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ABSTRAKT

Místo vypracování: Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci

Králové

Vypracovala: Eliška Bacílková

Název: Vliv látek s antioxidačními vlastnostmi na glykaci aspartátaminostransferasy

Školitel: PharmDr. Iva Boušová, Ph.D.

V této diplomové práci jsem se zabývala přímými a nepřímými vlivy kyseliny

močové, aminoguanidinu a kyseliny hydroxycitronové na aktivitu

aspartátaminotransferasy a na její glykaci methylglyoxalem. Katalytickou aktivitu

enzymu jsem měřila pomocí kinetické UV metody. Stabilitu aminoguanidinu a kyseliny

močové, jejich interakci s molekulou enzymu a vliv na vznik glykačních produktů jsem

sledovala pomocí absorpční spektroskopie. Aminoguanidin sice ve vyšších

koncentracích snižoval aktivitu enzymu, ale vykazoval také pozitivní nepřímé účinky na

glykaci aspartátaminotransferasy a snižoval množství vznikajících glykačních produktů.

Kyselina hydroxycitronová neměla negativní přímý vliv na aktivitu enzymu a byla

schopná ho částečně ochránit před glykací methylglyoxalem. Kyselina močová neměla

ani negativní přímé ani pozitivní nepřímé účinky. Aminoguanidin i kyselina močová

byly v průběhu experimentu stabilní a interagovaly s molekulou proteinu, což se

projevilo změnami v jeho UV-VIS spektrech v oblasti aromatických aminokyselin.

Účinek všech testovaných látek byl závislý na použité koncentraci.
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ABSTRACT

Publishing place: Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové

Author: Eliška Bacílková

Title: Effect of compounds with antioxidant properties on glycation of aspartate

aminotransferase

Supervisor: PharmDr. Iva Boušová, Ph.D.

In this diploma thesis, I was concerned with the direct and indirect effects of uric acid,

aminoguanidine, and hydroxycitric acid on enzymatic activity of aspartate

aminotransferase and on its glycation by methylglyoxal. The catalytic activities were

measured by kinetic UV method. Stabilities of aminoguanidine and uric acid, their

interactions with the molecule of enzyme and influence on formation of glycation

products were observed by absorption spectroscopy. Although aminoguanidine

decreased enzymatic activity in higher concentration, it showed positive indirect effects

on glycation of aspartate aminotransferase and it also decreased amount of rising

glycation products. Hydroxycitric acid did not have negative direct effect on enzyme

activity and was partially able to protect enzyme from glycation by methylglyoxal. Uric

acid exerted neither negative direct nor positive indirect effects. Aminoguanidine and

uric acid were stable during experiment and reacted with molecule of protein, which

was expressed by modifications of its UV-VIS spectra in the area of aromatic amino

acids. Effects of all tested substances were concentration-dependent.
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1.  ÚVOD

Má diplomová práce byla vypracována na katedře biochemických věd FaF UK

v Hradci Králové, kde se již po mnoho let zabývá skupina profesora Dršaty a doktorky

Boušové problematikou neenzymové glykace proteinů a jejího ovlivnění látkami

s antioxidačními účinky. Svým tématem jsem navazovala jednak na disertační práci

doktorky Boušové a také na diplomovou práci Kláry Švehlové.

Neenzymová glykace je aktuální problematika, která je zmiňována hlavně

v souvislosti s diabetem mellitem, stárnutím a aterosklerózou. Komplex neenzymových

reakcí (též nazývaných Maillardova reakce) způsobuje vznik karbonylového stresu

s nadbytkem velmi reaktivních α-oxoaldehydů, který je zodpovědný za vznik

koncových produktů pokročilé glykace (AGEs) a tím i za poškození řady biologických

struktur. AGEs vznikají také fyziologicky, ale jejich tvorba je v tomto případě

mnohonásobně nižší než při hyperglykémii či oxidačním stresu.

V mé práci jsem používala model glykace aspartátaminotransferasy (AST)

methylglyoxalem (MGO). AST je enzym komerčně dostupný ve velmi čistém stavu

a snadno dostupný je i set pro měření jeho katalytické aktivity. Methylglyoxal je nejen

velmi reaktivní α-oxoaldehyd způsobující tvorbu AGEs, ale je to také fyziologicky

vznikající metabolit. Glykace methylglyoxalem probíhá mnohem rychleji než

působením jiných glykačních činidel (např. D-glukózou, D-fruktózou). V mé práci jsem

sledovala jak přímý tak nepřímý vliv potenciálních antioxidantů na aktivitu enzymu

a jeho glykaci methylglyoxalem. K tomuto účelu jsem používala měření katalytické

aktivity AST kinetickou UV metodou a proměření absorpčních UV-VIS spekter

enzymu. Stabilitu testovaných látek jsem ověřovala pomocí sledování změn v jejich

absorpčních spektrech v čase.

Při hledání vhodné terapie onemocnění souvisejících s přítomností AGEs

(kardiovaskulární choroby, diabetes mellitus) jsou často testovány látky s antioxidační

aktivitou. Tvorba AGEs totiž úzce souvisí s oxidačním stresem. V mnoha studiích byly

prokázány pozitivní účinky těchto látek. Antioxidanty jsou také často propagovány

v lékárnách jako látky zdraví prospěšné a naprosto neškodné. Z výsledků této

diplomové práce i výsledků předešlých prací vzniklých na katedře biochemických věd

ale vyplývá, že tyto látky mohou mít také negativní účinky a mohou tedy člověku

i uškodit.
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2. SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY

2.2 Neenzymová glykace

Neenzymová glykace je reakce, při které dochází k vazbě karbonylových

sloučenin (včetně redukujících cukrů) na volné aminoskupiny biomolekul bez

katalytického působení enzymů. Tato reakce byla poprvé popsána na počátku 20. století

francouzským vědcem Louisem Camillem Maillardem, který pozoroval, že

aminokyseliny zahřívané v přítomnosti redukujících cukrů vytvoří charakteristické

žlutohnědé zabarvení (Obšil a Pavlíček 1997, Singh a kol. 2001). Neenzymová glykace

má několik fází a nazývá se po svém objeviteli Maillardova reakce (Janebová a kol.

1999).

2.2.1 Formován í a struktura AGE (Maillardova reakce)

Redukující cukry, např. glukóza, mohou reagovat svou aldehydickou skupinou

s ε-aminoskupinami proteinů, enzymů, fosfolipidů a nukleových kyselin. V sérii

neenzymových reakcí vznikají Schiffovy baze a Amadoriho produkty, které se během

následných reakcí (včetně oxidace) přeměňují na koncové produkty pokročilé glykace

(AGEs - advanced glycation end-products) (Singh a kol. 2001). Tyto oxidativní

modifikace jsou indukovány reaktivními kyslíkovými radikály (ROS) a reaktivními

dusíkovými radikály (RNS) (Reddy a Beyaz 2006).

Rychlost formování AGEs může být ovlivněna strukturou a vlastnostmi

glykačního činidla i glykované látky. U proteinů (glykované látky) má velký vliv na

reaktivitu jejich α-aminoskupin pKa. Nižší hodnota pKa, a tím vyšší nukleofilita,

urychluje tvorbu Schiffovy baze. V místech, kde dochází ke glykaci, ovlivňují kinetiku

Amadoriho přesmyku Schiffovy baze i okolní aminokyselinové zbytky (Obšil

a Pavlíček 1997). Protože za fyziologických podmínek probíhá Maillardova reakce

pomalu, postihuje především dlouhožijící molekuly (Obšil a Pavlíček 1997).

Dalším faktorem ovlivňujícím rychlost reakce je koncentrace glykačního činidla.

Glykace je závislá na koncentraci redukujícího cukru hlavně v počátečních stadiích

Maillardovy reakce. Tvorba AGEs je katalyzována přechodnými kovy a je inhibována

redukujícími sloučeninami například askorbátem (Singh a kol. 2001). Reaktivita cukrů

je závislá na rychlosti anomerizace cukru, tedy schopnosti existovat v lineární podobě,
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která je reaktivnější (Obšil a Pavlíček 1997). Reakční rychlost je také nepřímo úměrná

počtu atomů uhlíku v molekule cukru, nejnižší je u hexóz a nejvyšší u trióz,

fosforylované cukry jsou mnohem reaktivnější než jejich nefosforylované protějšky.

Glukóza má tedy nejnižší glykační schopnost, zatímco např. Glc-6-P a fruktóza tvoří

AGE mnohem rychleji. Proto je v organizmu hlavním zdrojem energie právě glukóza,

nikoliv ostatní sacharidy, čímž je fyziologicky docíleno co nejpomalejšího vzniku

AGEs (Singh a kol. 2001).

Při nadbytku glukózy ale nabývá v metabolizmu sacharidů na významu

polyolová cesta, během níž z glukózy vznikají za přítomnosti aldózareduktasy

a sorbitoldehydrogenasy sorbitol a fruktóza. Reakcí jsou spotřebovány NADPH a NAD+

za vzniku NADP+ a NADH. Spotřebou NADPH je podporován pentózový cyklus

a NADH zase blokuje tvorbu 1,3-bisfosfoglycerolu z glyceraldehyd-3-fosfátu. Zvětšuje

se množství přítomných triózafosfátů. Tyto cukry mají také schopnost glykace, takže

potencují tvorbu AGEs (Bohlender a kol. 2004, Dunlop 2000).

Produkty pokročilé glykace vznikají v lidském organizmu spontánně. Jejich

tvorba je zvýšena při hyperglykémii a oxidačním stresu (Janebová a kol.1999). Zvýšené

množství AGEs v organizmu může být též způsobeno jeho zvýšeným příjmem

z exogenních zdrojů z cigaretového kouře a z potravy (Reddy a Beyaz 2006, Janebová

a kol. 1999). AGEs vznikají v potravě při její tepelné úpravě, v závislosti na jejím

složení, teplotě, způsobu a délce úpravy. Nejvyšší hladiny AGEs jsou v potravě bohaté

na proteiny a lipidy. Ty vznikají při uvolňování volných radikálů při tepelné úpravě.

Glykoxidaci a lipoxidaci potravy podporuje teplo, nepřítomnost vlhkosti a přítomnost

kovů. Potraviny, obsahující především uhlovodíky (škrob, ovoce, zelenina, mléko) mají

nejnižší hladiny AGEs (Negrean 2006).

Průběh Maillardovy rekce lze rozdělit do tří hlavních kroků: iniciace, propagace

a terminace (Obšil a Pavlíček 1997).

2.2.1.1 Iniciace: tvorba Amadoriho produkt ů

Reakce začíná neenzymovou kondenzací redukujícího cukru v otevřené formě

řetězce a aminoskupiny proteinu (lysinovými a argininovými zbytky) způsobem

nukleofilní adice za vzniku nestabilní Schiffovy baze (Obšil a Pavlíček 1997, Jakuš

2003). Tento labilní aldimin je stabilizován rovnováhou se svou cyklickou formou -

glykozylaminem (Jakuš 2003). Hladiny Schiffových bazí stoupají rychle, rovnováha je

dosažena už během jedné hodiny. Tyto sloučeniny v průběhu několika hodin až týdnů
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přecházejí Amadoriho přesmykem na chemicky stabilnější ketoaminy, Amadoriho

produkty, s kovalentní vazbou (obr. 1). Ty jsou stabilizovány rovnováhou s cyklickými

furanózovými a pyranózovými formami sacharidové složky molekuly (Jakuš 2003).

Stejnou reakci může podstoupit i ketóza, vznikající ketoamin se pak nazývá Heynsův

produkt (Obšil a Pavlíček 1997). Tvorba Amadoriho produktů je do určité míry

reverzibilní, i když rovnováha je posunuta ve směru jejich tvorby (Janebová a kol.

1999).

Obr. 1.:  Tvorba Amadoriho produktů

(http://www2.warwick.ac.uk/fac/med/research/csri/proteindamage/imars_chem/schemes/)

Už v této fázi neenzymové glykace může být významně ovlivněna funkčnost

strukturně pozměněných proteinů. Některé z nich mají význam v klinické praxi. Mezi

nejčastěji stanovované Amadoriho produkty v klinické praxi patří lidský glykovaný

hemoglobin HbA1c, který odráží kontrolu glykémie za posledních 6-8 týdnů. Takto

pozměněný hemoglobin má nižší afinitu ke kyslíku a nižší schopnost regulace této

afinity. Glykovaný albumin (fruktózamin) odráží kontrolu glykémie za poslední 2-3

týdny (Jakuš 2003).

2.2.1.2 Propagace:  AGE prekurzory

V této části Maillardovy reakce vznikají velmi reaktivní meziprodukty,

dikarbonylové sloučeniny. Tyto α-oxoaldehydy vznikají ve všech stádiích glykačního

procesu (Maillardovy reakce): v rané fázi glykace degradací sacharidů nebo
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Schiffových bazí i ve střední fázi glykace z Amadoriho produktů (obr. 2). V organizmu

vznikají nepřetržitě i jinými způsoby (polyolovou cestou, katabolizmem ketonických

látek či threoninu nebo lipidovou peroxidací). Jsou proto pokládány za ústřední

sloučeniny při tvorbě AGEs (Singh a kol. 2001).

Tyto reaktivní meziprodukty propagují Maillardovu reakci. Jako elektrofily mohou

znovu reagovat s volnou aminoskupinou za vzniku heterocyklických produktů a inter-

a intramolekulárních můstků. Tím způsobují nevratné molekulární změny proteinů

(Jakuš 2003, Obšil a Pavlíček 1997). α-Oxoaldehydy mohou indukovat oxidační stres

a buněčnou apoptózu (Singh a kol. 2001).

Obr. 2.:  Vznik α-oxoaldehydů Namikiho a Wolffovou cestou

(dle Thornalley a kol. 1999, Jakuš a Rietbrock 2004)
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Mezi nejdůležitější α-dikarbonylové sloučeniny patří methylglyoxal (MGO),

glyoxal (GO), glukozón, 3-deoxyglukozón (3-DG).

Glyoxal vzniká Wolffovou cestou - autooxidativní degradací glukózy, která je

katalyzována přechodnými kovy (např. mědí či železem), Namikiho cestou -

lipoperoxidací a fragmentací Schiffovy baze, nebo glykoxidací Amadoriho produktů

(Obšil a Pavlíček 1997).

Methylglyoxal vzniká stejnými cestami jako glyoxal, dále pak β-oxidací

polynenasycených mastných kyselin či neoxidativním mechanizmem při anaerobní

glykolýze. Navíc může být odvozen z fruktózy fragmentací triózofosfátu nebo

katabolizmem ketonických látek a threoninu (Jakuš 2003, Reddy a Beyaz 2006, Singh

a kol. 2001).

Glukozón vzniká glykoxidací Amadoriho produktů (Singh a kol. 2001).

Deoxyglukozóny vznikají rozkladem Amadoriho produktů, při kterém se uvolní

původní amin. Při vyšším pH vzniká 1-deoxyglukozón enolizací a odštěpením aminu

z prvního uhlíku. Při nižším pH dochází k enolizaci a neoxidativnímu přesmyku za

vzniku 3-deoxyglukozónu. Některé diketony pak mohou tvořit 4-deoxyglukozóny. Tyto

látky jsou také tvořeny glykoxidací Amadoriho produktů (Obšil a Pavlíček 1997). 3-DG

může vznikat nejen Maillardovou reakcí, ale i z fruktózo-3-fosfátu, který je produktem

polyolové cesty (Jakuš 2003).

2.2.1.3 Terminace - tvorba AGE

Akumulace reaktivních dikarbonylových prekurzorů a produktů glykoxidace

a lipoxidace způsobuje tzv. karbonylový stres. Vyšší koncentrace těchto prekurzorů

může vést ke vzniku produktů pozdní glykace. AGEs vznikají buď vazbou na jeden

protein, nebo jsou schopny vázat 2 aminoskupiny a tvořit tak mezi nimi můstky, čímž

dochází k síťování proteinů (Singh a kol. 2001).

Tvorba produktů pozdní glykace je relativně pomalý proces probíhající

fyziologicky. Tvorby intra- a intermolekulárních můstků (cross-linků) mezi

aminokyselinami se účastní lysinové a argininové zbytky. Často tvoří chromofory

z nichž některé fluoreskují (Singh a kol. 2001, Reddy a Beyaz 2006). Tyto koncové

sloučeniny jsou termodynamicky stabilní a ireverzibilní (Obšil a Pavlíček 1997).

Akumulace AGEs v tkáních může být důsledkem zvýšené tvorby, snížené

degradace nebo zvýšeného přísunu AGEs ze zevního prostředí. Zvýšené hladiny AGEs
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byly pozorovány u řady onemocnění, např. diabetu mellitu, chronického renálního

selhání, aterosklerózy, Alzheimerovy choroby, též u primární revmatoidní artritidy

a u osteoporózy (Bohlender a kol. 2004).

AGEs se tvoří z meziproduktů cyklickou kondenzací, přesmykovými,

dehydratačními a oxidačními reakcemi (obr. 3). Vznikají za týdny až měsíce, nezávisle

na koncentraci glukózy (Janebová a kol. 1999, Jakuš 2003). Zasahují tak proteiny

s relativně dlouhou životností. Primárním cílem jsou strukturální součásti matrix či

bazální membrány pojivové tkáně, např. kolagen, krystaliny oční čočky, ale může

postihnout i myelin, komplement C3, tubulin, aktivátor plasminogenu a fibrinogen. Při

urémii, která je spojena s velmi vysokými koncentracemi akumulovaného AGE, jsou

zasaženy i sloučeniny s kratší životností, jako např. lipidy a nukleové kyseliny (Singh

a kol. 2001).

Obr. 3.: Vznik AGEs (dle Monnier a Wu 2003, Singh a kol. 2001)

Známé AGEs (obr. 4) jsou imunologicky odlišné a koexistují na různých

přenašečových proteinech - albuminu, hemoglobinu, cholesterolu, krystalinech oční

čočky a LDL-cholesterolu (Singh a kol. 2001).
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AGE mohou být rozděleny do tří skupin:

1)  fluoreskující cross-linky: pentosidin, crossliny, vesperlysiny, fluorolink

2) nefluoreskující cross-linky: GOLD, MOLD, DOLD, GODIC, MODIC, AFGP

a glukosepan

3) nevytvářející cross-linky: pyrraline, CML, CEL, imidazolony, fluoreskující

hydroimidazolony, argpyrimidin (Negrean 2006).

Obr. 4.: Struktura produktů pozdní glykace

(dle Ahmed a kol. 2002, Thorpe a Baynes 2003, Reddy a Beyaz 2006)
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AGEs vznikají cestou oxidační (např. CML, pentosidin) nebo neoxidační (např.

DOLD, MOLD) (Singh a kol. 2001).

3-Deoxyglukozón reaguje s lysinovými zbytky proteinů a dává vzniknout

pyrralinu. Glyoxal a methylglyoxal tvoří můstky mezi dvěma lysinovými zbytky,

vzniká glyoxal-lysinový dimer (GOLD), respektive methylglyoxal-lysinový dimer

(MOLD) (Reddy a Beyaz 2006). Reakcí 3-DG s proteiny vzniká deoxyglukozón-

lysinový dimer (DOLD) (Jakuš 2003).

Asi nejlépe charakterizovanými AGE jsou pentosidin a CML (produkty

glykoxidace) (Singh a kol. 2001). Obě sloučeniny jsou odvozeny buď přímo

z meziproduktů Amadoriho reakce (reakcí s argininovými zbytky) nebo

z 1,2-dikarbonylových sloučenin (např. glyoxalu) (Reddy a Beyaz 2006).

CML je monolysinlvý addukt, zatímco pentosidin je cross-link, který kovalentně

váže lysin a arginin proteinů komplexem C5-cyklu a vytváří intramolekulární kovalentní

vazby.

Další dva produkty pozdní glykace, imidazolon a pyrralin, mohou vznikat

nezávisle na oxidačním stresu. Zmíněné AGEs mohou vznikat neoxidačním způsobem

jednak z methylglyoxalu, během anaerobní glykolýzy nebo na základě uvolnění 3-DG.

Tyto reakce závisí na individuální genetické výbavě (Singh a kol. 2001).

Některé AGEs mohou vznikat i cestou kovy katalyzované oxidace

polynenasycených mastných kyselin a kyseliny arachidonové. Nazývají se pak produkty

pozdní lipoxidace (ALEs). Často jsou ale zahrnovány také pod název AGEs. Jednou

z takových látek je CML, který je tvořen glykoxidací i lipoxidací (Singh a kol. 2001).

2.2.2 Účinky AGE na tkáňové a buněčné úrovni

2.2.2.1 Účinky AGE nezávislé na interakci s receptory

Produkty pokročilé glykace působí negativně na organizmus na několika

úrovních. Při vzniku AGEs, např. autooxidací sacharidů, vznikají volné radikály. Jejich

prostřednictvím AGEs nepřímo zapřičiňují degradaci proteinů (štěpením jejich

kovalentních vazeb) nebo peroxidaci lipidů v membránách buněk.

Vzniklé AGEs zároveň vedou k modifikaci a síťování tkáňových proteinů, lipidů

a DNA, což má přímé, na receptoru nezávislé patologické následky (Jakuš 2003,

Bohlender a kol. 2004). Dochází ke strukturním změnám, poruše odbourávání (změna
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poločasu proteinů) nebo narušení funkcí glykovaných proteinů (pokles enzymové

aktivity, snížení schopnosti vázat ligandy, pozměněná imunogenita). Důsledkem je pak

narušení funkčnosti tkání (Jakuš 2003, Negrean 2006). Zasaženy mohou být jak

extracelulární tkáňové a plazmatické proteiny, tak intracelulární proteiny (Bohlender

a kol. 2004).

Jedním z významně ovlivněných tkáňových proteinů je kolagen. Fyziologický

stupeň zesíťování kolagenu je zvýšen patologickými cross-linky, čímž narůstá jeho

biomechanické tloustnutí a křehkost. Tímto procesem jsou postiženy hlavně cévní

stěny. Změnou své elasticity a následnou aterogenezí může zapřičinit např. arteriální

hypertenzi s jejími možnými důsledky (např. iktus). Dalším místem, kde se projevuje

poškození kolagenu je kůže (projevy stárnutí) (Bohlender a kol. 2004, Negrean 2006).

Glykací jsou zasaženy nejen strukturální, ale i plazmatické proteiny

a lipoproteiny (HDL, LDL, apo-lipoprotein B), což u diabetiků vede k urychlení

aterosklerózy (Negrean 2006). V plazmě je hlavním postiženým proteinem albumin.

Glykace ovlivňuje jeho 3D strukturu: dochází ke konformačním změnám na β-skládaný

list a cross-β strukturu, charakteristickou pro amyloidní fibrily. Může dojít ke

kondenzaci za vzniku amorfních fibrózních agregátů a zároveň ke ztrátě fyziologické

funkce albuminu (Bohlender a kol. 2004).

Tyto změny se ve zvýšené míře projevují s rostoucím věkem a jsou ještě

urychleny při diabetu mellitu. Následkem může být skleróza renálních glomerulů,

ztenčování kapilární bazální membrány nebo rozvoj aterosklerózy (Singh a kol. 2001).

AGEs nevznikají jen v extracelulárních prostorách, ale i intracelulárně

v buňkách, ve kterých probíhá oxidační a karbonylový stres. Intracelulárně tvořené

AGEs (především MGO) vznikají jako odpověď na oxidační stres, který je indukovaný

hyperglykémií a zvýšenou tvorbou mitochondriálních superoxidů. Pozměněním

buněčných proteinů se buňka stává dysfunkční. Může se stát necitlivou na exogenní

stimuly a způsobit patologický růst. Mezi takto ovlivnitelné intracelulární proteiny patří

např. basic fibroblast growth factor, produkovaný endoteliálními buňkami. Mění své

růstové faktory a snižuje mitogenní buněčnou aktivitu. Ovlivnitelné jsou i cytokiny,

které také ztrácejí svou biologickou aktivitu (Bohlender a kol. 2004).

Intracelulární karbonylový stres také způsobuje poškození DNA (Bohlender

a kol. 2004).
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2.2.2.2 Účinky AGE zprost ředkované interakcí s receptory

Interakce AGEs s buňkami organizmu se uskutečňuje prostřednictvím několika

různých vazebných míst na receptorech (Janebová a kol. 1999). Jako první byl objeven

tzv. receptor pro AGEs (RAGE). Byly identifikovány i další povrchové molekuly

a receptory pro AGEs (Bohlender a kol. 2004). Patří mezi ně makrofágový scavenger

receptor (MSR) typu A a B1, oligosacharyl transferasa-48 (AGE-R1), 80K-H

fosfoprotein (AGE-R2), galektin-3 (AGE-R3) a laktoferinu podobný polypeptid (za

určitých podmínek tvoří komplex s RAGE) (Singh a kol. 2001, Janebová a kol. 1999).

Tyto receptory jsou exprimovány velkým množstvím různých typů buněk, např. na

buňkách hladkého svalu cév, periferních mononukleárech, makrofázích, endoteliálních

buňkách, také v nervových tkáních na neuronech, astrocytech, mikrogliích a periferních

nervech, dále v plicích a kosterním svalstvu. Exprese RAGE a některých dalších

receptorů je zvýšená v případě diabetu mellitu a zánětu.

Účinky zprostředkované receptorem RAGE jsou zprostředkovány intracelulární

signalizací a aktivací nukleárního faktoru NF-κB (obr. 5). Vazbou AGE (především

CML) na RAGE je indukován oxidační stres (aktivace hemoxidasy) a aktivace

transkripčního faktoru NF-κB (prostřednictvím buněčné signalizace p21ras/MAP kinasu

aktivující kaskády). To vede k sekreci cytokinů a mediátorů zánětu, inhibici produkce

buněčného NO, vazokonstrikci a koagulaci (Janebová a kol. 1999, Singh a kol. 2001,

Bohlender a kol. 2004). Aktivace této signální cesty vede k indukci vaskulární

dysfunkce a vzniku diabetických komplikací, jakými jsou glomerulární

a tubointestinální poškození s následným uremickým poškozením. Může způsobit

chronickou cévní aktivaci a zánět, který při akumulaci lipoproteinů přechází do

chronicity. Výsledkem je urychlení aterosklerózy (Singh a kol. 2001, Bohlender a kol.

2004).

Interakce AGE-RAGE vyvolávající oxidační stres může být důležitá při

zánětlivém procesu, protože aktivuje geny zodpovědné za zánětlivou reakci (Janebová

a kol. 1999). Tato cesta je nezávislá na hyperglykémii a může vysvětlit přítomnost

AGEs v aterosklerotických lézích u nediabetických pacientů nebo u pacientů se

zánětlivými procesy, jako je revmatoidní artritida (Schmidt a kol. 2001). Buňky tkání

bohaté na AGEs mají větší množství receptorů RAGE. Dochází totiž k upregulaci

RAGE prostřednictvím NF-κB, který se váže na promotor vlastních buněk (Singh a kol.

2001).
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Obr. 5.: Buněčná signalizace RAGE  (Negrean 2006)

Pro vysvětlení dysfunkce buněk cévní stěny způsobené produkty pozdní glykace
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2.2.3 Metabolizmus AGE

Organizmus je schopen degradovat glykací modifikované tkáně a buňky. AGE

cross-linky jsou eliminovány extracelulární proteolýzou a scavenger buňkami (např.

tkáňovými makrofágy). Po endocytóze produktů pozdní glykace makrofágy,

zprostředkované specifickými či nespecifickými receptory, jsou intracelulárně

degradovány na nízkomolekulární rozpustné peptidy, které jsou následně uvolněny do

krevního oběhu. Mohou opět reagovat s proteiny. Pokud nejsou rychle odstraněny

ledvinami, vzniká tzv. druhá generace AGEs. Poškození renálních funkcí tedy vede

k akumulaci AGEs (Vlassara a Palace 2003).

Také jaterní sinusové buňky (Kupferovy a endoteliální) hrají důležitou roli při

vychytávání AGE-proteinů z plazmy (endocytózou). Poškození tohoto mechanizmu

může vést k hromadění AGEs i při správné funkci ledvin. Insulin má pravděpodobně

pozitivní roli při tomto mechanizmu, protože stimuluje expresi receptorů scavenger

makrofágů, čímž zvýšuje degradování AGEs (Negrean 2006).

2.2.4 Methylglyoxal

Obr. 6.: Methylglyoxal

Methylglyoxal (pyruvaldehyd, 2-oxopropanal, obr. 6) je velmi reaktivní

α-oxoaldehyd, a fyziologický metabolit. Je to žlutá tekutina s charakteristickým

štiplavým zápachem. Ve vodném roztoku je přítomen ve třech formách - bezvodé (1%),

monohydrátu (71%) a dihydrátu (28%) (Thornalley 1996, Kalapos 1999).  MGO

v bezvodé formě snadno prochází buněčnými membránami, pravděpodobně pasivní

difuzí (Abordo a kol. 1999).
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2.2.4.1 Metabolizmus methylglyoxalu

Methylglyoxal vzniká ve všech buňkách a tkáních. Jeho hlavním zdrojem při

normální glykémii je rozklad triózafosfátů. Vzniká rozkladem a eliminací fosfátu

z fosfoendiolové formy glyceraldehyd-3-fosfátu a dihydroxyacetonfosfátu. Tyto děje

mohou probíhat neenzymaticky i enzymaticky (triózafosfátizomerasa

a methylglyoxalsyntasa) (Thornalley 1996). Methylglyoxal může vznikat také

metabolizmem acetonu vzniklého lipolýzou cytochromem P450 typu 2E1 nebo oxidací

aminoacetonu vznikajícího při katabolizmu threoninu (za účasti aminoxidasy) (Wu

2005, Thornalley 1996). Dále může vznikat autooxidací monosacharidů, Maillardovou

reakcí a peroxidací lipidů (Thornalley a kol.1999, Seidler a Kowalewski 2003). Při

zvýšeném množství triózafosfátů (zvýšením hladiny např. glukózy a fruktózy vlivem

hyperglykémie, ale i ethanolu či threoninu) se zvýší množství vznikajícího MGO, který

je jedním z nejdůležitějších prekurzorů AGEs (Bourajjaj a kol. 2003, Wu 2005,

Thornalley 1996).

Methylglyoxal je v cytosolu vychytáván a detoxikován glyoxalázovým

systémem (obr. 7), který je závislý na buněčné hladině glutathionu (Wu 2005). Tento

systém zahrnuje dva enzymy - glyoxalasu I a glyoxalasu II (a redukovaný glutathion

jako katalyzátor). Glyoxalasa I (dimerní enzym se dvěma velmi podobnými

podjednotkami) katalyzuje přes hemithioacetal vznik S-D-laktoylglutathionu.

Glyoxalasa II (monomerní enzym) katalyzuje následnou hydrolýzu

S-D-laktoyl-glutathionu na D-laktát a dochází k obnově redukovaného glutathionu.

Obr. 7.: Průběh detoxifikace glyoxalázovým systémem (Thornalley 1996)

D-Laktát je u savců dále metabolizován na pyruvát mitochondriální reduktasou

(Haik jr. a kol. 1994, Thornalley 1996).

Aktivita glyoxalasy I je přímo úměrná množství cytosolického redukovaného

glutathionu. Pokud je jeho množství díky oxidačnímu stresu sníženo, sníží se i aktivita

tohoto enzymu. Tak dochází k akumulaci MGO. V této situaci se mohou ve zvýšené

CH3COCHO + GSH CH3COCH(OH)-SG CH3CH(OH)CO-SG

methylglyoxal redukovaný
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glyoxalasa I
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míře uplatnit i jiné cesty detoxikace methylglyoxalu. Při nedostatku glutathionu se

MGO může odbourávat např. pomocí aldózareduktasy (za vzniku hydroxyacetonu

a D-laktaldehydu) a 2-oxoaldehyd-dehydrogenasy (Abordo a kol. 1999). Jejími

kofaktory jsou NADP+ a NAD+ (Kalapos 1999).

Za normálních okolností je tedy MGO inaktivován. Při onemocněních, jako

diabetes, jsou ale hladiny MGO natolik zvýšeny kvůli narušení sacharidového

a lipidového metabolizmu, že dochází k patologickým poškozením (Seidler

a Kowalewski 2003).

2.2.4.2 Reaktivita MGO

Methylglyoxal může reagovat s několika aminokyselinami, které jsou součástí

glykovaného proteinu. S cysteinovými zbytky reaguje za vzniku reverzibilních

hemithioacetalů a s lysinovými a argininovými zbytky proteinů a peptidů za vzniku

stabilních AGEs (Abordo a kol. 1999). S argininovými zbytky reaguje MGO za vzniku

nefluoreskujících produktů 5-hydro-5-methylimidazolonu a tetrahydropyrimidinu,

a hlavního fluoreskujícího produktu argpyrimidinu. S lysinovými zbytky reaguje za

vzniku CEL a MOLD (Bourajjaj a kol. 2003).

Methylglyoxalem indukovaná poškození vznikají prostřednictvím

modifikovaných proteinů: některé jsou cross-linky (např. MOLD), některé se vážou na

AGE receptory (např. hydroimidazolony), čímž ovlivňují buněčné funkce (Bourajjaj

a kol. 2003). MGO reaguje s různými proteiny, extracelulárními i intracelulárními, např.

s krystaliny oční čočky, plazminogenem, albuminem a glykolytickou dehydrogenasou

(pozměňuje energetický metabolizmus buňky) (Seidler a Kowalewski 2003). Dále

mohou být modifikovány proteiny mitochondriální membrány a antioxidační enzymy

(Bourajjaj a kol. 2003).

Výsledkem reakcí MGO s proteiny může být ovlivnění biochemických

a fyziologických funkcí buněčné membrány, ATP-asy, některých glykolytických

enzymů, inhibice proteinové syntézy a buněčného růstu (Cook a kol. 1998).

2.3 AGE inh ibitory

Látky, které ovlivňují patologické působení produktů pokročilé glykace, mohou

účinkovat různými mechanizmy a na různých úrovních tvorby a působení AGEs:
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vychytáváním reaktivních dikarbonylů a volných radikálů, chelatací přechodných kovů,

rozpojováním AGE cross-linků, blokováním AGE receptoru (RAGE), blokádou

signální cesty RAGE, snížením hyperglykémie, inhibicí aldosareduktasy, atd. Většina

látek, které mohou ovlivnit patologické působení AGEs, účinkuje více mechanizmy

(Peyroux a Sternberg 2006, Janebová a kol. 1999).

V současné době jsou v centru zájmu především látky s antioxidačním účinkem.

Látka, které má fungovat jako fyziologický antioxidant, musí splňovat určité podmínky.

Musí mít schopnost reagovat s biologicky důležitými oxidanty a radikály, reakcí

modifikovaný antioxidant musí být méně nebezpečný než původní látka a musí být

přítomen v dostatečném množství alespoň v některých kompartmentech, aby zajistil

kvantitativní průběh reakce (Becker 1993).

2.3.1 Aminoguanidin

synonyma: Pimagedin, Guanylhydrazin

Obr. 8.: Aminoguanidin

Aminoguanidin (AMG) (obr. 8) je studován jako jedna ze sloučenin vhodných

pro léčbu diabetických komplikací. Má antioxidační účinky a je schopen inhibovat

pokročilou glykaci, čímž redukuje tvorbu AGE. Experimentální léčba pomocí

aminoguanidinu působí preventivně proti diabetickým komplikacím nebo zlepšuje

jejich průběh. Na tkáňové úrovni snižuje AMG diabetem indukované tloustnutí

glomerulární a retinální bazální membrány, zlepšuje rychlost vedení motoneurony,

snižuje ztrátu retinálních pericytů, ovlivňuje tvorbu katarakty a vznik vaskulárních

a kolagenových změn. Má pozitivní účinky i u komplikací experimentálního stárnutí,

glomerulosklerózy a kardiovaskulárních onemocnění, zahrnující tuhnutí arterií,

aterogenezi a hypertrofii srdce. Může též zlepšit cerebrální poškození způsobené

experimentální okluzí arterií jako modelu iktu (Sell a Monnier 2001, Chen a kol. 2003).

Inhibuje také peroxidaci lipidů in vivo (při koncentraci od 1 µM do 1 mM o 10-80%),

peroxidaci LDL a jejich následné vychytávání makrofágy (v euglykemickém in vitro

systému) a tvorbu malonaldehydu v erytrocytech inkubovaných s peroxidem vodíku.

Snižuje rozvoj aterosklerotických plaků (beze změny plazmatických hladin

cholesterolu) a exkreci albuminu do moči (Yu a Zuo 1997, Jakuš a kol. 1999).

H2N NH NH2C

NH
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2.3.1.1 Mechanizmus ú činku aminoguanidinu

Bylo navrženo mnoho modelů, vysvětlujících mechanizmus a způsob účinku

aminoguanidinu. Nejpravděpodobnější z nich vychází z nukleofilní povahy

aminoguanidinu, která mu umožňuje reagovat s 1,2-dikarbonylovými skupinami vysoce

reaktivních α-oxoaldehydů: glyoxalem, methylglyoxalem či 3-deoxyglukozónem (Sell

a Monnier 2001). Vznikají jejich addukty, 1,2,4-triaziny, které jsou relativně netoxické

(Reddy a Beyaz 2006).

Předpokládají se i další mechanizmy účinku. Může také inhibovat

indukovatelnou NO syntasu, která tvoří oxid dusnatý jako odpověď na oxidační stres při

ochraně před cizorodými látkami. Potlačí tím inhhibiční efekt NO na různé enzymy,

které pomáhají vyrovnat se s oxidačním stresem, např. superoxiddismutasu (SOD),

katalasu (CAT), aldózareduktasu, glutathionperoxidasu (GPx) a glutathionreduktasu

(GR). Aktivitu těchto enzymů ovlivňuje AMG také snížením jejich glykace (Akpinar

a kol. 2007, Stoppa a kol. 2006). Inhibuje také ireverzibilně semikarbazid-senzitivní

aminoxidasu (SSAO), která katalyzuje vznik cytotoxických látek, formaldehydu

a methylglyoxalu (Yu a Zuo 1997).

Mezi další žádoucí účinky aminoguanidinu vedoucí ke snížení oxidačního stresu

patří vychytávání peroxynitritu (ONOO-), chelatace iontů přechodných kovů a inhibice

lipidové peroxidace. Kombinací všech těchto účinků dochází k potlačení glykace

a tvorby AGEs (Reddy a Beyaz 2006).

2.3.1.2 Negativní ú č inky AMG

Kromě pozitivních účinků aminoguanidinu na glykaci byly ve studiích zjištěny

i některé jeho negativní vlivy na organizmus. Zaznamenána byla in vitro prooxidační

aktivita (obr. 9). Mechanizmus spočívá v hydrolýze AMG na semikarbazid a hydrazin.

Při následné oxidaci hydrazinu dochází v přítomnosti přechodných kovů k tvorbě

reaktivních forem kyslíku (peroxidu vodíku). Tyto reaktivní formy kyslíku, které

mohou způsobovat oxidační stres, mohou fragmentovat proteiny a také degradovat

adukty proteinů a glukózy.
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Obr. 9.: Prooxidační aktivita aminoguanidinu (Skamarauskas a kol. 1996)

Vysoké hladiny AMG také blokují enzym katalasu (Ou a Wolff 1993).

Koncentrace AMG, která je nutná k inhibici katalasy in vitro, je ale mnohem vyšší, než

se očekává při dávkování in vivo. Inhibice katalasy aminoguanidinem je pravděpodobně

závislá na čase a na stupni produkce endogenního H2O2, obratu katalasy a tkáňových

hladinách AMG (Ou a Wolff 1993).

2.3.1.3 AMG v klin ických studiích

AMG, pod firemním názvem Pimagedine, byl od roku 1993 podroben firmou

Alteon klinickým studiím u diabetických pacientů. Většinou byla používána chloridová

sůl AMG, nikoliv snáze dostupný bikarbonát (ten může být méně biokompatibilní).

Jako účinná se ukázala dávka 150-300 mg za den, užívané s jídlem. Diabetici by ale

mohli užívat i 300-600 mg denně, případně i více. Poločas AMG je jen půl hodiny,

takže je efektivnější tuto dávku rozdělit do několika menších dávek během dne

(Friedman 2002, www.micromedex.com). Zpočátku AMG vypadal jako málo toxická

látka. Jako lék ale nebyl nakonec uveden na trh kvůli nežádoucím vedlejším účinkům
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při III. fázi klinických studií. Některé z vedlejších účinků mohou být spojeny

s vychytáním pyridoxalu vedoucí k nedostatku vitaminu B6, esenciálních živin

a k poruchám enzymů závislých na pyridoxal-5´-fostátu.

Ve snaze předejít těmto nežádoucím účinkům, kdy dochází ke vzniku adduktů

Schiffových bazí mezi AMG a pyridoxalfosfátem, který je doprovázený snížením

množství pyridoxal-fosfátu v játrech, byla nasyntetizována Schiffova baze - sloučenina

vzniklá spojením AMG a pyridoxal fosfátu a sledoval se účinek in vitro. Ukázalo se, že

tento addukt je lepší než samotný AMG, nejenom tím, že předchází deficitu vit. B6, ale

má lepší účinky v ovlivnění diabetické nefropatie, protože inhibuje jak glykaci, tak

i oxidaci (Taguchi a kol. 1999, Okada a Ayabe 1995).

V klinických studiích byla zkoumána řada účinků AMG na organizmus. Kromě

výše zmíněných účinků bylo zjištěno, že zlepšuje hojení poranění a obnovuje expresi

růstového faktoru TGF-β1 (Yavuz a kol. 2005). Ukázal se i pozitivní účinek na

lipoproteiny. Při podávání diabetickým pacientům snižoval cirkulující hladinu LDL

o 28%. Produkty pozdní glykace, jejichž tvorbu aminoguanidin snižuje, totiž poškozují

LDL-receptorem zprostředkovanou clearence, což vede ke zvýšení LDL hladiny

(Bucala a kol. 1994).

2.3.2 Kyselina močová

Obr. 10.: Kyselina močová

Kyselina močová (KM, obr. 10) je u člověka koncovým produktem katabolizmu

purinových bazí adeninu a guaninu (Glantzounis a kol. 2005). Hlavními produkty

purinového metabolizmu u savců (kromě primátů) je ale allantoin, vznikající oxidací

kyseliny močové. Tato reakce je zprostředkována urikasou (urátová oxidasa) (Žitňanová

a kol. 2004). U jiných živočichů může reakce pokračovat následovně: allantoin →

kyselina allantoová (kostnaté ryby) → kyselina glyoxalová a močovina (obojživelníci,
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chrupavčité ryby) → NH4
+ (mořští bezobratlí) (Voet, Voetová, Biochemie 1995).

Všechny tyto produkty jsou ve vodě lépe rozpustné, než kyselina močová (Glantzounis

a kol. 2005). Během evolučního vývoje člověka došlo ke ztrátě aktivity urikasy, proto je

u člověka posledním článkem metabolizmu purinů kyselina močová. Gen, který

zodpovídá za expresi urátoxidasy je sice stále přítomen, ale je neaktivní (Becker 1993,

Davies a kol. 1986). U člověka navíc došlo k vyvinutí efektivního ledvinného systému

reabsorpce urátu, takže jeho hladina v plazmě je asi 10 krát vyšší oproti savcům

s aktivní urikasou (Davies a kol. 1986). Současná ztráta aktivity askorbát syntasy

evolučním vývojem člověka ukazuje, že kyselina močová by pravděpodobně mohla

nahrazovat antioxidační aktivitu kyseliny askorbové (Becker 1993, Davies a kol. 1986).

Podle jedné z teorií mohla ztráta ureasové aktivity a následné zvýšení plazmatické

koncentrace kyseliny močové u jednoho z předků člověka vést ke kvantitativnímu

vzestupu jeho intelektuální kapacity a tak odstartovat i vývoj člověka (Orowan 1955).

2.3.2.1 Vznik a me tabolizmus kyseliny mo čové

Při katabolizmu purinů vznikají meziprodukty, jako adenosin, inosin nebo

hypoxantin. Ty mohou být recyklovány a znovu použity k syntéze purinů. Následné

produkty, xantin a kyselinu močovou, ale není možné opět použít. Ztráty purinů,

vzniklé přeměnou na tyto látky, musí být nahrazeny de novo syntézou či záchrannými

reakcemi jiných vhodných sloučenin.

Enzym zodpovědný za vznik kyseliny močové je xantinoxidoreduktasa, která

převádí hypoxantin na xantin a dále na kyselinu močovou. Je to dimerní protein, v jehož

každé podjednotce je několik systémů přenášejících elektrony. Enzym

xantinoxidoreduktasa existuje ve dvou formách,  xantindehydrogenasa (XDH)

a xantinoxidasa (XO). Za fyziologických podmínek je enzym především ve formě

dehydrogenasy (nejvyšší množství je v játrech a střevech). XDH má vyšší afinitu

k oxidovanému nikotinamidadenindinukleotidu (NAD+) (oproti kyslíku), který při

reakci funguje jako elektronový akceptor. Xantinoxidasa ale využívá místo NAD+ kyslík

za vzniku superoxidového aniontu (O2
.-). Z něj mohou vznikat další reaktivní formy

kyslíku (peroxid vodíku, hydroxylový radikál) (Glantzounis a kol. 2005, Voet, Voetová

1995).

Hlavním místem produkce kyseliny močové je cévní stěna, protože

xantinoxidoreduktasa je přítomna hlavně v endotelu cév. Odtud je uvolňována do
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luminálních a abluminálních plazmatických kompartmentů. Protože může být přenášena

přes buněčnou membránu (i když relativně pomalu), účinkuje pravděpodobně jako

scavenger i u buněk, které ji samy neprodukují (Becker 1993).

Určitá část KM a urátu je v ledvinách filtrována a sekretována do moči. Většina

(asi 90%) je ale zpětně reabsorbována a vrací se zpět do krve (Becker 1993).

Zvýšená hladina KM v plazmě může mít několik příčin. Významně je ovlivněna

příjmem potravy bohaté na purinové látky. Po požití jsou puriny obsažené v potravě

v gastrointestinálním traktu katabolizovány mukózní xantinoxidoreduktasou na kyselinu

močovou. Až tento produkt pak vstupuje do krevního oběhu (Becker 1993). Zvýšení

hladiny urátu v plazmě může být způsobeno i nadměrným požíváním alkoholu,

zvýšeným obratem buněk a buněčnou smrtí vlivem neoplastických onemocnění či

cytotoxických látek. Vliv má i postižení ledvinných funkcí se snížením clearance KM.

Zřídka je způsobeno genetickými vadami purinového metabolizmu (Strazzullo a Puig

2007).

Kyselina močová také vzniká po reperfúzi ischemických oblastí, kdy se ATP

rozkládá na hypoxantin a dále na kyselinu močovou. Za těchto podmínek je ale enzym

především ve formě xantinoxidasy. Vznik kyseliny močové je pak doprovázen tvorbou

superoxidových aniontů, které potencují tvorbu jiných radikálů. Přítomnost XO formy

je také způsobena hypoxií, cytokiny a glukokortikoidy (Glantzounis a kol. 2005).

2.3.2.2 Reakce KM s oxida čními činidly

Při fyziologickém pH je 99% KM ve formě monovalentního urátového aniontu,

což ukazuje, že pro průběh reakce je důležitý právě urát (Naidoo a Lux 1998).

Pokud kyselina močová reaguje při neutrálním pH se silnými oxidačními

činidly, např. peroxyl (RO2
.), hydroxyl (.OH) nebo peroxynitritovými (ONOO-)

radikály, vzniká radikál urátového aniontu. Dochází k přenosu jednoho elektronu.

Urátový radikál je relativně stabilní a nereaguje s kyslíkem, protože nespárovaný

elektron je delokalizován na heterocyklický kruh. Stále je ale potenciálním oxidantem

(Becker 1993). Je schopen inaktivovat nejméně dva enzymy, α1-proteinasu

a alkoholdehydrogenasu. Inaktivaci α1-proteinasy lze předejít současně přítomným

askorbátem, který zabrání případnému škodlivému působení urátového radikálu

(Glantzounis a kol. 2005). To může být důvod, proč KM není nikdy jen jediným

přítomným antioxidantem v místě svého působení. Reakcí s askorbátem dochází
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k regeneraci urátu a produkci méně škodlivého askorbylového radikálu, což zároveň

snižuje množství vznikajícího allantoinu. Tento redoxní koloběh je naznačen následující

rovnicí (Becker 1993):
.OH + U- -> OH- +  .U (oxidace urátu)
.U + Asc- -> U- +  .Asc (oxidace askorbátu)

Kyselina močová může být oxidována i dvouelektronovým přenosem. Touto

reakcí vzniká allantoin a z něj oxidací další produkty - kyselina allantoová/allantoát,

kyselina glyoxylová/glyoxalát, močovina, kyselina oxalová/oxalát (obr. 11) (Becker

1993). Látka, která může usměrnit reakci ve prospěch dvouelektronového přenosu je

kyselina chlorná (HClO). In vivo vzniká aktivovanými monocyty a polymorfo-

nukleárními neutrofily (PMNs) a má vysoký oxidační potenciál. Vede snadno k chloraci

aminoskupin za vzniku chloraminů a oxidaci thiolových a thioetherových skupin.

Reakce kyseliny močové s HClO probíhá hlavně při fyziologickém pH, kdy je kyselina

chlorná převážně ve formě chlornanu a kyselina močová ve formě urátu. V in vitro

systému, kde HClO/ClO- vzniká z H2O2 a Cl- v přítomnosti myeloperoxidasy, je jeden

mol urátu oxidován 3 moly chlornanu/H2O2. U ostatních fyziologických antioxidantů je

tento poměr obvykle 1:1 či 1:2. V poměru 1:3 u urátu dochází tedy k příjmu celkem 6-ti

elektronů (za předpokladu, že reakce proběhne až do stadia oxalátu), má tedy oproti

ostatním antioxidantům vysokou antioxidační aktivitu (Becker 1993).

Obr. 11.: Oxidace kyseliny močové (Becker 1993)
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Kyselina močová může inhibovat oxidační reakce i bez toho, aby byla sama

oxidována. Tímto způsobem zabraňuje oxidaci kyseliny askorbové. Tento účinek se

vysvětluje schopností vytvářet stabilní komplexy KM s ionty přechodných kovů.

Protože oxidace askorbátu je závislá na přítomnosti stopového množství katalyticky

aktivního železa (Fe3+) při neutrálním pH, jeho chelatace kyselinou močovou

znemožňuje průběh reakce (Davies a kol. 1986).

2.3.2.3 Význam KM

Kyselina močová byla tradičně považována za metabolicky inertní, fyziologicky

neaktivní koncový produkt purinového metabolizmu u člověka. KM a urát jsou oba

málo rozpustné a směr zájmu byl proto původně zaměřen na negativní účinky vznikající

z jejich nadprodukce a retence, klinicky důležité projevy tvorby urátových krystalů

(dna, nefrolithiáza) (Becker 1993).

Při mezidruhových srovnáních u savců, hlavně u primátů, byla nalezena

souvislost mezi plazmatickou hladinou urátu a délkou života živočišného druhu. Délka

života je dána mimo jiné stárnutím buněk a onemocněními, jako rakovina

a kardiovaskulární onemocnění. Ty ve zvýšené míře vznikají při přítomnosti radikálů

a oxidačního stresu. Tato souvislost jen potvrzuje, že KM má antioxidační účinky

(Becker 1993).

Hladiny KM a urátu v plazmě jsou značně individuální (50-900 µM, obvyklé

hladiny 200-400 µM) a průměrně jsou o něco vyšší u mužů než u žen (370 x 260).

Jejich hladina je dost vysoká oproti jiným potenciálním neenzymovým antioxidantům

(askorbát, tokoferol, methionin, glutahion,...). V plazmě představují kyselina močová,

albumin a kyselina askorbová asi 85% celkové antioxidační kapacity (Yaoa a kol.

1998). Samotná KM zajišťuje 30-65% kapacity vychytávání peroxylových radikálů

(Naidoo a Lux 1998) a 10-15% hydroxylových radikálů v plazmě (Becker 1993). Tyto

hodnoty ale nemusí být přesné, při in vitro měřeních totiž nejsou zohledněny všechny

jevy přítomné in vivo. Urát také zmírňuje lipidovou autooxidaxi v plazmě (Becker

1993).

Protože u člověka allantoin nevzniká z kyseliny močové enzymaticky, jeho

přítomnost je pouze výsledkem neenzymatické oxidace KM volnými radikály (Naidoo

a Lux 1998). Měření KM a allantoinu je tedy možné využívat jako markeru oxidačního

stresu in vivo (Žitňanová a kol. 2004).
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2.3.2.4 Účinky KM

Kyselina močová může hrát důležitou roli fyziologického antioxidantu proti

oxidačnímu stresu. KM má přístup ke všem extracelulárním plazmatickým

kompartmentům (není v lipidové fázi), takže její účinky nejsou tak prostorově omezeny,

jako u jiných enzymových scavengerů (SOD, CAT a GPx) (Becker 1993, Yaoa a kol.

1998).

Při své oxidaci vychytává KM hydroxylové (.OH) a peroxylové radikály (RO2
.),

singletový kyslík, oxidanty oxyhemoglobinu a ozón. Bylo zaznamenáno, že KM je také

inhibitorem sekundárních radikálů, vznikajících při reakci peroxynitritu (ONOO-)

s oxidem uhličitým v plazmě (Glantzounis a kol. 2005). Omezuje tak oxidaci

plazmatických lipoproteinů, lipidů, nenasycených mastných kyselin (linolenová,

linoová, arachidonová), enzymů, nukleotidů, buněk a orgánů a inhibuje lipidickou

peroxidaci (in vitro). Dále má ochranný účinek na integritu membrány erytrocytů

a ochraňuje je tak před rozpadem způsobeným peroxidací. Zpomaluje nitrity

indukovanou oxidaci oxyhemoglobinu a oxidaci metmyoglobinu pomocí H2O2  (Davies

a kol. 1986, Becker 1993). Urát také zabraňuje oxidační inaktivaci endotelových

enzymů, cyklooxygenasy a angiotensin konvertujícího enzymu (Becker 1993).

Schopnost KM vychytávat ClO-, může mít i jiné důsledky, než jen ochranu

organizmu před oxidanty. Mohla by vysvětlovat odeznívání záchvatů dny. Fagocytóza

urátových krystalů nejprve aktivuje polymorfonukleáry s následnou produkcí oxidantů.

Ty jsou vychytávány urátem, který se touto reakcí degraduje. Snižuje se množství KM,

což přispívá k odeznění záchvatu (Becker 1993).

V in vitro systému byly zjištěny prooxidační a prozánětlivé vlastnosti kyseliny

močové. Tyto účinky jsou pravděpodobně způsobeny ROS, které vznikají

katabolizmem purinů za přítomnosti XO formy enzymu (Glantzounis a kol. 2005).

2.3.3 Kyselina hydroxycitronová

Kyselina hydroxycitronová (1,2-dihydroxypropan-1,2,3-trikarboxylová, HCA) je

hlavní kyselinou v kůře plodu tropické rostliny Garcinia cambogia. Ta roste převážně

ve stálezelených pralesech Severozápadní části Indie a v západní části Srí Lanky (Hida

a kol. 2005, Soni a kol. 2004). Sušený a konzervovaný perikarp plodu této rostliny

obsahuje až 30% HCA (Mattes a Bormann 2000). Až 90% z toho je ve formě Ca2+/K+

soli (ta obsahuje 60% samotné HCA). Kůra tohoto plodu je ceněna pro své
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potravinářské účely jako koření, užívá se místo tamarindu a citrónu, k ochucení kari,

masa a mořských plodů. Extrakt plodu slouží též jako nápoj, gurmánské koření,

postprandiální karminativum a spolu se solí slouží k nakládání ryb (organické kyseliny

obsažené v plodu mají bakteriostatický efekt). Je též používaný v tradičním indickém

léčitelství - Ayurvédě (Soni a kol. 2004, Hida a kol. 2005).

HCA je též součástí kalichů rostliny Hibiscus subdariffa a H. rosa-sinensis,

které jsou pěstovány v některých tropických a subtropických státech. Usušené květy

jsou používány jako ibiškový čaj. Ibišková šťáva je populární nápoj a slouží i jako

bylinný lék (Hida a kol. 2005, Soni a kol. 20).

HCA má dvě chirální centra v molekule a tvoří čtyři stereoizomery. Každý

z nich může tvořit γ-laktonový kruh. V roztoku je HCA směsí nelaktonové a laktonové

formy. G. Cambogia a H. subdariffa produkují (2S,3S), respektive (2S,3R) formu

hydroxycitronové kyseliny (Hida a kol. 2005). Zbylé dvě formy, (2R,3R) a (2R,3S)

z přírodního materiálu nebyly izolovány (Yamada a kol. 2007).  Z rostliny může být

HCA isolována buď jako volná kyselina, ve formě soli nebo laktonu (Soni a kol. 2004).

Obr. 12.: Enantiomery HCA přítomné v G. Cambogia a H. subdariffa (Hida a kol. 2005)

Unikátní γ-butyrlaktonová struktura a absolutní konfigurace přírodních HCA

laktonů odpovídá fragmentům několika biologicky aktivních molekul a tak by mohla

být potenciálně použita při enantioselektivní syntéze a mohla by být katalyzátorem

asymetrické syntézy (Yamada a kol. 2007).

2.3.3.1 Účinky hyd roxycitronové kyseliny

Hydroxycitronová kyselina typu Garcinia (2S,3S) je silným kompetitivním

inhibitorem ATP-citrát lyasy (EC 4.1.3.8) (Hida a kol. 2005). Tento cytosolický enzym
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u rostlin i živočichů v přítomnosti ATP a koenzymu A (CoA) katalyzuje

extramitochondriální štěpení citrátu za vzniku oxalacetátu, acetyl-CoA, ADP

a orthofosfátu (Hida a kol. 2005). Jeho laktonová forma je méně účinným inhibitorem,

ostatní 3 formy stereoisomeru nepůsobí na tento enzym inhibičně vůbec (Yamada a kol.

2007). Protože acetyl-CoA je nezbytným stavebním kamenem pro tuk, cholesterol

a triglyceridy, výsledný pokles množství acetyl-CoA potlačuje syntézu mastných

kyselin de novo a lipogenesi (Downs a kol. 2005, Hida a kol. 2005).  Organický uhlík je

tak utilizován syntézou glykogenu. (Mattes a Bormann 2000). Na zvířecích studiích

bylo prokázáno, že (2S,3S) forma vede k nižšímu příjmu potravy a následně ke ztrátě

váhy (Hida a kol. 2005).

Anorektický efekt HCA je vysvětlován ještě druhým možným mechanizmem.

Snížené hladiny acetyl-CoA a malonyl-CoA, vyvolané inhibicí ATP-citrát lyasy,

potlačují negativní zpětnou vazbu karnitin acyltransferasy. To zvýší transport lipidů do

mitochondrií, kde dochází k neefektivní oxidaci s výsledkem tvorby ketonických látek.

Ty údajně potlačují chuť k jídlu (některé ketonické látky ale při pozorování tyto účinky

neměly) (Mattes a Bormann 2000).

Ibišková forma HCA (2S,3R) inhibuje pankreatickou α-amylasu (náhodně

hydrolyzuje α(1→4) glykosidické vazby škrobu na jednodušší sloučeniny)

a α-glukosidasu tenkého střeva (z oligosacharidů odbourává po jedné glukóze), takže

v modelovém systému snižuje trávení sacharidů (Hida a kol. 2005). Podávání inhibitorů

těchto enzymů vede k inhibici vzestupu krevních hladin cukru a insulinu. Akarbóza,

jiný inhibitor α-amylasy, který se používá při léčbě diabetu, musí být používán

s opatrností, kvůli nežádoucím účinkům. Přírodní ibiškový inhibitor by tak mohl být

bezpečnější náhradou této látky při léčbě diabetu a obezity (Yamada a kol. 2007).

2.3.3.2 HCA v klini ckých studiích

Byla provedena již řada klinických studií, zabývajících se účinky HCA.

Výsledky hodnocení účinků HCA na lipogenezi u člověka se často lišily kvůli

rozdílným experimentálním podmínkám, mimo jiné kvůli použití různých solí kyseliny

hydroxycitronové (Na+, Ca2+, K+, Mg2+, Ca2+/K+ a Mg2+/K+). Aby byla HCA účinná,

musí se  po perorálním podání vstřebávat. Rozpustnost těchto solí HCA je ale rozdílná,

pohybuje se v rozmezí 50-100%.
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Při redukčních dietách byla nejčastěji používána vápenatá sůl. Ta má ale

poměrně nízkou rozpustnost (< 50%) a tím také nižší biologickou dostupnost. Proto

byla použita nová forma - vápenato-draselná sůl HCA, tzv. Super Citrimax (HCA-SX),

která je na rozdíl od samotné vápenaté soli dobře rozpustná ve vodě a tím také

biologicky lépe dostupná. Kromě toho přítomnost vápníku a draslíku přispívá k

terapeutickým účinkům HCA. Dostatečné množství HCA-SX (4500 mg/2x denně) je

dobrým zdrojem vápníku (495 mg) a draslíku (720 mg). Vápenaté ionty se účastní

regulace hmotnosti zvyšováním lipidového metabolizmu a zvyšením termogeneze,

zvyšuje také kostní denzitu. Draslík zase snižuje hypertenzi, zvyšuje svalovou sílu

a reguluje arytmie. Vápník i draslík hrají roli pufru při homeostázi. HCA-SX také

zvyšuje dostupnost serotoninu, což se ukazuje jako jeden z pravděpodobných

mechanizmů anorektického účinku. Stimulace serotoninergních receptorů snižuje

přijímání potravy a asi i zvyšuje pocit sytosti. Dále snižuje chuť k jídlu, zvyšuje oxidaci

tuku, zlepšuje hladiny krevních lipidů, snižuje tělesnou váhu. Snižuje abdominální

expresi leptinu, upreguluje množství genů souvisejících se serotoninovými receptory

a signalizaci cestou neuropeptidů, což vše potlačuje chuť k jídlu. Moduluje také expresi

řady genů souvisejících s obezitou (Downs a kol. 2005).

Získat čistou formu HCA z rostlinných zdrojů je obtížné, protože jen některé

rostlinné druhy produkují tuto kyselinu. Její tvorba je navíc limitována růstem

v tropickém a subtropickém podnebí a produkce přírodní HCA je tak omezena jen na

tyto oblasti. Získat tuto látku chemickou syntézou je také obtížné, stereoselektivní

organická syntéza je ztížena přítomností dvou asymetrických uhlíků. Proto je snaha

nalézat ekonomicky výhodné zdroje produkce opticky čisté formy. Byly izolovány

mikroorganizmy (Streptomyces sp. U121 a Bacillus megaterium G45C), u kterých se

ukázalo, že dokáží produkovat ibiškovou formu HCA (2S,3R) (Hida a kol. 2005).

HCA je kvůli svým účinkům považována za bezpečný potravní doplněk, který je

možno použít jako doplňkovou léčbu diabetu mellitu (Hida a kol. 2005). Protože HCA

nevstupuje do mozku, nevyvolává v CNS vedlejší nežádoucí účinky, které by mohly

limitovat použití (Mattes a Bormann 2000).
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2.4 Aspatátaminotransferasa

 Obr. 13.: Trojrozměrná struktura AST (http://www.expasy.ch/prosite/PDOC00098)

Molekula aspartátaminotransferasy (EC 2.6.1.1) se skládá ze dvou stejných

podjednotek, vzájemně nekovalentně vázaných. Součástí je jedna molekula koenzymu

pyridoxal-5´-fosfátu vázaná ke každé podjednotce enzymu (Boušová a kol. 2005b).

Tento enzym, transferasa, katalyzuje přenos α-aminoskupiny z aspartátu na

α-uhlík 2-ketoglutarátu za vzniku glutamátu a oxalacetátu klasickou ping-pongovou

reakcí (obr. 14).

Kofaktorem této reakce je pyridoxal-5´-fosfát (Jansonius 1998, John 1995).

Enzym je při transaminačních reakcích přítomen ve dvou formách, pyridoxalové

(pyridoxal-5´-fosfát) a pyridoxaminové (pyridoxamin-5´-fosfát) (Schlegel a kol. 1977).

Tento kofaktor má dvě základní chemické vlastnosti. Protože má aldehydovou skupinu,

reaguje s aminoskupinami substrátu za vzniku iminů a má schopnost odnímat elektrony

ze substrátu (John 1995).

Obr. 14.: Reakce katalyzovaná AST
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Pyridoxal-5´-fosfát je aldehydickou skupinou kovalentně vázán k lysinovému

zbytku aktivního místa enzymu (Lys 258) za vzniku Schiffovy baze, tzv. vnitřního

aldiminu (Schneider a kol. 2000). Fosfátová skupina koenzymu je zároveň vázána na

proteinovou matrix (obr. 15). Po vzniku pyridoxamin-5´-fosfátu je to pak hlavní místo

přichycení koenzymu k enzymu (Jansonius 1998).

Obr. 15.: Vazebná místa pyridoxal-5´-fosfátu k AST (John 1995)

Nukleofilním atakem aminoskupiny substrátu (aspartátu) na tento vnitřní

aldimin, je aminoskupina enzymu uvolněna náhradou za aminoskupinu aspartátu.

Vzniká opět Schiffova baze, tentokrát tzv. vnější aldimin. Mezikrokem této záměny je

vznik diaminu, kdy je ke koenzymu vázána jak aminoskupina lysinu, tak i substrátu.

Následně dochází k aldimin-ketiminové tautomerizaci za vzniku chinoidní struktury

(John 1995). To je usnadněno elektrofilními vlastnostmi pyridoxal-5´-fosfátu. Následuje

odštěpení oxokyseliny příslušné aminokyseliny. Aminoskupina zůstává navázána na

koenzymu a reaguje pak s α-oxoglutarovou kyselinou za vzniku glutamátu (Schneider

a kol. 2000).

Existují dva isoenzymy AST, cytosolický a mitochondriální. Obě formy AST

jsou syntetizovány v cytosolu. Mitochondriální AST ale může na rozdíl od cytosolické

procházet selektivně propustnou mitochondriální membránou (mitochondriální AST je

totiž o něco méně polární než cytosolická). Tyto dva enzymy se liší chemickými

a fyzikálními vlastnostmi a u člověka jsou kódovány geny na různých chromozomech.

Enzymy mají pouze ze 47% homologní primární strukturu (Bakra a kol. 1980).

AST propojuje metabolizmus sacharidů a proteinů. Oba izoenzymy jsou součástí

malát-aspartátového kyvadla, které je důležité pro přenos redukujících ekvivalentů
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z cytosolické NADH na NAD+ vnitřní mitochondriální membrány. Zde jsou použity

k syntéze energie ve formě ATP (Dršata a kol. 2002, Vessal a Taher 1995).

Glykace může ovlivnit cytosolickou AST, což může způsobit vznik různých

variant tohoto enzymu (Okada a kol. 1994). Cílem glykace tohoto enzymu jsou lysinové

zbytky. Vznikají AGEs, např. CEL a lysinové cross-linky podjednotek enzymu (Seidler

a Kowalewski 2003). Cytosolická AST je glykována několika glykačními činidly, např.

methylglyoxalem, glyceraldehyd-3-fosfátem a dalšími meziprodukty glykolýzy

(triózami), dále také pentózami a akroleinem (produkt zánětlivé reakce). Též argininové

zbytky mohou reagovat s methylglyoxalem za vzniku heterocyklických struktur (např.

pyrimidinů). Modifikace tohoto enzymu mění její flexibilitu a snižuje její aktivitu

v závislosti na koncentraci a síle glykačního činidla (Seidler a Kowalewski 2003,

Seidler a Seibel 2000, Boušová a kol. 2005b).

AST je vhodným modelem glykace in vitro, protože má 15-20 lysinových

zbytků (dle zvířecího druhu), které se mohou účastnit glykace (Boušová a kol. 2005b).



38

3. CÍL PRÁCE

1) Zjištění vlivu kyseliny močové, aminoguanidinu a kyseliny hydroxycitronové na

aktivitu AST a její glykaci methylglyoxalem.

2) Prověření stability kyseliny močové a aminoguanidinu v průběhu inkubace.

3) Zjištění možných interakcí kyseliny močové a aminoguanidinu

s methylglyoxalem pomocí absorpčních UV-VIS spekter.

4) Sledování interakcí kyseliny močové a aminoguanidinu s molekulou AST

pomocí absorpčních spektrer.

5) Sledování vlivu kyseliny močové a aminoguanidinu na vznik glykačních

produktů pomocí absorpčních spekter.
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4. MATERIÁL A METODIKA

4.2 Použitý materiál

Aspartátaminotransferasa Roche Diagnostics GmbH, Germany

Methylglyoxal (MGO) 40% roztok Sigma-Aldrich, Germany

Hydrogenfosforečnan disodný dodekahydrát p.a. Penta Chrudim

Dihydrogenfosforečnan sodný dihydrát p.a. Lachema Neratovice

Azid sodný p.a. Lachema Neratovice

Aminoguanidin Sigma-Aldrich

Kyselina močová Lachema N.P.Brno

Kyselina hydroxycitronová Bio Chemika

Ultračistá voda Katedra biochemických věd

4.3 Použitá z a řízení

Ultrasonic cleaner

Chlazená centrifuga Biofuge Stratos Heraeus

Digitální váhy Sartorius CP 225D

pH metr inoLab pH Level 2

Spektrofotometr Heλios β

Inkubátor Memmert
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4.4 Metodika

4.4.1 Příprava reagencií

4.4.1.1 Příprava pu fru

Pro měření jsem používala 0,1 M fosfátový pufr o pH 7,4 s 0,05% azidu sodného

(antimikrobiální látka). Tento pufr jsem připravila smísením 190 ml 0,2 M vodného

roztoku NaH2PO4.2H2O, 810 ml vodného roztoku Na2HPO4.12H2O a 1000 ml ultračisté

vody. Pak jsem přidala 1 g azidu sodného, čímž vznikl jeho 0,05% roztok. Vzniklý pufr

jsem dokonale promíchala a poté jsem provedla kontrolu pH na pH metru. Případně

jsem pH upravila na hodnotu 7,4 přidáním vodného roztoku NaH2PO4.2H2O či

Na2HPO4.12H2O.

4.4.1.2 Příprava enzymu

Aspartátaminotransferasu (10 mg) jsem centrifugovala 20 min při 8°C při 5000

otáčkách za minutu. Supernatant jsem odpipetovala a peletu, ve které se nacházel

enzym, jsem přenesla do 10 ml 0,1 M fosfátového pufru o pH 7,4. Tím jsem získala

zásobní roztok AST o koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto zásobního roztoku jsem si dále

připravovala 20 ml roztoku AST o koncentraci 0,01 mg/ml, který jsem pak používala

pro měření. Používala jsem také zásobní roztok o koncentraci 0,9 mg/ml, který jsem

připravila přenesením pelety do 11,111 ml 0,1 M fosfátového pufru o pH 7,4.

4.4.1.3 Příprava roztok ů aminoguanidinu, kyseliny mo čové a kyseliny

hydroxycitronové

Roztoky příslušných koncentrací jsem získala rozpuštěním přesné navážky látky

v odpovídajícím množství 0,1 M fosfátového pufru o pH 7,4.

4.4.1.4 Příprava roztoku methylglyoxalu

Pro měření jsem potřebovala 1 mM a 0,5 M roztok methylglyoxalu, které jsem si

připravila těsně před měřením naředěním 40% roztoku methylglyoxalu 0,1 M

fosfátovým pufrem o pH 7,4.
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4.4.1.5 Příprava roztok ů aminoguanidinu, kyseliny mo čové a kyseliny

hydroxycitronové s methylglyoxalem

Roztoky antioxidantů příslušných koncentrací jsem získala rozpuštěním přesné navážky

látky v odpovídajícím množství 0,1 M fosfátového pufru o pH 7,4. Těsně před měřením

jsem přidala tolik 40% roztoku methylglyoxalu, aby vznikl jeho 1 mM roztok.

4.4.2 Příprava inkubačních směsí

4.4.2.1 Sledování ú činku antioxidant ů na aktivitu AST a její glykaci

methylglyoxalem

Testovanými antioxidanty byly kyselina močová (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM

a 1,2 mM), kyselina hydroxycitronová (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM a 2,5 mM)

a aminoguanidin (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM). Směsi s AST (0,005 mg/ml),

MGO (0,5 mM) a antioxidanty (AOX) byly připraveny podle níže uvedené tabulky,

přičemž koncentrace zásobního roztoku antioxidantu použitého k přípravě inkubačních

směsí byla dvojnásobná vzhledem k výsledné koncentraci. Po dobu měření byly směsi

inkubovány při 37°C. Před vlastním měřením aktivity se směsi ještě dále naředily na

koncentraci vhodnou ke stanovení, viz. měření katalytické aktivity pomocí kinetické

UV metody.

Zkumavka

Objem
enzymu

0,01mg/ml
(µl)

Objem
AOX
(µl)

Objem
MGO
1mM
(µl)

Objem AOX
+ MGO
1mM
(µl)

Objem
pufru
(µl)

Celkový
objem

(µl)

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 Sledování s tability kyseliny mo čové a aminoguanidinu

K měření jsem použila čtyři koncentrace kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM,

0,8 mM a 1,2 mM) a čtyři koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM

a 100 mM), které jsem připravila rozpuštěním potřebného množství antioxidantu

v pufru. Během týdenního experimentu jsem vzorky inkubovala při 37°C.

4.4.2.3 Sledování i nterakce kyseliny mo čové a aminoguanidinu

s methylglyoxalem

K měření jsem použila čtyři koncentrace kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM,

0,8 mM a 1,2 mM) a čtyři koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM

a 100 mM) s MGO (0,5 mM). Vzorky jsem připravila rozpuštěním potřebného množství

antioxidantu v pufru, do kterých jsem přidala 1,5 µl 0,5 M MGO. Během týdenního

experimentu jsem vzorky inkubovala při 37°C.

4.4.2.4 Sledování v livu kyseliny mo čové a aminoguanidinu  na profil

UV-VIS absorp čního spektra AST

K měření jsem použila čtyři koncentrace kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM,

0,8 mM a 1,2 mM) a čtyři koncentrace aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM

a 100 mM), AST (0,45 mg/ml) a MGO (0,5 mM). Přípravu jednotlivých vzorků jsem

provedla podle následující tabulky, přičemž koncentrace zásobního roztoku

antioxidantu (AOX) použitého k přípravě inkubačních směsí byla dvojnásobná

vzhledem k požadované. Po každém přídavku jsem směs důkladně promíchala. Během

týdenního experimentu jsem vzorky inkubovala při 37°C.

Zkumavka

Objem
enzymu

0,9 mg/ml
(µl)

Objem
AOX
(µl)

Objem
MGO
0,5 M
(µl)

Objem
pufru
(µl)

Celkový
objem

(µl)

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 1,5 750 1501,5

AST + AOX 750 750 0 0 1500
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4.4.3 Měření ka talytické aktivity AST pomocí kinetické UV metody

Enzym AST katalyzuje reverzibilní přenos aminoskupiny z L-aspartátu na

2-oxoglutarát za vzniku oxalacetátu a L-glutamátu. Vznikající oxalacetát je během

stanovení redukován malátdehydrogenasou (MDH) na L-malát. Při této reakci se

spotřebovává NADH za vzniku NAD+. Principem metody je fotometrické stanovení

úbytku NADH, které je úměrné katalytické koncentraci AST.

L-aspartát + 2-oxoglutarát oxalacetát + L-glutamátAST

oxalacetát + NADH + H
+

L-malát + NAD
+MDH

Vlastní stanovení probíhá při teplotě 37°C a všechna činidla musí být před

stanovením na tuto teplotu vytemperována. Jednotlivá činidla jsem do inkubační směsi

přidávala v pořadí dle následující tabulky:

Odměřit v ml Vzorek

Pracovní roztok 1,00

Sérum 0,10

Promíchá se, inkubuje se 10 minut při 37°C a p řidá se

Činidlo 2 0,10

Promíchá se, inkubuje se 2 minuty při 37°C a m ěří se absorbance v 1 minu-

tových intervalech po dobu nejméně 3 minut. Vypočte se průměrná změna

absorbance za 1 minutu (∆A)

Aktivita AST se pak vypočte dle následujícího vztahu:

AST (µkat/l) = ∆A x 31,7 (měřeno při 340 nm)

Pracovní roztok se připraví rozpuštěním obsahu lahvičky s činidlem 1 (enzym -

MDH, NADH) ve 100 ml roztoku činidla 3 (substrát - L-aspartát). Po rozpuštění se

přidají 2 tablety činidla 4 (aktivátor - pyridoxal-5´-fosfát).

Činidlo 2 je startér: 2-oxoglutarát.

Na počátku každého pokusu je třeba stanovit optimální ředění inkubačních směsí

tak, aby jejich aktivita odpovídala lineární oblasti měřitelnosti metody (do 7,0 µkat/l).

Pro zjišťování optimálního ředění enzymu jsem používala ředící řadu enzym:pufr

(0,1 M fosfátový o pH 7,4 s přídavkem azidu) v poměrech 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10,



44

1:15 a 1:20. Z výsledků měření jsem vybrala nejvhodnější poměr ředění, které jsem pak

používala v průběhu jednoho pokusu. Pro každý vzorek jsem připravovala ředění

v triplikátu a ze získaných dat jsem vypočítala hodnoty aktivity. Celý experiment jsem

vždy dvakrát zopakovala. Uváděné výsledky tedy představují průměr všech šesti

naměřených hodnot aktivity enzymu. Pro každý vzorek jsem pak vypočítala

směrodatnou odchylku. Měření jsem prováděla na spektrofotometru Heλios β na

katedře biochemických věd FaF UK za použití sady činidel AST-UV 400 P, BIO-LA-

TEST.

4.4.4 Sledování  stability kyseliny močové a aminoguanidinu

Vzorky KM a AMG jsem napipetovala v množství 1500 µl do křemenné kyvety

a změřila jsem jejich absorpční spektra v rozsahu vlnových délek 200 až 500 nm na

spektrofotometru Heλios β na katedře biochemických věd FaF UK. Po změření jsem

vzorky uchovala pro další měření, která jsem provedla ještě v čase 1 den, 3 dny a 7 dní.

Vzorky jsem inkubovala při 37°C.

4.4.5 Sledování  vzniku produktů reakce kyseliny močové

a aminoguanidinu s methylglyoxalem

Každou inkubační směs kyseliny močové nebo aminoguanidinu

s methylglyoxalem v množství 1500 µl jsem napipetovala do křemenné kyvety

a změřila jsem jejich absorpční spektra v rozsahu vlnových délek 200 až 500 nm na

spektrofotometru Heλios β na katedře biochemických věd FaF UK. Všechny vzorky

jsem uchovala, inkubovala při 37°C a změřila stejným způsobem v čase 1 den, 3 dny a 7

dní.

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

Inkubační směsi jsem připravila podle výše uvedené tabulky v čas potřeby.

Každý vzorek (1500 µl) jsem napipetovala do křemenné kyvety a změřila jsem jeho

absorpční spektrum v rozsahu vlnových délek 200 až 500 nm na spektrofotometru
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Heλios β na katedře biochemických věd FaF UK. Všechny vzorky jsem uchovala,

inkubovala při 37°C a změřila stejným způsobem v čase 1 den, 3 dny a 7 dní.

4.4.7 Statistická  analýza

Absolutní hodnoty enzymových aktivit (µkat/l) jsou uváděny jako průměr ze

šesti měření ± směrodatná odchylka (SD). Některá data jsou prezentována ve formě

procentuálního vyjádření aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Získaná data byla statisticky vyhodnocena v programu MS Excel pomocí

Studentova nepárového t-testu, kdy hodnota p < 0,05 nebo p < 0,01 byla považována za

signifikantní.
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5. VÝSLEDKY

5.2 Sledován í ú činku antioxidant ů na aktivitu AST a její

glykaci methylglyoxalem

5.2.1 Aminoguanidin

5.2.1.1 Vliv aminoguanidinu  na aktivitu enzymu a n a glykaci AST

methylglyoxalem

 Aminoguanidin v koncentracích 0,001 mM a 0,1 mM neovlivnil aktivitu AST.

V koncentraci 1 mM snižoval aktivitu AST v čase 240 minut o 17% (p < 0,05)

a v koncentraci 100 mM v čase 120 a 240 minut o 35% a 45% (p < 0,01) ve srovnání

s aktivitou kontrolního vzorku.

Aminoguanidin v koncentraci 0,1 mM glykaci ještě zhoršil a to o 12% v čase

120 minut (p < 0,01) a o 9% v čase 240 minut (p < 0,05) ve srovnání se vzorkem

obsahujícím AST a methylglyoxal. V koncentraci 1 mM glykaci zpomalil o 22% a 36%

v čase 120 a 240 minut (p < 0,01) a v koncentraci 100 mM glykaci snížil o 13% v čase

240 minut (p < 0,05) proti vzorku s AST a methylglyoxalem. Výsledky jsou

dokumentovány v tabulkách 1, 2 a 3 a na obrázcích 16 a 17.
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Tabulka 1: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1,0 mM, 100 mM) na aktivitu

AST a na glykaci AST pomocí methylglyoxalu v průběhu čtyřhodinové inkubace při

37oC. Koncentrace enzymu v inkubačních směsích byla 5 µg/ml, koncentrace MGO

byla 0,5 mM. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou vyjádřením enzymové

aktivity AST (µkat/l) v průběhu inkubace. Hodnoty představují průměr z šesti měření

± SD.

Vzorek aktivita AST (µkat/l)

Inkubace při 37oC (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 aminoguanidinu na aktivitu enzymu

Tabulka 2 : Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1,0 mM a 100 mM) na aktivitu

AST v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu v inkubační

směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním

vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Vzorek procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC (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

Obr 16: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1,0 mM a 100 mM) na aktivitu AST

v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu v inkubační směsi

byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním

vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0 (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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5.2.1.3 Vliv aminoguanidinu na glykaci enzymu methy lglyoxalem

Tabulka 3: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1,0 mM a 100 mM) na glykaci

AST methylglyoxalem v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu

v inkubačních směsích byla 5 µg/ml a koncentrace MGO byla 0,5 mM. Měřeno

kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních

směsí v čase 0.

Vzorek procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC (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

Obr. 17: Vliv aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1,0 mM a 100 mM) na glykaci AST

methylglyoxalem v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu

v inkubačních směsích byla 5 µg/ml a koncentrace MGO byla 0,5 mM. Měřeno

kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních

směsí v čase 0 (* p < 0,05, ** p < 0,01).
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5.2.2 Kyselina močová

5.2.2.1 Vliv kyseliny mo čové na aktivitu enzymu a na glykaci AST

methylglyoxalem

Kyselina močová nevykazovala žádný negativní přímý vliv na aktivitu AST

v žádné sledované koncentraci.

Ani v jedné ze sledovaných koncentrací kyselina močová neměla pozitivní vliv

na glykaci enzymu methylglyoxalem.

Výsledky jsou dokumentovány v tabulkách 4, 5 a 6 a na obrázcích 18 a 19.

Tabulka 4: Vliv kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM, 1,2 mM) na aktivitu AST

a glykaci AST methylglyoxalem v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC.

Koncentrace enzymu v inkubačních směsích byla 5 µg/ml a koncentrace MGO byla

0,5 mM. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou vyjádřením enzymové aktivity

AST (µkat/l) v průběhu inkubace. Hodnoty představují průměr z šesti měření ± SD.

Vzorek Aktivita AST (µkat/l)

Inkubace při 37°C (minuty) 0 120 240

AST 3,104 ± 0,4745 3,099 ± 0,3145 3,096 ± 0,2587

AST + KM 0,4 mM 2,869 ± 0,7515 3,093 ± 0,2301 2,860 ± 0,1694

AST + KM 0,6 mM 2,892 ± 0,7435 2,876 ± 0,5376 2,668 ± 0,6972

AST + KM 0,8 mM 3,026 ± 0,3350 3,024 ± 0,1508 2,862 ± 0,1238

AST + KM 1,2 mM 3,147 ± 0,2083 3,034 ± 0,2157 2,978 ± 0,1217

AST + MGO 3,628 ± 0,2539 1,903 ± 0,1670 1,156 ± 0,1301

AST + MGO + KM 0,4 mM 3,321 ± 0,5230 1,784 ± 0,2390 1,138 ± 0,0906

AST + MGO + KM 0,6 mM 3,337 ± 0,4298 1,657 ± 0,1377 1,060 ± 0,0619

AST + MGO + KM 0,8 mM 3,144 ± 0,3094 1,777 ± 0,1812 1,069 ± 0,2301

AST + MGO + KM 1,2 mM 3,411 ± 0,1229 1,927 ± 0,1153 1,206 ± 0,0639
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5.2.2.2 Vliv kyseliny mo čové na aktivitu enzymu

Tabulka 5: Vliv kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na aktivitu

AST v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu v inkubační

směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním

vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Vzorek Procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC (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

Obr. 18: Vliv kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na aktivitu AST

v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu v inkubační směsi

byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou procentuálním

vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

120,00

0 50 100 150 200 250 300

čas (min)

%

AST AST + KM 0,4 mM AST + KM 0,6 mM

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



52

5.2.2.3 Vliv kyseliny mo čové na glykaci enzymu

Tabulka 6: Vliv kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na glykaci

AST methylglyoxalem v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu

v inkubačních směsích byla 5 µg/ml a MGO 0,5 mM. Měřeno kinetickou UV metodou.

Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Vzorek Procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC (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

Obr. 19: Vliv kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) na glykaci AST

methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC.

Koncentrace enzymu v inkubační směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou.

Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.
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5.2.3  Kyselina hydroxycitronová

5.2.3.1 Vliv kyseliny hydroxycitronové na aktivitu enzymu a glykaci AST

methylglyoxalem

Kyselina hydroxycitronová neprojevila statisticky významný negativní přímý

vliv na aktivitu AST. V jednom měřeném intervalu došlo k překvapivému zvýšení

aktivity AST o 10% (p < 0,01) a to v případě 0,25 mM kyseliny hydroxycitronové

v čase 240 minut.

Kyselina hydroxycitronová statisticky významně snížila glykaci enzymu

methylglyoxalem v čase 120 minut v koncentracích 0,5 mM (p < 0,05), 1,0 mM

(p < 0,01) a 2,5 mM (p < 0,01) a v čase 240 minut v koncentracích 0,25 mM (p < 0,05)

a 2,5 mM (p < 0,05).

 Výsledky jsou dokumentovány v tabulkách 7, 8 a 9 a na obrázcích 20 a 21.

Tabulka 7: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na

aktivitu AST a glykaci AST methylglyoxalem v průběhu čtyřhodinové inkubace při

37oC. Koncentrace enzymu v inkubačních směsích byla 5 µg/ml a koncentrace MGO

byla 0,5 mM. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou vyjádřením enzymové

aktivity AST (µkat/l) v průběhu inkubace. Hodnoty představují průměr z šesti měření

± SD.

Vzorek aktivita AST (µkat/l)

Inkubace při 37oC (minuty) 0 120 240

AST 3,245 ± 0,2281 3,126 ± 0,2548 3,169 ± 0,1789

AST + HCA 0,25 3,309 ± 0,1910 3,339 ± 0,3336 3,556 ± 0,0793

AST + HCA 0,5 mM 3,443 ± 0,2611 3,445 ± 0,2569 3,554 ± 0,2633

AST + HCA 1,0 mM 3,531 ± 0,1832 3,658 ± 0,0895 3,480 ± 0,2043

AST + HCA 2,5 mM 3,621 ± 0,2301 3,427 ± 0,1931 3,591 ± 0,1164

AST + MGO 3,874 ± 0,1753 2,030 ± 0,1924 1,238 ± 0,1102

AST + MGO + HCA 0,25 mM 3,695 ± 0,2186 2,131 ± 0,1187 1,344 ± 0,1187

AST + MGO + HCA 0,5 mM 3,688 ± 0,0808 2,142 ± 0,0542 1,257 ± 0,0940

AST + MGO + HCA 1,0 mM 3,628 ± 0,1802 2,267 ± 0,1083 1,187 ± 0,1338

AST + MGO + HCA 2,5 mM 3,700 ± 0,1107 2,307 ± 0,1847 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, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na

aktivitu AST v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu

v inkubační směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou

procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Vzorek Procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC 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

Obr. 20: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na

aktivitu AST v průběhu čtyřhodinové inkubace při 37oC. Koncentrace enzymu

v inkubační směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV metodou. Výsledky jsou

procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 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 mM, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na

glykaci AST methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v průběhu čtyřhodinové inkubace při

37oC. Koncentrace enzymu v inkubační směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV

metodou. Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0.

Vzorek Procentuální vývoj aktivity AST
Inkubace při 37oC 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

Obr. 21: Vliv kyseliny hydroxycitronové (0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM) na

glykaci AST methylglyoxalem (MGO 0,5 mM) v průběhu čtyřhodinové inkubace při

37oC. Koncentrace enzymu v inkubační směsi byla 5 µg/ml. Měřeno kinetickou UV

metodou. Výsledky jsou procentuálním vyjádřením aktivit inkubačních směsí v čase 0

(* p < 0,05, ** p < 0,01). Ve výřezech jsou zobrazena procentuální vyjádření aktivit

v časech 120 a 240 minut.
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5.3 Sledován í stability KM a AMG

Stabilitu kyseliny močové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM)

a aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM) v průběhu jednoho týdne

jsem prověřovala pomocí sledování změn v profilu jejich absorpčních spekter ve

vlnových délkách 200-500 nm na spektrofotometru Heλios β na katedře biochemických

věd FaF UK. Měření jsem prováděla proti pufru jako slepému vzorku.

Absorpční spektrum kyseliny močové mělo 2 maxima a to při vlnových délkách

247 a 286 nm. Se zvyšující se koncentrací kyseliny močové docházelo k postupnému

přibližování vrcholů obou maxim a vymizení minima mezi nimi.  Nedošlo ale k posunu

vlnových délek. V průběhu inkubace jsem zaznamenala jen malé změny ve spektrech

jednotlivých koncentrací kyseliny močové. Lze tedy shrnout, že kyselina močová je

v průběhu týdenní inkubace stabilní. Absorpční spektra KM (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM

a 1,2 mM) ukazují obrázky 22 až 25.

Tři nižší koncentrace aminoguanidinu měly jen slabou absorbanci a změny

pozorované v čase na těchto spektrech byly pravděpodobně způsobené nepřesností

měření. Spektrum aminoguanidinu mělo jedno maximum v oblasti kolem 240 nm. Jen

v koncentraci 100 mM došlo ke zvýšení absorbance ale jen v čase 7 dní. Nedošlo však

k posunu vlnových délek maxim. Dá se tedy říci, že AMG je v průběhu inkubace

stabilní. Absorpční spektra AMG (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM) ukazují

obrázky 26 až 29.
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5.3.1 Stabilita kyseliny močové

Obr. 22: Absorpční spektra KM 0,4 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm.

Obr. 23: Absorpční spektra KM 0,6 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm.
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Obr. 24: Absorpční spektra KM 0,8 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm.

Obr. 25: Absorpční spektra KM 1,2 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm.
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5.3.2 Stabilita aminoguanidinu

Obr. 26: Absorpční spektra AMG 0,001 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C.

Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí

vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 27: Absorpční spektra AMG 0,1 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek
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Obr. 28: Absorpční spektra AMG 1 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm

Obr. 29: Absorpční spektra AMG 100 mM při sedmidenní inkubaci při 37°C. Absorpční

spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí vlnových délek

200 až 500 nm.
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5.4 Sledován í interakce aminoguanidinu a kyseliny

močové s methylglyoxalem

Sledování tvorby produktů vzniklých interakcí kyseliny močové (0,4 mM,

0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) a aminoguanidinu (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM)

s methylglyoxalem (0,5 mM) v průběhu jednoho týdne jsem prověřovala pomocí

absorpčních spekter ve vlnových délkách 200-500 nm na spektrofotometru Heλios β na

katedře biochemických věd FaF UK.

Při inkubaci kyseliny močové s methylglyoxalem nedošlo v žádné koncentraci

ke změně absorbance ani polohy maxim a minim v porovnání se samotnou kyselinou

močovou. Mezi kyselinou močovou a methylglyoxalem tedy nedochází k interakci,

která by se projevila v UV-VIS oblasti. Absorpční spektra inkubačních směsí MGO

(0,5 mM) + KM (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM a 1,2 mM) ukazují obrázky 30 až 33.

Prezentována jsou rozdílová spektra, která jsem získala odečtením spektra

methylglyoxalu od spektra kyseliny močové s methylglyoxalem.

Při inkubaci MGO s AMG 0,001 mM nedocházelo k žádným statisticky

významným změnám v průběhu inkubace.  Se zvyšující se koncentrací AMG (0,1 mM,

1 mM a 100 mM) dochází k výraznému nárůstu absorbance v oblasti kolem 240 nm

a 320 nm. Při inkubaci AMG s MGO tedy dochází k jejich vzájemné interakci za vzniku

produktů absorbujících v UV-VIS oblasti. Absorpční spektra inkubačních směsí MGO

(0,5 mM) + AMG (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM) ukazují obr. 34 až 37.

Prezentována jsou rozdílová spektra, která jsem získala odečtením spektra

methylglyoxalu od spektra aminoguanidinu s methylglyoxalem.
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5.4.1 Interakce kyseliny močové s methylglyoxalem

Obr. 30: Absorpční spektra KM 0,4 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 31: Absorpční spektra KM 0,6 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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Obr. 32: Absorpční spektra KM 0,8 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 33: Absorpční spektra KM 1,2 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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5.4.2 Interakce aminoguanidinu s methylglyoxalem

Obr. 34: Absorpční spektra AMG 0,001 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci

při 37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 35: Absorpční spektra AMG 0,1 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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Obr. 36: Absorpční spektra AMG 1 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 37: Absorpční spektra AMG 100 mM a MGO 0,5 mM při sedmidenní inkubaci při

37°C. Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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5.5 Sledován í možných interakcí KM a AMG

s molekulou AST pomocí absorp čních UV-VIS

spekter

Sledovala jsem vliv KM a AMG na absorpční spektrum AST. Toto sledování

může ukázat interakce testovaných látek s molekulou enzymu. V oblasti od 200 do 320

nm lze v absorpčních spektrech pozorovat změny v proteinové části enzymu

(apoproteinu), od 320 nm výše se jedná o změny týkající se koenzymu AST.

V průběhu sedmidenní inkubace AST samotné se v oblasti prvního absorpčního

pásu absorbance mírně zvyšovala a v oblasti koenzymu nedocházelo ke změnám

absorbance. Lze tedy říct, že enzym je po celou dobu inkubace stabilní.

Aminoguanidin ve sledovaných koncentracích snižoval v průběhu inkubace

absorbanci AST. Pouze v koncentraci AMG 100 mM v čase 7 dní došlo ke zvýšení

absorbance absorpčního spektra v oblasti koenzymu AST. V žádné studované

koncentraci nezpůsobil aminoguanidin posun maxim vlnových délek AST.

K výraznějším změnám v oblasti koenzymu došlo jen v přítomnosti AMG 100 mM.

Absorpční spektrum AST (0,45 mg/ml) a rozdílová spektra inkubačních směsí AST +

AMG (0,001 mM, 0,1 mM, 1 mM a 100 mM) po odečtení hodnot absorbancí AMG

ukazují obrázky 38 až 42.

Kyselina močová ve sledovaných koncentracích výrazně ovlivnila spektrum

AST. V proteinové části absorpčního spektra enzymu KM způsobila zánik obou

absorpčních pásů odpovídajících aromatickým aminokyselinám. V oblasti koenzymu

kyselina močová absorpční spektrum neovlivnila. Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml)

a inkubačních směsí AST + KM po odečtení hodnot absorbancí KM ukazují obrázky 43

až 46.
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5.5.1 Vliv AMG a KM na profil absorpčního UV-VIS spektra AST

Obr. 38: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) při sedmidenní inkubaci při 37°C.

Absorpční spektra AST byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru v rozmezí

vlnových délek 200 až 500 nm.
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 Obr. 39: Vliv AMG 0,001 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v  rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 40: Vliv AMG 0,1 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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Obr. 41: Vliv AMG 1 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 42: Vliv AMG 100 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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Obr. 43: Vliv KM 0,4 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 44: Vliv KM 0,6 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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Obr. 45: Vliv KM 0,8 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.

Obr. 46: Vliv KM 1,2 mM na profil absorpčního spektra AST (0,45 mg/ml) během

inkubace (7 dní, 37°C). Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.
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5.6 Sledován í vlivu KM a AMG na vznik glyka čních

produkt ů pomocí absorp čních UV-VIS spekter

Nejprve jsem sledovala vznik glykačních produktů v absorpčních spektrech AST

s methylglyoxalem. Po potvrzení vzniku glykačních produktů jsem inkubovala AST

s methylglyoxalem a studovanými antioxidanty, abych zjistila, jestli nemají protektivní

účinek na glykaci AST.

Při inkubaci AST s MGO (0,5 mM) se absorbance zvyšovala, nedošlo ale

k posunu maxim vlnových délek AST. Zvýšení absorbance bylo pravděpodobně

způsobeno vznikem glykačních produktů, které jsou schopné absorbovat světlo zejména

v oblasti nad  300 nm  (ve viditelné části spektra).

Aminoguanidin v koncentraci 0,001 mM neovlivnil spektrum AST (0,45 mg/ml)

s MGO (0,5 mM). Ve vyšších koncentracích AMG (0,1-100 mM) omezil nárůst

absorbance v oblasti 260-370 nm absorpčního spektra a tím i nárůst AGEs v průběhu

sedmidenní inkubace. Celkově ale došlo ke snižování absorbance v oblasti prvního

absorpčního pásu. V oblasti koenzymu aminoguanidin se zvyšující se koncentrací

absorbanci zvyšoval. AMG v inkubační směsi s AST a MGO nezpůsobil posun maxim

vlnových délek. Rozdílová spektra inkubačních směsí AST (0,45 mg/ml) s MGO

(0,5 mM) po odečtení hodnot absorbance MGO a inkubačních směsí AST + MGO +

AMG po odečtení hodnot absorbancí inkubačních směsí MGO + AMG ukazují obrázky

47 až 51.

Jak bylo zmíněno dříve, kyselina močová výrazným způsobem ovlivňuje

proteinovou část absorpčního spektra AST, a proto budu hodnotit pouze její vliv na

vznik glykačních produktů. V oblasti koenzymu došlo ke kvantitativně stejnému nárůstu

absorbance v průběhu inkubace u všech koncentrací KM. Ze získaných výsledků lze

říci, že kyselina močová nedokázala snížit míru vznikajících AGE produktů ani v jedné

z testovaných koncentrací.

Rozdílová spektra inkubačních směsí AST + MGO + KM po odečtení hodnot

absorbancí inkubačních směsí MGO + KM ukazují obrázky 52 až 55.
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5.6.1 Vliv AMG a KM na spektrum AST glykované MGO

Obr. 47: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) po dobu

7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS spektrofotometru

v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna část spektra AST

zobrazující koenzym.
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Obr. 48: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a AMG

0,001 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.

Obr. 49: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a AMG

0,1 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.
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Obr. 50: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a AMG

1,0 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.

Obr. 51: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a AMG

100 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.
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Obr. 52: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a KM

0,4 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.

Obr. 53: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a KM

0,6 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm.Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.
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Obr. 54: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a KM

0,8 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.

Obr. 55: Absorpční spektra AST (0,45 mg/ml) inkubovaných s MGO (0,5 mM) a KM

1,2 mM po dobu 7 dní při 37°C. Absorpční spektra byla zaznamenána na UV-VIS

spektrofotometru v rozmezí vlnových délek 200 až 500 nm. Ve výřezu je znázorněna

část spektra AST zobrazující koenzym.
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6. DISKUZE

Ve své práci jsem sledovala vliv kyseliny močové, kyseliny hydroxycitronové

a aminoguanidinu na aktivitu AST a glykaci AST, stabilitu AMG a KM v průběhu

týdenní inkubace, interakci AMG a KM s MGO a vliv kyseliny močové

a aminoguanidinu (a MGO) na spektrum AST.

Pracovala jsem v in vitro modelu glykace proteinů, kde jsem jako modelový

protein použila AST a jako glykační činidlo methylglyoxal. MGO je reaktivní

α-dikarbonylová sloučenina, která je nejen významným prekurzorem AGEs se silným

glykačním potenciálem, ale také je to fyziologický metabolit vznikající neustále ve

všech živých buňkách (Schalkwijk a kol. 2004; Thornalley 1996). Použití

methylglyoxalu jako glykačního činidla je výhodné, protože doba, po kterou je nutné

vzorky inkubovat, aby došlo ke vzniku glykačních produktů, je mnohonásobně kratší

oproti jiným glykačním činidlům. V porovnání s glukózou, fruktózou a dalšími

glykačními činidly MGO nejrychleji inaktivuje použité enzymy (Gugliucci, 2003).

I v porovnání s několika jinými látkami typu α-dikarbonylu se methylglyoxal jeví jako

jedno z nejúčinnějších a nejrychlejších glykačních činidel schopných tvořit cross-linky

(Meade a kol, 2003). Pro glykaci AST jsem používala koncentraci 0,5 mM MGO, která

byla zvolena na základě předchozích experimentů Kláry Švehlové (Švehlová, 2007).

Jedním ze způsobů, jak zjistit, zda studované látky ovlivňují glykaci enzymu, je

sledování jeho katalytické aktivity . Aktivitu AST jsem měřila pomocí kinetické UV

metody. Pro tyto pokusy byly vybrány 3 látky s antioxidačními účinky, které by mohly

ovlivňovat glykační procesy: kyselina močová, kyselina hydroxycitronová

a aminoguanidin. Výsledky jsou prezentovány jednak formou tabulky, ve které jsou

uvedeny průměrné hodnoty aktivit jednotlivých vzorků se směrodatnými odchylkami,

a také formou grafů, kde je uvedeno procentuální vyjádření aktivit inkubačních směsí

v čase 0. V grafech nejsou pro přehlednost zakresleny směrodatné odchylky, které jsou

ale uvedeny v již zmíněné tabulce. Naměřené hodnoty aktivit byly podrobeny statistické

analýze v programu MS Excel (nepárový t-test).

Kyselina močová je látka fyziologicky se vyskytující v našem organismu a byly

tedy vybrány takové koncentrace, které mohou být v plazmě přítomny (0,4 - 1,2 mM).

Fyziologické hladiny kyseliny močové jsou pro muže 0,2 - 0,42 mM a pro ženy 0,14 -

0,34 mM. Vyšší hladiny najdeme v plazmě lidí trpících hyperurikémií (Racek a kol.
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1999). Samotná KM aktivitu AST neovlivňovala v žádné ze zkoušených koncentrací

a neměla tedy negativní přímý vliv na molekulu enzymu. Na jeho glykaci

methylglyoxalem neměla vliv ani jedna ze zkoušených koncentrací této látky. Literatura

uvádí (Boušová a kol. 2005a), že kyselina močová v koncentraci 1,2 mM snižuje

glykaci AST fruktózou. Rozdílné výsledky mohou být důsledkem použití jiného

glykačního činidla (D-fruktózy) a jiné délky inkubace. Vznik produktů pozdní glykace

za použití jiného glykačního činidla může obcházet místo působení KM, která

pravděpodobně působí v časné fázi glykace.

Aminoguanidin je látka zmírňující oxidační stres a inhibující tvorbu AGEs

vychytáváním reaktivních dikarbonylů (Reddy a Beyaz 2006). Moje měření probíhalo

v širokém rozmezí koncentrací (0,001 mM - 100 mM). V koncentracích 0,001 mM není

aktivita enzymu ovlivněna. Se stoupající koncentrací ale roste negativní přímý vliv

AMG na katalytickou aktivitu AST. V koncentraci 0,1 mM má AMG na aktivitu AST

jen nepatrný vliv (maximální pokles aktivity o 3,02 % v čase 120 minut), zatímco

v koncentracích 1 mM a hlavně 100 mM aktivitu statisticky významně snižuje. AMG

1 mM způsobuje pokles aktivity o 10% v čase 120 minut a o 18 % po 240 minutách

inkubace vzhledem k aktivitě kontrolního vzorku AST. Aminoguanidin 100 mM

snižoval aktivitu AST o 36% v čase 120 minut a až o 47% v čase 240 minut. Tento

efekt by mohl být způsoben špatnou rozpustností aminoguanidinu, protože

v koncentraci 100 mM je použitý bikarbonát aminoguanidinu ve vodě jen těžce

rozpustný. Ve vysokých koncentracích může docházet ke vzniku sraženin s vyvázáním

enzymu a tak i k poklesu aktivity. Nejoptimálnější koncentrací, která pozitivně

ovlivňuje glykaci AST, se zdá být koncentrace 1,0 mM, která nejlépe chrání AST před

glykací methylglyoxalem v obou měřených intervalech (p < 0,01). I v koncentraci

100 mM došlo ke zmírnění glykace AST, ale v menší míře než u 1 mM AMG, což může

být důsledkem výše zmíněné špatné rozpustnosti aminoguanidinu v této koncentraci.

AMG 0,001 mM glykaci nijak neovlivnil a v koncentraci 0,1 mM ji dokonce statisticky

významně zhoršil a to o 12% v čase 120 minut (p < 0,01) a o 9% po 240 minutách

inkubace (p < 0,05). Tento výsledek ukazuje, že pozitivní vliv AMG na glykaci AST

methylglyoxalem je souhrnem jeho pozitivních antiglykačních a negativních přímých

vlivů a nelze tedy předpokládat, že látka se stoupající koncentrací musí mít i stoupající

antiglykační působení.

Literatura prezentuje podobné výsledky. AMG v koncentraci 130 mM zabránil

snížení aktivity RNasy A její ochranou před glykací MGO (Miller a kol. 2003),
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v koncentracích 0,2 mM a 2 mM zabránil poklesu aktivity plasminogenu (Gugliucci,

2003). AMG ale nezabránil glykaci tryptofanových zbytků lysozymu glukózou

a albuminu D-ribózou (Chetyrkin a kol. 2008).

Díky potenciálnímu využití kyseliny hydroxycitronové při podpůrné léčbě

diabetu byl i u této látky sledován její vliv na glykaci AST (v koncentracích 0,25 až

2,5 mM). Žádná ze sledovaných koncentrací aktivitu enzymu nesnižovala a látka tedy

nevykazuje negativní přímý vliv na molekulu enzymu. V koncentraci 0,25 mM v čase

240 minut ale aktivitu AST překvapivě zvýšila o 10% (p < 0,01). Na glykaci AST

methylglyoxalem měla HCA pozitivní vliv hlavně po 120 minutách inkubace.

V koncentraci 0,5 mM snižovala v tomto intervalu glykaci AST o 6% (p < 0,05)

a v koncentraci 1,0 a 2,5 mM o 10% (p < 0,01). Po 240 minutách měla pozitivní vliv na

glykaci v koncentracích 0,25 mM (snížení glykace o 4%) a 2,5 mM (snížení glykace

o 5%) s pravděpodobností 95%. I v předchozích experimentech prováděných dr.

Boušovou měla kyselina hydroxycitronová 2,5 mM pozitivní účinek na glykaci AST 50

mM fruktózou (Boušová a kol. 2005b). Kvůli špatné rozpustnosti vápenaté soli kyseliny

hydroxycitronové jsem měření absorpčních spekter s touto látkou neprováděla.

V další fázi experimentů jsem sledovala stabilitu  KM a AMG, abych zjistila,

zda budou tyto antioxidanty v průběhu delších pokusů stabilní. Stabilitu KM a AMG

jsem zjišťovala pomocí měření UV-VIS absorpčních spekter těchto látek v průběhu

jejich sedmidenní inkubace.

Spektrum kyseliny močové mělo dvě maxima při vlnových délkách 247-254 nm

a 269-286 nm v závislosti na koncentraci. Kyselina močová byla stabilní

v koncentracích 0,4 mM až 0,8 mM, při kterých dochází v průběhu inkubace jen

k mírným poklesům absorbance v oblasti minima absorpčního spektra. V koncentraci

1,2 mM se absorbance mírně snižuje v oblasti minima i obou maxim. V rámci

studovaných koncentrací nedocházelo během inkubace k žádným posunům ve vlnových

délkách. Ovšem s rostoucí koncentrací kyseliny močové se spektrum poněkud měnilo

a obě maxima se k sobě přibližovala. Lze však říci, že KM je v průběhu týdenní

inkubace stabilní.

Aminoguanidin má v absorpčním spektru jeden vrchol s maximem při 240 nm.

Při jeho inkubaci docházelo ve všech koncentracích k mírnému nárůstu absorbance, ale

vzhledem k úvodní velice nízké absorbanci prvních tří vzorků může být tento vzestup

způsoben nepřesností měření. Pouze nejvyšší studovaná koncentrace aminoguanidinu

měla dostatečně vysokou absorbanci a během inkubace u ní došlo jen k malým
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změnám. Ani u jedné testované koncentrace AMG nedošlo k posunu vlnové délky

maxima. Aminoguanidin lze tedy považovat za stabilní v průběhu týdenní inkubace.

Před studiem vlivu antioxidantů a MGO na AST jsem ještě sledovala interakce

antioxidantů s MGO, protože vznik případných reakčních produktů by se mohl projevit

v UV-VIS absorpčním spektru.

Při inkubaci kyseliny močové s MGO nedošlo k žádným změnám ve spektru

(změna absorbance nebo posun vlnových délek) oproti spektru samotné KM. Lze tudíž

říci, že kyselina močová s methylglyoxalem nereaguje a nevznikají tedy žádné

produkty.

Při inkubaci MGO s aminoguanidinem v koncentracích 0,1 mM až 100 mM

došlo k nárůstu absorbance ve dvou oblastech absorpčního spektra a to kolem 240 nm

a 320 nm. V literatuře je popsána reakce AMG s MGO za vzniku methylderivátů

3-amino-1,2,4-triazinu (Thornalley 2003, Nohara a kol. 2002). V uvedených zdrojích je

popsán nárůst absorpčních pásů v oblasti kolem 225 a 320 nm, měřeným při pH 7,4

(Thornalley a kol. 2000).

Sledovala jsem také vliv KM a AMG na UV-VIS spektrum AST v přítomnosti

i nepřítomnosti MGO. Sledováním absorpčních spekter AST lze zjistit interakce mezi

antioxidantem a enzymem. V oblasti od 200 do 320 nm lze pozorovat změny proteinové

části enzymu, nad 320 nm pak ovlivnění koenzymové části enzymu. Koenzym AST

může existovat ve dvou formách – pyridoxalové a pyridoxaminové. Ve formě

pyridoxal-5´-fosfátu se koenzym vyskytuje na počátku nebo na konci transaminační

reakce. Má dva absorpční pásy, hlavní s maximem při 360 nm (aktivní, neprotonizovaná

forma) a/nebo menší, s maximem při 430 nm (neaktivní, protonizovaná forma). Druhou

formou je pyridoxamin-5´-fosfát, který vzniká poté, co se aspartát navázaný na enzym

deaminuje na oxalacetát a uvolněná aminoskupina zůstává navázána na koenzym.

V této formě koenzymu dochází k posunu maxima na 325 - 330 nm (Dršata a kol.

2005). V našem případě bylo maximum spektra koenzymu posunuto přibližně na 335

nm, což může být dáno nedostatečnou čistotou preparátu enzymu nebo přítomností

volného koenzymu ve formě pyridoxamin-5´-fosfátu. Podobný posun maxima

v preparátu firmy Roche, který jsem pro své pokusy používala, zaznamenal také prof.

Dršata se spolupracovníky ve své práci (Dršata a kol. 2005). Tento problém řešili

dialýzou AST před inkubací.

Samotný aminoguanidin nemá na absorpční spektrum AST výrazný vliv.

V oblasti spektra odpovídající apoproteinu (200-320 nm) se absorbance mírně
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snižovala. V nejvyšší koncentraci AMG (100 mM) došlo po jednotýdenní inkubaci

k mírnému nárůstu absorbance v oblasti spektra odpovídající koenzymu. Nedošlo ale

k posunu maxim u žádné koncentrace AMG. V průběhu inkubace tedy aminoguanidin

v jednotlivých koncentracích pravděpodobně interaguje pouze s proteinovou částí

enzymu.

Kyselina močová výrazně ovlivňuje spektrum AST ve všech zkoušených

koncentracích. U všech vzorků došlo k vymizení obou absorpčních pásů v proteinové

oblasti enzymu odpovídající aromatickým aminokyselinám. Kromě toho se se stoupající

koncentrací KM snižovalo maximum absorbance. V oblasti koenzymu nedošlo

k žádným změnám. Kyselina močová tedy pravděpodobně interaguje pouze

s proteinovou částí spektra.

Glykací AST methylglyoxalem (0,5 mM) se absorbance zvyšovala zejména

v oblasti od 260 do 370 nm. Vlnová délka obou maxim odpovídající aromatickým

aminokyselinám zůstala zachována. V oblasti koenzymu došlo k nárůstu absorbance

a splynutí absorpčního pásu s absorpčním pásem v proteinové oblasti enzymu.

K nárůstu absorbance v oblasti nad 280 nm zřejmě došlo v důsledku vzniku glykačních

produktů, které absorbují světlo v oblasti nad 300 nm a zejména ve viditelné části

spektra (Das a kol. 1998).

Aminoguanidin v koncentraci 0,001 mM neovlivnil spektrum glykovaného AST.

Ve vyšších koncentracích (0,1-100 mM) omezil v průběhu sedmidenní inkubace nárůst

absorbance v oblasti 260-370 nm absorpčního spektra a tím i nárůst AGEs. V oblasti

prvního absorpčního pásu docházelo k poklesu absorbance. V oblasti koenzymu

aminoguanidin se zvyšující se koncentrací absorbanci zvyšoval, ale nezpůsobil posun

maxim vlnových délek. Kromě interakce aminoguanidinu s proteinovou částí dochází

v inkubační směsi AST + MGO + AMG k interakci methylglyoxalu a aminoguanidinu

za vzniku methylderivátů 3-amino-1,2,4-triazinu, které jsou pravděpodobně příčinou

nárůstu absorbance v oblasti kolem 320 nm.

Kyselina močová výrazně ovlivnila proteinovou část absorpčního spektra AST.

V oblasti koenzymu došlo u všech koncentrací kyseliny močové v průběhu inkubace ke

kvantitativně stejnému nárůstu absorbance. Lze tedy říci, že kyselina močová

neovlivnila vznik AGE produktů ani v jedné z testovaných koncentrací.

Výsledky všech měření ukazují, že kyselina močová nemá ani negativní přímý

vliv na aktivitu AST, ani nesnižuje glykaci AST methylglyoxalem. V průběhu inkubace
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je KM stabilní a neinteraguje s MGO, ale výrazně ovlivňuje spektrální vlastnosti AST

zřejmě vlivem interakce s molekulou AST.

U aminoguanidinu byly jasně prokázány pozitivní účinky na glykaci AST. Při

inkubaci je AMG stabilní a reaguje s MGO za vzniku methylderivátů 3-amino-1,2,4-

triazinu. Absorpční spektrum AST aminoguanidin výrazně neovlivňuje, ve vyšších

koncentracích ale snižuje aktivitu AST.

U kyseliny hydroxycitronové se neprojevily žádné negativní přímé účinky na

aktivitu AST. Pozitivní účinky na glykaci AST měla hlavně po 120-ti minutové

inkubaci, ale i po 240 minutách byl u některých koncentrací patrný pozitivní vliv této

látky.
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7. ZÁVĚR

1) Kyselina močová neměla žádný negativní přímý vliv na aktivitu enzymu. Nebyl

zjištěn ani žádný pozitivní vliv této látky na glykaci AST methylglyoxalem.

Aminoguanidin se stoupající koncentrací (od 0,1 mM do 100 mM) výrazně

snižoval aktivitu AST. Aminoguanidin také statisticky významně zmírnil

glykaci AST methylglyoxalem a to o 36% v případě 1 mM (p < 0,01) a 13%

v případě 100 mM (p < 0,05) testované koncentrace v čase 240 minut. Kyselina

hydroxycitronová ovlivnila aktivitu AST jen v koncentraci 0,25 mM v čase 240

minut jejím zvýšením o 10 % (p < 0,01). V čase 240 minut zmírnila glykaci

AST v koncentracích 0,25 mM o 4% (p < 0,05) a 2,5 mM o 5 % (p < 0,05).

2) Na absorpčních spektrech kyseliny močové a aminoguanidinu nebyly patrny

žádné výraznější změny během inkubace a lze tedy říci, že roztoky těchto látek

jsou v průběhu sledování stabilní.

3) Kyselina močová nevykazovala v UV-VIS oblasti žádné interakce

s methylglyoxalem. Aminoguanidin interagoval s methylglyoxalem za vzniku

methylderivátů 3-amino-1,2,4-triazinu, jejichž vznik se projevil nárůstem

absorpčních pásů v oblasti kolem 240 nm a 320 nm.

4) Aminoguanidin mírně snižoval absorpci AST v oblasti aromatických

aminokyselin a pravděpodobně tedy interagoval s proteinovou částí enzymu.

Kyselina močová výrazně ovlivňovala spektrum AST v proteinové oblasti.

5) Aminoguanidin omezil vznik koncových produktů pokročilé glykace. Kyselina

močová neměla vliv na vznik glykačních produktů v žádné z testovaných

koncentrací.
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK

3-DG 3-deoxyglukozón

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 pozdní glykace (advanced glycation and-products)

ALEs produkty pozdní lipoxidace (advanced lipoxidation and-products)

AMG aminoguanidin

AST aspartátaminotransferasa

ADP adenosindifosfát

ATP adenosintrifosfát

CAT katalasa (catalase)

CEL Nε-karboxyethyllysin

CML Nε-karboxymethyllysin

DNA deoxyribonukleová kyselina

DOGDIC 3-deoxyglucosone-derived imidazoline cross-link

DOLD 3-deoxyglukosone-derived lysine dimer

G-H glyoxal-derived hydroimidazolone

GO glyoxal

GODIC glyoxal-derived imidazoline cross-link

GALA N6-glycoloyllysine

GOLA N6-{2-[(5-amino-5-carboxypentyl)amino]-2-oxoethyl}lysine

GOLD glyoxal-derived lysine dimer

GPx glutathionperoxidasa

GR glutathionreduktasa

HCA hydroxycitronová kyselina (hydroxycitric acid)

HCA-SX vápenato-draselná sůl HCA, tzv. Super Citrimax

HDL high density lipoprotein

ICAM-1 intracelulární adhezivní molekula

IL 1α, 6 interleukiny

KM kyselina močová
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LDL low density lipoprotein

MAP kinasa mitogeny aktivovaná proteinkinasa (mitogen-activated protein kinase)

MDH malátdehydrogenasa

MG-H methylglyoxal-derived hydroimidazolone

MGO methylglyoxal

MODIC methylglyoxal-derived imidazoline cross-link

MOLD methylglyoxal-derived lysine dimer

MSR makrofágový scavenger receptor

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid (oxidovaná forma)

NADH nikotinamidadenindinukleotid (redukovaná forma)

NADP+ nikotinamidadenindinukleotid fosfát (oxidovaná forma)

NADPH nikotinamid denindinukleotid fosfát (redukovaná forma)

NF-κB nukleární faktor κB

p21ras onkogenní protein

PMNs polymorfonukleární neutrofily

PAI-1 plasminogena activator inhibitor 1

RAGE receptor produktů pozdní glykace (receptor of advanced glycation end-

product

ROS reaktivní kyslíkové radikály (reactive oxygen species)

RNS reaktivní dusíkové radikály (reactive nitrogen species)

SD směrodatné odchylka

SOD superoxiddismutasa

SSAO semikarbazid-senzitivní aminooxidasa

TGF-β2 transformující růstový faktor β2, (transforming growth factor)

TNFα tumor nekrotizující faktor α

VCAM-1 cévní buněčná adhezivní molekula (vascular cell adhesion molecule 1)

XDH xantindehydrogenasa

XO xantinoxidasa
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