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ABSTRAKT

Misto vypracovani: Univerzita Karlova v Praze, Faceuticka fakulta v Hradci
Kralove

Vypracovala: EliSka Bacilkova

Nazev: Vliv latek s antioxidanimi vlastnostmi na glykaci aspartataminostransfera

Skolitel: PharmDr. Ilva Bou$ova, Ph.D.

V této diplomové praci jsem se zabyvaldnpymi a nepimymi vlivy kyseliny
mocove, aminoguanidinu a  kyseliny  hydroxycitronové naaktivitu
aspartataminotransferasy a na jeji glykaci metlglghlem. Katalytickou aktivitu
enzymu jsem gfila pomoci kinetické UV metody. Stabilitu aminogidinu a kyseliny
mocove, jejich interakci s molekulou enzymu a vlivvenik glykasnich produki jsem
sledovala pomoci absami spektroskopie. Aminoguanidin sice ve vySSich
koncentracich snizoval aktivitu enzymu, ale vykaddaké pozitivni nefpmeé &inky na
glykaci aspartataminotransferasy a snizoval mnozivikajicich glyké&nich produki.
Kyselina hydroxycitronova netta negativni pimy vliv na aktivitu enzymu a byla
schopna ha@&éste&n¢ ochranit ped glykaci methylglyoxalem. Kyselina &ava nendla
ani negativni imé ani pozitivni neffmé &inky. Aminoguanidin i kyselina mmva
byly v pribéhu experimentu stabilni a interagovaly s molekujmateinu, coz se
projevilo znménami v jeho UV-VIS spektrech v oblasti aromatickyaminokyselin.
Ucinek vSech testovanych latek byl zavisly na pougitécentraci.
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Title: Effect of compounds with antioxidant propeston glycation of aspartate
aminotransferase

Supervisor: PharmDr. Ilva BouSova, Ph.D.

In this diploma thesis, | was concerned with thecti and indirect effects of uric acid,
aminoguanidine, and hydroxycitric acid on enzymatactivity of aspartate

aminotransferase and on its glycation by methylkgyoThe catalytic activities were
measured by kinetic UV method. Stabilities of angimanidine and uric acid, their
interactions with the molecule of enzyme and inflcee on formation of glycation

products were observed by absorption spectroscadfdthough aminoguanidine

decreased enzymatic activity in higher concentnatioshowed positive indirect effects
on glycation of aspartate aminotransferase andsit decreased amount of rising
glycation products. Hydroxycitric acid did not hawegative direct effect on enzyme
activity and was partially able to protect enzymant glycation by methylglyoxal. Uric

acid exerted neither negative direct nor positivéirect effects. Aminoguanidine and
uric acid were stable during experiment and reawetgld molecule of protein, which

was expressed by modifications of its UV-VIS spadtr the area of aromatic amino
acids. Effects of all tested substances were cdratem-dependent.
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1. UVOD

Ma diplomova prace byla vypracovana na kegeoiochemickych & FaF UK
v Hradci Kralové, kde se jiz po mnoho let zabyvagska profesora DrSaty a doktorky
BouSové problematikou neenzymové glykace prdtemn jejiho ovlivieni latkami
s antioxid&nimi inky. Svym tématem jsem navazovala jednak na @S@rtpraci
doktorky BouSové a také na diplomovou préaci Klangilové.

Neenzymova glykace je aktualni problematika, ktgrazmiiovana hlavia
v souvislosti s diabetem mellitem, starnutim aagkler6zou. Komplex neenzymovych
reakci (téZ nazyvanych Maillardova reakce)lisgqbuje vznik karbonylového stresu
s nadbytkem velmi reaktivnicto-oxoaldehyd, ktery je zodpogdny za vznik
koncovych produkt pokratilé glykace (AGESs) a tim i za poSkozeaily biologickych
struktur. AGEs vznikaji také fyziologicky, ale jeli tvorba je vtomto ifjpack
mnohonésobhniZsi nez fi hyperglykémiic¢i oxidatnim stresu.

V mé praci jsem pouzivala model glykace aspartatatransferasy (AST)
methylglyoxalem (MGO). AST je enzym konde¥ dostupny ve velmtistém stavu
a snadno dostupny je i set pr@ieni jeho katalytické aktivity. Methylglyoxal je res
velmi reaktivni a-oxoaldehyd zfisobujici tvorbu AGEs, ale je to také fyziologicky
vznikajici metabolit. Glykace methylglyoxalem pro&i mnohem rychleji nez
pasobenim jinych glykénich¢inidel (nag. D-glukézou, D-fruktézou). V mé praci jsem
sledovala jak pmy tak nepimy vliv potencialnich antioxidafitna aktivitu enzymu
a jeho glykaci methylglyoxalem. K tomutaielu jsem pouzivala &teni katalytické
aktivity AST kinetickou UV metodou a praiteni absorgnich UV-VIS spekter
enzymu. Stabilitu testovanych latek jsengimvala pomoci sledovani zm v jejich
absorgnich spektrech vase.

Pri hledani vhodné terapie oneménh souvisejicich s fftomnosti AGEs
(kardiovaskularni choroby, diabetes mellitus) jsasto testovany latky s antioxitdd
aktivitou. Tvorba AGEs totiZz Gzce souvisi s oxidan stresem. V mnoha studiich byly
prokazany pozitivni &inky téchto latek. Antioxidanty jsou takéasto propagovany
v [ékarnach jako latky zdravi pragmé a naprosto neSkodné. Z vysiedieto
diplomové prace i vysledkpiedeslych praci vzniklych na katedbiochemickych &d
ale vyplyva, Ze tyto latky mohou mit také negativdinky a mohou tedylovéku

i uSkodit.



2. SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.2 Neenzymova glykace

Neenzymova glykace je reakcefi (které dochazi k vazb karbonylovych
slowenin (Wetré redukujicich cuki) na volné aminoskupiny biomolekul bez
katalytického jgsobeni enzyiin Tato reakce byla poprvé popsana néaglku 20. stoleti
francouzskym w®dcem Louisem Camillem Maillardem, ktery pozorovakte
aminokyseliny zativané v pitomnosti redukujicich culir vytvori charakteristické
Zlutohredé zabarveni (ObSil a Pasgk 1997, Singh a kol. 2001). Neenzymova glykace
ma reékolik fazi a nazyva se po svém objeviteli Maillavdoreakce (Janebova a kol.
1999).

2.2.1 Formovani a struktura AGE (Maillardova reakce)

Redukuijici cukry, nap glukéza, mohou reagovat svou aldehydickou skupino
se-aminoskupinami protein enzymii, fosfolipidi a nukleovych kyselin. V sérii
neenzymovych reakci vznikaji Schiffovy baze a Amédudo produkty, které se¢hem
naslednych reakci {etné oxidace) pemeénuji na koncové produkty pokidé glykace
(AGEs - advanced glycation end-products) (Singh ah RO001). Tyto oxidativni
modifikace jsou indukovany reaktivnimi kyslikovymadikaly (ROS) a reaktivnimi
dusikovymi radikaly (RNS) (Reddy a Beyaz 2006).

Rychlost formovani AGEs #iZe byt ovliviena strukturou a vlastnostmi
glykaeniho ¢inidla i glykované latky. U protein (glykované latky) ma velky vliv na
reaktivitu jejich a-aminoskupin pK NizSi hodnota pk a tim vysSi nukleofilita,
urychluje tvorbu Schiffovy baze. V mistech, kde I ke glykaci, ovlisiuji kinetiku
Amadoriho pesmyku Schiffovy baze i okolni aminokyselinové Hyyt(ObSil
a Pavléek 1997). ProtoZze za fyziologickych podminek prébiaillardova reakce
pomalu, postihujeiedevsim dlouhozijici molekuly (ObSil a Paelk 1997).

DalSim faktorem ovlisiujicim rychlost reakce je koncentrace glkéno ¢inidla.
Glykace je zavisla na koncentraci redukujiciho auktavre v patateinich stadiich
Maillardovy reakce. Tvorba AGEs je katalyzovarfagmodnymi kovy a je inhibovana
redukujicimi slodeninami nafiklad askorbatem (Singh a kol. 2001). Reaktivit&rgu

je zavisla na rychlosti anomerizace cukru, tedyopalesti existovat v linearni podgb



ktera je reaktiviSi (ObSil a Pavtiek 1997). Realni rychlost je také népmo unerna
poétu atomi uhliku v molekule cukru, nejnizSi je u hex6z avy8fi u tridz,
fosforylované cukry jsou mnohem reakigi nez jejich nefosforylované peggky.
AGE mnohem rychleji. Proto je v organizmu hlavnidrgiem energie pravglukoza,
nikoliv ostatni sacharidy¢imz je fyziologicky docileno co nejpomalejSiho \kani
AGEs (Singh a kol. 2001).

Pfi nadbytku glukézy ale nabyvd v metabolizmu sadarna vyznamu
polyolova cesta, dhem niz z glukdézy vznikaji za fipomnosti aldézareduktasy
a sorbitoldehydrogenasy sorbitol a fruktéza. Refai spatebovany NADPH a NAD
za vzniku NADP a NADH. Spotebou NADPH je podporovan pentézovy cyklus
a NADH zase blokuje tvorbu 1,3-bisfosfoglycerolglyceraldehyd-3-fosfatu. Zuje
se mnozstvi fitomnych tribzafosfdt Tyto cukry maji také schopnost glykace, takze
potencuji tvorbu AGEs (Bohlender a kol. 2004, Dpn2®00).

Produkty pokreéilé glykace vznikaji v lidském organizmu spont&ndejich
tvorba je zvySenaiphyperglykémii a oxid&nim stresu (Janebova a kol.1999). ZvySené
mnozstvi AGEs v organizmu ke byt téZ zpisobeno jeho zvySenymiipnem
Z exogennich zdrdjz cigaretového kde a z potravy (Reddy a Beyaz 2006, Janebova
a kol. 1999). AGEs vznikaji v potrawii jeji tepelné Upray, v zavislosti na jejim
slozeni, teplat, zpisobu a délce Upravy. NejvySsi hladiny AGEs jsowtrg¢ bohaté
na proteiny a lipidy. Ty vznikaji ip uvoliiovani volnych radikal pii tepelné Upra.
Glykoxidaci a lipoxidaci potravy podporuje teplegmitomnost vihkosti a iitomnost
kova. Potraviny, obsahujicitpdevsim uhlovodiky (Skrob, ovoce, zelenina, mléka)i
nejnizsi hladiny AGEs (Negrean 2006).

Pribéh Maillardovy rekce Ize roztit do tti hlavnich krok: iniciace, propagace
a terminace (ObSil a Payik 1997).

2.2.1.1 Iniciace: tvorba Amadoriho produkt  a

Reakce z&ind neenzymovou kondenzaci redukujiciho cukru viete forng
fettzce a aminoskupiny proteinu (lysinovymi a arginijpiow zbytky) zmisobem
nukleofilni adice za vzniku nestabilni Schiffovyzea(Obsil a Pauwiek 1997, Jakus
2003). Tento labilni aldimin je stabilizovan roviétwu se svou cyklickou formou -
glykozylaminem (Jaku$ 2003). Hladiny Schiffovyclebatoupaji rychle, rovnovaha je

dosazena uzdhem jedné hodiny. Tyto sléaniny v pfibéhu nékolika hodin az tyda
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piechazeji Amadoriho fpsmykem na chemicky stabijgi ketoaminy, Amadoriho
produkty, s kovalentni vazbou (obr. 1). Ty jsolbditzovany rovnovahou s cyklickymi
furan6zovymi a pyrandézovymi formami sacharidovézigjo molekuly (Jakus 2003).
Stejnou reakci 1iize podstoupit i ketdéza, vznikajici ketoamin se pakyva Heynsv
produkt (ObSil a Pawek 1997). Tvorba Amadoriho produkie do utité miry
reverzibilni, i kdyZ rovnovaha je posunuta veéamjejich tvorby (Janebova a kol.
1999).

HOH,C

o
HO NH——~protein

OH
a,B-Glykopyranozylamin

0 H R—H H R—H
N ® AN N
\%/ R— H@CH ﬁ/ (‘EHZ
H—C—OH H—G—oH C—OH c—o
| baze BI—" | | \
HOf‘CfH R HO—C—H HO—C—H HO—C—H
H—C—OH * HN H—C—OH Amadoriho H—‘C—OH keto-enol I-F(‘:—OH
| | presmyk | tautomerie |
H*‘C*OH H—C—OH H—C‘:—OH I-HC‘:*OH
CH,OH H,OH CH,OH CH,OH
glukéza Schiffova baze 1,2-enol Fruct6zamin

Obr. 1.: Tvorba Amadoriho produkt

(http://Iwww2 .warwick.ac.uk/fac/med/research/csotgindamage/imars_chem/schemes/)

UzZ v této fazi neenzymoveé glykaceibe byt vyznamé ovlivnéna funiénost
strukturré poznenénych proteiri. Nekteré z nich maji vyznam v klinické praxi. Mezi
negastji stanovované Amadoriho produkty v klinické prepati lidsky glykovany
hemoglobin HbA., ktery odrazi kontrolu glykémie za poslednich &fina. Takto
poznmeénény hemoglobin ma niz8i afinitu ke kysliku a niz&hgpnost regulace této
afinity. Glykovany albumin (fruktézamin) odrazi koolu glykémie za posledni 2-3
tydny (Jakus 2003).

2.2.1.2 Propagace: AGE prekurzory

V této casti Maillardovy reakce vznikaji velmi reaktivni migrodukty,
dikarbonylové slogeniny. Tytoa-oxoaldehydy vznikaji ve vSech stadiich glykéno

procesu (Maillardovy reakce): v rané fazi glykacegrihdaci sachafid nebo
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Schiffovych bazi i ve gedni fazi glykace z Amadoriho produkiobr. 2). V organizmu
vznikaji negetrzitt i jinymi zpasoby (polyolovou cestou, katabolizmem ketonickych
latek ¢i threoninu nebo lipidovou peroxidaci). Jsou prgiokladany za ugtdni
sloweniny @i tvorbé AGEs (Singh a kol. 2001).

Tyto reaktivni meziprodukty propaguji Maillardoveakci. Jako elektrofily mohou
Znovu reagovat s volnou aminoskupinou za vznikeroeklickych produkt a inter-

a intramolekularnich fstki. Tim zpisobuji nevratné molekularni 2Zmy proteini
(Jakus 2003, ObSil a Patk 1997).a-Oxoaldehydy mohou indukovat oxitd stres

a burg¢nou apoptézu (Singh a kol. 2001).

H\ OH H\ /O
HOH,C, ¢
Q C—OH —
HON/ ‘ ‘C OH
HO HO— c H——— > HO—C—H
monosacharidova
OH H— C OH " autooxidace H— ‘C OH
glukéza H— (‘; OH H*?*OH
CH,0OH CH,OH
1,2-endiol glukozén
Q H
A \,
- glyceraldehyd
H—C—OH —OH 9y 4
HO—C—H —H
O H
H—C—OH H— c OH
¢ - erythrosa \C/
H—C—OH H— c OH I
CH,OH CHzOH C—OH
KO 2,3-enol [
glukéza CH,
- erythritol CHZOH
+0,
(-H202)
H
o \\
O,
Wolffova cesta A
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Namikiho cesta || - ervthritol Ci erythrosa | =0
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- RNH, glyoxal Hf(‘:*OH o |H|3 |
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H—C—OH - glyceraldehyd
H CH,OH
| - RNH,, - H,0
R—N=
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H—C
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Schiffova baze

Obr. 2.: Vznika-oxoaldehyd Namikiho a Wolffovou cestou
(dle Thornalley a kol. 1999, Jaku$ a Rietbrock 2004
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glyoxal (GO), glukozon, 3-deoxyglukozon (3-DG).

Glyoxal vznikd Wolffovou cestou - autooxidativnigtadaci glukozy, ktera je
katalyzovana fechodnymi kovy (nap medi ¢i Zelezem), Namikiho cestou -
lipoperoxidaci a fragmentaci Schiffovy baze, neligkaxidaci Amadoriho produkt
(ODbSil a Paviiek 1997).

Methylglyoxal vznikd stejnymi cestami jako glyoxatlale pak B-oxidaci
polynenasycenych mastnych kyselih neoxidativnim mechanizmemiipanaerobni
glykolyze. Navic niZze byt odvozen z fruktézy fragmentaci triozofosfatebo
katabolizmem ketonickych latek a threoninu (Jakd832 Reddy a Beyaz 2006, Singh
a kol. 2001).

Glukozén vznika glykoxidaci Amadoriho prodikiSingh a kol. 2001).

Deoxyglukozony vznikaji rozkladem Amadoriho prodylpri kterém se uvolni
puvodni amin. B vySSim pH vznikad 1-deoxyglukozon enolizaci a gpéhim aminu
z prvniho uhliku. B niz§im pH dochazi k enolizaci a neoxidativhimiggmyku za
vzniku 3-deoxyglukozonu. &teré diketony pak mohou tiib 4-deoxyglukozény. Tyto
latky jsou také tvieny glykoxidaci Amadoriho produk{Obsil a Pavliek 1997). 3-DG
muze vznikat nejen Maillardovou reakci, ale i z fiaga-3-fosfatu, ktery je produktem

polyolové cesty (Jaku$ 2003).

2.2.1.3 Terminace - tvorba AGE

Akumulace reaktivnich dikarbonylovych prekurnzoa produkit glykoxidace
a lipoxidace zpsobuje tzv. karbonylovy stres. VysSi koncentragghtb prekurzak
muze vést ke vzniku produktpozdni glykace AGEs vznikaji bd’ vazbou na jeden
protein, nebo jsou schopny vazat 2 aminoskupinyotitttak mezi nimi nistky, ¢imz
dochézi k siovani proteif (Singh a kol. 2001).

Tvorba produki pozdni glykace je relatién pomaly proces probihajici
fyziologicky. Tvorby intra- a intermolekularnich ustki (cross-link) mezi
aminokyselinami se &stni lysinové a argininové zbytkg'asto tvdi chromofory
z nichz rekteré fluoreskuji (Singh a kol. 2001, Reddy a Beg806). Tyto koncové
sloweniny jsou termodynamicky stabilni a ireverzibi{@®bsil a Paviiek 1997).

Akumulace AGEs v tkanich e byt disledkem zvySené tvorby, snizené
degradace nebo zvySenéhidspnu AGEs ze zevniho préstli. ZvySené hladiny AGEs
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byly pozorovany urady onemocEni, nag. diabetu mellitu, chronického renalniho
selhani, aterosklerézy, Alzheimerovy choroby, téZrimarni revmatoidni artritidy
a u osteopordzy (Bohlender a kol. 2004).

AGEs se tvéi z meziprodulki cyklickou kondenzaci, fpsmykovymi,
dehydratanimi a oxid&nimi reakcemi (obr. 3). Vznikaji za tydny a£site, nezavisle
na koncentraci glukézy (Janebova a kol. 1999, J&#Q@3). Zasahuji tak proteiny
s relativié dlouhou Zivotnosti. Primarnim cilem jsou strukloiésowasti matrix ¢i
bazalni membrany pojivové tk&nnag. kolagen, krystaliny @ni ¢ocky, ale miZe
postihnout i myelin, komplement C3, tubulin, aktmaplasminogenu a fibrinogeniiP
urémii, ktera je spojena s velmi vysokymi koncecgrai akumulovaného AGE, jsou
zasazeny i slaieniny s kratSi Zivotnosti, jako napipidy a nukleové kyseliny (Singh
a kol. 2001).

stresory propagatory AGEs

CEL, MOLD*

aminoaceton
threonin

— MG-hydroimidazolén
glykolyza > methylglyoxal tetrahydropyrimidin
argpyrimidin
cesta 2
1-deoxyglukozoén DOGDICH
Lyzin {3—de9xyglukozén} DOLD*
| glukéza I_’t Schiffova baze I_’IAmadoriho produktyI_’ ]a‘elgi'%ﬁ%'%g} P ——
OZ/MM Namiki Ox Ox
fragmentace
CML, GOLA*

Ox

GOLD*, GALA

glyoxal/
glykolaldehyd

G-hydroimidazolon

GODIC*

* oznacuje cross-linky

Obr. 3.: Vznik AGEgdle Monnier a Wu 2003, Singh a kol. 2001)

Znamé AGEs (obr. 4) jsou imunologicky odliSné a Xswiji na Gznych
pienaSé&ovych proteinech - albuminu, hemoglobinu, choledter krystalinech &ni
¢ocky a LDL-cholesterolu (Singh a kol. 2001).
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AGE mohou byt rozéleny do ti skupin:

1) fluoreskujici cross-linky: pentosidin, crosslivesperlysiny, fluorolink
2) nefluoreskujici cross-linky: GOLD, MOLD, DOLD, @DIC, MODIC, AFGP

a glukosepan

3) nevytvdejici cross-linky: pyrraline,

CML, CEL, imidazolonyfluoreskujici

hydroimidazolony, argpyrimidin (Negrean 2006).

| H B o | CH,OH
O—(‘Z N R O—‘C ‘ O:(‘:
HC(CHz)sNH—<\I\ H(\:—(CHzM*NH—CH— coo HC—(CHy)a—N
NH NT No NH ,\\‘H
| G-H:R=H \
. CML: R=H \ ~ CHO
MG-H: R=CHj CEL: R=CH, Pyrralin
3 DG-H: R=CH,(CHOH),CH,OH
‘ CHg \ R | — lysin —
O:(‘: N o:c‘: _ <‘3:0 |,
o N
HC—(CHy) *NH*< OH HC—(CHy)s—NS_ _N— (CH),—CH A
| 2)3 \N Y <‘: (CH2)4 N (CHy)4 | |
NH NH NH ~N
| CHs | . | HO |
Argpyrimidin GOLD: R=H — lysin —
MOLD: R=CHj; i
DOLD: R=CH,(CHOH),CH,0H Vesperlysin
—Iysin — HAC -
‘ ‘ OZC“, 3 COO B /N X
N_ N NH— arginin \ /N — argmlr%NH{ | )
= T \ HC—(CHz)3—NH OH NN
HO ‘ N
N NH N
H CHs lysin —
HO HO
glukosepan tetrahydropyrimidin pentosidinovy mustek
?HZOH
HO—?H |
HO—CH  OH O:j? |
H
OH HC—(CH,),—N c=0
= | XN |
ol NH >—NH—(CH2>3—c‘:H
lysin X N ‘ R H NH
— lysin— GODIC: R=H
crossline MODIC: R=CHgy

Obr. 4.: Struktura produktpozdni glykace
(dle Ahmed a kol. 2002, Thorpe a Baynes 2003, RedBgyaz 2006)
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AGEs vznikaji cestou oxidai (nag. CML, pentosidin) nebo neoxidiai (nag.
DOLD, MOLD) (Singh a kol. 2001).

3-Deoxyglukozén reaguje s lysinovymi zbytky profeia dava vzniknout
pyrralinu. Glyoxal a methylglyoxal t¢d mastky mezi d¢ma lysinovymi zbytky,
vznika glyoxal-lysinovy dimer (GOLD), respektive thglglyoxal-lysinovy dimer
(MOLD) (Reddy a Beyaz 2006). Reakci 3-DG s proteumnikd deoxyglukozén-
lysinovy dimer (DOLD) (Jaku$ 2003).

Asi nejlépe charakterizovanymi AGE jsou pentosidin CML (produkty
glykoxidace) (Singh a kol. 2001). @®bsloweniny jsou odvozeny kil primo
z meziproduki Amadoriho reakce (reakci s argininovymi zbytky) boe
z 1,2-dikarbonylovych slaienin (nap. glyoxalu) (Reddy a Beyaz 2006).

CML je monolysinlvy addukt, zatimco pentosidin j@ss-link, ktery kovalentn
vaze lysin a arginin proteirkomplexem G-cyklu a vytv&i intramolekularni kovalentni
vazby.

DalSi dva produkty pozdni glykace, imidazolon arglm, mohou vznikat
nezavisle na oxidaim stresu. Zminé AGEs mohou vznikat neoxig@m zpisobem
jednak z methylglyoxalu,dnem anaerobni glykolyzy nebo na zaklacolnéni 3-DG.
Tyto reakce zavisi na individualni genetické vybésingh a kol. 2001).

Nekteré AGEs mohou vznikat i cestou kovy katalyzovaw&idace
polynenasycenych mastnych kyselin a kyseliny acimiové. Nazyvaji se pak produkty
pozdni lipoxidace (ALEs)Casto jsou ale zahrnovany také pod nazev AGEs. dedno

z takovych latek je CML, ktery je t¥en glykoxidaci i lipoxidaci (Singh a kol. 2001).

2.2.2 Uginky AG E na tkariové a bun&&né dGrovni

2.2.2.1 Uéinky AGE nezavislé na interakci s receptory

Produkty pokreilé glykace msobi negativé na organizmus na ¢kolika
arovnich. Bi vzniku AGEs, nap autooxidaci sacharid vznikaji volné radikaly. Jejich
prostednictvim AGEs nefmo zapicinuji degradaci protein (S&penim jejich
kovalentnich vazeb) nebo peroxidaci lijpd membranach buk.

Vzniklé AGEs zarovi vedou k modifikaci a sovani tkaovych proteir, lipida
a DNA, coz ma fmé, na receptoru nezavislé patologické nasledkku@ 2003,
Bohlender a kol. 2004). Dochéazi ke strukturnimémzém, poruSe odbouravani (&ma
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polocasu proteifl) nebo naruSeni funkci glykovanych proteifpokles enzymové
aktivity, snizeni schopnosti vazat ligandy, pémtma imunogenita). isledkem je pak
naruSeni funénosti tkani (Jakus 2003, Negrean 2006). ZasaZzenfomdyt jak
extracelularni tkéiové a plazmatické proteiny, tak intracelularni oy (Bohlender
a kol. 2004).

Jednim z vyznaminovlivnénych tkaovych proteiri je kolagen. Fyziologicky
stupar zesfovani kolagenu je zvySen patologickymi cross-linkimZz naiista jeho
biomechanické tloustnuti aréhkost. Timto procesem jsou postizeny héaagvni
sttny. Zménou své elasticity a naslednou aterogeneizarzapi¢init nag. arterialni
hypertenzi s jejimi moznymitdledky (nap. iktus). DalSim mistem, kde se projevuje
poSkozeni kolagenu jaike (projevy starnuti) (Bohlender a kol. 2004, Negr2006).

Glykaci jsou zasaZzeny nejen strukturalni, ale i zmpiatické proteiny
a lipoproteiny (HDL, LDL, apo-lipoprotein B), coz diabetiki vede k urychleni
ateroskler6zy (Negrean 2006). V plaznpe hlavnim postizenym proteinem albumin.
Glykace ovliviuje jeho 3D strukturu: dochazi ke konfokmam znénam naf3-skladany
list a cros$3 strukturu, charakteristickou pro amyloidni fibrilyMaze dojit ke
kondenzaci za vzniku amorfnich fibroznich agrég@tzarove ke ztrat fyziologické
funkce albuminu (Bohlender a kol. 2004).

Tyto zmeEny se ve zvySené i@ projevuji s rostoucimeékem a jsou jest
urychleny pi diabetu mellitu. Nasledkem idhe byt skler6za rendélnich glomaiul
ztertovani kapilarni bazalni membrany nebo rozvoj atdendzy (Singh a kol. 2001).

AGEs nevznikaji jen v extracelularnich prostoracde i intracelulard
v buikéch, ve kterych probiha oxitla a karbonylovy stres. Intracelul&rivorené
AGEs (gedevSim MGO) vznikaji jako odp&¥ na oxid&ni stres, ktery je indukovany
hyperglykémii a zvySenou tvorbou mitochondridlnicuperoxid. PoznEnénim
burg¢nych proteiri se buika stava dysfurni. MizZze se stat necitlivou na exogenni
stimuly a zfisobit patologicky ist. Mezi takto ovlivnitelné intracelularni proteipgati
nap. basic fibroblast growth factorprodukovany endotelialnimi bkami. Méni své
rastové faktory a snizuje mitogenni inou aktivitu. Ovlivnitelné jsou i cytokiny,
které také ztraceji svou biologickou aktivitu (Beiler a kol. 2004).

Intracelularni karbonylovy stres takéugpbuje poSkozeni DNA (Bohlender
a kol. 2004).
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2.2.2.2 Uéinky AGE zprost Fedkované interakci s receptory

Interakce AGEs s hikami organizmu se uskutiguje prostednictvim rikolika
raznych vazebnych mist na receptorech (Janebova 4 %®9). Jako prvni byl objeven
tzv. receptor pro AGEs (RAGE). Byly identifikovanydalSi povrchové molekuly
a receptory pro AGEs (Bohlender a kol. 2004) fiPaezi & makrofadgovy scavenger
receptor (MSR) typu A a B oligosacharyl transferasa-48 (AGE-R1), 80K-H
fosfoprotein (AGE-R2), galektin-3 (AGE-R3) a laktoihu podobny polypeptid (za
urcitych podminek tvti komplex s RAGE) (Singh a kol. 2001, Janebova la X809).
Tyto receptory jsou exprimovany velkym mnoZzstvitznych tym burgk, nag. na
buinkach hladkého svalu cév, perifernich mononuklegrewkrofazich, endotelialnich
burnkéch, také v nervovych tkanich na neuronech, ageoh, mikrogliich a perifernich
nervech, dale v plicich a kosternim svalstvu. Espr&RAGE a &kterych dalSich
receptot je zvySena v fipackt diabetu mellitu a zasu.

Ucinky zprostedkované receptorem RAGE jsou zptedkovany intracelularni
signalizaci a aktivaci nuklearniho faktoru MB-(obr. 5). Vazbou AGE @edevsim
CML) na RAGE je indukovan oxidai stres (aktivace hemoxidasy) a aktivace
transkriggniho faktoru NF«B (prostednictvim bugené signalizace p2Z/MAP kinasu
aktivujici kaskady). To vede k sekreci cytakia mediatal zaretu, inhibici produkce
buné¢ného NO, vazokonstrikci a koagulaci (Janebova a k@99, Singh a kol. 2001,
Bohlender a kol. 2004). Aktivace této signalni gestde k indukci vaskularni
dysfunkce a vzniku diabetickych komplikaci, jakymjsou glomerularni
a tubointestinalni poskozeni s naslednym uremickyoSkozenim. NiZe zmisobit
chronickou cévni aktivaci a zéin ktery @i akumulaci lipoproteii prechazi do
chronicity. Vysledkem je urychleni ateroskler6zyn@h a kol. 2001, Bohlender a kol.
2004).

Interakce AGE-RAGE vyvolavajici oxidai stres niZe byt dilezitad gi
zaretlivém procesu, protozZze aktivuje geny zodgdive za zaktlivou reakci (Janebova
a kol. 1999). Tato cesta je nezavisla na hypergiyké& mize vyswtlit pritomnost
AGEs v aterosklerotickych lézich u nediabetickychcipnfi nebo u paciefit se
zaretlivymi procesy, jako je revmatoidni artritida (Soidt a kol. 2001). Biky tkani
RAGE prostednictvim NFkB, ktery se vaze na promotor vlastnich 8u(Singh a kol.
2001).
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ROS, oxidacéni stres

transdukce signalu 921 "*/MAP kinasa

aktivace NFkB

prozanétlivé cytokiny prokoagulac¢ni faktory/

IL-1a adhezivni molekuly

L-6 tkanovy faktor
thrombomodulin

TNFa endothelin-1

VCAM-1/ICAM-1

Obr. 5.: Bur¢na signalizace RAGHENegrean 2006)

Pro vys¥tleni dysfunkce busk cévni sény zpisobené produkty pozdni glykace
u diabetu, byl navrzen tzv. model dvou zasaRitomnost ligand pro RAGE néni
vlastnosti cév, vedouci k zakladnimu stavu aktivacdysfunkce. Prvnim zasahem je
tedy interakce AGE-RAGE. Druhym zasahem je ischkyngtres, zagtlivé a imunitni
podrety, fyzikalni stre<ti ukladani oxidovanych lipoprotein Burg¢né odpo¥d’ na tyto
znasobené podty reaguje, misto navozeni homeostazy, podporowcpgr cévni
dysfunkce a tk#ovych poskozeni (Schmidt a kol. 2001).

Existuji i jiné mechanizmy, kterymi ide gFitomnost AGEs (progtdnictvim
RAGE) pispivat k cévnim diabetickym komplikacinteR aktivaci RAGE dochazi také
k inhibici tvorby prostacyklinu a k indukci PAI-1goZz predisponuje postizeného
pacienta k trombogenezi (agregace dekta stabilizace fibrinu) (Negrean 2006).

O in vivo ligandech RAGE je zndmo p@ém¢ malo. V sodasnosti jsou znamy
tyto ligandy: AGEs, amfoterin (produkt neurithraje dilezitou roli v ontogenezi
centrainiho nervového systému, karcinogenezi a stetavani), amyloid3-peptid,
ktery je povaZzovan zautkzity v patogenezi Alzheimerovy choroby, a kalgramy
(jsou souasti zastlivého procesu, revmatoidnich onemécha roztrousené sklerdzy)
(Singh a kol. 2001, Kalousova a kol. 2005).
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2.2.3 Metabolizmus AGE

Organizmus je schopen degradovat glykaci modifikévtkar a buiky. AGE
cross-linky jsou eliminovany extracelularni protemiu a scavenger bkami (na.
tk&hovymi  makrofagy). Po endocytéze produktpozdni glykace makrofagy,
zprostedkované specifickymi¢i  nespecifickymi  receptory, jsou intracelul&rn
degradovany na nizkomolekularni rozpustné peptthre jsou nasleadnuvolnény do
krevniho olshu. Mohou opt reagovat s proteiny. Pokud nejsou rychle odstran
ledvinami, vznika tzv. druhd generace AGEs. Poskibzenalnich funkci tedy vede
k akumulaci AGEs (Vlassara a Palace 2003).

Také jaterni sinusové bky (Kupferovy a endotelialni) hrajittezitou roli i
vychytavani AGE-proteiin z plazmy (endocytdézou). PoSkozeni tohoto mechamizm
muze vest k hromaghi AGEs i g spravné funkci ledvin. Insulin ma praygbdobré
pozitivni roli @i tomto mechanizmu, protoZze stimuluje expresi rém@pscavenger

makrofag, ¢imz zvySuje degradovani AGEs (Negrean 2006).

2.2.4 Methylglyo xal

Obr. 6.: Methylglyoxal

Methylglyoxal (pyruvaldehyd, 2-oxopropanal, obr. @ velmi reaktivni
a-oxoaldehyd, a fyziologicky metabolit. Je to Zlutékutina s charakteristickym
Stiplavym zapachem. Ve vodném roztoku jggmen ve ttech formach - bezvodé (1%),
monohydratu (71%) a dihydratu (28%) (Thornalley @9%alapos 1999). MGO
v bezvodé formd snadno prochazi bs&nymi membranami, pra¥godobr pasivni
difuzi (Abordo a kol. 1999).
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2.2.4.1 Metabolizmus methylglyoxalu

Methylglyoxal vznik&4 ve vSech kikach a tkanich. Jeho hlavnim zdrojeti p
normalni glykémii je rozklad tri6zafostat Vznika rozkladem a eliminaci fosfatu
z fosfoendiolové formy glyceraldehyd-3-fosfatu dydiroxyacetonfosfatu. Tytoépe
mohou probihat neenzymaticky [ enzymaticky (triozddtizomerasa
a methylglyoxalsyntasa) (Thornalley 1996). Methytidal miZze vznikat takeé
metabolizmem acetonu vzniklého lipolyzou cytochram@450 typu 2E1 nebo oxidaci
aminoacetonu vznikajicihofipkatabolizmu threoninu (zacasti aminoxidasy) (Wu
2005, Thornalley 1996). Dale fize vznikat autooxidaci monosachdarid/aillardovou
reakci a peroxidaci liptd (Thornalley a kol.1999, Seidler a Kowalewski 20Q0Bi
zvySeném mnozstvi tribzafosfia{zvySenim hladiny ndp glukézy a fruktézy vlivem
hyperglykémie, ale i ethanolii threoninu) se zvySi mnozstvi vznikajiciho MGQOerit
je jednim z nejdlezit¢jSich prekurzat AGEs (Bourajjaj a kol. 20Q3Wu 2005,
Thornalley 1996).

Methylglyoxal je v cytosolu vychytdvan a detoxikavéglyoxaldzovym
systémem (obr. 7), ktery je zavisly na bemé hladig glutathionu (Wu 2005). Tento
systém zahrnuje dva enzymy - glyoxalasu | a glyasalll (a redukovany glutathion
jako katalyzator). Glyoxalasal (dimerni enzym se&énda velmi podobnymi
podjednotkami) katalyzujetes hemithioacetal vznik S-D-laktoylglutathionu.

Glyoxalasa 1l (monomerni enzym) Kkatalyzuje nasledndiydrolyzu

S-D-laktoyl-glutathionu na D-laktat a dochazi k olahredukovaného glutathionu.

glyoxalasa |

CH;COCHO + GSH =——== CH3;COCH(OH)-SG —————— CH3CH(OH)CO-8G

methylglyoxal redukovany hemithioacetal S-D-laktoyl-glutathion
glutathion
Glyoxalasa Il ) +
CH3CH(OH)CO-SG + H,O — > CH3CH(OH)COO + GSH +H
D-laktéat

Obr. 7.: Pabeh detoxifikace glyoxaldzovym systéméhornalley 1996)

D-Laktat je u savt dale metabolizovan na pyruvat mitochondrialni ktdsou
(Haik jr. a kol. 1994, Thornalley 1996).

Aktivita glyoxalasy | je pimo umgérna mnozstvi cytosolického redukovaného
glutathionu. Pokud je jeho mnozstvi diky oxidanu stresu sniZzeno, snizi se i aktivita

tohoto enzymu. Tak dochazi k akumulaci MGO. V tgtoaci se mohou ve zvySené
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mite uplatnit i jiné cesty detoxikace methylglyoxak¥i nedostatku glutathionu se
MGO miZe odbouravat ndp pomoci aldoézareduktasy (za vzniku hydroxyacetonu
a D-laktaldehydu) a 2-oxoaldehyd-dehydrogenasy (éboa kol. 1999). Jejimi
kofaktory jsou NADP a NAD' (Kalapos 1999).

Za normalnich okolnosti je tedy MGO inaktivovarti Bnemocgnich, jako
diabetes, jsou ale hladiny MGO natolik zvySenyulkvnaruSeni sacharidového
a lipidového metabolizmu, Ze dochazi k patologickypoSkozenim (Seidler
a Kowalewski 2003).

2.2.4.2 Reaktivita MGO

Methylglyoxal miZe reagovat sd&kolika aminokyselinami, které jsou s@sti
glykovaného proteinu. S cysteinovymi zbytky reagua vzniku reverzibilnich
hemithioacetd a s lysinovymi a argininovymi zbytky protéira peptid za vzniku
stabilnich AGEs (Abordo a kol. 1999). S argininowyahytky reaguje MGO za vzniku
nefluoreskujicich produkt 5-hydro-5-methylimidazolonu a tetrahydropyrimidinu
a hlavniho fluoreskujiciho produktu argpyrimidin8. lysinovymi zbytky reaguje za
vzniku CEL a MOLD (Bourajjaj a kol. 2003).

Methylglyoxalem indukovand  posSkozeni  vznikaji  pfedhictvim
modifikovanych proteifi. nékteré jsou cross-linky (n&pMOLD), rékteré se vazou na
AGE receptory (nap hydroimidazolony),cimz ovliviwiji burg¢né funkce (Bourajjaj
a kol. 2003). MGO reaguje 8anymi proteiny, extracelularnimi i intracelularnimag.

s krystaliny @ni ¢o¢ky, plazminogenem, albuminem a glykolytickou deloggmasou
(pozneiuje energeticky metabolizmus iiky) (Seidler a Kowalewski 2003). Dale
mohou byt modifikovany proteiny mitochondrialni merany a antioxidéni enzymy
(Bourajjaj a kol. 2003).

Vysledkem reakci MGO s proteiny tte byt ovliviéni biochemickych
a fyziologickych funkci bugné membrany, ATP-asy, ¢kterych glykolytickych
enzymi, inhibice proteinové syntézy a kigného fistu (Cook a kol. 1998).

2.3 AGE inhibitory

Latky, které ovliwuji patologické psobeni produki pokraiilé glykace, mohou

Gcinkovat mznymi mechanizmy a naiznych arovnich tvorby a gsobeni AGEs:
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vychytavanim reaktivnich dikarboriyh volnych radikal, chelataci fechodnych kof,
rozpojovanim AGE cross-linik blokovanim AGE receptoru (RAGE), blokadou
signalni cesty RAGE, sniZzenim hyperglykémie, intiildildosareduktasy, atd.é¥dina
latek, které mohou ovlivnit patologickéigpbeni AGEs, &inkuje vice mechanizmy
(Peyroux a Sternberg 2006, Janebova a kol. 1999).

V souwasné dobjsou v centru zajmuipdevsim latky s antioxidaim &inkem.
Latka, které ma fungovat jako fyziologicky antioaid, musi sgilovat ugité podminky.
Musi mit schopnost reagovat s biologickyleZitymi oxidanty a radikaly, reakci
modifikovany antioxidant musi byt m&mebezpény nez fivodni latka a musi byt
piitomen v dostat®iém mnozstvi alespiov rekterych kompartmentech, aby zajistil
kvantitativni piibéh reakce (Becker 1993).

2.3.1 Aminoguanidin

synonyma: Pimagedin, Guanylhydrazin

NH

H2N—|C|:—NH— NH,
Obr. 8.: Aminoguanidin

Aminoguanidin (AMG) (obr. 8) je studovan jako jedpa slodenin vhodnych
pro |&bu diabetickych komplikaci. M& antioxigfd &inky a je schopen inhibovat
pokrctilou glykaci, ¢imZz redukuje tvorbu AGE. Experimentalnichh@ pomoci
aminoguanidinu fisobi preventivé proti diabetickym komplikacim nebo zlepSuje
jejich pribéh. Na tk&ové udrovni snizuje AMG diabetem indukované tloustnu
glomerularni a retinalni bazalni membrany, zlepdyjehlost vedeni motoneurony,
snizuje ztratu retindlnich perigyt ovliviuje tvorbu katarakty a vznik vaskularnich
a kolagenovych zgm. M4 pozitivni @inky i u komplikaci experimentalniho starnuti,
glomerulosklerozy a kardiovaskularnich onentwdin zahrnujici tuhnuti arterii,
aterogenezi a hypertrofii srdce.ulfe téz zlepSit cerebralni poSkozeniisgbené
experimentalni okluzi arterii jako modelu iktu (SeMonnier 2001, Chen a kol. 2003).
Inhibuje také peroxidaci lipidin vivo (pti koncentraci od UM do 1 mM o 10-80%),
peroxidaci LDL a jejich néasledné vychytavani makgyf (v euglykemickénin vitro
systému) a tvorbu malonaldehydu v erytrocytech lwkanych s peroxidem vodiku.
Snizuje rozvoj aterosklerotickych plak (beze zminy plazmatickych hladin
cholesterolu) a exkreci albuminu do &nfYu a Zuo 1997, Jakus a kol. 1999).
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2.3.1.1 Mechanizmus U ¢inku aminoguanidinu

Bylo navrzeno mnoho modgl vyswtlujicich mechanizmus a #pob &inku
aminoguanidinu. Nejpra¥godobrijSi z nich vychazi z nukleofilni povahy
aminoguanidinu, kterd mu umiifje reagovat s 1,2-dikarbonylovymi skupinami vysoce
reaktivnicha-oxoaldehyd: glyoxalem, methylglyoxalendi 3-deoxyglukozonem (Sell
a Monnier 2001). Vznikaji jejich addukty, 1,2,4atziny, které jsou relativnnetoxické
(Reddy a Beyaz 2006).

Predpokladaji se i dalSi mechanizmy¢inku. MiZze také inhibovat
indukovatelnou NO syntasu, ktera tvoxid dusnaty jako odp@d na oxid&ni stres pi
ochrar pied cizorodymi latkami. Potta tim inhhibiéni efekt NO naizné enzymy,
které pomahaji vyrovnat se s oxidém stresem, ndp superoxiddismutasu (SOD),
katalasu (CAT), aldézareduktasu, glutathionperadidéGPx) a glutathionreduktasu
(GR). Aktivitu chto enzyni ovliviiuje AMG také sniZzenim jejich glykace (Akpinar
a kol. 2007, Stoppa a kol. 2006). Inhibuje takésereibilné semikarbazid-senzitivni
aminoxidasu (SSAO), kter4 katalyzuje vznik cytotbgich latek, formaldehydu
a methylglyoxalu (Yu a Zuo 1997).

Mezi dalSi Zadoucidinky aminoguanidinu vedouci ke sniZzeni oxigido stresu
pafti vychytavani peroxynitritu (ONOQ chelatace iofit prechodnych ko a inhibice
lipidové peroxidace. Kombinaci vSechchto &inka dochazi k potkeni glykace
a tvorby AGEs (Reddy a Beyaz 2006).

2.3.1.2 Negativni U ¢inky AMG

Krom¢ pozitivnich @&inkd aminoguanidinu na glykaci byly ve studiich zjist
i nékteré jeho negativni vlivy na organizmus. Zaznamanhylain vitro prooxidani
aktivita (obr. 9). Mechanizmus sfiga v hydrolyze AMG na semikarbazid a hydrazin.
Pfi nasledné oxidaci hydrazinu dochazi fitgmnosti gechodnych ko k tvorks
reaktivnich forem kysliku (peroxidu vodiku). Tyteaktivni formy kysliku, které
mohou zgisobovat oxidéni stres, mohou fragmentovat proteiny a také dexyatd

adukty proteif a glukozy.
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NH

normalni obrat proteind HaN—C— NH—NH, + H,0

aminoguanidin
prislusna proteasa
PROTEIN » o i
fragmenty proteinu H
A
dikarbonyly H,N—C—NH—NH, + NHj
oxidanty (=OH ) semikarbazid
cu’ ¢
/’ u HN— NH, + CO,
hydrazin
+ glukdza 4 c o4
+
Cu2+ o4 . Cu
Cu Cu radikal hydrazinu
+0,
Y H20; 0, + H' + hydrazinové oxidaéni
Gly-PROTEIN produkty

(pozdni a ¢asné produkty)
lrezistentni proteasa

akumulace — KOMPLIKACE

Obr. 9.: Prooxidéni aktivita aminoguanidin(Skamarauskaa kol. 1996)

Vysoké hladiny AMG také blokuji enzym katalasu (G@u Wolff 1993).
Koncentrace AMG, kterd je nutna k inhibici katal@syitro, je ale mnohem vysSi, nez
se @ekava pi davkovaniin vivo. Inhibice katalasy aminoguanidinem je prgyadobré
zavisla nacase a na stupni produkce endogennih@:Hobratu katalasy a tkévych
hladinach AMG (Ou a Wolff 1993).

2.3.1.3 AMG v Klinickych studiich

AMG, pod firemnim ndzvem Pimagedine, byl od roki®3$odroben firmou
Alteon klinickym studiim u diabetickych paciént/étSinou byla pouzivana chloridova
sil AMG, nikoliv snaze dostupny bikarbonéat (temize byt mén biokompatibilni).
Jako @&inna se ukazala davka 150-300 mg za den, uZivagitesn. Diabetici by ale
mohli uzivat i 300-600 mg deanpiipadre i vice. Poléas AMG je jen pl hodiny,
takze je efektivgySi tuto davku rozélit do nekolika menSich davek ¢hem dne
(Friedman 2002, www.micromedex.com). £atku AMG vypadal jako mélo toxicka

latka. Jako Iék ale nebyl nakonec uveden na tili khezadoucim vedlejSiméinkam
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pii 1ll. fazi klinickych studii. Nekteré z vedlejSich dnki mohou byt spojeny
s vychytdnim pyridoxalu vedouci k nedostatku vitamiBs, esencialnich Zivin
a k porucham enzyiirzavislych na pyridoxal-5"-fostatu.

Ve snaze fedejit tmto nezadoucimdinkam, kdy dochazi ke vzniku addukt
Schiffovych bazi mezi AMG a pyridoxalfosfatem, Kteje doprovazeny snizenim
mnozstvi pyridoxal-fosfatu v jatrech, byla nasyiz@tana Schiffova baze - sléenina
vznikla spojenim AMG a pyridoxal fosfatu a sledosal &inekin vitro. Uk&zalo se, Ze
tento addukt je lepSi nez samotny AMG, nejenom Hengfedchazi deficitu vit. B ale
ma lepSi dinky v ovlivnéni diabetické nefropatie, protoZe inhibuje jak @lgk tak
I oxidaci (Taguchi a kol. 1999, Okada a Ayabe 1995)

V klinickych studiich byla zkouméani@ada @&inkad AMG na organizmus. Krot
vySe zmignych &inka bylo zjiS€no, Ze zlepSuje hojeni poram a obnovuje expresi
rastoveho faktoru TGIBL (Yavuz a kol. 2005). Ukazal se i pozitivnéinek na
lipoproteiny. Ri podavani diabetickym paciémh sniZzoval cirkulujici hladinu LDL
0 28%. Produkty pozdni glykace, jejichz tvorbu apgimanidin sniZuje, totiz poskozuji
LDL-receptorem zprogtdkovanou clearence, coz vede ke zvySeni LDL hjadin
(Bucala a kol. 1994).

2.3.2 Kyselina moc€ova

o)
H
HN N:
)\ | 7
P
o) N N
H

Obr. 10.: Kyselina minva

Kyselina m@ova (KM, obr. 10) je &lovéka koncovym produktem katabolizmu
purinovych bazi adeninu a guaninu (Glantzounis A R005). Hlavnimi produkty
purinového metabolizmu u sav¢krome primati) je ale allantoin, vznikajici oxidaci
kyseliny m@ové. Tato reakce je zprostlkovana urikasou (uratova oxidasa) i{@itova
a kol. 2004). U jinych Zivéichi maZe reakce pokeavat nasledovwh allantoin -

kyselina allantoova (kostnaté ryby) kyselina glyoxalova a ntovina (obojzivelnici,
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chrupavité ryby) - NH; (masti bezobratli) (Voet, Voetova, Biochemie 1995).
VSechny tyto produkty jsou ve védeépe rozpustné, nez kyselina ¢ogé (Glantzounis

a kol. 2005). Bhem evoldniho vyvojecloveka doslo ke ztrétaktivity urikasy, proto je

u clovéka poslednimélankem metabolizmu punin kyselina mdéova. Gen, ktery
zodpovida za expresi uratoxidasy je sice stél®mpen, ale je neaktivni (Becker 1993,
Davies a kol. 1986). Wlovéka navic doSlo k vyvinuti efektivniho ledvinnéhcstmu
reabsorpce uratu, takze jeho hladina v pkazen asi 10 krat vySSi oproti sawo

s aktivni urikasou (Davies a kol. 1986). 8asna ztrata aktivity askorbat syntasy
evolwnim vyvojem ¢lovéka ukazuje, Ze kyselina rova by pravépodobré mohla
nahrazovat antioxidai aktivitu kyseliny askorboveé (Becker 1993, Dawekol. 1986).
Podle jedné z teorii mohla ztrata ureasové aktigityasledné zvySeni plazmaticke
koncentrace kyseliny ndové u jednoho ziedki ¢lovéka vést ke kvantitativnimu

vzestupu jeho intelektualni kapacity a tak odsteatd vyvoj¢lovéka (Orowan 1955).

2.3.2.1 Vznik a metabolizmus kyseliny mo ¢ové

Pfi katabolizmu purid vznikaji meziprodukty, jako adenosin, inosin nebo
hypoxantin. Ty mohou byt recyklovany a znovu pop#tsyntéze purith Nasledné
produkty, xantin a kyselinu niovou, ale neni mozné &ppouZzit. Ztraty purin,
vzniklé greménou na tyto latky, musi byt nahrazeny de novo sgué€i zachrannymi
reakcemi jinych vhodnych sléenin.

Enzym zodpowdny za vznik kyseliny m@mvé je xantinoxidoreduktasa, ktera
pievadi hypoxantin na xantin a dale na kyselingonou. Je to dimerni protein, v jehoz
kazdé podjednotce je ¢kolik systént prenaSejicich elektrony. Enzym
xantinoxidoreduktasa existuje ve dvou formach, tixalehydrogenasa (XDH)
a xantinoxidasa (XO). Za fyziologickych podminek gazym pedevSim ve formh
dehydrogenasy (nejvysSi mnozstvi je v jatrech faveth). XDH ma vyssSi afinitu
k oxidovanému nikotinamidadenindinukleotidu (NAD(oproti kysliku), ktery fi
reakci funguje jako elektronovy akceptor. Xantirdasga ale vyuziva misto NARyslik
za vzniku superoxidoveého aniontu (0 Z néj mohou vznikat dalSi reaktivni formy
kysliku (peroxid vodiku, hydroxylovy radikal) (Gleounis a kol. 2005, Voet, Voetova
1995).

Hlavnim mistem produkce kyseliny duvé je cévni s$ha, protoze
xantinoxidoreduktasa jefipomna hlavi v endotelu cév. Odtud je uwavana do
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luminalnich a abluminalnich plazmatickych kompamtheProtoze mze byt gfenaSena
pies bugcnou membranu (i kdyZ relatignpomalu), dinkuje prav@podobré jako
scavenger i u butk, které ji samy neprodukuji (Becker 1993).

Urcita ¢ast KM a uratu je v ledvinach filtrovana a sekrétoe do méi. VétSina
(asi 90%) je ale zpin¢ reabsorbovana a vraci sezgo krve (Becker 1993).

Zvysena hladina KM v plazénmitze mit rgkolik pricin. Vyzname je ovlivréna
piijmem potravy bohaté na purinové latky. Po po&tuj puriny obsazené v potiav
v gastrointestinalnim traktu katabolizovany mukdzaitinoxidoreduktasou na kyselinu
mocovou. AZ tento produkt pak vstupuje do krevnih@hab (Becker 1993). ZvySeni
hladiny uratu v plazéh maze byt zgsobeno i nadérnym pozivanim alkoholu,
zvySenym obratem bgk a burénou smrti vlivem neoplastickych oneméon i
cytotoxickych latek. Vliv m& i postiZeni ledvinnydtinkci se snizenim clearance KM.
Ztidka je zmsobeno genetickymi vadami purinového metabolizmuag3ullo a Puig
2007).

Kyselina m@ova také vznikd po reperfizi ischemickych oblalstly se ATP
rozklada na hypoxantin a déle na kyselinowwu. Za &chto podminek je ale enzym
predevsim ve for xantinoxidasy. Vznik kyseliny ndové je pak doprovéazen tvorbou
superoxidovych anioff které potencuji tvorbu jinych radik&lFritomnost XO formy

je také zfisobena hypoxii, cytokiny a glukokortikoidy (Glantzis a kol. 2005).

2.3.2.2 Reakce KM s oxida énimi cinidly

Pri fyziologickém pH je 99% KM ve forg@hmonovalentniho uratového aniontu,
coz ukazuje, Ze pro fioch reakce je dlezity prav urat (Naidoo a Lux 1998).

Pokud kyselina mimva reaguje f neutralnim pH se silnymi oxidaimi
¢inidly, nap. peroxyl (RQ), hydroxyl (OH) nebo peroxynitritovymi (ONO®D
radikaly, vznika radikdl uratového aniontu. Doch&ziprenosu jednoho elektronu.
Uratovy radikal je relativé stabilni a nereaguje s kyslikem, protoZze nespasova
elektron je delokalizovan na heterocyklicky kruhal& je ale potencialnim oxidantem
(Becker 1993). Je schopen inaktivovat nejg;nédva enzymy, a;-proteinasu
a alkoholdehydrogenasu. Inaktivaai-proteinasy Ize fedejit sodasré pritomnym
askorbatem, ktery zabranitipadnému Skodlivému dgobeni uratového radikalu
(Glantzounis a kol. 2005). To ke byt divod, pr& KM neni nikdy jen jedinym
piitomnym antioxidantem v mistsvého fisobeni. Reakci s askorbatem dochazi
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k regeneraci uratu a produkci ndeskodlivého askorbylového radikalu, coz zatove
snizuje mnoZzstvi vznikajiciho allantoinu. Tentoaxwli kolokEh je nazn&en néasledujici
rovnici (Becker 1993):

‘OH + U -> OH + "U (oxidace uratu)

‘U + Asc -> U + "Asc (oxidace askorbatu)

Kyselina m@ova mize byt oxidovana i dvouelektronovynigmosem. Touto
reakci vznika allantoin a zénoxidaci dalSi produkty - kyselina allantoovéa/atlzat,
kyselina glyoxylova/glyoxalat, ndovina, kyselina oxalovd/oxalat (obr. 11) (Becker
1993). Léatka, ktera fize usngrnit reakci ve prosfrh dvouelektronovéhoienosu je
kyselina chlorna (HCIO).In vivo vznika aktivovanymi monocyty a polymorfo-
nuklearnimi neutrofily (PMNs) a ma vysoky oxtaé potencial. Vede snadno k chloraci
aminoskupin za vzniku chloraniina oxidaci thiolovych a thioetherovych skupin.
Reakce kyseliny mmvé s HCIO probiha hla¥rpti fyziologickém pH, kdy je kyselina
chlorna pevazie ve fornt chlornanu a kyselina miova ve forng uratu. Vin vitro
systému, kde HCIO/ClOvznika z HO, a CI v pritomnosti myeloperoxidasy, je jeden
mol uratu oxidovan 3 moly chlornanufB,. U ostatnich fyziologickych antioxidanje
tento pordr obvykle 1:1¢i 1:2. V pongru 1:3 u uratu dochazi tedy kijonu celkem 6-ti
elektroni (za gedpokladu, Ze reakce prdine az do stadia oxalatu), ma tedy oproti

ostatnim antioxidafim vysokou antioxidéni aktivitu (Becker 1993).

purinové baze typu adeninu a guaninu

l

hypoxantin, xantin

'

O

H
0 NH—C—NH,

H
HN N NH, N /
)\ | >=o —>)\ >:o +C0, —— COOH—HC{_
0~ N N o >nH N NH_ﬁ_NHZ
H H H

kyselina mocova allantoin kyselina alantoova

HOOC—COOH -=—— HOOC— CHO

kyselina oxalova kyselina glyoxalova

H2N_C_NH2

+ mocovina

Obr. 11.: Oxidace kyseliny niové (Becker 1993)
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Kyselina m@ova nize inhibovat oxidéni reakce i bez toho, aby byla sama
oxidovana. Timto zjsobem zabrguje oxidaci kyseliny askorbové. Tentd@inek se
vyswtluje schopnosti vytu@t stabilni komplexy KM s ionty ipchodnych kot
ProtoZze oxidace askorbatu je zavisla mflomnosti stopového mnoZstvi katalyticky
aktivniho Zeleza (P& pri neutrdlnim pH, jeho chelatace kyselinou doeou

znemo#uje pribéh reakce (Davies a kol. 1986).

2.3.2.3 Vyznam KM

Kyselina m@ova byla tradiné povazovana za metabolicky inertni, fyziologicky
neaktivni koncovy produkt purinového metabolizmuélovéka. KM a urat jsou oba
malo rozpustné a sfinzajmu byl proto fivodné zangten na negativnidinky vznikajici
z jejich nadprodukce a retence, klinickylegité projevy tvorby uratovych krystal
(dna, nefrolithiaza) (Becker 1993).

Pfi mezidruhovych srovnanich u sdychlavre u primafi, byla nalezena
souvislost mezi plazmatickou hladinou uratu a délkivota Ziv@iSného druhu. Délka
Zivota je dana mimo jiné starnutim kkn a onemocenimi, jako rakovina
a kardiovaskularni onemogmi. Ty ve zvySené rie vznikaji @i pritomnosti radikél
a oxid&niho stresu. Tato souvislost jen potvrzuje, Ze KM antioxid&ni inky
(Becker 1993).

Hladiny KM a urétu v plaz# jsou zn&n¢ individuélni (50-900uM, obvyklé
hladiny 200-400uM) a primérné jsou o kco vySSi u muZ nez u Zen (370 x 260).
Jejich hladina je dost vysoka oproti jinym potehdi@ neenzymovym antioxidairn
(askorbat, tokoferol, methionin, glutahion,...)pMzne predstavuji kyselina niova,
albumin a kyselina askorbova asi 85% celkové amtagni kapacity (Yaoa a kol.
1998). Samotna KM zajifije 30-65% kapacity vychytavani peroxylovych ratlika
(Naidoo a Lux 1998) a 10-15% hydroxylovych radik&lplazné (Becker 1993). Tyto
hodnoty ale nemusi bytigsné, f in vitro métfenich totiz nejsou zohledny vSechny
jevy piitomnéin viva Urat také zmituje lipidovou autooxidaxi v plazén(Becker
1993).

ProtoZe uclovéka allantoin nevznika z kyseliny rové enzymaticky, jeho
piitomnost je pouze vysledkem neenzymatické oxidagevdinymi radikaly (Naidoo
a Lux 1998). Mieni KM a allantoinu je tedy mozné vyuzivat jako kegiu oxid&niho

stresuin vivo (Zithanovéa a kol. 2004).
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2.3.2.4 Uéinky KM

Kyselina m@&ova mize hrat dlezitou roli fyziologického antioxidantu proti
oxidatnimu stresu. KM ma fpstup ke vSem extracelularnim plazmatickym
kompartmenim (neni v lipidové fazi), takze jejinky nejsou tak prostorévomezeny,
jako u jinych enzymovych scavengegiSOD, CAT a GPx) (Becker 1993, Yaoa a kol.
1998).

Pti své oxidaci vychytavd KM hydroxylovédH) a peroxylové radikaly (RO,
singletovy kyslik, oxidanty oxyhemoglobinu a oz&ylo zaznamenano, ze KM je take
inhibitorem sekundarnich radikél vznikajicich pi reakci peroxynitritu (ONOQ
s oxidem uhlitym v plazné¢ (Glantzounis a kol. 2005). Omezuje tak oxidaci
plazmatickych lipoproteiln lipida, nenasycenych mastnych kyselin (linolenova,
linoova, arachidonova), enzym nukleotidi, burek a orga a inhibuje lipidickou
peroxidaci (n vitro). Dale ma ochranny éinek na integritu membrany erytrogyt
aochrauje je tak ped rozpadem Zjsobenym peroxidaci. Zpomaluje nitrity
indukovanou oxidaci oxyhemoglobinu a oxidaci metgigbinu pomoci HO, (Davies
a kol. 1986, Becker 1993). Urat také zdinja oxida&ni inaktivaci endotelovych
enzymi, cyklooxygenasy a angiotensin konvertujiciho enzyBecker 1993).

Schopnost KM vychytadvat CIOmaze mit i jiné disledky, neZ jen ochranu
organizmu ped oxidanty. Mohla by vyst#lovat odeznivani zachvatny. Fagocytdza
uratovych krystal nejprve aktivuje polymorfonukleary s naslednoudokei oxidand.

Ty jsou vychytavany uratem, ktery se touto realagjrdduje. SniZuje se mnozstvi KM,
coZ fispiva k odezéni zachvatu (Becker 1993).

V in vitro systému byly zji&ny prooxid&ni a prozastlivé vlastnosti kyseliny

mocove. Tyto w@inky jsou pravdpodobr zpisobeny ROS, které vznikaji

katabolizmem purif za gFitomnosti XO formy enzymu (Glantzounis a kol. 2005)

2.3.3 Kyselina hydroxycitronova

Kyselina hydroxycitronova (1,2-dihydroxypropan-B:2rikarboxylova, HCA) je
hlavni kyselinou v &ie plodu tropické rostlingsarcinia cambogiaTa roste pevazre
ve stélezelenych pralesech Severozapadsti Indie a v zapadiasti Sri Lanky (Hida
a kol. 2005, Soni a kol. 2004). SusSeny a konzemgvaerikarp plodu této rostliny
obsahuje az 30% HCA (Mattes a Bormann 2000). Az 90%ho je ve forra C& /K"

soli (ta obsahuje 60% samotné HCA).urK tohoto plodu je ceéma pro své
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potravindské &ely jako kdeni, uziva se misto tamarindu a citronu, k ochu&ani
masa a miskych plodi. Extrakt plodu slouzi téZz jako népoj, gurmanské&ekdg
postprandialni karminativum a spolu se soli slduaakladani ryb (organické kyseliny
obsazené v plodu maji bakteriostaticky efekt).&fepouzivany v tradhim indickém
|&citelstvi - Ayurved (Soni a kol. 2004, Hida a kol. 2005).

HCA je téZz souasti kalicti rostliny Hibiscus subdariffa a H. rosa-sinensis
které jsou pstovany v gkterych tropickych a subtropickych statech. UsuSkwgy
jsou pouzivany jako ibiskovyaj. IbiSkova $ava je popularni napoj a slouzi i jako
bylinny 1€k (Hida a kol. 2005, Soni a kol. 20).

HCA ma dw chiralni centra v molekule a tkioctyti stereoizomery. Kazdy
Z nich mize tvait y-laktonovy kruh. V roztoku je HCA s&si nelaktonové a laktonoveé
formy. G. Cambogiaa H. subdariffa produkuji (2S,3S), respektive (2S,3R) formu
hydroxycitronové kyseliny (Hida a kol. 2005). Zbyi#¢ formy, (2R,3R) a (2R,3S)
z prirodniho materidlu nebyly izolovany (Yamada a K007). Z rostliny mZze byt

HCA isolovana bd jako volna kyselina, ve forénsoli nebo laktonu (Soni a kol. 2004).

C‘ZOOH (‘ZOOH
HO—C—H HO—C—H
|

HO—C—COOH

HOOC—C—OH

Hf(‘Z*H H*%*H
COOH , COOH
laktonova forma laktonova forma
(25,35)-HCA (2S,3S)-HCA (2S,3R)-HCA (2S,3R)-HCA

Obr. 12.: Enantiomery HCAriomné vG. CambogiaaH. subdariffa(Hida a kol. 2005)

Unikétni y-butyrlaktonova struktura a absolutni konfiguradéqonich HCA
laktoni odpovida fragmentn nékolika biologicky aktivnich molekul a tak by mohla
byt potenciald pouzita i enantioselektivni syntéze a mohla by byt katalymm
asymetrické syntézy (Yamada a kol. 2007).

2.3.3.1 Uéinky hyd roxycitronové kyseliny
Hydroxycitronova kyselina typu Garcinia (2S,3S) génym kompetitivnim
inhibitorem ATP-citrat lyasy (EC 4.1.3.8) (Hida alk2005). Tento cytosolicky enzym
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u rostlin i Zziva&gicha v pritomnosti ATP a koenzymu A (CoA) Kkatalyzuje
extramitochondrialni 8peni citrdtu za vzniku oxalacetatu, acetyl-CoA, ADP
a orthofosfatu (Hida a kol. 2005). Jeho laktonowdnfa je méa Gcinnym inhibitorem,
ostatni 3 formy stereoisomeru rispbi na tento enzym inhiri¢ vibec (Yamada a kol.
2007). Protoze acetyl-CoA je nezbytnym stavebnirme@em pro tuk, cholesterol
a triglyceridy, vysledny pokles mnozstvi acetyl-Cggotlatuje syntézu mastnych
kyselin de novo a lipogenesi (Downs a kol. 2005aH kol. 2005). Organicky uhlik je
tak utilizovan syntézou glykogenu. (Mattes a Borm&®00). Na z\ecich studiich
bylo prokazéno, Ze (2S,3S) forma vede k niZSifipmp potravy a naslednke ztra¢
vahy (Hida a kol. 2005).

Anorekticky efekt HCA je vysitlovan jes¢ druhym moznym mechanizmem.
SniZzené hladiny acetyl-CoA a malonyl-CoA, vyvolamibici ATP-citrat lyasy,
potlatuji negativni zptnou vazbu karnitin acyltransferasy. To zvySi tpors lipida do
mitochondrii, kde dochazi k neefektivni oxidaciyskedkem tvorby ketonickych latek.
Ty Udajré potlatuji chu’ k jidlu (nekteré ketonické latky alefppozorovani tyto éinky
nentgly) (Mattes a Bormann 2000).

IbiSkova forma HCA (2S,3R) inhibuje pankreatickatamylasu (nahodn
hydrolyzuje a(1-4) glykosidické vazby Skrobu na jednoduSSi &bminy)
aa-glukosidasu tenkéhofistva (z oligosacharidodbourava po jedné glukoze), takze
v modelovém systému sniZuje traveni sactiafitida a kol. 2005). Podavani inhibitor
téchto enzyni vede k inhibici vzestupu krevnich hladin cukrunaulinu. Akarbéza,
jiny inhibitor a-amylasy, ktery se pouZivéiiplécbé diabetu, musi byt pouZzivan
s opatrnosti, kidi nezadoucim &inkum. Firodni ibiSkovy inhibitor by tak mohl byt

bezpeéngjSi nahradou této latkyrplécheé diabetu a obezity (Yamada a kol. 2007).

2.3.3.2 HCA v klinickych studiich

Byla provedena jiztada klinickych studii, zabyvajicich setinky HCA.
Vysledky hodnoceni dinki HCA na lipogenezi uclovéka se casto liSily kvali
rozdilnym experimentalnim podminkam, mimo jin&lkyouZiti riznych soli kyseliny
hydroxycitronové (N§ C&*, K*, Mg?*, C&'/K* a M¢f'/K"). Aby byla HCA &inna,
musi se po peroralnim podaniiestavat. Rozpustnosichto soli HCA je ale rozdilna,

pohybuje se v rozmezi 50-100%.
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Pfi redulkénich dietach byla neégsgji pouzivana vapenatails Ta ma ale
ponerné nizkou rozpustnost (< 50%) a tim také nizSi bimlkgu dostupnost. Proto
byla pouzita nova forma - vapenato-draselidd+CA, tzv. Super Citrimax (HCA-SX),
kterd je na rozdil od samotné vapenaté solifglalmzpustna ve vaéda tim také
biologicky lépe dostupna. Kramtoho gitomnost vapniku a draslikufigppiva k
terapeutickym &inkam HCA. Dostaténé mnozstvi HCA-SX (4500 mg/2x defne
dobrym zdrojem vapniku (495 mg) a drasliku (720 .M¢penaté ionty secastni
regulace hmotnosti zvySovanim lipidového metabalizen zvySenim termogeneze,
zvySuje také kostni denzitu. Draslik zase snizyjpehtenzi, zvySuje svalovou silu
a reguluje arytmie. Vapnik i draslik hraji roli pufpi homeostazi. HCA-SX také
zvySuje dostupnost serotoninu, coZz se ukazuje jgden z pravépodobnych
mechanizmd anorektického &inku. Stimulace serotoninergnich receptosnizuje
prijimani potravy a asi i zvySuje pocit sytosti. DéléZuje chd k jidlu, zvySuje oxidaci
tuku, zlepSuje hladiny krevnich lipig sniZzuje &esnou vahu. Snizuje abdominalni
expresi leptinu, upreguluje mnozstvi gesouvisejicich se serotoninovymi receptory
a signalizaci cestou neuropefiticoz vSe potkéuje chua k jidlu. Moduluje také expresi
fady gefii souvisejicich s obezitou (Downs a kol. 2005).

Ziskat ¢istou formu HCA z rostlinnych zdrbjje obtizné, protoze jenckteré
rostlinné druhy produkuji tuto kyselinu. Jeji tvare navic limitovana tstem
v tropickém a subtropickém podnebi a produkiieogni HCA je tak omezena jen na
tyto oblasti. Ziskat tuto latku chemickou syntézeutaké obtizné, stereoselektivni
organicka syntéza je ztizenaitpmnosti dvou asymetrickych uhlik Proto je snaha
nalézat ekonomicky vyhodné zdroje produkce opti¢isté formy. Byly izolovany
mikroorganizmy $treptomyces sp. U124 Bacillus megaterium G45Cu kterych se
ukézalo, Ze dok&zi produkovat ibisSkovou formu H@&,3R) (Hida a kol. 2005).

HCA je kwvili svym &inkim povazovana za bezpe/ potravni doplék, ktery je
mozno pouZzit jako dopkovou l&bu diabetu mellitu (Hida a kol. 2005). Protoze HCA
nevstupuje do mozku, nevyvolava v CNS vedlejSi dedai &inky, které by mohly
limitovat pouziti (Mattes a Bormann 2000).
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2.4 Aspatataminotransferasa

Obr. 13.: Trojrozrérna struktura ASThttp://www.expasy.ch/prosite/PDOC00098)

Molekula aspartataminotransferasy (EC 2.6.1.1) ld&éda ze dvou stejnych
podjednotek, vzajeminnekovalents vazanych. Satésti je jedna molekula koenzymu
pyridoxal-5"-fosfatu vazana ke kazdé podjednotayen (BouSova a kol. 2005b).

Tento enzym, transferasa, katalyzujgerms a-aminoskupiny z aspartatu na
a-uhlik 2-ketoglutaratu za vzniku glutaméatu a oxetatu klasickou ping-pongovou
reakci (obr. 14).

Kofaktorem této reakce je pyridoxal-5"-fosfat (Jamss 1998, John 1995).
Enzym je @i transamin&nich reakcich fitomen ve dvou forméach, pyridoxalovée
(pyridoxal-5"-fosfat) a pyridoxaminové (pyridoxarii-fosfat) (Schlegel a kol. 1977).
Tento kofaktor ma dvzakladni chemické vlastnosti. ProtoZze m& aldehgdmskupinu,

reaguje s aminoskupinami substratu za vznikuinairma schopnost odnimat elektrony
ze substratu (John 1995).

COo0 COoO
CO0 | COO |
L e i
| 2 . T CH, | ? + CH,
CH— NH, | C=—0 | .
| C=0 | CH—NH;
COoO0 | COO |
COoO COoO

Obr. 14.: Reakce katalyzovana AST
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Pyridoxal-5"-fosfat je aldehydickou skupinou kovdl@ vazan k lysinovému
zbytku aktivniho mista enzymu (Lys 258) za vznikehiSovy baze, tzv. vninhiho
aldiminu (Schneider a kol. 2000). Fosfatova skuginanzymu je zarowevazana na
proteinovou matrix (obr. 15). Po vzniku pyridoxariinfosfatu je to pak hlavni misto

piichyceni koenzymu k enzymu (Jansonius 1998).

Obr. 15.: Vazebna mista pyridoxal-5"-fosfatu k ASdhn 1995)

Nukleofilnim atakem aminoskupiny substratu (aspayténa tento vnini
aldimin, je aminoskupina enzymu uvéia nahradou za aminoskupinu aspartatu.
Vzniké& ot Schiffova baze, tentokrat tzv. &a&i aldimin. Mezikrokem této z&my je
vznik diaminu, kdy je ke koenzymu véazana jak amkopsna lysinu, tak i substratu.
Nasled dochézi k aldimin-ketiminové tautomerizaci za ¥anichinoidni struktury
(John 1995). To je usnagimo elektrofilnimi vlastnostmi pyridoxal-5"-fosfatdasleduje
odSEpeni oxokyseliny fislusné aminokyseliny. Aminoskupindistavd navazana na
koenzymu a reaguje pakosoxoglutarovou kyselinou za vzniku glutaméatu (Sdatiee
a kol. 2000).

Existuji dva isoenzymy AST, cytosolicky a mitochoathi. Oké formy AST
jsou syntetizovany v cytosolu. Mitochondrialni A& miZze na rozdil od cytosolické
prochazet selektivhpropustnou mitochondrialni membranou (mitochondriAST je
totiz o reco mér polarni nez cytosolickd). Tyto dva enzymy se b&emickymi
a fyzikalnimi vlastnostmi a dglovéka jsou kédovany geny nazanych chromozomech.
Enzymy maji pouze ze 47% homologni primarni stnuk{@akra a kol. 1980).

AST propojuje metabolizmus sachadrid proteirii. Oba izoenzymy jsou séasti

malat-aspartatového kyvadla, které jéledité pro penos redukujicich ekvivalant
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z cytosolické NADH na NAD vnittni mitochondrialni membrany. Zde jsou pouzity
k syntéze energie ve fodWTP (DrSata a kol. 2002, Vessal a Taher 1995).

Glykace niize ovlivnit cytosolickou AST, coZz @e zmsobit vznik Gznych
variant tohoto enzymu (Okada a kol. 1994). Cilepkate tohoto enzymu jsou lysinové
zbytky. Vznikaji AGEs, naip CEL a lysinové cross-linky podjednotek enzymuidiae
a Kowalewski 2003)Cytosolicka AST je glykovanagkolika glykasnimi cinidly, nag.
methylglyoxalem, glyceraldehyd-3-fosfatem a dalSimieziprodukty glykolyzy
(tribzami), dale také pentdézami a akroleinem (pkbaaretlivé reakce). Téz argininové
zbytky mohou reagovat s methylglyoxalem za vzniktetocyklickych struktur (nd&p
pyrimidind). Modifikace tohoto enzymu &ni jeji flexibilitu a snizuje jeji aktivitu
v zavislosti na koncentraci a sile glgkého cinidla (Seidler a Kowalewski 2003,
Seidler a Seibel 2000, Bousova a kol. 2005b).

AST je vhodnym modelem glykace vitro, protoze ma 15-20 lysinovych
zbytka (dle zvieciho druhu), které se mohotastnit glykace (BouSova a kol. 2005b).
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3. CiL PRACE

1)

2)

3)

4)

5)

Zjisteni viivu kyseliny m@ove, aminoguanidinu a kyseliny hydroxycitronové na

aktivitu AST a jeji glykaci methylglyoxalem.

Prowieni stability kyseliny méové a aminoguanidinu v finéhu inkubace.

Zjistéeni  moznych interakci kyseliny mové a aminoguanidinu

s methylglyoxalem pomoci absérpch UV-VIS spekter.

Sledovéani interakci kyseliny miové a aminoguanidinu s molekulou AST
pomoci absornich spektrer.

Sledovani vlivu kyseliny mimvé a aminoguanidinu na vznik glykdch

produkti pomoci absormich spekter.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.2 Pouzity material

Aspartataminotransferasa Roche Diagnostics GmbHn&wy
Methylglyoxal (MGO) 40% roztok Sigma-Aldrich, Germa
Hydrogenfosforénan disodny dodekahydrat p.a. Penta Chrudim
Dihydrogenfosforgnan sodny dihydrat p.a. Lachema Neratovice

Azid sodny p.a. Lachema Neratovice
Aminoguanidin Sigma-Aldrich

Kyselina m@ova Lachema N.P.Brno

Kyselina hydroxycitronova Bio Chemika

Ultragista voda Katedra biochemickychkd/

4.3 Pouzita za Fizeni

Ultrasonic cleaner

Chlazena centrifuga Biofuge Stratos Heraeus
Digitalni vahy Sartorius CP 225D

pH metr inoLab pH Level 2

Spektrofotometr Heos 3

Inkubator Memmert
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4.4 Metodika

4.4.1 Pfiprava reagencii

4.4.1.1 Priprava pufru

Pro n&feni jsem pouzivala 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7@L85% azidu sodného
(antimikrobialni latka). Tento pufr jsemipravila smisenim 190 ml 0,2 M vodného
roztoku NaHPO,.2H,0, 810 ml vodného roztoku hdP0,.12H,0 a 1000 ml ultréisté
vody. Pak jsemifdala 1 g azidu sodnéhdimz vznikl jeho 0,05% roztok. Vznikly pufr
jsem dokonale promichala a poté jsem provedla &hnfoH na pH metru. iffpadré
jsem pH upravila na hodnotu 7,4iganim vodného roztoku NaHQ0,.2H,O di
NaHPO,.12H,0.

4.4.1.2 Pfiprava enzymu

Aspartataminotransferasu (10 mg) jsem centrifugodl min pi 8°C pri 5000
ota&’kdch za minutu. Supernatant jsem odpipetovala atpelve které se nachazel
enzym, jsem fenesla do 10 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,dn Tsem ziskala
zasobni roztok AST o koncentraci 1 mg/ml. Z tohpésobniho roztoku jsem si dale
piipravovala 20 ml roztoku AST o koncentraci 0,01 mig/ktery jsem pak pouZzivala
pro mefeni. Pouzivala jsem také zasobni roztok o koncan@®® mg/ml, ktery jsem

piipravila p'enesenim pelety do 11,111 ml 0,1 M fosfatovéhowpafpH 7,4.

4.4.1.3 Priprava roztok & aminoguanidinu, kyseliny mo c¢ové a kyseliny
hydroxycitronovée

Roztoky gislusnych koncentraci jsem ziskala rozpofh presné navazky latky

v odpovidajicim mnozstvi 0,1 M fosfatového pufrptd 7,4.

4.4.1.4 Priprava ro ztoku methylglyoxalu

Pro n&teni jsem pdtbovala 1 mM a 0,5 M roztok methylglyoxalu, ktesém si
pripravila €sné pred nEfenim ndednim 40% roztoku methylglyoxalu 0,1 M
fosfatovym pufrem o pH 7,4.
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4.4.1.5 Priprava roztok & aminoguanidinu, kyseliny mo c¢ové a kyseliny

hydroxycitronové s methylglyoxalem

Roztoky antioxidarit piisluSnych koncentraci jsem ziskala rozgnoigh presné navazky
latky v odpovidajicim mnoZstvi 0,1 M fosfatovehdrpw pH 7,4. Bsné pred neienim
jsem gfidala tolik 40% roztoku methylglyoxalu, aby vznjgho 1 mM roztok.

4.4.2 Priprava inkubacnich smési

4.4.2.1 Sledovani U ¢inku antioxidant & na aktivitu AST a jeji glykaci

methylglyoxalem

Testovanymi antioxidanty byly kyselina gava (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM
al,2 mM), kyselina hydroxycitronova (0,25 mM, OBM, 1 mM a 2,5 mM)
a aminoguanidin (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mBIjxsi s AST (0,005 mg/ml),
MGO (0,5 mM) a antioxidanty (AOX) byly fijpraveny podle nize uvedené tabulky,
piicemzZ koncentrace zasobniho roztoku antioxidantuipghg@ k gipraw inkubanich
smesi byla dvojnasobna vzhledem k vysledné koncentRaidobu réfeni byly snisi
inkubovany pi 37°C. Red vlastnim réfenim aktivity se sisi jeSt dale n#edily na
koncentraci vhodnou ke stanoveni, vizéiemi katalytické aktivity pomoci kinetické
UV metody.

Objem Objem | Objem |Objem AOX| Objem | Celkovy
Zkumavka enzymu AOX MGO + MGO pufru objem
0,01mg/ml () 1mM 1mM (uh) (uh)
(1) () (1)
AST 750 0 0 0 750 1500
AST + MGO 750 0 750 0 0 1500
AST + AOX 750 750 0 0 0 1500
AST + AOX + MGO 750 0 0 750 0 1500
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4.4.2.2 Sledovani stability kyseliny mo ¢ové a aminoguanidinu

K méteni jsem pouzil&tyii koncentrace kyseliny ndové (0,4 mM, 0,6 mM,
0,8 mM a 1,2 mM) &tyti koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, M m
a 100 mM), které jsem fipravila rozpusinim potebného mnoZstvi antioxidantu

v pufru. BBhem tydenniho experimentu jsem vzorky inkubova&p°C.

4.4.2.3 Sledovani

s methylglyoxalem

interakce kyseliny mo <é&ové a aminoguanidinu

K méfeni jsem pouzilatyii koncentrace kyseliny ngové (0,4 mM, 0,6 mM,
0,8 mM a 1,2 mM) &tyii koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, M m
a 100 mM) s MGO (0,5 mM). Vzorky jsentipravila rozpustnim potebného mnozstvi
antioxidantu v pufru, do kterych jsenfigala 1,5ul 0,5 M MGO. Bhem tydenniho

experimentu jsem vzorky inkubovalé B7°C.

4.4.2.4 Sledovani vlivu kyseliny mo ¢ové a aminoguanidinu
UV-VIS absorp ¢niho spektra AST

na profil

K meéfeni jsem pouzilatyti koncentrace kyseliny ntové (0,4 mM, 0,6 mM,
0,8 mM a 1,2 mM) &tyii koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, M m
a 100 mM), AST (0,45 mg/ml) a MGO (0,5 mM)iiravu jednotlivych vzork jsem
provedla podle néasledujici tabulky, figgmz koncentrace zasobniho roztoku
antioxidantu (AOX) pouzitého k ffpraw inkubanich sn&si byla dvojndsobna
vzhledem k pozZzadované. Po kazdéfidavku jsem sis dikladns promichala. Bhem

tydenniho experimentu jsem vzorky inkubovaia3y°C.

Objem Objem Objem Objem Celkovy

Zkumavka enzymu AOX MGO pufru objem

0,9 mg/ml (u) 05M (u) (M)
(k1) (k1)

AST 750 0 0 750 1500
AST + MGO 750 0 1,5 750 1501,5
MGO 0 0 1,5 1500 1501,5
AST + AOX + MGO 750 750 1,5 0 1501,5

AOX 0 750 0 750 1500
MGO + AOX 0 750 15 750 1501,5

AST + AOX 750 750 0 0 1500
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4.4.3 Méfeni katalytické aktivity AST pomoci kinetické UV metody

Enzym AST katalyzuje reverzibilnit@nos aminoskupiny z L-aspartatu na
2-oxoglutarat za vzniku oxalacetatu a L-glutamatanikajici oxalacetat je dhem
stanoveni redukovan malatdehydrogenasou (MDH) nmaalat. Ri této reakci se
spotebovava NADH za vzniku NAD Principem metody je fotometrické stanoveni
Ubytku NADH, které je arrné katalytické koncentraci AST.

L-aspartat + 2-oxoglutarét¢> oxalacetat + L-glutamat

. + MDH . +
oxalacetat + NADH+H <——"="—> L|-malat + NAD
Vlastni stanoveni probih&tipteplog 37°C a vSechndinidla musi byt ped

stanovenim na tuto teplotu vytemperovana. Jedidatinidla jsem do inkubé&ni snesi

piidavala v peadi dle nasledujici tabulky:

Odméfit v ml Vzorek
Pracovni roztok 1,00
Sérum 0,10

Promicha se, inkubuje se 10 minut pfi 37<C a p fida se

Cinidlo 2 0,10

Promicha se, inkubuje se 2 minuty pfi 37C a m éfi se absorbance v 1 minu-
tovych intervalech po dobu nejméné 3 minut. Vypocte se primérna zmeéna

absorbance za 1 minutu (AA)

Aktivita AST se pak vypée dle nasledujiciho vztahu:

AST (ukat/l) =AA x 31,7 (nefeno i 340 nm)

Pracovni roztok setjpravi rozpudtnim obsahu laheky s ¢inidlem 1 (enzym -
MDH, NADH) ve 100 ml roztokwinidla 3 (substrat - L-aspartat). Po rozgostse
piidaji 2 tablety¢inidla 4 (aktivator - pyridoxal-5"-fosfat).

Cinidlo 2 je startér: 2-oxoglutarat.

Na paatku kazdého pokusu jeeba stanovit optimélitedEni inkubanich sngsi
tak, aby jejich aktivita odpovidala linearni oblasgtitelnosti metody (do 7,Qukat/l).
Pro zji¥ovani optimélnihofedéni enzymu jsem pouZivalgedici fadu enzym:pufr

(0,1 M fosfatovy o pH 7,4 stflavkem azidu) v posmech 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1.5, 1:10,
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1:15 a 1:20. Z vysledkmeieni jsem vybrala nejvhodj$i porer fedéni, které jsem pak
pouzivala v pibéhu jednoho pokusu. Pro kazdy vzorek jselpnavovalaiedini

v triplikdtu a ze ziskanych dat jsem vyftala hodnoty aktivity. Cely experiment jsem
vzdy dvakrat zopakovala. Uv&te vysledky tedy igdstavuji pimér vSech Sesti
nantienych hodnot aktivity enzymu. Pro kazdy vzorek jsgrak vypdgitala
smérodatnou odchylku. Nfeni jsem provatda na spektrofotometru Hes B na
katede biochemickych & FaF UK za pouziti saddinidel AST-UV 400 P, BIO-LA-
TEST.

4.4.4 Sledovani stability kyseliny mo¢ové a aminoguanidinu

Vzorky KM a AMG jsem napipetovala v mnoZzstvi 15@00do kiemenné kyvety
a zngtila jsem jejich absokmi spektra v rozsahu vinovych délek 200 az 500 am n
spektrofotometru Haos 3 na kate#e biochemickych & FaF UK. Po zrreni jsem
vzorky uchovala pro dalSi#reni, ktera jsem provedla jeést case 1 den, 3 dny a 7 dni.
Vzorky jsem inkubovalaip37°C.

4.4.5 Sledovani  vzniku produktl reakce kyseliny mocové

a aminoguanidinu s methylglyoxalem

~

Kazdou inkub&ni snes kyseliny mdové nebo aminoguanidinu
s methylglyoxalem v mnozstvi 15001 jsem napipetovala do i&gmenné kyvety
a zn¥tila jsem jejich absokmi spektra v rozsahu vinovych délek 200 az 500 @am n
spektrofotometru Heos 3 na kateée biochemickych & FaF UK. VSechny vzorky
jsem uchovala, inkubovald&iB7°C a zngfila stejnym zfisobem wase 1 den, 3dny a7
dni.

4.4.6 Sledovani vlivu KM a AMG na profil UV-VIS spektra AST

Inkubani snesi jsem pipravila podle vySe uvedené tabulkycas poteby.
Kazdy vzorek (150Qul) jsem napipetovala dof&menné kyvety a z#ila jsem jeho

absorgni spektrum v rozsahu vinovych délek 200 az 500 manspektrofotometru
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HeAios B na katete biochemickych & FaF UK. VSechny vzorky jsem uchovala,

inkubovala pi 37°C a zndtila stejnym zjisobem wase 1 den, 3 dny a 7 dni.

4.4.7 Statistickd analyza

Absolutni hodnoty enzymovych aktivit (ukat/l) jsawacny jako pamér ze
Sesti mfeni = smdrodatna odchylka (SD). ddtera data jsou prezentovana ve férm
procentudlniho vyjaeni aktivit inkub&nich sngsi vcase O.

Ziskanad data byla statisticky vyhodnocena v prograS Excel pomoci
Studentova neparovéltdestu, kdy hodnotp < 0,05 neb@ < 0,01 byla povazovana za

signifikantni.
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5. VYSLEDKY

5.2 Sledovani 0 ¢€inku antioxidant 4 na aktivitu AST a jeji

glykaci methylglyoxalem

5.2.1 Aminoguanidin

5.2.1.1 Vliv aminoguanidinu na aktivitu enzymuan  a glykaci AST

methylglyoxalem

Aminoguanidin v koncentracich 0,001 mM a 0,1 mMvieail aktivitu AST.
V koncentraci 1 mM snizoval aktivitu AST dase 240 minut o 17%p(< 0,05)
a v koncentraci 100 mM &ase 120 a 240 minut o 35% a 45p0<0,01) ve srovnani
s aktivitou kontrolniho vzorku.

Aminoguanidin v koncentraci 0,1 mM glykaci je&horSil a to 0 12% vase
120 minut p < 0,01) a 0 9% ¥ase 240 minutp < 0,05) ve srovnani se vzorkem
obsahujicim AST a methylglyoxal. V koncentraci 1 nghikaci zpomalil 0 22% a 36%
v ¢ase 120 a 240 minup € 0,01) a v koncentraci 100 mM glykaci snizil @48 case
240 minut p < 0,05) proti vzorku s AST a methylglyoxalem. \gaky jsou
dokumentovany v tabulkach 1, 2 a 3 a na obrazdch 17.
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Tabulka 1: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mMQImM, 100 mM) na aktivitu
AST a na glykaci AST pomoci methylglyoxalu vapéhu ¢tyihodinové inkubace ip
37°C. Koncentrace enzymu v inkulsdch sngsich byla 5ug/ml, koncentrace MGO
byla 0,5 mM. Mteno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou vyiédim enzymové
aktivity AST (ukat/l) v prabéhu inkubace. Hodnotyipdstavuji piimér z Sesti mireni
+ SD.

Vzorek aktivita AST (pkat/l)

Inkubace pfi 37°C (minuty) 0 120 240

AST 3,316 +0,5112 | 3,266 +0,3571 | 3,183 +0,4031
AST + AMG 0,001 mM 2,911 +0,1826 | 2,948 +0,3102 | 2,855 +0,2054
AST + AMG 0,1 mM 3,267 +£0,5200 | 3,121 +0,4842 | 3,056 +0,4936
AST + AMG 1,0 mM 3,719 +0,3863 | 3,293 +0,1545 | 2,911 +0,3293
AST + AMG 100 mM 1,765 +£0,1432 (1,122 +0,1021 | 0,888 +0,0947
AST + MGO 3,653 +0,3505 | 2,343 +0,2645 | 1,487 +0,3167
AST + MGO + AMG 0,001 mM | 3,047 +0,1180 | 2,107 +0,1003 | 1,275 + 0,0533
AST + MGO + AMG 0,1 mM 3,769 +0,2293 | 1,948 +0,2203 | 1,187 +0,1491
AST + MGO + AMG 1,0 mM 4,089 +0,3090 | 3,526 +0,1419 | 3,133 +0,3157
AST + MGO + AMG 100 mM 1,668 +0,0515 | 1,150 +0,0369 | 0,895 +0,0447
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5.2.1.2 Vliv aminog uanidinu na aktivitu enzymu

Tabulka 2 : Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 m#0 mM a 100 mM) na aktivitu
AST v pribehu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu Vv inkuivd
smési byla 5pug/ml. Méteno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentirdl

vyjadienim aktivit inkubanich snési vcase 0.

Vzorek procentualni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C (minuty) 0 120 240
AST 100,00 98,50 95,35
AST + AMG 0,001 mM 100,00 101,27 95,34
AST + AMG 0,1 mM 100,00 95,53 93,53
AST + AMG 1,0 mM 100,00 88,54 78,27
AST + AMG 100 mM 100,00 63,57 50,30
120,00
100,00 5 ~
80,00 -
X 60,00
40,00
20,00 -
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—o—AST —m— AST + AMG 0,001 mM
AST + AMG 0,1 mM AST + AMG 1,0 mM
—%—AST + AMG 100 mM

Obr 16: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, IytM a 100 mM) na aktivitu AST
v pribehu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu v inkulvd Snesi
byla 5pg/ml. Méfeno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentirdl
vyjadienim aktivit inkubanich snési vcase 0 (*p < 0,05, *p < 0,01).
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5.2.1.3 Vliv aminog uanidinu na glykaci enzymu methy  Iglyoxalem

Tabulka 3: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mMPInM a 100 mM) na glykaci
AST methylglyoxalem v gibéhu ¢tyrhodinové inkubaceip37°C. Koncentrace enzymu
v inkuba&nich sngsich byla 5ug/ml a koncentrace MGO byla 0,5 mM. ¢kéno

kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentualnigjadienim aktivit inkubanich

smesi véase 0.

Vzorek procentualni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C (minuty) 0 120 240
AST + MGO 100,00 64,14 40,71
AST + MGO + AMG 0,001 mM 100,00 69,15 41,85
AST + MGO + AMG 0,1 mM 100,00 51,68 31,50
AST + MGO + AMG 1,0 mM 100,00 86,22 76,61
AST + MGO + AMG 100 mM 100,00 68,95 53,64
120,00
100,00
80,00 -
X 60,00 -
40,00 ~ ;
20,00 +
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—e— AST + MGO —m— AST + MGO + AMG 0,001 mM
AST + MGO + AMG 0,1 mM AST + MGO + AMG 1,0 mM

—%—AST + MGO + AMG 100 mM

Obr. 17: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, IrtM a 100 mM) na glykaci AST
methylglyoxalem v pibéhu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu
v inkubanich smgsich byla 5ug/ml a koncentrace MGO byla 0,5 mM. é¢no
kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentualnigjadienim aktivit inkub&nich
smesi véase 0 (*p< 0,05, **p < 0,01).
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5.2.2 Kyselina mocCova

5.2.2.1 Vliv kyseliny mo c¢ové na aktivitu enzymu a na glykaci AST
methylglyoxalem

Kyselina m@ova nevykazovala zZadny negativiiirpy vliv na aktivitu AST
v zadné sledované koncentraci.

Ani v jedné ze sledovanych koncentraci kyselin&oaé nensla pozitivni vliv
na glykaci enzymu methylglyoxalem.

Vysledky jsou dokumentovany v tabulkach 4, 5 ar@brazcich 18 a 19.

Tabulka 4: Vliv kyseliny méové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,2 mM) na aktivitu AS
a glykaci AST methylglyoxalem v fbshu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C.
Koncentrace enzymu v inkudr@ch snésich byla 5ug/ml a koncentrace MGO byla

0,5 mM. Meteno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou vyfaédim enzymové aktivity

AST (ukat/l) v priibéhu inkubace. Hodnotyipdstavuji pimér z Sesti iiieni £ SD.

Vzorek

Inkubace pfi 37T (minuty)

Aktivita AST (ukat/l)

0

120

240

AST

AST + KM 0,4 mM
AST + KM 0,6 mM
AST + KM 0,8 mM
AST + KM 1,2 mM

3,104 + 0,4745
2,869 + 0,7515
2,892 + 0,7435
3,026 + 0,3350
3,147 + 0,2083

3,099 + 0,3145
3,093 + 0,2301
2,876 £ 0,5376
3,024 + 0,1508
3,034 + 0,2157

3,096 + 0,2587
2,860 + 0,1694
2,668 + 0,6972
2,862 + 0,1238
2,978 £ 0,1217

AST + MGO

AST + MGO + KM 0,4 mM
AST + MGO + KM 0,6 mM
AST + MGO + KM 0,8 mM
AST + MGO + KM 1,2 mM

3,628 + 0,2539
3,321 £ 0,5230
3,337 +0,4298
3,144 + 0,3094
3,411 + 0,1229

1,903 +0,1670
1,784 + 0,2390
1,657 +0,1377
1,777 +0,1812
1,927 +0,1153

1,156 + 0,1301
1,138 + 0,0906
1,060 + 0,0619
1,069 + 0,2301
1,206 + 0,0639
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5.2.2.2 Vliv kyseliny mo ¢€ové na aktivitu enzymu

Tabulka 5: Vliv kyseliny méové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na aktivitu
AST v pribehu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu Vv inkulvd
smesi byla 5ug/ml. Méteno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentiml

vyjadirenim aktivit inkubanich snési vcase 0.

Vzorek Procentualni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C (minuty) 0 120 240
AST 100,00 99,84 99,74
AST + KM 0,4 mM 100,00 107,80 99,69
AST + KM 0,6 mM 100,00 99,45 92,27
AST + KM 0,8 mM 100,00 99,94 94,59
AST + KM 1,2 mM 100,00 96,42 94,63
120,00
100,00 M
80,00 -
X 60,00 -
40,00 -
20,00 -
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—e— AST —8—AST + KM 0,4 mM AST + KM 0,6 mM

AST + KM 0,8 mM —%—AST + KM 1,2 mM

Obr. 18: Vliv kyseliny moéové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na aktivit&A
v pribehu ¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu v inkulsd snesi
byla 5 pg/ml. Mgifeno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou procentil

vyjadienim aktivit inkub&nich snési vcase 0.
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5.2.2.3 Vliv kyseliny mo ¢€ové na glykaci enzymu

Tabulka 6: Vliv kyseliny méové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na glykaci
AST methylglyoxalem v gibéhu ¢tyrhodinové inkubaceip37°C. Koncentrace enzymu
v inkubanich snésich byla 5ug/ml a MGO 0,5 mM. Mieno kinetickou UV metodou.

Vysledky jsou procentuélnim vyjéehim aktivit inkubanich snési vcéase 0.

Vzorek Procentualni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C (minuty) 0 120 240
AST + MGO 100,00 52,45 31,86
AST + MGO + KM 0,4 mM 100,00 53,71 34,25
AST + MGO + KM 0,6 mM 100,00 49,66 31,77
AST + MGO + KM 0,8 mM 100,00 56,53 34,01
AST + MGO + KM 1,2 mM 100,00 56,48 35,36
120,00
100,00
80,00 -
X 60,00
40,00 -
20,00
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—e—AST + MGO —8—AST + MGO + KM 0,4 mM
AST + MGO + KM 0,6 mM AST + MGO + KM 0,8 mM

—%—AST + MGO + KM 1,2 mM

Obr. 19: Vliv kyseliny meové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na glykaciAS
methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v fbshu &tyrhodinové inkubace ip 37°C.
Koncentrace enzymu v inkutia snesi byla 5pug/ml. Méteno kinetickou UV metodou.

Vysledky jsou procentudlnim vyjéehim aktivit inkubanich snési véase 0.
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5.2.3 Kyselina hydroxycitronova

5.2.3.1 Vliv kyseliny hydroxycitronové na aktivitu enzymu a glykaci AST

methylglyoxalem

Kyselina hydroxycitronova neprojevila statistickyznamny negativni ifimy
vliv na aktivitu AST. V jednom rieném intervalu doslo kiekvapivému zvySeni
aktivity AST o 10% p < 0,01) a to vfipact 0,25 mM kyseliny hydroxycitronové
v ¢ase 240 minut.

Kyselina hydroxycitronova statisticky vyznaimnsnizila glykaci enzymu
methylglyoxalem Wwase 120 minut v koncentracich 0,5 mid € 0,05), 1,0 mM
(p<0,01) a 2,5 mMf < 0,01) a wase 240 minut v koncentracich 0,25 m/(0,05)
a2,5mM p<0,05).

Vysledky jsou dokumentovany v tabulkach 7, 8 afabrazcich 20 a 21.

Tabulka 7: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na
aktivitu AST a glykaci AST methylglyoxalem v {d¢hu étyrhodinové inkubace ip
37°C. Koncentrace enzymu v inkulsdch sngsich byla 5ug/ml a koncentrace MGO
byla 0,5 mM. Mieno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou vyiadim enzymové
aktivity AST (ukat/l) v prabéhu inkubace. Hodnotyipdstavuji pimér z Sesti niieni
+ SD.

Vzorek aktivita AST (ukat/l)

Inkubace pfi 37°C (minuty)

0

120

240

AST

AST + HCA 0,25
AST + HCA 0,5 mM
AST + HCA 1,0 mM
AST + HCA 2,5 mM

3,245 + 0,2281
3,309 + 0,1910
3,443 £ 0,2611
3,531 £ 0,1832
3,621 + 0,2301

3,126 + 0,2548
3,339 +0,3336
3,445 + 0,2569
3,658 + 00,0895
3,427 £0,1931

3,169 £ 0,1789
3,556 +0,0793
3,554 +0,2633
3,480 £ 0,2043
3,591 +0,1164

AST + MGO

AST + MGO + HCA 0,25 mM
AST + MGO + HCA 0,5 mM
AST + MGO + HCA 1,0 mM
AST + MGO + HCA 2,5 mM

3,874 £ 0,1753
3,695 + 0,2186
3,688 + 0,0808
3,628 + 0,1802
3,700 £ 0,1107

2,030 £ 0,1924
2,131 +0,1187
2,142 + 00,0542
2,267 +£0,1083
2,307 £0,1847

1,238 +0,1102
1,344 +0,1187
1,257 +0,0940
1,187 +0,1338
1,379 +0,1155
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5.2.3.2 Vliv kyseliny hydroxycitronové na aktivitu enzymu

Tabulka 8: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na
aktivitu AST v piabehu c¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu
v inkubani snesi byla 5 pg/ml. Méteno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou

procentualnim vyjaidnim aktivit inkubanich snési vcase 0.

Vzorek Procentudlni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C 0 120 240
AST 100,00 96,35 97,67
AST + HCA 0,25 100,00 100,90 107,45
AST + HCA 0,5 mM 100,00 100,05 103,22
AST + HCA 1,0 mM 100,00 103,59 98,55
AST + HCA 2,5 mM 100,00 94,65 99,17
120,00
=
100,00 #—= ——— —
$
80,00
X 60,00 -
40,00 -
20,00
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—o— AST —m— AST + HCA 0,25 AST + HCA 0,5 mM

AST+ HCA1,0mM —%—AST + HCA 2,5 mM

Obr. 20: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM,mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na
aktivitu AST v piabehu c¢tyrhodinové inkubace ip 37°C. Koncentrace enzymu
v inkubani snesi byla 5 pg/ml. Méfeno kinetickou UV metodou. Vysledky jsou

procentualnim vyjaigenim aktivit inkubanich snési vcéase 0 (**p < 0,01).
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5.2.3.3 Vliv kyseliny hydroxycitronové na glykaci e nzymu

methylglyoxalem
Tabulka 9: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mN,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na
glykaci AST methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v {dséhu ¢tyihodinové inkubace ip
37°C. Koncentrace enzymu Vv inkulvd snesi byla 5pg/ml. M&teno kinetickou UV

metodou. Vysledky jsou procentualnim vyjédim aktivit inkubanich snési véase 0.

Vzorek Procentudlni vyvoj aktivity AST
Inkubace pfi 37°C 0 120 240
AST + MGO 100,00 52,40 31,96
AST + MGO + HCA 0,25 mM 100,00 57,67 36,37
AST + MGO + HCA 0,5 mM 100,00 58,07 34,10
AST + MGO + HCA 1,0 mM 100,00 62,48 32,72
AST + MGO + HCA 2,5 mM 100,00 62,35 37,27
120,00

65,00 1 40,00

100,00
— | 3500

55,00 4

60,00 . i 'N
—

80,00 -

30,00 T
235 240

X 60,00 |

40,00 -

¥
20,00
0,00 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
¢as (min)
—— AST + MGO —8—AST + MGO + HCA 0,25 mM
AST + MGO + HCA 0,5 mM AST + MGO + HCA 1,0 mM

—%— AST + MGO + HCA 2,5 mM

Obr. 21: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM,OmM, 1,0 mM a 2,5 mM) na
glykaci AST methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v ehu ¢tyrhodinové inkubace ip
37°C. Koncentrace enzymu v inkuivd sn¥si byla 5pg/ml. Méreno kinetickou UV
metodou. Vysledky jsou procentudlnim vyjédim aktivit inkuba&nich sngsi v ¢ase 0
(* p < 0,05, *p < 0,01). Ve vyezech jsou zobrazena procentualni vkgad aktivit

v ¢asech 120 a 240 minut.
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5.3 Sledovani stability KM a AMG

Stabilitu kyseliny moové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM)
a aminoguanidinu (0,001 mM, 0,2 mM, 1 mM a 100 mMprabéhu jednoho tydne
jsem pro¥rovala pomoci sledovani zm v profilu jejich absorgnich spekter ve
vinovych délkach 200-500 nm na spektrofotometriiblef3 na katetie biochemickych
véd FaF UK. Meieni jsem provata proti pufru jako slepému vzorku.

Absorgini spektrum kyseliny mmvé n€lo 2 maxima a to i vinovych délkach
247 a 286 nm. Se zvySujici se koncentraci kysetfimyové dochazelo k postupnému
priblizovani vrchol obou maxim a vymizeni minima mezi nimi. Nedod® lkaposunu
vinovych délek. V pib¢hu inkubace jsem zaznamenala jen malémnve spektrech
jednotlivych koncentraci kyseliny msové. Lze tedy shrnout, Ze kyselina ¢toeé je
v prab¢hu tydenni inkubace stabilni. Absenp spektra KM (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM
a 1,2 mM) ukazuji obrazky 22 az 25.

Tti niz8i koncentrace aminoguanidinuélyn jen slabou absorbanci a &ny
pozorované wase na d&chto spektrech byly pra¥gdodobr zpisobené neagsnosti
meéteni. Spektrum aminoguanidinuélo jedno maximum v oblasti kolem 240 nm. Jen
v koncentraci 100 mM doSlo ke zvySeni absorbanegeal vcase 7 dni. NedoSlo vSak
k posunu vinovych délek maxim. D& se tedgi, Ze AMG je v pibéhu inkubace
stabilni. Absorpni spektra AMG (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM)aak;ji
obrazky 26 az 29.
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5.3.1 Stabilita ky seliny mo¢ové

3,5
3,0 -
2,5 -
% 20| ——KM 0,4 mM 0 hod
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2 151 / KM 0,4 mM 1 den
@
1,0 - / KM 0,4 mM 3 dny
|
0,5 L~ | KM 0,4 mM 7 dni
\
0,0 -

200 250 360 3&";0 460 450 500

vinova délka (nm)
Obr. 22: Absorpni spektra KM 0,4 mM i sedmidenni inkubacitp37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetamv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm.

3,5
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Obr. 23: Absorpni spektra KM 0,6 mM # sedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetaunv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm.
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Obr. 24: Absorpni spektra KM 0,8 mM i sedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetamv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm.
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Obr. 25: Absorpni spektra KM 1,2 mM # sedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetaunv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm.
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5.3.2 Stabilita aminoguanidinu
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Obr. 26: Absorpni spektra AMG 0,001 mM ip sedmidenni inkubaci ip 37°C.
Absorgni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinafetru v rozmezi

vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 27: Absorpni spektra AMG 0,1 mMip sedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni

spektra AST byla zaznamenéna na UV-VIS spektrofetamv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm
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Obr. 28: Absorpni spektra AMG 1 mM $ sedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetamv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm
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Obr. 29: Absorpni spektra AMG 100 mMipsedmidenni inkubaciip37°C. Absorgni
spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spektrofetamv rozmezi vinovych délek
200 az 500 nm.
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5.4 Sledovani interakce aminoguanidinu a kyseliny
mo ¢ove s methylglyoxalem

Sledovéani tvorby produit vzniklych interakci kyseliny mmvé (0,4 mM,
0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) a aminoguanidinu (0,001 pt\. mM, 1 mM a 100 mM)

s methylglyoxalem (0,5 mM) v pbéhu jednoho tydne jsem préwvala pomoci
absorgnich spekter ve vinovych délkach 200-500 nm na tspfetometru Haios 3 na
katede biochemickych & FaF UK.

Pri inkubaci kyseliny moéové s methylglyoxalem nedoslo v Zzadné koncentraci
ke znmén¢ absorbance ani polohy maxim a minim v porovnansa®otnou kyselinou
mocovou. Mezi kyselinou m@mvou a methylglyoxalem tedy nedochazi k interakci,
ktera by se projevila v UV-VIS oblasti. Absérp spektra inkub@ich smsi MGO
(0,5 mM) + KM (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) ukgi obrazky 30 az 33.
Prezentovana jsou rozdilovA spektra, kterd jsemkalais odétenim spektra
methylglyoxalu od spektra kyseliny gmvé s methylglyoxalem.

Pfi inkubaci MGO s AMG 0,001 mM nedochéazelo k zadngtatisticky
vyznamnym zrdndm v pfib¢hu inkubace. Se zvysujici se koncentraci AMG (0M,

1 mM a 100 mM) dochazi k vyraznému istu absorbance v oblasti kolem 240 nm
a 320 nm. R inkubaci AMG s MGO tedy dochézi k jejich vzajeminéerakci za vzniku
produkii absorbujicich v UV-VIS oblasti. Absampi spektra inkub@ich snési MGO
(0,5 mM) + AMG (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM) aguji obr. 34 az 37.
Prezentovdna jsou rozdilova spektra, ktera jsenkalzis odétenim spektra
methylglyoxalu od spektra aminoguanidinu s mettygdgalem.
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5.4.1 Interakce kyseliny mocové s methylglyoxalem
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Obr. 30: Absorpni spektra KM 0,4 mM a MGO 0,5 mMipsedmidenni inkubaciip
37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamendna na UV-VIS spekinaietru
v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.

3,5

—KM 0,6 mM + MGO 0 hod

absorbance

——KM 0,6 mM + MGO 1 den

KM 0,6 mM + MGO 3 dny

KM 0,6 mM + MGO 7 dni

200 250 300 350 400 450 500
vinova délka (nm)

Obr. 31: Absorpni spektra KM 0,6 mM a MGO 0,5 mMipsedmidenni inkubaciip

37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinaietru
v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 32: Absorpni spektra KM 0,8 mM a MGO 0,5 mMipsedmidenni inkubacitp
37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinaietru
v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 33: Absorpni spektra KM 1,2 mM a MGO 0,5 mMipsedmidenni inkubaciip

37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinaietru
v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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5.4.2 Interakce aminoguanidinu s methylglyoxalem
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Obr. 34: Absorpni spektra AMG 0,001 mM a MGO 0,5 mMi sedmidenni inkubaci
pii 37°C. Absorgni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinafetru

v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 35: Absorpni spektra AMG 0,1 mM a MGO 0,5 mMigsedmidenni inkubaciip
37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinafetru

v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 36: Absorpni spektra AMG 1 mM a MGO 0,5 mMripsedmidenni inkubaciip
37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinaietru

v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 37: Absorpni spektra AMG 100 mM a MGO 0,5 mMigsedmidenni inkubacitp
37°C. Absorpni spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinaietru

v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm.
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5.5 Sledovani  moznych interakci KM a AMG
s molekulou AST pomoci absorp énich UV-VIS
spekter

Sledovala jsem vliv KM a AMG na absd@rg spektrum AST. Toto sledovani
muzZe ukazat interakce testovanych latek s molekutayrau. V oblasti od 200 do 320
nm lze v absormich spektrech pozorovat #Zny v proteinové ¢asti enzymu
(apoproteinu), od 320 nm vySe se jedna émntykajici se koenzymu AST.

V pribéhu sedmidenni inkubace AST samotné se v oblastiilpovabsorgniho
pasu absorbance mérzvySovala a v oblasti koenzymu nedochazelo ke&nzm
absorbance. Lze tedict, Ze enzym je po celou dobu inkubace stabilni.

Aminoguanidin ve sledovanych koncentracich snizowvapribéhu inkubace
absorbanci AST. Pouze v koncentraci AMG 100 mMage 7 dni doSlo ke zvySeni
absorbance absafpiho spektra v oblasti koenzymu AST. V Zadné stadév
koncentraci nezisobil aminoguanidin posun maxim vinovych délek AST.
K vyrazrgjSim zménam v oblasti koenzymu doslo jen fitpmnosti AMG 100 mM.
Absorgini spektrum AST (0,45 mg/ml) a rozdilova spektriaulmeinich snési AST +
AMG (0,001 mM, 0,2 mM, 1 mM a 100 mM) po adeni hodnot absorbanci AMG
ukazuji obrazky 38 az 42.

Kyselina m@ova ve sledovanych koncentracich vyraawvlivnila spektrum
AST. V proteinové ¢asti absorpniho spektra enzymu KM #pobila zanik obou
absorgnich paé odpovidajicich aromatickym aminokyselinam. V obl&®enzymu
kyselina m@ova absorgni spektrum neovlivnila. Absoépi spektra AST (0,45 mg/ml)
a inkub&nich smisi AST + KM po odéteni hodnot absorbanci KM ukazuji obrazky 43
az 46.

66



5.5.1 Vliv AMG a KM na profil absorp&niho UV-VIS spektra AST
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Obr. 38: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml)fipsedmidenni inkubaci ip 37°C.
Absorgini spektra AST byla zaznamenana na UV-VIS spekinafetru v rozmezi

vinovych délek 200 az 500 nm.
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Obr. 39: Vliv AMG 0,001 mM na profil absatpiho spektra AST (0,45 mg/miElbem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 @@ Bm.
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Obr. 40: Vliv AMG 0,1 mM na profil absoipiho spektra AST (0,45 mg/mlxibem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 60n.
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Obr. 41: Vliv AMG 1 mM na profil absotmiho spektra AST (0,45 mg/mlxlem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 6.
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Obr. 42: Vliv AMG 100 mM na profil absogpiho spektra AST (0,45 mg/mlxlbem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 66n.
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Obr. 43: Vliv KM 0,4 mM na profil absogmiho spektra AST (0,45 mg/miXiem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 6.
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Obr. 44: Viiv KM 0,6 mM na profil absotmiho spektra AST (0,45 mg/mlixiem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 66n.
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Obr. 45: Vliv KM 0,8 mM na profil absogmiho spektra AST (0,45 mg/miXiem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 6.
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Obr. 46: Vliv KM 1,2 mM na profil absogmiho spektra AST (0,45 mg/miXem
inkubace (7 dni, 37°C). Absafpi spektra byla zaznamenana na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 a@ 6.
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5.6 Sledovani vlivu KM a AMG na vznik glyka ¢€nich
produkt & pomoci absorp énich UV-VIS spekter

Nejprve jsem sledovala vznik gly&aich produki v absorgnich spektrech AST
s methylglyoxalem. Po potvrzeni vzniku glgkéch produkd jsem inkubovala AST
s methylglyoxalem a studovanymi antioxidanty, abygstila, jestli nemaji protektivni
acinek na glykaci AST.

Prfi inkubaci AST s MGO (0,5 mM) se absorbance zvyfmvaedoSlo ale
k posunu maxim vinovych délek AST. ZvySeni absocdearbylo pravépodobr
zpasobeno vznikem glykaich produki, které jsou schopné absorbovaitkyzejména
v oblasti nad 300 nm (ve viditeldésti spektra).

Aminoguanidin v koncentraci 0,001 mM neovlivnil &gam AST (0,45 mg/ml)
s MGO (0,5 mM). Ve vysSich koncentracich AMG (0@31mM) omezil naist
absorbance v oblasti 260-370 nm abg&pipo spektra a tim i nést AGEs v piibéhu
sedmidenni inkubace. Celkbwale doSlo ke snizovani absorbance v oblasti povnih
absorgniho pasu. V oblasti koenzymu aminoguanidin se s se koncentraci
absorbanci zvySoval. AMG v inkub@ai srési s AST a MGO neZysobil posun maxim
vinovych délek. Rozdilova spektra inkdbé&ch sndsi AST (0,45 mg/ml) s MGO
(0,5 mM) po odeteni hodnot absorbance MGO a inkéigh smési AST + MGO +
AMG po odeteni hodnot absorbanci inkulvach snési MGO + AMG ukazuji obrazky
47 az 51.

Jak bylo zmigno dive, kyselina m&ova vyraznym zfsobem ovliviuje
proteinovoucast absorfniho spektra AST, a proto budu hodnotit pouze yéyi na
vznik glykainich produki. V oblasti koenzymu doSlo ke kvantitatévstejnému ndistu
absorbance v fib¢hu inkubace u vSech koncentraci KM. Ze ziskanydiedk 1ze
fici, Ze kyselina m@ova nedokazala snizit miru vznikajicich AGE produdai v jedné
z testovanych koncentraci.

Rozdilova spektra inkubaich sm¢si AST + MGO + KM po od&eni hodnot
absorbanci inkuliaich sn¢si MGO + KM ukazuji obrazky 52 az 55.
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5.6.1 Vliv AMG a KM na spektrum AST glykované MGO
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Obr. 47: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (@/81) po dobu
7 dni i 37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS spektrofotame
v rozmezi vinovych délek 200 az 500 nm. Véeau je zndzorna ¢ast spektra AST

zobrazujici koenzym.
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Obr. 48: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (B\81) a AMG
0,001 mM po dobu 7 dnitp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 49: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (B\81) a AMG
0,1 mM po dobu 7 dnitp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 50: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (@6l) a AMG
1,0 mM po dobu 7 dniip 37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 51: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (@81) a AMG
100 mM po dobu 7 dnifp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 aP &fn. Ve vyezu je zndzorna
¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 52: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (h®1) a KM
0,4 mM po dobu 7 dnitp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 53: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (1) a KM
0,6 mM po dobu 7 dnitp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ab Bin.Ve vyezu je znadzorna

cast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 54: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (h®1) a KM
0,8 mM po dobu 7 dnitp37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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Obr. 55: Absorpni spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovanych s MGO (h®1) a KM
1,2 mM po dobu 7 dniip 37°C. Absorgni spektra byla zaznamenana na UV-VIS
spektrofotometru v rozmezi vinovych délek 200 ad Btn. Ve vyezu je znazorna

¢ast spektra AST zobrazujici koenzym.
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6. DISKUZE

Ve své praci jsem sledovala vliv kyseliny &o@é, kyseliny hydroxycitronové
a aminoguanidinu na aktivitu AST a glykaci AST,slitu AMG a KM v pribéhu
tydenni inkubace, interakci AMG a KM s MGO a vlivydeliny maové
a aminoguanidinu (a MGO) na spektrum AST.

Pracovala jsem in vitro modelu glykace proteil kde jsem jako modelovy
protein pouzila AST a jako glykai cinidlo methylglyoxal. MGO je reaktivni
a-dikarbonylova slotenina, kterd je nejen vyznamnym prekurzorem AGEsilsgm
glykacnim potencialem, ale také je to fyziologicky met#bweznikajici neustale ve
vSech Zivych bbkach (Schalkwijk a kol. 2004; Thornalley 1996). Pibiu
methylglyoxalu jako glykéniho ¢inidla je vyhodné, protoze doba, po kterou je nutné
vzorky inkubovat, aby doSlo ke vzniku glykdch produki, je mnohonasokinkratSi
oproti jinym glyka&nim ¢inidlam. V porovnani s glukézou, fruktézou a dalSimi
| v porovnéani s &kolika jinymi latkami typua-dikarbonylu se methylglyoxal jevi jako
jedno z nejdinn¢jSich a nejrychlejSich glykaich cinidel schopnych tvit cross-linky
(Meade a kol, 2003). Pro glykaci AST jsem pouzivaacentraci 0,5 mM MGO, ktera
byla zvolena na zaklg&gpredchozich experimehKlary Svehlové (Svehlova, 2007).

Jednim ze zsohy, jak zjistit, zda studované latky owhwuji glykaci enzymu, je
sledovani jehdatalytické aktivity . Aktivitu AST jsem ngfila pomoci kinetické UV
metody. Pro tyto pokusy byly vybrany 3 latky s artilainimi (inky, které by mohly
ovliviovat glyk&ni procesy: Kkyselina mndova, kyselina hydroxycitronova
a aminoguanidin. Vysledky jsou prezentovany jedf@knou tabulky, ve které jsou
uvedeny pimérné hodnoty aktivit jednotlivych vzotkse snrodatnymi odchylkami,

a také formou graf kde je uvedeno procentudlni vyiédi aktivit inkub&nich snési

v ¢ase 0. V grafech nejsou préeplednost zakresleny gnedatné odchylky, které jsou
ale uvedeny v jiz zmimé tabulce. Nagtené hodnoty aktivit byly podrobeny statistické
analyze v programu MS Excel (nepardvigst).

Kyselina mo¢ova je latka fyziologicky se vyskytujici v naSem orgamu a byly
tedy vybrany takové koncentrace, které mohou hytazn® pritomny (0,4 - 1,2 mM).
Fyziologické hladiny kyseliny nimvé jsou pro muze 0,2 - 0,42 mM a pro Zeny 0,14 -

0,34 mM. VysSSi hladiny najdeme v plagriidi trpicich hyperurikémii (Racek a kol.
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1999). Samotna KM aktivitu AST neoviiovala v Zzadne ze zkouSenych koncentraci
anendla tedy negativni imy vliv na molekulu enzymu. Na jeho glykaci
methylglyoxalem neia vliv ani jedna ze zkouSenych koncentraci tétiyld iteratura
uvadi (BouSova a kol. 2005a), Ze kyselinacowd v koncentraci 1,2 mM sniZuje
glykaci AST fruktézou. Rozdilné vysledky mohou bgiisledkem pouziti jiného
glykaeniho cinidla (D-fruktézy) a jiné délky inkubace. Vznik gaukii pozdni glykace
za pouziti jiného glykéniho cinidla miZze obchazet misto apobeni KM, ktera
pravdpodobré pasobi véasné fazi glykace.

Aminoguanidin je latka zmitiujici oxidani stres a inhibujici tvorbu AGEs
vychytavanim reaktivnich dikarboriy{lReddy a Beyaz 2006). Moje¢heni probihalo
v Sirokém rozmezi koncentraci (0,001 mM - 100 mWlkoncentracich 0,001 mM neni
aktivita enzymu ovliveina. Se stoupajici koncentraci ale roste negativimiyp vliv
AMG na katalytickou aktivitu AST. V koncentraci OfdiM ma AMG na aktivitu AST
jen nepatrny vliv (maximalni pokles aktivity o 3,02 v ¢ase 120 minut), zatimco
v koncentracich 1 mM a hlayrl0O0 mM aktivitu statisticky vyznamdnsnizuje. AMG
1 mM zpisobuje pokles aktivity o 10% dase 120 minut a 0 18 % po 240 minutach
inkubace vzhledem k akti¥it kontrolniho vzorku AST. Aminoguanidin 100 mM
snizoval aktivitu AST 0 36% vase 120 minut a az o 47%case 240 minut. Tento
efekt by mohl byt zfisoben Spatnou rozpustnosti aminoguanidinu, protoze
v koncentraci 100 mM je pouZzity bikarbonat aminagdaou ve vod& jen €Zce
rozpustny. Ve vysokych koncentracictize dochazet ke vzniku srazenin s vyvazanim
enzymu a tak i k poklesu aktivity. Nejoptim&i koncentraci, ktera pozitign
ovliviiuje glykaci AST, se zda byt koncentrace 1,0 mMr&ieejlépe chrani ASTied
glykaci methylglyoxalem v obou &enych intervalechp( < 0,01). | v koncentraci
100 mM doSlo ke zmikmi glykace AST, ale v mensi faineZz u 1 mM AMG, cozZ tize
byt disledkem vySe zmémé Spatné rozpustnosti aminoguanidinu v této kanaein
AMG 0,001 mM glykaci nijak neovlivnil a v koncentiieD,1 mM ji dokonce statisticky
vyznamm zhorSil a to 0 12% wvase 120 minutp(< 0,01) a 0 9% po 240 minutach
inkubace p < 0,05). Tento vysledek ukazuje, Ze pozitivni ViMG na glykaci AST
methylglyoxalem je souhrnem jeho pozitivnich anfigbnich a negativnichipmych
vlivi a nelze tedy iedpokladat, Ze latka se stoupajici koncentraci mitsi stoupajici
antiglykaini pasobeni.

Literatura prezentuje podobné vysledky. AMG v kartcaci 130 mM zabranil
snizeni aktivity RNasy A jeji ochranouenl glykaci MGO (Miller a kol. 2003),
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v koncentracich 0,2 mM a 2 mM zabranil poklesu\atitiplasminogenu (Gugliucci,
2003). AMG ale nezabranil glykaci tryptofanovychyi lysozymu glukézou
a albuminu D-ribézou (Chetyrkin a kol. 2008).

Diky potencialnimu vyuZzitikyseliny hydroxycitronové pii podpirné &b
diabetubyl i u této latky sledovan jeji vliv na glykaci ASv koncentracich 0,25 az
2,5 mM). Zadna ze sledovanych koncentraci aktigitaymu nesnizovala a latka tedy
nevykazuje negativnirpmy vliv na molekulu enzymu. V koncentraci 0,25 nWase
240 minut ale aktivitu AST iekvapiv zvysila o 10% [§ < 0,01). Na glykaci AST
methylglyoxalem mla HCA pozitivni vliv hlavie po 120 minutdch inkubace.
V koncentraci 0,5 mM sniZzovala v tomto intervalwylgci AST o 6% ff < 0,05)
a v koncentraci 1,0 a 2,5 mM o 10%< 0,01). Po 240 minutachdta pozitivni vliv na
glykaci v koncentracich 0,25 mM (sniZzeni glykacd%) a 2,5 mM (sniZeni glykace
0 5%) s prav&podobnosti 95%. | vipdchozich experimentech proeagich dr.
BouSovou nila kyselina hydroxycitronova 2,5 mM pozitivndinek na glykaci AST 50
mM frukt6zou (BouSova a kol. 2005b). #lvSpatné rozpustnosti vapenaté soli kyseliny
hydroxycitronové jsem #feni absorgnich spekter s touto latkou neprovtd

V dalSi fazi experimeitjsem sledovalatabilitu KM a AMG, abych zjistila,
zda budou tyto antioxidanty v jii¢hu delSich pokus stabilni. Stabilitu KM a AMG
jsem zji¥ovala pomoci r&eni UV-VIS absorpnich spekteréchto latek v pibéhu
jejich sedmidenni inkubace.

Spektrum kyseliny mmové n€lo dv¢ maxima pi vinovych délkach 247-254 nm
a 269-286 nm v zavislosti na koncentraci. Kyselimocova byla stabilni
v koncentracich 0,4 mM az 0,8 mMyifkterych dochazi v fibéhu inkubace jen
k mirnym pokleém absorbance v oblasti minima abswriho spektra. V koncentraci
1,2 mM se absorbance mirrsniZzuje v oblasti minima i obou maxim. V ramci
studovanych koncentraci nedochazeibdm inkubace k Zzadnym posum ve vinovych
délkach. OvSem s rostouci koncentraci kyselingoué se spektrum pékud menilo
aolz maxima se k sabpriblizovala. Lze vSakiici, Ze KM je v ptibe¢hu tydenni
inkubace stabilni.

Aminoguanidin ma v absoépim spektru jeden vrchol s maximermi 40 nm.
Pti jeho inkubaci dochézelo ve vSech koncentraciahikhému naistu absorbance, ale
vzhledem k Gvodni velice nizké absorbanci prvnf€ivzorki mize byt tento vzestup
zpasoben nefesnosti mreni. Pouze nejvySSi studovana koncentrace amin@ijnan

me¢la dostaténé vysokou absorbanci aé¢hem inkubace u ni doSlo jen k malym
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zmenam. Ani u jedné testované koncentrace AMG ned&Sjmosunu vinové délky
maxima. Aminoguanidin Ize tedy povazovat za stahilpribéhu tydenni inkubace.

Pred studiem vlivu antioxidafita MGO na AST jsem jeSsledovalainterakce
antioxidanti s MGO, protoZe vznikifpadnych reaknich produki by se mohl projevit
v UV-VIS absorgnim spektru.

Pri inkubaci kyseliny moové s MGO nedosSlo k Zzadnym &nam ve spektru
(zména absorbance nebo posun vinovych délek) oproktapeamotné KM. Lze tudiz
fici, Ze kyselina mipva s methylglyoxalem nereaguje a nevznikaji tedydng
produkty.

Pfi inkubaci MGO s aminoguanidinem v koncentracich M az 100 mM
doSlo k naifistu absorbance ve dvou oblastech alisohm spektra a to kolem 240 nm
a 320 nm. V literatte je popsana reakce AMG s MGO za vzniku methylddriv
3-amino-1,2,4-triazinu (Thornalley 2003, Noharaoh R002). V uvedenych zdrojich je
popsan narst absorpnich pas v oblasti kolem 225 a 320 nm,érenym @i pH 7,4
(Thornalley a kol. 2000).

Sledovala jsem také vliv KM a AMG na UV-VIS spekirtAST v gitomnosti
i negritomnosti MGO. Sledovanirabsorpénich spekter AST Ize zjistit interakce mezi
antioxidantem a enzymem. V oblasti od 200 do 320zenpozorovat zgny proteinové
¢asti enzymu, nad 320 nm pak ovii koenzymové&asti enzymu. Koenzym AST
muze existovat ve dvou formach — pyridoxalové a pyxaminové. Ve form
pyridoxal-5"-fosfatu se koenzym vyskytuje na¢@iku nebo na konci transamémai
reakce. Ma dva absafpi pasy, hlavni s maximeniiB60 nm (aktivni, neprotonizovana
forma) a/nebo mensi, s maximeiti 30 nm (neaktivni, protonizovana forma). Druhou
formou je pyridoxamin-5"-fosfat, ktery vznik4 poté se aspartat navazany na enzym
deaminuje na oxalacetdt a uv@id aminoskupina tistava navazana na koenzym.
V této fornt koenzymu dochazi k posunu maxima na 325 - 330 Dréata a kol.
2005). V naSemifpad bylo maximum spektra koenzymu posunutbiné na 335
nm, coz nize byt dano nedostdt®ou cistotou preparatu enzymu nebéitpmnosti
volného koenzymu ve forén pyridoxamin-5"-fosfatu. Podobny posun maxima
v preparatu firmy Roche, ktery jsem pro své pokpesyZivala, zaznamenal také prof.
DrSata se spolupracovniky ve své praci (DrSata la 2@05). Tento probléntesili
dialyzou AST ped inkubaci.

Samotny aminoguanidin nem& na absgofpspektrum AST vyrazny vliv.

V oblasti spektra odpovidajici apoproteinu (200-386h) se absorbance mérn
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snizovala. V nejvyssi koncentraci AMG (100 mM) doglo jednotydenni inkubaci
k mirnému naistu absorbance v oblasti spektra odpovidajici kgeanz Nedoslo ale
k posunu maxim u Zzadné koncentrace AMG. ¥phu inkubace tedy aminoguanidin
v jednotlivych koncentracich praggodobrt interaguje pouze s proteinovatasti
enzymu.

Kyselina m@ova vyrazg ovliviuje spektrum AST ve vSech zkouSenych
koncentracich. U vSech vzdrldoSlo k vymizeni obou absaigich pas v proteinové
oblasti enzymu odpovidajici aromatickym aminokysii. Krong toho se se stoupajici
koncentraci KM sniZzovalo maximum absorbance. V stbl&koenzymu nedoSlo
k Zzddnym zminam. Kyselina m&ova tedy pravépodobre interaguje pouze
S proteinovouasti spektra.

Glykaci AST methylglyoxalem (0,5 mM) se absorbamsgSovala zejména
v oblasti od 260 do 370 nm. Vinova délka obou maxidpovidajici aromatickym
aminokyselinam ustala zachovana. V oblasti koenzymu doslo kistar absorbance
a splynuti absogmiho pasu s absamim pasem v proteinové oblasti enzymu.
K néristu absorbance v oblasti nad 280 nmje¢ dosSlo v disledku vzniku glykanich
produkfi, které absorbuji $tlo v oblasti nad 300 nm a zejména ve viditeli@sti
spektra (Das a kol. 1998).

Aminoguanidin v koncentraci 0,001 mM neovlivnil &raim glykovaného AST.
Ve vysSich koncentracich (0,1-100 mM) omezil ulgghu sedmidenni inkubace ri&t
absorbance v oblasti 260-370 nm abgpiipo spektra a tim i nést AGEs. V oblasti
prvniho absorfniho pasu dochazelo k poklesu absorbance. V oblastnzymu
aminoguanidin se zvysSujici se koncentraci absorbangoval, ale neZjsobil posun
maxim vinovych délek. Kroginterakce aminoguanidinu s proteinovéasti dochazi
v inkuba&ni smési AST + MGO + AMG k interakci methylglyoxalu a amoiguanidinu
za vzniku methylderivat 3-amino-1,2,4-triazinu, které jsou prapodobré pricinou
naristu absorbance v oblasti kolem 320 nm.

Kyselina m@ova vyrazg ovlivnila proteinovoucast absorgniho spektra AST.
V oblasti koenzymu doSlo u vSech koncentraci kpgetha:ové v pibéhu inkubace ke
kvantitativre stejnému ndistu absorbance. Lze tediici, Ze kyselina m&ova

neovlivnila vznik AGE produkt ani v jedné z testovanych koncentraci.

Vysledky vSech &eni ukazuji, Ze kyselina miova nema ani negativniimy
vliv na aktivitu AST, ani nesnizuje glykaci AST rhgtglyoxalem. V piibéhu inkubace
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je KM stabilni a neinteraguje s MGO, ale vyraavliviiuje spektralni vlastnosti AST
ziejme vlivem interakce s molekulou AST.

U aminoguanidinu byly jagsnprokazany pozitivni &inky na glykaci AST. R
inkubaci je AMG stabilni a reaguje s MGO za vznikethylderival 3-amino-1,2,4-
triazinu. Absorpni spektrum AST aminoguanidin vyrazmeovliviiuje, ve vysSich
koncentracich ale sniZzuje aktivitu AST.

U kyseliny hydroxycitronové se neprojevily Zzadnéaivni gimé &inky na
aktivitu AST. Pozitivni dinky na glykaci AST mila hlavreé po 120-ti minutové
inkubaci, ale i po 240 minutach byl @kterych koncentraci patrny pozitivni vliv této
latky.
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7. ZAVER

1)

2)

3)

4)

5)

Kyselina m@ova nengla Zadny negativniifmy vliv na aktivitu enzymu. Nebyl
Zjistén ani zadny pozitivni vliv této latky na glykaci ASmethylglyoxalem.
Aminoguanidin se stoupajici koncentraci (od 0,1 rd 100 mM) vyrazé
snizoval aktivitu AST. Aminoguanidin také statiglyc vyznammi zmirnil
glykaci AST methylglyoxalem a to o 36% Yipact 1 mM (p < 0,01) a 13%
v pripact 100 mM ¢ < 0,05) testované koncentracéase 240 minut. Kyselina
hydroxycitronova ovlivnila aktivitu AST jen v konotaci 0,25 mM «ase 240
minut jejim zvySenim o 10 %p(< 0,01). V¢ase 240 minut zmirnila glykaci
AST v koncentracich 0,25 mM o0 4% € 0,05) a 2,5 mM o 5 ¥%p(< 0,05).

Na absorpnich spektrech kyseliny miové a aminoguanidinu nebyly patrny
Zadné vyraz§jSi zmeny behem inkubace a Ize tedici, Ze roztoky &chto latek

jsou v pibéhu sledovani stabilni.

Kyselina ma@ova nevykazovala v UV-VIS oblasti Zzadné interakce
s methylglyoxalem. Aminoguanidin interagoval s nyédglyoxalem za vzniku
methylderival 3-amino-1,2,4-triazinu, jejichz vznik se projevilaristem
absorgnich pas v oblasti kolem 240 nm a 320 nm.

Aminoguanidin  mirg sniZzoval absorpci AST v oblasti aromatickych
aminokyselin a prawgpodobr tedy interagoval s proteinovotasti enzymu.
Kyselina m@ovéa vyrazg ovliviiovala spektrum AST v proteinové oblasti.

Aminoguanidin omezil vznik koncovych produkpokrazilé glykace. Kyselina

mocova nendla vliv na vznik glyk&nich produkii v Zadné 2z testovanych

koncentraci.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-DG 3-deoxyglukozon
9-DG-H 3-deoxyglukosone-derived hydroimidazolone
AFGP 1-alkyl-2-formyl-3,4-diglycosylpyrrole

AGE-R1 oligosacharyltransferasa-48
AGE-R2 80 K-H fosfoprotein
AGE-R3 Galektin-3

AGEs produkty pozdni glykace (advanced glycationprutiucts)
ALEs produkty pozdni lipoxidace (advanced lipoxidatand-products)
AMG aminoguanidin

AST aspartataminotransferasa

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

CAT katalasa (catalase)

CEL N°-karboxyethyllysin

CML N®-karboxymethyllysin

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOGDIC 3-deoxyglucosone-derived imidazoline cros&-li

DOLD 3-deoxyglukosone-derived lysine dimer

G-H glyoxal-derived hydroimidazolone

GO glyoxal

GODIC glyoxal-derived imidazoline cross-link

GALA N°-glycoloyllysine

GOLA N°-{2-[(5-amino-5-carboxypentyl)amino]-2-oxoethyl}lire
GOLD glyoxal-derived lysine dimer

GPx glutathionperoxidasa

GR glutathionreduktasa

HCA hydroxycitronova kyselina (hydroxycitric acid)
HCA-SX vapenato-draseln@IHCA, tzv. Super Citrimax
HDL high density lipoprotein

ICAM-1 intracelularni adhezivni molekula

IL 1a, 6 interleukiny

KM kyselina m@&ova
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LDL low density lipoprotein

MAP kinasa mitogeny aktivovana proteinkinasa (mitogetivated protein kinase)

MDH malatdehydrogenasa

MG-H methylglyoxal-derived hydroimidazolone

MGO methylglyoxal

MODIC methylglyoxal-derived imidazoline cross-link

MOLD methylglyoxal-derived lysine dimer

MSR makrofagovy scavenger receptor

NAD" nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)

NADP* nikotinamidadenindinukleotid fosfat (oxidovana fam

NADPH nikotinamid denindinukleotid fosfat (redukovéaforma)

NF-kB nuklearni faktokB

p21°° onkogenni protein

PMNs polymorfonuklearni neutrofily

PAI-1 plasminogena activator inhibitor 1

RAGE receptor produkitpozdni glykace (receptor of advanced glycationend
product

ROS reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygeraps)

RNS reaktivni dusikové radikaly (reactive nitrogpeses)

SD snmeérodatné odchylka

SOD superoxiddismutasa

SSAO semikarbazid-senzitivni aminooxidasa

TGF{$2 transformujiciitistovy faktorf32, (transforming growth factor)

TNFq tumor nekrotizujici faktoo

VCAM-1 cévni burcna adhezivni molekula (vascular cell adhesion muéet)

XDH xantindehydrogenasa

XO xantinoxidasa
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