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Abstrakt

Dekompozice kostni tkan¢ je komplexni proces, ve kterém hraji zasadni roli bakteridlni
enzymy. Enzymy jsou biologické katalyzatory, které se ucastni vSech biochemickych reakci
v zivych organismech. Ve této bakalafské praci jsou identifikovany a charakterizovany
bakterialni enzymy tGcastnici se rozkladu kostni tkan¢. Hlavni pozornost je vénovana enzymutim,
kterymi jsou rtizné kolagenazy, které maji klicovou roli v degradaci organickych komponent
kosti. Dale jsou v praci popsany molekularni mechanismy, kterymi tyto enzymy piisobi. Prace
je zaméfena na specifické interakce mezi bakteridlnimi enzymy a kostni matrix, vcetné
adhezivnich interakci a syntézy enzymu reagujici na specifické mikroprostedi kostni tkané.
Témito faktory jsou pH, teplota, a pfitomnost potencidlnich inhibitori ovliviiuji aktivitu téchto
bakteridlnich enzymu. Tyto faktory pfispivaji variabilit¢ dekompozi¢nich procest. Nasledné
porozuméni molekularnim mechanismtim, kterymi bakteridlni enzymy degraduji kostni tkan,
ma vyznamné aplikace ve forenzni véd¢ pro ptiblizné stanoveni ¢asu umrti, v archeologii pro
interpretaci historickych a predhistorickych nélezil, ¢i v medicing, kde miize mit tento vyzkum

dilezity vyznam pro diagnostiku a 1é€bu onemocnéni kosti.
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Abstract

The decomposition of bone tissue is a complex process in which bacterial enzymes play a
crucial role. Enzymes are biological catalysts involved in all biochemical reactions in living
organisms. In this bachelor thesis, bacterial enzymes involved in the breakdown of bone tissue
are identified and characterized. The main focus is on various collagenases, which play a key
role in the degradation of the organic components of bone. The work also describes the
molecular mechanisms by which these enzymes operate. The thesis focuses on specific
interactions between bacterial enzymes and the bone matrix, including adhesive interactions
and enzyme synthesis responding to specific microenvironments of bone tissue. Factors such
as pH, temperature, and the presence of potential inhibitors influence the activity of these
bacterial enzymes. These factors contribute to the variability of decomposition processes.
Subsequent understanding of the molecular mechanisms by which bacterial enzymes degrade
bone tissue has significant applications in forensic science for estimating the time of death, in
archaeology for interpreting historical and prehistoric finds, and in medicine, where this

research may be important for the diagnosis and treatment of bone diseases.
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Uvod

Kostni tkan tvofi vyznamnou ¢ast hmoty tél obratlovct (Graw et al., 2000). Po smrti
organismu nejvice a nejdéle odolavd rozkladu a navratu do globalniho kolobé&hu.
Na usnadnéni degradace kostni hmoty se podili bakterie (Zhang et al., 2015), piesnéji feceno
cela bakterialni spolecenstva. Zastoupeni jednotlivych taxonli se méni v zavislosti na tom, jak
se béhem rozkladu téla v prislusSném prostfredi méni podminky terestrické a akvatické.
Podminky ovliviiuje obsah kysliku a pH (Eriksen et al., 2020). Pfi degradaci kostni tkané
vykazuji n€které bakterie prakticky vSechny enzymatické aktivity pottebné ke kompletnimu
rozkladu matrice. Konkrétné se jedna o naptiklad Bacteriodota a Firmicutes, jejichz zastupci
jsou také pfitomni jiz bezprostiedné po smrti organismu (Korgesaar et al., 2022). Ostatni
bakterie ucastnici se dekompozice se chovaji jako specialisté vyuzivajici pouze nékteré ze
slozek organického substratu. Lze predpokladat, Ze tito specialisté nejsou pfitomni po celou
dobu trvani degradace kostni tkan¢ (Procopio et al., 2021). Hlavni rozkladanou slozkou
v organické matrix kostni tkdné je kolagen. Ten se diky své specifické struktufe obecné
vyznacuje vysokou odolnosti (Olszta et al., 2007). Mezi enzymy, které jej dokaZzi Stépit, patii

bakterialni peptidazy (Amendt et al., 2010).

Dle mechanismu rozkladu kolagenu délime kolagenazy na pravé a nepravé. Pravé
kolagenazy jsou specifické enzymy schopné Stépit kolagen na pfesné urcenych mistech,
a to 1 bez pfedchozi denaturace kolagenu (Zhang et al., 2015). Tyto kolagendzy jsou typicky
nalezeny u prokaryotickych organismt, jako jsou bakterie, a jsou zodpovédné za rozklad
kolagenu ve tkéanich (Eriksen et al., 2020). Pravé bakterialni kolagendzy, jako jsou ty z rodi
Clostridium, jsou znamé svou schopnosti hydrolyzovat nativni kolagen bez nutnosti pfedchozi
modifikace substratu (Shenoy et al., 2022). Na druhé strané eukaryotické kolagenazy, které se
vyskytuji u Zivo€icht veetné lidi, obvykle obsahuji hemopexinovou doménu, ktera se podili na
vazbé€ a rozpozndni substratu, cozZ je strukturdlni prvek, ktery prokaryotickym kolagenazam
Stépnych mist. Charakteristickym rysem je, Ze naopak kolagenolytickou funkci maji i ptibuzné

proteazy z rodin S1, S8 a U32, které za pravé kolagenazy povazovat nelze (Zhang et al., 2015).



Studium zmén ve slozeni bakterialnich spolecenstev, respektive jejich metaboliti méa vyznam
ve forenzni analyze. Sukcese jednotlivych taxonil jak internistického ptivodu — pfevazné ze
stfeva, tak i1 okolniho prostiedi, napoméha stanoveni doby od okamziku smrti (Procopio et al.,

2021).

Cilem této bakalaiské prace je shrnout bakterialni rodiny zastoupené pii dekompozici
kostni tkdn¢ a popsat molekularni mechanismy ptisobeni béhem bakterialni ¢innosti. Hlavnim
cilem je nalézt odpoveéd’ na otazku, které bakterie se ti€astni dekompozice kostni tkané a jak

jejich enzymatické aktivita dekompozici ovliviiuje.



1. Kost

Kost je tvrda a pevna tkan, kteréd tvoii kostru t€la obratlovcl a zajistuje mnoho funkci
napi. podporu a ochranu téla (Su et al., 2019). Vznika zdrode¢nymi buitkami, které se nazyvaji
mezenchymalni bunky (Florencio-Silva et al., 2015). Tyto buiky jsou pfitomné
v embryondlnim stavu a maji schopnost diferencovat se do riznych bunéénych typt, véetné
osteoblastti, které jsou zodpovédné za tvorbu kostni tkan¢ (Downey & Siegel, 2006). Kosti
jsou tvotfeny ze dvou hlavnich typt tkané¢ - kompaktni kostni tkan, ktera je husta a tvrda, a
spongidzni (neboli trabekularni) kostni tkan, kterd je vice pérovitd a nachazi se na koncich
dlouhych kosti a uvnitt ostatnich kosti (Clarke, 2008). Kostni tkan obsahuje zivé bunky, véetné
osteoblastii (bunky tvofici kostni tkan), osteocytl (buiiky udrzujici kostni tkan)
a osteoklastli (buniky rozkladajici kostni tkan), coz umoziuje kostem se regenerovat

a adaptovat na zmény v zaté¢zi (Hart et al., 2020).

1.1. Osifikace

Vznik kosti je doprovazen slozitym procesem vyvoje a nasledné mineralizace, ktery
vede k vytvofeni pevné a odolné tkan¢ (Kenkre & Bassett, 2018). Proces vzniku kosti se nazyva
osteogeneze a probiha v nékolika fazich. Mezenchymalni bunky piedstavuji zaklad pro tvorbu
kostni tkan€. Tyto buiky jsou pfitomné v embryondlnim vyvoji a maji schopnost se
diferencovat do osteoblastl, chrupavkovych buné€k a dalSich bunéénych typa (Langdahl et al.,
2016). Mezenchymalni buiiky se diferencuji na osteoblasty. Ty produkuji kolagen a dalsi latky,
které tvofi kostni matrix (Florencio-Silva et al., 2015). Nésledna ossifikace je proces, pii kterém
se mekka tkan (Casto chrupavka) mineralizuje a méni se na tvrdou kostni tkéan. Existuji dva
hlavni typy ossifikace — endochondralni a intramembranozni (Langdahl et al., 2016). Prvni ze
zminovanych je proces tykajici se dlouhych kosti — napiiklad kosti paze, stehna. Zacina
vytvofenim chrupavkového zékladu, ktery je pozdéji nahrazen kostni tkédni (Wittig & Birkedal,
2022). Intramembranozni ossifikace se odehrava u plochych kosti, jako jsou lebka nebo kli¢ni
kosti. Osteoblasty produkuji kostni matrix pifimo bez ptfedchoziho vytvofeni chrupavky

(Langdahl et al., 2016).



1.2. Kolagen

Kolagen je hlavni strukturalni bilkovinou nalezenou v tkanich tél obratlovci, vcetné
ktze, Slach, vazii, chrupavek, kosti a cév (Wu et al., 2023). Je to extracelularni bilkovina, ktera
hraje klicovou roli pfi poskytovani pevnosti, pruznosti a struktury tkanim (Wu et al., 2023).

Udrzuje integritu tkani a organti (Shenoy et al., 2022).

1.2.1. Vznik kolagenu

Syntéza kolegenu v pfipad¢ vaziva a Slach probihd bunikach zvanych fibroblasty.
V chrupavce nachazime chondrocyty, ty jsou produktem slozitého procesu translace (Graw et
al., 2000). Po syntéze je kolagen modifikovan riznymi post-translacnimi zplsoby, jako je
hydroxylace (pfidani hydroxylovych skupin) a glykosylace (pfidani cukernych fetézcti). To
pomaha ziskat spravnou strukturu a funkci (Shenoy et al., 2022). Molekuly kolagenu se shlukuji
do fibrilarnich struktur, které se dale organizuji do vétsich vlaken a siti, které spole¢né vytvari

pevnou a pruznou tkan (Wu et al., 2023).

1.2.2. Lokalizace kolagenu

Kolagen hraje zasadni roli v riznych typech tkani v téle. V ktzi tvoti kolagen hlavni
slozku kozni pojivové tkané€, kde pomaha udrzovat jeji pevnost a pruznost. Toto je dilezité pro
ochranu téla. Ve §lachach a vazech kolagen poskytuje nezbytnou pevnost a odolnost, coZ je
klicové pro efektivni pienos sily mezi svaly a kostmi, umoziujici tak pohyb. V chrupavkach
kolagenovéa vlakna tvofi zdkladni strukturu, kterad dodava tkani pottebnou pevnost a podporu,
coz je dualezit¢ pro hladky pohyb kloubli a minimalizaci opotfebeni. Kosti také obsahuji
kolagen, kde slouzi k poskytovani strukturalni opory a ptispiva k celkové odolnosti kosti, coz

je zasadni pro podporu télesné struktury a funkce (Ricard-Blum, 2011).

1.2.3. Podtypy kolagenu

Existuje vice nez 20 raznych typt kolagenu, ale nejvétsi diiraz je kladen na 3 podtypy.
Typ I, ktery tvoii vétSinu kolagenu v téle a nachdzi se predevS§im v kostech, Slachach, kizi
a vazech. Typ Il.- Pfevazuje v chrupavkach a ocnim sklivci. Typ III. - Se ¢asto nachazi v
retikularnich vldknech, které podporuji mékké tkané jako jatra, slezina a lymfatické organy

(Ricard-Blum, 2011).



2. Dekompozice

Dekompozice neboli rozklad, je biologicky proces, ktery nastane po smrti. Béhem

tohoto procesu dochdzi k postupnému rozkladu télnich €asti jako jsou svaly, organy a klze

(Shenoy et al., 2022). Tyto promény jsou disledkem enzymatickych reakci a bakteridlni

¢innosti, které rozkladaji organické slozky, jako jsou proteiny, sacharidy a lipidy tak i slozky

anorganické mezi, které¢ fadime kosti a zuby. Kli¢ové procesy pro rozklad téla jsou autolyza

a hniloba (viz obr.1). Pii autolyze dochazi k samorozkladu tkdni enzymy vlastniho téla. Hniloba

odkazuje na rozklad zptisobeny bakterialnimi a houbovymi aktivitami (Benninger et al., 2008).
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Obr.1 — vlastni schématické zndzornéni dekompozicnich procesit




Pti proteolyze dochazi k ¢astecné nebo uplné degradaci proteinti na peptidy a jednotlivé
volné aminokyseliny. Proteolyza neprobiha rovnomérné, a tak dochéazi k degradaci proteinti v
raznych ¢asovych intervalech (Rogers & Overall, 2013). Intervaly rozdélujeme na ¢asnou a
pozdni fazi rozkladu (Kaiser et al., 2013). V casné fazi rozkladu se rozkladaji predevsim
proteiny mekkych tkani (napt. v mozku, jatrech a ledvinach). V pozdéjsi fazi se pak rozkladaji
peptidy svalovych vlaken, kolagen a retikulin (Haglund & Sorg, 1997). Naposled dochazi k
rozkladu keratinu. Jedna se o protein nachézejici se v kiizi, vlasech a nehtech. Jeho specifickou
vlastnosti je odolnost vici enzymum podilejici se na proteolyze, a tak je Stépen
keratinolytickymi mikroorganismy (Gupta & Ramnani, 2006). Z tohoto divodu b&zné na

kosternich pozlstatcich nachazime zbytky vlasi a nehta.

Béhem degradace sacharidi dochazi k rozkladu glykogenu na monomery glukézy.
Monomery se dale rozkladaji v zavislosti na mnozstvi kysliku a pfitomnosti organismu na dalsi
produkty. Bakterie a houby mohou sacharidy rozkladat dvéma zplisoby — anaerobné a aerobné.
V obou ptipadech se cukry rozkladaji na organické kyseliny, které jsou zodpovédné za kyselé

prostfedi nachazejici se v rozkladajicich se télech (Dent et al., 2004).

Lipidy jsou obsazeny piedev§im v tukové tkdni a jejich degradace probihad pies
hydrolyzaci lipaz kratce po smrti. Z glycerolové kostry se uvoliiuji mastné kyseliny a vznika
sm¢s nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin (Notter et al., 2009). Pokud ma degradace
spravné podminky, které jsou zavislé na mnoZstvi vody a aktivité bakteridlnich enzymi, mohou

byt mastné kyseliny pfeménény na adipocire (Simonsen, 1977). Jedna se o tzv. mrtvolny vosk.

2.1. Diageneze

Diageneze je proces, ktery se odehrava v kostni tkani po smrti organismu. Tento proces
zahrnuje chemické, fyzikalni a biologické zmény. Diageneze kosti je pfedev§im ovlivnéna
prostfedim a ¢innosti mikroorganismt (Falgayrac et al., 2022). Prvnim krokem diageneze je
odstranéni organické casti kolagenu, piisobenim bakteridlnich kolagenaz (Loy et al., 2023)
Nasledné dochézi k degradaci hydroxyapatitu, ktery je mineralnim zvétravanim rozkladan na
ionty. Silna struktura kosti je t€mito procesy narusena a dochéazi k uplnému rozpadu (Krane,
1982). Kost mizeme rozdélit na tfi ¢asti. Cast proteinova &asti, obsahujici predev§im kolagen,

mineralni ¢astice z hydroxyapatitu, a nakonec jiné organické slouceniny (viz. tab. €. 1).



Nazev:

Osteokalcin

Osteopontin

Osteonectin

Glykosaminoglykany (GAGs)

Kyselina hyaluronova

Proteoglykany

Funkce:

Protein dilezity pro mineralizaci kosti, je

produkovan osteoblasty.

Protein dulezity pro adhezi bunck, regulaci

mineralniho obsahu a remodelaci kosti.

Jedna se o glykoprotein, ktery se vaze na kolagen

a mineralizuje extracelularni matrix kosti.

Dlouh¢ polysacharidové fetézce piitomné
v kostni matrix, které reguluji interakci

s bunkami.

Polysacharid, ktery je soucasti matrix kosti a

pomaha udrzovat strukturu a lubrikaci.

proteiny vazané na sacharidové fetézce, které
pomahaji regulovat mineralizaci a mechanické

vlastnosti kostni matrix

Tab. €. 1 Organické slou¢eniny kosti dle Krane, 1982.



2.2. Mechanismus rozkladu mékké tkané

Rozklad mékkych tkani je zakladnim ptfedpokladem pro zptistupnéni kostni hmoty
dalsimu ptisobeni bakterii tiCastnicich se enzymatické degradace. Proces je velmi dobie popsan
zejména s ohledem na jeho vyznam pro forenzni a archeologické aplikace. Po smrti organismu
dochazi béhem nékolika minut k autolytickému rozkladu bunék (Vass, 2001). Nejdiive probiha
aerobni autolyticky enzymaticky rozklad proteini, nasledkem toho okolni tkan ztraci odolnost
vi¢i  enzymum. Prosttedi vtéle se rychle méni zaerobniho na anaerobni
a dochazi k mnozeni a Sifeni ptivodné stfevnich bakterii hostitele, napt. Bacillus putrificus,
Clostridium histolyticum, které zahajuji proces mikrobidlniho rozkladu tkéni — stadium

putrefikace, hniti (Child, 1995).

Béhem hnilobnych procest mikroorganismy produkuji metabolity — plyny jako sulfan,
oxid uhli¢ity, metan, amoniak, oxid sifi¢ity nebo vodik. Ty zvySuji svlj objem, az dojde
k prasknuti kadaveru a tim vystaveni vnitinich tkani pisobnosti mikrobidlnich spolecenstev
z okolniho prostiedi. V aerobnim prostfedi po uniku tekutin a hnilobnych plyni pokracuje
suchy rozklad téla. Mastné kyseliny se oxiduji na aldehydy, ketony, organické kyseliny s jejich
estery a oxid uhlicity.V tomto stadiu narGsta Cetnost bakterii napf. ze skupin Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, a Proteobacteria (Damann et al., 2015).V teplém a vlhkém
prostfedi se na mistech svysokym obsahem tuku jejich hydrolyzou — saponifikaci
a reakci volnych mastnych kyselin s dvojmocnymi ionty (zejména vapenatymi a hofecnatymi
kationty) tvofi nerozpustny ,,mrtvolny vosk®, adipocire, ktery docasné snizuje ptistupnost tkani
vici vnéjSim rozkladnym vliviim. Ke stabilizaci adipociru pfispivaji také metabolity nékterych
bakterii (napt. Bacillus subtilis, Clostridium perfrigens, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, tedy druhti pochazejicich pfevazné pravé z organismu) a jeho vznik pfispiva k poklesu
pH prostiedi (Fiedler & Graw, 2003). Délka procesu rozkladu mékkych tkani rovnéz zavisi na
faktorech jako je pH, teplota, mnozstvi kysliku a vody. Jeho koneénym stadiem je
skeletonizace, kdy zistavaji pouze kosterni poztistatky dobie ptfistupné dalSimu pisobeni

chemické i bakteridlni degradace (Turner-Walker, 2007).



2.3. Molekularni mechanismus dekompozice kostni tkané

Relativné velké mnozstvi poznatkt je k dispozici o molekularnim mechanismu rozkladu
kolagenu pravymi bakteridlnimi kolagenazami, které jsou klasifikovany jako rodina M9 podle
syst¢ému MEROPS. Jedna se o klasifikaci proteaz, kde je kazda protedza zarazena do rodiny
a klant na zéklad¢ jeji aminokyselinové sekvence a mechanickych vlastnosti. Rodiny jsou
oznaceny jednim pismenem a jednim nebo vice ¢islicemi. Pismeno "M" ve zkratce znaci, ze se
jedna o metaloprotedzu — enzymy, jejichz katalytickd aktivita zavisi na pfitomnosti kovového
iontu (obvykle zinku). Cislo "9" pak identifikuje konkrétni rodinu v rdmci metaloproteaz, coz
v tomto piipade zahrnuje urcité typy kolagenaz (dale jen jako M9). M9 kolagenazy tiidy I a 11
jsou pravé endopeptidazy (Zhang et al., 2015).

Predpoklada se, Ze kolagendza u bacterii rodu Clostridium sp. ma dva mozné stavy
umoziujici hydrolyzu kolagenu. Kolagen véazici doména a katalytickh doména
v kolagenazovém modulu ztstavaji béhem hydrolyzy kolagenu vétSinou uzaviené, ale uvolnuji
se do otevieného zakladniho stavu, jakmile je kolagen rozstépen (Kato et al., 1992). Na rozdil
od eukaryotickych kolagendz, které $tépi nativni kolageny na charakteristické fragmenty
v poméru ,Ctvrtiny* a ,tfi Ctvrtiny*. Kolagenazy z Clostridium histolyticum, u nichz byl
doposud mechanismus studovan, hydrolyzuji nativni kolageny na smés malych peptidi
(Maclennan et al., 1953). Kolagenazy ttidy I a Il zpocatku napadaji odli$na hyperreaktivni mista
na vazbach y-Glycinu (dale jen Gly) v opakujici se sekvenci Gly-X-Y kolagenu. Jedna se o typ
aminokyselinové sekvence charakteristickou pro kolagenni fetézce. Gly je kazda treti
aminokyselina v kolagenové trojSroubovici. "X" a "Y" jsou mista, kterd mohou byt obsazena
jakoukoli jinou aminokyselinou, ¢asto jsou to prolin a hydroxyprolin. Tato sekvence Gly-X-Y
je zakladem pro stabilni strukturu kolagenu. Pfestoze obé¢ tfidy kolagendz maji riiznou specifitu,

nakonec je jejich plisobeni pfi St€peni nativnich kolagenti synergické (Zhang et al., 2015).



Na zaklad¢ studii domén pro vazbu kolagenu u dvou druhii bakterialnich kolagenaz bylo
zjisténo, ze doména dokdze rozpoznat a navazat se na trojSroubovici. Tato vazba je posilena
v pfitomnosti vapenatych iontl (Ohbayashi et al., 2012). Doména typu polycystic kidney
disease (dale jen PKD), kterd se sklada z 80-90 aminokyselinovych zbytki, je vyrovnavaci
platformou mezi kolagenazovou jednotkou a doménou pro rozpoznani kolagenu. Jeji specificka
role v hydrolyze kolagenu neni jasna (Wang et al., 2010). PKD nékterych specialnich kolagenaz
se muze nejen vazat na kolagen, ale mulze také rozvolnit mikrofibrily a zlepsit tak
kolagenolytickou u¢innost (Matsushita et al., 1994). Vapenaté kationty v PKD doméné mohou
stabilizovat konformaci domény a tim zvysit celkovou stabilitu kolagenazy (Wang et al., 2010).
Hydrolyticky proces katalyzovany bakterialnimi kolagendzami lze rozd¢lit do dvou kroki. Na
zacatku vazby s kolagenem kolagenaza postupné meéni svou konfiguraci z oteviené na
uzavienou, poté na polootevienou. Mezitim dojde k otevieni trojSroubovice kolagenu a $tépena
vazba je vystavena aktivnimu mistu enzymu. Jakmile je tato ¢ast kolagenu hydrolyzovana,
kolagenéza se vrati do oteviené konfigurace, aby mohla postoupit k rozkladu dal$i molekuly

kolagenu, a takto se proces opakuje (Ohbayashi et al., 2012).

Céstecné je popsan i mechanismus kolagenolytické subtilisinové rodiny serinovych
peptiddz.proteazy S8 (MEROPS, 2024) z hlubokomotskych bakterii — marine collagenase
protease deseasinu (dale jen MCP-01) (Wang et al., 2010). Ten ma schopnost §tépit kolagen
typu I, a tedy potenciondlné pfispivat k rozkladu kostni hmoty. MCP-01, respektive jeho
katalytickd doména, postupné uvoliiuje jednotlivé kolagenové monomery z fibril predevSim
hydrolyzaci proteoglykani a telopeptidi v kolagenovych vldknech (Zhang et al., 2015). Dale
dochazi k rozkladu trojSroubovice kolagenu typu I. MCP-01 vykazuje nestriktni preferenci pro

peptidové vazby s Prolinovymi (dale jen Pro) nebo bazickymi vazbami (Wang et al., 2010).
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3. Bakterie ucastnici se dekompozice

Bakterialni dekompozice zacind bezprostiedné po smrti, intenzivnéji vSak probihd po
skonceni skeletonizace, kdy je kostni tkan ptimo vystavena okolnimu prostredi (Eriksen et al.,
2020). Bakterie podilejici se na rozkladu kostni hmoty miizeme rozd¢lit na dva typy (Azam &
Malfatti, 2007). Prvni jsou ti, ktefi pochdzeji ze samotného organismu — symbionti, parazité,
infekce (Kdorgesaar et al., 2022). Poté se jedna o bakterie z prostiedi, ve které se ostatky nachazi
(Zhang et al., 2015). Bakterii z okoli pfibyva v souvislosti s postupujici skeletonizaci zvySenou
expozici kostni hmoty (Borchert et al., 2021). Pfi tomto procesu ptisobi synergicky jednotlivé
bakterialni enzymy i vlivy okolniho prostiedi, kde chemicka eroze zpfistupiiuje organickou
slozku enzymim. Enzymatické S$tépeni urychluje chemickou degradaci hydroxyapatitu

a produktl jeho pfemény (Eriksen et al., 2020).

Jejich ptivod se v minulosti vysvétloval dvéma moznymi hypotézami — tzv. ,.sttevni*
(. bakterie ucastnici se rozkladu kosti pochazeji z hostitelského organismu, ptredevs§im jeho
stiev) (Li et al., 2008) versus teorii o kolonizaci mikroorganismy z okolniho prostiedi (Turner-
Walker, 2007). V soucasnosti je jiz potvrzeno, ze dileZitou roli hraji oba zdroje

mikroorganismt (Emmons et al., 2022).

StarSi tafonomicky orientované studie, zpravidla bakteridlni spoleCenstva na
archeologickych lokalitdch byly zkoumany pouze na zakladé kultiva¢nich metod (Benbow et
al., 2015). AZ vyrazny rozvoj sekvenovani v poslednich desetiletich pfinesl komplexnéjsi obraz
o zastoupeni bakterii podilejicich se na rozkladu kostni tkan€ a mechanismu jejich pisobeni
(Hanson & Buikstra, 1987).VétSina recentnich praci zabyvajicich se bakterialnim rozkladem
kosti v terestrickém prostfedi se shoduje na piitomnosti zastupcl kmenl Actinobacteria,
Bacteroidetes a Firmicutes (Bacillus subtilis, Clostridium sp., Planctomycetes). Déle jesté
Proteobacteria (Alcaligenes sp., Pseudomonas sp.) (Wilkins et al., 2013). Pokud k rozkladu
dochazi na povrchu, pievladaji Chlamydiae, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus
a Planctomycetes (Damman et al., 2015). Rodu Chlamydiae v povrchovych zbytcich dominuje
tad Chlamydiales s hlavnimi zastupci Candidatus Protochlamydia a Neochlamydia (Emmons,
2022). Z kmene Actinobacteria se na rozkladu kosti v terestrickém prostiedi podili napt. rody

Streptomyces a Streptosporangium (Eriksen et al., 2020).
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Proteobacteria jsou Casté pii rozkladu kosti v pid€ 1 ve vodnim prostfedi. Ve sladkych
vodach zejména Alphaproteobacteria a Betaproteobacteria (Hiorns et al., 1997), které 1ze najit
ve stievech obratlovct (Benbow et al., 2015; Damman et al., 2015). Firmicutes jsou typické
pro anoxické prostiedi (Wilkins et al., 2013). Déle se na post mortem rozkladu kostni tkané
podili zastupci kmene Spirochaetes, vyskytujici se opét ve stievech obratlovch

i ¢lenovcet, v pudé, 1 v motskych sedimentech (Borchert et al., 2020).

Rozklad ve sladkovodnich systémech se vyrazné li§i od rozkladu v suchozemskych
systémech, coz je zptisobeno fadou faktorti véetné teploty, pH, zdkalu a vodnich mikrobidlnich
spolecenstvech. LiSi se 1 struktura spoleCenstev uvnitt a na povrchu Kkosti,
i kdyz v obou opét ptevazuji kmeny Bacteroidetes a Verrucomicrobia uvnitt kostni tkané
(Kaszubinski et al., 2022). V motském prostiedi, jesté vice nez ve sladkovodnim dominuje vliv
anoxickych podminek a chemismus vody. Vyzkum mikrobidlniho rozkladu v motském
prostfedi byl doned4dvna ve stinu studii terestrickych — zejména archeologickych lokalit,
v poslednich letech se za¢ina dostavat do poptedi zajmu (Siles et al., 2018). V mikrobiomu
rozkladajici kosti dominuji v motich kmeny Bacteroidota, Campylobacterota a Proteobacteria
(Borchert et al., 2020). V pftilivové zon¢ byly zaznamendny bakteridlni kmeny Chloroflexi,
Deferribactere, Latescibacteria, Lentisphaerae, Nitrospirae a Planctomycetes (Eriksen et al.,

2020).

3.1. Vliv bakterii a bakteridlnich enzymu pri dekompozici kostni tkané

Bakterialni enzymaticky rozklad kosti je komplexni proces, ktery probihd soucasné
a synergicky s chemickym rozkladem. Kostni hmota sama o sobé patii k rekalcitrantnim
materidlim — tj. obtizné zvétratelna (Schoeninger et al., 1989). Anorganicka slozka, pfevazné
hydroxyapatit, je zpocatku pied rozkladem chranéna diky asociaci s organickou
slozkou — kolagenem tvofenou matrix. Proteinova sloZka je naopak vazbou mineralnich fazi
chranéna proti bezprosttednimu ataku mikrobialnimi kolagenazami, pro které jsou prostory
mezi krystaly hydroxyapatitu pfiliS malé a nepropustné. Postupem casu, zejména
v suchozemském (ptidnim) prostfedi, dochédzi k postupnému vzniku rozvétvenych kanalka
v kostni hmoté a naristu porozity. Cely proces zpfistupiiuje organickou

1 anorganickou slozku pro dalsi bakteridlni 1 chemicky rozklad (Jans et al., 2004).
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Bakterie svou enzymatickou aktivitou pomahaji uvoliiovat obrovské mnozstvi hmoty, které
je jinak obtizné rozlozitelné a vraceji ho zpét do kolobehu v celosvétovém métitku. Tyto
symbiotické bakterie maji kli¢ovou ulohu pfi procesu rozkladu kostni tkané¢ v motském
prostiedi, coz poukazuje na rozmanitost a adaptabilitu bakterii v rtiznych ekosystémech
(Turner-Walker, 2007). V motském prostiedi se na rozkladu kostni hmoty podili nejen volné
se vyskytujici bakterie vytvafejici biofilm, ale také bakterie spolupracujici s objevenymi

mnohostétinatci zndmymi jako kostizerky (Osedax mucofloris) (Turner-Walker, 2007).

4. Bakterialni enzymy

Obecné plati, ze bakteridlni enzymy se v mnoha ohledech odliSuji od téch
eukaryotickych, a stejné tak tomu je i v pfipad¢ enzymt, které jsou schopny stépit kolagen
(Turner-Walker, 2007). Jejich unikatni vlastnosti a schopnost specializace na konkrétni druhy
tkani a substrat predstavuji kliCovy aspekt mikrobidlniho rozkladu kostni tkdné (Fernandez-
Lopez et al., 2021). Mikrobialni atak a rozklad kostni hmoty predstavuji fascinujici proces,
jehoz detailni popis nam odkryva slozitou synergii celého bakteridlniho spoleCenstva a skaly
enzymd, které tato komunita produkuje (Borchert et al., 2021). Kazdy druh enzymu je ¢asto
specificky pro konkrétni bakteridlni kmeny, coZ dodava rozkladu preciznost a specializaci.

Vzhledem k ptfevazujicimu zastoupeni kolagenu v organické matrix kosti, z nichz
et al., 1991). Tyto enzymy jsou schopny S§tépit kolagen, coZ je nezbytny krok pfi rozkladu
organické struktury kosti (podrobnéji v kapitole 4.1.). Nicméné, cely proces by nebyl tak
efektivni bez ucasti bakteridlnich karboanhydrdz a glykosiddz, které rozkladaji neproteinoveé
slozky organické matrix (Fernandez-Lopez et al., 2021). Timto zplisobem enzymy umoziuji
kolagendzdm piistup k samotné struktufe kolagenu I. (Brochert et al., 2021). Struktura
a mechanismus pusobeni téchto enzymu jsou nejpodrobnéji popsany u kolagenaz z nékolika
modelovych druhti bakterii — Clostridium sp., Streptomyces sp. a Vibro cholerae. Dikladna
analyza je podporovéana skutecnosti, Ze kolagendzy maji schopnost rozkladat nejen kostni
hmotu, ale 1 tkan¢ obsahujici kolagen v Sir§im spektru. To je uplatnitelné v primyslovém
a biotechnologickém ptesahu jako je koZedélny primysl a potravinaistvi (Fernandez-Lopez et

al., 2021).
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[ 4

4.1. Rodiny bakterialnich enzymi tucastnici se dekompozice kostni tkané

Kolagen je diky své specifické strukture odolny viici vétSin€ béznych proteaz, zejména
pak kostni kolagen typu I. tvofeny obvykle jedinou nepierusenou trojsSroubovicovou doménou.
Kolektiv Borchert et al., (2021) i Fernandez-Lopez et al., (2021) zkoumali u bakterii ze skupin
Bacteroidia, Fermentibacteria, Gammaproteobacteria, Geopsychrobacteraceae,
Krumholzibacteria, Planctomycetota, Spirochaetia a Thiovulaceae proteinové sekvence
enzymu s kolagenolytickou aktivitou, respektive jejich schopnosti Stépit zelatinu (jeden
z meziproduktl rozkladu kolagenu). Identifikovali peptidazy/kolagenazy patiici do rodin S1,
S8, U32 a u bakterii rodu Enterobacterales i kolagenazu z rodiny M9. Nejasnosti s piipadnym
zafazenim téchto enzymil mezi ,,pravé® kolagendzy ¢i gelatindzy vyplyva ze skutecnosti, ze
bakteridlni kolagendzy jsou méné specifické nez kolagendzy ZivociSného pivodu (Fernandez-

Lopez et al., 2021).

U zivocisnych zivocisnych kolagenaz je degradace nativniho kolagenu (nebo ve vodé
nerozpustného nativniho kolagenu) zasadné zavisla na typu kolagenu a na jeho ptvodu
(Harrington, 1996). Naopak bakteridlni kolagenazy mohou rozkladat jak ve vodé rozpustné
denaturované kolageny, tak ve vodé¢ nerozpustné nativni molekuly, a to i diky tomu, Ze kolagen
S$tépi na vice mistech (Zhang et al., 2015). Velké mnoZstvi bakterialnich protedz ma schopnost
hydrolyzovat jednovlaknové a denaturované kolagenni polypeptidy. Mezi zndmé mikrobialni
enzymy degradujici kolagen patii také peptidazy, u nichz nejsou k dispozici informace o jejich
aktivnim misté. Tyto peptidazy byly zafazeny do rodiny neznamého katalytického typu —rodiny
U32 (Ricard-Blum, 2011). Ty nelze zaménovat s pravymi bakteridlnimi kolagendzami, které
jsou schopny napadat a degradovat trojSroubovicové nativni kolagenové fibrily nachazejici se
v pojivové tkani. Nepfesné pouzivani terminii kolagenaza, gelatindza a kolagenolytické enzymy
vede k nejasnostem. Termin kolagenéza se Casto bez rozliSeni pouZziva jak pro metalopeptidazy
z rodiny MY, tak pro serinové proteazy, tedy nikoli na zaklad¢ jejich struktury ¢i mechanismu
funkce, ale pouhé jim spole¢né schopnosti rozkladat stejny typ substratu (Khoshnoodi et al.,

2008).

4.1.1. Rodina S1
Rodina S1 peptidaz zahrnuje serinové peptidazy, coz jsou enzymy, které maji aktivni
misto obsahujici aminokyselinu serin. Tyto enzymy maji vyznamnou roli v proteolytickych

procesech (Zhang et al., 2015).
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4.1.2. Rodina S8

Rodina S8 peptidaz zahrnuje také serinové peptidazy, které jsou charakterizovany svou
schopnosti $tépit peptidové vazby za ucasti kyseliny aspartové. Rodina S8, znama také jako
subtilisin nebo subtilaza, je druhou nejpocetnéjsi rodinou serinovych proteaz. Proteazy z této
rodiny se vyznacuji katalytickou triddou aspartatu (déle jen Asp), histidinu (dale jen His), serinu
(déle jen Ser) a katalytickym centrem obsahujicim sedmivlaknovy paralelni beta-list (Zhang et
al., 2015). Termostabilni proteaza MO-1 (specificky typ protedzy, piesny nazev neni zndm)
z Geobacillus collagenovorans byla prvni popsanou kolagenolytickou proteazou v ramci
skupiny S8. Tento enzym ma C-koncovou doménu vazajici kolagen. Nedavno byly objeveny
dvé kolagenolytické proteazy S8 z hlubokomoiskych bakterii — deseasin MCP-01 z kmene
Pseudoalteromonas sp. SM9913 a myroikolsin z Myroides profundi (Zhao et al., 2008).
Deseasin MCP-01 obsahuje katalytickou doménu, linker, proproteinkonvertazovou doménu
(P doména) a PKD doménu. C — koncova PKD — doména je zodpovédna za vazbu kolagenu,
pficemz klicovou roli hraje Tyrosin36 (dale jen Tyr36). PKD — doména MCP — vSak
pravdépodobné sama o sobé nemé schopnost rozbalit trojSroubovici kolagenu (Zhang et al.,
2015). Katalyticka tridda MCP-01 se sklada z Asp49, His104 a Ser269. Strukturni analyzy
ukézaly, zZe ve srovnani se subtilisinem Carlsberg ma MCP-1 zvétSenou substratovou vazebnou
kapsu, ktera je nezbytna pro rozpoznavani kolagenu (Ran et al., 2014). Substratova vazebna
kapsa je tvofena tfemi smyckami, kde kyselé a aromatické zbytky na nich tvoii zdporné¢ nabité
hydrofobni prostfedi pro vazbu kolagenu (Ran et al., 2014). Samotna katalyticka doména MCP-
01 mize rozkladat kolagen typu I, ale s niz8i G€innosti nez intaktni MCP-01, coZ naznacuje
vyznamnou ulohu PKD — domény pfi vlastnim Sté€peni, tedy je zde zfejmé vice nez pouhym

linkerem (Zhang et al., 2015).

4.1.3. Rodina U32
Rodina U32 peptiddz zahrnuje cysteinové peptidazy, coz jsou enzymy, které maji
aktivni misto obsahujici aminokyselinu cystein. Tyto peptidazy jsou ¢asto zapojeny do procest

Stépeni proteinli (Zhang et al., 2015).
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4.1.4. Rodina M9

Celkem dobte charakterizované jsou bakteridlni ,,pravé™ kolagenazy zrodiny M9
(Zhang et al., 2015). VétSina poznatkii o téchto bakterialnich kolagenazach byla ziskéna
charakterizaci kolagenazy vylucované Clostridium histolyticum — prvni bakterialni
kolagendzou, ktera byla objevena a studovana. M9 kolagenazy se déli na ttidy I a II, pficemz
tiida I je kodovéna genem ColG a tfida II genem ColH. ColG kdduje prekurzor o 1 118
aminokyselinach a ColH koduje prekurzor o 1 021 aminokyselinach (Sorushanova et al., 2019).
Krom¢ ColG a ColH bylo identifikovano nejméné pét gelatinaz, jejichz N-koncové
aminokyseliny se shoduji s aminokyselinami ColG nebo ColH, coz naznacuje, Ze tyto
gelatindzy jsou produkovany ze stejnych prekurzori jako kolagenazy proteolytickym

odstranénim C-koncovych fragmentti (Matsushita et al., 1999).

4.1.5. Kolageniazové domény

Jednd se o vice doménové proteiny se signdlnim peptidem, pro-doménou,
kolagendzovou jednotkou, jednou az dvéma spojovacimi doménami typu PKD a az tfemi
doménami pro vazbu kolagenu (Eckhard et al., 2013). Narozdil od eukaryotickych kolagenaz
neni pfitomna hemopexinova doména. Celkova molekulova hmotnost jednotky kolagenazy je
piiblizné 78 kDa (Kim et al., 2002). Peptiddzova doména vykazuje sedlovitou konformaci
a obsahuje koordina¢né vazany zine€naty iont, ktery kooperuje se dvéma histidiny (dale jen
His) zbytky v konzervovaném motivu (-HEXXH), glutamatovym (dale jen Glu) zbytkem
a molekulou vody (Eckhard et al., 2013; Zhang et al., 2015).

Konzervovany motiv (-HEXXH) pfedstavuje sekvenci aminokyselin, kde "H" znamena
histidin a "E" znamena glutamat, zatimco "XX" oznacuje dv¢ libovolné aminokyseliny mezi
nimi. Tento motiv je charakteristicky pro mnoho metaloprotedz, kde histidiny a glutamat (spolu
s molekulou vody) koordinuji zine¢naty iont, ktery je kliCovy pro katalytickou aktivitu téchto

enzymil (Zhang et al., 2015).
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Zatimco PKD domény vykazuji velkou sekvencni homologii, doména pro vazby
kolagenu je definovana spiSe svou funkci. Sekvencni homologie je nizkd. Kromé aktivniho
zine¢natého iontu se v aktivnim misté vyskytuje také vapenaty ion. Oba kationty jsou nutné pro
plnou enzymatickou funkci (Eckhard et al., 2011). Dva vapenaté ionty jsou také koordinovany
v domén¢ pro vazbu kolagenu a hraji dilezitou roli pro zachovani jeji funkce a stability (Zhang
et al., 2015). Dosud nebylo potvrzeno, zda kolagen vazajici doména mize fungovat zaroven
jako helikaza, ktera rozvolni trojSroubovici kolagenu. Dle osobniho nazoru si myslim, Ze je to
vSak velmi pravdépodobné, protoze podobné strukturni domény v jinych proteinech maji
schopnost ménit konformaci svych substrati. Vzhledem k funkcim ionti v podpote
konformacnich zmén a enzymatické aktivité, mize interakce s kolagenem vést k rozvolnéni
jeho struktury. Tato doména by mohla, podobn¢ jako helikdzy, ptisobit zmény na molekularni
urovni, které by umoznily rozvolnéni kolagenové trojSroubovice. Tento mechanismus by byl v
souladu s obecnymi principy enzymatické aktivity a strukturni plasticity proteind. Caste¢né je
popsana také S1 kolagenolytickd protedza ze Streptomyces omiyaensis, ktera vyrazné
hydrolyzuje kolagen typu I, a to jiz pti 37 °C. Predpoklada se, ze specifitu rozpoznavani

substratu jsou zde zodpovédné N-koncové domény (Uesugi et al., 2008; Zhang et al., 2015).

4.1.6. Rodina S53
Protedzy z rodiny S53, respektive sedolisint, obvykle vykazuji maximalni aktivitu pfi
nizkém pH a vysoké teploté a obsahuji jedine¢nou katalytickou triddu, motiv Ser-GluAsp,

odli$ny od protedz podobnych subtilisinu (Asp-His-Ser) (Zhang et al., 2015).

4.1.7. Karboanhydrazy

Identifikovany byly u zéastupci tadh Beggiatoales, Campylobacterales a C&eledi
Desulfobulbaceae, které se podileji rozkladu kostni hmoty v moiském prostiedi. VEtSinu téchto
karboanhydraz bylo mozno na zdklad¢ fylogenetickych vztahii zatadit k diive znamym
anhydrazdm. VétSinu do rodiny o — karboanhydrédz, jednu do rodiny B (Borchert et al., 2021).
Struktura karboanhydraz je zatim nejlépe prostudovéana u parazitickych a patogennich bakterii,

1ze vSak, vzhledem k podobnosti proteinovych sekvenci, predpokladat i podobnou strukturu
u bakterii rozkladajicich kostni hmotu (Supuran & Capasso, 2017). Trojrozmérnd struktura

o — karboanhydrdz je zndma z Neisseria gonorrhoeae, Sulfurihydrogenibium azorense,

Sulfurihydrogenibium yellowstonense a Thermovibrio ammonificans (Del Prete et al., 2016).
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U Sulfurihydrogenibium yellowstonense se struktura obecné podoba lidské o —
karboanhydraze. Vykazuje zejména homodimerni uspofadani stabilizované velkym poctem
vodikovych vazeb a nékolika hydrofobnimi interakcemi (Supuran & Capasso, 2017).
Krystalizované o — karboanhydrazy jsou aktivni jako monomery a dimery (James et al., 2014).
Aktivni misto se nachazi v hluboké dutiné, kterd se tahne od povrchu proteinu do stiedu
molekuly. Je charakterizovana hydrofilnimi a hydrofobnimi oblastmi. Hydrofilni ¢ést
napomaha pfenosu protonu z vody vazané na zinek do rozpoustédla, zatimco hydrofobni okrsek
se podili na vazbé CO2 a rozpoznavani ligandi. Katalyticky zinecnaty ion se nachézi ve spodni
¢asti této dutiny a je tetraedricky koordinovan tfemi His zbytky a atomem N — sulfonamidové
¢asti inhibitoru nebo pravdépodobné molekulou vody v neinhibovaném enzymu (Ferraroni et
al., 2015). Bakterialni a — karboanhydrazy vykazuji kompaktnéjsi strukturu nez sav¢i a maji
oproti nim vétsi aktivni misto. Rentgenové krystalové struktury jsou k dispozici 1 pro nékolik
Bakterialni a — karboanhydrazy vykazuji kompaktné;jsi strukturu nez savei a maji oproti nim
veétsi aktivni misto. Rentgenové krystalové struktury jsou k dispozici 1 pro nekolik
B — karboanhydraz napt. z Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Mycobacterium

tuberculosis, Salmonella enterica a Vibrio cholerae (Cronk et al., 2001).

Prostorové konformace téchto enzymi jsou pomérné konzervované, i kdyz né&které
z nich jsou dimery, zatimco jiné jsou tetramery. VSechny dosud vykrystalizované bakterialni
B —karboanhydrazy jsou aktivni jako dimery nebo tetramery se dvéma nebo ¢tyfmi identickymi
aktivnimi misty. Maji tvar pomérné dlouhého kanalu, na jehoz dné se nachazi katalyticky
zine€naty ion, tetraedricky koordinovany dvéma cisteiny (dale jen Cis), jednim His a jednim

zbytkem aminokyseliny Asp (tzv. ,,uzaviené aktivni misto*) (Covarrubias et al., 2006).

V neaktivni formé je hydrogenuhliitan vazan v kapse v blizkosti zine¢natého iontu. Pii
hodnotach pH> 8,3 se vSak ,,uzaviené aktivni misto* méni na ,,oteviené* (katalyticky aktivni),
coz je spojeno s piesunem zbytku Asp z katalytického iontu zinku (II) za sou¢asné koordinace
ptichazejici molekuly vody bliZici se iontu kovu (Ferraroni et al., 2015). Tato molekula vody
(ve formé¢ hydroxidového iontu) zodpovida vlastni za katalytickou aktivitu, jak bylo ukazano

vySe u a — karboanhydrazy (Supuran & Capasso, 2017).

Jednotlivé kmeny bakterii se v produkci jednotlivych druhli enzymu lisi. Zatimco
u Enterobacterales byly nalezeny prakticky vSechny vySe jmenované, u fadt Campylobacteria,
Desulfobacteria, Desulfobulbia, Desulfuromonadia, Desulfovibrio, prakticky chybi
o — galaktosidazy, fukosizady, glukuroniddzy, mannosidazy a sialidazy (Fernandez-Lopez et

al., 2021).
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4.2. Aktivita bakteridlnich enzymii pri dekompozici kostni tkané

Vzhledem ke strukturni a chemické komplexité kostni hmoty je jeji rozklad vysledkem
synergické Cinnosti celého bakteridlniho spoleCenstva (Steffen et al., 2015). Fernandez-Lopez
et al. (2021) podrobn¢ zmapoval tento systém v moitském prostredi. Z kvantitativniho hlediska
zde pfitom hlavni tlohu hraji Proteobacteria, (Alteromonadaceae, Beggiatoaceae,
Kangiellaceae a Nitrincolaceae) produkujici kolagendzu M09 1 U32 a Bacteroidota
(Flavobacteriaceae, Marinifilaceae), Desulfobacterota (Desulfobacteraceae)
a Campylobacterota (Sulfurimonadaceae, Sulfurospirillaceae, Sulfurovaceae a Thiovulaceae)
produkujici pouze kolagendzu U32. K odolnosti kostni hmoty dale vyrazné pfispivaji
sialo/glykoproteiny, na jejichZ rozkladu se podili pfedevsim Bacteroidota (z nich nejvice
Flavobacteriaceae  a  Marinifilaceae), a  vmenSi  mife Verrucomicrobiota

a Krumholzibacteriota, produkujici odlisné typy sialidaz (Sato et al., 1985).

Velké synergie pusobeni riznych enzymatickych produkti je zapotiebi také pfi
hydrolyze glykoproteinti, na niz se podili pravdépodobné ptislusnici 7 bakteridlnich kmend:
Bacteroidota (ptedev§im Flavobacteriaceae a Marinifilaceae) jsou schopna pravdépodobné
rozkladu vSech cukernych zbytkli véetné o — manndzy, f—N — acetyl — hexosamimu, o —
galaktdzy, a — thamnoézy, B — glukozy, o—N — acetyl — hexosaminu, o — fukézy a B — galaktozy
(Eriksen et al., 2020). Firmicutes (Clostridiacea a Paenibacillaceae) se ziejmé& podili na
rozkladu a — manndézy a a—N — acetyl — hexosaminu, Proteobacteria (Alteromonadaceae,
Kangiellaceae a Nitrincolaceae) na degradaci B-N-acetyl-hexosaminu a ¢astecné i  — glukozy
a B — galaktéozy. Planctomycetota Stépi o-galaktézu a a-manndzu, Campylobacterota
(Sulfurimonadaceae a Sulfurovaceae,) B-N — acetyl — hexosamin a ¢astecné 1  — glukdzu,
Spirochaetota (z nich ptedevSim Spirochaetaceae) a konetné Verrucomicrobiota (napf.
Victivallaceae) o — mannézu (Fernandez-Lopez et al., 2021).Takovy je alesponi predpoklad
zaloZeny na sekvencich enzymil nalezejicich jednotlivym taxonomickym skupindm, v redlném
prostiedi muze celkova aktivita pti Stépeni jednotlivych slozek zaviset na velikosti populaci a

mife exprese enzymu (Freitas et al., 2019).
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4.3. Mechanismus piisobeni bakteridlnich enzymi pri dekompozici kostni
tkané

Odolnost trojsroubovicové struktury kolagenu a ochranny vliv komplexu proteinové
a krystalitové slozky kosti jsou kli¢ové faktory, které ptispivaji k postupnému rozkladu kostni
tkan¢. Tento proces je tésn¢ propojen a synergicky spolupracuje s chemickou degradaci
hydroxyapatit (Jiang et al., 2005). TrojSroubovicova struktura kolagenu poskytuje vysokou
mechanickou stabilitu, coz zté¢zuje enzymatickou hydrolyzu. Pevnost kolagenu je zpiisobena
vzajemnymi vazbami a interakcemi mezi proteinovymi vldkny a krystalitovou slozkou kosti

(Turner-Walker, 2007).

Ditlezitym krokem v procesu rozkladu kostni tkané je hydrolyza kolagenu na Zelatinu, ktera
nasledné¢ podléhd dalsi degradaci. Tento krok je uskute¢novan acidifikaci, coz zajistuje
karboanhydrdza. Acidifikace prostfednictvim enzymatické aktivity vytvaii kyselé prostredi,
coz je klicové pro aktivaci enzymd, jez jsou zodpovédné za hydrolyzu kolagenu a nasledny

rozklad kostni tkané (Zhang et al., 2015; Borchert et al., 2021).

V kontextu synergického ptisobeni bakteridlnich spoleCenstev je dilezité zminit také
kolob¢h siry, ktery hraje vyznamnou roli v degradaci kosti v motském prostiedi. Oxidace siry
a sirnych slou€enin, znama jako thiotrofie, vytvaii volné protony, coz vede k okyseleni
prostiedi.  N&které bakterie ziadu Campylobacterales jsou vybaveny kompletnimi
enzymovymi systémy Sox (soxXYZABCD) a Sor, které jsou odpovédné za oxidaci siry. Tyto
enzymy pomahaji aktivovat redukované slouceniny siry a slouzi jako donory elektront
(Borchert et al, 2021). V pfipadé Gammaproteobakterii, ptfedev§im piidruzenych
k Beggiatoaceae a dalSim nezafazenym skupinam, existuje potencial pro thiotrofii. Tyto
bakterie jsou schopné vyuzivat redukované slouceniny siry jako donory elektronl, a to
prostiednictvim enzymt jako flavocytochrom c-sulfiddehydrogendza a adenosin-5°-fosfo
sulfatreduktaza, (aprAB) (Bochert et al., 2021). Schopnost thiotrofie predstavuje dal$i dimenzi
v synergii mikrobidlniho ptsobeni na rozklad kostni tkan¢ v motském prostredi. Celkové Ize
konstatovat, Ze vzdjemné pusobeni trojSroubovicové struktury kolagenu, enzymi jako
karboanhydraza a bakteridlnich spolecenstev v ramci kolobéhu siry vytvaii komplexni sit’, ktera

usmériuje a fidi postupny rozklad kostni tkan¢) (Zhang et al., 2015).
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Zavér

V bakalarské praci jsem se zaméiila na prozkoumani ulohy bakterii a bakterialnich
enzymil v procesu dekompozice kostni tkan¢. Cilem této bakalatské prace je shrnout bakterialni
rodiny zastoupené pti dekompozici kostni tkan¢ a popsat molekularni mechanismy piisobeni
béhem bakteridlni Cinnosti. Hlavnim cilem je nalézt odpovéd’ na otdzku, které bakterie se
ucastni dekompozice kostni tkané a jak jejich enzymaticka aktivita dekompozici ovliviiyje.
Z reserSe vyplyva, ze mezi hlavni rodiny bakterii ucastnici se dekompozice kostni tkdn¢ patii
Bacteroidia, Fermentibacteria Gammaproteobacteria, Geopsychrobacteraceae,
Krumholzibacteria, Planctomycetota, Spirochaetia a Thiovulaceae. Ptedevsim v rozkladu
figuruji jejich bakteridlni enzymy. Tyto enzymy s kolagenolytickou aktivitou, patii do rodin
S1, S8 a U32, a dale i rodina M9 u Enterobacterales. Viechny tyto enzymy se podileji na
dekompozici organickych komponent kosti. V rdmci prace bylo zjisténo, ze bakterialni
kolagenazy jsou méné specifické nez kolagenazy zivoc¢isného piivodu a mohou rozkladat jak
denaturované, tak nativni kolagenové fibrily. Dilezitym faktorem je 1 role PKD
a domén pro vazbu kolagenu, které pfispivaji k rozpoznavani a rozkladu trojSroubovicové
struktury kolagenu. Na bakteridlnim rozkladu kostni hmoty se podili 1 a-galaktosidazy,
cholesteroloxidazy, fukoziddzy, galaktozaminiddzy, glukozaminidazy, glukuronidazy,
glykosidazy, mannosidazy a sialidazy. Tato rozmanitost enzymu je dualezitd pro efektivni
dekompozici kostni tkdné v riznych prostfedich a podminkéach. Aktivita téchto enzymi byla
podrobné charakterizovéana, coz ndm umoziuje lépe rozumét jejich specifickym mechanismim

plsobenti a interakcim s kostni tkani.

Bylo zji$téno, ze interakce mezi bakteridlnimi enzymy a kostni tkdni je vysoce
specificka a zavisi na fad¢ faktorii, véetné chemického slozeni kosti, pfitomnosti minerali
a fyzikalné-chemickych podminek prostiedi. Vzhledem k rozsahu dosavadnich poznatkt
o struktufe a mechanismu ptsobeni bakteridlnich enzymti schopnych §tépit kostni tkan., je
velmi pravdépodobné, ze stale existuje mnoho neobjevenych bakteridlnich kolagenolytickych
proteaz skrytych v rozliénych prostiedich. Reseni otazek v tomto tématu by mohlo piispét k
hlubSimu pochopeni funkce bakteridlnich proteinii a také k odhaleni dalSich protedz s
biotechnologickym a primyslovym potencidlem. Prostor by se naskytl i u méné probadanych
druhti bakteridlnich enzym, zejména téch s karbanhydrazovou, sialiddzovou a glykosidazovou
aktivitou. Do budoucna rozsifenim poznatki do bakteridlnich enzymech lze optimalizovat
vyvoj novych konzervacnich latek pro archeologické nalezy nebo vylepseni forenznich technik

pro odhad Casu umrti.
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