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1. ⁄vod

K nejv˝znaËnÏjöÌm modifikacÌm bÌlkovin bÏhem st·rnutÌ
v podmÌnk·ch ûiv˝ch systÈm˘ pat¯Ì vedle spont·nnÌch zmÏn
konformace protein˘ i oxidace aminokyselinov˝ch zbytk˘
(p¯edevöÌm prolylu, arginylu, lysylu a histidinylu), deamidace
aspariginyl˘, glutaminyl˘ a izomerace asparagovÈ a gluta-
movÈ kyseliny.

Akumulace abnorm·lnÌch forem enzym˘ a ostatnÌch (nap¯.
strukturnÌch) protein˘ v pr˘bÏhu st·rnutÌ buÚky a potaûmo
celÈho (mnohobunÏËnÈho) organismu je  d·na  sniûujÌcÌ se
aktivitou specifick˝ch proteas, kterÈ preferenËnÏ degradujÌ
modifikovanÈ formy danÈho proteinu nebo skuteËnostÌ, ûe se
jedn· o peptid Ëi protein, kter˝ nenÌ obmÏÚov·n a nebo nem˘ûe
b˝t degradov·n z d˘vodu konformaËnÌch a nebo jin˝ch zmÏn.
Abnorm·lnÌm (modifikovan˝m) je zde rozumÏn protein, jehoû
struktura byla pozmÏnÏna v pr˘bÏhu st·rnutÌ modifikacemi
chemickÈ struktury nebo u kterÈho doölo ke spont·nnÌ zmÏnÏ
konformace nebo racemizaci v nÏm obsaûen˝ch aminokyselin
beze zmÏny prim·rnÌ struktury. TakovÈ modifikace mohou
vÈst ke zmÏn·m, kterÈ se v d˘sledku projevÌ zmÏnou citlivosti
danÈho proteinu v˘Ëi proteolytickÈ degradaci1.

Aktivita specifick˝ch proteas, kterÈ majÌ v pr˘bÏhu ûivota
buÚky, mimo jinÈ, za ˙lohu udrûovat co moûn· nejniûöÌ podÌl
abnorm·lnÌch forem proteinu je ovlivnÏna komplexnÌm me-
chanismem regulujÌcÌm proces st·rnutÌ resp. bunÏËnou apop-
tÛzu. ObecnÏ se p¯edpokl·d·, ûe aktivita proteas zodpovÏd-
n˝ch za recyklaci protein˘ kles· s vÏkem jedince1. Gracy

a kol.2,3 uk·zali, ûe hladina kathepsinu B v ex vivo kultu¯e
lidsk˝ch fibroblast˘ kles· mezi 51. a 80. rokem vÏku donora.
DalöÌ podporu tomuto p¯edpokladu poskytuje p¯Ìm· korelace
mezi akumulacÌ abnorm·lnÌch forem glutaminsynthasy a glu-
kosa-6-fosf·tdehydrogenasy v krysÌch hepatocytech a pokle-
sem aktivity proteas s neutr·lnÌm pH optimem4.

2. Spont·nnÌ zmÏny konformace protein˘

V nÏkter˝ch p¯Ìpadech bylo zjiötÏno, ûe enzymy, kterÈ
nevykazovaly detegovatelnou zmÏnu v prim·rnÌ struktu¯e se
liöily nap¯. v teplotnÌ stabilitÏ, specifickÈ katalytickÈ aktivitÏ
nebo kinetick˝ch parametrech. Tento rozdÌl byl d·n pouze
stadiem ontogenetickÈho v˝voje organismu z nÏhoû byl dan˝
enzym izolov·n. Vzhledem k tomu, ûe bÏhem st·rnutÌ orga-
nismu, je prodluûov·n biologick˝ poloËas rozpadu protein˘
vlivem snÌûenÈ ÑproteolytickÈ aktivityì bunÏk organismu, lze
teoreticky oËek·vat zv˝öenou pravdÏpodobnost v˝skytu sa-
movoln˝ch zmÏn v konformaci protein˘5.

Prepar·ty enolasy izolovanÈ z Ñmlad˝chì a Ñstar˝chì bu-
nÏk Turbatrix aceti se liöily v teplotnÌ stabilitÏ, spektr·lnÌch
charakteristik·ch, kinetick˝ch parametrech a imunochemic-
k˝ch vlastnostech6. Oba prepar·ty byly denaturov·ny v guani-
din. HCl a po renaturaci byly zÌsk·ny proteiny, kterÈ vykazo-
valy naprosto shodnÈ charakteristiky nez·visle na st·¯Ì zdro-
jov˝ch bunÏk. PodobnÈ v˝sledky byly zÌsk·ny p¯i renaturaci
fosfoglycer·t kinas krysÌho svalu7. V obou p¯Ìpadech vykazo-
valy renaturovanÈ proteiny vlastnosti odliönÈ od charakteristik
p˘vodnÌch prepar·t˘ Ñstar˝chì (tj. abnorm·lnÌch) a Ñmlad˝chì
nemodifikovan˝ch enzym˘.

V dalöÌch studiÌch s 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasou
bylo uk·z·no, ûe zmÏna konformace m˘ûe b˝t in vitro zp˘so-
bena kovalentnÌ modifikacÌ (jodacÌ) Cys-149 a po restauraci
Cys zÌsk·v· 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasa abnorm·lnÌ
konformaci identifikovanou in vivo, jako d˘sledek st·rnutÌ
enzymu,8,9.

3. Oxidace aminokyselinov˝ch zbytk˘

ÿada protein˘ (enzym˘), konkrÈtnÏ aminokyselinov˝ch
zbytk˘ tvo¯ÌcÌch vazebn· mÌsta pro tranzitnÌ kov nebo amino-
kyselin v jeho blÌzkosti, je snadno oxidov·na enzymovÏ nebo
neenzymovÏ, coû vede ke ztr·tÏ katalytickÈ aktivity, Modifi-
kovanÈ tj. ÑoznaËenÈì ñ proteiny podlÈhajÌ proteolytickÈ de-
gradaci. Mechanismus tohoto procesu oznaËovanÈho zkratkou
MFO (z anglickÈho mixed-function oxidation), je schematic-
ky zn·zornÏn11 na obr. 1. V p¯Ìtomnosti vhodnÈho donoru
elektron˘, O2 a Fe3+ MFO katalyzuje vznik H2O2 a Fe2+ (reakce
I a II). Po vazbÏ Fe2+ na enzym nebo jin˝ protein (reakce III)
je generov·n aktivnÌ kyslÌk (reakce IV), kter˝ oxiduje speci-
fickÈ aminokyselinovÈ zbytky (reakce V). ÿada autor˘ uk·za-
la, ûe prost¯ednictvÌm MFO jsou konvertov·ny histidylovÈ
zbytky na asparaginylovÈ nebo aspartylovÈ a prolylovÈ nebo
arginylovÈ jsou p¯emÏnÏny na glutamylovÈ pop¯. glutamylse-
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mialdehyd1,11. ⁄Ëast v MFO procesu je p¯ipisov·na ¯adÏ flavo-
proten˘, p¯edevöÌm tzv. NAD(P)H oxidasam10,12, xantinoxi-
dase, k¯enovÈ peroxidase nebo glukosaoxidase13. Vedle en-
zymov˝ch jsou zn·my i neenzymovÈ systÈmy MFO jako nap¯.
systÈm zahrnujÌcÌ spolu˙Ëast merkaptan˘, O2 a Fe3+ (cit.15).

Olivier a kol.15 uk·zali, ûe v pr˘bÏhu st·rnutÌ lidsk˝ch
erythrocyt˘ je zvyöov·n podÌl oxidovan˝ch protein˘ stanove-
n˝ jako mnoûstvÌ karboxylov˝ch skupin protein˘15. Tito auto¯i
z·roveÚ potvrdili, ûe mnoûstvÌ protein˘ oxidovan˝ch prost¯ed-
nictvÌm MFO v tk·Úov˝ch kultur·ch lidsk˝ch fibroplast˘ roste
tak¯ka exponenci·lnÏ s vÏkem donor˘.

MnoûstvÌ oxidovan˝ch protein˘ nez·viselo na poËtu ex
vivo subkultivacÌ a bylo tedy ovlivnÏno pouze genetick˝mi
faktory st·rnutÌ. Tento z·vÏr navÌc potvrzujÌ koncentrace oxi-
dovan˝ch protein˘ v extraktech z fibroplast˘ pacient˘ posti-
ûen˝ch chorobami p¯edËasnÈho st·rnutÌ jako jsou progerie
nebo Wernerov˘v syndrom15.

4. Deamidace a izomerizace asparaginylu
a glutaminylu

PodobnÏ jako oxidace prost¯ednictvÌm mechanismu MFO
tak i deaminace asparaginyl˘ a glutaminyl˘ vede ke zmÏnÏ n·-
bojov˝ch vlastnostÌ proteinu vyvol·vajÌcÌch ¯adu zmÏn vlast-
nostÌ proteinu jako je termostabilita, senzitivita k proteasam,
u enzym˘ pak afinita k substr·tu nebo allosterick˝m efek-
tor˘m3. PravdÏpodobn˝ mechanismus deaminace Asn, zahrnu-
jÌcÌ vznik L-sukcinimidu, jeû je n·slednÏ hydrolyzov·n za vzniku
L-aspartylu1,16, je zn·zornÏn na obr. 2. PoloËas deamidace
protein˘ je z·visl˝ na aminokyselinovÈ sekvenci, v nÌû se dan˝
zbytek Asn nebo Gln nach·zÌ. To bylo prok·z·no sledov·nÌm
spont·nnÌ deamidace 70 pentapetid˘ s Asn nebo Gln lokali-
zovan˝ch v centr·lnÌ pozici17. PoloËas spont·nnÌ deaminace
byl podle sekvence pentapeptidu 6 dnÌ aû 9 let (!), coû naznaËuje,
ûe permisivita deaminace m˘ûe hr·t roli biologick˝ch hodin
pro obrat protein˘. NÌzk˝ biologick˝ poloËas skuteËnÏ kore-
luje s poËtem Asn a Gln v prim·rnÌ struktu¯e ¯ady protein˘17.

N·zor, ûe deamidace m˘ûe hr·t roli ve zvyöov·nÌ mnoûstvÌ
abnorm·lnÌch protein˘ v pr˘bÏhu st·rnutÌ podporuje zv˝öen˝
v˝skyt deaminovanÈ formy triosafosf·tisomerasy v extraktech
tk·Úov˝ch kultur fibroblast˘ u pacient˘ trpÌcÌch Wernerov˝m
syndromem a progerie2. Vznik kyselejöÌ a labilnÏjöÌ formy

triosafosf·tisomerasy, jejÌû akumulace je z·visl· na st·rnutÌ
jedince, je d·n postupnou deamidacÌ dvou asparaginylov˝ch
zbytk˘ (Asn 71 a n·slednÏ Asn 15).

5. Racemizace aminokyselinov˝ch zbytk˘
protein˘

SkuteËnosti, ûe biomolekuly a jejich komponenty majÌ
chir·lnÌ vlastnosti naznaËil poprvÈ Louis Pasteur v roce 1858
a Emil Fisher roku 1891 p¯edpovÏdÏl, ûe biologickÈ makro-
molekuly jsou sloûeny z L-aminokyselin a D-cukr˘18. P¯iroze-
nÈ proteiny jsou skuteËnÏ sloûeny v˝hradnÏ z L-aminokyselin.
D-Enantiomery aminokyselin jsou souË·stÌ bunÏËn˝ch stÏn
gramnegativnÌch bakteriÌ19 , celÈ ¯ady antibiotik a jed˘ pova-
hy oligopeptid˘20. SkuteËnost, ûe jsou proteiny tvo¯eny exk-
luzivnÏ z L-enantiomer˘, tedy podle p¯ÌsnÈho geometrickÈho
pravidla, pak p¯edurËuje i jejich specifitu v protein-protei-
nov˝ch interakcÌch, vazbÏ substr·tu do vazebnÈho mÌsta enzy-
mu, stereospecifitu katalyzovanÈ reakce a ¯adu dalöÌch vlast-
nostÌ.

Takov·to geometricky determinovan· selektivita mohla
b˝t demonstrov·na dÌky rozvoji chemickÈ syntÈzy peptid˘.
Dunn a kol.21 uk·zali, ûe retrovir·lnÌ proteasa HIV-1 (99 ami-
nokyselinov˝ch zbytk˘) syntetizovan· z D-enantiomer˘ ami-
nokyselin  byla schopna hydrolyzovat pouze substr·t o D-
-konformaci, nikoliv L-substr·t (p¯irozen· HIV-1 proteasa tj.
L-enantiomer, vykazuje opaËnou substr·tovou specifitu). Spon-
t·nnÌ konverze L-enantiomeru na D v molekule proteinu a aku-
mulace abnorm·lnÌch forem proteinu v pr˘bÏhu st·rnutÌ or-
ganismu m˘ûe vÈst ke ztr·tÏ nebo negativnÌ alteraci funkce
danÈho proteinu. Na druhou stranu, nÏkterÈ liter·rnÌ ˙daje22

naznaËujÌ, ûe p¯Ìtomnost nÏkter˝ch D-aminokyselin v moleku-
l·ch protein˘ se zd· b˝t nutn· pr·vÏ pro funkËnost proteinu,
opÏt s ohledem na geometrickÈ vlastnosti22.

5 . 1 . K y s e l i n a D - a s p a r a g o v ·

Zv˝öen˝ v˝skyt kyseliny D-asparagovÈ byl zaznamen·n
u krys v nÏkter˝ch Ë·stech mozku, v perifernÌch org·nech jako
nadledvinky, varlata a ledviny, ve front·lnÌm kortexu lidskÈho
mozku, mozkomÌönÌm moku, a ku¯ecÌm z·rodku23ñ27. Mnoû-
stvÌ D-Asp v jednotliv˝ch tk·nÌch je v tÏchto p¯Ìpadech spjato
s v˝vojov˝m stadiem jedince. Nap¯. v krysÌm mozku p¯edsta-
vuje D-aspartyl 8,4 % asparagovÈ kyseliny, ale tato hodnota
kles· na 0,4 % 10 dnÌ po narozenÌ23. V sÌtnici krys stoup·
zastoupenÌ D-Asp z 10 % na 29 % 7 dnÌ po narozenÌ, ale kles·
na ˙roveÚ 1 % u jedinc˘ star˝ch 15 dnÌ22.

Je z¯ejmÈ, ûe tyto p¯echodnÈ v˝kyvy v zastoupenÌ D-enan-
tiomeru kyseliny asparagovÈ souvisÌ s morfologick˝m a funk-
ËnÌm v˝vojem org·n˘22. Nep¯edpokl·d· se vöak, ûe D-enan-
tiomery jsou inkorporov·ny do novÏ syntetizovanÈho protei-
novÈho ¯etÏzce28, aËkoliv nÏkterÈ D-aminoacyl-tRNA mohou
b˝t syntetizov·ny29. P¯edpokl·d· se posttraslaËnÌ konverze
L-aspartylu na D-enantiomer a naopak. Specifick· racemasa
konvertujÌcÌ L-aminokyseliny na D-aminokyseliny vöak jiû
byla nalezena u bezobratl˝ch30. Nutnost enzymovÈ konverze
mezi jednotliv˝mi enantiomery kyseliny asparagovÈ podtrhu-
je relativnÏ nÌzk· rychlost (0,1 % rokñ1) spont·nnÌ racemizace
asparagylu pop¯. asparaginylu (mechanismus viz obr. 2) identi-
fikovan· nap¯Ìklad u β-krystalinu v lidsk˝ch oËnÌch ËoËk·ch31.

Obr. 1. SchematickÈ zn·zornÏnÌ reakcÌ zahrnut˝ch do procesu
Ñmixed-function oxidationì (MFO); RH ñ donor elekron˘ (NADPH,
askorbov· kyselina apod.), R ñ oxidovan˝ donor elektron˘, E ñ enzym
(pop¯. jin˝ protein schopn˝ v·zat Fe2+), ïOï ñ aktivnÌ kyslÌk. Po¯adÌ
(sekvenci) reakcÌ MFO je moûno nalÈzt v textu. Adaptov·no z cit.1
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D-Aspartyl byl takÈ identifikov·n v membr·nov˝ch protei-
nech erythrocyt˘32 a myelinu33,34 , v peptidech a proteinech
tvo¯ÌcÌch kosti a zuby.

5 . 2 . D - S e r i n a o s t a t n Ì D - a m i n o k y s e l i n y

D-Serin byl identifikov·n v lidskÈm, krysÌm a praseËÌm
myelinu34,35. Z fyziologickÈho hlediska jsou zajÌmavÏjöÌ volnÈ
D-enantiomery aminokyseliny jako D-Ser nebo D-Ala, kterÈ
z¯ejmÏ hrajÌ roli allosterickÈho efektoru N-methyl-D-aspart·t
receptoru. D·le je zn·mo, ûe mnoûstvÌ D-enantiomer˘ r˘zn˝ch
aminokyselin roste vlivem r˘zn˝ch onemocnÏnÌ jako jsou
nap¯. Alzheimerova choroba nebo ledvinov· nedostateËnost
(pro p¯ehled22). ÿÌzen˝ vznik  a fyziologick· role D-enan-
tiomer˘ aminokyselin v organismu z˘st·v· vöak st·le neob-
jasnÏna. Na konci roku 1999 byl ozn·men objev specifickÈ
serinisomerasy, kter· izomeruje L-serin na D-serin. Tento nov˝
objev m˘ûe posunout ˙vahy o vzniku D forem aminokyselin
v savËÌch tk·nÌch36.
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J. Sajdoka, A. Kozaka, J. ZÌdkov·a, P. Kotrbaa, A. Pil-
inb, and J. K·öa (aDepartment of Biochemistry and Microbio-
logy, Institute of Chemical Technology, Prague, bDepartment
of Forensic Medicine, University Hospital, Prague): Protein
Modification During Aging of Organism

In the course of aging of organisms, various modifications
of side chains of amino acid residues in proteins affect their
biological stability and turnover. The main alterations in pro-
tein structure are: changes in conformation of proteins, oxida-
tion of amino acid residues (mixed-function oxidation) and
racemization of L-amino acids (glutamic and aspartic acids and
serine) to corresponding D-forms. D-amino acids were found
in bones, teeth, brain and eye lenses. It is generally accepted
that the content of D-amino acids slowly increases with age
due to a lower metabolic turnover. The discovery of specific
D-serine racemase brings a new view of this topic.
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