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Streszczenie
W niniejszej pracy przedstawiono og6lng charakterystyke wewnatrzkomorkowych
peptydaz LAB, ktore biora udzial w degradacji kazeiny. Scharakteryzowano nastgpujace
grupy: endopeptydazy (PepO, PepF), glowne aminopeptydazy (PepN, PepC), specyficzne
aminopeptydazy (PepA, Pcp, PepM, PepL), prolino-specyficzne aminopeptydazy (PepX,
Pepl, PepR, PepQ, PepP), tripeptydazy (PepT) i dipeptydazy (PepV, PepD). Opisano wiele
wewnatrzkomorkowych ~ peptydaz,  ktére  zostaly =~ wyizolowane,  oczyszczone

I scharakteryzowane doktadniej pod wzgledem cech biochemicznych.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, proteoliza, wewnatrzkomoérkowe peptydazy

THE PROTEOLYTIC SYSTEM OF LACTIC ACID BACTERIA. PART I
— INTRACELLULAR PEPTIDASES

Summary

In this study presents the general characteristics of intracellular peptidases of LAB, which
are involved in the degradation of casein. The following groups were characterized:
endopeptidases (PepO, PepF), general aminopeptidases (PepN, PepC), a specific
aminopeptidases (PepA, Pcp, PepM, PepL), proline-specific aminopeptidases (PepX, Pepl,
PepR, PepQ, PepP), tripeptidases (PepT) and dipeptidases (PepV, PepD). Described many
intracellular peptidases which have been isolated, purified and accurately characterized
in terms of biochemical features.

Key words: lactic acid bacteria, proteolysis, intracellular peptidases
WSTEP

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) od lat sa wykorzystywane w produkcji wielu
mlecznych produktéow fermentowanych, takich jak sery czy jogurty. Do glownych funkcji

tych bakterii zaliczamy (I) fermentacje i wykorzystanie cukru mleka — laktozy, (II) redukcje
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potencjatu redox, (III) fermentacj¢ cytrynianow oraz (IV) rozktad bialek mleka — kazeiny.
Rozktad kazeiny przez bakterie kwasu mlekowego odgrywa zasadnicza rolg w tworzeniu
zapachu, smaku i tekstury produktéw mlecznych. Optymalny wzrost LAB w mleku opiera si¢
na zlozonym systemie proteolitycznym bakterii, ktory sktada si¢ z trzech podstawowych
elementow: proteinaz zwigzanych ze $ciang komorkowsg (PrtP), zlokalizowanych
w membranie, systemow transportu peptydow (DtpT, Opp, Dpp) oraz rdéznorodnych
wewnatrzkomorkowych peptydaz. Proteinazy zwigzane ze Sciang komoérkowa rozpoczynaja
rozktad kazeiny przez bakterie mlekowe w wyniku czego tworzone sg peptydy zawierajace od
4 do 30 aminokwaséw. Produkty rozktadu kazeiny przez zewnatrzkomorkowe proteinazy sg
nastgpnie przenoszone do wngtrza komoérki przez specyficzne transportery. Transporter DtpT
odpowiedzialny jest za przenoszenie hydrofilowych di- i tripeptydow. Systemy transportowe
Opp 1 Dpp (DppA, DppP) zaliczane sa do rodziny transporterow ABC. Opp odpowiada za
transport peptydow zawierajacych od 4 do 35 aminokwasoéw, DppA za transport di-
I tripeptydow, natomiast DppP za transport peptydow zawierajacych co najmniej
9 aminokwasoéw. Peptydy przetransportowane do wnetrza komorki ulegaja dalszym
przemianom do prostszych zwigzkéw w wyniku dziatania wewnatrzkomorkowych peptydaz,

ktorych charakterystyke przedstawiono ponizej [Kunji i in. 1996, Savijoki i in. 2006].

WEWNATRZKOMORKOWE PEPTYDAZY

Produkty rozkladu kazeiny znajdujace si¢ juz we wnetrzu komorki ulegaja rozktadowi
do prostszych zwigzkow przez peptydazy wewnatrzkomorkowe. Wiele enzymow
zaliczonych do tej grupy =zostalo obecnie wyizolowanych, oczyszczonych
I scharakteryzowanych pod wzgledem cech biochemicznych. Enzymy te pochodzily od
roznych szczepow bakterii z rodzaju Lactococcus, Streptococcus i Lactobacillus [Savijoki
i in. 2006].

Wsrod peptydaz  wewnatrzkomérkowych mozna wyrdézni¢  aktywnos$¢  egzo-
I endopeptydazowa. Pierwsza dotyczy enzymow takich jak aminopeptydazy, di-, tripeptydazy
oraz prolino-specyficzne peptydazy, a w wyniku ich aktywnos$ci powstaja aminokwasy
I dipeptydy. Druga aktywnos$¢ dotyczy endopeptydaz, dzigki ktorym tworzone sg krotkie
peptydy, produkty podlegajace dalszej hydrolizie (rysunek 1) [Tan i in. 1991, Kunji i in. 1996,
Law, Haandrikman 1997].
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Rysunek 1. Wewnatrzkomorkowe peptydazy LAB
The intracellular peptidases of LAB

Wewnatrzkomorkowe endopeptydazy, aminopeptydazy (PepN i PepC) oraz X-prolilo-
dipeptydylowa aminopeptydaza (PepX) sa pierwszymi enzymami biorgcymi udzial
W hydrolizie oligopeptydow [Savijoki i in. 2006, Smit i in. 2005]. Wybrane peptydazy
wewnatrzkomorkowe wyizolowane z LAB przedstawiono w tabelach 1, 2, 3 i 4.

Wsrod wewnatrzkomorkowych peptydaz wyrdznia si¢ nastgpujace grupy [Kunji i1 in.
1996, Sousa i in. 2001, McSweeney 2004]:

I. Endopeptydazy: PepO, PepF

II. Glowne aminopeptydazy: PepN (N-aminopeptydaza), PepC (C-aminopeptydaza)

III. Specyficzne aminopeptydazy: PepA (glutaminowa aminopeptydaza)

Pcp (pirolidono-karboksylowa peptydaza), PepM (metioninowa aminopeptydaza),
PepL (leucynowa aminopeptydaza)

IV. Prolino-specyficzne peptydazy: PepX (X-prolilo-dipeptydylowa aminopeptydaza),
Pepl (prolino-iminopeptydaza), PepR (prolinaza), PepQ (prolidaza), PepP
(aminopeptydaza P)

V. Dipeptydazy: PepV, PepD

VI. Tripeptydazy: PepT.
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Endopeptydazy

Pierwsza endopeptydaze wyizolowang z Lactococcus lactis ssp. cremoris Wg2 — PepO
scharakteryzowali Tan i in. w 1991 roku. Jest to monomeryczna metalopeptydaza o masie
70 kDa, zdolna do rozktadu oligopeptydow, ale niewykazujgca zdolno$ci hydrolizy catych
miceli kazeiny oraz peptydoéw krotkotancuchowych, zawierajacych mniej niz 4 reszty
aminokwasowe (di-, tri- i tetrapeptydy). Najbardziej preferowanym substratem peptydaz
pochodzacych z kultur starterowych LAB sa fragmenty ag;-kazeiny zawierajagce aminokwasy
z pozycji f1-23 i B-kazeiny f193-209, ktore okreslono dla endopeptydazy PepO Lactobacillus
rhamnosus, jak i PepO2 pochodzacej z Lactobacillus helveticus CNRZ32 [Christensson i in.
2002, Chen i in. 2003]. Analiza sekwencji genomu wykazata, ze gen pepO u Lactococcus jest
ostatnim genem wchodzacym w sktad operonu kodujgcego system transportu Opp. Sugeruje
to, ze te dwa systemy sa powigzane fizjologicznie, i tlumaczy, dlaczego peptydaza PepO
dziala bezposrednio po przetransportowaniu peptydow do wnetrza komorki [Tan 1 in. 1991,
Tynkkynen i in. 1993, Law, Haandrikman 1997].

Endopeptydaze PepF wyizolowano z Lactococcus lactis ssp. lactis NCDO 763
i scharakteryzowano w 1994 roku. Endopeptydaza ta nalezy do rodziny biatek M3, w sktad
ktérej wchodza oligopeptydazy o wielkosci 70 kDa. Jest monomeryczng metalopeptydaza
wykazujacg szeroka specyficznos$¢ jedynie w stosunku do peptydow o diugosci tancucha od
7 do 17 reszt aminokwasowych. Gen pepF kodowany jest na plazmidzie o wielkosci 55 kpz
[Monnet i in. 1994].
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Tabela 1. Wybrane wewnatrzkomorkowe endopeptydazy LAB
Selected intracellular endopeptidases of LAB

Peptydaza Typ Szczep LAB Zrédlo literaturowe
Endopeptydazy
M  Lactococcus lactis P8-2-47 Mierau i in. 1993
PepO M Lactobacillus helveticus'CN RZ32 Chen, Steel_e'1998
M  Streptococcus thermophilus A Chavagnat i in. 2000
M Lactobacillus rhamnosus HNOO1 Christensson i in. 2002
M  Lactococcus lactis Nardi i in. 1997
PepF IL1403/NCDO763
M Lactobacillus helveticus CNRZ32 Sridhar i in. 2005
PepG c LacFobaciIIus delbrueckii subsp. Klein i in. 1997
lactis DSM7290
PepE C Lactobacillus helveticus CNRZ32 Fenster i in. 1997

M — metalopeptydaza; C — cysteinowa peptydaza

Z Kkolei u bakterii z rodzaju Lactobacillus wystepuja endopeptydazy PepE oraz PepG.
Endopeptydaze PepE wyizolowano mi¢dzy innymi z Lactobacillus helveticus DPC 4571 oraz
Lactobacillus helveticus CNRZ32. Bierze ona udzial w rozktadzie gorzkich peptydow
powstajacych podczas dojrzewania serow [Fenster i in. 1997, Sridhar i in. 2005, Callanan i in.
2008]. Natomiast PepG to cysteinowa endopeptydaza nalezaca do grupy enzymow EC 3.4.22,
po raz pierwszy wyizolowana z Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis DSM7290. Zaliczono
ja do aminopeptydaz, ktore charakteryzuja si¢ waska specyficznoscig substratows, i wykazuje
podobienstwo do aminopeptydazy PepC [Klein i in. 1997]. Liu i in. (2010) zaliczaja
endopeptydazy PepG do peptydaz MEROPS, rodziny C1-B. Wigkszo$¢ endopeptydaz to
metalopeptydazy, wyjatek stanowi endopeptydaza PepE pochodzaca z Lactobacillus

helveticus, ktora wykazuje aktywno$¢ tiolo-zalezng [Fenster i in. 1997].
1. Aminopeptydazy

Aminopeptydazy odgrywaja kluczowa role w ksztaltowaniu smaku fermentowanych
produktéw mlecznych dzigki zdolno$ci uwalniania pojedynczych aminokwasow
Z oligopeptydow powstatych w wyniku dziatania proteinaz zwigzanych ze §ciang komorkowa
[Law, Haandrikman 1997]. W obrebie tej grupy wyrdézniamy gldéwne aminopeptydazy PepN
i PepC oraz specyficzne aminopeptydazy PepA, PepM, PepL oraz Pcp [Upadhyay i in. 2004,
Savijoki i in. 2006]. Gtowne aminopeptydazy dzialajg na aminokwasy na N-koncu tancucha
peptydowego, a ich specyfika zalezy zaréwno od dlugosci tancucha oligopeptydowego, jak
I od wlasciwosci N-koncowego aminokwasu [Kunji i in. 1996, Christensen i in. 1999].

PepN to metalopeptydaza wystepujagca w postaci monomerycznej lub dimeru o masie
molekularnej od 85 do 98 kDa [Kunji i in. 1996, Upadhyay i in. 2004]. Aminopeptydaza
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PepN z Lactobacillus curvatus DPC2024 wystepuje w postaci dimeru o masie podjednostek
okoto 32 i 64 kDa, natomiast wyizolowana z Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B14,
Lactococcus lactis ssp. lactis MG1363 oraz Lactococcus lactis ssp. cremoris Wg2 jest
to monomer o masie okoto 95 kDa [Tan, Konings 1990, Tan i in. 1991, Bockelmann 1995,
Magboul, McSweeney 1999].
Tabela 2. Wybrane wewnatrzkomérkowe aminopeptydazy LAB

Selected intracellular aminopeptidases of LAB

Peptydaza Typ Szczep LAB
Glowne aminopeptydazy

Zrédlo literaturowe

M Lactococcus lactis MG1363 Taniin. 1992

M  Lactobacillus delbrueckii subsp. Klein i in. 1993
PepN lactis DSM7290

M  Lactobacillus helveticus CNRZ32 Christensen i in. 1995

M Streptococcus thermophilus A Chavagnat i in. 1999

C Lactococcus lactis AM2 Chapot-Chartier i in.

1993

C Lactobacillus delbrueckii subsp. Klein i in. 1994a
PepC lactis DSM7290

C Lactobacillus helveticus CNRZ32 Fernandez i in. 1994

C  Streptococcus thermophilus A Chapot-Chartier i in.

1994

Specyficzne aminopeptydazy

PepA M  Lactococcus lactis FI1876 I’Anson i in. 1995
PepL. S Lactobacillus delbrueckii subsp. Klein i in. 1995

P lactis DSM7290
PepS M Streptococcus thermophilus A Fernandez-Espla, Rul

1999
M — metalopeptydaza; S — serynowa peptydaza; C — cysteinowa peptydaza

Aminopeptydaza PepN zdolna jest do uwalniania pojedynczych aminokwasow z N-konca
tancucha peptydowego, wykazujac szeroka specyficznos¢ zarowno wzgledem oligo-, jak i di-
i tripeptydow [Kunji i in. 1996, Law, Haandrikman 1997]. Aminopeptydaza PepN nie
hydrolizuje substratéw zawierajacych reszte Glu, Asp, czy Pro na N-koncu tancucha
peptydowego oraz dipeptydow zawierajacych proling [Upadhyay i in. 2004]. Enzym
wyizolowany z Lc. lactis wykazywal wyrazne preferencje w stosunku do dipeptydow
zawierajagcych na N-koncu tancucha peptydowego argining, a wzrost aktywnosci
obserwowano wraz ze wzrostem hydrofobowosci C-koncowego aminokwasu w dipeptydzie
Arg-X [Niven i in. 1995]. Podobng zaleznos¢ zaobserwowali Miyakawa i in. (1992)
w przypadku PepN u Lactobacillus helveticus hydrolizujacych Ala-X i Leu-X.

Aminopeptydaza PepC wyizolowana z Lactococcus lactis ssp. cremoris AM2 ma forme

heksameru sktadajacego si¢ z 6 identycznych podjednostek o masie 50 kDa. Jest ona tiolowa
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aminopeptydaza charakteryzujaca si¢ szeroka specyficznoscig substratowy, takze wobec di-,
tripeptydow, poza substratami zawierajacymi reszt¢ proliny na N-koncu tancucha
peptydowego [Neviani i in. 1989]. Dla Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus B14
najodpowiedniejszymi substratami sg di-, tripeptydy, a najwyzsze aktywnos$ci stwierdzono
w stosunku do substratu Leu-Gly [Bockelmann 1995].

Enzymy zakwalifikowane do PepC, wystgpujace w postaci tetramerycznej lub
heksamerycznej, wykazuja Szczegélnie wysoka aktywnos¢ wobec substratow zawierajacych
aminokwasy hydrofobowe. Stwierdzono pewne preferencje PepC do dipeptydow
zawierajacych alaning, leucyn¢ i lizyne na N-koncu tancucha peptydowego [Neviani i in.
1989, Kunji i in. 1996, Upadhyay i in. 2004].

Poza gléwnymi aminopeptydazami wyrdzniono aminopeptydazy wykazujace waska
specyficznos¢ substratowa. Do grupy tej zaliczono glutaminowa metalopeptydaze (PepA),
uwalniajaca z N-konca tancucha peptydowego kwas glutaminowy (Glu) oraz kwas
asparaginowy (Asp) [Kunji i in. 1996, Upadhyay i in. 2004]. PepA wyizolowana
z Lactococcus lactis ssp. cremoris AM2 o masie molekularnej 240 kDa i budowie
heksamerycznej sktada si¢ z identycznych podjednostek o masie 39,8 kDa. Najintensywniej
hydrolizuje dipeptydy posiadajace reszty kwasu asparaginowego, glutaminowego lub seryny
na N-koncu tancucha, wykazujac takze zdolno$¢ rozkladu tripeptydow 1 oligopeptydow
zawierajacych do 10 aminokwasow [Niven 1991, Bacon 1 in. 1994]. Z kolei aminopeptydaze
PepS cechuje silne powinowactwo do peptydéw ztozonych z od 2 do 5 aminokwasow
zawierajagcych argining lub aromatyczne aminokwasy na N-koncu tancucha peptydowego
[Fernandez-Espla, Rul 1999]. Specyficzng aminopeptydazg jest rowniez peptydaza PepL,
wyizolowana z Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis i Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus. Wykazuje ona wysoka specyficznos¢ w stosunku do di- i tripeptydow
zawierajacych N-koncowa reszte leucyny, a wybiorczo w stosunku do proliny [Wohlrab,
Bockelman 1994, Klein i in. 1995]. Aminopeptydaza leucynowa (PepL) zaliczana jest do
rodziny peptydaz S33 wraz z PepR i Pepl [Liu i in. 2010].

Aminopeptydaza PepM, dziatajac na substrat, odcina N-koncowa reszt¢ metioniny.
W przypadku wszystkich badanych przez Liu i in. (2010) szczepow bakterii kwasu
mlekowego stwierdzono wystepowanie pojedynczego genu pepM, z wyjatkiem Lactobacillus
brevis ATCC 367, u ktorego opisano dwie aminopeptydazy PepM.

Inng omawiang aminopeptydaza jest pirolidono-karboksylowa peptydaza Pcp, ktérg po
raz pierwszy wyizolowano z Pseudomonas fluorescens, ale potwierdzono jej obecno$é takze

u bakterii LAB. Wykazuje specyficzno$¢ w stosunku do reszt kwasu piroglutaminowego,
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ktore uwalnia z N-konca tancucha peptydow 1 biatek. Reszty piroglutaminianowe
zlokalizowano w gorzkich peptydach pochodzacych z rozktadu B-kazeiny przez proteinazy
[Exterkate 1977, Visser i in. 1988, Law, Haandrikman 1997].

2. Prolino-specyficzne peptydazy

Wysoka zawarto$¢ proliny w kazeinie (11,7% w a-kazeinie i 16,7% w p-kazeinie)
powoduje, ze enzymy prolino-specyficzne sg szczegdlnie wazne dla prawidtowego wzrostu
bakterii kwasu mlekowego i proteolizy w produktach mlecznych [Law, Haandrikman 1997].

X-prolilo-dipeptydylowa aminopeptydaza PepX (EC 3.4.14.5), zdolna do uwalniania
dipeptydow o sktadzie X-Pro z N-konca tancucha peptydowego, jest najlepiej poznang wsrod
peptydaz prolino-specyficznych. Zaliczana jest do peptydaz serynowych, ktore izolowano
z r6znych bakterii mlekowych takich jak: Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, Streptococcus
thermophilus [Yan i in. 1992, Meyer-Barton i in. 1993, Habibi-Najafi, Lee 1994, Yiiksel,
Steele 1996, Varmanen i in. 2000a, Anastasiou i in. 2002]. Wérdéd aminopeptydaz PepX
wystepuja roznice w masie molekularnej monomeréw i strukturze czwartorzedowej, ktore
mogg wynikaé ze stosowania r6znych metod do okreslenia ich wielkosci [Kunji 1 in. 1996].

PepX pochodzaca z Lactococcus lactis ssp. lactis H1 posiada mas¢ molekularng okoto
150 kDa. Sktada si¢ z podjednostek o masie okoto 82-83 kDa [Lloyd, Pritchard 1991].
Z kolei PepX izolowana z Lactobacillus sakei CECE charakteryzuje si¢ masg okoto 170 kDa,
ktorej podjednostki maja okoto 88 kDa. Najwyzsza aktywno$¢ tego enzymu zaobserwowano
w przypadku, kiedy prolina znajdowala si¢ na przedostatniej pozycji od N-konca tancucha
peptydowego, natomiast gdy w tej pozycji byta alanina, aktywno$¢ ta wynosita jedynie 10%
warto$ci maksymalnej [Sanz, Toldra 2001]. W wyniku dziatalno$ci PepX na oligopeptydy
uwalniane s3 dipeptydy zawierajace C-koncowa proling. Peptydy te moga by¢ nastgpnie
degradowane przez prolidazy hydrolizujace tylko 1 wylacznie dipeptydy zawierajace
C-koncowsg proling [Law, Haandrikman 1997].
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Tabela 3. Wybrane wewnatrzkomorkowe prolino-specyficzne peptydazy LAB
Selected intracellular proline-specific peptidases of LAB

Peptydaza Typ Szczep LAB Zrédlo literaturowe
Prolino-specyficzne peptydazy
M Lactococcus lactis subsp. cremoris Booth i in. 1990b
AM?2
PepQ M Lactobacillus delbrueckii subsp. Stucky i in. 1995b
lactis DSM7290
M Lactobacillus bulgaricus CNRZ397 Morel i in. 1999
S  Lactobacillus delbrueckii subsp. Klein i in. 1994b
lactis DSM7290
Pepl S Lactobac!llus bulgaricus CNRZ397 Gilbert i in_. _1994
S  Lactobacillus helveticus 53/7 Varmanen i in. 1996a
M Lactococcus lactis subsp. cremoris Baankreis, Exterkate
HP 1991
PepR S Lactobac!llus helveticus CNRZ32 Shaoiin. 1_997
S Lactobacillus rhamnosus 1/6 Varmanen i in. 1998
S  Lactococcus lactis subsp. cremoris Yan iin. 1992
nTR
S  Lactobacillus delbrueckii subsp. Meyer-Barton i in.
lactis DSM7290 1993
PepX S Lactobac!llus helveticus CNRZ32 Yiiksel, Ste_:qle 1996
S  Lactobacillus rhamnosus 1/6 Varmanen i in. 2000a
S  Lactobacillus casei subsp. casei LLG  Habibi-Najafi, Lee
1994
S  Streptococcus thermophilus ACA- Anastasiou i in. 2002
DC4
PepP M  Lactococcus lactis Matos i in. 1998

M — metalopeptydaza; S — serynowa peptydaza

Prolidaza (PepQ, EC 3.4.13.9) to metalopeptydaza o wysokiej specyficznosci w stosunku
do dipeptydow typu X-Pro, z wyjatkiem Pro-Pro oraz Gly-Pro. Jest to enzym prolino-
specyficzny, hydrolizujacy dipeptydy zawierajace proling w drugiej pozycji od N-konca
taficucha peptydowego [Law, Haandrikman 1997, Morel 1 in. 1999, Savijoki i in. 2006].
Kolejng prolino-specyficzng peptydazg jest prolinaza (PepR, EC 3.4.13.8), specyficzna wobec
dipeptydow o sktadzie Pro-X. Wyizolowana zostata z Lactobacillus helveticus i Lactobacillus
rhamnosus [Dudley, Steele 1994, Varmanen i in. 1996b, Varmanen i in. 1998]. Wykazuje ona
silne powinowactwo do dipeptydow typu Pro-X, a takze wysoka aktywno$¢ wzgledem
dipeptydow takich jak: Thr-Leu, Pro-Met, Pro-Leu, Met-Ala, Leu-Ser oraz Pro-Phe. Wskazuje
to na wysokie powinowactwo w stosunku do dipeptydow ztozonych z aminokwasow
obojetnych 1 niepolarnych, a takze w stosunku do niektérych dipeptydéw zawierajacych

aminokwasy obojetne, polarne (treonina) na N-koncu tancucha dipeptydowego [Shao i in.

1997]. Obecnos¢ tego enzymu stwierdzana jest glownie u Lactobacillus [Liu i in. 2010].
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Aminopeptydaza PepP (EC 3.4.11.9) nalezy do grupy metalopeptydaz uwalniajgcych
z N-konca tancucha pojedyncze aminokwasy wowczas, gdy prolina znajduje si¢
na przedostatnim miejscu. W  szczego6lnosci  hydrolizuje  oligopeptydy zawierajace
do 10 aminokwaséw i proling w pozycji X|Pro-Pro-(X), i X|Pro-(X),. Enzym ten nalezy
dorodziny M24 i wykazuje wysokg homologi¢ z aminopeptydazami PepM.
W przeciwienstwie do PepX, aminopeptydaza PepP nie odgrywa istotnej roli w metabolizmie
azotu u bakterii [Matos i in. 1998].

Iminopeptydaza prolinowa (Pepl, EC 3.4.11.5) katalizuje uwalnianie reszty proliny z N-
konca tancucha di-, tri- oraz oligopeptydéw, co pozwala na usunigcie proliny blokujacej
tancuch peptydowy, czyniac go dostgpnym dla innych enzyméw [Klein i in. 1994b]. Pepl jest
charakterystyczna dla pateczek mlekowych, natomiast w przypadku Lactococcus
wyizolowana zostala jedynie z Lactococcus lactis subsp. cremoris HP [Upadhyay i in. 2004].
U Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CNRZ397 wystepuje jako trimeryczna
peptydaza serynowa z podjednostkami o masie okoto 33 kDa, co tacznie daje mas¢ okolo
100 kDa. Charakteryzuje si¢ silng hydrolizg dipeptydéw typu Pro-X i tripeptydéw Pro-Gly-
Gly, a wykazuje nizsza aktywno$¢ w stosunku do Ala-X, Gly-X i Leu-X [Gilbert i in. 1994].
Liu i in. (2010) przypuszczaja, ze Pepl, PepR i PepL moga specyficznie wspomaga¢ zdolno$ci
proteolityczne bakterii Lactobacillus, dziatajac wobec peptydow zawierajacych proling.

3. Dipeptydazy

Hydroliza dipeptydéw moze by¢ prowadzona przez szereg réznych enzymow, do ktoérych
zaliczone s3 ogo6lne aminopeptydazy oraz aminopeptydazy prolinowe. Wystepuje jednak
grupa enzymoéw — dipeptydaz odpowiedzialnych za hydroliz¢ jedynie dipeptydéw [Law,
Haandrikman 1997].

Dipeptydy tworzone w wyniku dziatalnosci endopeptydaz, gtownych aminopeptydaz
I PepX stanowig substrat dla di- i tripeptydaz. Wsréd dipeptydaz wyrdzniamy dipeptydazy
PepV oraz PepD. Generalnie wykazujg one silne powinowactwo do substratow zawierajacych
hydrofobowe aminokwasy takie jak: leucyna, metionina, glicyna i fenyloalanina [Savijoki
i in. 2006].

Dipeptydazy PepV izolowano z Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis 1 Lactobacillus helveticus, natomiast PepD z Lactobacillus helveticus. Pomimo
podobnej wielkosci podjednostek i specyficznosci, dipeptydazy PepV i PepD rdznig si¢
optymalnym pH ich dziatania, strukturg czwartorzedowg (PepV-monomer, PepD-oktomer)

I wlasciwos$ciami  katalitycznymi  (PepV-metalopeptydaza, PepD-tiolowa peptydaza)
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[Vongerichten i in. 1994, Kunji i in. 1996, Dudley i in. 1996, Hellendoorn i in. 1997].

Tabela 4. Wybrane wewnatrzkomoérkowe di- i tripeptydazy LAB
Selected intracellular di- and tripeptidases of LAB

Peptydaza Typ Szczep LAB Zrédlo literaturowe
Dipeptydazy
PepD C Lactobacillus helveticus CNRZ32 Dudley i in. 1996

M  Lactococcus lactis MG1363 Hellendoorn i in. 1997
PepV M Lactobacillus delbrueckii subsp. \Vongerichten i in. 1994
lactis DSM7290
Tripeptydazy
PepT M  Lactococcus lactis MG1363 Mierau i in. 1994
M  Lactobacillus helveticus 53/7 Savijoki, Palva 2000

M — metalopeptydaza; C — cysteinowa peptydaza

Dipeptydazy PepV wyizolowano migdzy innymi z Lactobacillus helveticus SBT 2171.
Enzymy te naleza do metalo-zaleznych dipeptydaz o masie molekularnej okoto 50 kDa,
zdolnych do hydrolizy dipeptydow o réznym sktadzie, posiadajacych relatywnie hydrofobowe
aminokwasy. Dipeptydaza PepV nie wykazuje dziatania wobec dipeptydow, ktére w swoim
sktadzie zawieraja proling, kwas glutaminowy i asparginowy, a takze wobec dluzszych
peptydow, takich jak tri- i oligopeptydy. Optimum dziatania PepV okreslono przy pH 8,0
i temperaturze 55°C. Stwierdzono pewne roznice w specyficznosci enzyméw PepV u roznych
mikroorganizméw. Dipeptydazy pochodzace z bakterii rodzaju Lactococcus hydrolizuja
substraty Ala-Ala i Ala-Gly, natomiast dipeptydazy Lactobacillus helveticus nie hydrolizuja, z
kolei odwrotng zalezno$¢ okreslono dla His-Leu [Tan i in. 1995].

Dipeptydaza PepD wyizolowana zostala migdzy innymi z Lactobacillus helveticus
CNRZ32 [Dudley i in. 1996]. Jest to peptydaza cysteinowa, posiadajaca mase¢ okoto 53,5 kDa
1 optimum dzialania przy pH 6,0. Gen pepDA wykazuje niskg konserwatywno$¢ w obrgbie
badanego szczepu. Dodatkowo, nie stwierdzono réznic w aktywno$ci pomigdzy Szczepem
dzikim a szczepem z usunigtym genem pepDA, co wskazuje na to, ze zakres aktywnosci
innych peptydaz pokrywa si¢ z zakresem aktywnos$ci dipeptydazy PepD [Dudley i in. 1996,
Kunji i in. 1996].

Hydroliza dipeptydoéw jest prowadzona przez wiele roznych enzymoéw nie tylko przez
dipeptydazy, lecz takze przez gldwne aminopeptydazy i prolino-imidopeptydazy, ktore moga

wykazywac¢ powinowactwo do tych samych substratow [Law, Haandrikman 1997].
4. Tripeptydazy

Tripeptydaza PepT wyizolowana przez Savijoki, Palva [2000] z Lactobacillus helveticus

53/7 jest trimeryczng metalopeptydazag o masie podjednostki okoto 47 kDa. Enzym ten
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hydrolizowal wszystkie badane przez autorow tripeptydy, przy czym najwyzszg aktywnos¢

wykazywal w stosunku do Met-Gly-Gly, a minimalng w stosunku do dipeptydow.

Nie stwierdzili jego aktywno$ci w stosunku do substratow zawierajacych wigcej niz 3 reszty

aminokwasowe.
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