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Souhrn

Proteasy jsou skupina enzymi mikrobidlniho, rostlinného i zivo¢isného pivodu s nezastupitelnym
vyznamem v zakladnim metabolismu. Jedna se vSak i o material, ktery je vhodny k biotechnologickym
aplikacim v Sirokém spektru oblasti jako je potravinovy primysl, vyroba ¢isticich prostfedkt a medicinské
vyuziti. Tento ptehledovy ¢lanek shrnuje zékladni informace o proteasach a nastinuje piiklady jejich pouziti.
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Summary

Proteases are enzymes microbial, plant or animal origin with crucial importance in the basic metabolism.
It is also a suitable material for biotechnological applications in a wide range of fields of interests like food
industry, cleaning agents and medicine applications. This review paper surveys basic data about proteases
and provides representative examples of their application.
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Uvod

Proteasy jsou hydrolytické enzymy bézné se vyskytujici v téle zivocicht, rostlin, hub a mikroorganismu véetné
virt (1, 2). Majoritné se vyuzivaji v primyslu a biotechnologiich, kde je lze oznacit za vyznamnou komoditu.
Celosvétovy obchod s enzymy byl v roce 2015 odhadovan na 7 mld. USD, z toho proteasy tvoii 60% celosvétového
prodeje enzymd (3). V soucasné dob¢ jsou z proteas nejvice vyuzivany mikrobialni proteasy, které tvoti 40 %
celkového obchodniho obratu a poptavka se neustale zvysuje v souvislosti s tim, jak roste zajem o aplika¢ni vyuziti
(2, 3). Vzhledem k nizké efektivité produkce proteas z rostlin a zivoc¢ichi se zacaly, jako producenti velkého
mnozstvi, vyuzivat mikroorganismy (2). Existuje mnoho mikroorganismi schopnych produkovat proteasy, ale jen
malé procento z nich je vhodné k primyslovému, medicinskému a jinému aplikaénimu vyuziti (4). Proteasy mohou
katalyzovat fadu odlisnych reakci a je zapotiebi vybrat pravé ty, jez spliuji kritéria pro vyuziti v analytické chemii,
medicing ¢i biotechnologiich (2). VétSina komercné vyuzivanych proteas pochdzi z mikroorganismt rodu Bacillus.
Vyuziti mikrobidlnich forem zivota pro produkci enzymi ma nékolik vyhod: produkce velkého mnozstvi enzymu
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za kratkou ¢asovou jednotku, rychly generacni cyklus, nizké naroky na vybaveni a prostor a snadna geneticka
manipulace (1, 5). Dnes na prumyslovy sektor vznika tlak k vyuzivani co nejvice ekologicky Setrnych postupti
a metod zpracovani, proto technologie vyuzivajici enzymy jsou jednou z nejperspektivnéjsich cest. Biotechnologie
vyuzivajici proteasy stale vice nahrazuji tradi¢ni primyslové vyrobni postupy a vytlacuji neekologické chemické
katalyzatory (1, 3). Moderni metody genetického inZenyrstvi vedou k produkei proteas piimo navrzenych tak, aby
jejich struktura a vlastnosti co nejvice odpovidaly kladenym pozadavkiim (1). To vede k tvorb& novych proteas
s vylepSenymi vlastnostmi jako jsou vyssi katalyticka aktivita, teplotni a pH stabilita ¢i specificita reakei (1, 4, 6).
Funkce a klasifikace

Proteasy jsou hydrolytické enzymy §tépici peptidové vazby, ¢imz davaji vzniknout krat§im peptidiim nebo
jednotlivym aminokyselinam. Klasifikace proteas dle bézné nomenklatury je do jisté miry neustélend, vzhledem
k obrovské rozmanitosti slozeni a funkci, ale dle zakladni EC klasifikace patii do skupiny 3 a podskupiny 4 (EC.3.4)
s vyjimkou asparaginovych peptidovych lyas. Proteasy mizeme rozdélit na dveé hlavni skupiny vzhledem ke schop-
nosti §tépit peptidy na konkrétnich mistech na exo- a endoproteasy. Exoproteasy maji schopnost $tépit peptidové
vazby na N- nebo C- koncich peptidl a fadime sem amino- a karboxyproteasy. Aminoproteasy $tépi peptidové
vazby na N- konci a odstiihnou jednu, dveé nebo tfi aminokyseliny. Karboxyproteasy §tépi aminokyseliny na C- konci
peptidu a hydrolyticky odstépuji jednu nebo dvé aminokyseliny. Schopnost §tépit vnitini vazby v molekule
polypeptidu maji proteasy fazené do skupiny endoproteas (2, 7, 8). Rozd¢leni proteas podle schopnosti §tépit
proteiny na peptidy je znazornéno na Obrazku 1.
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Obrazek 1. Rozdéleni proteas podle schopnosti §tépit proteiny.
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Proteasy dale délime do sedmi podskupin dle typu aktivniho mista (serinové protesy, aspartatové proteasy,
cysteinové proteasy, mataloproteasy, threoninové proteasy, glutamatové proteasy, asparaginové peptidové lyasy)
(1). Serinové proteasy jsou charakterizovany podle pfitomnosti serinové skupiny v aktivnim misté enzymu, které
tvori katalyticka triada serin-aspartat-histidin. Vyznacuji se Sirokym optimalnim rozmezim pH (7 — 11), pii kterém
jsou schopné katalyzy a Sirokou substratovou specifitou (9-11). Vyskytuji se v kazdém typu organismu a zastavaji
mnoho funkei. Napomahaji bakteriim ziskdvat ziviny, ale mohou mit i vyznam mimo metabolismus — podileji se
napiiklad na infekénim procesu virti. V lidském téle jsou soucasti travicich $tav, imunitniho systému a tcastni se
srazeni krve a patii sem napf. trypsin, chymotrypsin, elastasa, proteinasa K, trombin, enterokinasa a dalsi (12, 13).
Aspartatové protesy jsou znamé jako kyselé proteasy, jejichz nazev je odvozen od zbytku kyseliny asparagové
v aktivnim centru. VétSina aspartatovych proteas ma maximalni katalytickou aktivitu pii nizkém pH (pH 3 — 4)
a u obratlovct slouzi predevsim jako travici enzymy. Mezi nejznaméjsi aspartatové proteasy patii pepsin, prvni
charakterizovany enzym vibec. Cysteinové proteasy se vyskytuji v eukaryotnich i prokaryotnich organismech.
Aktivnim centrem je dyada slozena z cysteinu a histidinu. Cysteinové proteasy jsou obsazeny v ovoci jako je
naptiklad papaja, kiwi ¢i fiky a patii sem papain, bromelin a ficin. Ve vétsSim mnozstvi se vyskytuji, pokud je ovoce
nezralé. Metaloproteasy jsou spolu se serinovymi proteasami nejrozmanitéjsi skupinou proteas. Vyzaduji dvojvazny
kovovy iont (nejéastéji zinek, ale tfeba i kobalt nebo mangan) pro jejich katalytickou aktivitu a maji Sirokou
substratovou specificitu (2, 13, 14). V organismu zastavaji fadu dalezitych funkci, podili se na bunééné proliferaci
a diferenciaci, remodelaci extracelularni matrix, vaskularizaci, bunécné migraci atd. (15). Abnormalni aktivita
téchto enzymti miize poukazovat na onemocnéni jako jsou artritida, rakovina, kardiovaskularni onemocnéni apod.
(5). Mikrobialni metaloproteasy mohou byt izolovany jak z grampozitivnich. tak z gramnegativnich bakterii. Mezi
proteasy z grampozitivnich bakterii patii napt. termolysin (Bacillus thermoproteolyticus), kolagenasa (Clostridium
histolyticum), botulotoxin a tetanovy neurotoxin (Clostridium botulinum a Clostridium tetani), IgA (Streptocuccus
sanguis), proteasa V8 (Staphylococcus aureus) atd. Mezi proteasy pivodem z gramnegativnich bakterii fadime
elastasu a alkalickou proteasu (Pseudomonas aeruginosa), proteiny HA 70 a HA 89 $tépici mucin, fibronektin
a laktoferrin (Vibrio cholerae) a dalsi proteasy (16). Threoninové proteasy oznacujeme jako N-terminalni nukleofilni
hydrolasy, kde navazany threoninovy zbytek na N-konci nukleofilné $tépi konkrétni vazby. Vyskytuji se v prokary-
otnich organismech a patii sem napi: penicilinacylasa. Glutamatové proteasy byly diive fazeny do skupiny
aspartatovych proteas, dnes jsou diky analyze katalytického systému fazeny do samostatné skupiny. Vyznacuji se
katalytickou dyadou glutaminu a glutamatu aktivujici nukleofilni molekulu vody. Glutamatové proteasy byly
objeveny pouze u vieckovytrusnych hub (4scomycota). Asparaginové peptidové lyasy byly jako sedmy typ proteas
objeveny az v roce 2004. Ackoli do té doby ptevladal nazor, ze vSechny proteasy jsou proteolytické enzymy, které
peptidy Stépi hydrolyticky, s objevem asparaginovych peptidovych lyas musel byt tento nazor zménén, protoze
tento typ proteas mezi hydrolasy nepatfi (17, 18). Rozdéleni proteas je shrnuto v Tabulce 1.

Primyslové aplikace
Vzhledem k faktu ze, proteasy se vyskytuji ve vSech typech organismt, a tvofi je fada enzymu rtznych

vlastnosti, vyuzivaji se hojné v mediciné i v primyslu. V soucasnosti jsou proteasy nejvice vyuzivanymi enzymy

Tabulka 1. Rozd¢leni proteas

Skupina proteas EC Klasifikace Aktivni centrum Typ reakce

Serinové proteasy EC3.4.21 serin endopeptidasa
Threoninové protesy EC3.4.25 threonin endopeptidasa
Aspartatové proteasy EC3.4.23 kyselina asparagova endopeptidasa

EC 3.4.18 (exopeptidaza)

Cysteinové proteasy EC3.4.22 (endopeptidiza) cystein exo- 1 endopeptidasa
Glutamatové proteasy EC 3.4.23.32 glutamat endopeptidasa
Asparaginové peptidové lyasy EC4.3.2 asparagin endopeptidasa

Metaloproteasy EC 3.4.17 (exopeptiddza) obvykle zinek nebo kobalt exo- 1 endopeptidasa

EC 3.4.24 (endopeptidaza)
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v Siroké skale priimyslovych odvétvi. Jakozto velice rozmanitd skupina katalyzatori maji proteasy mnoho vyhod
hned z n¢kolika dGvodt: maji velkou specificitu vazebného mista, vysokou katalytickou aktivitu a jsou stabilni pii
Sirokém teplotnim a pH spektru. Nejvice se protesy vyuzivaji v potravinarském, farmaceutickém a kozesnickém
priamyslu a pfi vyrobé detergenti (1, 2, 6). V detergentech se vyuzivaji jako slozka Cisticich prostfedku
do domécnosti, piipravki pro ¢isténi kontaktnich Sodek, &isti¢ zubnich protéz a pracich pragka (19-21). Ctvrtinu
celosvétového komeréniho obratu proteas tvoii pravé vyroba pracich prasku. Je tfeba zdtraznit, ze zajem o proteasy
je dlouhodobé povahy. Napiiklad prvni pfipravek obsahujici detergent spolu s bakterialnimi proteasami a dalsimi
enzymy byl vyroben pod nazvem BIO-40 v roce 1956 (2). Soucasné metody, které vyuziva kozesnicky pramysl,
pracuji s nebezpecnymi chemikaliemi, jenz maji velky dopad na zivotni prostiedi. Enzymy ptedstavuji jejich Setrnou
alternativu, protoze jsou schopné zaroven zlepsit kvalitu kiize a redukovat zneéisténi Zivotniho prostiedi (19, 20).
znamy mikroorganismy ani enzymy, nicméné jejich katalytické aktivity pfi zpracovani mléénych vyrobkt bylo
vyuzito jiz v minulych tisiciletich. Dnes se bézn¢€ vyuzivaji proteasy z rodu Bacillus pti zpracovani mlécnych
vyrobku (predevsim syrt), v pekaistvi, pfi zpracovani masa a s6ji atd. (14, 21, 22). Hlavnimi funkcemi je koagulace
mléka a dodani charakteristické chuti pfi zracich procesech (2). V pekafstvi se endo- i exoproteasy z Aspergillus
ozyzae vyuzivaji k proteolyze nerozpustného proteinu glutenu (23). Jeho proteolyzou se méni vlastnosti pfi zpra-
covani tésta a dle zptsobu aplikace lze pfipravit $iroké spektrum finalnich produktt. Pfidanim bakterialnich proteas
se zkracuje Cas potfebny ke zpracovani tésta a zlepsuji se jeho vlastnosti, coz vede k vyssi produkei (2). S6jové
boby maji velkou vyzivovou hodnotu diky vysokému obsahu bilkovin. Pfi procesech upravy sdji se vyuzivaji
houbové proteasy ke zvySeni rozpustnosti a stravitelnosti proteini a pro redukci hotkosti (14, 22). Proteinové
hydrolyzaty jsou soucasti dietetickych, zdravotnich a vyzivovych produktd. Nevyhodou je jejich hoika chut,
zpUsobena pritomnosti hydrofobnich aminokyselin nebo prolinu v hydrolyzatu. Peptidasy schopné odstépit
nezadouci hotké komponenty jsou vyuzivany ke zlepsSeni chuti produktu.

Vyuziti proteas v mediciné a vyzkumu

Velka rozmanitost a specifita je rovnéz vyhodou pii vyvoji terapeutickych, medicinskych ¢i farmaceutickych
metod. Proteasy se v lidském organismu tcastni fady dulezitych biochemickych reakei, jsou nezbytné pfi traveni
potravy v travicim traktu, srazeni krve a imunologickych a zanétlivych reakcich, podili se na apoptose i nekroze,
jsou dulezitou soucasti kozni bariéry, ovlivituji DNA replikaci a transkripci, bunéénou proliferaci a diferenciaci,
tkanovou morfogenezi a remodelaci, Ucastni re angiogeneze, neurogeneze, ovulace a fertilizace a maji fadu dalSich
dulezitych funkcei. Nedostatek nebo abnormalni aktivita téchto enzymu navozuje zdvazna onemocnéni, jejichz lécba
casto vyzaduje umélé dodani téchto enzymi do organismu a mikrobialni enzymy se ukazaly byt vhodnou
alternativou (24, 25). Napt. oralni podani proteas z Aspergillus ozyzae napomaha traveni pii syndromu deficience
lytickych enzymi, kolagenasa z rodu Clostridium se pouziva jako soucast 1é¢ebnych procesu pii popaleninach
a asparaginaza z E. coli je vyuzivana k eliminaci asparaginu z krve pfi akutni lymfoblastické leukemii,
pouziva jako potravinovy doplnék pii kardiovaskularnich chorobach, kde by méla predchazet srazeni krve
a rozpoustét trombus (2, 11) . V dermatologii se proteasy vyuzivaji k odstranéni keratinizované kuize, k odstranéni
jizev, rychlejsi regeneraci epitelu a k tvorbé vakcin proti dermatofytozam (11). Kromé 1é¢by jsou proteasy
i vyznamnymi biomarkery pomahajici pti diagnostice onemocnéni. Napf. matrixové metaloproteasy (MMPs),
katepsiny a kaspasy byly na zaklad¢ vyzkumu navrzeny jako markery kardiometabolickych poruch. V nedavnych
studiich byly zjistény zvySené hladiny MMPs u pacientl s arterosklerosou karotid, sérovy katepsin L byl zvySen
u pacienti s akutnim infarktem myokardu a pii koronarni srdecni chorobé a sérova kaspasa-1 byla zvySena u anginy
pectoris (26). Proteasy maji ¢im dal tim dilezitéjsi roli 1 v oblasti vyzkumu. Zatimco se diive peptidy nebo proteiny
pro molekularni biologii ptiravovaly chemickou syntézou, dnes se k jejich produkei pouZzivaji pravé proteasy. Napf.
termolysin nebo chymotrypsinu se vyuzivaji k produkci somatostatinu ¢i vasopresinu a papain se pouziva k piipraveé
oxytocinu a my$i EGF. I produkce Klenowova fragmentu, ktery je vyuzivan v technologiich rekombinantni DNA,
muze byt zajisténa proteolytickym st€penim pomoci proteas, ale tento proces ma dnes jiz spise historicky vyznam
kvili dostupnosti rekombinantnich metod. Prvnim nezbytnym krokem pii izolaci nukleovych kyselin, DNA i RNA,
je odstranéni makromolekul, hlavné proteint, ze vzorku. K tomu se vyuziva prave proteas, konkrétné Proteasa K
je pouzivana nejcastéji. Podobné je tomu i pfi izolaci bunék, kde je tfeba vzorek zbavit polysacharidt, nukleovych
kyselin, lipidd a proteint. Z proteas se k tomuto kroku pouzivaji kolegenasy (napft. z bakterii druhu Clostridium
histolyticum), elastasy, papain (z bakterii druhu Carica papaya), trypsin, chymotrypsin atd. Pfipravu fragment
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protilatek, které maji vyhodné pouziti v diagnostice, terapii a biofarmaceutickém vyzkumu kvili jejich malé
velikosti a snizené imunogenicité, maji rovnéz na starosti proteasy, konkrétné papain, pepsin a ficin. V proteomické
analyze pomoci hmotnosti spektrometrie se ke S$tépeni proteinti na peptidy pouziva nejcastéji trypsin,
ale i chemotrypsin, papain, pepsin, eleastasa, subtilisin, proteasa K, trombin, faktor Xa a n€které dalsi proteasy
se ukazaly byt vhodné k proteomické analyze (13). Aplikac¢ni vyuziti konkrétnich mikrobialnich proteas,
jak primyslové, tak medicinské, je patrné z tabulky ¢islo 2.

Tabulka 2. Aplikacni vyuziti proteas

Aplikace

vyznam/princip

Pouzita proteasa

Pract a cistici prostredky

degradace znecisténi proteinové povahy

siroké spektrum bakterialnich
i rekombinantnich proteas

Kozesnicky priimysl

vylepseni vlastnosti kiize,
odbourani nezadoucich peptidi

Siroké spektrum bakterialnich proteas

Pekarenstvi

uprava glutenu a tim vlastnosti
i chuti potraviny

endo- i exoproteasy z Aspergillus ozyzae

Miékarenstvi

koagulace mléka, dodani chuti pfi zrani

proteasy z rodu Bacillus,
specifické plisnové enzymy

Zpracovani soji

stravitelnost sojovych bilkovin,
redukce hotkosti

siroké spektrum houbovych proteas

Lécba akutni lymfoblastické leukemie

Eliminace asparaginu z krve

asparaginasa z E. coli

Lécba popdlenin

urychleni hojeni,
odbouravani poskozenych proteini

kolagenasa z rodu Clostridium

Lécbha infekci

serratiopeptidasa z bakterii rodu Serratia

Prevence kardiovaskularnich chorob

Prevence srazeni krve a rozpousténi trombu nattokinasa z Bacillus subtilis

Zavér

Proteasy jsou a postupem casu budou stale vice cenénou komoditou v primyslu i medicing. Jejich vyuziti
napomaha ekologickym metodam zpracovani, nahrazuje tradi¢ni postupy nebo jsou vyuzity jako soucast lécebnych
¢i diagnostickych metod. Produkce mikrobialnich protes je nejelegantnéjsi variantou, jak ziskat velké mnozstvi
enzymu, které jsou vhodné pro konkrétni ucely nebo se daji pomoci modernich metod genetického inzenyrstvi vytvorit
proteasy se specifickymi vlastnostmi. Aplikacni vyuziti proteas se neustale rozsifuje ve vSech zminénych odvétvich
prumyslu i mediciny a diky genetickym modifikacim se vylepsuji nebo upravuji jejich katalytické vlastnosti. Ocekava
se, ze bakterialni enzymy budou stale vice nahrazovat tradi¢ni postupy a poptavka se bude zvysovat (2).
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