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Abstract
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Proteinases and antiproteinases: biomedical correlations
Bratisl lek Listy 2000; 101 (8): 445�449

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. ααααα1-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 ααααα1-antitrypsin and by gelatin zymography, respecti-
vely. (Tab. 2, Fig. 5, Ref. 44.)
Key words: proteolysis, inhibitors, alpha-1-antitrypsin, elas-
tase, zymography.
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Do fyziologických procesù je zapojena jak degradativní, tak
limitovaná proteolýza. Aktivované proteinázy jsou kontrolo-
vány endogenními inhibitory (antiproteinázami). Rùzné gene-
tické poruchy i exogenní mikrobiální proteinázy naru�ují
rovnováhu mezi proteinázami a pøíslu�nými inhibitory. α1-
antitrypsinová deficience je modelovou poruchou vyús�ující
v nedostateènou kontrolu leukocytární elastázy s následným
po�kozením alveolární tkánì. Ukazuje se, �e mnohonásobný
molekulární nadbytek inhibitoru nutný ke kompenzaci poru-
chy je následkem jednak relativní lokální nedostupnosti inhi-
bitoru, jednak zvlá�tnostmi interakcí mezi serpiny a proteiná-
zami  ve  smys lu  �branched  pa thway�  mechanismu.
�Slow-binding� kinetika a uvolòování nativní proteinázy
z komplexu jsou ilustrovány jednak prùbìhem peptidolytické
aktivity vepøové elastázy v pøítomnosti lidského α1-antitryp-
sinu, jednak �elatinovou zymografií. (Tab. 2, obr. 5, lit. 44.)
Klíèová slova: proteolýza, inhibitory, alfa-1-antitrypsin, elastáza,
zymografie.
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Proteolýza, hydrolytické �tìpení peptidových vazeb bílkovin,
je podobnì jako proteosyntéza jedním ze základních funkèních
projevù �ivých systémù. Biologickým smyslem proteolýzy není
v�dy jenom destrukce proteinových struktur. Cílené proteolytické
modifikace jsou nezbytné pro dotváøení funkèních proteinù, je-
jich transport a aktivaci. Tak se specifické proteinázy stávají ná-
strojem, ale také pøedmìtem biologických regulací. Nejúèinnìj-
�ím regulátorem aktivovaných proteináz jsou pøirozené bílkovin-
né inhibitory, antiproteinázy. Poru�ení rovnováhy mezi proteoly-
tickými enzymy a jejich inhibitory je významným patogenetickým
faktorem, který je v souèasné dobì intenzivnì studován v mnoha
oblastech humánní mediciny.

Proteolytické systémy

Eukaryotická buòka je vybavena dvìma systémy degradativní
proteolýzy: vakuolárním (lyzosomálním) a cytoplasmatickým (pro-
teasomálním) (1, 8, 13, 14) (obr. 1). Lyzosomální systém degra-
duje vedle nitrobunìèných hlavnì extracelulární struktury, vèetnì
fagocytovaných èástic, a uplatòuje se zejména ve stressových si-
tuacích. Naproti tomu proteosomální systém je zøejmì odpovìdný
za vysoce selektivní obrat cytoplazmatických proteinù v bazál-
ních podmínkách, ale zahrnuje i degradaci bílkovinných produk-
tù virového pùvodu. Zcela odli�ný je výbìrový mechanismus: re-
ceptorový v prvním pøípadì, ATP-závislé oznaèení ubiquitinem
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v pøípadì proteosomálního systému. Dùle�itým impulzem pro
výzkum proteasomù bylo zji�tìní, �e produkují imunogenní pep-
tidy navazované na MHC-1, na rozdíl od lyzosomù, které generují

peptidy vystavované prostøednictvím MHC-2 (20). Dokonalá se-
parace obou systémù umo�òuje nastartování odli�ných imunitních
odpovìdí s pøípadnou likvidací bunìk oznaèených cizorodým an-
tigenem navázaným na MHC-1.

Degradativní proteolýza zprostøedkovaná secernovanými pro-
teolytickými enzymy probíhá rovnì� v extracelulárních a trans-
celulárních prostorech a zasahuje do nejrùznìj�ích fyziologických
a patologických procesù, mj. se podílí i na orgánové morfogenezi
a invazivním rùstu nádorù. Degradativní proteázy patøí k fyloge-
neticky nejstar�ím enzymùm, napø. u digestivních proteináz lze
prokázat spoleèný pùvod s mikrobiálními proteolytickými enzy-
my. Bìhem evoluce se v�ak vyvinula nová kategorie proteináz,
a to restrikcí pùvodnì �irokého okruhu substrátù na vybraný, èas-
to velmi úzký soubor struktur (34). Tyto enzymy nelikvidují, pou-
ze funkènì modifikují své substráty a umo�òují, event. regulují
tak øadu fyziologických pochodù. Pøíkladem je eliminace signál-
ního peptidu po vstupu do endoplazmatického retikula (signální
peptidázy), nebo vy�tìpení funkèních peptidù ze slo�itìj�ích pro-
teinových prekurzorù (konvertázy) (3, 16, 17, 23, 24). Dobøe zná-
má je napø. geneze peptidových hormonù. Modifikaèní proteázy
jsou lokalizovány pøevá�nì ve vakuolárním systému buòky (ER,
Golgi, sekreèní vezikly, endosomy), jak je patrno z obrázku 1.

Endogenní inhibitory proteináz

Proteolytické enzymy jsou nejen fyziologickou nezbytností,
ale také znaèným rizikem vzhledem ke svým potenciálnì destrukè-
ním schopnostem. Tím se vysvìtluje souèasná pøítomnost celé ple-
jády specifických inhibitorù proteináz. Tato kategorie regulaèních
proteinù se uplatòuje u pøevá�né vìt�iny bílkoviny �tìpicích en-
zymù, vèetnì aktivaèních proteináz, které z inaktivních zymoge-
nù vytváøejí aktivní enzymy. Aktivaèní enzymy jsou nìkdy øetì-
zovì seskupeny, jak vidíme u amplifikaèních kaskád (hemokoa-
gulace, fibrinolýza), èím� se je�tì zvy�uje riziko nekontrolované
proteolýzy. Proteolytická aktivace je proces nevratný a jediným
schùdným mechanismem, kterým je mo�no jednou aktivované
proteinázy kontrolovat, je vytvoøení proteolyticky inaktivního
komplexu s proteinovým inhibitorem.

Endogenní inhibitory proteináz se vyvíjely souèasnì s prote-
olytickými enzymy jako reakce na zmìnu jejich specifit, tak�e se
vyskytují v homologních rodinách s pøíslu�ností ke ètyøem základ-
ním tøídám proteináz (tab. 1). Poèetná skupina inhibitorù serino-
vých proteináz je rozèlenìna na nìkolik typù relativnì malých pro-
teinových inhibitorù (napø. aprotinin, ovomucoid) a dùle�itou
podskupinu inhibitorù o vìt�í molekulární hmotnosti, tzv. serpi-
nù (akronym pro SERine Proteinase INhibitor), mezi nì� øadíme
napø. antithrombin, antitrypsin, PAI, atd. (6, 7, 10, 18, 19, 30).

Prototypem cysteinových proteináz jsou kathepsiny (napø. B,
L), nejdéle známým inhibitory pak cystatiny (5, 12, 21, 36, 42).
V poslední dobì jsou intenzivnì studovány dal�í dvì skupiny cys-
teinových proteináz - calpainy a caspasy s pøíslu�nými inhibitory
(4, 41).

Metalloproteinázy extracelulární matrix (MMPs) a jejich tká-
òové inhibitory (TIMPs) jsou v tìchto letech intenzivnì studová-
ny zejména vzhledem k jejich úèasti na progresi zhoubných ná-
dorù a pøi degenerativních onemocnìní pohybového aparátu (11,
25, 43). Do tøídy zinek obsahujících proteolytických enzymù pat-
øí i botulotoxin A, B, a tetanický toxin (32).

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 eukaryotických bunìk pøedsta-
vuje vakuolární systém (zahrnující lyzosomy, endosomy, endoplasma-
tické retikulum a sekreèní vesikly) a cytoplazmatický ubiquitinový
systém (26S proteasomy).

Tab. 1. Classes of proteolytic enzymes, examples of common protea-
ses and inhibitors.
Tab. 1. Tøídy proteolytických enzymù, pøíklady bì�ných proteáz a in-
hibitorù.

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

serine chymotrypsin �Small inhibitors�:
elastase aprotinin, ovomucoid
thrombin �Serpins�:
plasmin α1-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
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Mikrobiální proteinázy

Aspartylové proteinázy jsou jedinou skupinou, u které nebyly
u vy��ích organismù nalezeny �ádné úèinné proteinové inhibito-
ry. To zvýhodòuje patogenní mikroorganismy vyluèující tento typ
enzymù (31, 32). Pøíkladem je medicinsky významný rod kvasi-
nek Candida. Sekreèní aspartylová proteináza (SAP) oportunních
patogenù Candida albicans, C. parapsilosis a C. tropicalis je po-
kládána za význaèný patogenetický faktor (15, 22, 37, 38). Pro-
dukci tohoto enzymu buòkami více ne� sta kultur C. albicans po-
cházejícími z kolekce referenèního mykologického pracovi�tì LF
UK v Plzni jsme potvrdili i na na�em pracovi�ti (28). Tato prote-
ináza je schopna degradovat øadu strukturních i sekreèních prote-
inù (keratin, kolagen, tì�ké øet. imunoglobulinù). Støedem zájmu
jsou v poslední dobì také proteinázy virového pùvodu, napø. ma-
turaèní proteináza aspartylového typu HIV viru, která se stala jed-
ním z významných zásahových míst pøi léèbì AIDS (44).

Na patologických projevech virulentních kmenù se podílejí
i aktivace hostitelských proteázových zymogenù mikrobiálními
proteázami. Zahrnují aktivaci kininové kaskády, koagulaèní kas-
kády a aktivaci komplementu. Endogenní nonapeptid bradykinin
(kinin) vyvolává øadu typických zánìtlivých projevù jako je bo-
lest, edém, hypotenze, �ok a j. (obr. 2).

Genetické defekty

Kato (27) nedávno shrnul genetické poruchy spojené s èinností
serinových a cysteinových proteináz, serpinù, ale i slo�itého ubiqui-
tin-proteasomového systému. Na pøíklad pacienti s vrozeným defek-
tem enterokinasy nemohou aktivovat své trávicí proteinázy a trpí proto
pankreatickou exokrinní deficiencí. Nedostatek inhibitoru plasmino-
genového aktivátoru (PAI-1) vyús�uje v deregulovanou fibrinolýzu,
naopak abnormálnì vysoká hladina PAI-1 bývá spojena s nadmìr-
nou hemokoagulací. Defekt C1 inhibitoru je provázen angioneurotic-

kým edémem (tab. 2). Mutace calpainového genu jsou sdru�eny s mus-
kulární dystrofií, genu pro kathepsin K s pyknodysostosou, genu pro
cystatin B s epileptogenním myoklonem. Posti�ení cytoplasmatické-
ho proteasomového systému je representováno Angelmanovým syn-
dromem (psychomotorická retardace), Liddleovým syndromem
(pseudoaldosteronismus) a viry indukovanou urychlenou degradací
proteinu p53 (rakovina cervixu). Relativnì èastou a velmi dobøe pros-
tudovanou poruchou je deficience α1-antitrypsinu (1-proteinázové-
ho inhibitoru). Studium její patogeneze znaènì napomohlo k pozná-
ní mechanismu úèinku serpinových antiproteináz a budeme se jí pro-
to zabývat ponìkud podrobnìji.

Interakce mezi serinovými proteinázami a serpiny

Kompatibilní dvojice proteináza-inhibitor se zpravidla vysky-
tují in vivo spoleènì a jsou schopny vytváøet pevné komplexy v po-
mìru 1:1, charakterizované extrémnì nízkými inhibièními konstan-

Fig. 2. Effects of microbial proteases in activating the bradykinin ge-
nerating cascade. After Maeda& Yamamoto (31).
Obr. 2. Aktivaèní úèinky mikrobiálních proteáz na bradykininovou
kaskádu. Podle Maedy a Yamamoty (31).

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

Serpin Target enzyme Clinical manifestation

α
1
-antitrypsin neutrophil elastase emphysema

antithrombin III thrombin, factor Xa thrombosis
C1-inhibitor C1, kallikrein, angioedema

factor XIIa
α

2
-antiplasmin plasmin hemorrhage

PAI-1 t-PA and urokinase hemorrhage

Fig. 3. Slow-binding kinetics of inhibition of porcine pancreatic elastase
activity by human ααααα1-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 kinetika inhibice vepøové pankreatické elasta-
sy lidským ααααα1-antitrypsinem (AT). Bylo sledováno uvolòování p-nit-
roanilinu z chromogenního substrátu (SAAANA) v 5�20 min in-
tervalech. V nepøítomnosti AT byla závislost lineární, v pokusech
s danými koncentracemi AT byla pozorována slow-binding kinetika
dle Morrisona a Welshe (33). Nejvy��í koncentrace AT (2,6 nM a 7,9
nM) zpùsobily posléze kompletní inhibici jak dokazují horizontální
linie ustáleného stavu. Metodika jako uvádí Sunderman a spol. (40).
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proteolýzu. Smyslem inhibice endogenními proteinovými inhibitory
tedy není kompletní blokáda �tìpení bílkovin, ale spí�e jemné vyla-
dìní proteolytických dìjù a znemo�nìní generalizované proteolýzy.
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Fig. 4. Branched pathway mechanism of serpin action (E: proteinase,
I: 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. Vìtvený mechanismus úèinku serpinù (E: proteinasa, I: ser-
pin, EI: Michaelisùv komplex, [EI�]reakèní intermediát, I*: serpin
roz�tìpený v reakèním místì, E-I*: stabilní, efektivnì irreverzibilní
komplex). Podle Gettingse a spol. (18).

Fig. 5. SDS-PAGE fractionation of ααααα1-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 ααααα1-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�8. Most of fractiona-
ted proteins, including molecular weight standards, were washed away
during the wash and proteolytic procedure.
Obr. 5. Frakcionace smìsí ααααα1-antitrypsinu (AT) a elastasy (EL) v pod-
mínkách SDS-PAGE, demonstrace komplexu serpin-serinová protei-
náza a jeho proteolytické aktivity. Panel A: Vepøová pankreatická elas-
tasa (Sigma) a lidský plasmatický ααααα1-antitrypsin (Sigma) byly v rùz-
ných pomìrech smíchány v SDS obsahujícím pufru a pøed nanesením
na 10% SDS-PAGE gel 2 min povaøeny. Pøíprava vzorku, frakcionace
a barvení provádìny jako u Kotyzy a spol. (29). Dráhy 1 a 9 obsahují
standardy molek. hmotnosti, dráha 2 nejvy��í u�itou koncentraci AT.
Volná elastasa je patrna na dráze 4 (25 kDa), enzym na dráze 3 je auto-
lyzován. Intaktní a v reakèní smyèce roz�tìpený antitrypsin (43�45
kDa) jsou pøítomny v drahách 4�8. Dráhy 4�8 obsahují také AT-EL
komplex (asi 70 kDa). Panel B: Podmínky jako u A, pouze jsou u�ity
ni��í koncentrace elastasy. �elatinu obsahující gel je po frakcionaci pro-
myt, aby bylo odstranìno SDS, a inkubován 3 h pøi 37 °C. Proteolytic-
ká aktivita volné elastasy a elastasy uvolnìné z AT-EL komplexu se
projevila po obarvení Coomassie modøí. U�itá metoda je podrobnì
popsána v èlánku Kotyzy a spol. (29). V dráze 3 je patrna proteolytic-
ká aktivita elastasy a jejích autolytických produktù, v drahách 4�8
jsou výrazné �elatinolytické prou�ky v lokalizacích AT-EL komplexù
(70 kDa). Vìt�í èást frakcionovaných proteinù vèetnì proteinových stan-
dardù byly z gelù vymyty bìhem promývací a protolytické fáze.

tami. Serpinové komplexy jsou stabilní i pøi teplotì varu a v pøí-
tomnosti tak úèinných detergentù, jako je dodecylsulfát sodný. Jak
vysvìtlit skuteènost, �e i v tìchto podmínkách probíhá in vivo pro-
teolýza? Uvedená problematika je dobøe prostudována právì u dvo-
jice leukocytární elastasa a α1-antitrypsin. Deficience tohoto inhi-
bitoru se typicky projevují jako èasná rozedma plic z degradace
plicní tkánì leukocytárními enzymy (2, 9, 10, 19, 26, 39). Zku�e-
nosti se substituèní terapií ukazují, �e bezpeèná koncentrace inhibi-
toru musí být o mnoho øádù vy��í, ne� by odpovídalo teoretickým
pøedpokladùm. Øada odpovìdných faktorù ji� byla pojmenována.
In vivo dochází pøednì k degradaci samotného antitrypsinu (jinými
proteázami, reaktivními formami kyslíku). Leukocyty díky své pøil-
navosti mají schopnost vytváøet ohranièené prostory bez pøístupu
inhibitorù a výzkum mechanismu sekrece navíc ukázal, �e okam�itá
koncentrace po vyprázdnìní azurofilních granul pøevy�uje lokálnì
pøedpokládané koncentrace inhibitorù (35). Inhibice samotná je dále
znesnadnìna vazbou elastasy na receptory a proteinové substráty.
Toto jsou ov�em jevy dílem specifické, charakterizující uvedenou
konkretní situaci. Kromì toho v�ak existují obecné argumenty, vy-
cházejí z kinetiky inhibice, v tomto pøípadì z prùbìhu inhibice se-
rinových proteináz serpiny.

Serpiny jsou øazeny do kategorie tzv. �pomalých inhibitorù�,
u kterých se inhibièní komplex E-I* z pohotovì vytváøeného (v øá-
du milisekund) primárního Michaelisova komplexu organizuje pod-
statnì pomaleji (za sekundy a� minuty), bez ohledu na svou výsled-
nou vysokou stabilitu (33). Tím získávají volné molekuly enzymu
pøíle�itost je�tì pøed nástupem plné inhibice hydrolyzovat své sub-
stráty (obr. 3). Dále umo�òuje dnes v�eobecnì pøijímaný princip
�vìtveného mechanismu� (19) (obr. 4) únik enzymu substrátovou
cestou konèící roz�tìpením inhibitoru bez vzniku komplexu, co� je
u silných inhibitorù ménì významná alternativa, nebo uvolnìní pøi
eventuálním pozdìj�ím rozpadu inhibièního komplexu.Tuto poslední
mo�nost dobøe ilustruje zymografická lokalizace enzymu (obr. 5),
kdy po separaci komplexu v podmínkách SDS-PAGE a vymytí de-
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