastigomycotina a tfidy
Chytridiomycetes. Barr 1 zavedl novy fad Spizellomycetales, ktery v sob& obsahoval

vSechny anaerobni houby. AvSak dal$i zkouméni ultrastruktury, fyziologie a rRNA

[59, 60, 75, 76]

sekvenci ukazalo vyrazné rozdily mezi anerobnimi houbami a ostatnimi

(60]

aerobnimi houbami tadu Spizeollomycetales. Proto byl pozdéji vytvoien novy tad

13
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Neocallimastigales (dtive Neocallimasticales). Tento tad obsahuje jedinou d&eled

[3. 37] (73]

Neocallimasticaceae , do které byly zafazeny jen anaerobni houby '*'. Dnes je

popsano 16 druht patficich do 6 rodii !''?], které jsou shrnuty v tabulce 1.

Nynéj3i klasifikace anaerobnich hub *°1:

Kmen: Fucomycota
Podkmen: Mastigomycotina
Ttida: Chitridiomycety

Rad: Spizellomycetales

Celed’: Neocallimastica

Podle typu stélky rozezndvame dvé hlavni skupiny anaerobnich bachorovych hub:

monocentrické (maji jedno centrum reprodukce) a polycentrické (maji mnoho center

rozmnozovani) i),

[113,94]

Tab. 1. Rozdéleni rodi anaerobnich hub a jejich struéna charakteristika

Caecomyces Caecomyces communis | ovce

monocentrickd nebo | Caecomyces equi kan 1331

polycentricka stélka,

jednobitikaté zoospory

Piromyces Piromyces communis ovce >3

monocentricka stélka, | Piromyces mae ki [58]

jednobiCikaté zoospory, | piromyces dumbonica slon 58]

vidknité thizomycelium Piromyces rhizinflata slon (58]
Piromyces minutus jelen 1401
Piromyces spiralis koza [41]
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Neocallimastix Neocallimastix frontalis |ovce 71
monocentrickd stélka, | Neocallimastix ovce [92]
polybi¢ikaté zoospory, patriciarum ovee [122]
vlaknité rhizomycelium Neocallimastix kriva [42]
hurleyensis
Neocallimastix variabilis
Cyllamyces Cyllamyces aberensis ovce 4
polycentricka stélka,
jednobicikaté zoospory
Anaeromyces Anaeromyces mucronatus | ovce =0l
polycentricka stélka, | Anaeromyces elegans krava (431
jednobi¢ikaté zoospory,
vlaknité rhizomycelium
Orpinomyces Orpinomyces joyonii ovce (o
polycentricka stélka,
polybicikaté zoospory,
vlaknité rhizomycelium

1.3.2 Zivotni cyklus anaerobnich bachorovych hub

Zivotni cykly anaerobnich hub jsou si velmi podobné a je pro né typické stfidani motilni
faze zoospor s nemotilni vegetativni fazi stélky *!. Stélka nese sporangium, ze kterého se
uvolriuji zralé zoospory (viz obr.1, str. 16). Prazdné sporangium je straveno hostitelskym
zvitetem. Zoospory se aktivné pohybuji pomoci Dbiéikatého aparatu. Diky
chemoreceptorim lokalizuji rostlinné pletivo a zachyti se na pevném xylemu. Dale nastava
encystace, penetrace rostlinnych vlaken rhizoidy a vytvofeni nového sporangia. K uvolnéni
spor dochazi 0,5-1 hodinu po nakrmeni zviiete **3* %8¢ 7oosporogenese je indukovana
sacharidy rozpustnymi ve vodé, které jsou pfitomny v krmivu, a také hemem, jehoz
derivaty jsou prosthetickymi skupinami n&kterych rostlinnych enzyma 8 120 %1 87} Byly

identifikovany !

Ctyfi chemoreceptory pro glukosu, fruktosu, mannitol a mannosu nebo
pro jejich smés se sacharosou. Chemotaxe zoospor se projevila uz pfi koncentraci 1 pM
sacharosy. U zoospor byl také pozorovan améboidni pohyb po povrchu rostlinné hmoty.
Je-li hostitelské zvife krmeno jednou denné, trva Zivotni cyklus druhd rodu Neocallimastix

asi 24-35 hodin " %Y. Pokud ma zvife kontinualni pfisun potravy, muze se Zivotni cyklus
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87]

urychlit az na 8 hodin 87 Invaze hub je tedy pomérné rychld. Zoospory obsazuji

poskozené &asti rostlin jako konce stonkid, kde dozravaji do vegetativniho stadia. Rhizoidy

poté pronikaji hluboko do pletiv, kde travi polymery buné¢nych stén (541,

Spekulace o tom, Ze Zivotni cyklus anaerobnich hub miiZe také obsahovat fazi pohlavniho
rozmnoZovani, jsou zcela teoretické a dosud Zadna pozorovani in vitro tuto domnénku

nepotvrdila (3],

p (12]

Obr. 1. Zivotni cyklus anaerobnich bachorovych hu

1.3.3 Kvaseni a metabolismus

Bachorové houby se pfizplsobily anaerobnimu prostiedi ztratou mitochondrii (126, 82

Nejsou schopny tvofit energii acrobnim nebo anaerobnim dychdnim a nemohou hromadit
redukujici ekvivalenty v transportnim fetézci elektrond, kde by byl kyslik akceptorem (1o,
Zv1astnim energetickym centrem anaerobnich hub jsou hydrogenosomy, organely schopné
vazby metabolismu glukosy na vznik energie s produkci H, U7 12!, Houby ziskévaji energii
anaerobnim kvaSenim uhlovodikd. V tomto procesu vystupuji uhlovodiky jako akceptory

1 donory elektrond. Anaerobni kvaseni vykazuje mensi energeticky zisk oproti aerobnimu

dychani, protoZe &ast energie ziistava vazana v produktech ') P¥i aerobnim dychani se
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kompletni oxidaci 1 molu glukosy za vzniku H,O a CO, ziska 36 molekul ATP, zatimco
pfi anaerobni fermentaci jen 2 molekuly ATP.

V zoosporach anaerobnich hub jsou hydrogenosomy umistény v blizkosti biciku (76,74, 121
Toto umisténi obdobné poloze mitochondrii v aerobnich zoosporach vede k predpokladu,

Ze velka ¢ast energie vyrobené v hydrogenosomech je pouzita na pohyb biciku (21

1.3.4 Metabolismus hexosy

Metabolismus glukosy byl zkouman na dvou houbach: N. patriciarum a N. frontalis [126,82]

U obou organismi se projevuje spojeni n€kolika anaerobnich metabolickych cest.
U N. frontalis je pyruvét, ktery vznika glykolysou z glukosy, pfemé&nén pomoci enzymu
pyruvakarboxylasy na oxalacetat, ktery je redukovdn malathydrogenasou na malat. Malat
je transportovan do hydrogenosomt, kde hydrogenosomadlni enzymy vytvafeji energii
oxidaci pomoci NADH:ferredoxin oxidoreduktasy. Protonova redukce probiha pies
ferredoxin a hydrogenasu na H, (viz obr. 2, str. 18). Pyruvat vytvoteny oxidaci je
pfenesen zpét do cytoplazmy, kde je pfeménén na oxalacetit nebo redukovan
laktatdehydrogenasou na laktat. Ten je metabolizovan na acetat nebo dekarboxylovan
pyruvéatdekarboxylasou na acetaldehyd s naslednou pfeménou na ethanol (126.82]

U houby N. patriciarum je i ptes podobnost zakladnich cest rozdil v metabolismu hexos.
Glukosa je prvotné¢ pifeménéna na fosfoenolpyruvat. Fosfoenolpyruvat je nasledné
karboxylovan na oxalacetat, pied redukci na malat. Pyruvat produkovany
v hydrogenosomech je pfeménén na yiosfoenolpyruvét pyruvatkinasou a dochazi k pfeméné

na konecné produkty kvaSeni. U mnohych anaerobnich hub ale vznikaji i jiné produkty
(M Pfitomnost pyruvét-format lyasy naznacuje, Ze pyruvat je §tépen na mravenéan
a acetyl CoA, ktery je dale metabolizovan na ethanol a acetat %), Zavérem tedy lze
shrnout, Ze anaerobni houby pfeménuji hexosu na mravenéan, acetat, laktat, ethanol, CO,

9, 65, 96, 1 s , . NI
a Hy ! 31 Mnohem méng je zndmo o kone¢nych produktech kvaseni na jinych

substratech nez je glukosa (2]

17



Teoreticka ¢ast
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[82]

Obr. 2. Metabolismus glukosy u Neocallimastix frontalis
Enzymy ucastnici se metabolismu: 1- pyruvat karboxylasa, 2- malat dehydrogenasa,
3- jable¢ny enzym, 4- NADH(NADPH): ferredoxin oxidoreduktasa, 5- hydrogenasa,
6- laktat dehydrogenasa, 7- pyruvat dekarboxylasa, 8- alkohol dehydrogenasa

1.3.5 Enzymy degradujici rostlinnou biomasu

Bachorové houby maji mimofadnou schopnost u¢inné degradovat rostlinnd pletiva tvofena
celulosou, xylanem a ligninem, glykogenem, $krobem & inulinem ®® . Anaerobni houby
dokazi uspésné rozkladat i velmi odolny vaskuldrni systém &i sklerenchymalni pletivo,
obecné povazované za nedegradovatelné. Houby v bachoru jsou prvotnimi kolonizatory
rostlinné biomasy, otviraji a zpfistupriuji tak rostlinné stény bunék dal§im bachorovym

(73]

mikroorganismim Anaerobni houby maji totiz k dispozici velkou $kalu
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hydrolytickych enzym, které umozfiuji rozkladat rostlinné pletivo. Ty zahrnuji celulasy

(66, 72] [108] glukosidasy a xylosidasy ©**), disacharidasy 1381,

[14, 15, 16]

(66.2. 1981 hemicelulasy , Xylanasy

pektinlyasy B3] feruloyl a p-coumaroyl esterasy , amylasy, amyloglykosidasy .

%1 a v neposledni fadé proteasy [119.1,67] y&t3ina informaci o téchto enzymech byla ziskana
ze surovych extrakti zkultur. Jak stélka tak i zoospory vykazovaly produkci
hydrolytickych enzymt [123. 1241 "Ngkteré hlavné extracelularni enzymy jako B-xylosidasa
391 xylanasa ['®® B-glukosidasa % 28] a p-coumoroyl a feruloyl esterasa byly vy&istény

a charakterizovany.

1.3.6 Genom anaerobnich hub

Jednou z neménnych charakteristik mikroorganismii je zastoupeni G+C part v genomu
(vyjadfeny v molarnich procentech). Jaderny obsah G+C pari anaerobnich hub je zcela
vyjime€ny, nebot’ se zna¢né 1i8i od hodnot namétenych u vSech ostatnich hub. Obsah G+C
parti anaerobnich hub je dokonce vibec nejniz§i mezi vSemi dosud zkoumanymi
mikrooorganismy. Pfi vyzkumu izolované monocentrické houby Neocallimastix (kmen
LM-2) byl zjistén v DNA obsah G+C pard jen 18 %. Tato hodnota zahrnuje ¢asto se
opakujici geny kdédujici rRNA. Pokud by nebyly brany do vypo¢tu, klesne ¢islo na 12-13
% 21 U dalsich roda anaerobnich hub se obsah G+C parti pohybuje v rozmezi od 14 do
22 %, zatimco pro ostatni houby z téidy Chytridiomycetes lze v literatufe nalézt hodnoty

v rozsahu 44-66 % Y. Toto vyrazné niz§i procentudlni zastoupeni G+C pari

Mrwe

osidluji, tedy traviciho traktu prezvykavea 2.
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1.4 Chytinolytické enzymy

1.4.1 Uvod

Obecny pojem chitinasy v sobé zahrnuje enzymy, které se podileji na degradaci chitinu.
Patfi sem endochitinasa a exochitinasa {[poly (1,4-B-(2-acetamido-2-deoxy-D-glukosid)]
glykanohydrolasy}), které jsou, i pres rozdilny mechanismus St€peni, zafazeny
v nomenklatufe pod stejné &islo EC 3.2.1.14. Dale se pii St€peni chitinu uplatiiuje
N-acetylglukosaminidasa (2-acetamido-2-deoxy-p-D-glukosidacetamidodeoxygluko-
hydrolasa, EC 3.2.1.30) a N-acetylhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) (591,

Chitinasy jsou produkovany celou fadou organisma, pfi¢emz fyziologické role chitinas se
zna¢né li$i. Patogenni funkci maji chitinasy produkované houbami, protozoi ¢i bakteriemi,
které napadaji ¢lenovce a hmyz. Naopak obranna funkce je typickd pro chitinasy, které
produkuji rostliny v pfipadé zranéni nebo napadeni patogennimi houbami. Chitinasy byly
objeveny i u zvifat, a to jako obranny mechanismus v krvi ptezvykavci 531 Pro mnohé
bakterie, které jsou schopny utilizovat chitin jako zdroj uhliku a dusiku, maji chitinasy roli
nutri¢ni. Také masozravé rostliny pouzivaji chitinasy pfi traveni. U hub, které nevyuzivaji
chitin jako substrat, nybrz je pro n¢ strukturdlnim polysacharidem jejich bunééné stény,
hraji chitinasy roli morfogenetickou a autolytickou, tak jak je popsano

v samostatné kapitole 1.4.4 *%,

1.4.2 Chitin

Chitin je nerozvétveny homopolymer N-acetylglukosaminovych (GlcNAc) jednotek
v B-1,4 spojeni, které tvoii tercialni strukturu sloZzenou z a helix stabilizovanych
intramolekularnimi vodikovymi mustky do forem mikrovldken (viz. obr. 3, str. 21).
Nejbéznéjsi a chitin tvofi antiparalelni uspotadani fetézcl, které jsou kovalentné nebo
nekovalentné spojeny s mnoha proteiny a polysacharidy. Chitin je strukturalni slozka
bunécnych stén hub a nékterych fas, jeho piitomnost v myceliu byva uZivana jako
kritérium pro uréovani hub ). Rigidni struktura chitinu chrani formou skotéapek a kutikul
fadu ¢lenovcl, mekkyst, Cervil a jinych typt organismi. Odhadnutd ro¢ni produkce

chitinu je 10" az 10" tun **,
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Syntézy chitinu se uastni membranovy protein chitin syntetasa (EC 2.4.1.16), ktera
katalyzuje ptenos N-acetylglukosaminu z UDP-N-acetylglukosaminu (uridin 5’-difosfo-N-
acetylglukosamin) do chitinového fetézce. Houby maji k dispozici dva druhy chitin
syntetasy- chitin syntetasu 1 a 2, coz bylo prokazano pfi pokusu s kvasinkou S.cerevisiae,

ktera produkovala chitin i po naru$eni genu pro Chsl (231,

Obr. 3. Zakladni stavebni jednotka chitinu

1.4.3 Bunécnd sténa hub

Hlavnimi komponenty buné¢né stény hub jsou uhlovodiky ve formach polysacharidi nebo
glykoproteini. Nejvyznamnéj§im strukturdlnim polysacharidem stény je chitin, dalSimi
slozkami pak jsou glukany, B(1-3)-B(1—6)glukan a B(1—>4)glukan(celulosa). Slozky
bunécné stény se mohou rozdélit do dvou skupin: strukturni slozky a intersticialni slozky,

které plni prostor v bunéénych sténach .

Strukturni sloZky : chitin,

Intersticidlni slozky : mannoprotein, galakto-mannoprotein, xylo-mannoprotein,
glukuronomannoprotein, a(1—3)glukan

Zikladni zasada Bartnicki-Garcia pro apikalni rast hub ' je, Ze pfi rlstu existuje

rovnovaha mezi enzymy katalyzujici syntézu a lyzi buiiky. Novy material se zacleni do
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stény vchlipenim. Lytické enzymy stale uvoliiuji ¢asti bunééné stény ve vrcholu a tim
vytvafi mezeru pro vloZeni novych soucasti bunééné stény. Lytické enzymy jako chitinasa
je zapojena do degradace sténovych polymerti b&éhem smrti, degradace piepazek pfi

[99]

migraci jader, do fize hyf, sporulace, kli¢eni a autolysi Tato zdsada vyZaduje, aby

TN
kazda houba obsahovala enzymy metabolizujici chitin. Na metabolismu chitinu se podileji

3 enzymy: chitinasy, B-GlcNAcasa a chitin syntetasa o7,

1.4.4 Chitinasy

Chitinasy $tépi chitin (viz. obr. 4, str. 24) tak, Ze hydrolyzuji B-glykosidické vazby mezi
N-acetylglukosaminovymi jednotkami (GlcNAc) 1 Endochitinasa §t&pi nahodng& uvnitf
molekuly po celé délce vlakna chitinu a jejim kone¢nym produktem jsou rozpustné
nizkomolekularni multimery GlcNAc jako jsou chitotriosy nebo chitotetrosy [*),
Exochitinasa na rozdil od toho postupné odstépuje acetylchitobiosy z neredukovaného
konce. Tento enzym je proto n€kdy nazyvan jako chitobiosidasa. Findlnim enzymem je
B-1,4 N-acetylglukosaminidasa ), ktera $tépi diacetylchitobiosy stejné jako chitotriosy
a chitotetrosy na GIcNAc monomery. Hydrolyza terminalniho neredukovaného konce
N-acetylhexosaminového zbytku je provedena N-acetylhexosaminidasou (%91

Enzym deacetylasa (chitin deacetylasa, EC 3.5.1.41) také patii do komplexu chitinasovych
enzymi, nebot jeho plsobenim dochazi k ods$tépeni N-acetamidolovych skupin
z N-acetyglukosaminovych jednotek, coz vede ke konverzi chitinu na chitosan. Vyhodou

chitosanu je, Ze neni jiZ tak rigidni jako chitin (%,

Chitinasy byly objeveny samoziejmé i v jinych organismech, proto pro srovnani uvadim

vlastnosti chitinas u n&kolika z nich (viz. tab. 2, str. 23) ).
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[99]

Tab. 2. Vlastnosti vybranych chitinas u nékterych organisma

Aspergillus nidulans

extracularni 5,00 - 27 Hg”*,Cu**,Ca®*,Ag”* |endo
Mucor mucedo

cytosolicka 5,65 - - Ccu* endo
mikrosomalni 5,55 _ _ Cu**, PMSF endo

Mucor rouxi

cytosolicka A |- - 53 - €xo
4 hod kultivace B |_ - 28 - €xo
cytosolicka C 16,50 30°C 30,70 _ €xo
10 hod kultivace D | 50 30°C 24,20 _ €x0
Neurospora crassa

cytosolické 6,70 _ 20,60 Hg”",Cu® endo
Saccharomyces

cerevisiae

cytosolicka 2,50 - 130 - endo

Houbové chitinasy byly nalezeny v extracelularnim a periplasmatickém prostoru a také
v plasmatické membrané. U mikrosomalnich frakci zatim nebyla nalezena moZznost jak
chitinasy purifikovat a vétSinou mikrosomalni frakce vykazuji vznik diacetylchitobiosy
namisto chitinu pfi inkubaci s UDP-N-acetylglukosaminem, coZ je substrat pro chitin
syntetasu. Chitinasova aktivita byla objevena i v ruznych subcelulamich frakcich kromé
mikrosomalni. U N. crassy byla chitinasova aktivita objevena hlavné¢ v membranovych
frakcich, ale nejvice aktivity-kolem 30 % a 50 %- bylo objeveno ve frakcich bunéEnych

stén a v cytosolickych frakcich (%91,

Vseobecné vlastnosti vychazeji i z pfedeslé tabulky (1,

1. mirné kyselé optimalni pH

2.vysoka optimalni teplota

3. vysoky stupeii stability dan asi glykosilaci

4. pfitomny jak exo tak endo aktivity
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5. molekularni hmotnost zna¢né rozdil .
6. nejvétsimi inhibitory: méd’ a rtut’
7. pdsfrédéni iontovych kofaktort
Chitinasy byly rozdéleny do dvou skupin %91,
Typ A: kyselé, ¢asteéné skryté, s neobvyklou afinitou k dextran gelu a pasobici
slabé na koloidni chitin
Typ B: bazické nebo neutralni, s obvyklym chovanim pii gelové filtraci

a s moznosti degradovat pfipraveny chitin.

endochitinasa o
exochitinasa Chitin chitin deacetylasa
Chitooligosacharid Chitosan
exochitinasa chitosanasa
N,N’-diacetylchitobiosa Chitobiosa
N-acetylglukosaminidasa glukosaminidasa

N-diacetylglukosamin

deacetylasa

Glukosamin

Obr. 4. Cesty degradace chitinu 1!
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1.5 Zavér

Anaerobni houby jsou zajimavé nejen svou jedine¢nosti mezi houbami, ale i svou roli
v degradaci rostlinné biomasy. Jako fibrolyticti parazité na travach se vyvinuly pied
nékolika miliony let. Zabiraji jedine¢né misto v zazivacim traktu prezvykavych savci, kde
se udastni kolonizace rostlinné bunééné stény. Jejich objev a popis vyvratil do té doby
uznavané dogma o tom, Ze houby potiebuji ke svému Zivotu kyslik. Houby jsou
distribuovany po celém svété mezi divoce Zijicimi i domestikovanymi ptezvykavci. Je také
mozné vyprodukovat mutantni formy hub se zvét$enou aktivitou nékterych enzymu. Také
stoji za zminku, Ze houby rostou vbachoru vedle mnohem rychleji rostoucich
mikroorganismi. Z toho byl vyvozen nazor, Ze houby piezZivaji diky svému uto¢nému
zpusobu ristu a kvuli mnoZstvi biomasu degradujicich enzyml. Také je mozZné, Ze
ptezivaji oproti jinym mikroorganismim diky svému chemickému obrannému
mechanismu '],

U anaerobnich hub se studuje velmi intenzivné zejména jejich celulasovy systém.
Chitinasy, které se u téchto hub podileji na vystavbé bunécné stény, byly u anaerobnich
bachorovych hub dosud zb&€Zné popsany pouze u monocentrické anaerobni houby rodu
Piromyces. Chitinolyticky systém anaerobnich hub je tedy nové dosud neprobadané téma.
Zajem o chitinolytické enzymy v poslednich letech stoupa z nékolika divodu. Jednak
proto, Ze chitin je na Zemi, hned po celulose, nejrozsifenéjsi polysacharid. Jeho nejvétsim
producentem jsou motské organismy a vznika problém s likvidaci tohoto odpadu, ktery je
velice rigidni a téZce degradovatelny. Dal§im divodem zvySeného zajmu o chitinasy je
jejich potencialni vyuziti jako antifungélni a insekticidni latky. V neposledni fadé se
chitinasy studuji jako vyznamné enzymy bunééné stény s cilem regulovat bunéény rust at’

uZ v supresivnim, ¢i aktivaénim smyslu.
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2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Predkladand diplomova prace se zabyva chitinolytickym systémem anaerobnich
polycentrickych hub. Cilem prace bylo zjistit, které enzymy s chitinasovou aktivitou jsou
v tomto systému zastoupeny, které z enzymu jsou dominantni, kde jsou lokalizovany a jaké

jsou jejich kinetické parametry a fyzikalné-chemické vlastnosti.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Pouzity material
0 Oxoid: tryptone, yeast extract (kvasni¢ny autolyzat)

O Lachema: D-glukosa, mikrokrystalicka celulosa, hydroxid barnaty, siran

zine¢naty, o-fenantrolin, chlorid kobaltnaty, chlorid barnaty, chlorid hofe¢naty, kyselina
chlorovodikova, bromfenolova modf, glycerol, thiosiran sodny, dusi¢nan stiibrny,

trichloroctova kyselina, hydroxysiran sodny, siran amonny, chlorid Zelezity

O Imuna: enzymovy kaseinovy hydrolyzat

O Difco: agar

O Sigma: L- Cysteine, CM-chitin, phenylmethylsulfonyl fluorid, EDTA, thimerosal
(Merkury-[(o-carboxyphenyl)thio]-ethyl sodium salt, SDS, N,N’-methylelbisakrylamid,

trizma (Tris), persiran amonny, izobutanol, P-nitrophenyl-B-D-N,N’-diacetylchitobiosa,
azokasein, 3-methyl-2-benzothiazolinone-hydrazon, D-glukosamin, sulfamat amonny

O Lach-Ner: uhli¢itan sodny, dihydroxyfosforetnan sodny, hydroxid sodny,
k. chlorovodikova, kyselina octova, formaldehyd, chlorid sodny

O Serva: azid sodny, dithiothreitol (DTT)

O  Fluka: EDTA, N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylendiamin, merkaptoethanol,
DL-dithiothreitol, kongo Cerveil

K Acros Organics: hydrazid 4-hydroxybenzoové kyseliny
B Chemapol: chlorid manganaty, chlorid draselny
O Amresco: akrylamid
O Pharmacia: standard pro elektroforézu (94 000-14 400 kDa)

O Koch-Light Laboratoriem Itd.: triton
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3.2 Pouzité pristroje
spektrometr: Thermo spectronic Biomate
vodni lazeti: 'Y 28 Grant
TW 12 Julabo
MLW W 10
pH metr: pH meter 3310 Jenway
centrifuga:.  MLW K 23D
MLW K 23
MLW K 24
autoklav: PS20A Chirana
sonikator: Vibra cell Sonics & Materials Inc.
analytické vahy: L420 D Sartorius laboratory
termostat: TCH 100 Laboratorni pfistroje Praha
mikropipety: Nichipet EX Nichiryo
Spicky: Neptune
ultrafiltraéni cely model 8400, model 8010 Amicon, Millipore
aparatura pro elektroforesu: BIO-RAD
chlazeni elektroforesy: Haake K20, DC 10

3.3 Zvirata

Anaerobni houby byly izolovany zbachorové tekutiny nebo ztrusu piezvykavci
chovanych v riznych lokalitich. Bachorovou tekutinu se podafilo ziskat z pistelované
dojnice ustijené ve staji VUZV v Praze Uhfinévsi, anebo z bachoru krav na jatkach.
Dojnice byla krmena kukufi¢nou silazi, senem a doplitkovou krmnou smési.

Ve vétSiné pfipadd vSak byly houby izolovany z trusu byloZravcd chovanych v prazské
Z00, a to konkrétné ztrusu bizona, zubra, lamy a dale ztrusu jelena Zijiciho
v experimentalni obote VUZV v Praze-Uhfingvsi. ByloZravci byly krmeni kombinovanymi
krmivy pokryvajici jejich specifické nutriéni pozadavky. Krmnda dévka se lisila pfedev§im
vzajemnym pomeérem jednotlivych sloZzek. Hlavnim komponentem bylo vojtéskové seno a
jadmé krmivo (ovesny S$rot, mackany oves nebo specialni granulat pro byloZravce).

Nekterym zvifatim byla pfidavana do krmné davky ovoce a zelenina.
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3.3.1 Transport traveniny pro izolaci bachorovych hub

Vzorky pro izolace hub byly pfepravovany z terénu do laboratofe v termoboxu bud’ piimo
v anaerobnim médiu nebo v Petriho miskach pfi teploté okolo 30°- 35°C. B&hem dvou
hodin byly vzorky resuspendovany v anaerobnim diluénim roztoku (viz 3.3.3). Takto
zfedéna suspenze, i s Casti nestravené potravy, byla inokulovana do ristového media M10
271 s glukosou a antibiotiky a poté byly kultury umistény do termostatu a pfi 40°C

kultivovany po dobu 2-5 dni.

3.3.2 Izolace a uchovavani cistych kultur hub

Anaerobni bachorové houby byly ztrusu ¢i bachorové tekutiny prezvykavcd izolovany

471 K ziskani &istych kultur bachorovych hub bylo tieba odstranit

metodou Joblina
bakterialni kontaminaci. K tomuto ucelu se pouzivd smeés antobiotik penicilinu,
streptomycinu a chloramfenikolu, tak jak je uvedeno v kapitole 3.3.3. Opakovanymi
subkultivacemi na médiu s antibiotiky se houby zbavuji bakterii a poté se mechanicky déli
na agarovych plotnach (1,5 % agar s médiem M10 (6. “0]). Kultivace probihala ve
specidlnich anaerobnich nadobach po dobu tii az péti dnt, poté byly pod mikroskopem
vytipovany kolonie hub vhodné k izolaci, které byly inokulovany do 20-ti ml penicilinek
obsahujicich stejné medium bez agaru. Izolace a identifikace byla provadéna RNDr.
Katefinou Fliegerovou, CSc., ja jsem se podilela prabéZné na ptipravé kultiva¢nich médii.
[zolaty byly dale uchovéavany pravidelnym pasazovanim v tekutém mediu stejného sloZeni
s glukosou nebo celobiosou, aviak bez agaru. Vzdy po Ctyfech dnech byly izolované
kultury pteockovany.

Pro dlouhodobé uskladnéni Zivotaschopnych hub se houby zmraZuji pti -80°C v 5 %
roztoku dimethyl sulfatu nebo ethylenglykolu. Uchovani pii -80°C je <&asové omezeno
pouze na nékolik mésicl, anaerobni houby nejsou pfili§ tolerantni ke kryogennim
technikdm, Zivotnost kultur po zamraZeni je asi 50%. Zmrazeni nemd vliv na

morfologicky vzhled ani metabolickou aktivitu kultur /",

3.3.3 Kultivacni techniky a Zivnd média

Mnoho metod a médii uzivanych pti studiu bachorovych hub pochazi od Hungatea, ktery
studoval anaerobni bachorové baktérie ** *¢, VSechny tyto techniky a sloZeni médii bylo

upraveno pro praci s houbami. V3echna naSe média pouzivana u hub obsahuji bachorovou
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tekutinu. Jsou upraveny na pH 6,5 az 6,8 a mohou byt ztuzeny 0,8- 1,5 % agarem.
Kultivaéni média obsahuji resazurin jako redoxni indikator, mikro a makro mineraly,
organicky nebo anorganicky zdroj dusiku a L-cystein (1091~ Anaerobni houby rostou na
médiich s ptidavkem zdroje uhliku (glukosa, xylosa, celobiosa) ve sklenénych lahvickach
s gumovou zatkou a hlinikovou peéeti. Inkubaéni teplota je 39°C, coZ odpovidé teploté
v bachoru. Média jsou vétSinou o¢kovana kousky mycelia.

Bachorové tekutina pro Zivna média byla pripravena centrifugaci 20 min pfi 10000 ot/min
a zautokldvovéna. Ristovym substratem byla glukosa. Medium bylo pfipraveno anaerobné,
po upravé pH na 7,2 - 7,5 byl pfidan hemin a po povafeni bylo medium chlazeno a
probublavano plynnou fazi o sloZeni N; - 70 %, CO; - 25 % a H; - 5 %. Po ochlazeni na
ptiblizné 30°C byl pfidan NaHCOs, po jeho rozpusténi pak cystein a rustovy substrat.
Nasledovala uprava pH na 6,8 - 7,0. Poté bylo médium za stalého probublavani plynnou
fazi (cca 15 minut) rozpliiovano po 15 ml pro udely subkultivaéni a po 250 ml do 500 ml
ban¢k pro ucely experimentalni. Médium bylo sterilovano autoklavovanim pii 120°C po
dobu 45 minut.

Podrobné sloZeni kultiva¢niho média je uvedeno v nasledujicich odstavcich.

Slozent kultivacniho média M10*”: na 1000 ml

¢i8té€nd bachorova tekutina 200 ml
kvasni¢ny autolyzat 0,5¢g
Bacto-Casiton 2¢g
roztok heminu 10 ml
mineralni roztok A 38 ml
mineralni roztok B 38 ml
smés TMK 3,1 ml
resazurin (0,1 %) 0,5 ml
roztok vitamind 2ml
roztok mikroprvkl 0,5 ml
cystein 0,5¢g
NaHCO; 4¢
substrat 4¢g
voda 708 ml
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Mineralni roztok A (na 100 ml)

NaCl 12¢g
(NH4)SO4 12¢g
KH,S0, 0,6 ¢
CaCl, 0,12¢g
MgS04.7H,0 0,25¢g

Minerdlni roztok B (rozpis na 100 ml)
KHzP 04 0,6 g

Roztok vitaminii (na 100 ml, pH 7)

B1 thiamin 100 mg
B2 riboflavin 100 mg
K1 10 ml

Biotin 100 mg
k. pantotenova 100 mg
PAB k. aminobenzoové 100 mg
nikotinamid 100 mg
B6 pyridoxin 100 mg

Roztok mikroprvki (na 100 mil, pH 7)

NiCl, 38 mg
H3;BO4 50 mg
Na;Mo04.2H,0 1,65 mg
FeSO4.7H,0 75 mg
MnS0,4.4H,0 75 mg
ZnS0,4.7H,0 75 mg
CuS04.5H,0 38 mg
CoCl,.6H,0 38 mg
Kal(SO4),.12H,0 15 mg
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Chelaton 1
NaOH

Smés TMK kyselin

k.

~ ~ ~ =~ ~ ~ =~

octova

. propionova

. maselna

. isomaselna

. valerova

. isovalerova

. metylmaselna

. fenylpropionova

Roztok antibiotik

streptomycin

chloramphenicol (poly)

penicilin

Dilucni roztok

(pouziva se 0,1-0,5 ml na 10 ml media)

NaH2P04
cystein.HCI
NaHCO3

Resazurin

3.3.4 Studované kmeny anaerobnich hub

15 mg
38 mg

170 ml
60 ml
40 ml
10 ml
10 ml
10 ml
10 ml
100 mg

1 mg/ml
1 mg/ml
10000 U/ml

15,6 g/l
0,6 g/l
6 g/l

1 ml/1

V predkladané praci jsme studovali 10 kmend anaerobnich polycentrickych hub rodu

Orpinomyces a Anaeromyces. Tabulka 3 (str. 33) shrnuje jejich seznam, v némz je u kazdé

houby uvedeno oznaceni, rod, hostitelské zvife a ptivod hostitele.
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Tab. 3. Seznam studovanych kment polycentrickych bachorovych hub

Orpinomyces

KF1 krava staj VUZV v Praze- Uhfinévsi
KF2 krava staj VUZV v Praze- Uhfinévsi
KF3 krava staj VUZV v Praze- Uhfin&vsi
KF5 krava staj VUZV v Praze- Uhfin&vsi
KF6 krava st4j VUZV v Praze- Uhfinévsi
Anaeromyces

LF1 lama Z00 Praha

ZF1 zubr 700 Praha

JF1 jelen obora VUZV v Praze- Uhtinévsi
KF4 krava staj VUZV v Praze- Uhfinévsi
BF1 bizon 700 Praha

Podrobnéji jsme studovali chitinolytické enzymy u houby Orpinomyces joyonii KF2 | a
proto jsme se zaméfili i na morfologii tohoto kmene. Nativni preparat této houby jsme
pozorovali pomoci svételného mikroskopu v riznych svételnych reZimech. Viditelné
zafeni bylo pouZito pro pozorovani tvaru mycelia, ultrafiallové zafeni bylo pouZzito pii
pozorovani typu sporangialniho vyvoje, kdy byla jadra obarvena fluorescen¢nim ¢inidlem
bismenzimidem.

Pro ucely studia a charakterizace chitinolytického systému anaerobnich hub, byly houby

kultivovany 96 h na médiu M10 a jako zdroj energie byla vzdy pouZita glukosa v navazce
3g/l.

3.3.5 Priprava bunécnych frakci anaerobni houby KF2

Chitinasy anaerobni houby O. yojonii KF2 byly studovany ve tfech rliznych bunéénych
frakcich — extracelularni, cytosolové a v bunéénych sténach.

Extracelularni frakei je pfimo ristové médium separované od mycelia po 96 h kultivace.
S touto frakci jsme pracovali bud’ pfimo nebo jsme ji zpracovali ve dvou krocich. Nejprve

bylo médium 10x zahu§téno pomoci ultrafiltraéni cely 8400 (Amicon) pod tlakem helia
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300 kPa. Po celou dobu zahuitovani byla cela chlazena ledem. Pro zahuStovani byla

pouzita ultrafiltraéni membrana , ktera propousti bilkoviny mensi neZ 10 kDa.

Parametry pouZité cely:
ultrafiltraéni cela model 8400 firmy Amicon
kapacita 400 ml
minimalni pouZity objem 10 ml
prumér membrany 76 mm
plocha membrany 41,8 cm’
hmotnost 710 g
maximalni pouZitelny tlak 530 kPa

maximalni diafiltra¢ni tlak 390 kPa

Parametry pouzité membrany:
ultrafiltraéni membrana firmy Amicon
material polyethersulfon
prumér 76 mm
velikost: 10 kDa
membréna byla uchovavana v 0,02 % roztoku azidu sodném. Pf1 pouZiti nové
membrany bylo potfeba membranu oplachnout v destilované vod¢ a nechat 1
hodinu namoc¢enou v n€kolikrat vyménéné destilované vode¢, nebot’ membrana je

konzervovana glycerinem a azidem sodnym.

V druhém kroce byl do zahusténého media za stalého michani pfisypavan siran amonny
(59,2 g na 100 ml media), coz ptedstavuje 80 % saturaci siranu amonného. Pfi této saturaci
bylo pribézné kontrolovano pH a udrZzovéano na hodnoté pH 6 pomoci 8 % Na,COs. Tim
se zabranilo denaturaci bilkovin, ke které dochazi v kyselém prostiedi. Tento roztok byl
inkubovan pies noc pii 4°C, aby doslo k vysraZeni bilkovin. Druhy den byla sraZenina ve
vychlazenych kyvetach zcentrifugovana na vychlazené centrifuze 30 min pfi 5000 ot/min.
Sediment byl rozpustén v co nejmen$im mnozstvi 50 mM fosfatového pufru (pH 6) s
obsahem 1 mM EDTA. Roztok byl dialyzovan 2 dny proti stejnému pufru za stalého
michéani v lednici a pufr byl béhem dialyzy n€kolikrat vyménén. Vznikly roztok byl pro

dalsi experimenty zamraZen pii —3dF.
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Cytosolova frakce
Cytosolova frakce byla pfipravena z mycelia houby. 1 g mycelia byl homogenizovéan v5
ml fosfatového pufru pH 6 a poté 5 min sonikovan (amplituda 60, puls 1 s). Smés byla

sto¢ena 10 min pfi 4000 ot/min pfi 4°C. Supernatant byl nazvén cytosolova frakce.

—

—

Sediment byl pouZzit pro pfipravu dalsi frakce.

Frakce bunécnych stén

Sediment z pfedeslého kroku byl rozmichan v 5 ml fosfatového pufru pH 6 a sonikovan 5
min pfi amplitudé 60 a pulsu 1 s. Suspenze byla sto¢ena 10 min p#i 4000 ot/min pii 4°C a

supernatant byl nazvan frakci bunéénych stén.

3.4 Metody stanoveni enzymatickych aktivit

3.4.1 Stanoveni endochitinasové aktivity 171

Princip: ,

Metoda je zaloZena na méfteni pfirdstku koncentrace redukujicich skupiriv hydrolyzatu
-

polysacharidu (chitinu), ktery se projevi barevnou reakci s POHBAHEM. Aktivita enzymu

je odvozena od absorbance roztoku pti vinové délce A =410 nm.

Chemikaélie:

fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)

0,5 % substrat (CM- chitin)

PAHBAH ¢inidlo: 5 g hydrazidu 4-hydroxybenzoové kyseliny bylo rozpusténo ve 100 ml
0,5 N HCI a skladovano pfi 4°C v tmavé lahvi (POHBAH). Vzdy pied pokusem byl
pfipraven Cerstvy pracovni roztok smichanim 1 objem POHBAH a 4 objemy 0,5 N NaOH
(PAHBAH).

0,3 M ZnSO,

0,3 M Ba(OH),

Postup:

Do zkumavky bylo napipetovano 0,1 ml vhodné ziedéného vzorku, 0,2 ml pufrua 0,1 ml
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substratu. Suspenze byla promichana a inkubovana 60 min pii 40°C. Slepé vzorky, které
obsahovaly stejnou smés, jen nebyly inkubovany, byly ihned po smichani zastaveny
pfidanim 0,4 ml ZnSO4 a 0,4 ml Ba(OH),. Smés byla promichana a sto¢ena 10 min pfi
4000 ot/min. Po ukonéeni inkubace bylo do zkumavek napipetovano 0,4 ml ZnSO4 a 0,4
ml Ba(OH),. Smés byla promichana a sto¢ena stejné jako slepé vzorky 10 min pii 4000
ot/min. V supernatantu byly stanoveny redukujici cukry. Do zkumavky bylo napipetovano
0,1 ml supernatantu, 0,2 ml dH,O a 0,9 ml PAHBAH (pracovni roztok). Roztok byl
promichan a inkubovén 10 min pfi 100°C. Extinkce roztoku byla promeétena pti vinové
délce A = 410 nm v 1 cm kyvetach na spektrometru Thermo Spectronic. Pro vylouceni
nepfesnosti byly vSechny reakce provedeny v tripletu pro vzorek a dabletu pro slepy

vzorek a pro vypocet pouZit primeér.

Kalibrace:
Jako kalibrace byla pouzita fedici fada roztoku N-acetyl-D-glukosaminu ve vodé

v koncentracich 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pg NAG/ml.

Aktivita:

Aktivita endochitinas byla vypo¢tena podle rovnice:

A =fNAG x primérné extinkce x doba inkubace (hod.) x fedéni vzorku x 3itka kyvety
(cm)

[A] = pg (NAG) / hod / ml

fNAG=1/a;  a;= smérnice pfimky vypoéitana pomoci linearni regrese z kalibraéni

kiivky

3.4.2 Stanoveni N-acetylglukosaminidasové aktivity

Princip:
Metoda je zaloZena na méfeni ptirGstku uvolnéného Zlutého p-nitrofenolu proméfenim

absorbance pfi vinové délce A = 410 nm a pfepoditani na aktivitu enzymu.

Chemikalie:
fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)
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0,2 % substrat (PNP-acetyl-p-D-glukosaminid)
2% N32CO3

Postup:
Do zkumavky bylo napipetovano 0,1 ml vhodné ziedéného vzorku, 0,2 ml pufru a 0,1 ml

substratu PNP. Suspenze byla promichana a inkubovana 60 min pfi 40°C. Slepy vzorek,
ktery obsahoval stejnou smés, jen nebyl inkubovén, byl ihned po smichéni zastaven
pfidanim 0,8 ml 2 % Na,COj;. Smés byla promichdna a ponechana v lednici do proméfeni
absorbance. Po ukonéeni inkubace bylo do zkumavek napipetovano 0,8 ml 2 % Na,COs
asmés byla promichana. Extinkce roztoku byla proméfena pii vinové délce A = 410
nm v 1 cm kyvetach na spektrometru Thermo Spectronic. Pro vylouéeni nepfesnosti byly
vSechny reakce provedeny v tripletu pro vzorek a dabletu pro slepy vzorek a pro vypocet

pouZit prumeér.

Kalibrace:
Jako kalibrace byla pouzita fedici fada roztoku p-nitrofenolu ve vodé v koncentracich 0, 6,

12, 18,24 a 30 pg PNP/ ml.

Aktivita:

Aktivita N-acetylglukosaminidas byla vypo¢tena podle rovnice:

A= fNAG x primérna extinkce x doba inkubace (hod.) x fedéni vzorku x §itka kyvety
(cm)

[A] = pg NAG) / hod / ml

Pri kalibraci byl pouzit PNP, ale pfi enzymatické reakci se uvoliiuje NAG, proto bylo
nutno prepocitat vznikly faktor z kalibrace (fPNP) na fNAG podle rovnice:
fNAG = [f PNP x MW (NAG)] / MW (PNP)

fPNP=1/a; a;=smérnice pfimky vypoc¢itana pomoci linearni regrese z kalibraéni

kfivky
MW (PNP)=139 MW (NAG) =221
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3.4.3 Stanoveni exochitinasové aktivity

Princip:

Metoda je zaloZzena na méfeni piirdstku uvolnéného Zlutého p-nitrofenolu. Zména
absorbance byla proméfena pti vinové délce A = 410 nm a pfepocitana na aktivitu enzymu.
Jako substraty pro enzymovou reakci je pouzit PNP-B-D-N,N’-diacetylchitobiosa
a PNP-acetyl-B-D-glukosaminid a rozdil v enzymovych aktivitach u t€chto dvou substratt

je sledovana aktivita exochitinasy.

Chemikalie:

fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)

0,2 % substrat (PNP-acetyl-B-D-glukosaminid)
0,2 % substrat (PNP-B-D-N,N’-diacetylchitobiosa)
2 % Na,COs

Postup:

Do zkumavky bylo napipetovano 0,1 ml vhodné zifedéného vzorku, 0,2 ml pufru a 0,1 ml
substratu (glukosaminid nebo diacetylchitobiosa). Suspenze byla promichéana a inkubovéna
60 min pti 40°C. Slepy vzorek, ktery obsahoval stejnou smés, jen nebyl inkubovan, byl
ihned po smichani zastaven ptidanim 0,8 ml 2 % Na,CO;. Smés byla promichina
a ponechana v lednici do proméni absorbance. Po ukon&eni inkubace bylo do zkumavek
napipetovano 0,8 ml 2 % Na,CO; a smés byla promichana. Extinkce roztoku byla
proméfena pfi vlnové délce L = 410 nm v 1 cm kyvetich na spektrometru Thermo
Spectronic. Pro vylou€eni nepfesnosti byly viechny reakce provedeny v tripletu pro vzorek

a dabletu pro slepy vzorek a pro vypocet byl pouZit primér.

Kalibrace a aktivita:

Postup pfi sestrojeni kalibraéni kfivky i pro vypolet ektivity enzymu odpovida postupu

popsaného v kapitole 3.4.2.

38



Material a metody

3.4.4 Stanoveni deacetylasové aktivity o1

Princip:
Metoda je zaloZena na méfeni prirGstku koncentrace N-acetylglukosaminovych jednotek

proméfenim absorbance pfi vinové délce A = 650 nm a na pfepocitani na aktivitu enzymu.

Chemikalie:

fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)

0,05 % substrat (koloidni chitin)

5 % KHSO4

5 % NaNO,

12,5 % (NH4)2SO4

0,5 % 3-methyl-2-benzothiazolinone-hydrazon

0,5 % FeCls

Postup:

Do zkumavky bylo napipetovano 50 pl vhodné zfedéného vzorku, 0,1 ml pufrua 0,1 ml
substratu. Suspenze byla promichana a inkubovana 2 hod. pfi 40°C. Slepy vzorek, ktery
obsahoval stejnou smés, jen nebyl inkubovan, byl ihned po smichani zastaven piidanim
250 pl 5 % KHSO4. Smés byla promichana a ponechéna v lednici do dal$iho zpracovani.
Po ukonéeni inkubace bylo do zkumavek napipetovano 250 pl 5 % KHSO4 a smés byla
promichédna. Poté uz bylo vSe provadéno v digestofi. Po ptidani 250 pl 5 % NaNO, a za
obcasného promichani byla smes ponechana 15 min stat pfi pokojové teploté. Dale bylo
k roztoku pfidano 250 pl 12,5 % (NH4),SO4 a po 5 min bylo pfipipetovano 250 ul 0,5 %
3-methyl-2-benzothiazolinone-hydrazon- MBH. Ve bylo 3 min povafeno v digestofi. Po
zchlazeni bylo ke smési ptidano 250 pl 0,5 % FeCl;. Po 30 minutach stani, pokud se
vytvofila sraZenina, byla smés centrifugovana 10 min pti 4000 ot./min. Extinkce byla
meéfena pii vinové délce A = 650 nm v 1 cm kyvetach na spektrometru Thermo Spectronic.
Pro vylouceni nepiesnosti byly vSechny reakce provedeny v tripletu pro vzorek a dabletu

pro slepy vzorek a pro vypocet pouzit primér.
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Kalibrace:

Postup viz vyS$e s rozdilem, Ze misto vzorku byla pouZita destilovana voda a jako substrat
rizné ziedény D-glukosamin 100 mg/100 ml dH,O, ktery byl nafedén 10 x dH,O. Potom
byla fedéna do zkumavek fada obsahujici 0, 20, 40, 60, 80 a 100 pg D-GLU/ml.

Aktivita:

Aktivita deacetylas byla vypoc¢tena podle rovnice:

A = fD-GLU x primérna extinkce x doba inkubace (hod.) x fedéni vzorku x §itka kyvety
(cm)

[A] = pg (D-GLU) / hod / ml

fD-GLU =1/a;  a;= smérnice ptimky vypocitana pomoci linearni regrese z kalibra¢ni
kiivky

3.4.5 Stanoveni aktivity proteas %/

Princip:
Aktivita proteas je Umérnd mnoZstvi uvolnénych barevné znafenych aminokyselin

z azokaseinu. Aktivita enzymu je odvozena od absorbance roztoku pfo vinové délce

A = 440 nm.

Chemikalie:
fosfatovy pufr 100 mM (pH 6)
0,5 % azokasein

25 % kyselina trichloroctova

0,5 N NaOH

Postup:

Do zkumavky bylo napipetovano 0,2 ml vhodné ztedéného vzorku, 0,4 ml pufru a 0,2 ml
0,5 % azokaseinu. Suspenze byla promichana a inkubovana 60 min pfi 40°C. Slepy
vzorek, ktery obsahoval stejnou smés, jen nebyl inkubovan, byl ihned po smichéani
zastaven pfidanim 0,2 ml 25 % kyseliny trichloroctové. Smés byla promichana
a ponechana v lednici do dal§iho zpracovani. Po ukon&eni inkubace bylo do zkumavek

napipetovano 0,2 ml 25 % kyseliny trichloroctové a smés byla promichana. Extinkce byla
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proméiena pfi vinové délce A = 440 nm v 1 cm kyvetich na spektrometru Thermo
Spectronic. Pro vyloudeni neptesnosti byly v§echny reakce provedeny v tripletu pro vzorek

a dabletu pro slepy vzorek a pro vypocet pouZit primer.

Kalibrace:
Pro kalibraci byla proméfena absorbance pii vinové délce A = 440 nm v 1 cm kyvetach

0,01 % azokaseinu v 0,25 N NaOH.

Aktivita:
Aktivita je vyjadfena jako mnoZstvi uvolnéného azokaseinu do NaOH v pg / hod / ml.
Zjisténa absorbance u vzorki je pfepoCitana na mnoZstvi azokaseinu dle kalibrace

a vyjadiena na dobu inkubace a mnozstvi pouzitého enzymu.

3.4.6 Stanoveni bilkovin metodou Bradforda

Princip:

Tato metoda je zaloZena na zméné absorbéniho maxima Coomassie Brilliant Blue G-250
2465 nm na 595 nm. Tento indikétor existuje ve dvou barevnych formach, Cervené
a modré. V kyselém prostfedi dochdzi k interakci mezi Coomassie Brilliant Blue G-250
a bilkovinou a diky tomu je pomoci hydrofobnich a iontovych interakci stabilizovana

aniontova forma Coomassie Brilliant Blue G-250.

Chemikalie:

roztok A: 100 ml Coo%massie Brilliant Blue G-250 bylo rozpusténo v 50 ml ethanolu
(v ptipad¢ zakalu se upravilo 100 mg Noritu a zfiltrovalo), bylo pfidano 100 ml 85 %
H3PO4 a doplnéno do 200 ml vodou. Vysledna barva byla Cervend a roztok byl uchovavan
v tmavé lahvi pti 4°C.

pracovni roztok: 1 objem roztoku A byl nafedén 4 objemy destilované vody, vysledna

barva byla hnéda.

Kalibrace:
Ke kalibraci byl pouzit standart BSA o koncentraci 2000 pg/ml. Kalibraéni fada
obsahovala 0, 250, 500, 1000, 1500 a 2000 pg BSA/ml.
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Postup:
0,04 ml vhodné ziedéného vzorku bylo fadné promichéno s 2 ml pracovniho roztoku

Coosmassie Brilliant Blue G-250 a po 5 min inkubace pfi pokojové teploté byla prométena
intenzita vzniklého modrého zabarveni pfi vinové délce A = 595 nm v 1 cm kyvetach na

spektrometru Thermo spectronic dle daného programu.

3.4.7 Separace bilkovin podle molekulové hmotnosti

Pro déleni bilkovin na frakce podle molekulovych hmotnosti byla pouZita ultrafiltraéni cela
8010 firmy Millipore pod tlakem helia 300 kPa. Po celou dobu zahudtovani byla cela
chlazena ledem a i jednotlivé frakce uchovavany v ledové lazni nebo zamraZeny. Pro
déleni byly pouzity ultrafiltraéni membrany raznych velikosti (viz. niZe). Po skonéeni
déleni byl koncentrat promyt fosfatovym pufrem pH 6 a zamraZen. Filtrat byl pouzit na

dalsi déleni.

Specifika pouzité cely:
ultrafiltra¢ni cela model 8010 firmy Millipore
kapacita 10 ml
minimalni pouzity objem 1 ml
primér membrany 25 mm
plocha membrany 4,1 cm?
hmotnost 130 g
maximalni pouzitelny tlak 530 kPa
maximalni diafiltra¢ni tlak 390 kPa
Specifika pouzitych membran:
ultrafiltratni membrana firmy Amicon
material polyethersulfon
primér 25 mm
velikosti: 300 kDa, 100 kDa, 50 kDa, 30 kDa
membrana byla uchovéavana v 0,02 % roztoku azidu sodném. Pfi pouziti nové
membrany bylo potfeba membranu oplachnout v destilované vod& a nechat
1 hodinu namocenou v destilované vodé a né€kolikrat vodu vyménit z diivodu, Ze

membrana je konzervovana glycerinem a azidem sodnym
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3.4.8 Charakterizace enzymu

3.4.8.1 Stanoveni optimalni pH

Optimalni pH, tedy hodnota pH, pfi niZz fungdlni endochitinasa vykazuje nejvySsi
enzymytickou aktivitu, bylo stanovovano v rozmezi pH 3 az pH 8. V reak¢ni smési pro
stanoveni aktivity enzymu byl 100 mM fosfatovy pufr (pH 6) nahrazen smési 0,2 M
Na,HPO4.2H,0 a 0,1 M Kkyseliny citrénové o rizném pH (delta pH= 1), pfiCemzZ ostatni

reakéni podminky zlistaly nezménény.

3.4.8.2 Stanoveni stability enzymu pfi rizném pH

Stabilita fungalni endochitinasy v prostfedich o rizném pH byla stanovovana obdobné
jako v kapitole 3.4.8.1. s tim rozdilem, Ze reakéni smés byla navic inkubovéna po dobu
3 hod. pti 40°C v pufrech, jejichZ pH se pohybovalo v rozmezi pH 3 aZ pH 8. Poté byla

enzymova aktivita stanovena b&éZnym zpusobem.

3.4.8.3 Stanoveni teplotniho optima

Optimalni teplota, pfi niz fungélni endochitinasa vykazuje nejvys$si enzymytickou aktivitu,
byla stanovovana vrozmezi 10 aZz 80°C. Pii téchto teplotach byla reakéni smés

inkubovéana 60 min a poté byla aktivita enzymu stanovena béZnym zptsobem.

3.4.8.4 Stanoveni teplotni stability enzymu

Stabilita fungélni endochitinasy pii riznych teplotach byla stanovovana obdobné jako
v kapitole 3.4.8.3. stim rozdilem, Ze endochiotinasa byla pifed stanovenim inkubovéna
v rozmezi teplot 10 aZz 80°C po dobu 1 hod. Poté byla enzymova aktivita stanovena

béZnym zpusobem.

3.4.8.5 Vliv iontl a chemikalii na aktivitu enzymu

Vliv 14 chemikalii na aktivitu fungalni endochitinasy byl studovan za standartnich
reakénich podminek poté, co byl studovany vzorek vystaven pasobeni vybranych
chemikalii ve dvou riznych koncentracich (ImM a 10 mM roztoky) po dobu 60 min pfi
40°C ve 100 mM fosfatovém pufru pH 6. K experimentu jsme pouZily tyto chemikalie:

1 mM CoCl,, 1 mM MnCl,, | mM BaCl,, 1 mM a 10 mM KCl, 1 mM a 10 mM MgCl,,
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1 mM a 10 mM L-cystein, 1 mM a 10 mM dithiothreitol, 1 mM a 10 mM o-fenantrolin,
1 mM a 10 mM thimerosal, 1 mM a 10 mM iodoacetamid, 1 mM a 10 mM SDS, 1 mM
phenylmethyl, 1 mM a 10 mM kyselina iodooctova, 1 mM a 10 mM EDTA.

3.4.8.6 Substratova specifika

Pro studium substratové specifity fungalni endochitinasy byla méfena enzymova aktivita
za standartnich reakénich podminek, avSak plsobeni enzymu byl vystaven chitin
pochazejici zrozdilnych pfirodnich zdroji nebo rizné formy chitosanu. V3echny
sledované substraty - koloidni chitin, , DDD chitin ze sepie, DDD chitin z houby, chitosan
aspartat, chitosan glutamat, chitosan a chitosan peros — byly pfipraveny jako 0,5 %

roztoky ve vode.

3.4.8.7 Stanoveni K,

Michaelisova konstanta K, odpovida takové koncentraci substratu, pfi niz je dosaZeno

pocateni reakéni rychlosti, rovnajici se poloviné maximalni rychlosti V (pocateéni
rychlost reakce za podminek nasyceni enzymu substratem). Charakterizuje katalytické
vlastnosti enzymu vzhledem k pfislu§nému substratu - je mirou afinity enzymu k substratu.
Pro vypocet Michaelisovy konstanty K, byla stanovena enzymova aktivita endochitinasy
s riznymi koncentracemi substratu. Byl pouzit 0,005% az 5% chitosan aspartat. Konstanty
byly zjiSt€ény vynesenim zavislosti 1/A proti 1/a dle Lineweavera a Burka///na zaklade

rovnice:

1 1 K 1
_ = —_—_m, ___
* V a

v V

Misto vyneseni 1/v lze pouzit vyneseni 1/A
V- maximalni rychlost

K. -Michaelisova konstanta

a- koncentrace substratu

v- pocateCni rychlost
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Obr. 6. Vyneseni zavislosti 1/v proti 1/a dle Lineweavera a Burka

1/a

3.4.8.8 Stanoveni molekulové hmotnosti enzymu

Pro stanoveni molekulové hmotnosti enzymu byla provedena SDS PAGE elektroforéza
a zymogramy. Bilkoviny obecné byly stanoveny SDS PAGE elektroforézou metodou dle
Laemmli % v 10 % a 7,5 % gelu se sitovanim s 0,8 g a 0,6 g N,N-methylenbisakrylamidu.
Bilkoviny byly barveny sti{brem podle Bluma %), Byla zkousena rizna délka varu vzorki
(2-5 min), pouziti redukujiciho i neredukujiciho vzorkového pufru a stabilizace vzorku
pfidanim dithiotreitolu ¢i merkaptoethanolu. Jako standard molekulovych vah byly pouZity
bilkoviny o velikosti 94, 67, 43, 30, 20,1 a 14,4 kDa.

Ze vsech bilkovin byly endochitinasy vybrany pomoci zymogrami 21 dle Flinta. Taktéz

byla zkouSena riizna délka varu vzorkl a riznd koncentrace zabudovaného substratu.

3.4.8.8.1 SDS PAGE ELEKTROFOREZA

Separacni gel se nalije do sestavenych desek po vyznalenou rysku (viz obr.7, str. 46),
pfevrstvi se izobutanolem nasycenym roztokem C a nechd se zpolymerovat ve vodorovné
poloze alespori 1 hodinu. Roztok z povrchu se odsaje a gel se ekvilibruje roztokem L 30
minut. Roztok L se odsaje, prazdny prostor se zalije zaostfovacim gelem, do desek se
zasunou hiebinky a gel se nechd minimalné 30 min polymerovat. Desky se pfipevni
k chlazenému korpusu a horni anodova nadobka se zalije Cerstvym elektrodovym pufrem
M. Spodni katodovy prostor je naplnén elektrodovym pufrem nékolikrat pouzitym. Vzorky
se nanesou podvrstvenim do jamek po hiebinku. Vzorky se pfed nanesenim vafi 5 minut
na vrouci lazni. Po spusténi elektroforézy se nastavi napéti 30-35 V/cm délky gelu (viz obr.

8, str. 46).
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Obr. 7. Sestavené sklenéné desky pro elektroforézu

Roztoky pro SDS PAGE elektroforézu

A (100ml) : 30 g akrylamid, 0,8 g N,N-methylenbisakrylamid

B (100ml) : 10 g SDS

C (100ml) : 9,1 g TRIS rozpustit v 50 ml H,O, konc HCI upravit pH na 8,8
D (100ml) : 3 g TRIS rozpustit v 50 ml H,O, konc HCI upravit pH na 6,8
E (1000ml) : 30,3 g TRIS, 144 g glycin, 10 g SDS

F (1 ml) : 10 mg bromfenolova modf rozpustit v roztoku D

G (10ml) : 1 g persiran amonny

H (separacni gel): 10 ml A, 0,3 ml B, 15 ml C, 4,4 ml H,O, 20 ul TEMED, 0,3 ml G

I (zaostfovaci gel): 1 ml A, 5 ml D, 0,1 ml B, 3,8 ml H,O, 5 ul TEMED, 0,15 ml G

J (vzorkovy pufr - neredukujici): 2,4 ml D, 2 ml B, 1 ml glycerolu, 4,4 ml H,O, 0,1 ml F
L (ekvilibra¢ni roztok): 25 ml C, 24,5 ml H,O, 0,5 ml B

M (elektrodovy pufr): 100 ml E, 900 ml H,O

Obr. 8. Aparatura pro elektroforézu  B- zdroj napéti pro gelovou elektroforéza
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3.4.8.8.2 BARVEN] ELEKTROFORETICKEHO GELU STRIBREM

Gel se fixuje nejméné hodinu v roztoku 40 % ethanolu, 10 % kyseliny octové a 50 % H,O
za mirného tfepani. Poté je gel promyvan fadou roztokl v nésledujicim reZimu:

2 x 30 % ethanol (20 minut), 1 x destilovana voda (20 minut), 1 x 0,02 % Na;S,0;
(1 minuta), 3 x destilovand voda (30 sec), 1 x vychlazeny 0,1 % AgNO; a 0,02 %
formaldehyd (20 min), 4 x destilovana voda (30 sec). Pro vyvinuti barvy je gel inkubovan
v roztoku 3 % Na,COs a 0,05 % formaldehydu, tak dlouho, dokud se bilkoviny nezbarvi
do Zluta. Poté se opét promyje vodou (30 s). Barevny vyvoj je ukoncen inkubaci gelu
v roztoku 5 % kyseliny octové. Gel se jeste¢ tfikrat promyje vodou (10 min) a uchovéava se

v roztoku 1 % kyseliny octové.

3.4.8.8.3 ZYMOGRAM

Do béZného gelu pro SDS PAGE alektroforézu byl zabudovan 0,2 % substrat (CM-chitin)-
misto 4,4 ml destilované vody byl pouzit 0,2 nebo 0,4 % CM-chitin . Vzorky byly
pfipraveny obvyklym zplsobem (viz 3.4.8.9.1), ale délka varu vzorku byla prodlouZena ze
2 minut na 5. Po skonCeni elektroforézy byl gel promyvan 3-6 x 15 min 1 % tritonem
a 3-6 x 15 min 50 mM fosfatovym pufrem pH 6. Poté byl inkubovan ve 50 mM
fosfatovém pufru pH 6 (4 nebo 24 hod). Nakonec byl 30 min barven v 0,1 % roztoku

Kongo ¢ervené a odbarvovan 3 x 15 min 1M NaCl.
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4. VYSLEDKY

4.1 Vybér kmenu s nejvétsi chitinasovou aktivitou

V ivodnim experimentu jsme provedli ,screening” anaerobnich polycentrickych hub na
endochitinasovou a N-acetylglukosaminidasovou aktivitu. Do pokusu bylo zafazeno
5 kmenu bachorovych hub rodu Anaeromyces - BF1, JF1, LF1, ZF1, KF4 a 5 kment hub
rodu Orpinomyces — KF1, KF2, KF3, KF5, KF6. Houby byly kultivovany po dobu 72h pti
teploté¢ 37° C v anaerobnim mediu M10 27 g glukosou (4g/l) jako zdrojem uhliku.
Endochitinasové i N-acetylglukosaminidasové aktivity byly stanoveny v kultivatnim médiu
a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4.

U vSech uvedenych vzorki byla naméfena jen velmi nizkd hodnota
N-acetylglukosaminidasy a neprojevily se Zddné vyznamné rozdily mezi rody Anaeromyces
a Orpinomyces.

Hodnoty extracelularné produkované endochitinasy se pohybuji v rozmezi 54-110 png
N - acetylglukosaminu/ ml/ h pro houby rodu Anaeromyces (LF1, JF1, ZF1, B1, KF4). Pro
houby rodu Orpinomyces (KF1, KF2, KF3, KF5, KF6) jsme naméfili pon€kud vyssi
hodnoty v rozmezi 70-199 pg N — acetylglukosaminu/ml/h. Nejvyssi endochitinasova
aktivita byla zjisténa u kmene KF2, ktery jsme si proto zvolili jako modelovy

mikroorganismus pro studium chitinasového systému u anaerobnich polycentrickych hub.

Tab. 4. Chitinasova aktivita u 10 anaerobnich polycentrickych bachorovych hub

Rod

Anaeromyces
LF1 63,54 4,15
JF1 54,16 2,79
ZF1 74,45 1,52
KF4 106,46 1,80
BF1 110,83 2,23
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Rod

Orpinomyces
KF1 77,31 1,39
KF2 2,59
KF3 | 69,67 | 0,47
KF5 115,61 2,36
KF6 125,53 2,85

4.1.1 Popis anaerobni houby Orpinomyces joyonii KF2

Anaerobni houba KF2 byla izolovana z bachorové tekutiny tura domaciho. 1zolat byl na
zaklad¢ morfologickych vlastnosti klasifikovan jako polycentrickda houba druhu
Orpinomyces joyonii . 1zolat KF2 tvofil na agarovych plotnach velké rozpinavé kolonie.
Ve svételném mikroskopu lze pozorovat, Ze tato houba tvofi rhizomycelium s extensivné
¢lenénymi stélkami velmi nepravidelného tvaru s Castym zaskrcenim (viz obr. 9, str. 50).
Houba KF2 vytvafi jen vzacné sporangia a zoospory, coZ je jev typicky pro vSechny
polycentické anaerobni houby. Exogenni sporangialni vyvoj, coZ je zakladni morfologické
kriterium polycentickych anaerobnich hub, byl pozorovan mikroskopicky ve
fluorescen¢nim svétle po obarveni jader a je zdokumentovan na obrazku 10 (str. 50). Pro
zvyraznéni rozdilu mezi dvéma typy sporangidlniho vyvoje uvadime na obrazku 11 (str.
51) monocentrickou houbu Neocallimastix frontalis s endogennim vyvojem sporangii.
Taxonomické zafazeni anaerobni houby KF2 bylo podpofeno i molekularmé- genetickou

analyzou 18S rDNA P!,
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Obr. 9. Mycelium polycentrické anaerobni houby Orpinomyces joyonii KF2 (zvétSeno

400x)

Obr. 10. Mycelium polycentrické anaerobni houby Orpinomyces joyonii KF2 po obarveni

jader bisbenzimidem (zvétSeno 200x)
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Obr.11. Mycelium monocentrické anaerobni houby Neocallimastix frontalis po obarveni

jader bisbenzimidem (zvétSeno 1000x)

4.1.2 Dynamika chitinas kmene KF?2

U kmene KF2, ktery vykazoval v pfedchozim experimentu nejvyssi aktivitu endochitinasy,
jsme studovali produkci endochitinasy i1 N-acetylglukosaminidasy v pribéhu kultivace,
scilem zjistit, vjakém Casovém useku po inokulaci houby dosahuji tyto enzymy
maximalnich hodnot. Kmen KF2 byl kultivovan po dobu 9 dnii na mediu M10 s glukosou
(4 g/1) pti 37°C. Kazdy den ve stejnou dobu byly 3 vzorky houby odebrany a zamraZeny.
V médiu byla poté stanovena endochitinasova a N-acetylglukosaminidasova aktivita podle
postupu uvedeného vySe. Na obrazku 12 (str. 52) je znazornéna dynamika obou
sledovanych enzymi. Z grafu vyplyva, Ze aktivita endochitinasy dosahuje nejvysSich
hodnot ¢tvrty den ristu, proto jsme ve vSech dalSich pokusech pouZivali kulturu houby
KF2 po 96 hodinach kultivace. Aktivita N-acetylglukosaminidasy je po celou dobu pokusu

wrwe

lytickym procesem, ktery nastava po smrti bunék.
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Obr. 12. Dynamika endochitinasy a N-acetylglukosaminidasy kmene KF2

4.2 Endochitinasova aktivita v bunéénych frakcich kmene KF2

Chitinolytické enzymy se u anaerobnich hub podileji na procesu regulace ristu bunééné
stény, proto jsme kromé extracelularnich aktivit pfistoupili také k méfeni intracelularnich
aktivit. Z mycelia narostlého na kultivatnim médiu jsme pfipravili bunééné frakce.
Extracelularni frakce, coZ je vlastni ristové médium, které jsme pouzili bud’ pfimo nebo
desetkrat koncentrované, cytosolova frakce, coZ je vnitini obsah bun¢k mycelia a frakce
bunécnych stén. Bilkoviny obsaZené v médiu a cytosolu jsme dale ultrafiltraci separovali
a ziskali jsme tak dalsi frakce podle molekulové hmotnosti bilkovin. Aktivity endochitinas
naméfené ve vSech frakcich jsou uvedeny v tabulce 5 (str. 53). Z vysledku vyplyva, Ze
endochitinasa je lokalizovana uvnitf mycelia, kde jeji aktivita Sestindsobn€ pfesahuje
hodnoty naméfené v médiu. Pomérné vysoké aktivity naméfené ve frakci bunéénych stén
svéd¢i o tom, Ze endochitinasa zlistava i po homogenizaci, sonikaci a centrifugaci ¢aste¢né
vazana na stény bunék. Po separaci bilkovin cytosolu ziistala enzymaticky aktivni pouze
frakce s bilkovinami s nejvétsi molekulovou hmotnosti a aktivita tohoto koncentratu

vzrostla dvakrat ve srovnani s plvodni cytosolovou frakci. Aktivita extracelularni
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endochitinasy je ve srovnani s intracelularnimi aktivitami nizka a ani zahu§ténim média
(10 x ) jsme nedocilili jejiho vyraznéjsiho zvySeni. P¥i déleni bilkovin na membranach

aktivita endochitinasy v zahu$téném i nezahu$téném médiu znaéné klesla.

Tab. 5. Endochitinasové aktivita v riznych buné¢nych frakcich kmene KF2

NM 64,20
cytosol 357,24
buné¢na sténa 170,91
M 98,92
ZM frakce nad 100 kDa 0,98

ZM frakce 100-50 kDa 18,87
ZM frakce 50-30 kDa 12,69
ZM frakce 30-10 kDa 10,74
NM frakce nad 100 kDa 23,42
NM frakce 100-50 kDa 22,34
NM frakce 50-30 kDa 35,57
NM frakce 30-10 kDa 12,58
cytosol frakce nad 100 kDa 658,25
cytosol frakce 100-50 kDa 0,00

cytosol frakce 50-30 kDa 0,00

cytosol frakce 30-10 kDa 0,00

ZM- zahu$téné médium

NM- nezahuiténé médium

4.3 N-acetylglukosiaminidasova aktivita v bunéénych frakcich

kmene KF2
Z predchozich experimenti vyplyva, Ze N-acetylglukosaminidasa nedosahuje vyraznych
aktivit, presto v3ak z divodu komplexniho popisu chitinolytického systému anaerobni

houby, jsme ptistoupili k méfeni tohoto enzymu v riznych bunénych frakcich houby KF2
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stejné jako v predchozi kapitole. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6. N-acetyl-
glukosaminidasova aktivita je nizka ve vSech studovanych frakcich, ale pfesto
z naméfenych hodnot vyplyva, Ze aktivita tohoto enzymu v médiu je tiikrat vys$Si nez
v bunéénych sténach a Sestkrat vy$si neZ v cytosolu. Po rozdéleni bilkovin kultivaéniho
média zlstava aktivita vazana ve dvou frakcich, které obsahuji proteiny o molekulové
hmotnosti vys$i nez 50 kDa. Aktivity naméfené v cytosolovych frakcich jsou tak nizké, Ze

z nich nelze, podle mého soudu, vyvozovat zavéry.

Tab. 6. N-acetylglukosaminidasova aktivita v riznych buné¢nych frakcich kmene KF2

NM 5,95
cytosol 1,01
buné¢na sténa 1,97
™M 0,85
ZM frakce nad 100 kDa 1,56
ZM frakce 100-50 kDa 5,38
ZM frakce 50-30 kDa 0,53
ZM frakce 30-10 kDa 1,79
NM frakce nad 100 kDa 5,25
NM frakce 100-50 kDa 3,33
NM frakce 50-30 kDa 0,00
NM frakce 30-10 kDa 0,00
cytosol frakce nad 100 kDa 2,17
cytosol frakce 100-50 kDa 0,91
cytosol frakce 50-30 kDa 2,17
cytosol frakce 30-10 kDa 0,30

ZM- zahu$téné médium

NM- nezahuiténé médium
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4.4 Exochitinasova aktivita u kmene KF?2

Na zakladé prostudované literatury nelze ptredpokladat, Ze by exochitinasy hraly
vyznamnou roli v chitinolytickém systému anaerobnich hub, avSak pro uplnost popisu
chitinas jsme pfistoupili k méfeni tohoto enzymu v riznych bunéénych frakcich houby
KF2 stejné¢ jako v predchozi kapitole. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7. Z namétenych
hodnot vyplyva, Ze exochitinasy jsou produkovany hlavné intracelularné. Z nezahusténych
frakci je nejaktivnéjsi frakce bunéénych stén, po zakoncentrovani média i cytosolu se
zvysila aktivita vtéchto frakcich desetkrat. Exochitinasy zmédia 1 cytosolu jsou
nejaktivnéjsi ve frakcich, které obsahuji proteiny vétS§i neZ 50 kDa. Pii manipulaci
s frakcemi nedochazi k deaktivaci proteinu tak jako u endochitinasy, coz svéd¢i o stabilité

exochitinasového enzymu.

Tab. 7. Exochitinasova aktivita v riznych bunéénych frakcich

NM 2,88
cytosol 3,76
bunécéna sténa 8,00
™M 21,10
ZM frakce nad 100 kDa 18,00
ZM frakce 100-50 kDa 1,16
ZM frakce 50-30 kDa 0,00
ZM frakce 30-10 kDa 0,00
NM frakce nad 100 kDa 5,98
NM frakce 100-50 kDa 22,34
NM frakce 50-30 kDa 2,65
NM frakce 30-10 kDa 0,61
cytosol frakce nad 100 kDa 37,35
cytosol frakce 100-50 kDa 15,14
cytosol frakce 50-30 kDa 3,79
cytosol frakce 30-10 kDa 0,00

ZM- zahu$téné médium, NM- nezahus$téné médium
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4.5 Deacetylasova aktivita v bunécnych frakcich kmene KF2

Chitin deacetylasa je soucasti systému, ktery hydrolyzuje chitin. Pfeméfiuje chitin na
chitosan tim, Ze odS$t€puje N-acetamidolovou skupinu z N-acetylglukosaminovych
jednotek. O aktivité tohoto enzymu u anaerobnich hub neni nic znamo, proto jsme zahrnuli
meéfeni deacetylasové aktivity v ruiznych bunéénych frakcich kmene KF2 do této prace.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 8. Vzhledem k velmi nizkym enzymatickym aktivitam je
tézké vysledky interpretovat. Vys$si deacetylasova aktivita byla zaznamenana pouze ve
dvou frakcich obsahujicich bilkoviny o molekulové hmotnosti v rozmezi 10- 30 kDa, a to

v nezahusténé extracelularni frakci a v cytosolové frakci.

Tab. 8. Deacetylasova aktivita v riznych bunéénych frakcich

NM 0,75

cytosol 1,58
bunécna sténa 1,76
M 0,79
ZM frakce nad 100 kDa 3,60
ZM frakce 100-50 kDa 2,25

ZM frakce 50-30 kDa 0,34
ZM frakce 30-10 kDa 2,18
NM frakce nad 100 kDa 1,24
NM frakce 100-50 kDa 2,03

NM frakce 50-30 kDa 1,80
NM frakce 30-10 kDa 11,07
cytosol frakce nad 100 kDa 1,91

cytosol frakce 100-50 kDa 0,90
cytosol frakce 50-30 kDa 0,68
cytosol frakce 30-10 kDa 6,87

ZM- zahu$téné médium

NM- nezahu$téné médium
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4.6 Proteasova aktivita v buné¢nych frakcich kmene KF2

Pfi manipulaci a skladovani experimentalnich vzorkd wurCenych k charakterizaci
chitinasového systému anaerobni houby KF2 jsme méli velké problémy se stabilitou
enzyml, zvlast€ pak endochitinasy. Jednou z pficin poklesu ¢i uplné ztraty enzymovych
aktivit miize byt pfitomnost proteas. Proto jsme zjist'ovali aktivity téchto enzymu ve vSech
bunéénych frakcich anaerobni houby kmene KF2. Naméfené hodnoty jsou shrnuty
v tabulce 9 a je z nich zfejmé, Ze ptesto, Ze jsme pouZivali inhibi¢ni EDTA, proteasy byly
aktivni. Zejména vysoka aktivita proteas v zahu$t¢tném médiu miize byt pti¢inou nizkych

aktivit endochitinasy naméfenych v zakoncentrované extracelularni frakci.

Tab. 9. Proteasova aktivita v riznych bunéénych frakcich kmene KF2

NM 2,40
cytosol 20,00
buné¢na sténa 21,84
M 52,98
ZM frakce nad 100 kDa 121,88
ZM frakce 100-50 kDa 0,00
ZM frakce 50-30 kDa 2,10
ZM frakce 30-10 kDa 2,03
NM frakce nad 100 kDa 0,22
NM frakce 100-50 kDa 0,11
NM frakce 50-30 kDa 7,19
NM frakce 30-10 kDa 0,00
cytosol frakce nad 100 kDa 5,53
cytosol frakce 100-50 kDa 22,12
cytosol frakce 50-30 kDa 2,21
cytosol frakce 30-10 kDa 0,00

ZM- zahu$téné médium

NM- nezahuiténé médium
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4.7 Charakterizace enzymu-endochitinasy

4.7.1 Stanoveni pH optima

Kazdy enzym vyZaduje pro dosaZeni optimalni u€innosti specifickou koncentraci
vodikovych iontii H' , nejen proto , Ze reakéni mechanismus vyZaduje kyselé ¢&i zasadité
prostiedi, ale také proto, Ze konformace proteinu zdvisi na naboji vazebnych skupin.
Stanovovali jsme proto optimalni pH pro endochitinasu, ktera je, jak vyplyva z naSich
vysledkl, nejvyznamnéj$im enzymem chitinolytického systému anaerobnich hub. Méfeni
jsme provedli ve tfech nezahusténych, nedélenych bunéénych frakcich kmene KF2.
Vysledky jsou shrnuty vtabulce 10 a nazorn€ vykresleny v obrazku 13 (str. 59).
Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze optimalni pH se li§i pro extracelularn€ a intracelularné
produkovany enzym. Endochitinasa uvoliiovand do média je nejaktivnéj$i pfi pH S5,
zatimco endochitinasa v cytosolu a bunéénych sténach ma optimalni pH 6. Aktivity
endochitinas ve vSech tfech frakcich vyrazné klesaji pfi pH 8 na jedné stran€, pH 4 na

druhé strané a pii pH 3 dochazi k denaturaci.

Tab. 10. Endochitinasova aktivita v riznych bunéfnych frakcich v zévislosti na pH

inkubace
pH3 0,00 0,00 12,15
pH 4 5,21 99,29 84,59
pH 5 63,76 258,86 189,56
pH6 29,50 317,40 215,93
pH7 19,52 286,18 192,16
pH 8 2,17 187,75 127,96
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Obr. 13. Endochitinasovd aktivita v riznych bunéénych frakcich v zavislosti na pH

inkubace

4.7.2 Stanoveni pH stability
Stabilita enzymu za riznych reakénich podminek je také jednou z charakteristik enzymu.

Me¢fili jsme aktivitu endochitinasy ve tfech bunéénych frakcich houby KF2 opét pii

ruzném pH, v tomto experimentu v$ak byla inkuba¢ni doba prodlouZena na tfi hodiny.

Zjisténé enzymové aktivity jsou uvedeny v tabulce 11 a graficky znazornény na obrazku

14 (str. 60). Z vysledki lze vyc€ist, Ze extracelularni i intracelularni endochitinasy jsou

stabilni v rozmezi pH 4-7, pfi pH 8 se projevuje vyrazny poklesu aktivit a pti pH 3 dochazi

k denaturaci enzymu.

Tab. 11. Endochitinasova aktivita v riznych bunéénych frakcich dle stability v rizném pH

médium cytosol bunécna sténa
pH3 0,00 0,00 0,00
pH 4 101,94 175,61 91,06
pH 5 103,24 231,54 132,68
pH6 105,41 205,53 110,57
pH7 95,00 213,33 106,67
pH 8 44,24 163,90 65,04
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Obr. 14. Stabilita endochitinasové aktivity v riznych bunéénych frakcich kmene KF2

v zavislosti na pH inkubaéniho roztoku

4.7.3 Stanoveni teplotniho optima

Aktivita enzymu nartsta se vzrustajici teplotou aZz do bodu, kdy termalni energie za¢ne
naruSovat proteinové vazby, aZ se nakonec zhrouti celd konformace a dojde k denaturaci
enzymu. Optimalni reakéni teplota je proto vyznamnou charakteristikou enzymu.
Stanovovali jsme optimalni teplotu pro endochitinasu, a to opét ve tfech nezahusténych,
nedélenych bunéénych frakcich kmene KF2.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 12 (str. 61) a graficky znazornény na obrazku 15 (str. 61).
Z namétenych hodnot vyplyva, Ze optimalni reakéni teplota se 1i8i pro kazdou studovanou
frakci. Endochitinasa extracelularni dosahuje nejvyssich aktivit pii teploté 30°C, coz je
teplota neobvykle nizka. Endochitinasa v cytosolové frakci je nejucinnéjsi pii teploté 50°C,
v buné&nych sténach je nejaktivnéjsi pfi teploté 40°C, coz jsou hodnoty obvyklé pro celou
fadu enzymu. V téchto zjisténych optimalnich teplotach dochédzi k pomémé razantnimu

nartstu endochitinasové aktivity, coZ svéd¢i o dulezitosti této fyzikalni charakteristiky.
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Tab. 12. Endochitinasova aktivita v riznych bunéénych frakcich kmene KF2 v zavislosti

na teploté€ inkubace

médium cytosol bunécna sténa

T 10°C 17,78 52,90 24,28
T 20°C 65,07 98,43 35,56
T 30°C 127,53 170,40 101,03
T 40°C 49,02 192,95 140,05
T 50°C 24,73 41322 119,24
T 60°C 21,25 156,10 70,68
T 70°C 0,00 101,03 11,71
T 80°C 0,00 97,99 1,73
Teplotni optimum
450 4 160
400 - 140 !
53 . £%3
-*E\Eig 250 IOO‘égfo
Z 8 80 © Lo
££9 200 o £Q
g € 150 3¢
% £ 100 40 ZEE
50 20
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
teplota (°C)

- —e— cytosol —s— médium —— bunécna sténa |

Obr. 15. Endochitinasova aktivita v riznych bunéénych frakcich v zavislosti na teploté

inkubace

4.7.4 Stanoveni teplotni stability

Teplotni stabilita endochitinas byla méfena ve tfech bunéénych frakcich houby KF2. Tyto
vzorky byly vystaveny plisobeni riznych inkubacnich teplot po dobu 1 hodiny. Z vysledki,
které shrnuje tabulka 13 (str. 62) a obrazek 16 (str. 62), vyplyva, Ze cytosolova
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endochitinasa je stabilni pfi své optimalni teploté 50°C a také pti teploté 10°C a 30°C. Pii
teplot€¢ 30°C jsou stabilni také endochitinasy z ostatnich dvou frakci, kde dochazi po
1 hodin¢ inkubace jen k mirnému poklesu aktivity ve srovnani snormalni inkubaéni

dobou.

Tab. 13. Teplotni stabilita endochitinas v riiznych bunéénych frakcich kmene KF2

médium cytosol bunécna sténa

T 10°C 67,67 367,69 124,88
T 20°C 62,46 288,78 157,40
T 30°C 108,01 284,44 166,94
T 40°C 75,91 199,02 135,28
T 50°C 16,48 409,75 83,25
T 60°C 8,24 3,90 9,11
T 70°C 0,00 0,00 23,41
T 80°C 0,00 0,00 0,00
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Obr. 16. Teplotni stabilita endochitinas v riznych bunéénych frakcich kmene KF2
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4.7.5 Substratova specifita

Substratova specifita vyjadfuje afinitu enzymu k rliznym substratlim, v naSem piipadé
schopnost fungalni endochitinasy hydrolyzovat chitin pochazejici zjinych pfirodnich
zdroji. Zjistovali jsme aktivitu endochitinas ve tfech bunéénych frakcich houby KF2,
ale akt1v1ta endochitinas v médiu byla téméf neméfitelna, proto uvadime pouze hodnoty .
znskaﬁe z/c/yzgsolu a buné¢nych stén. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 14 a 15 (str. 64).
Z nich vyplyva, Ze pro endochitinasy v cytosolu je nejstraviteln€j$i houbovy chitin, ze
kterého dokazi odstépit o 0,89 ug NAG vice nez z bézné€ pouzivaného CM-chitinu. Naopak
je pro tento enzym nejhife degradovatelny ve vodé€ rozpustny chitosan glutamat, u kterého
endochitinasa vyprodukovala jen 1,16 ug NAG. U endochitinasy bunéénych sté€n se ukazal
jako nejvhodné€jsi substrat CM-chitin, av§ak houbovy chitin zaostaval jen o 0,16 pg
produkovaného NAG, tedy i pro tuto endochitinasu je houbovy chitin velice vhodny
substrat. Jako nejméné vhodny substrat se opét ukazal byt chitosan glutamat. Pfipojeni
glutamatovych zbytkd na chitosan vede k vyraznému sniZeni moZnosti tento substrat
rozloZit, a to u cytosolovych endochitinas o 2,23 pg NAG a u endochitinas bunéénych stén
o 1,22 ng NAG na dané mnozstvi enzymu. Pfipojeni aspartatovych zbytka k chitosanu
vede taktéz ke sniZeni aktivity enzymu, ale jiZ ne tak vyraznému.

Tab. 14. Endochitinasova aktivita v bunéénych frakcich kmene KF2 pfi pouziti rtiznych
druhti chitinu

cytosol bunécna sténa

CM-chitin 282,82 329,10
Koloidni chitin 205,17 317,83
Chitosan 185,65 253,22
Chitosan peros 144,88 195,99
DDD chitin sepie 289,33 277,50
DDD chitin houba 331,84 320,00
Chitosan aspartat 137,07 226,77
Chitosan glutamat 63,33 186,45
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Tab. 15. Mnozstvi produkovaného N-acetyglukosaminu (ug) pfi pouZiti riiznych substrati

cytosol bunécna sténa

CM-chitin 5,17 6,01
Koloidni chitin 3,75 5,81
Chitosan 3,39 4,63
Chitosan peros 2,65 3,58
DDD chitin sepie 5,28 5,07
DDD chitin houba 6,06 5,85
Chitosan aspartat 2,50 4,14
Chitosan glutamat 1,16 3,41

4.7.6 Vliv ionti a chemikadlii na aktivitu endochitinasy

Aktivitu enzymu mohou ovlivnit latky, které blokuji aktivni misto nebo méni konformaci
enzymu, ktera vede ke zméné katalytické aktivity. Studovali jsme proto aktivaéni ¢i
inhibiéni u¢inek 14 chemikalii na aktivitu endochitinas ve dvou bunécnych frakcich houby
KF2. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 16 (str. 65), ktera popisuje vliv kovovych ionti na
aktivitu endodochitinasy a tabulce 17 (str. 65), ktera shrnuje vliv riznych chemickych latek
na tentyZ enzym. Hodnoty jsou vyjadfeny v procentech. 100 % aktivita je pfitom aktivita
endochitinasy, ktera byla hodinu inkubovana pii 40°C jen v ¢istém 100 mM fosfatovém
pufru pH 6 bez piidavku jakéhokoliv iontu nebo chemikalie. Z vysledkd, které jsou
znazornény také graficky na obrazku 17 (str. 66), vyplyvaji tyto zavéry. Inkubace
s draslikem a hoféikem vedlo k mirnému zvySeni aktivity enzymu, naopak inkubace
s kobaltem vedla k inhibici enzymu v priiméru o 20 % a s manganem az o 65 %. Inkubace
s baryem meéla mirny aktivaéni vliv na cytosolovou endochitinasu, na rozdil od
endochitinasy bunécnych stén, kde doslo k 57 % inhibici. Vétsina sledovanych chemikalii
méla inhibi¢ni vliv na enzymatickou aktivitu. Jako nejvétsi inhibitory se projevily dvé
latky, SDS a thimerosal, které pfi vyss$i koncentraci (10mM) vyrazné potlacily ¢i zcela
deaktivovaly endochitinasy obou bunécnych frakci. Vyraznym inhibitorem se ukézala byt
i EDTA, ktera pfi béZn¢ pouzZivané 1mM koncentraci vyvolala pokles endochitinasové

aktivity bunéénych stén o 30 % a pfi vyssi molarité doslo k 50 % sniZeni aktivity. Naopak
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mirny aktivacni u€inek prokézal iodoacetamid a 1 mM kyselina iodooctova (pii vySsi
koncentraci jiz doSlo k inhibici). Vyssi koncentrace chemikalii vedly vétSinou k inhibici
endochitinas v pruméru o 20-30 %, pfiCemZ enzymy bunéénych stén byly citlivéjsi nez

enzymy cytosolové frakce.

Tab. 16. Vliv ionti na aktivitu endochitinasy u kmene KF2 vztaZzeny procentuelné

k aktivité neovlivnéného enzymu

cytosol buné€na sténa
1 mM CoCl, 82,17 78,95
1 mM MnCl, 41,92 27,07
1 mM BaCl, 110,39 57,52
1 mM KCl 99,23 104,25
10 mM KCl 102,20 107,44
1 mM MgCl, 112,90 102,12
10 mM MgCl, 129,93 118,44

Tab. 17. Vliv chemikalii na aktivitu endochitinasy u kmene KF2 vztazeny procentuelné

k aktivité neovlivnéného enzymu

cytosol buné¢na sténa

1 mM L-cystein 93,64 60,34
10 mM L-cystein 81,54 98,68
1 mM dithiothreitol 86,96 88,89
10 mM dithiothreitol 74,87 77,78
1 mM o-fenantrolin 104,48 86,42
10 mM o-fenantrolin 83,84 64,20
1 mM thimerosal 78,83 64,89
10 mM thimerosal 33,17 8,51

1 mM iodoacetamid 110,39 125,93
10 mM iodoacetamid 100,72 104,53
1 mM SDS 82,19 92,60
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10 mM SDS 0,00 6,17

1 mM phenylmethyl 85,95 62,78
1 mM Kkyselina iodooctova 103,99 111,70
10 mM kyselina iodooctova 95,07 88,29
1 mM EDTA 94,28 69,36
10 mM EDTA 87,75 59,21
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Obr. 17. Vliv chemikalii a ionti na aktivitu endochitinasy v bunéénych frakcich kmene
KF2 (0 = aktivita neovlivnéného enzymu)

4.7.7 Urceni K,

Pro charakterizaci kinetiky enzymatické reakce se b€Zné uzivaji dva parametry, a to
maximalmi rychlost V, coz je rychlost reakce, pfi niZ je enzym saturovan substratem,
a Michaelisova konstanta K, ktera je definovana jako takova koncentrace substratu, pfi
niZ se reak¢ni rychlost rovna poloviné maximalni rychlosti. Spocitali jsme tedy kinetické
parametry endochitinasy houby KF2 v cytosolu a ve frakci bunéénych stén. Vysledky jsou
uvedeny v tabulkach 18 (str. 67) a 19 (str. 68) a na obrazcich 18 (str. 67) a 19 (str. 68).
Zji5téna hodnota K, pro endochitinasu v cytosolu je 15,63 g/l a pro endochitinasu vazanou

na bunéénou sténu 11,23 g/ pfi pouziti chitosanu aspartatu jako substratu enzymové
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reakce. Tento substrat byl vybran z diivodu nejlepsi rozpustnosti ve vodé, ktera zarucovala
pfipravu co nejpfesné€jSi koncentrace substratu, i pfes to, Ze tento substrat neni pro tuto
reakci nejspecifi¢téj§i. Hodnoty Michaelisovy konstanty jsou vysoce individudlni pro

ur¢enou dvojici substrat-enzym.

Tab. 18. Endochitinasova aktivita kmene KF2 v cytosolové frakci v zavislosti na

koncentraci substratu

50,00 572,35
25,00 312,19
10,00 166,94
5.00 136,58
1,00 137,88
Cytosol
y=0,0297x + 0,0019
0,009 -
0,007 - ¢
L 2
< 0,005
- 0,003
L 2
0,
I - I ! 1 1
_0,1 “0:001 3 0.1 0.2 0.3
1/a

Obr. 18. Vyneseni zavislosti 1/A proti 1/a dle Lineweavera a Burka v cytosolové frakci
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Tab. 19. Endochitinasova aktivita kmene KF2 ve frakci z bunéénych stén v zavislosti na

koncentraci substratu

50,00 373,33
25,00 287,91
10,00 117,07
1,00 27,32
0,10 15,61

Bunécna sténa
y=0,0337x + 0,003
0,045 - R

0,035

0,025

/A

0,015

0,005

R r - T

|
-0,50 ~ 0,00 0,50 1,00 1,50
1/a

Obr. 19. Vyneseni zavislosti 1/A proti 1/a dle Lineweavera a Burka ve frakci z buné¢nych

stén
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4.7.8 Stanoveni molekulové hmotnosti enzymu

Enzymy s endochitinasovou aktivitou mohou byt identifikovany pomoci zymogramd.
Proteiny se rozdéli standartni denaturaéni SDS-PAGE elektroforézou v gelu, ktery
obsahuje substrat pro danou enzymatickou reakci. Uspé&snost pripravy zymogramu pak

spociva ve schopnosti renaturace sledovaného enzymu, v naSem piipadé endochitinasy.

Pfipravili jsme zymogramy pro detekci endochitinas ve tfech frakcich houby KF2, a to
vmédiu, vcytosolu a v bunéfnych sténach. Fragmenty bilkovin korespondujici
s endochitinasami jsou zn4dzorné€ny na obrazcich 20 (str. 70), 21 (str. 70) a 22 (str. 71).
Z téchto zymogramt Ize odhadnout molekulové hmotnosti enzymaticky aktivnich prouzk.
Extracelularné produkované endochitinasy z média tvofi v gelu fragmenty o molekulové
hmotnosti 134 000, 127 500, 121 000, 100 750, 87 250, 80 000, 45 000 a 43 000 Da. Pro
endochitinasy v cytosolové frakci jsme odhadli molekulové hmotnosti na 134 000,
127 500, 121 000, 100 750, 94 000, 80 000, 73 750 a 66 000 Da. Endochitinasy bunéénych
sttn se projevuji jako fragmenty vhorni ¢asti gelu s pfibliZnymi molekulovymi
hmotnostmi 134 000, 127 500, 121 000, 94 000 Da.

Tyto vysledky naznacuji, Ze se endochitinasy vyskytuji ve formé ¢tyf azZ osmi izoenzymu.
Ve vSech bunéénych frakcich houby KF2 jsme deteﬁovali aktivni proteiny o hmotnosti
134, 127 a 121 kDa. Ostatni detekované fragmenty/ée pak v jednotlivych frakcich lisi.
Zatimco v extracelularni a cytosolové frakci se objevuji i enzymy s niz8§i molekulovou

hmotnosti (43-80 kDa), ve frakci bunéénych stén jsme zaznamenali pouze v&tsi enzymy.
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M S
Obr. 20. SDS elektroforéza bilkovin obsaZzenych v médiu
M- médium, S- standard
A- SDS-PAGE elektroforéza bilkovin

B - zymogram pro rozeznani chitinas

S ¢ G
Obr. 21. SDS elektroforéza bilkovin cytosolové frakce

S- standard, C,, C;- cytosolova frakce
A - SDS-PAGE elektroforéza bilkovin

B - zymogram pro rozeznani chitinas
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— ]
B S

Obr. 22. SDS elektroforéza bilkovin bunééné stény
B- frakce z bunééné stény, S-standard
A - SDS-PAGE elektroforéza bilkovin

B - zymogram pro rozeznani chitinas
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5. Diskuze

Vzhledem ke snaze co nejlépe vyuzit jedineCnou schopnost pfezvykavci produkovat
7ivotisnou bilkovinu s malou spotiebou jadrnych krmiv, stoupa v poslednich letech zajem
o vyzkum bachorové fermentace. Jsou studovany vSechny mikroorganismy obyvajici
bachor pfezvykavcli a moZnosti jejich manipulace s cilem pozitivné ovlivnit bachorovou
fermentaci. Nejvétsi pozornost je vénovana anaerobnim bachorovym bakteriim a houbam.
Enzymova vybava bachorovych anaerobnich hub je velice pestrd a G¢innd. Anaerobni
houby produkuji celulasy, které pfi interakci s metanogennimi bakteriemi, patii mezi
nejaktivnéjsi celulolytické enzymy vibec 1] Tyto enzymy byly a stale jsou podrobné
studovany. Chitinolytické enzymy se dostavaji do poptfedi zajmu aZ v posledni dobég.
Bun&na sténa anaerobnich bachorovych hub se sklada zchitinu jako zékladniho
stavebniho polysacharidu. Vystavba bunééné stény vsak vyZaduje kromé chitinsyntetasy
také chitinolytické enzymy, které reguluji syntézu chitinu ve stélkovych zakonéenich. Na
tomto procesu se podili cely komplex chitinolytickych enzyml, mezi néZ patii
endochitinasy, exochitinasy a N-acetylglukosaminidasy. Kazdy ztéchto enzymu S3tépi
chitin jinym zplsobem aZ na koneény produkt, kerym je N-acetylglukosamin.

Citinolytické enzymy byly dosud sledovany pouze u monocentrickych bachorovych hub
(100, 101,102, 11031 5 gosud 74dné vysledky nebyly publikovany o chitinasich hub
polycentrickych.

Ve své diplomové praci jsem se proto vénovala studiu chitinolytického enzymového
komplexu u polycentrickych anaerobnich hub a charakterizaci endochitinasy, ktera se
projevila jako dominantni chitinolyticky enzym. Vychazela jsem z prace Masaru Sakurady
(o2 ktery se se svym tymem pokusil purifikovat a charakterizovat endochitinasu z média

monocentrické anaerobni bachorové houby Piromyces communis.

Vybér kmenu s nejvétsi endochitinasovou aktivitou

Nejdrive jsem se zaméfila na vytypovani kmene s nejvyssi endochitinasovou aktivitou.
Srovnavala jsem pfitom dva rody anaerobnich polycentrickych hub  Anaeromyces
a Orpinomyces. 1 piesto, Ze jsme u kmenl hub zrodu Anaeromyces naméfili nizsi
enzymatické aktivity, nelze zté€chto vysledkd vyvodit obecny zavér, Ze houby rodu
Anaeromyces vykazuji niZ§i aktivity endochitinas nez houby rodu Orpinomyces. Je nutno
uvazit, ze kazdd houba ma svou individualni ristovou ktivku a faze rtstu, kdy rod

Orpinomyces produkuje do média nejvetsi mnoZstvi endochitinas nemusi odpovidat stejné
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ristové fazi u rodu Anaeromyces. Dle mych zkuSenosti n€které kmeny rodu Anaeromyces
mohou rist pomaleji. Pro daldi experimenty jsem na zaklad€ tohoto ,,screeningu® vybrala
houbu Orpinomyces joyonii KF2, u které byly naméfeny nejvyssi endochitinasové aktivity

v médiu.

Aktivity v zavislosti na dobé kultivace

Na zakladé sledovani dynamiky produkce endochitinasy do média bylo rozhodnuto, Ze pro
dalsi experimenty bude nejvhodngjsi &tyfdenni kultura houby KF2, nebot’ pravé po 96
hodinach kultivace endochitinasa dosahuje maximélnich aktivit. Tento vysledek potvrzuje
i studie R. F. Souzy ["®, ktera popisuje endochitinasu u patogenni houby Colletotrichum
gloeosporioides. Tento vysledek odpovida tomu, Ze mezi tietim aZ patym dnem kultivace
se nachazi houba v nejvyssi ristové fazi, a proto pro stavbu a ptestavbu bunécné stény
potfebuje velké mnoZstvi chitinasovych enzymi (1941 Tyto polycentrické houby potiebuji
chitinasové enzymy jen pro stavbu své vlastni bunééné stény a neni znam diivod, pro€ tyto
houby transportuji chitinasové enzymy i do média, kde jsou vétSinou stanovovany.
K nartstu endochitinasovych aktivit dochazi také osmy az devaty den kultivace, coz je

zifejme dano tim, Ze v této dobé jiZ nastava smrt bun€k a dochazi k autolyze buné€éné stény.

Endochitinasové aktivity v riznych bunéénych frakcich

Pro orientaci jsme v uvodnich experimentech stanovovali endochitinasové aktivity
v kultivaénim médiu, avSak enzymy chitinolytického systému by mély byt vazany
pfedevS§im na bunécénou sténu. Tyto piedpoklady se potvrdily v dal§im experimentu, kde
jsme pro intracelularni endochitinasové aktivity naméfili az Sestkrat vy$si hodnoty.
Lokalizace chitinas souvisi s jejich funkci. Houby, které pouZivaji tyto enzymy ke stavbé
bunécné stény, produkuji chitinasy hlavné intracelularné, organismy, které jsou schopny

degradovat chitin jako substrat, produkuji chitinasy extracelularné.

sZakoncentrovani“ enzymu

I ptesto, Ze cytosolova frakce a frakce bunéfnych stén houby KF2 vykazovaly vyssi
endochitinasové aktivity, z divodu komplexniho pfistupu jsme do dalich experimentl
zatadili 1 endochitinasu extracelularni. Ve snaze ,,zakoncentovat“ tuto endochitinasu, jsme

pfistoupili k zahu$téni média. Bohuzel i pfes neustdlé chlazeni v§ak do$lo k témé&f uplné
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ztraté  endochitinasové  aktivity, coZz bylo snejvétsi pravdépodobnosti zpusobeno

proteolytickymi enzymy, jejichZ aktivita nardstala s hustotou média.

Separace enzymi podle molekulové hmotnosti

Bilkoviny ze t¥i frakci houby KF2 jsme se pokusili separovat podle molekulové hmotnosti
ultrafiltraci pfes polyethersulfonové membrany. Tato metodika se vSak neosvédcila, nebot’
aktivni zistavaly pouze frakce obsahujici bilkoviny s nejvétsi molekulovou hmotnosti.
Bilkoviny nebyly schopny projit membranou, coZ miZe mit celou fadu pfi€in. Proteiny se
mohou napfiklad nachazet ve velkych kompexech svazanych sulfidickymi vazbami. Jinym
divodem muze byt spojeni bilkovin s n&jakym zasobnim polysacharidem nebo mohou

bilkoviny zistavat navazany na néjakou membranovou slozku.

Aktivity enzymu u houby Orpinomyces joyonii

U anaerobni houby KF2 jsme provéfili vSechny znamé slozky chitinolytického systému,
tedy endochitinasy, exochitinasy, N-acetylglukosaminidasy a chitin deaecetylasy. VSechna
meéfeni jsme provadéli ve tiech frakcich a miizeme vyvodit jednoznacny zavér, Ze hlavni
sloZzkou chitinolytického systému anaerobni polycentrické houby je endochitinasa. Tyto
zjiSténé vysledky potvrzuji i studie provedené na anaerobni monocentické houbé

Piromyces {100, 101, 102, 103]

Charakterizace endochitinasy v riznych bunéénych frakcich a médiu

Stanoveni pH optima

Optimalni pH pro funkci extracelularni endochitinasy houby KF2 je pH 5, coz je niZsi
hodnota nez u Piromyces communis OTS1, ktera dosahuje hodnoty pH 6 [102] 4 5,5 (1001
a Colletotrichum gloeosporioides, jejiz optimalni pH je 7 '®!. Endochitinasy obsazené
v cytosolu a na bunécné sténé maji optimalni pH 6, které je srovnatelné s optimalnim pH

u Piromyces communis OTS1 [10% 103,

pH stabilita
Aktivita enzymu je zachovana v rozmezi pH 4 az 7. Pii pH 3 doslo k uplné ztraté aktivity

a pf1 pH 8 ke sniZeni aktivity na 50 % nejvy$si dosazené aktivity. Tato pH stabilita je dana
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prostiedim, ve kterém organismus Zije. V bachoru pfezvykavci je pH 5-7 73] proto pfi
tomto pH je stabilita enzymu nejvétsi. Toto rozmezi je podobné jako u endochitinasy
zmédia u Piromyces communis OTS1 s hodnotami pH 6-8 (1921 hebo z cytosolu

u stejného organismu s hodnotou pH 5-8 ot

Teplotni optimum enzymu
Endochitinasy v médiu vykazuji nejvyssi aktivitu pfi 30°C. Je to nejnizsi zjist€na optimalni
teplota endochitinas, nebot’ u Piromyces communis OTS1 dosahuje hodnoty 50°C [102]

(194 Naopak endochitinasy v cytosolu jsou

stejné jako u Colletotrichum gloeosporiodes
nejaktivnéjsi pti 50°C, coz je o 10°C niz8i hodnota nez u Piromyces communis OTS1 fron
Endochitinasa buné¢nych stén naseho organismu méla stejné teplotni optimum jako

obdobny enzym u Piromyces communis OTS1 [103] "2 to 40°C .

Teplotni stabilita enzymu

Endochitinasy v médiu jsou aktivni do 40°C, pii 50°C dochazi k velké ztraté aktivity, poté
jiz k Gplné inaktivaci enzymu. Tato stabilita je niZ§i nez u Piromyces communis OTS1, kde
doslo k inaktivaci endochitinasy v médiu az pii 70°C (1921 “ale shoduje se s hodnotami
zjiSténymi pro houbu Colletotrichum gloeosporioides (1% Endochitinasy v cytosolu nasi
houby jsou stabilni az do 50°C, poté dochazi k inaktivaci enzymu. Cytosolova
endochitinasa u Piromyces communis je pfitom stabilni az do teploty 60°C [0 Nejvyssi
stabilitu vykazuji endochitinasy na bunétné sténé, které jsou aktivni i pii 70°C. MoZna
jsou tyto enzymy vazany na né&jakou membranovou strukturu, ktera jim poskytuje ochranu

pted denaturaci.

Substrdtova specifika

Sledovali jsme éﬁnitu enzymu k riznym chitinovym  substratim, avSak jen na
endochitinasach v cytosolu a na buné¢né sténé, nebot’ aktivita endochitinas v médiu byla
velice nizkd. Podobna studie substratové specifiky byla provedena také u extracelularni
endochitinasy houby Piromyces communis OTS1. Jako nejvhodné&jsi substrat se zde ukazal
byt chitinovy praSek a az poté houbovy chitin. Naopak koloidni chitin a chitosan nebyly
monocentrickou hobou skoro vibec hydrolyzovany !, Nami studované endochitinasy
byly schopny hydrolyzovat i koloidni chitin a chitosan, coZz ukazuje na jejich Sirsi

substratovou specifitu.
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Viiv iontit a chemikalii na aktivitu endochitindsy

Ovlivnéni aktivity endochitinas riznymi ionty a chemikaliemi byly studovany na
cytosolovych endochitinasich a endochitinasich bunéénych stén. Na3e vysledky
odpovidaji udajliim publikovanym pro endochitinasu v médiu houby Piromyces communis
oTs1 101021031 5 Colletotrichum gloeosporioides (o4

Vzhledem ktomu, Ze kyselina iodooctovd a iodoacetamidem stimulovali aktivitu
endochitinasy, miiZzeme usuzovat, Ze se nejednd o cysteinovy protein. Inhibice aktivity
o-fenantrolinem, EDTA (zéroveni se stimulaci aktivity iontem Mg+2), L-cysteinem
a dithiothreitolem (oxidaci SH skupin) naznacuje, Ze by studovany enzym mohl patfit mezi
metaloproteiny. Phenylmethyl ptsobi jako serinovy inhibitor, a proto lze pfedpokladat, Ze
enzym musi zaujimat ur¢itou konformaci a naboj, aby byl aktivni. [onty Co*™, Mn"? reaguji
s SH skupinami a zptsobuji inhibici aktivity. Ionty Ba** a K* destabilizuji protein snizenim
mnozstvi vodnych klastri kolem enzymu, coZ vede ke zvy$eni energie systému. Naopak
ionty Mg™ a CI dany systém stabilizuji zvySenim mnoZstvi vodnych klastri kolem

molekuly,coz vede ke sniZeni energie systému '8,

Michaelisova konstanta

Z}iSté€na hodnota Ky, pro endochitinasu v cytosolu je 15,63 g/l a pro endochitinasu vazanou
na bunécnou sténu je 11,23 g/l pfi pouZiti chitosanu aspartatu jako substratu enzymové
reakce. Konstanta K,, se b&zn¢ uvadi v jednotkdch mol/l , ale protoZe nezname
molekulovou hmotnost ndmi pouZitého substratu, uvadime hodnotu Michaelisovy

konstanty v jednotkach g/I.

Molekulova hmotnost

Po pfekonani zna¢nych metodickych obtiZi se nam podafilo zhotovit zymogramy pro
enzymy ze vSech tfi frakci houby KF2. Zymogramy ukazaly, Ze endochitinasy se vyskytuji
ve formé né€kolika izoenzymu, které se mohou mirné lidit svym t¢inkem. Né&kolik forem

[102]

chitinas v jedné frakci popisuje i Sakurada pro chitinasy z riznych bunéénych frakci

houby Piromyces communis. V jeji cytosolové frakci se na zymogramu objevily 4 bandy,
ve frakci z média a bunéénych stén se zobrazily 3 stejné bandy. V nadem ptipadé jsme

[102]

vSak v zymogramech detekovali az 8 aktivnich band. BohuZel v Sakuradové praci
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neni uvedena velikost proteinti. Pfesto, Ze elektroforeticky rozdélené bilkoviny netvori
ostfe ohrani¢ené prouzky, pokusili jsme se odhadnout molekulové hmotnosti bilkovin,
které se renaturovaly. Z vysledki plyne, Ze velikost endochitinas se li§i pro jedotlivé
bunécné frakce a pohybuje se v dosti velkém rozmezi 43 az 134 kDa. Je vSak tieba brat
v uvahu, Ze jsme museli prodlouzit dobu varu vzorku za pfitomnosti SDS, coz mizZe mit
vliv na navdzani SDS na enzym, které se projevi zménou naboje a tudiz
1 zménou rychlosti, sjakou bilkovina putuje gelem. Extracelularni endochitinasa

1921 ' ma molekulovou hmotnost 449 kDa a z Colletotrichum

[104]

z Piromyces communis
gloeosporiodes 43 kDa Obdobné vysledky jsme mezi nami separovanymi

endochitinasami detekovali pouze v médiu, a to bandy o velikosti 43 a 45 kDa.
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6. Zaver

Vysledky ziskané pii feSeni diplomové prace dokazuji, Ze cile byly splnény. Pifedkladana
prace vyznamné prispiva k objasnéni enzymové chitinolytické vybavy  anaerobni
polycentrické houby rodu Orpinomyces. Pro zadanou praci bylo nejprve tieba vybrat
nejaktivnéj$i kmen z izolovanych polycentrickych anaerobnich hub a poté charakterizovat

sloZky chitinolytického enzymového systému.

Vysledky diplomové prace 1ze shrnout nasledujicim zptisobem:

1, Jako nejaktivnéj$i anaerobni polycentrickd houba se ukazal byt rod Orpinomyces,

konkrétn€ Orpinomyces joyonii KF2 a to po 4 dnech kultivace.

2, Méfitelnou aktivitu vykazovala z celého chitinolytického systému pouze endochitinasa,

ostatni slozky mély mizivé hodnoty aktivit.

3, Pokus o purifikaci enzymu pomoci déleni na frakce dle velikosti bilkovin se nezdafil.
Doslo k tplné inaktivaci enzymu. MiZeme se jen domnivat, zda to bylo pouzitim EDTA,
kterd vykazala inhibujici G¢inky, pfitomnymi proteasami, koncentrovanim bilkovin nebo

jen teplotou.

4, VyS3i endochitinasova aktivita byla zji§téna v bunéinych frakcich z cytosolu
a bunéfnych stén, coz je vsouladu se skutenosti, Ze tyto houby vyuZivaji enzymy

pracujici s chitinem jen pro stavbu své vlastni buné&né stény.

5, Byla charakterizovana endochitinasa v riznych bunéénych frakcich a v médiu
a stanoveny jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti, a to optimalni pH a teplota, vliv pH
a teploty na stabilitu enzymu, substratova specifita, vliv chemikalii a iontdi na funkci
enzymu, Michaelisova konstanta a molekulova hmotnost. Nami zji§téné vlastnosti enzymu

jsou podobné vlastnostem endochitinas jinych anaerobnich bachorovych hub.
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