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Streszczenie

Myksobakterie (rzad Myxococcales) naleza do Gram-ujemnych bakterii, ktore stanowia wazny
element mikroflory glebowej. W badaniach scharakteryzowano wtasciwosci proteolityczne dwoch
szczepOdw myksobakterii Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra. W doswiadczeniach zop-
tymalizowano warunki hodowli oraz oznaczono dynamike zmian w aktywnosci zewnatrzkomorko-
wych proteaz syntetyzowanych przez badane szczepy bakterii. Ponadto, po wstepnym oczyszczeniu
badanych enzymoéw, dokonano ich charakterystyki pod wzgledem optimum temperatury oraz pH,
wyznaczono termostabilno$¢ oraz reakcj¢ na wybrane inhibitory diagnostyczne. Hodowle badanych
organizméw prowadzono na pozywce plynnej CY. Aktywno$¢ proteaz wykrywano na zymogramach,
po uprzednich natywnych rozdziatach elektroforetycznych w warunkach niedenaturujacych.

Badania wykazaly, ze szczepy Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra sa zdolne do
syntezy proteaz zewnatrzkomorkowych o réznym poziomie aktywno$ci oraz o réznych wartosciach
optimum temperatury i pH oraz termostabilnosci.

Stowa kluczowe: Archangium gephyra, myksobakterie, proteazy, Sorangium cellulosum

WSTEP

Enzymy proteolityczne katalizujg rozktadanie wigzan peptydowych w biatkach.
Obserwowane od wielu lat zainteresowanie mikroorganizmami wytwarzajacymi
proteazy zwigzane jest z mozliwo$ciag wszechstronnego wykorzystania tych enzy-
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moéw w dziedzinie biotechnologii, licznych gateziach przemyshu oraz w rolnictwie.
Dtugg histori¢ ma wykorzystanie enzymow proteolitycznych w przemysle spozyw-
czym, garbarskim oraz w produkcji detergentow w zastepstwie, wczesniej stoso-
wanych, substancji toksycznych.

Myksobakterie zaliczane sg do bakterii z rzedu Myxococcales. Sa to Gram-
-ujemne, bezwzglednie tlenowe pateczki, ktore stanowig wazny element srodowi-
ska glebowego [REICHENBACH 2005]. Naleza do organizméw wytwarzajacych
liczne aktywne, wtorne metabolity, wykorzystywane gtownie w przemysle farma-
ceutycznym 1 agrochemicznym [DAWID 2000]. Bakterie te moga stuzy¢ rowniez
jako bogate zrodto réznorodnych enzymoéw. Enzymy proteolityczne sa wytwarzane
zardwno przez myksobakterie celulolityczne (na przyktad nalezace do rodzaju So-
rangium), jak 1 drapiezne (nalezace do rodzaju Myxococcus) [KIM i in. 2009; SU-
DO, DWORKIN 1972; WHITAKER i in. 1965]. Drapiezne myksobakterie posiadaja
zdolno$¢ grupowego odzywiania si¢. Organizmy te wydzielajg do $rodowiska en-
zymy bakteriolityczne, w tym egzopeptydazy, ktore uczestniczg w lizie komorek
grzybow bakterii i alg [BULL i in.; 2002; SHETTY i in. 2000].

Zdolno$¢ myksobakterii do dezintegracji komorek mikroorganizméw jest zna-
czaca ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania tych organizméw do walki z grzy-
bami, powodujacymi choroby roslin uprawnych, oraz innymi szkodliwymi drobno-
ustrojami, m.in. cyjanobakteriami [BULL i in. 2002; RASHIDAN, BIRD 2001]. Po-
nadto wykazano, ze proteazy myksobakteryjne moga mie¢ istotne znaczenie dla
przemystu spozywczego oraz farmaceutycznego, glownie jako leki wykorzystywa-
ne w leczeniu zaburzen uktadu trawiennego [KIM i in. 2009].

Celem pracy bylo okreslenie dynamiki zmian w aktywnosci zewngtrzkomor-
kowych proteaz dwoch szczepow myksobakterii Sorangium cellulosum oraz Ar-
changium gephyra. Praca miala rowniez na celu scharakteryzowanie badanych en-
zymow pod wzglgdem optimum temperatury i pH oraz wyznaczenie termostabil-
nosci i reakcji na wybrane inhibitory diagnostyczne.

MATERIAL I METODY BADAN

Material biologiczny. Material badawczy stanowily dwa gatunki nalezace do
Mpyxococcales: Sorangium cellulosum (szczep nr DSM 53200) oraz Archangium
gephyra (szczep nr DSM 52591), pochodzace z kolekcji mikroorganizméw Deut-
sche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (German Collec-
tion of Microorganisms and Cell Cultures) w Braunschweig.

Hodowle prowadzono na pozywce ptynnej CY o sktadzie: 0,3% casitone, 0,1%
ekstrakt drozdzowy, 0,1% CaCl,-2H,0, pH 7,0. Hodowle bakterii prowadzono
przez 4 dni w temperaturze 28°C, w tazni wodnej z wytrzagsaniem (120 rpm). Su-
pernatant uzyskany po odwirowaniu hodowli (15 min przy 10 000 g, 4°C) i po
przefiltrowaniu stanowil preparat wyjsciowy do dalszych badan.
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Oznaczanie aktywnoS$ci proteazy. Aktywno$¢ proteolityczna oznaczano
z uzyciem azokazeiny (Sigma) jako substratu. Mieszanina inkubacyjna sktadata si¢
z 300 ul odpowiednio rozcienczonego enzymu, do ktorego dodawano 300 pl roz-
tworu 1-procentowej azocaseiny w 100 mM buforze Tris-HCI o pH 6,8. Mieszani-
n¢ reakcyjng inkubowano 60 min w temperaturze 40°C. Reakcj¢ przerywano doda-
jac 600 pul 10% TCA. Mieszaning odwirowywano i mierzono absorbancje przy 360
mn, wzgledem proby kontrolnej. Nastgpnie dokonywano wstgpnego oczyszczania
badanych egzopeptydaz, syntetyzowanych przez Sorangium cellulosum oraz Ar-
changium gephyra. Badane proteazy zostaly czgSciowo oczyszczone za pomoca
frakcjonowania siarczanem amonu: do supernatantu uzyskanego po odwirowaniu
i przefiltrowaniu czterodniowych hodowli bakterii dodawano porcjami siarczan
amonu, az do uzyskania 30-procentowego nasycenia roztworu, odwirowywano
przez 30 min przy 13 000 g, w temperaturze 4°C. Osad odrzucano, a supernatant
wysalano do 85% i1 wirowano w podobnych warunkach, jak poprzednio. Uzyskany
osad zawieszano w 20 mM buforu Tris-HCI o pH 6,8 i dializowano cala noc w ta-
kim samym buforze. Dializat zageszczano 2-krotnie w komorze ultrafiltracyjnej
firmy Amicon, z wykorzystaniem membrany PM10 i wykorzystywano do charak-
terystyki wlasciwosci enzymu.

Wykrywanie aktywnoS$ci enzymatycznej w Zelu poliakryloamidowym.
Elektroforez¢ substratowa w warunkach niedenaturujacych prowadzono wg proce-
dury opisanej przez LAEMMLI [1970], z wykorzystaniem 10-procentowego rozdzie-
lajacego zelu poliakryloamidowego z dodatkiem 0,1% azokazeiny oraz 4-procento-
wego zelu zageszczajacego. Elektroforeze prowadzono w buforze Tris-Glicyna,
o pH 8,3. Po zakonczeniu rozdzialu elektroforetycznego zele poddano 60-minuto-
wej inkubacji w 0,1 M buforze Tris-HCI o pH 6,8, w temperaturze 37°C. Nastgpnie
zele wybarwiano w 0,1% czerni amidowej. Po 1,5 h barwnik zlewano, a zele od-
barwiano w 7-procentowym roztworze kwasu octowego. Jasne pasma na niebie-
skim tle wskazywaty lokalizacj¢ na zelu aktywnych enzymow.

Wplyw temperatury na aktywnos$¢ badanych proteaz. Mieszaning inkuba-
cyjna inkubowano przez 60 min w temperaturze: 25, 30, 40, 45, 50, 55 i 60°C.
Oznaczenie aktywno$ci i pomiar absorbancji prowadzono w podobny sposob, jak
opisano wyzej.

Wyznaczanie termostabilnosci badanych proteaz. Roztwor enzymu prein-
kubowano w temperaturze: 30, 40, 45, 50, 55, 60 1 65°C przez 60 min. Nastgpnie
proby doprowadzano do temperatury 37°C, dodawano do substratu i oznaczano
aktywnos$¢ proteolityczna.

Wplyw pH na aktywnos$¢ badanych proteaz. Badanie to przeprowadzano
w zakresie pH od 4,0 do 11,5. Oznaczenia prowadzono z zastosowaniem buforu
0,12 M, uniwersalnego buforu Brittona i Robinsona dla pH w przedziale 4,5 do 9,5.
Do reakcji stosowano substrat rozpuszczony w buforze o odpowiednim pH. Ak-
tywnos$¢ enzymatyczng oznaczano zgodnie z wezesniej podang metoda.
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Wplyw inhibitoréw specyficznych na aktywno$¢ badanych proteaz. Do ba-
dan uzyto inhibitorow: metalopeptydaz (EDTA, 1,10-fenantrolina), peptydaz sery-
nowych (PMSF), cysteinowych (jodoacetamid) i aspartylowych (pepstatyna)
w stezeniach: 1, 3 1 5 mM. Roztwodr enzymu preinkunbowano z inhibitorem 30 min
w temperaturze 4°C. Aktywno$¢ enzymatyczng oznaczano zgodnie z wczeSniej
podana metoda.

WYNIKI BADAN

Przeprowadzone badania wykazaly, ze badane szczepy dwdch gatunkoéw myk-
sobakterii Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra wydzielaja zewnatrz-
komorkowe proteazy. W hodowlach tych bakterii, prowadzonych na podlozach
agarozowych, zawierajacych $wieze odtluszczone mleko (20%), juz po 40 h od
momentu zaszczepienia bakterii wystapily wyrazne przejasnienia (fot. 1).

"

Fot. 1. Wzrost szczepoéw Sorangium cellulosum (S) oraz Archangium gephyra (A) na podtozu
zawierajacym mleko (fot. U. Jankiewicz)

Photo 1. Growth of Sorangium cellulosum (S) and Archangium gephyra (A) strains in the medium
with milk (photo U. Jankiewicz)

W pozywkach ptynnych najwiecksza aktywnos¢ zewnatrzkomoérkowych proteaz
zaobserwowano w czwartym dniu hodowli bakterii (rys. 11 2).

Po rozdziale elektroforetycznym preparatdéw enzymatycznych, uzyskanych
z hodowli Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra w zelu poliakrylami-
dowym, z wbudowang azokazeing, zaobserwowano wystepowanie zréoznicowanych
pasm aktywnos$ci. W przypadku szczepu Sorangium cellulosum zaobserwowano
jedno pasmo aktywnosci o duzej intensywnosci, natomiast u Archangium gephyra
wykryto dwa, mato intensywne pasma aktywnosci, potozone nizej na zelu (fot. 2).

Najwicksza aktywnos$¢ proteazy szczepu bakterii Sorangium cellulosum zaob-
serwowano w pH 7,0 oraz w 55°C (rys. 3).
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Rys. 1. Dynamika zmian aktywnoS$ci proteolitycznej szczepu Sorangium cellulosum;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 1. The dynamic of changes in the proteolytic activity of Sorangium cellulosum strain;
source: own studies
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Rys. 2. Dynamika zmian aktywnoSci proteolitycznej szczepu Archangium gephyra;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 2. The dynamic changes in the proteolytic activity Archangium gephyra strain;
source: own studies

Fot. 2. Detekcja zewnatrzkomorkowych proteaz w supernatantach hodowli
Sorangium cellulosum ($ciezka A) oraz Archangium gephyra (Sciezka B);
1 i 2 pasma aktywnosci egzopeptydaz (fot. U. Jankiewicz)

Photo 2. Detection of extracellular proteases in supernatants of Sorangium
cellulosum (lane A) and Archangium gephyra (lane B) cultures, 1 and 2 —
bands of exopeptidase activity (photo U. Jankiewicz)
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Rys. 3. Wplyw pH na aktywnos¢ proteazy wytwarzanej przez badany szczep Sorangium cellulosum;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 3. The effect of pH on the activity of protease produced by Sorangium cellulosum strain;
source: own studies

Aktywnos$¢ proteolityczna bakterii Archangium gephyra byta najwicksza w pH
5,5 oraz w 45°C (rys. 4).
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Rys. 4. Wplyw pH na aktywnos¢ proteazy wytwarzanej przez badany szczep Archangium gephyra;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 4. The effect of pH on the activity of protease produced by Archangium gephyra strain;
source: own studies

Szczep S. cellulosum syntetyzowal proteaze aktywng w szerokim zakresie tem-
peraturowym, niewielkie odchylenia od temperatury optymalnej nie powodowaty
duzych zmian aktywno$ci. Aktywno$¢ proteolityczna bakterii 4. gephyra zmniej-
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szala si¢ znacznie po przekroczeniu temperatury optymalnej. Oba badane enzymy
wykazywaly aktywno$¢ w waskich zakresach pH, zblizonych do warto$ci opty-
malnych. Proteaza wydzielana przez bakterie S. cellulosum charakteryzowala sig
znaczng termostabilnoscig. Preinkubacja 60-minutowa enzymu w temperaturze
60°C spowodowata strate 20% aktywnosci w stosunku do proby kontrolnej, nie
poddane;j preinkubacji (rys. 5).

Aktywno$¢ proteaz szczepu 4. gephyra charakteryzowala si¢ znacznie mniej-
szg stabilnoscig termiczna; 60-minutowa preinkubacja w 50°C preparatu enzyma-
tycznego, uzyskanego z hodowli tych bakterii, spowodowata catkowita utratg ak-
tywno$ci enzymatycznej (rys. 6).
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Rys. 5. Termostabilno$¢ proteazy syntetyzowanej przez szczep Sorangium cellulosum po 1-godzinnej
preinkubacji w podanych warto$ciach temperatur; zrodto: wyniki wlasne

Fig. 5. Thermal stability of protease produced by Sorangium cellulosum after 1 hour pre-incubation at
temperatures given in the graph; source: own studies

Aktywnosc, % Activity, %
w
o

Temperatura, °C Temperature, °C

Rys. 6. Termostabilno$¢ proteazy syntetyzowanej przez szczep Archangium gephyra po 1-godzinnej
preinkubacji w podanych warto$ciach temperatur; zrodto: wyniki wtasne

Fig. 6. Thermal stability of protease produced by Archangium gephyra after 1 hour pre-incubation at
temperatures given in the graph; source: own studies
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Zbadano takze wplyw inhibitorow diagnostycznych na aktywno$¢ proteaz ba-
danych bakterii (tab. 1). Proteaza S. cellulosum wykazywata znaczny, 70-procento-
wy spadek aktywnosci enzymu w obecnosci DFP (diizopropylofosforanu), specy-
ficznego inhibitora dla proteaz serynowych. Natomiast aktywno$¢ proteolityczna
bakterii 4. gephyra wykazywata calkowite zahamowanie w obecnos$ci 10 mM
EDTA, inhibitora specyficznego dla metalopeptydaz. Inhibitor enzymoéw cystei-
nowych (jodoacetamid) oraz enzymow aspartylowych (pepstatyna) nie miaty
wplywu na aktywnos$¢ badanych proteaz.

Tabela 1. Wptyw inhibitorow diagnostycznych na aktywnos¢ proteaz badanych bakterii

Tabel 1. The effect of diagnostic inhibitors on the activity of proteases in studied bacteria

N Stezenie Zachowana aktywno$¢ proteaz
Inhibitor Concentration . S. cellul(.)s.um/A. gephyra
Inhibitor Retained protease activity S. cellulosum/A. gephyra
mM %
(]
Kontrola Control - 100/100
1 80/35
EDTA 10 80/0
Pepstatyna Pepstatin 1 100/100
. . 1 100/100
Jodoacetamid Iodoacetamide 3 100/100
DFP 0,01 30/100

Objasnienia: EDTA — kwas edetynowy; DFP — diizopropylofluorofosforan.
Explanations: EDTA — ethylenediaminetetraacetate, DFP — diisopropylfluorophosphate.

Zrodto: wyniki wlasne. Source: own studies.

DYSKUSJA WYNIKOW

Proteazy zewnatrzkomorkowe sg enzymami spelniajgcymi bardzo wazne funk-
cje dla syntetyzujacych je bakterii. Zasadnicza rolg tych enzyméw jest rozktad
wielkoczasteczkowych substancji biatlkowych do tatwo przyswajalnych peptydoéw
i aminokwasow, bedacych substratem energetycznym dla bakterii. Mikroorgani-
zmy syntetyzujg enzymy proteolityczne o zréznicowanych wlasciwosciach, co za-
pewnia im tatwg adaptacj¢ do warunkow s$rodowiska. Proteazy syntetyzowane
przez Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra charakteryzowaly si¢ takze
odmiennymi wlasciwos$ciami. Peptydaza szczepu S. cellulosum okazata si¢ by¢ en-
zymem termostabilnym, w przeciwienstwie do proteaz szczepu A. gephyra. Wiele
enzymow proteolitycznych, syntetyzowanych przez bakterie, charakteryzuje si¢
duza termostabilnoscia; jest to cecha pozwalajaca na efektywne wykorzystywanie
tych enzymow w biotechnologii. Termostabilne enzymy sa czgsto spotykane u bak-
terii z rodzaju Bacillus i Pseudomonas [GUPTA i in. 2005; OLAJUYIGBE, AJELE
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2008]. Termostabilne peptydazy sa czgsto syntetyzowane przez szczepy bakterii
odpowiedzialne za psucie produktéw spozywczych [KOHLMANN i in. 1991]. En-
zymy proteolityczne wydzielane przez mikroorganizmy cechujg si¢ duzg zmienno-
$cig optymalnej wartosci pH. Z przeprowadzonych badan wynika, ze bakterie
S. cellulosum wydzielaja proteazg kwasna, a 4. gephyra neutralng. Z badan prze-
prowadzonych przez KIM i in. [2009] wynika, ze proteazy bakterii z rodzaju Myxo-
coccus zwykle sg aktywne w szerokim zakresie od 5,0 do 10 pH. Na podstawie
wynikow badan aktywnosci proteolitycznej w obecnosci inhibitoréw diagnostycz-
nych mozna wnioskowaé, ze proteazy S. cellulosum naleza do enzymow seryno-
wych, a proteazy 4. gephyra do metaloproteaz. Zdecydowana wigkszo$¢ proteaz
bakteryjnych to metalopeptydazy [GUPTA i in. 2002; JANKIEWICZ, BIELAWSKI
2003], pozostale typy katalityczne wystepuja w mniejszosci.

WNIOSKI

1. Badane szczepy Sorangium cellulosum oraz Archangium gephyra wykazy-
waly zdolno$¢ do syntezy zewnatrzkomdrkowych proteaz o roznej lokalizacji na
zymogramach.

2. Szczep Archangium gephyra wykazal si¢ wyzszym poziomem aktywnosci
proteolitycznej. Najwyzszy poziom aktywnosci proteolitycznej dwa szczepy wyka-
zywaly po czterech dniach hodowli.

3. Proteazy syntetyzowane przez szczep Sorangium cellulosum charakteryzo-
waly si¢ wyzszym optimum temperatury oraz wigksza termostabilnoscig w porow-
naniu z proteazami, syntetyzowanymi przez szczep Archangium gephyra.

4. Proteazy wytwarzane przez Sorangium cellulosum mialy wyzsze optimum
pH niz proteazy wytwarzane przez Archangium gephyra.

5. Bakterie Sorangium cellulosum syntetyzuja proteazy serynowe, o czym
$wiadczy zahamowanie aktywnosci proteolitycznej pod wptywem 1 mM DFP.

6. Bakterie Archangium gephyra wydzielajg metaloproteazy, o czym $wiadczy
catkowite zahamowanie aktywnosci proteolitycznej pod wptywem EDTA.
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Summary

Myxobacteria (order Myxococcales) belong to Gram-negative bacteria which are important com-
ponent of soil microflora. In the present study the proteolytic properties of two myxobacterial strains
Sorangium cellulosum and Archangium gephyra were characterised. In the performed experiments,
culture conditions were optimised and the dynamics of changes in the activity of extracellular prote-
ases synthesized by these bacteria was determined. Moreover, after the pretreatment of enzymes, they
were characterised in terms of optimum temperature and pH. Their thermal stability and response to
selected diagnostic inhibitors were also determined. Protease activity was detected with gelatin zy-
mography after electrophoretic separation at non-denaturating conditions.

The study showed that the Sorangium cellulosum and Archangium gephyra strains were capable
of synthesizing extracellular protease of different activity and different values of optimum tempera-
ture, pH and thermal stability.
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