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Streszczenie
W niniejszej pracy omoéwiono wyniki opublikowanych aktualnych badan nad

systemem proteolitycznym bakterii kwasu mlekowego (LAB), ktory sktada si¢ z trzech
podstawowych elementow: (I) proteinaz zwigzanych ze $ciang komoérkowa (CEPs), (1)
systemOw  transportu peptydow do wnetrza komodrki oraz (III) rdéznorodnych
wewnatrzkomorkowych  peptydaz rozktadajacych peptydy do krotszych peptydow
I aminokwasow. Scharakteryzowano proteinazy zwigzane ze $ciang komorkowa bakterii,
ktore rozpoczynaja rozklad kazeiny. Omowiono przenoszenie produktéw rozktadu kazeiny
do wnetrza komorki przez CEPs oraz specyficzne transportery zlokalizowane w membranie,
w tym: Opp — transporter peptydéw (zawierajacych od 4 do 35 aminokwasow), Dpp —
transporter di-, tri- i tetrapeptydow, DtpT — transporter di- i tripeptydow, a ponadto
10 transporterow aminokwasowych o wysokiej specyficznosci wzgledem budowy
strukturalnej aminokwasow.
Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, proteoliza, proteinazy, systemy transportu
peptydow

PROTEOLYTIC SYSTEM OF LACTIC ACID BACTERIA. PART I -

CELL ENVELOPE PROTEINASES AND PEPTIDES TRANSPORT

SYSTEMS

Summary

In this paper, discusses the results of published current research about the proteolytic
system of lactic acid bacteria (LAB) which consists of three basic components: (1) cell
envelope proteinases (CEPs), (I1) peptides transport systems into the cell, and (111) a variety of
intracellular peptidases degrading peptides to shorter peptides and amino acids. Characterized
proteinases associated with the bacterial cell wall which begin breakdown of casein.
Discusses transport into the cell, products of casein degradation by CEPs and localized in the
membrane specific transporters, in it: Opp - peptides transporter (containing from 4 to 35
amino acids), Dpp - di-, tri- and tetrapeptides transporter, and DtpT - transporter of di-
and tripeptides, and furthermore, 10 amino acids transporters, with high specificity for the
construction structural of amino acids.

Key words: lactic acid bacteria, proteolysis, proteinases, peptides transport systems
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WSTEP
Przemyst mleczarski charakteryzuje si¢ duzg roznorodnoscia produktow

fermentowanych do wyrobu ktorych wykorzystywane sg kultury bakterii starterowych,
w sktad ktorych wchodzg glownie bakterie kwasu mlekowego (LAB-lactic acid bacteria).
Zgodnie z systematyka, bakterie kwasu mlekowego zaliczane sg do typu Firmicutes, rzedu
Lactobacillales. W grupie tej wyrdznia si¢ nastepujace rodzaje: Lactobacillus, Pediococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Weisella, Streptococcus, Lactococcus [Usajewicz 2008, Azcarate-Peril, Klaenhammer 2010].
Wsrod LAB rodzaje Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus
odgrywaja kluczowg role w produkcji zywnosci fermentowanej. Sa to bakterie Gram(+),
nieprzetrwalnikujgce, katalazo-ujemne, wzglednie beztlenowe, prowadzace fermentacje
beztlenows, ktorej gtdéwnym produktem jest kwas mlekowy [Molska 1988, Savijoki i in.
2006, Libudzisz i in. 2008].

Proteoliza jest jednym z najwazniejszych proceséw biochemicznych odgrywajacych
zasadnicza role w wytwarzaniu 1 przechowywaniu wielu mlecznych produktow
fermentowanych. W produkcji sera rozktad kazeiny do polipeptydow, peptydow
I aminokwasow jest szczegolnie istotny, poniewaz powstale w wyniku proteolizy zwigzki
takie jak: aminokwasy, alkohole, aldehydy, kwasy, estry oraz zwiazki siarkowe s3
prekursorami specyficznych cech smakowo-zapachowych [Smit i in. 2005]. Goryczka, ktora
jest rezultatem nagromadzenia hydrofobowych peptydow (zwlaszcza bogatych w proling)
0 gorzkim smaku jest wskaznikiem jakosci w produkcji sera typu Gouda i Cheddar
[Smukowski i in. 2003].

Specyficzno$¢ zewnatrzkomérkowych proteinaz (CEPs-cell envelope proteinases)
odgrywa zasadniczg role w wytwarzaniu gorzkich peptydow [Rodriguez i in. 1996, Broadbent
i in. 2002]. Peptydazy kultur LAB takie jak PepN, PepX, PepO2, PepO3 biorg udzial w
degradacji gorzkich peptydéw i sa odpowiedzialne za cechy organoleptyczne produktow
mlecznych [Meyer, Spahni 1998, Chen, Steele 1998, Chen i in. 2003, Christensen, Steele
2003, Sridhar i in. 2005, O’Sullivan i in. 2009]. Jednak najistotniejsze jest aby proteoliza
przebiegata w sposob zréwnowazony, CO jest szczegdlnie wazne w tworzeniu odpowiedniego
zapachu i zapobieganiu powstawania goryczki w serach wynikajacej z nagromadzenia
gorzkich polipeptydoéw i peptydow [Smit i in. 2005].

System proteolityczny bakterii kwasu mlekowego zapewnia optymalny wzrost LAB
w mleku, w ktorym zawarto$¢ aminokwasow niezbedna do ich wzrostu nie jest wystarczajaca.
System ten sktada si¢ z trzech podstawowych elementow (I) proteinaz zwigzanych ze §ciang
komorkowa (CEPs), ktore rozpoczynaja rozklad kazeiny do oligopeptydow, (II) systemow
transportu peptydow do wnetrza komorki oraz (III) réznorodnych wewnatrzkomérkowych
peptydaz rozktadajacych peptydy do krotszych peptydow i aminokwasow (Rysunek 1.).
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A. PrtP - proteinaza zwiazana ze $ciang komo6rkowa, Opp - transporter oligopeptyddéw, Dpp - transporter di-,
tri- i tetrapeptydéw, DtpT - transporter di- i tripeptydéw. B. Wewnatrzkomérkowe peptydazy. PepO i PepF -
endopeptydazy, PepN/PepC/PepP - gtéwne aminopeptydazy, PepX — X-prolilo-dipeptydylowa aminopeptydaza,
PepT - tripeptydaza, PepQ - prolidaza, PepR - prolinaza, Pepl — prolino-iminopeptydaza, PepV i PepD -
dipeptydazy. C. Represor transkrypcyjny CodY, poziom represji regulowany jest zawartos$cia
wewnatrzkomdrkowych rozgatezionych aminokwaséw (izoleucyny, leucyny, waliny); wykorzystujac te reszty
jako kofaktory CodY hamuje ekspresje¢ genéw kodujacych biatka systemu proteolitycznego Lactococcus.

Rysunek 1. Schemat sytemu proteolitycznego Lactococcus istotnego w rozktadzie kazeiny
[Savijoki i in. 2006]

Schematic representation of proteolytic system of Lactococcus significant
in casein breakdown [Savijoki et al. 2006]

Istotng cecha starterow, ktora jest powigzana z ich systemem proteolitycznym jest
autoliza komorek. Stanowi to kolejny wazny element w produkcji seréw, poniewaz te
zdolnosci s3 miarg uwalnianych do masy serowej wewnatrzkomorkowych enzymow, ktore
kolejno rozktadaja peptydy do aminokwasdéw, prekursorow zwigzkéw smakowo-
zapachowych. Migdzy innymi z tego wzgledu prowadzonych jest wiele badan zmierzajacych
do okreslenia poziomu i mozliwosci kontroli lizy komorek starteréw [Savijoki i in. 2006].

ZEWNATRZKOMORKOWE PROTEINAZY
Pierwszym etapem w bakteryjnym rozkladzie kazeiny jest jej hydroliza przez

zwiazane ze $ciang komorkowa bakterii LAB proteinazy (CEPs).

Wsérod CEPs sklonowano i scharakteryzowano 5 réznych typoéw proteinaz [Gilbert
i in. 1996, Pederson i in. 1999, Siezen 1999, Fernandez-Espla i in. 2000, Konings i in. 2000,
Pastar i in. 2003, Lortal 2004, Siezen i in. 2005, Altermann i in. 2005, Sadat-Mekmene i in.
2011]:
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a) PrtP — wyizolowana z Lactococcus lactis spp. lactis, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus acidophilus,

b) PrtH —wyizolowana z Lactobacillus helveticus,

c) PrtR —wyizolowana z Lactobacillus rhamnosus,

d) PrtS —wyizolowana z Streptococcus thermophilus,

e) PrtB —wyizolowana z Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

CEPs bakterii mlekowych sg syntetyzowane jako pre-proteiny posiadajace okoto 2.000
miejsc aminokwasowych 1 sktadajace si¢ z kilku odmiennych funkcjonalnie domen (Rysunek
2.). Zaczynajac od N-konca tancucha w sktad proteinazy wchodza nastgpujace domeny
[Siezen 1999, Savijoki i in. 2006, Sadat-Mekmene i in. 2011]:

— PP - preprodomena odpowiadajgca sekwencji sygnatowej (~40 miejsc) oraz
prosekwencji (~150 miejsc).

— PR - katalityczna serynowa domena proteazy (~500 miejsc).

— | - domena insertu (~150 miejsc), ktora najprawdopodobniej odpowiada za
modyfikowanie specyficznosci substratowej CEPs.

— A - domena (~400 miejsc), ktorej funkcja nie zostata jeszcze okreslona.

— B - domena (~500 miejsc), ktdra najpradopodobniej pelni rolg stabilizujaca aktywnosé

1 specyficznos¢ CEPs.

— H - domena helisy (~200 miejsc) zwigzana z ulozeniem domeny A i B na zewnatrz
sciany komorkowej bakterii.

— W - domena hydrofilowa $ciany komdrkowej (~100 miejsc).

Obecnos¢ domeny B byta stwierdzana u wigkszosci CEPs bakterii mlekowych, jednak
nie wykazano jej obecnosci w PrtS Streptococcus thermophilus. Domena W proteinazy PrtS
posiada typowy dla domeny $ciany komoérkowej bakterii Gram(+) sktad aminokwasowy
(bogata w Pro-Gly i Ser-Thr). Wystepowanie domeny H okreslono u proteinaz PrtP (210 aa),
PrtS (367 aa) oraz PrtH (72 aa). W przypadku proteinaz PrtP i PrtS polozenie domeny W jest
poprzedzone domeng zakotwiczajaca $ciany komorkowej, ktéra odpowiedzialna jest za
wykonywanie sygantow sortujgcych typowych dla wielu biatek powierzchniowych Gram(+)
bakterii [Savijoki i in. 2006]. Proteinazy Lactobacillus helveticus i Lactobacillus bulgaricus
nie majg domeny zakotwiczajacej i s3 zwigzane ze §ciang komorkowa za pomocg domeny W

[Siezen 1999]. W przypadku PrtR Lactobacillus rhamnosus domena B jest nieco mniejsza
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w poréwnaniu do domeny B proteinaz PrtP, PrtH, PrtB. Ponadto u PrtR nie stwierdzono

obecnosci domen H i I (Rysunek 2.).
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PP - pre-prodomena, PR —domena proteazy, I — domena insertu, A —domena A, B —
domena B, H - domena helisy, W - domena $ciany komoérkowej, AN — domena
zakotwiczajgca, S. KOM. - Sciana komoé6rkowa

Rysunek 2. Proteinazy bakterii kwasu mlekowego zwigzane ze $ciang komorkowa [Siezen
1999]
Cell envelope proteinases of lactic acid bacteria [Siezen 1999]

CEPs wykazuja silne powinowactwo w stosunku do hydrofobowej czasteczki kazeiny,
W tym szczegdlnie frakcji as, B 1 k-kazeiny. Czasteczka kazeiny zawiera bardzo duzo reszt
prolinowych, w zwigzku z czym nie moze utworzy¢ typowej struktury a-helisy i B-harmonijki
i zwykle tworzy przypadkowg spiralng lub kulistg strukturg. Struktura drugorzedowa kazeiny
sprzyja dziataniu CEPs.

Proteinazy PrtP bakterii z rodzaju Lactococcus ze wzgledu na ich specyficznos¢
substratowag do czgsteczki og, P 1 k-kazeiny podzielono na dwa rodzaje Pl i PIIl. Pl
w pierwsze] kolejnosci rozkilada P-kazeing, w wyniku czego tworzy si¢ wigce] niz
100 oligopeptydéw zawierajacych od 4 do 30 aminokwasow, ale zdolna jest takze
do rozktadu k-kazeiny. Natomiast PIII zdolne sg do rozktadu zaréwno as1, B jak i k-kazeiny.
Proteinazy PrtP zostaly podzielone na 7 grup (a, b, ¢, d, e, f, g) ze wzgledu na ich
specyficznos$¢ wzgledem frakcji osi-kazeiny [Pritchard, Coolbear 1993, Juillard i in. 1995,
Kunji i in. 1996, Savijoki i in. 2006].

Enzymy zaliczane do CEPs to zazwyczaj monomeryczne serynowe proteinazy o masie
molekularnej 180-190kDa. Geny prtP wykazuja wysoka homologie, u niektorych szczepow
glowne sekwencje moga by¢ identyczne nawet w 98% (enzymy Lactococcus) i 95% (przy
poréwnaniu Lactococcus i Lactobacillus) [Kunji i in. 1996].
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Enzymy PrtP moga by¢ kodowane zarowno w chromosomach, jak i na plazmidach,
jednak przebadane szczepy Lactobacillus posiadaly gen prtP jedynie w obrgbie genomu
[Siezen 1999, Siezen i in. 2005, Savijoki i in. 2006].

PrtP zostaly zlokalizowane na chromosomach bakterii Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
rhamnosus, Streptococcus thermophilus LMD9 oraz na plazmidach u Lactococcus lactis
subsp. cremoris SK11 [Siezen i in. 2005, Liu i in. 2010].

U Lactococcus lactis gen prtP jest poprzedzony przez gen kodujacy zwigzana
z membrang komodrkowa lipoproteing (PrtM), ktéra odgrywa istotng rol¢ w autokatalitycznej
aktywacji PrtP [Haandrikman i in. 1991]. Obecnos¢ obu gendow stwierdzono miedzy innymi
u Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus czy
Lactobacillus acidophilus NCFM, natomiast u Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
bulgaricus oraz Streptococcus thermophilus nie zidentyfikowano genu prtM. Aktywacja
CEPs u Lb. bulgaricus nie wymaga obecnosci PrtM [Gilbert i in. 1996, Siezen 1999,
Fernandez-Espla i in. 2000, Germond i in. 2003]. Mikroorganizmy te dzigki posiadaniu
zewnatrzkomérkowych peptydaz sa zdolne do pewnego rozktadu biatek mleka, w wyniku
czego powstaja mniejsze peptydy i wolne aminokwasy, ktdre sa nastepnie transportowane do
wnetrza komorki [Altermann i in. 2005, Savijoki i in. 2006].

Wigkszo§¢ bakterii kwasu mlekowego posiada pojedyncza proteinaz¢ CEP na
powierzchni komorki, natomiast u Lactobacillus helveticus CNRZ32 i Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus ACA DC235 stwierdzono obecnos$¢ dwoch proteinaz CEPs
[Stefanitsi i in. 1995, Kunji i in. 1996, Pederson i in. 1999].

Liu i in. [2010] po przebadaniu 18 szczepoéw Lactococcus lactis wykazali rdznice
W wystgpowaniu proteinaz PrtP 1 PrtM. Wiekszos¢ genow kodujacych te enzymy
zlokalizowanych jest na plazmidach [Siezen i in. 2005]. U Lactococcus lactis subsp. cremoris
SK11 geny prtP jak i prtM znajduja si¢ na plazmidzie. Wystgpowanie lub brak tych genéw u
innych szczepow Lactococcus lactis moze w duzej mierze zaleze¢ od wystgpowania lub braku
plazmidu, na ktorym zlokalizowane sg te geny. Liu i in. [2010] okreslili, ze proteinazy PrtP
wraz z PrtM wystepuja gtdéwnie wérod szczepdw Lactococcus lactis ssp. cremoris, ale takze u
nielicznych Lactococcus lactis ssp. lactis geny te sg obecne. W przeciwienstwie do
Lactobacillus, brak tych genoéw u niektorych Lactococcus nie wptywa na zdolno$¢ wzrostu
tych bakterii w mleku [Sadat-Mekmene i in. 2011].

Reasumujac, proteinazy zwigzane ze $ciang komorkowa pochodzace od réznych bakterii
kwasu mlekowego sa bardzo podobne pod wzgledem wlasciwosci biochemicznych
(wiekszo$¢ z nich to proteinazy serynowe podobnej wielkos$ci), chociaz ich obecnos¢ nie jest
stwierdzana u wszystkich bakterii kwasu mlekowego. Produktami hydrolizy kazeiny
powstajacymi w wyniku dziatania proteinaz zewnatrzkomérkowych sa peptydy (zawierajace
>30 reszt aminokwasowych), oligopeptydy (zawierajace od 4 do 10 reszt aminokwasowych),
a takze wolne aminokwasy [Kunji i in. 1996, Parente, Cogan 2004].
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SYSTEMY TRANSPORTU OLIGOPEPTYDOW I AMINOKWASOW

Kolejnym etapem w degradacji kazeiny jest transport peptydow otrzymanych w wyniku
dziatalnosci CEPs do wnetrza komorki, gdzie znajduja si¢ peptydazy LAB, powodujace
dalszg hydrolize peptydow [Parente, Cogan 2004, Savijoki i in. 2006].

Bakterie z rodzaju Lactococcus posiadajg trzy systemy transportu peptydéw [Doeven i in.
2005, Picon i in. 2010], ktére przedstawiono na Rysunku 3.:
I.  Opp — transporter peptydéw (zawierajacych od 4 do 35 aminokwasow),
Il.  Dpp — transporter di-, tri- i tetrapeptydow,
I11.  DtpT — transporter di- i tripeptydow.
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- Dpp (zaliczany do rodziny transporteréw ABC)  Jub grup AA

Rysunek 3. Systemy transportu oligopeptydéw i aminokwaséw LAB
Oligopeptide and amino acids transport systems of LAB

Poza wymienionymi systemami w literaturze opisano 10 transporterow
aminokwasowych o wysokiej specyficznosci wzgledem budowy strukturalnej aminokwasoéw
[Doeven i in. 2005, Kunji i in. 1996, Sanz i in. 2001].

System transportu Opp zaliczany do rodziny transporterow ABC (Rysunek 4.) sktada
si¢ z pieciu protein [Konings i in. 2000, Bolotin i in. 2001, Doeven i in. 2005]:
I.  Bialka wigzacego oligopeptydy — OppA,
Il.  Dwoch integralnych biatek membranowych — OppB/OppC,
I11.  Dwoch biatek wigzacych ATP — OppD/OppF.

Gen kodujacy wszystkie te biatka u Lactococcus lactis MG1363 znajduje si¢ na
operonie [Tynkkynen i in. 1993]. W przypadku innych LAB system Opp nie zostal jeszcze
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tak dobrze poznany, ale okreslono, ze u Streptococcus thermophilus i Lactobacillus
bulgaricus sktad systemu Opp jest podobny do systemu bakterii z rodzaju Lactococcus
[Gerault i in. 2002, Peltoniemi i in. 2002].

Kolejnym systemem transportu jest DtpT nalezacy do rodziny biatek transportowych
PTR, dla ktorych transport wymuszony jest gradientem protondw po obu stronach membrany.
Systemem tym transportowane sg gtéwnie di- i tripeptydy o charakterze hydrofilowym
[Hagting i in. 1994, Kunji i in. 1996].

Opp
Na zewnatrz
komérki
Membrana
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ATP ATP ATP
7 o
+ . o *9.9
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-
LLV Inne aminokwasy

dppA ppP dppB 3 dppC , dppD dppF
— T
—L-I ' oppF2  0ppBZ | I-[L —

— g 8 3 C D F

Rysunek 4. Schemat funkcji, regulacji i genetycznej organizacji systemow transportu na
przyktadzie Lactococcus lactis [Doeven i in. 2005]

Schematic representation of the function, regulation and genetic organization
of transport systems on example of Lactococcus lactis [Doeven et al. 2005]

System Dpp transportuje di-, tri- oraz tetrapeptydy wzglednie hydrofobowe
0 rozgalezionych tancuchach, wykazujgc wigksze powinowactwo w stosunku do tripeptydow
[Foucaud i in. 1995, Sanz i in. 2003]. W przypadku niektorych szczepow Lactococcus lactis
(IL403 i SKM6) z powodu braku biatka OppA, system Dpp wykorzystywany jest do
transportu zarowno di-, tripeptydow (DppA), jak 1 oligopeptyddéw (z wykorzystaniem biatka
DppP). Zaliczany jest do rodziny biatek transportowych ABC, a 6 genow dpp, w obrebie
2 operonow (dppA oraz dppPBCDF) koduje nastepujace biatka [Doeven i in. 2005, Liu i in.
2010]:
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I.  Bialka wiagzace di-, tri- i oligopeptydy — DppA/DppP,
Il.  Dwa integralne biatka membranowe — DppB/DppC,
I11.  Dwa biatka wigzace ATP — DppD/DppF.

U Lactococcus lactis ssp. lactis MG1363 gen dppP kodujacy drugie biatko wigzace
nie funkcjonuje wskutek nonsensownej mutacji punktowej i zmiany ramki odczytu, natomiast
u Lactococcus lactis ssp. lactis 1L1403 w tym samym genie nie stwierdzono tych mutacji
[Bolotion i in. 2001, Sanz i in. 2001].

System transportu Opp i1 Dpp zaliczane sg do tej samej grupy transporteréw ABC 1 sa
zalezne od ATP, ktory stanowi silte sprawcza i zrodto energii, natomiast DtpT jest systemem
jono-zaleznym [Kunji i in. 1996, Doeven i in. 2005, Savijoki i in. 2006]

Liu i in. [2010] stwierdzili, ze pateczki mlekowe Lactobacillus acidophilus NCFM,
Lactobacillus brevis ATCC 367, Lactobacillus casei ATCC 334, Lactobacillus rhamnosus
GG s3 wyposazone we wszystkie 3 opisane u Lactococcus systemy transportu peptydow -
Dpp, DtpT oraz Opp. Poza tym, nie tylko systemy transportu peptydow sa podobne
u ziarniakow 1 pateczek mlekowych, ale takze systemy transportu aminokwasow
u Lactobacillus helveticus sa zblizone do tych wystepujacych u Lactococcus lactis [Kunji i in.
1996].

Zrédia literaturowe wskazuja na konieczno$é wystepowania systemow  transportu
oligopeptydow Opp 1 proteinaz zwigzanych ze Sciang komodrkowa PrtP jako elementow
niezbednych do wzrostu komorek bakterii w §rodowisku zawierajacym kazeine jako jedyne
zrodto aminokwasow. Natomiast wystgpowanie transporterow di-, tripeptydéw nie jest
bezposrednio konieczne z uwagi na znikome ilosci tworzonych w wyniku hydrolizy kazeiny
przez CEPs di-, tripeptydéw i wolnych aminokwasow [Tynkkynen i in. 1993, Kunji i in.
1996, Christensen i in. 1999, Parente, Cogan 2004].
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