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1. Uvod

K nejvyzna¢néjsim modifikacim bilkovin béhem starnuti
v podminkdch Zivych systému patii vedle spontdnnich zmén
konformace proteinti i oxidace aminokyselinovych zbytkd
(ptedevsim prolylu, arginylu, lysylu a histidinylu), deamidace
aspariginyld, glutaminyli a izomerace asparagové a gluta-
mové kyseliny.

Akumulace abnormdlnich forem enzym a ostatnich (napf.
strukturnich) proteinti v pribéhu stiarnuti bunky a potazmo
celého (mnohobunécného) organismu je ddna snizujici se
aktivitou specifickych proteas, které preferencné degraduji
modifikované formy daného proteinu nebo skutecnosti, Ze se
jednd o peptid ¢i protein, ktery neni obménovéan a nebo nemiize
byt degradovin z diivodu konformacnich a nebo jinych zmén.
Abnormdlnim (modifikovanym) je zde rozumén protein, jehoz
struktura byla pozménéna v prubéhu starnuti modifikacemi
chemické struktury nebo u kterého doslo ke spontanni zméné
konformace nebo racemizaci v ném obsazenych aminokyselin
beze zmény primdrni struktury. Takové modifikace mohou
vést ke zménam, které se v disledku projevi zménou citlivosti
daného proteinu vici proteolytické degradacil.

Aktivita specifickych proteas, které maji v priibéhu Zivota
builky, mimo jiné, za ilohu udrzovat co moznd nejnizsi podil
abnormdlnich forem proteinu je ovlivnéna komplexnim me-
chanismem regulujicim proces starnuti resp. bunéénou apop-
tézu. Obecné se predpoklddd, Ze aktivita proteas zodpovéd-
nych za recyklaci proteinii klesa s vékem jedince'. Gracy
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akol.>* ukazali, 7e hladina kathepsinu B v ex vivo kultufe

lidskych fibroblastd klesd mezi 51. a 80. rokem véku donora.
Dalsi podporu tomuto predpokladu poskytuje pifma korelace
mezi akumulaci abnormadlnich forem glutaminsynthasy a glu-
kosa-6-fosfatdehydrogenasy v krysich hepatocgltech a pokle-
sem aktivity proteas s neutrdlnim pH optimem™.

2. Spontanni zmény konformace proteint

V nékterych piipadech bylo zjisténo, Ze enzymy, které
nevykazovaly detegovatelnou zménu v primdrni struktuie se
lisily napt. v teplotni stabilité, specifické katalytické aktivité
nebo kinetickych parametrech. Tento rozdil byl dan pouze
stadiem ontogenetického vyvoje organismu z néhoz byl dany
enzym izolovdn. Vzhledem k tomu, Ze béhem starnuti orga-
nismu, je prodluzovén biologicky polocas rozpadu proteint
vlivem snizené ,,proteolytické aktivity* buné€k organismu, 1ze
teoreticky ocekdvat zvySenou pravdépodobnost vyskytu sa-
movolnych zmén v konformaci proteint’.

Preparaty enolasy izolované z ,,mladych* a ,,starych* bu-
neék Turbatrix aceti se 1iSily v teplotni stabilité, spektrdlnich
charakteristikdach, kinetickych parametrech a imunochemic-
kych vlastnostech®. Oba preparaty byly denaturovény v guani-
din. HCI a po renaturaci byly ziskdny proteiny, které vykazo-
valy naprosto shodné charakteristiky nezdvisle na stafi zdro-
jovych bunék. Podobné vysledky byly ziskdny pfi renaturaci
fosfoglycerat kinas krysiho svalu’. V obou piipadech vykazo-
valy renaturované proteiny vlastnosti odliSné od charakteristik
pivodnich prepardti ,,starych (j. abnormalnich) a,,mladych*
nemodifikovanych enzymu.

V dalsich studiich s 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasou
bylo ukazdno, ze zména konformace miize byt in vitro zpiso-
bena kovalentni modifikaci (jodaci) Cys-149 a po restauraci
Cys ziskdva 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasa abnormaln{
konformaci identifikovanou in vivo, jako disledek stdrnuti
enzymu®’,

3. Oxidace aminokyselinovych zbytki

Rada proteinti (enzymii), konkrétng aminokyselinovych
zbytkd tvoficich vazebnd mista pro tranzitni kov nebo amino-
kyselin v jeho blizkosti, je snadno oxidovdna enzymové nebo
neenzymove, coz vede ke ztraté katalytické aktivity, Modifi-
kované tj. ,,oznacené" — proteiny podléhaji proteolytické de-
gradaci. Mechanismus tohoto procesu ozna¢ovaného zkratkou
MFO (z anglického mixed-function oxidation), je schematic-
ky zndzornén'' na obr. 1. V pfitomnosti vhodného donoru
elektronii, O, a Fe** MFO katalyzuje vznik H,0, a Fe** (reakce
I a I). Po vazb& Fe** na enzym nebo jiny protein (reakce I1I)
je generovan aktivni kyslik (reakce V), ktery oxiduje speci-
fické aminokyselinové zbytky (reakce V). Rada autort ukaza-
la, Ze prostfednictvim MFO jsou konvertovany histidylové
zbytky na asparaginylové nebo aspartylové a prolylové nebo
arginylové jsou pfeménény na glutamylové popf. glutamylse-
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Obr. 1. Schematické znazornéni reakci zahrnutych do procesu
,,mixed-function oxidation‘‘ (MFO); RH — donor elekront (NADPH,
askorbovd kyselina apod.), R —oxidovany donor elektront, E —enzym
(popt. jiny protein schopny vézat Fe*"), ‘O" — aktivni kyslik. Poradi
(sekvenci) reakci MFO je mozno nalézt v textu. Adaptovano z cit.!

mialdehyd"!!. Ugast v MFO procesu je pfipisovéna fadé flavo-
protent, piedevsim tzv. NAD(P)H oxidasam'®'? xantinoxi-
dase, kienové peroxidase nebo glukosaoxidase'”. Vedle en-
zymovych jsou zndmy i neenzymové systémy MFO jako napf.
systém zahrnujici sspoluliéast merkaptand, O, a Fe* (cit.").

Olivier a kol."” ukdzali, 7e v priibéhu starnuti lidskych
erythrocytd je zvySovan podil oxidovanych proteind stanove-
ny jako mnozZstvi karboxylovych skupin proteim"l15 . Tito autofti
zaroven potvrdili, Ze mnoZstvi proteint oxidovanych prostied-
nictvim MFO v tkdnovych kulturdch lidskych fibroplastti roste
takika exponencidlné s vékem donori.

Mnozstvi oxidovanych proteind nezdviselo na poctu ex
vivo subkultivaci a bylo tedy ovlivnéno pouze genetickymi
faktory starnuti. Tento zdvér navic potvrzuji koncentrace oxi-
dovanych proteint v extraktech z fibroplastti pacient posti-
Zenych chorobami piedcasného starnuti jako jsou progerie
nebo Werneroviiv syndrom".

4. Deamidace a izomerizace asparaginylu
a glutaminylu

Podobné jako oxidace prostfednictvim mechanismu MFO
tak i deaminace asparaginyli a glutaminylti vede ke zméné na-
bojovych vlastnosti proteinu vyvoldvajicich fadu zmén vlast-
nosti proteinu jako je termostabilita, senzitivita k proteasam,
u enzymu pak afinita k substrdtu nebo allosterickym efek-
torGim?. Pravdépodobny mechanismus deaminace Asn, zahrnu-
jici vznik L-sukcinimidu, jeZ je ndsledné hydrolyzovén za vzniku
L-aspartylu"'®, je zndzornén na obr. 2. Pologas deamidace
proteind je zavisly na aminokyselinové sekvenci, v nizZ se dany
zbytek Asn nebo Gln nachézi. To bylo prokdzano sledovanim
spontdnni deamidace 70 pentapetidd s Asn nebo Gln lokali-
zovanych v centrélni pozici'’. Polo¢as spontdnni deaminace
byl podle sekvence pentapeptidu 6 dni az 9 let (!), coZ naznacuje,
Ze permisivita deaminace miize hrat roli biologickych hodin
pro obrat proteind. Nizky biologicky polocas skute¢né kore-
luje s po¢tem Asn a Gln v primdrni struktuie fady proteim"l”.

Nazor, Ze deamidace mize hrat roli ve zvySovani mnozZstvi
abnormdlnich proteint v prib€hu starnuti podporuje zvyseny
vyskyt deaminované formy triosafosfatisomerasy v extraktech
tkanovych kultur fibroblastl u pacienti trpicich Wernerovym
syndromem a progeriez. Vznik kyselejsi a labiln€jsi formy
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triosafosfatisomerasy, jejiz akumulace je zdvisld na stdrnuti
jedince, je dan postupnou deamidaci dvou asparaginylovych
zbytkli (Asn 71 a ndsledné Asn 15).

5. Racemizace aminokyselinovych zbytki

proteint

Skutecnosti, Ze biomolekuly a jejich komponenty maji
chirdlni vlastnosti naznacil poprvé Louis Pasteur v roce 1858
a Emil Fisher roku 1891 piedpovédél, ze biologické makro-
molekuly jsou sloZeny z L-aminokyselin a D-cukri'®. Pfiroze-
né proteiny jsou skutecné slozeny vyhradné z L-aminokyselin.
D-Enantiomery aminokyselin jsou soucdsti bunécnych stén
gramnegativnich bakterii'® , celé fady antibiotik a jedi pova-
hy oligopeptidﬁzo. Skutec¢nost, Ze jsou proteiny tvoreny exk-
luzivné z L-enantiomert, tedy podle piisného geometrického
pravidla, pak predurcuje i jejich specifitu v protein-protei-
novych interakcich, vazbé substratu do vazebného mista enzy-
mu, stereospecifitu katalyzované reakce a fadu dalSich vlast-
nosti.

Takovéto geometricky determinovana selektivita mohla
byt demonstrovdna diky rozvoji chemické syntézy peptidu.
Dunn a kol.?! ukdzali, Ze retroviralni proteasa HIV-1 (99 ami-
nokyselinovych zbytkd) syntetizovand z D-enantiomerti ami-
nokyselin byla schopna hydrolyzovat pouze substrit o D-
-konformaci, nikoliv L-substrat (pfirozend HIV-1 proteasa tj.
L-enantiomer, vykazuje opacnou substratovou specifitu). Spon-
tdnni konverze L-enantiomeru na D v molekule proteinu a aku-
mulace abnormadlnich forem proteinu v pribéhu starnuti or-
ganismu muze vést ke ztraté nebo negativni alteraci funkce
daného proteinu. Na druhou stranu, nékteré literarni ddaje*
naznacuji, Ze ptitomnost nékterych b-aminokyselin v moleku-
lach proteind se zdd byt nutnd pravé pro funkénost proteinu,
opét s ohledem na geometrické vlastnosti*%

5.1. Kyselina D-asparagovad

Zvyseny vyskyt kyseliny D-asparagové byl zaznamenan
u krys v nékterych ¢dstech mozku, v perifernich orgdanech jako
nadledvinky, varlata a ledviny, ve frontdlnim kortexu lidského
mozku, mozkomi$nim moku, a kufecim zdrodku®*’. Mnoz-
stvi D-Asp v jednotlivych tkdnich je v téchto pfipadech spjato
s vyvojovym stadiem jedince. Napft. v krysim mozku predsta-
vuje D-aspartyl 8,4 % asparagové kyseliny, ale tato hodnota
klesa na 0,4 % 10 dni po narozen{ 3.V sitnici krys stoupd
zastoupeni D-Asp z 10 % na 29 % 7 dni po narozeni, ale klesd
na droven 1 % u jedinct starych 15 dni™.

Je zfejmé, Ze tyto pfechodné vykyvy v zastoupeni D-enan-
tiomeru kyseliny asparagové souvisi s morfologickym a funk-
¢nim vyvojem orgdni*. Nepiedpoklida se viak, Ze D-enan-
tiomery jsou inkorporovany do nové syntetizovaného protei-
nového fetézce®, ackoliv nékteré D-aminoacyl-tRNA mohou
byt syntetizovany>’. Piedpoklddd se posttraslaéni konverze
L-aspartylu na D-enantiomer a naopak. Specifickd racemasa
konvertujici L-aminokyseliny na D-aminokyseliny vSak jiz
byla nalezena u bezobratlych®. Nutnost enzymové konverze
mezi jednotlivymi enantiomery kyseliny asparagové podtrhu-
je relativn& nizkd rychlost (0,1 % rok™') spontdnni racemizace
asparagylu popf. asparaginylu (mechanismus viz obr. 2) identi-
fikovana napiiklad u B-krystalinu v lidskych oénich ¢ockach®'.
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Obr. 2. Role tvorby sukcinimidu a karboxymethylace pri deamidaci, racemizaci a izomeraci aspartylu a asparaginylu; SAM —
S-adenosylmethionin (aktivni methyl), SAH — S-adenosylhomocystein. Adaptovano z cit.

D-Aspartyl byl také identifikovdn v membranovych protei- LITERATURA
nech erythrocytﬁ32 a myelinu33‘34, v peptidech a proteinech

tvoricich kosti a zuby. 1. Stadtman E. R.: J. Gerontol. Biol. Sci. 43, B112 (1988).
2. Gracy R. W., Yuksel K. U., Chapman M. L., Cini J. K.,
5.2.D-Serin a ostatni D-aminokyseliny Jahani M., Lu H. S., Oray B.,Talent J. M., v knize:
Modification of Proteins During Aging (Aldeman R. D.,
D-Serin byl identifikovadn v lidském, krysim a prase¢im DekkerE. E., ed.), str. 427. Alan R. Liss, New York 1985.
myelinu**¥, Z fyziologického hlediska jsou zajimavé&jsi volné 3. Gracy R. W., Chapman M. L., Cini J. K., Jahani M.,
D-enantiomery aminokyseliny jako D-Ser nebo D-Ala, které Tollefsbol T. O, Yuksel K. U., v knize: Molecular Biolo-
ziejmé hraji roli allosterického efektoru N-methyl-D-aspartat gy ofAging (Woodhead A. D., Blackett A. D., Holleender
receptoru. Ddle je zndmo, Ze mnoZstvi D-enantiomert riznych A., ed.), str. 1. Plenum Press, New York 1985.
aminokyselin roste vlivem rdznych onemocnéni jako jsou 4. Starke-Reed P.E., Oliver C.N., v knize: Oxygen Radicals
napt. Alzheimerova choroba nebo ledvinova nedostatecnost in Biology and Medicine (Simic M. G., Ward J. F., Taylor
(pro piehled®). Rizeny vznik a fyziologickd role D-enan- K. A., ed.), str. 137. Plenum Press, New York 1988.
tiomert aminokyselin v organismu zlstdvd vsak stdle neob- 5. Rothstein M., v knize: Molecular Biology of Aging (Al-
jasnéna. Na konci roku 1999 byl ozndmen objev specifické deman R. D., Dekker E. E., ed.), str. 193. Alan R. Liss,
serinisomerasy, kterd izomeruje L-serin na D-serin. Tento novy New York 1985.
objev miZe posunout Uvahy o vzniku D forem aminokyselin 6. Sharma H. K., Rothstein M.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
v savéich tkdnich ™., 77,5865 (1980).

100



Chem. Listy 95, 98 — 101 (2001)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.
24.

25.

26.

Yuh K.-C., Gafni A.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84,
7458 (1987).

Gafni A., Noy N.: Mol. Cell. Biochem. 59, 113 (1984).
Gafni A.: Modification of Proteins During Aging (Alde-
man R. D., Dekker E. E., ed.), str. 19. Alan R. Liss, New
York 1985.

Fucci L., Oliver C. N., Coon M. J., Stadtman E. R.: Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80, 1521 (1983).

Cooper B., Creeth J. M., Donald S. R.: Biochem. J. 228,
615 (1985).

Nakamura K., Oliver C., Stadtman E. R.: Arch. Biochem.
Biophys. 240, 319 (1985).

Stadtman E. R., Wittenberger M. E.: Arch. Biochem.
Biophys. 239, 379 (1985).

Kim K., Rhee S. G., Stadtman E. R.: J. Biol. Chem. 260,
15394 (1985).

Oliver C.N., Levine R. L., Stadtman E. R.: J. Am. Geriatr.
Soc. 35, 947 (1987).

Geiger T., Clarke S.: J. Biol. Chem. 262, 785 (1987).
Robinson A. B., Rudd C. J.: Curr. Top. Cell Regul. 8, 247
(1974).

Lamzin V. S., Dauter Z., Wilson K. S.: Curr. Opin. Struct.
Biol. 5, 830 (1995).

Cervinka O., v knize: Chemie organickych sloucenin I
(Cervinka 0., ed.), str. 78. SNTL/Alfa, Praha 1985.
Karlson P.: Zdklady biochemie, str. 53. Academia, Praha 1981.
Dunn B. M., Gustchina A., Wlodawar A., Kay J.: Me-
thods Enzymol. 241, 255 (1994).

Imai K., Fukushima T., Santa T., Homma H., Hamase K.,
Sakai K., Kato M.: Biomed. Chromatogr. /0, 303 (1996).
Neidle A., Dunlop D. S.: Life Sci. 46, 1517 (1990).
Hashimoto A., Kumashiro S., Nishikawa T., Oka T.,
Takahashi K., Mito T., Takashima S., Doi N., Mizutani
Y., Yamazaki T., Kaenko T., Ootomo E.: J. Neurochem.
61,348 (1993).

Hashimoto A., Oka T., Nishikawa T.: Eur. J. Neurosci. 7,
1657 (1995).

Fisher G. H., Petrucelli L., Gardner C., Emory C., Frey
W. H. I, Amaduci L., Sorbi S., Sorrentino G., Borghi M.,
D’ Aniello A.: Mol. Chem. Neuropathol. 23, 115 (1994).

101

Referaty

27. Imai K., Fukushima T., Hagiwara K., Santa T.: Anal.
Chim. Acta 290, 3 (1995).

28. Mor A., Amiche M., Nicolas P.: Trends Biochem. Sci.
17,481 (1992).

29. Calendar R., Berg P. J.: Mol. Biol. 26, 39 (1967).

30. Shikata Y., Watanabe T., Teramoto T., Inouhe A., Kawa-
kami Y., Nishizawa Y., Katayama K., Kuwaka M.: J.
Biol. Chem. 270, 16719 (1995).

31. Masters P.M., BadaJ. L., Zigler J. S., Jr.: Nature 268, 71
(1977).

32. McFaden P. N., Clarke S.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
79, 2460 (1982).

33. Fisher G. H., Garcia N. M., Payan I. L., Cadilla-Perezrios
R., Sheremata W. A., Man E. H.: Biochem. Biophys. Res.
Commun. /35, 683 (1986).

34. Shapira R., JenChou C. H.: Biochem. Biophys. Res.
Commun. /46, 1342 (1987).

35. Shapira R., Austin G. E., Mirra S. S.: J. Neurochem. 50,
69 (1988).

36. Brennan M.: Chem. Eng. News (November 15).

Prdce je podporovina grantem IGA MZ CR & 64753-3.

J. Sajdok?, A. Kozak?, J. Zidkova®, P. Kotrba®, A. Pil-
in®, and J. Ka3* (“Department of Biochemistry and Microbio-
logy, Institute of Chemical Technology, Prague, "Department
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.



