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Keratins and their biodegradation
Summary

The family of keratins comprises fibrous proteins of high mechanical and
chemical stability, present in skin appendages like feathers, horn, hoof or hair,
as well as cytokeratins forming a part of cytoskeleton of epithelial cells. The
ability of keratin degradation is a feature of many saprophytic and pathogenic
microorganisms, including bacteria, fungi and streptomyces. That also occurs
during caspase-mediated apoptotic processes in vertebrate cells. The mecha-
nism of microbial keratinolysis involves action of mainly alkaline serine proteas-
es, but additional processes like sulphitolysis or mechanical breakdown are also
known. Among a wide variety of microbes, bacteria, especially from the genus
Bacillus, are of interest in terms of large scale biodegradation of keratinic
wastes. Diverse applications, including poultry industry or farm wastes diges-
tion, fertilizer composts production, broiler diets supplementation and prion
protein decomposition, are mentioned.
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1. Wprowadzenie

Keratyny (gr. keras = rog) stanowig wysoce heterogeniczng
rodzine biatlek wldkienkowych o zwartej strukturze, ktorg utrzy-
muja mostki S-S cystyny. W komorkach nabtonkowych cztowieka
zidentyfikowano dwadziescia izoform keratyn o masie czastecz-
kowej od 40 do 70 kDa, natomiast w komérkach innych ssakdw
wykazano okoto 10 izoform tzw. keratyn twardych, obecnych
w wytworach skory: piérach, wetnie, rogach, paznokciach i innych.
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Keratyny i ich biodegradacja

Charakteryzuja sie one znaczng odpornoscig na dziatanie czynnikéw fizycznych
i chemicznych, a takze enzymdw proteolitycznych. Sg wybitnie higroskopijne, lecz
nierozpuszczalne w wodzie. W epitelium wiekszosci komérek zwierzecych tworza
sieci filamentéw posrednich (IF, ang. intermediate filaments), ktére obok mikrofila-
mentow oraz mikrotubul sg podstawg cytoszkieletu. Stanowig ponad 85% wszyst-
kich biatek i petnig rozne funkcje, polegajace miedzy innymi na wzmocnieniu struk-
tury komérki. Keratyna wchodzgca w skiad fitamentéw posrednich ma strukture
dwuniciowej superhetisy a. IF biorg istotny udziat w podziatach komaérkowych,
W przestrzennej organizacji chromatyny, przekazywaniu sygnatéw wewnatrz- i mie-
dzykomodrkowych oraz w skurczu widkien migsniowych (1).

2. Cytokeratyny

Cytokeratyny sg najwieksza i najbardziej ztozong grupg filamentéw posrednich
wykazujacych specyficzno$¢ tkankowa wzgledem tkanki nabtonkowej. Tworza sie¢
filamentow asocjujacych z desmosomami i chemidesmosomami w potaczeniach ko-
morka - komorka oraz komdrka - btona podstawna. Zbudowane sa wedtug mo-
delu wspolnego dla wszystkich IF. Czasteczki biatek roznych typéw IF majg konser-
watywng domene centralng w postaci helisy a, sktadajaca sie z 310-315 reszt ami-
nokwasowych. W przeprowadzonej analizie sekwencji aminokwasow a-keratyny
wykazano powtarzajacy sie odcinek o diugosci siedmiu reszt, przedstawiony sym-
bolicznie jako (a-b-c-d-e-f-g)n, gdzie a i d sg zazwyczaj aminokwasami hydrofobowy-
mi (Leu, Val, lle). Konfiguracja helis a formowanych przez domeny centralne umozli-
wia stabilizacje tworzonych dimer6éw poprzez wigzania wodorowe. Dodatkowo
w poddomenach IA i 2B domeny centralnej wyrdzniono powtarzajace sie fragmenty
sktadajace sie z 13 reszt aminokwasowych, okreslane jako trigger sites, odpowie-
dzialne réwniez za stabilizacje struktury helisowej oraz dimeréw (1). W pateczko-
watej domenie centralnej IF wyrdznia sie cztery segmenty oznaczone jako IA, 1B,
2A, 2B (rys. 1) o statej liczbie aminokwaséw: 35(1A), 10I(IB), 19(2A), 121(2B). Seg-
ment 2B tworzy helisa o zaburzonym skrecie, a pozostate segmenty majgce struktu-
re dwuskretnej helisy sg potaczone ze sobg krdtkimi niehelisowymi tgcznikami LI,
LI-2, L2. taczniki te cechujg sie zmiennoscig sekwencji, destabilizujg helise a i za-

L1 L1-2 L2

fsj ctomena centralna C

Rys. 1. Ogélny schemat domenowej budowy filamentéw keratynowych.
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burzajg interakcje pomiedzy dwuskretnymi zwojami. Na podstawie homologii se-
kwencji aminokwasowej domen centralnych oraz struktury drugorzedowej i dome-
nowej, filamenty posrednie podzielono na szes¢ typow, z ktérych dwa pierwsze
tworzg keratyny. Typ | stanowig keratyny kwasne (m.cz. 40-67 kDa, pl 4,5-5,5), a typ
1 keratyny obojetne i zasadowe (m.cz. 40-70 kDa). Biatka typu | obejmujg jedenascie
keratyn epitelium K9 - K20 i cztery keratyny wloséw Hal - Ha4, a biatka typu 1,
osiem biatek epitelium Kl - K8 i cztery keratyny wiosow Hbl - Hb 4 (2).

Domeny N- i C-terminalne cytokeratyn liczg od 15 do 30 reszt o charakterze za-
sadowym. Wyodrebnia sie wsrdd nich poddomeny: homologiczne HI i H2, ktére wy-
stepuja wyltacznie w keratynach typu 1, zmienne VI i V2 o niejednakowej liczbie
aminokwaséw oraz koricowe El i E2 (rys. 1). Domeny te nie majg struktury heliso-
wej, lecz bogate sg w zwroty [3 (3). Domeny terminalne odgrywajg wazng role
w montazu filamentdéw i nawet drobne zmiany w ich obrebie prowadza do utraty
stabilnosci oraz zaburzenia funkcji (4). Keratyny obligatoryjnie sa heteropolimerami
podjednostek typu | i Il w stosunku 1:1. Na poszczeg6lnych etapach rozwoju oraz
w réznych komdrkach wystepujg rézne dimery biatek, np. dimery K 8/18 obecne sg
w warstwie podstawnej nabtonka, a K 1/10 w warstwie rogowej. Zaréwno w warun-
kach in Wvo, jak i in vitro, dimery keratynowe spontanicznie asocjuja, bez udziatu do-
datkowych czynnikéw lub energii, jest to charakterystyczny sposob agregacji po-
czawszy od dimerow, poprzez tetramery, protofilamenty, protofibryle, do filamen-
tow. Wigczanie podjednostek biatkowych przebiega potranslacyjnie, wzdtuz calej
powierzchni czasteczek, w budowie ktdrych zakodowana jest informacja dotyczaca
wyzszych struktur filamentéw keratynowych (rys. 2).

Funkcjonowanie filamentow keratynowych w komoérkach wymaga wspoétudziatu
zasocjowanych z nimi biatek towarzyszacych (IFAP, ang. intermediate filament associa-
ted proteins). IFAP sg morfologicznie i funkcjonalnie spokrewnione z fllamentami ke-
ratynowymi, ale nie sg ich strukturalnymi komponentami. Ze wzgledu na mase
czasteczkowg oraz funkcje dzielg sie na cztery klasy: | - IFAP o niskiej masie czas-
teczkowej (10-45 kDa) wigzace bocznie filamenty w zwarte agregaty makrofilamen-
téw (np. filagryna), Il - IFAP o wysokiej masie czasteczkowej (100-500 kDa)
wigzace filamenty zaréwno krzyzowo w luzne sieci, jak i z innymi elementami ko-
morki (np. plektyna) oraz lll i IV - IFAP sprzegajgce konce filamentow z btong ko-
morkowg oraz z otoczka jadrowa (np. desmoplakina). W rogowaciejagcych komor-
kach naskorka filagryna, ktora jest biatkiem o charakterze zasadowym z przewaga
sekwencji Gly-Ser-Glu-Arg-His, tworzy niekowalencyjne wigzania z sekwencjami Gly
- Ser w terminalnych domenach podjednostek keratynowych. Wigze filamenty ke-
ratynowe 0 m.cz. 61-66 kDa w mikrofibryle, zanurzone w macierzy keratynocytow
(5-7). Filagryna uwazana jest za specyficzny wyznacznik keratynizacji komérek. De-
smoplakiny: DP ! i DP Il mocujg filamenty keratynowe w desmosomach. Nalezg one
do rodziny biatek linkerowych o wysokiej masie czgsteczkowej (5). Mutacje genéw
keratyny ulegajacych ekspresji w btonie podstawnej naskérka, zmieniajg organiza-
cje filamentow keratynowych, co zwieksza ich wrazliwos¢ na uszkodzenia, a w efek-
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Rys. 2. Asocjacja podjednostek cytokeratyn. A - Roéwnolegte monomery cytokeratyn typu | i 1. B -
Dimer ztozony z réwnolegtych monomeréw cytokeratyn typu | i Il. C - Tetramer ztozony z antyréwno-
legte utozonych dimeréw. D - Tetramer z przylegajacymi segmentami 2B. E - Tetramer z przylega-
jacymi segmentami IB.

cie powoduje brak adhezji miedzykomdrkowej. Konsekwencja sq grozne pecherze
skdry, co jest symptomem pecherzycy, choroby potencjalnie $miertelnej dla czto-
wieka (1).

3. Keratyny przydatkéw skory

Keratynowe wytwory skory charakteryzujg sie wielopoziomowsg strukturg nadajaca
im znaczng wytrzymatos¢ mechaniczng. Podstawg tych struktur sg ,,twarde” a-keraty-
ny, charakterystyczne dla poszczegoélnych martwych elementéw skérnych, cechujace
sie wspdlnym planem budowy i wysoka homologig do cytokeratyn. Ztozone z nich mi-
krofibryle zanurzone sa w bezpostaciowej, wysokosiarkowej macierzy biatek niekera-
tynowych. Helisy a prawoskretne uformowane sg w lewoskretne superhelisy (protofi-
bryle), ktére z kolei sktadajg sie na mikro- i makrofibryle, umieszczone ostatecznie
w wydtuzonych, dachéwkowato utozonych komérkach, jest to modet budowy charak-
terystyczny dta wtoséw, wetny i innych wyrostkdw skérnych (7,8).
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Keratyna pior, w stosunku do keratyn paznokci, rogéw i naskdrka, rozni sie
2,5-krotnie wyzszg zawartoscig cystyny (7,8%) (9). Jej budowa odbiega nieco od ty-
powej struktury a-keratyny, gdyz obok helis a, od 25 do 30% biatek tworzy struktu-
re harmonijki (3. W badaniach przy uzyciu mikroskopii elektronowej wykazano, ze
a-keratyna skfada sie z widkien mikrofibrylarnych o $rednicy 8 nm zanurzonych
w biatkowej macierzy. Cechg charakterystyczng jest obecno$¢ na przekroju upako-
wanych stref mikrofibryli, ktérych warstwy wyraznie sie¢ odznaczajg. W keratynie
dojrzatego pidra mikrofibryle majg Srednice okoto 3 nm, a odlegto$¢ pomiedzy ich
osiami wynosi 3,5 nm. Odznaczaja sie tam wyraznie grupy pojedynczych mikrofibry-
li oraz struktury warstwowe, o grubosci jednej mikrofibryli. Obok keratyn, w skiad
piéra wchodzg réwniez ziarna melaninowe, o jednolitej strukturze wewnetrznej
i znacznym zageszczeniu. W trakcie badan nad wiasciwosciami mechanicznymi ke-
ratyny piér stwierdzono zmiany utozenia widkien biatkowych, zaleznie od pozycji
na stosinach pidr ptakow lotnych. Im blizej koncowki stosiny, tym wyzsza jest jej
wytrzymatos¢ (6).

4. Drobnoustroje keratynofilne i keratynoHtyczne

Pidra ptakow jako struktury keratynowe, sa miejscem bytowania réznych drob-
noustrojéw keratynofilnych. Cze$¢ z nich to mikroorganizmy patogenne, w wigk-
szosci jednak sg to drobnoustroje saprofityczne, pochodzace z gleby. Wystepuja
wsérdd nich zaréwno bakterie, jak i promieniowce, grzyby strzepkowe oraz droz-
dze (10). Pierwsze z nich stanowig grupe dominujaca. Burtt i Ichida (11) w bada-
niach na grupie ponad 1500 ptakéw roznych gatunkoéw dowiedli, ze upierzenie
jest miejscem bytowania r6znorodnych bakterii, z ktérych ok. 80% wykazuje do-
datkowo zdolnosci keratynolityczne. Wsrod izolatéw znalazto sie kilkanascie
szczepOw nalezacych do gatunkéw Bacillus licheniformis i B. pumilus. Liczba bakterii
wykrytych w upierzeniu zalezna byta od sezonu, pory roku oraz gatunku ptakéw.
Obecno$¢ mikroorganizméw zdolnych do degradacji keratyny pidr wywiera w pew-
nym stopniu negatywny wptyw na kondycje upierzenia (10). W Swiecie ptakow
funkcjonujg jednak mechanizmy uniemozliwiajgce nadmierny rozwdéj pasozytni-
czych drobnoustrojow. Oprécz zachowan ptakéw polegajacych na pielegnacji, pia-
skowaniu i suszeniu pidr, efekt antybakteryjny wykazuje wydzielina gruczotu ku-
prowego, stuzaca do natluszczania upierzenia (12). Ponadto wyzsza odpornosé na
degradacje mikrobiologiczng stwierdzona zostata w przypadku piér barwnych,
w poréwnaniu z piérami biatymi. Wykazano, ze obecne tam barwniki melaninowe
posiadaja wiasciwosci bakteriostatyczne w stosunku do bakterii keratynolitycz-
nych (13).
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4.1. Bakterie z rodzaju Bacillus

Bakterie z rodzaju Bacillus nalezg do najwazniejszych producentéw keratynoli-
tycznych proteaz. Gatunkiem najczesciej izolowanym ze zdegradowanych odpadow
keratynowych jest B. licheniformis. Szczep PWD-1 zdolny jest do produkcji neutralnej
keratynazy serynowej (pl 7,25), podczas gdy wiekszo$¢ enzymow keratynolitycz-
nych pochodzacych z bakterii rodzaju Bacillus to alkaliczne proteinazy serynowe
0 m.cz. 24-33 kDa. Sekwencja genu kerA kodujgcego ten enzym jest w 97% identycz-
na z sekwencja genu subtilizyny Carlsberg (EC 3.4.21.62). Wiele z poznanych keraty-
naz wykazuje typowsa dla subtilizyn aktywno$¢ wzgledem syntetycznych peptydow:
Z-Ala-Ala-Leu-pNA, Z-Gly-Gly-Leu-pNA, Z-Gly-Pro-Cit-pNA oraz Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
-pNA (tab. 1). Keratynazy syntetyzowane przez bakterie z rodzaju Bacillus wykazujg
optymalng aktywnos¢ w pH 9-12, w temperaturze 50-70°C, przy czym optimum ich
syntezy zazwyczaj nie pokrywa sie z optimum dla wzrostu komoérek. Na szczeg6lng
uwage zastuguje alkalofilny szczep AH-101 nalezacy do gatunku B. halodurans, syn-
tetyzujacy wysoce termostabilng proteinaze alkaliczng o optymalnym dziataniu
w pH 11-13, w temperaturze 80-90°C. W tychze warunkach enzym ten odznaczat sie
wysokg aktywnoscig wzgledem keratyny wioséw ludzkich, jednakze warunkiem je-
go dziatania bylo uprzednie przeprowadzenie sulfitolizy, z udziatem kwasu tiogtiko-
lowego (1-5%), petnigcego role czynnika redukujacego mostki cystynowe keratyny.
Enzym nalezat do subtilizynopodobnych, wykazywat tez wysoka aktywnos¢ elasta-
zowg oraz kolagenazowsg (21,22). Bakterie Bacillus znane sg takze z syntezy keraty-
naz cysteinowych, jak i trypsynopodobnych (B. licheniformis K-508), lub metaloprote-
inaz, (B. polymyxa B20). Enzymy keratynolityczne wykazujg szeroka specyficznos$¢
substratowa zaréwno wzgledem keratyn wyrostkéw skdry, takich jak piora, wiosy,
wetna, kopyta, rogi, jak i innych biatek widkienkowych (kolagen, elastyna), a takze
biatek niewtokienkowych, jak kazeina czy albumina.

Tabela 1

Charakterystyka keratynolitycznych proteaz syntetyzowannych przez bakterie z rodzaju Bacillus

Masa Temp. Litera-
Szczep Typ proteinazy ~ czast. pH opt.  opt. Degradowane substraty tura
(kDa) “C)
| 2 3 4 5 6 7
Bacillus licheniformis  serynowa 33 75 50 keratyna pidr, azokeratyna, (14)
PWD-I (ATCC 53757) kazeina, kolagen, elastyna*
Bacillus licheniformis  cysteinowa - 8,5 50 Bz-Phe-Val-Arg-pNA (15)
K-508 serynowa - - - Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
Bacillus pumilus serynowa 31,1 10,0-105 60 kazeina, keratyna (16)
(subtilizyna) Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA

a-benzoilo-DL-Arg-pNA
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1 2 3 4 5 6 7

Bacillus pumilus FHO" - 9,0 55  kazeina, azokeratyna, keratyna @an
pior
Bacillus sp. NCDC 180  AP-1 serynowa 28 11,0 50  Kkazeina > elastyna > albumina (18)
(subtilizyna) > azokeratyna*’
AP-2 serynowa Glu-Gly-Ala-Phe-pNA
(subtilizyna) 29 12,0 55 Glu-Ala-Ala-Ala-pNA
Bacillus pseudofirmus  serynowa 24 11,0 60-70  kazeina, keratyna pior (19)
AL-89
Bacillus polymyxa B20" serynowa - 6,6 50 kazeina (20)
metaloproteinaza 10,2 keratyna rozpuszczalna

keratyna pior

Bacillus halodurans 11,0-13,0 80-90 keratyna wioséw (dodatek kw. (21-23)
AH-101 OCM 9161) merkaptoetylowego)
subtilizyna Z-Ala-Ala-Leu-pNA
Z-Gly-Gly-Leu-pNA
Z-Gly-Pro-Cit-pNA
elastaza, Suc-Ala-Afa-Pro-Leu-pNA
koiagenaza PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg

“ - badania na surowym piynie pohodowlanym,
- aktywno$¢ wobec substratéw uszeregowano wedtug malejacej efektywnosci.

Wiekszos$¢ opisanych keratynaz zalicza sie do enzymdw indukcyjnych. Najefek-
tywniejszymi induktorami sg zazwyczaj substraty keratynowe, a mniej efektywnymi
biatkowe skfadniki podtoza, takie jak trypton, kazeina, maczka sojowa lub ekstrakt
drozdzowy. Obecnos¢ weglowodandéw w podtozu najczesciej hamuje synteze prote-
az, cho¢ przyktadowo B. pseudofirmus AL-89 najefektywniej produkowat keratynaze
W pozywce zawierajgcej piora i glukoze. Konstytutywny charakter keratynaz po-
twierdzono w przypadku B. licheniformis K-508 oraz B. pumilus FH9, ale poziom ich
syntezy zalezat od dostepnych sktadnikéw odzywczych. W wigkszosci przypadkéw
najwyzszg synteze obserwowano w p6znej logarytmicznej fazie wzrostu. W hodow-
lach bakterii na poditozach z dodatkiem pi6r kurzych obserwowano systematyczng
i szybka degradacje tego substratu, ktéry stanowit dla komoérek Zrédto wegla i azo-
tu. Bakterie B. subtilis (24), a takze B. pumilus FH9 (17) catkowicie uptynnity keratyne
pidr w ciggu 72 godzin. Szczep Bacillus sp. FK 46 degradowat pidra w ciggu 5 dni ho-
dowli (25). W wymienionych przypadkach hodowle prowadzono w temp. 37°C,
a wyjsciowa ilo$¢ keratyny wynosita 1-2%. W doniesieniach El-Refai i wsp. (17) oraz
Rodziewicz i taby (26) znajdujemy ponadto informacje o licznych izolatach Bacillus
degradujacych do 87% keratyny pior zawartej w podtozu w ciggu 3-4 dni hodowli.

System ekspresji bakterii z rodzaju Bacillus oraz wysoka efektywnos¢ sekrecji
produktéw pozakomérkowych czyni je atrakcyjnymi biorcami genéw. W tym wzgle-
dzie dobrze poznany jest gatunek B. subtilis, z ktérego uzyskano wiele produktow
biologicznych, przy uzyciu endogennych i egzogennych plazmidéw jako wektoréw
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klonowania. Ponadto produkty ekspresji moga by¢ gromadzone wewnatrz komorki
lub tez wydzielane do podtoza. Takie systemy ekspresji stosowane sg do klonowa-
nia genéw odpowiedzialnych za synteze keratynaz, np. genu alkalicznej proteinazy
(aprA) B. subtilis (24), genu alkalicznej proteinazy serynowej AP B. pumilus przydatnej
do usuwania wiosow ze skor (27), lub tez genu (kerA) B. licheniformis PWD-1 o pozna-
nej sekwencji (14,28,29), a takze innych proteinaz, amylaz, ksylanaz, a nawet ludz-
kiego interferonu a i |3, czy hormonu wzrostu. Do przyktadowych genéw enzyméw
proteolitycznych, uzywanych do transformacji innych gatunkéw, nalezg geny alka-
licznej i obojetnej proteinazy B. amyloliquefaciens, obojetnej proteinazy Geobacillus
steorothermophilus {nprT, nprM), glu-specyficznej proteinazy B. licheniformis (BLase)
(30).

4.2. Gramdodatnie ziarniaki

WS$rdd innych keratynolitycznych bakterii gramdodatnich wymieni¢ mozna izo-
lat Micrococcus sp. Blpz. Syntetyzowane enzymy stanowity mieszanine tiolozalez-
nych proteinaz serynowych o najwyzszej aktywnosci w pH 9,4 w temp. 50°C, przy
czym wykazywaly wyzszg specyficzno$¢ wzgledem keratyny piér niz kazeiny
(20,26). Elastaza uzyskana z Micrococcus luteus nalezata do metaloproteinaz aktyw-
nych w szerokim zakresie pH (31). W obu przypadkach aktywnos$¢ enzymow zale-
zala od obecnosci jonéw Ca+”. Wyizolowane z gleby bakterie Kocuria rosea LPB-3
syntetyzowaty przynajmniej dwa enzymy, efektywnie hydrolizujace keratyne pior,
a takze kolagen i elastyne w temp 35-40°C (32,33). Autorzy z powodzeniem wyko-
rzystali szczep do polepszania wartosci odzywczej maczek keratynowych na drodze
fermentacji. Dodatkowym atutem szczepu byta jego zdolno$¢ do syntezy karoteno-
idu astaksantyny.

4.3. Bakterie gramujemne

Sposrod bakterii gramujemnych uzdolnienia keratynolityczne wykazuje wiele
gatunkéw zardéwno tlenowcdw, jak i beztlenowcow. Z rodzaju Xanthomonadaceae
opisano dwa gatunki bakterii nalezace do Stenotrophomonas i Xantomonas. Bakterie
Stenotrophomonas sp. produkuja dwa typy enzymow wspotdziatajacych w degradacji
keratyny: proteaze o m.cz. 40 kDa i pl 7,5, o optimum dziatania w pH 8-9, a takze
reduktaze disulfidowa. Zespdt tych enzymdw byt aktywny wobec keratyny wiosow
ludzkich oraz rogu bydlecego, a takze, w mniejszym stopniu, elastyny i kolagenu.
Kompletna degradacja keratyny pior podczas hodowli nastepowata w ciggu
2,5 doby (34,35). Szczepy Xantomonas maltophilia oraz Vibrio sp. kr2 wydzielajg alka-
liczne endoproteinazy serynowe. Nagromadzenie grup tiolowych w podtozu suge-
rowato obecnos¢ aktywnosci reduktazowej (36-38). Podobne sugestie wysuwaja inni
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autorzy odnosnie do Chryseobacterium sp. kr6 (rodzina Flavobacteriaceae), ktory syn-
tetyzowat termostabilng metaloproteinaze aktywowang Ca+”" (39-41).

Przedstawicielami bakterii beztlenowych degradujacych keratyne sg Fervidobacterium
pennavorans oraz F. islandicum AW-1. Sg to termofilne, beztlenowe pateczki, nalezace
do rodziny Therniotogales. Gtdwnym produktem ich metabolizmu fermentacyjnego
jest aceton. Bakterie produkujg wiele termoaktywnych i termostabilnych enzymow,
w tym serynowg keratynaze nazwang ferwidolizyng, o nietypowo wysokiej m.cz.
(130 kDa) (42). Enzym catkowicie rozkladat keratyne pior w ciggu 48 godzin. Stwier-
dzono, ze ferwidolizyng byla zasocjowana z ,,togg”, charakterystycznym dla tej ro-
dziny bakterii elementem $ciany komorkowej. W przeprowadzonej analizie kom-
pletnej sekwencji genufis, odpowiedzialnego za synteze keratynazy, wykazano wy-
soka jego homologie z rodzing subtilizyn. Stworzony zostat szczeg6towy modet
centrum aktywnego, zawierajacy triade katalityczng typowsa dla proteinaz seryno-
wych. Ekspresja genu fis zostata z powodzeniem przeprowadzona w komérkach
E. coli (43). Szczep f. islandicum AW-1 syntetyzowat keratynaze o podwyzszonej ter-
mostabilnosci, ktorej okres pdttrwania w temp. 100°C wynosit 90 minut (42). Podob-
nie wysoka cieptostabilnoscig charakteryzowaty sie proteazy degradujace keratyny
wetny i piér, uzyskane z hodowli beztlenowcédw Thermoanaerobacter kerotinophilus
(44).

4.4. Promieniowce o uzdolnieniach keratynolitycznych

Promieniowce (Actinomycetales), tworza rzad z klasy bakterii wiasciwych. Zasie-
dlajg gtéwnie glebe, rzadziej wode, a nieliczne formy sg pasozytami. Producentami
enzymow keratynolitycznych sg liczne gatunki nalezace do rodziny Streptomycetaceae:
Streptomyces albidoflavus Ki 02 (45), S. pactum DSM 40530 (46-47), S. graminofaciens
(48) oraz termofilne S. thermoviolaceus SD8 (49) i Streptomyces sp. MG 104 (50), a takze
alkalofilny Nocardiopsis sp. TOA-1 (51) (rodzina Nocardioformeae) oraz Thermoactinomyces
candidus (52) i T. vulgaris C52 (rodzina Actinomycetaceae) (53). Promieniowce wydzielajg
keratynazy o niskiej masie czasteczkowej (18-49 kDa), podobne do bakteryjnych. Sa
to alkaliczne proteazy serynowe (Nocardiopsis sp.) lub metaloproteinazy (S. albidoflavus)
(45,51). Niektore z nich wykazujg wiasciwosci subtilizynopodobne (T. candidus,
S. pactum) albo chymotrypsynopodobne (Nocardiopsis sp., S. pactum). W wiekszosci
maja szeroka specyficznos¢ substratowa, aktywnie degraduja rézne biatka struktu-
ralne, jak: keratyny, kolagen, elastyne i fibryne. Stopien indukcji keratynaz jest spe-
cyficzny dla danego szczepu, ale zauwazalna jest prawidtowos¢ wyzszego poziomu
ich syntezy w obecnosci keratyn (3 (pidra, rogi, paznokcie) niz keratyn a (wiosy,
siersc), jak w przypadku T. candidus, T. vulgaris i S. thermoviolaceus (tab. 2).
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Tabela 2
Wiasciwosci oczyszczonych keratynaz syntetyzowanych przez promieniowce
Masa Temp. .
Litera-
Szczep ro:-e)iIIrJ]az czast. pH opt. opt.  Kofaktor Degradowane substraty tlura
PIOFINEZY (Da) °C)
Streptomyces serynowa 18 75 60 Cat2  Suc-(Ala)2-Pro-Plie-pNA (45)
albidoflavus Suc-(Ala)s-pNA
Bz-Phe-Val-Arg-pNA
Streptomyces serynowa - 9,0 50 - keratyna pior kurzych (50)
Ihermonitriftcans
Streptomyces - 40 8,0 55 - keratyna pidr kurzych (49)
thermoviolaceus
Thermoactinomyces ~ serynowa 30 8,6 70 - albumina > kazeina > zelatyna > (52)
candidus keratyna pior > rog > wetna > ke-

ratyna siersci psa > elastyna
Thermoactinomyces metalopro- 8,0-85  55-60 Cat2  keratyna: rogu bawotu > pior ku- (53)
vulgaris teinaza Mg+2  rzych> pior kaczych i gesich >

piér indyczych > whosow > wetny

Streptomyces serynowa 30 8,0 60-65 Ca+2  keratyna pior, azokeratyna, kazeina  (47)
pactum Suc-(Ala)2-Pro-Phe-pNA

Bz-Arg-pNA, Ac-Lys-pNA

Suc-(Ala)z-pNA

Nocardiopsis sp. serynowa 20 11,0115 70-75 - proszek keratynowy, kazeina (51)

4.5. Grzyby strzepkowe

Saprofityczne, keratynofilne grzyby strzepkowe lub ich formy przetrwalne natu-
ralnie bytuja na substratach keratynowych w glebie (54), w osadach rzecznych (55)
oraz w powietrzu i kurzu (56). Terminem keratynofilne okre$lane sg tez dermatofi-
ty. Friedrich i wsp. (57) badajac grupe okoto 300 izolatow grzybdw, pochodzacych
z r6znych Srodowisk wykazali, ze ponad potowa z nich byla w stanie korzysta¢ z ke-
ratyny, jako jedynego zrodta C i N. Najwyzszy poziom pozakomorkowej aktywnosci
keratynolitycznej prezentowaty rodzaje; Aspergillus, Alternaria, Trichurus, Ulocladium,
Fusariiim i Curvularia. W grupie saprofitow réwniez znalez¢ mozna gatunki poten-
cjalnie przydatne w procesie bioremediacji sktadowisk odpadéw organicznych,
w tym keratynowych, jak np. proponowany przez Singh Chrysosporium keratinophilum
(58). Keratynazy produkowane przez grzyby mozna zaliczy¢ do alkalicznych, mezo-
filnych proteaz serynowych. Ich synteza uwarunkowana jest indukcjg substratem
biatkowym, chociaz niekoniecznie keratyng, natomiast glukoza i sole azotowe wy-
wolujg represje syntezy keratynaz (59). Enzymy te wykazuja szerokg specyficznosé
substratowg wobec keratyn twardych i miekkich (naskérka) oraz elastyny. Ubytek
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tych biatek w podtozu hodowlanym grzybéw jest znacznie wolniejszy, niz z udzia-
fem bakterii. Stwierdzono, ze grzyby Ch. keratinophilum w ciggu pietnastodobowej
hodowli rozktadaty 53% keratyny skéry i 44% keratyny siersci bawolej (58). Szczepy
Trichophyton zaliczone do dermatofitow sa bardziej efektywne w syntezie enzymow
niz grzyby z rodzajéw Scytalidium czy Fusarium (60). Niektére gatunki grzybow np.
Aspergillus fumigatus moga produkowaé termostabilne keratynazy (tab. 3) (59).

Tabela 3
Wiasciwosci oczyszczonych keratynaz syntetyzowanych przez grzyby strzepkowe
Masa Temp. .
T -
Szczep prote);Eazy czast. pH opt. opt. Kofaktor Degradowane substraty L::i;a
(kDa) (“0)
Saprofity
Chtysosporiutn alkaliczna 69 8,0 40 - skora bydleca >keratyna siersci  (38)
keratinophilum ogona hydlecego
Doratomyces serynowa 33 8,090 50 keratyna naskorka > skora bydleca (61-63)
microsporus > keratyna paznokci > keratyna
racic $winskich; kazeina > albumi-
na > elastyna
Dermatofity
Trichophyton serynowa 38 55 50 - keratyna siersci $winki morskiej > (64)
mentagrophytes keratyna whoséw > kazeina
Microsporum canis  alkaliczna 33 8,0 35-45  Mg+2  keratyna siersci $winki morskiej, (65,66)
Mn+2  azokeratyna
Cat2
Aspergillus alkaliczna 42 8,090 45 - keratyna pidr, kazeina (59)
fumigatus

4.6. Mikroorganizmy patogenne

Patogeny zwierzat kregowych kolonizujg skére i jej przydatki, wykorzystujac
swoje zdolnosci do degradacji keratyny. Wihasciwos¢ ta warunkuje ich charakter pa-
sozytniczy. Do dermatofitow zaliczane sg grzyby strzepkowe ze spokrewnionych ze
soba rodzajéw: Epidermophyton, Microsporum i Trichophyton (anamorfy) oraz Arthroderma
(telomorfy) (67). Wsréd grzybow patogennych, u ktérych stwierdzono wysoki po-
ziom syntezy proteaz, znajdujg sie Trichophyton mentagrophytes, T. gallinae, Microsporum
canis, M. gypseum (tab. 3). Zewngtrzkomérkowe proteazy dermatofitow oraz keraty-
nofilnych grzybow glebowych nalezg do enzyméw wykazujacych optimum dziatania
w zakresie pH 5,5-9,0. W wiekszosci sg to proteazy serynowe, ale znane sg rowniez
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przypadki metaloproteaz. Przyktadowo, u M. canis wykryto zaréwno proteaze sery-
nowa subtilizynopodobnag, jak i metaloproteaze zalezng od jondw Mg+2 (65,66). En-
zymy te moga degradowac biatka rozpuszczalne i nierozpuszczalne. Keratynaza
T. mentagrophytes, szybciej rozktadata keratyne siersci Swinki morskiej niz kazeine
(64). Zaréwno grzyby dermatofityczne, jak i saprofityczne, rozkiadaja keratyne, wy-
korzystujac hydrolize enzymatyczng, niehydrolityczng sulfitolize oraz keratynolize
mechaniczng (58,68,69).

Do keratynolitycznych patogendw zaliczane sg takze bakterie bytujgce na skorze
i btonach $luzowych jamy ustnej. Najaktywniejszymi z nich sg: Bacteroides gingivalis,
Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, Brevibacterium epidermidis i Treponema
denticola, u ktérych stwierdzono aktywno$¢ keratynolityczng, gtéwnie zwigzang
z btong komoérkowa. Enzymy te miaty charakter endopeptydaz i byly termolabilne
(70).

5. Mozliwe mechanizmy degradacji keratyn

Niezwykla stabilnos¢ mechaniczna keratyn wynika z ich wielopoziomowej struk-
tury, oraz wysokiego usieciowania, ktore utrzymuja liczne mostki disiarczkowe cysty-
ny, wigzania wodorowe oraz oddziatywania hydrofobowe. Tylko niektére drobno-
ustroje zdolne s do rozktadu tych biatek. W proces degradacji zaangazowane sg
enzymy hydrolityczne i oksydoredukcyjne, a takze inne czynniki zwigzane z komar-
kami mikroorganizméw. Mechanizmy pozakomérkowej degradacji keratyn dotych-
czas nie zostaty catkowicie wyjasnione. Keratynazy sg zazwyczaj enzymami pozako-
morkowymi, wydzielanymi do podtoza w celu hydrolizy nierozpuszczalnego sub-
stratu, cho¢ spotyka sie réwniez wewnatrzkomérkowe, np. u B. licheniformis RGI
(71), czy Trichophyton gaUinae (72). Enzymy te zaliczane sg do endopeptydaz EC
3.4.99.11 o nieznanym mechanizmie katalizy (71). Keratynazy pochodzace z r6z-
nych grup drobnoustrojow w wiekszosci nalezag do proteaz serynowych. Mechanizm
dziatania tej grupy enzymdw z udziatem triady katalitycznej jest dobrze znany, przy
czym hydrolize enzymatyczng poprzedzajg zwykle reakcje redukcyjne. Wedtug Ku-
nerta (73), znaczna liczba mostkéw disiarczkowych keratyny musi zosta¢ zreduko-
wana, w celu umozliwienia dostepu enzymow proteolitycznych. Autor ten wysunat
jednoczesnie hipoteze o réznicach w mechanizmie keratynolizy z udziatem mikro-
organizméw prokariotycznych i eukariotycznych. Wykazat tez rdznice w propor-
cjach wydzielanych do podtoza zwigzkdw siarki przez grzyby Microsporum gypseum
ATCC 26554 oraz promieniowce Streptomycesfradiae ATCC 14544 podczas ich wzro-
stu w obecnosci welny owczej, jako jedynego Zrodta wegla i azotu. Szczep
M. gypseum intensywnie wydzielat do podtoza siarczan (IV) i siarczan ('), jako pro-
dukty katabolizmu cysteiny (74). Takze Rajak i wsp. (75) potwierdzili to zjawisko na
przyktadzie innych grzybdw Absidia cylindrospora i Rhizomucor pusillus. Przypuszcza
sie, ze obecnos¢ siarczanu (IV) umozliwia tzw. sulfitolize mostkdw disiarczkowych.
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czyli ich redukcje do S-sulfocysteiny oraz cysteiny, zgodnie z reakcjg: Cys-SS-Cys +
+ HS03' — Cys-SH + Cys-SS03‘. Skutkiem sulfitolizy jest denaturacja substratu,
w czym blizej niesprecyzowany udziat majg strzepki grzybni. RozluzZniona struktura
keratyny jest wowczas bardziej podatna na dziatanie pozakomdrkowych enzymow
hydrolitycznych. W efekcie proteolizy powstajg peptydy i aminokwasy, a w dalszym
ciggu amoniak, ktdry alkalizuje Srodowisko. W warunkach tlenowych cysteina moze
ponownie utlenia¢ sie do cystyny.

W hodowlach promieniowcow S. fradiae nagromadzany byt tiosiarczan przy
catkowitym braku siarczanu (IV) i niewielkich ilosciach siarczanu (VI). Tiosiarczan
jednak, w warunkach hodowli nie reaguje z resztami cystyny, co stawia pod zna-
kiem zapytania proces sulfitolizy. Obecnos$¢ znacznej ilosci peptyddw zawierajgcych
cysteine sugerowata bezposrednig redukcje mostkdw S-S. Funkcje takg mogtyby
petni¢ enzymy o charakterze reduktaz, jako biochemiczne czynniki sutfitolizy: fla-
woproteinowe reduktazy disutfidowe, zalezne od koenzyméw nikotynoamidowych
(EC 1.6.4.), lub reduktazy disukfidowe, ktérych donorami elektronéw sg zwiazki siar-
kowe (transhydrogenazy, EC 1.8.4.), np. reduktaza biatkowo-disulfidowa (76). Po-
dobne enzymy wewnatrzkomorkowe wykazano u Streptomyces pactum DSM 40530
(46,47), a takze u B. licheniformis RG1 (77). R6wniez z bakterii Stenotrophomonas sp.
D-1 wyizolowano enzym o charakterze reduktazy, ktory wspotdziatat z proteinaza
serynowa, podwyzszajac piecdziesieciokrotnie jej aktywnos¢ (78). Efekt stymulacji
keratynolizy wykazany zostat takze po bezposrednim dodaniu do mieszaniny reak-
cyjnej substancji o charakterze redukujacym, np. 10-30 mM siarczanu (IV). Podobny
efekt uzyskano po dodaniu do podtoza hodowlanego siarczku sodu lub Cys (20).

Wewnatrzkomdrkowe przemiany cytokeratyn i ich regulacja réwniez sg stabo
poznane, podobnie jak funkcje tych biatek. Przypuszcza sie, ze regulacja funkcjonal-
na cytokeratyn zachodzi z udzialem reakcji: fosforytacji, gtikozytacji, transglutami-
nacji oraz asocjacji z wieloma innymi biatkami. Ponadto ubikwitynacja tych biatek
i rozszczepienie kaspaza wyznaczajg kierunek degradacji komdrkowej w powigza-
niu z apoptoza (1). Uruchomienie tego procesu wigze sie ze zmianami organizacji
i niszczeniem struktur komorkowych. Cytokeratyny ulegajg destabilizacji gtéwnie
na drodze fosforylacji, z udziatem wiruséw lub przez nadprodukcje podjednostek
keratyn zawierajgcych mutacje strukturalne. Ufosforylowane cytokeratyny sg praw-
dopodobnie uprzywilejowane pod wzgledem wigzania przez kaspazy. Enzymy te sa
efektorami apoptozy, cechujgcymi sie m.in. powinowactwem do strukturalnych
biatek cytoszkietetu, w tym cytokeratyn. Kaspazy sg endopeptydazami cysteinowy-
mi, wykazujacymi specyficznos¢ wzgledem Asp. Z cytokeratynami typu | wigza sie
w domenie centralnej w miejscu tgcznika LI/2. jedynie w cytokeratynie Kl 8 wykaza-
no dodatkowe miejsce wigzania w obrebie sekwencji Asp-Ala-Leu-Asp domeny C-ter-
minalnej. Dia keratyn K13-K17 jest to konserwatywna sekwencja Val-Glu-Met-Asp/Ala,
natomiast w przypadku KI8 i K20 jest to Val-Glu-Val-Asp. Keratyny K9 i KIO typu !
pozbawione sg tych sekwencji, co czyni je potencjatnie odpornymi na dziatanie ka-
spaz, podobnie jak wszystkie keratyny typu I (K1-K8). Przyktadowo, w dimerze
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Rys. 3. Degradacja cytokeratyny KI8 przy udziale kaspaz, z uwidocznieniem masy czgsteczkowej
produktéw.

K8/K18, wystepujagcym w nabtonku ptaskim, hydrolizie podlega jedynie podjednost-
ka KI8, z uwolnieniem N-koncowego fragmentu o m.cz. 26,3 kDa. Niemniej jednak,
hydroliza podjednostek K18 jest wystarczajaca do kompletnej reorganizacji struktu-
ry catego dimeru (79,80) (rys. 3).

6. Aplikacje keratynolitycznych bakterii i enzymow

Zdolnos$¢ bakterii do degradacji keratyn i innych biopolimeréw wynika z ich
mozliwosci biosyntezy odpowiednich enzyméw hydrolitycznych i oksydoredukcyj-
nych, zaréwno wewnatrz-, jak i pozakomoérkowych. Z powodzeniem znajdujg zasto-
sowanie w procesie bioremediacji gleb, zanieczyszczonych keratynowymi odpadami
zwierzecymi, do kompostowania odpadéw keratynowych, a takze do otrzymywania
maczek paszowych na drodze fermentacji. W procesach tych mogg by¢ stosowane
zarowno aktywne komorki, jak i wyizolowane enzymy, jednakze zastosowanie zy-
wych, metabolicznie aktywnych komorek do bioremediacji gleby in situ, mimo ze
nie jest wolne od ograniczen jest, jak sie wydaje, optymalnym rozwiazaniem (81).

Kompostowanie jest procesem tlenowego rozkiadu substancji organicznych
oraz ich mineralizacji przy udziale mikroorganizméw, gtdwnie termofilnych, w tym
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bakterii, promieniowcéow i grzybow. Kompostowanie odpadéw w postaci pierza sta-
nowi fatwa i tanig metode ich utylizacji, z jednoczesnym uzyskaniem nawozéw or-
ganicznych. Kompost sktadajacy sie z pior kurzych, Sci6tki i stomy, inokulowano
szczepionkg kultury mieszanej bakterii B. licheniformis (OWU 141IT) i promieniow-
coéw Streptomyces sp. (OWU 1441). Poczatkowy wzrost temperatury siegajacy
50-67°C, spowodowat eliminacje drobnoustrojow patogennych oraz obnizenie li-
czebnosci i réznorodnosci grzybow strzepkowych, jednoczesnie wykazano rozktad
keratyny, potwierdzony obrazami z mikroskopii elektronowej. W efekcie uzyskano
produkt o podwyzszonej wartosci nawozowej (stosunek C:N = 24:7), spetniajacy
wymogi sanitarne (82). Podobne efekty uzyskano z wykorzystaniem szczepionki
bakterii B. cereus B5esz (83).

Komérki bakterii B. licheniformis PWD-1 byly wykorzystane do otrzymywania ma-
czek paszowych w procesie tlenowym oraz metodg fermentacji. Warto$¢ odzywcza
pasz zawierajacych dodatek tych maczek byla wyzsza w poréwnaniu z maczka han-
dtowa (84). Szczegdlnie wartosciowa pod wzgledem zywieniowym byta maczka po-
chodzaca z fermentacji beztlenowej. Po uzupetnieniu niedoboréw Lys, Met i His, jej
warto$¢ odzywcza byta poréwnywalna z maczka sojowa. Z powodzeniem wykorzy-
stano rowniez enzymy keratynolityczne B. licheniformis PWD-1 do otrzymywania
komponentéw paszy kukurydziano-sojowej dla kurczat (85), jak réwniez maczek ke-
ratynowych z pierza i padtych kurczat (86).

Enzymatyczna degradacja odpaddw keratynowych w warunkach in vitro w biore-
aktorach, stosowana jest do otrzymywania hydrolizatéw przydatnych m.in. w farma-
cji i kosmetyce. Przyktadem jest keratynaza B. subtilis, ktora w 80% hydrolizowata
keratyne rogow i kopyt w bioreaktorze membranowym oraz mieszadtowym, a takze
w systemie repeated-bath culture (temp. 50°C, pH 8,3, czas ! godz., enzym w ilosci
1-2 mg/l) (87). Keratynaze z B. subtilis S14 stosowano do usuwania siersci ze skor
wotowych. Niezdolnos¢ do hydrolizy kolagenu skory byta waznym atutem tej kera-
tynazy, gdyz umozliwita jej aplikacje w przemysle garbarskim. Enzym ten moze by¢
wykorzystany do depilacji skéry bez naruszenia jej struktury (88,89). Istnieje row-
niez mozliwo$¢ prowadzenia hydrolizy biatek keratynowych przez keratynazy im-
mobilizowane, np. na nosnikach szklanych lub na ziarnach akrylowych, co skutko-
watoby obnizeniem kosztéw procesu (27,90).

W ostatnich latach obserwowany jest rozw6j badan nad wykorzystaniem enzy-
mow keratynolitycznych, do hydrolizy infekcyjnych form biatek prionowych (Pr<h),
ktére sg przyczyna chorob CID (choroba Creutzfelda-jacoba) u ludzi oraz BSE (ang.
Bovine Spongiform Encephalopathy) u bydta. Enzym syntetyzowany przez B. halodurans
AH-101, proteinaza K oraz niektdre enzymy handlowe, wykazaty zdolnos¢ degra-
dacji biatka Pr* do form nieszkodliwych i niewykrywalnych immunochemicznie.
Zatem keratynoliza potencjalnie moze stanowi¢ obiecujacg metode utylizacji kto-
potliwych i niebezpiecznych odpadéw pochodzacych z zakazonych zwierzat, lub
metode oczyszczania narzedzi chirurgicznych oraz innego sprzetu medycznego
(91-93).
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7. Podsumowanie

w artykule omoéwiono budowe i wiasciwosci keratyn zaréwno komdérkowych jak
i przydatkdéw skoéry, a takze biodegradacje tych biatek w Srodowisku naturalnym.
Biatka keratynowe rozpowszechnione sg w komoérkach zwierzat kregowych, gdzie
gtéwnie petnig funkcje mechaniczne. Ich biodegradacja mozliwa jest z udziatem
drobnoustrojéw, gdyz tylko one moga uczestniczy¢ w recyklingu odpadéw keraty-
nowych. Wiele jest jednak niejasnosci co do funkcji, specyficznosci i regulacji synte-
zy keratyn w macierzy cytoplazmatycznej. Sg one najbardziej ztozong, wielogenowg
rodzing bialek filamentow posrednich, ulegajg zréznicowanej ekspresji w réznych
komorkach nabtonkowych, réznig sie biochemicznie i immunologiczne. Te dyna-
miczne struktury agreguja przez heteropolimeryzacje, ale juz niewielkie réznice
w ich budowie, uniemozliwiajg adhezje podjednostek. Konsekwencjg tego sg powaz-
ne zaburzenia, ktére w skali organizmu przejawiajg sie w postaci czesto dziedzicz-
nych choréb, takich jak: dermatozy, tuszczyca, pecherzyca, czy nowotwory.
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