Regulace syntézy exocelularnich proteas u bacili
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Mikrobialni proteasy (= proteinasy, spravné endopep-
tidasy) patii ke &tyfem typlim enzymi: jsou to enzymy
pepsinového typu s kyselym optimalnim pH- (pfedevsim
houbové proteasy), Siroce zastoupené jsou neutrdlni me-
taloproteasy a alkalické enzymy serinového typu. En-
zymy papainového typu (-SH proteasy) se vyskytuji jen
Fidce. Z priimyslového hlediska maji v§znam piredevsim
extraceluldrni kyselé a alkalické proteasy. Prvni se po-
uZivaji v syrafstvi jako Cdstetnd nahrada chymosinu,
druhé jako soudédst pracich praski. Mikrobidlni protea-
sy se v3ak uplatiiuji v potravindiském primyslu (pe-
katstvi, pivovarstvi, masny primysl), v koZeluZstvi,
v medicing a dalSich odvétvich [1]. Bacily, které patii
k nejv§znamné&jsim producentim priimyslovych enzymi,
vylu€uji do prostfedi neutrdlni a alkalické proteasy. Pro

jejich efektivni fermentaéni vyrobu, stejné jako pro ci-
leny vybér produké&nich mutant je dileZité znat gene-
tické a metabolické principy kontroly jejich syntézy.
V této pirehledné praci chceme konfrontovat dva pre-
vladajici typy regulaci, jeZ mohou ovlivnit jejich pro-
dukci — represi (potlateni syntézy) Zivinami a zavis-
lost jejich syntézy na sporulaci. Obsdhla studie v tomto
sméru, ale s ponékud $irSi problematikou byla publiko-
véna Priestem [2].

NeZ se budeme podrobnéji zabyvat mechanismy, jeZ
se uplatiiuji v regulaci syntézy proteas, chceme se
struéné zminit o hlavnich rozdilech v kontrole tvorby
enzymii v mnoZicich se a sporulujicich buifkach.

V rostoucich populacich (a u nesporulujicich i v ne-
rostoucich kulturdch) bakterii je syntéza enzymii kon-
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trolovana bud indukci, nebo represi. V prvém piipadé
je tvorba enzymu vyvoldna pritomnosti jeho substratu
nebo jiného metabolitu, oznafovaného jako induktor.
Obecné zndmym piikladem je syntéza g-galaktosidasy,
indukované laktosou. Pfi represi metabolit (korepresor)
naopak tvorbu enzymu znemoZni. Jak represe tak i in-
dukce se realizuje prostfednictvim tzv. regulac¢nich bil-
kovin, které reaguji bud s induktorem, nebo korepreso-
rem a jsou schopny rozeznat regula¢ni oblast prislusného
genu. ProtoZe tvorba vé&tSiny proteas je regulovdna
represf, poviimneme si podrobné&ji tohoto typu kontroly.
Represe sama miZe byt zaloZena jednak na pozitivni
(obr. 1 a, b), jednak na negativni (obr. 1 ¢, d) kontrole
exprese genl. V prvém pripadé mé regulaéni bilkovina
povahu aktivatoru (A). Jeji interakce s regulaéni oblastf
genu nebo operonu stimuluje nasednuti enzymu RNA
polymerasy (P) na pocatek (promotor) genu a jeho pre-
pis na informaéni ribonukleovou kyselinu (mRNA).
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Obr. 1. Mechanismus represe syntézy enzymii
(Podrobnosti viz text)

~Prekladem“ mRNA na ribosomech jsou vytvareny mo-
lekuly jednoho nebo nékolika druhii enzymi (v nasem
pfipadé dvou E; a E;). RNApolymerasa je sloZity enzym,
obsahujici nékolik podjednotek. Z regula¢niho hlediska
je dileZitd podjednotka sigma (zna¢ena krouZkem), spo-
jend s ostatnimi podjednotkami pomérné volné, kterd
velmi pfesné rozpoznév4 na promotoru specifickou kom-
binaci nukleotidii, uréujici misto, na néZ RNApolymerasa
nasedne. JestliZe do buiiky vstoupi molekuly korepreso-
ru (plné trojihelniky), navaZi se na aktiva¢ni bilkovinu
(A), ktera ztrati schopnost interagovat s DNA a stimu-
lovat naseddni RNApolymerasy na promotor. Syntéza
enzymu se proto zastavi.

Negativni kontrola naopak spoc¢ivd v tom, Ze regulac-
ni bilkovina — represor (R) milZe zabranit pfepisu
mRNa RNApolymerasou. V pFitomnosti korepresoru
(Eerné &tveretky) — obr. 1d — se represor navaZe sam
na pocétek genu, z néhoZ bud vyt&sni RNApolymerasu,
nebo znemoZni jeji pohyb. V nepfftomnosti korepresoru
je v3ak represor neaktivni, a proto miZe syntéza enzy-
mi probihat neru3ené (obr. Ic). Podrobné&ji o kontrole
syntézy bilkovin viz Chaloupka (3, 4] a Skoda a Skodovd
[5].

Regulace syntézy bilkovin pfi sporulaci je zaloZena
na podobnych principech, je v3ak pon&kud sloZit&jsi.
PredevSim se ve sporulujicich bufikdch vytvafeji rGzné
o-podjednotky RNApolymerasy, které nahrazuji o¢-pod-
jednotku pfitomnou v rostoucich buiitkdch. Sporulaéni
o rozezndva jiné seskupeni nukleotidi v promotoru a
umoZiiuje tim, Ze sporulaéni lokusy (skupiny geni),
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Obr. 2. Schéma ndsledné indukce (+) a represe (—)
syntézy bilkovin v prib&hu sporulace bacilil

jichZ je nékolik desitek, jsou pPepisovdny na mRNA
pouze za sporulace. Druhou zvlastnosti jejich kontroly
je vzdjemna navaznost jejich exprese (obr. 2). Sporu-
lacni lokusy obsahuji asi né&kolik genl, z nichZ jeden
pravdépodobné kéduje aktivaéni bilkovinu, stimulujici
transkripci nésledujictho [— na obr. 2 zndazornéno (+)].
Sporulaéni lokusy jsou vSak obvykle aktivni pouze po
kratky casovy tsek. Je to podle prevladajicich predstav
umozZnéno tim, Ze nékteré lokusy koduji represory, kte-
ré ,vypinaji“ transkripci pfedchéazejicich genii — zné-
zornéno (—).

Nékteré bacily, napf. primyslové vyuZivany Bacillus
subtilis, syntetizuji proteasy [(neutrdlni a alkalickou)
pouze v postexponencidlni fazi ristu a na podatku spo-
rulace. Jejich tvorba je tedy v zésadé& regulovdna prin-
cipy znazorné&nymi na obr. 2. ProtoZe obé& proteasy patfi
mezi exoceluldrni enzymy, je jejich syntéza a exkrece
z buiiky kontrolovdna celym souborem gent regulujicich
specificky jejich vlastni syntézu, jejich exkreci do média
i sporulaéni mechanismus [6, 7, 8] — obr. 3. Mutace
viech skupin gendi miZe vést jak ke zvySeni, tak ke
sniZeni produkce obou enzymid. Zajimavy v¢sledek maji
mutace postihujici sporulaci. V&tSina z nich vede ke
ztr4té schopnosti tvofit proteasy, protoZe obvykle blo-
kuji pocéatek sporulace. Celd sekvence postupnych akti-
vaci genii se tim naru$i a k expresi proteasovych geni
nedojde. Naproti tomu mutace postihujici pozdé&jsi spo-
ruladni lokusy miiZe mit za nédsledek zablokovani geni,
jejichZ produkty ,vypinaji“ syntézu proteas. Oba enzy-
my tedy mohou byt produkovadny po podstatn& del3i do-
bu neZ pfi sporulaci [9].
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Obr. 3. Geny kontrolujici syntézu exoceluldrnich enzymil
u B. subtilis

Horni skupina genl kontroluje exkreci bilkovin, spodni
kontroluje sporulaci nebo pfimo syntézu proteas.

Geny pro alkalickou i neutrdlnf proteasu Bacillus
subtilis a nékterych dalsich bacili se podafilo izolovat
a klbnovat metodami genového inZenyrstvi [10, 11].
Analyza nukleotidové sekvence jejich promotorové ob-
lasti pomohla objasnit jejich zavislost na sporulaci. Ob-
sahuje totiZ kombinace nukleotidii rozpozndvané spo-
rulaénimi s-podjednotkami RNApolymerasy, ne v3ak jeji
vegetativni formou.

Bacillus megaterium, jeZ je objektem na3eho studia,
syntetizuje pouze jednu proteasu — metaloenzym. Na
rozdil od Bacillus subtilis, jsou naSe v&domosti o syn-
téze proteasy u B. megaterium zaloZeny prevaZné na
studiu jeho fyziologie a Caste¢né na analyze povahy je-
ho regula¢nich mutant. ProtoZe B. megaterium nenf
dobfe pfistupny genetickym manipulacim, nebyla u n&ho
dosud nikym provedena izolace, klénovdni a sekvenace
proteasového genu.

Bacillus megaterium syntetizuje a exkretuje neutralni
metaloproteasu bé€hem ristu i b&hem sporulace. Syntéza
enzymu v rostoucich buiikdch se kontroluje represi,
v niZ hraji kli€ovou ulohu aminokyseliny (12, 13). Jeji
regulace je tedy za t&chto podminek pravdépodobné za-
loZena na principech znézorn&nych na obr. 1. Nevime
viak, zda reguladni bilkovinou je aktivafni bilkovina
(obr. 1 a, b) nebo represor (obr. 1 ¢, d). Nevime rovng&Z,
zda korepresorem jsou aminokyseliny jako takové, nebo
néjaky jejich metabolit. Pfi sledovdni vztahu mezi spe-
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cifickou rychlosti syntézy proteasy a koncentraci ami-
nokyselin v médiu byla odvozena kfivka [obr. 4), z niz
vyplyvd matematickd formulace vyjadfujici kontrolu
produkce proteasy (pg) aminokyselinami.

= Gl k1 + ky . e—k3 (aa)
u

kde u je specifickéd ristova rychlost, k, konstanta uréu-
jici nereprimovatelnou syntézu enzymu, k, konstanta vy-
jadfujfci syntézu enzymu v nepfitomnosti aminokyselin,

Obr. 4. Vztah mezi koncentraci aminokyselin a produkci
proteasy u B. megaterium
(Podrobnosti uvedeny v textu)

k3 je represni koeficient, specifick§ pro danou smés
aminokyselin, aa je koncentrace aminokyselin. Vedle
sloZeni média se uplatiiuje v regulaci syntézy exocelu-
larni proteasy i teplota. Specifickd rychlost syntézy en-
zymu klesd se stoupajici teplotou a je kontrolovdna na
transkriptni i posttranskrip&ni Grovni [14, 15] —
obr. 5A.
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Obr. 5. Potladeni tvorby proteasy za ristu (A) a za spo-
rulace (B) teplotou
Aktivita enzymu je udédna v tyrosinovych jednotkdch
(TU/ml), syntéza bilkovin (dpm) byla mé&fena inkorporaci
“c-lell:clnu. Teploty v °C jsou uvedeny u jednotlivjch
kFivek.

Tvorba proteasy v prib&hu sporulace je u B. megate-
rium mnohem méné citlivdA k represi aminokyselinami,
neZ je jeji syntéza za ristu [16]. Mimo to probiha pou-
ze po 1—2 hodiny a potom se téméf zastavi (obr. 6).
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Obr. 6. Rychlost syntézy proteasy pri inkubaci ve spo-
rulaénim médiu [B)

A — enzymova aktivita vytvofend b&hem 30 minut, vzta-
2end k 1 mg suliny bunk (o) a k rychlosti inkorporace
"C-leucinu do bilkovin (@), h — hodiny inkubace ve spo-
rulaénim médiu.

ZvySovéani rychlosti syntézy enzymu a jeho néahlé vy-
pnuti po 2. hodin& sporulace naznacuji, Ze jeho tvorba
je v tomto pfipadé kontrolovdna sporulaénim mecha-
nismem [obr. 2), na rozdil od jeho kontroly v rostou-
cich buiikédch, kde se uplatiiuje represe aminokyselinami.
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Orb. 7. Syntéza proteasy béhem ristu (A) a pFi inkuba-
ci ve sporulaénim médiu (B)

E — enzymova aktivita [TU/ml), OD — optickd densita
kultury, h — hodiny; wt — plivodni kmen (spo+), 27—36
mutanta (spo—).

Ve snaze potvrdit nebo vyvréatit pfedstavu o dvoji kon-
trole syntézy proteasy u B. megaterium jsme se snaZili
ziskat po mutagenim zdsahu EMS (ethylmethylsulfonét)
mutanty, které by se od vychoziho kmene lidily v syn-
téze enzymu bud za ridstu, nebo za sporulace [17]. Nej-
zajimavéjSi z téchto mutant je asporogenni kmen 27—36,
ktery b&hem riistu proteasu témeér netvofi, ale ve spo-
rulaénim meédiu ji naopak syntetizuje v&t3i mnoZstvi neZ
vychozi kmen (obr. 7). Pravdépodobn& jde o mutaci
v pozdéjSich sporulaénich stadiich, kterd nedovede vi&as
»vypnout“ expresi proteasového genu, aktivovaného na
pocdtku sporulace. Existence mutaci podobného typu
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naznaCuje, Ze syntéza enzymu za obou fyziologickych
siavll je regulovana odlidn&. Nicméné& i b&hem sporulace
zlistdva tvorba proteasy citlivd k teploi& (obr. 5B).
Teplota v3ak nepfiznivé ovliviiuje i vlastni sporulaci, a
proto nelze fici, zda je v tomto pfipadé& tvorba proteasy
postiZena primérné, nebo v disledku inhibice sporulace.
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Chaloupka, ]. - Pazlarova, |. - Dvordkova. M. - Kuéero-
va, H. - Strnadova, M. - Vachova, L. - Votruba, J.: Regu-
lace syntézy exoceluldrnich proteas u bacili. Kvas,
prim. 32, 1986, &. 7—8, s. 191—194,

Byla porovndvdna regulace syntézy exocelularnich
proteas u Bacillus subtilis a B. megaterium. Zatimco
u prvého zévisi syntéza na sporulaci, u druhého probiha
za ristu i za sporulace. Mechanismus Kkontroly syntézy
proteasy za obou fyziologickych stavii se v3Sak lisi. Bé-
hem riistu se uplatiiuje represe aminokyselinami, v dru-
hém zavisi na prib&hu sporulace. V obou pfipadech se
viak tvorba proteasy sniZuje pfi zvySovani Kkultivadni
teploty.

Xanoynka, 10., Masnaposa, f1., JIsopxkakosa, M., Kyuepo-
sa, I'., Crpnanosa, M., Baxosa, JI., Borpy6a, f.: Peryas-
UHS CHHTE3a 3IK30UeANIJSIPHBIX npoTeas B Gaumanax. Ksac.
npym. 32, 1986, Ne 7—8, ctp. 191—194.

Mpl cpaBHHBaIH CHHTE3 3KCTPALETIOAPHBLIX NpOTEas y
B. subtilis w B. megaterium. ¥ nepporo OpraHHaMa CHH-
T€3 NnpoTeas OTBHCHT OT CNOPYJASLHH, Y BTOpOro mporekaer
B Te4YeHHEe pasBHTHS KyJAbTYpPbl H B Te4YeHHE CHOPYJaALLHH.
Mexanuam peryasiii B Pa3BHBAKONLENiCs KyJbTYPE MHKpO-
OpraHH3MOB OCHOBAaH Ha penpeccHH aMHHOKHCJIOTAaMH,
B TeYyeHHe CNOopyJsilHH OTBHCHT OT 3TOro npouecca.
B o6oux cayuasix cHHTe3 npoTeassl M0OAaBJeH TOBLILEHHOM
Temnepartypoii.

Chaloupka, |J. - Pazlarov4, ]. - Dvoidkova, M. - Kuerova,
H. - Strnadovad, M. - Véachovéd, L. - Votruba, ].: Regula-
tion of Synthesis of Exocellular Proteases with Bacilli.
Kvas. priim. 32, 1986, No. 7—8, pp. 191—194.

Regulation of the formation of exocellular pro-
teases in Bacillus subtilis and B. megaterium was
compared. Whereas in the first case depends on sporu-
lation only, in the second one proceeds during growth
as well as during sporulation. Mechanism of the con-
trol of proteinase synthesis in both fysiological stages
is different. The enzyme synthesis during growth is
repressed by amino acids, during sporulation depends
on the developmental process. The formation of the
protease is suppressed by temperature in both cases.

.

Chaloupka, ]. - Pazlarovd, ]. - Dvordkova, M. - Kuiero-
va, H. - Strnadovd, M. - Vachovd, L. - Votruba, ].: Re-
gulierung der Synthese von exozelluldren Proteasen bei
Bazillen, Kvas. priim. 32, 1986, Nr. 7—8, S. 191—194.

Wir studierten die Regulierung der Synthese von
exozelluldren Proteasen in Bacillus subtilis und
Bacillus megaterium. Die Synthese dieser Enzyme in
Bacillus subtilis ist von der Sporulierung abhingig,
Bacillus megaterium synthetisiert die Protease wé#hrend
Wachstums und auch wéhrend Sporulierung. Die Regu-
lierung der Enzymsynthese in beiden physiologischen
Zustdnden ist unterschiedlich. In der Wachstumsphase
ist durch die Aminosduren gehemmt, in der Sporulie-
rungsphase ist von diesem Prozess abhiingig. Die Pro-
teasesynthese ist in beiden Féllen durch die erhohte
Temperatur gehemmt.



