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Both degradative and limited proteolysis are involved in
physiological processes. Once activated, proteinases are
controlled by endogenous inhibitors (antiproteinases).
A variety of genetic disorders and exogenous microbial
proteinases disturb the balance between proteinases and
cognate inhibitors. a1-Antitrypsin deficiency is a model di-
sorder resulting in an insufficient control of leukocyte elas-
tase with a subsequent alveolar tissue damage. It appears
that the manifold molar excess of inhibitor required to
compensate the deficiency, is the consequence of both the
local relative inaccessibility of the serpin, and the mode of
proteinase-serpin interaction, in accord with the “branched
pathway” mechanism. Slow-binding Kinetics and the leak
of native proteinase from the complex is illustrated by the
peptidolytic action of porcine elastase in the presence of
human al-antitrypsin and by gelatin zymography, respecti-
vely. (Tab. 2, Fig. 5, Ref. 44.)

Key words: proteolysis, inhibitors, alpha-1-antitrypsin, elas-
tase, zymography.

Proteolyza, hydrolytické Stépeni peptidovych vazeb bilkovin,
je podobné jako proteosyntéza jednim ze zakladnich funkénich
projevi zivych systému. Biologickym smyslem proteolyzy neni
vzdy jenom destrukce proteinovych struktur. Cilené proteolytické
modifikace jsou nezbytné pro dotvaieni funk¢nich proteind, je-
jich transport a aktivaci. Tak se specifické proteindzy stavaji na-
strojem, ale také predmétem biologickych regulaci. Nejucinnéj-
$im regulatorem aktivovanych proteinaz jsou pfirozené bilkovin-
né inhibitory, antiproteinazy. Poruseni rovnovahy mezi proteoly-
tickymi enzymy a jejich inhibitory je vyznamnym patogenetickym
faktorem, ktery je v soucasné dobé¢ intenzivné studovan v mnoha
oblastech humanni mediciny.
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Do fyziologickych procest je zapojena jak degradativni, tak
limitovana proteolyza. Aktivované proteinazy jsou kontrolo-
vany endogennimi inhibitory (antiproteindzami). Rlzné gene-
tické poruchy i exogenni mikrobidlni proteinazy narusuji
rovnovahu mezi proteinazami a pfisluSnymi inhibitory. al-
antitrypsinova deficience je modelovou poruchou vyustujici
v nedostate¢nou kontrolu leukocytarni elastazy s naslednym
poskozenim alveolarni tkané. Ukazuje se, Ze mnohonasobny
molekularni nadbytek inhibitoru nutny ke kompenzaci poru-
chy je nasledkem jednak relativni lokdlni nedostupnosti inhi-
bitoru, jednak zvlastnostmi interakci mezi serpiny a proteina-
zami ve smyslu ,branched pathway“ mechanismu.
»Slow-binding* kinetika a uvolfiovani nativni proteinazy
z komplexu jsou ilustrovany jednak prubéhem peptidolytické
aktivity vepfové elastdzy v pfitomnosti lidského ol-antitryp-
sinu, jednak zZelatinovou zymografii. (7ab. 2, obr. 5, lit. 44.)
Klic¢ova slova: proteolyza, inhibitory, alfa-1-antitrypsin, elastaza,
zymografie.

Proteolytické systémy

Eukaryoticka buiika je vybavena dvéma systémy degradativni
proteolyzy: vakuolarnim (/yzosomdlnim) a cytoplasmatickym (pro-
teasomdlnim) (1, 8, 13, 14) (obr. 1). Lyzosomalni systém degra-
duje vedle nitrobunéénych hlavné extracelularni struktury, véetné
fagocytovanych ¢astic, a uplatituje se zejména ve stressovych si-
tuacich. Naproti tomu proteosomalni systém je ziejmée odpoveédny
za vysoce selektivni obrat cytoplazmatickych proteinli v bazal-
nich podminkach, ale zahrnuje i degradaci bilkovinnych produk-
th virového ptivodu. Zcela odlisny je vybérovy mechanismus: re-
ceptorovy v prvnim piipadé, ATP-zavislé oznaceni ubiquitinem
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Fig. 1. Proteolytic compartments in eucaryotic cells are represented
by the vacuolar system (including lysosomes, endosomes, endoplas-
mic reticulum and secretory vesicles) and by the cytoplasmic ubiqui-
tin-mediated system (26S proteasomes).

Obr. 1. Proteolytické kompartmenty eukaryotickych bunék piedsta-
vuje vakuolarni systém (zahrnujici lyzosomy, endosomy, endoplasma-
tické retikulum a sekreéni vesikly) a cytoplazmaticky ubiquitinovy
systém (26S proteasomy).

v piipad¢ proteosomalniho systému. Dulezitym impulzem pro
vyzkum proteasomil bylo zjisténi, ze produkuji imunogenni pep-
tidy navazované na MHC-1, na rozdil od lyzosomu, které generuji

Tab. 1. Classes of proteolytic enzymes, examples of common protea-
ses and inhibitors.

Tab. 1. T¥idy proteolytickych enzymi, pfiklady béznych proteaz a in-
hibitoru.

Proteinase class  Typical proteinase(s) Typical inhibitor(s)

serine chymotrypsin “Small inhibitors™:
elastase aprotinin, ovomucoid
thrombin “Serpins™:
plasmin o 1-antitrypsin
plasminogen activator antithrombin
cathepsin G antiplasmin, PAI
cysteine papain cystatins
cathepsin B calpastatin
calpains IAP(inhibitors of
apoptosis)
caspases
aspartyl pepsin pepstatin (bacterial
peptide)
cathepsin D
SAP(Candida)
HIV-1 protease
metallo- MMP 1-13 TIMP 1-4

carboxypeptidase A, B
ACE (angiotensin I
converting enzyme)
botulinus, tetanus toxins

peptidy vystavované prostiednictvim MHC-2 (20). Dokonala se-
parace obou systémi umoznuje nastartovani odliSnych imunitnich
odpovédi s piipadnou likvidaci bun€k oznacenych cizorodym an-
tigenem navazanym na MHC-1.

Degradativni proteolyza zprosttedkovana secernovanymi pro-
teolytickymi enzymy probihd rovnéz v extracelularnich a trans-
celularnich prostorech a zasahuje do nejriznéjsich fyziologickych
a patologickych procest, mj. se podili i na orgdnové morfogenezi
a invazivnim rastu nadort. Degradativni protedzy patii k fyloge-
neticky nejstar§im enzymum, napf. u digestivnich proteinaz lze
prokazat spole¢ny pivod s mikrobialnimi proteolytickymi enzy-
my. Béhem evoluce se vsak vyvinula nova kategorie proteindz,
a to restrikci ptivodné Sirokého okruhu substratti na vybrany, Cas-
to velmi uzky soubor struktur (34). Tyto enzymy nelikviduji, pou-
ze funkcné modifikuji své substraty a umoziuji, event. reguluji
tak fadu fyziologickych pochodu. Ptikladem je eliminace signal-
niho peptidu po vstupu do endoplazmatického retikula (signdlni
teinovych prekurzort (konvertdzy) (3, 16, 17, 23, 24). Dobfte zna-
ma je napt. geneze peptidovych hormont. Modifikacni proteazy
jsou lokalizovany pievazné ve vakuolarnim systému bunky (ER,
Golgi, sekrecni vezikly, endosomy), jak je patrno z obrazku 1.

Endogenni inhibitory proteinaz

Proteolytické enzymy jsou nejen fyziologickou nezbytnosti,
ale také zna¢nym rizikem vzhledem ke svym potencidlné destruk¢-
nim schopnostem. Tim se vysvétluje soucasna pritomnost celé ple-
jady specifickych inhibitorii proteindz. Tato kategorie regulacénich
proteint se uplatiluje u prevazné vétsiny bilkoviny §tépicich en-
zymu, véetné aktivacnich proteindz, které z inaktivnich zymoge-
nu vytvaieji aktivni enzymy. Aktiva¢ni enzymy jsou n¢kdy feté-
zov¢ seskupeny, jak vidime u amplifikacnich kaskad (hemokoa-
gulace, fibrinolyza), ¢imz se jesté zvysuje riziko nekontrolované
proteolyzy. Proteolyticka aktivace je proces nevratny a jedinym
schiidnym mechanismem, kterym je mozno jednou aktivované
proteinazy kontrolovat, je vytvoieni proteolyticky inaktivniho
komplexu s proteinovym inhibitorem.

Endogenni inhibitory proteinaz se vyvijely souc¢asné s prote-
olytickymi enzymy jako reakce na zménu jejich specifit, takze se
vyskytuji v homolognich rodinach s ptislusnosti ke ¢tyfem zaklad-
nim tiidam proteinaz (tab. 1). Pocetna skupina inhibitorti serino-
vych proteindz je roz¢lenéna na nékolik typt relativné malych pro-
teinovych inhibitorti (napf. aprotinin, ovomucoid) a dulezitou
podskupinu inhibitor o vétsi molekularni hmotnosti, tzv. serpi-
nii (akronym pro SERine Proteinase INhibitor), mezi néz fadime
napf. antithrombin, antitrypsin, PAI, atd. (6, 7, 10, 18, 19, 30).

Prototypem cysteinovych proteindz jsou kathepsiny (napft. B,
L), nejdéle znamym inhibitory pak cystatiny (5, 12, 21, 36, 42).
V posledni dobé¢ jsou intenzivné studovany dalsi dvé skupiny cys-
teinovych proteindz - calpainy a caspasy s ptislusnymi inhibitory
(4, 41).

Metalloproteindzy extracelularni matrix (MMPs) a jejich tka-
nové inhibitory (7/MPs) jsou v téchto letech intenzivné studova-
ny zejména vzhledem k jejich ucasti na progresi zhoubnych na-
dorti a pti degenerativnich onemocnéni pohybového aparatu (11,
25, 43). Do tiidy zinek obsahujicich proteolytickych enzymu pat-
i1 i botulotoxin A, B, a tetanicky toxin (32).
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Fig. 2. Effects of microbial proteases in activating the bradykinin ge-
nerating cascade. After Maeda& Yamamoto (31).

Obr. 2. Aktivaéni u¢inky mikrobialnich proteaz na bradykininovou
kaskadu. Podle Maedy a Yamamoty (31).

Mikrobidlni proteinazy

Aspartylové proteindzy jsou jedinou skupinou, u které nebyly
u vys$ich organismu nalezeny zadné G¢inné proteinové inhibito-
ry. To zvyhodnuje patogenni mikroorganismy vylucujici tento typ
enzymu (31, 32). Piikladem je medicinsky vyznamny rod kvasi-
nek Candida. Sekrecni aspartylova proteinaza (S4P) oportunnich
patogenl Candida albicans, C. parapsilosis a C. tropicalis je po-
kladana za vyznacny patogeneticky faktor (15, 22, 37, 38). Pro-
dukei tohoto enzymu buiikami vice nez sta kultur C. albicans po-
chdzejicimi z kolekce referencniho mykologického pracovisté LF
UK v Plzni jsme potvrdili i na naSem pracovisti (28). Tato prote-
indza je schopna degradovat fadu strukturnich i sekrecnich prote-
in1 (keratin, kolagen, tézké fet. imunoglobulinil). Sttedem zajmu
jsou v posledni dob¢ také proteinazy virového ptivodu, napf. ma-
turacni proteinaza aspartylového typu HIV viru, ktera se stala jed-
nim z vyznamnych zdsahovych mist pii 1é¢bé AIDS (44).

Na patologickych projevech virulentnich kment se podileji
i aktivace hostitelskych protedzovych zymogent mikrobialnimi
proteazami. Zahrnuji aktivaci kininové kaskddy, koagulaéni kas-
kady a aktivaci komplementu. Endogenni nonapeptid bradykinin
(kinin) vyvolava fadu typickych zanétlivych projevu jako je bo-
lest, edém, hypotenze, Sok a j. (obr. 2).

Genetické defekty

Kato (27) nedavno shrnul genetické poruchy spojené s ¢innosti
serinovych a cysteinovych proteinaz, serpind, ale i slozitého ubiqui-
tin-proteasomového systému. Na piiklad pacienti s vrozenym defek-
tem enterokinasy nemohou aktivovat své travici proteinazy a trpi proto
pankreatickou exokrinni deficienci. Nedostatek inhibitoru plasmino-
genového aktivatoru (PAI-1) vyustuje v deregulovanou fibrinolyzu,
naopak abnormalné vysoka hladina PAI-1 byva spojena s nadmér-
nou hemokoagulaci. Defekt C1 inhibitoru je provazen angioneurotic-
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Fig. 3. Slow-binding kinetics of inhibition of porcine pancreatic elastase
activity by human al-antitrypsin (AT). Release of p-nitroaniline from
the chromogenic substrate (SAAANA) was monitored in 5—20 min in-
tervals. When assayed without AT, the plot was linear, when assayed with
specified concentrations of AT, slow-binding inhibition acc. to Morrison
and Welsh (33) was observed. Two highest concentrations of AT (2.6 nM
and 7.9 nM) resulted finally in a complete inhibition as shown by the
horizontal steady-state lines. Methodology as in Sunderman et al. (40).

Obr. 3. Slow-binding Kkinetika inhibice vepfové pankreatické elasta-
sy lidskym al-antitrypsinem (AT). Bylo sledovano uvoliiovani p-nit-
roanilinu z chromogenniho substratu (SAAANA) v 5—20 min in-
tervalech. V nepiitomnosti AT byla zavislost linearni, v pokusech
s danymi koncentracemi AT byla pozorovana slow-binding kinetika
dle Morrisona a Welshe (33). Nejvyssi koncentrace AT (2,6 nM a 7,9
nM) zpusobily posléze kompletni inhibici jak dokazuji horizontalni
linie ustaleného stavu. Metodika jako uvadi Sunderman a spol. (40).

kym edémem (tab. 2). Mutace calpainového genu jsou sdruzeny s mus-
kularni dystrofii, genu pro kathepsin K s pyknodysostosou, genu pro
cystatin B s epileptogennim myoklonem. Postizeni cytoplasmatické-
ho proteasomového systému je representovano Angelmanovym syn-
dromem (psychomotoricka retardace), Liddleovym syndromem
(pseudoaldosteronismus) a viry indukovanou urychlenou degradaci
proteinu p53 (rakovina cervixu). Relativné castou a velmi dobie pros-
tudovanou poruchou je deficience al-antitrypsinu (1-proteinazoveé-
ho inhibitoru). Studium jeji patogeneze zna¢né napomohlo k pozna-
ni mechanismu uc¢inku serpinovych antiproteindz a budeme se ji pro-
to zabyvat pon¢kud podrobnéji.

Interakce mezi serinovymi proteindzami a serpiny
Kompatibilni dvojice proteinaza-inhibitor se zpravidla vysky-

tuji in vivo spole¢né a jsou schopny vytvaiet pevné komplexy v po-
méru 1:1, charakterizované extrémné nizkymi inhibi¢nimi konstan-

Tab. 2. Inherited serpin-deficiency states.
Tab. 2. Vrozené serpinové deficience.

Serpin Target enzyme Clinical manifestation
O, -antitrypsin neutrophil elastase emphysema
antithrombin III thrombin, factor Xa thrombosis
Cl-inhibitor C1, kallikrein, angioedema

factor XIla
,-antiplasmin plasmin hemorrhage
PAI-1 t-PA and urokinase hemorrhage
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Fig. 4. Branched pathway mechanism of serpin action (E: proteinase,
1: serpin, EI: Michaelis complex, [EI’|reaction intermediate, I*: reac-
tive site cleaved serpin, E-I*: stable, effectively irreversible complex).
After Gettings et al. (18).

Obr. 4. Vétveny mechanismus tG¢inku serpini (E: proteinasa, I: ser-
pin, EI: Michaelisiiv komplex, [EI’|reakéni intermediat, I*: serpin
roz§tépeny v reakénim misté, E-I*: stabilni, efektivné irreverzibilni
komplex). Podle Gettingse a spol. (18).

tami. Serpinové komplexy jsou stabilni i pfi teploté varu a v pfi-
tomnosti tak uéinnych detergentt, jako je dodecylsulfat sodny. Jak
vysvétlit skutecnost, ze 1 v téchto podminkach probiha in vivo pro-
teolyza? Uvedend problematika je dobie prostudovana praveé u dvo-
jice leukocytarni elastasa a o 1-antitrypsin. Deficience tohoto inhi-
bitoru se typicky projevuji jako ¢asnéd rozedma plic z degradace
plicni tkané leukocytarnimi enzymy (2, 9, 10, 19, 26, 39). Zkuse-
nosti se substitu¢ni terapii ukazuji, Ze bezpeéna koncentrace inhibi-
toru musi byt o mnoho fadt vyssi, nez by odpovidalo teoretickym
predpokladam. Rada odpovédnych faktorii jiz byla pojmenovana.
In vivo dochazi ptedné k degradaci samotného antitrypsinu (jinymi
protedzami, reaktivnimi formami kysliku). Leukocyty diky své pfil-
navosti maji schopnost vytvaiet ohrani¢ené prostory bez ptistupu
inhibitoriia vyzkum mechanismu sekrece navic ukazal, Ze okamzita
koncentrace po vyprazdnéni azurofilnich granul prevysuje lokalné
predpokladané koncentrace inhibitorti (35). Inhibice samotna je dale
znesnadnéna vazbou elastasy na receptory a proteinové substraty.
Toto jsou ovsem jevy dilem specifické, charakterizujici uvedenou
konkretni situaci. Kromé toho vsak existuji obecné argumenty, vy-
chazeji z kinetiky inhibice, v tomto ptipadé z prib¢hu inhibice se-
rinovych proteinaz serpiny.

Serpiny jsou fazeny do kategorie tzv. ,.,pomalych inhibitori “,
u kterych se inhibi¢ni komplex E-I* z pohotové vytvareného (v fa-
du milisekund) primarniho Michaelisova komplexu organizuje pod-
statn¢ pomaleji (za sekundy az minuty), bez ohledu na svou vysled-
nou vysokou stabilitu (33). Tim ziskavaji volné molekuly enzymu
prilezitost jesté pied nastupem plné inhibice hydrolyzovat své sub-
straty (obr. 3). Dale umoznuje dnes vSeobecné pfijimany princip
,, vétveného mechanismu*“ (19) (obr. 4) tnik enzymu substratovou
cestou koncici roz§tépenim inhibitoru bez vzniku komplexu, coz je
u silnych inhibitori méné vyznamna alternativa, nebo uvolnéni pfi
eventualnim pozd&jsim rozpadu inhibi¢niho komplexu. Tuto posledni
moznost dobfe ilustruje zymograficka lokalizace enzymu (obr. 5),
kdy po separaci komplexu v podminkach SDS-PAGE a vymyti de-
tergentu dochédzi v misté komplexu k digesci kopolymerizované
zelatiny. Zymograficky prukaz proteolytické aktivity komplexu jsme
jiz podali v souvislosti se studiem interakce chymotrypsinu s em-
bryonalnim serpinem Xenopa, jiné ukazky ,,pomalé inhibice* mezi
serpinem a serinovou proteinazou (29, 40).

Zavérem lze konstatovat, Ze podminky ,,in vivo*“ a reakéni mecha-
nismus inhibice umoziuji i v piitomnosti velmi silnych inhibitort,
jako jsou biologicky vyznamné serpiny, mistné a ¢asové omezenou

(A) (8)

SDS - PAGE gelatin-SDS-PAGE zymography

EL - 4 4 4 4 4 4 ug - 04101010401 01 ug EL
AT 20 - 4 16 24 32 40 ug 20 - 2 4 8 14 20 ug AT
kDa kDa
94 94
67 67
43
30 30
20

Fig. 5. SDS-PAGE fractionation of al-antitrypsin (AT)-elastase (EL)
mixtures, demonstration of a serpin-serine proteinase complex and its
proteolytic activity. Panel A: Variant proportions of porcine pancreatic
elastase (Sigma) and human plasma a1-antitrypsin were mixed in SDS-
containing buffer and boiled prior to application on 10 % SDS-PAGE
gels. Sample preparation, electrophoretic fractionation and staining as
in Kotyza et al. (29). Lanes 1 and 9 contain molecular weight stan-
dards, lane 2 shows high concentrated AT. Uncomplexed elastase is seen
in lane 4, enzyme in lane 3 is autolyzed. Intact and reaction loop-clea-
ved AT (around 45 kDa) is seen in lanes 4-8. Lanes 4-8 contain also AT-
elastase complex (about 70 kDa). Panel B: Conditions as in A but lower
concentrations of elastase were used and gelatin-containing gels were
following fractionation washed to remove SDS, and subjected to 3 h
incubation at 37 °C. Zymogram was stained with Coomassie blue to
show the gelatinolytic action of elastase itself and elastase released from
the EL-AT complex. The method is described in detail in Kotyza et al.
(29). In lane 3, gelatinolytic activity of elastase and its autolysis pro-
ducts is seen, gelatinolytic bands corresponding the localization of EL-
AT complexes (about 70 kDa) are seen in lanes 4—S8. Most of fractiona-
ted proteins, including molecular weight standards, were washed away
during the wash and proteolytic procedure.

Obr. 5. Frakcionace smési a1-antitrypsinu (AT) a elastasy (EL) v pod-
minkach SDS-PAGE, demonstrace komplexu serpin-serinova protei-
naza a jeho proteolytické aktivity. Panel A: Vepiova pankreaticka elas-
tasa (Sigma) a lidsky plasmaticky al-antitrypsin (Sigma) byly v riz-
nych pomérech smichany v SDS obsahujicim pufru a pfed nanesenim
na 10% SDS-PAGE gel 2 min povareny. Piiprava vzorku, frakcionace
a barveni provadény jako u Kotyzy a spol. (29). Drahy 1 a 9 obsahuji
standardy molek. hmotnosti, draha 2 nejvyssi uzitou koncentraci AT.
Volna elastasa je patrna na draze 4 (25 kDa), enzym na draze 3 je auto-
lyzovan. Intaktni a v reakéni smycce rozstépeny antitrypsin (43—45
kDa) jsou pFitomny v drahach 4—8. Drahy 4—8 obsahuji také AT-EL
komplex (asi 70 kDa). Panel B: Podminky jako u A, pouze jsou uZity
niZzsi koncentrace elastasy. Zelatinu obsahujici gel je po frakcionaci pro-
myt, aby bylo odstranéno SDS, a inkubovan 3 h pfi 37 “C. Proteolytic-
ka aktivita volné elastasy a elastasy uvolnéné z AT-EL komplexu se
projevila po obarveni Coomassie mod¥i. UZita metoda je podrobné
popsana v ¢lanku Kotyzy a spol. (29). V draze 3 je patrna proteolytic-
ka aktivita elastasy a jejich autolytickych produktu, v drahach 4—8
jsou vyrazné Zelatinolytické prouzky v lokalizacich AT-EL komplexi
(70 kDa). Vétsi ¢ast frakcionovanych proteini véetné proteinovych stan-
darda byly z geli vymyty béhem promyvaci a protolytické faze.

proteolyzu. Smyslem inhibice endogennimi proteinovymi inhibitory
tedy neni kompletni blokada Stépeni bilkovin, ale spise jemné vyla-
déni proteolytickych déji a znemoznéni generalizované proteolyzy.
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