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Katechiny (flavan-3-oly) jsou polyfenolické latky vysSich rostlin vyznacujici
se sirokym spektrem biologickych a farmakologickych vlastnosti. Prvni ¢ast této prace
se zaméfuje na studium interakci ¢ty katechinl, konkrétné (-)-katechinu,
(-)-gallokatechinu, (-)-katechingallatu a (-)-gallokatechingallatu s lidskym sérovym
albuminem (HSA). HSA je hlavnim transportnim proteinem v krevnim séru, ktery
ovlivituje metabolismus, biodostupnost a biologickou aktivitu latek in vivo. Vazebna
schopnost katechini k HSA byla hodnocena in vitro s vyuzitim UV/VIS spektroskopie,
fluorescen¢ni spektroskopie a gelové elektroforézy (nativni a SDS-PAGE). Vazebna
schopnost katechini k HSA se liSila Vv zavislosti na jejich chemické struktufe a
koncentraci. StéZejnim strukturnim rysem nezbytnym pro interakci katechinu
s molekulou HSA se ukdzala byt pfitomnost zbytku kyseliny gallové a pocet OH skupin
ve struktufe. Druhd ¢ast prace hodnoti schopnost katechinii ovlivnit neenzymovou
glykaci lidského sérového albuminu zprosttedkovanou methylglyoxalem. Neenzymova
glykace bilkovin je proces, ktery hraje roli v patogenezi fady civiliza¢nich onemocnéni.
Schopnost katechind inhibovat glykaci HSA zprostfedkovanou methylglyoxalem byla
hodnocena in vitro pomoci UV/VIS spektroskopie a fluorescen¢ni spektroskopie.
Pomoci fluorescencni spektroskopie byla hodnocena schopnost inhibovat produkci jak
nespecifickych koncovych produkti pokrocilé glykace (total AGES), tak specifického
markeru argpyrimidinu. Antiglykacni putsobeni jednotlivych katechini se lisilo
Vv zavislosti na jejich struktufe a koncentraci. Vyssi antiglykacni schopnost byla zjisténa

u katechinti se zbytkem kyseliny gallové ve strukture.
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The catechins (flavan-3-ols) are polyphenolic substances of higher plants
exerting a wide spectrum of biological and pharmacological properties. The first part of
this thesis was focused on the study of potential interactions of four catechins (namely
(-)-catechin, (-)-gallocatechin, (-)-catechin gallate, and (-)-gallocatechin gallate) with
human serum albumin (HSA). HSA is the main transport protein in the blood serum,
which influences the metabolism, bioavailability and biological activity of drugs in vivo.
Binding ability of catechins to HSA was evaluated in vitro using UV/VIS spectroscopy,
fluorescence spectroscopy, and gel electrophoresis (native and SDS-PAGE). Binding
ability of catechins to HSA varied depending on their chemical structure and
concentration. The presence of galloyl moiety and number of hydroxyl groups were
found to be key structural features essential for catechin interaction with the molecule of
HSA. In the second part of this work, the ability of catechins to influence
methylglyoxal-induced non-enzymatic glycation of human serum albumin is evaluated.
Non-enzymatic glycation of proteins plays an important role in the pathogenesis of
different lifestyle diseases. The ability of catechins to inhibit methylglyoxal-induced
glycation of HSA was evaluated in vitro using UV/VIS spectroscopy and fluorescence
spectroscopy. The ability of catechins to inhibit production of both non-specific
advanced glycation end-products (total AGEs) and specific marker argpyrimidine was
evaluated using the fluorescence spectroscopy. The antiglycation activity of catechins
varied depending on their structure and concentration. Higher antiglycation ability was

found in catechins containing the galloyl moiety in their structure.
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1Uvod



Tuto rigordzni praci jsem vypracovala na katedie biochemickych véd FaF UK
Vv Hradci Kralové pod vedenim doktorky Ivy BouSové, kterd se v rdmci pracovni
skupiny profesora DrSaty zabyva studiem neenzymové glykace proteinti a enzymu
in vitro a schopnosti polyfenolickych latek tento proces zpomalit.

Ma prace se deli na dveé cCasti. V Casti prvni jsem se zaméfila na studium
interakce Ctyi' Cajovych katechint s lidskym sérovym albuminem (HSA) pomoci metod
UV/VIS a fluorescen¢ni spektroskopie a gelové elektroforézy (nativni a SDS-PAGE).
Cilem bylo najit vztah mezi rozdilnou strukturou katechini a jejich vazebnou
schopnosti k albuminu. V ¢asti druhé jsem pak studovala schopnost katechind inhibovat
neenzymovou glykaci HSA vyvolanou glykaénim ¢inidlem methylglyoxalem pomoci
metody UV/VIS a fluorescenéni spektroskopie.

Cajové katechiny jsou aktivni latky polyfenolické struktury s fadou
biologickych vlastnosti. V tfadé¢ praci byly jiz popsany jejich antioxidacni,
Antiglykac¢ni puasobeni katechini pravdépodobné zahrnuje nékolik mechanismii.
Studium inhibice glykace ma potencial v prevenci mikro- a makrovaskularnich
komplikaci u diabetickych pacientd. Lidsky sérovy albumin je nejcastéji se
vyskytujicim proteinem v krevnim séru, jehoz hlavni funkci je transport a distribuce
exogennich i endogennich molekul a metabolitti krvi. Pravé vazba katechint k alouminu
muze hrat roli v jejich antiglyka¢nim pulsobeni. Jako glykacni c¢inidlo jsem pouZila
methylglyoxal, reaktivni a-oxoaldehydickou slouceninu, jez je pfirozené tvofena ve
vSech sav¢ich bunkach a hraje roli v procesu tvorby koncovych produkti pokrocilé

glykace (AGES). Jeho zvysena tvorba byla zaznamenana pravé u diabetickych pacientu.



2 Teoreticka cast



2.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou latky s polyfenolickou strukturou syntetizované jako
sekundarni metabolity vétSinou vyssich rostlin. Jsou vyznamnou soucasti lidské stravy,
pficemz nalézt je muzeme v §iroké mife v ovoci, zelenin€, obilnindch, olivach,
lusténinach, ¢okolad¢é a napojich typu caje, kavy a vina (Massimo D’Archivio et al.
2007). Syntéza flavonoidt v rostlinach vychazi zaromatické aminokyseliny
fenylalaninu a malonyl-CoA (tzv. sikimatova cesta). Zakladem struktury flavonoidu je
jadro flavanu (Obr. 1) obsahujici 15 uhlikovych atomti uspotaddanych do tii kruhii
(oznacovanych A, B a C).

Obr. 1: Zaklad struktury flavonoidi (jadro flavanu) (Pietta 2000).

Podle stupné oxidace centralniho pyranového kruhu (kruh C) mohou byt
flavonoidy rozdéleny do 6 hlavnich podttid: flavonoly, flavony, flavanony, isoflavony,
flavanonoly a flavan-3-oly (Obr. 2). Jednotlivé slouceniny se dale uvnitt své podtiidy

li§i substitucemi na kruzich A a B (Pietta 2000).

¥ ¥ x
1“""“\-.. & -"f% & r-"-'ﬂ“‘-“'b_]c.
|
o P Q L J o 8
T -Irrf‘ﬁ o ) o,
98 | T
T OH
] [
Flavones Flavanones Flavonols
)
(Y
QO
T,
=TT oM
(]
Flavanonol Isoflavones Flavan-3-ols

Obr. 2: Podtridy flavonoidu (Pietta 2000).
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V rostlinach zatim bylo identifikovdno vice nez 8000 strukturné odlisnych
flavonoidi a jejich pocet neustale nartista (Pietta 2000). Je to praveé diky jejich struktuie,
kde volné hydroxylové skupiny mohou byt substituovany (napi. glykosylovany,
acylovany), nebo se mohou v rostlinach vytvaret vysoce komplexni struktury (Massimo
D’Archivio et al. 2007). Flavonoidy hraji ve fyziologii rostlin nékolik rozli¢nych roli.
V rostlinach se vétSinou vyskytuji v glykosylované formé, ptispivaji tak k barevnosti
plodii, kvéth a listli, ¢imz zvySuji jejich atraktivitu pro opylujici hmyz, adstringen¢ni
vlastnosti ptispivaji k ochran¢ rostlin proti skiidcim, hraji roli jako katalyzatory béhem
svételné faze fotosyntézy, antioxida¢ni a UV-absorb¢ni vlastnosti pfispivaji k ochrané
rostlin pfed UV zafenim (Pietta 2000). Piijjem flavonoidi z potravy je Vv porovnani
s hladinami dalSich antioxidantli a vitamint, jako jsou napt. vit C, E a karotenoidy,
podstatné vyssi (50 - 800 mg/den). Zalezi vSak na pestrosti stravy, zejména piijmu
ovoce, zeleniny a napoju jako jsou napf. ¢aj a Cervené vino. Rozdily v piijmu vyplyvaji
také ze stravovacich narodnich zvyklosti (Pietta 2000).

V posledni dobé se flavonoidy dostavaji do poptedi z4jmu mnoha studii diky
svym biologickym a farmakologickych vlatnostem. V fadé¢ praci jiZ byly prostudovany
jejich  pravdépodobné antioxidacni, antivirotické, antibakteridlni, protizanétlivé,
vasodilata¢ni, antiischemické a protinddorové vlastnosti (Prochazkova et al. 2011, Pietta
2000). Velkd pozornost je veénovdna zejména vlastnostem antioxidaénim, a to
schopnosti vychytavat volné radikaly, tlumit jejich produkci (Pietta 2000) a pusobit tak
preventivné v rozvoji oxidacniho stresu, jenZ hraje vyznamnou roli v patologii fady
civiliza¢nich onemocnéni, jako jsou rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni
onemocnéni nebo diabetes mellitus (Manach et al. 2004, Massimo D’Archivio et al.
2007, Pietta 2000).

Antioxidacni aktivita fady flavonoidl je mnohem vyssi neZ vitaminu C ¢i E
(Prochéazkova et al. 2011, Dufresne a Farnworth 2001) a 1181 se v zavislosti na struktufe.
Vysledky studii naznacuji, ze antioxidacni sila flavonoidi mtize chranit bunky pted
Skodlivymi oxidac¢nimi ucinky reaktivnich forem kysliku (ROS) (Dufresne a Farnworth
2001). In vitro antioxida¢ni aktivita flavonoidli zahrnuje: a) schopnost inhibice oxidas
(napt. inhibice xanthinoxidasazy a proteinkinasy C zodpovédné za tvorbu
superoxidového radikalu O,") (Pietta 2000, Prochazkova et al. 2011), b) schopnost
chelatovat ionty pechodnych kovii (Fe** a Cu®) (Obr. 3), jez potencuji produkei vysoce
reaktivniho hydroxylového radikalu (‘OH) z peroxidu vodiku ve Fentonovové C¢i

Haber-Weissové reakci (Rice-Evans 2001, Pietta 2000, Prochazkova et al. 2011,
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Koleckat et al. 2012), c¢) schopnost pfimého vychytavani ROS (Pietta 2000, Rice-Evans
2001, Koleckar et al. 2012, Prochazkova et al. 2011), d) schopnost aktivace
antioxidaCnich enzymu (aktivace detoxikacnich enzymut II. faze biotransformace
xenobiotik) a redukce oa-tokoferylového radikalu (podpora regenerace a-tokoferolu,

dalezitého antioxidantu bunéénych membran) (Prochdzkova et al. 2011).

Obr. 3: Chelatace iontii prechodnych kovi (Pietta 2000).

Metabolicka modifikace flavonoidl in vivo mize vyznamné ovlivnit jejich
antioxidacni aktivitu. In vitro byla jiz prokézana nizsi antioxidacni aktivita jednotlivych
metabolitd flavonoidl v porovnani s parentni slouceninou, a to zfejmé v dasledku
zablokovani volnych hydroxylovych skupin schopnych vychytdvat volné radikaly
(Prochéazkova et al. 2011).

Za urcitych podminek mohou flavonoidy vykazovat nezddouci prooxidacni
pusobeni. Prooxida¢ni plisobeni flavonoidii je nastrojem jejich baktericidni aktivity a
muze vyvolat apoptézu (Prochazkova et al. 2011). Za jinych podminek vSak pfispiva
k tvorbé ROS a oxida¢nimu poskozeni proteind. Flavonoidy redukuji reaktivni radikaly
za vzniku fenoxylového radikalu flavonoidu (F1-O), ktery reaguje s dal$im radikalem
za vzniku stabilniho 0-chinonu (Obr. 4). Nezddouci vedlejsi reakci muze byt reakce
fenoxylového radikélu s kyslikem, kdy dochazi k vytvofeni o-chinonu a reaktivniho
superoxidového radikalu. Fenoxylovy radikal mtze taktéz zplsobit oxidaci NADH ¢i

glutathionu (Pietta 2000, Prochazkova et al. 2011).
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Obr. 4: (A) Tvorba fenoxylového radikalu p¥i vychytavani volnych radikali flavonoidy (Pietta
2000),

(B) Prooxidacni aktivita flavonoidi (Prochazkova et al. 2011).

Krom¢ antioxida¢nich vlastnosti jsou flavonoidy studovany i pro své
antiglykacni ucinky. Jsou schopné pfispivat ke sniZeni modifikace bilkovin béhem
glykac¢niho procesu (Lo et al. 2006, Wu a Yen 2005). Glykace bilkovin a tvorba
glyka¢nich produkti (AGEs — advanced glycation end-products) je zahrnuta v
patogenezi ftady civilizaénich onemocnéni (Turk 2010). Antiglykaéni plisobeni
flavonoidd pravdépodobné spociva ve schopnosti vychytavani ROS (zejména peroxidu
vodiku a superoxidu), jez jsou tvoreny b&hem glyka¢niho procesu, schopnosti
vychytavani reaktivnich dikarbonylovych sloucenin (glyoxalu, methylglyoxalu,
3-deoxyglukosonu) a schopnosti chelatace iontli ptfechodnych kovi, které oxidacni

procesy podporuji (Obr. 3) (Wu a Yen 2005).

13



Predmétem studia této prace se staly katechiny, polyfenolické latky pattici do

podtiidy flavan-3-olt.

2.1.1 Flavan-3-oly

Flavan-3-oly (katechiny) jsou podtiidou flavonoidd obsahujici ve své struktuie
tifuhlikaty fetézec s hydroxylovou skupinou na Csz (Obr. 2), jenz muze byt
esterifikovana zbytkem kyseliny gallové (Ishii et al. 2010). Vyskytuji se ve formé
monomeru (katechiny), nebo jako polymery (proantokyanidiny). Narozdil od ostatnich
podtiid flavonoidli se flavanoly nevyskytuji v potravé v glykosylované podobé
(Massimo D’Archivio et al. 2007). Ve struktufe flavan-3-olu se vyskytuji dvé centra
chirality (C,, C3) (Koleckar et al. 2012), a proto se jednotlivé katechiny 1i§i prostorovym
uspofadanim na kruhu C. RozliSujeme katechiny s 2,3-cis strukturou (EC, EGC, ECG,
EGCQG), které jsou studovany zejména pro své antioxida¢ni vlastnosti, a jejich epimery
s 2,3-trans strukturou (C, GC, CG, GCG) (Obr.5) (Ishii et al. 2010). Katechiny mizeme
najit v ovoci, jako jsou tfeSn¢ nebo meruniky. Hlavnim zdrojem je vSak zeleny ¢aj (az
800 mg/1), dale ¢okolada (600 mg/l) a Cervené vino (az 300 mg/l) (Massimo D’Archivio
et al. 2007).

Caj je jiz po staleti nejpopularngj$im népojem v Asijskych zemich, obecné je
uvadén jako druhy nejcastéji konzumovany napoj na svéteé. Jedna se o produkt ziskany
z listd a pupenu rostliny ¢ajovniku ¢inského (Camellia sinensis, Theaceae) (Cabrera
et al. 2006, Song a Chun 2008).

Cerstvé Gajové listky jsou vyznamnym zdrojem flavonoidd, a to zejména
skupiny flavan-3-ola (katechintl). Mezi ¢tyfi hlavni katechiny vyskytujici se v nich patii
(-)-epigallokatechin-3-gallat (EGCG), ktery tvofi asi 59 % vSech obsazenych katechint,
dale (-)-epigallokatechin (EGC) (19 %), (-)-epikatechin-3-gallat (ECG) (asi 13,6 %) a
(-)-epikatechin (EC) (asi 6,4 %). Salek zeleného &aje (2,5 g listki zeleného ¢aje/200 ml
vody) mtize obsahovat az 90 mg EGCG (Cabrera et al. 2006).
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Obr. 5: Chemické struktury katechini (Trnkova et al. 2011).
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Zdravi prospeésné vlastnosti zeleného ¢aje jsou vyzdvihovany jiz od pocatka
jeho historie. Tradi¢ni ¢inska medicina doporucuje konzumaci caje jako 1éku pfi bolesti
hlavy, zad, k podpoie traveni, proti depresi, k detoxikaci a jako zdroj energie pro delsi
zivot (Cabrera et al. 2006). Caj diky obsahu antioxidaéné pisobicich katechinti hraje
protektivni roli v rozvoji fady chronickych onemocnéni (diabetes, kardiovaskuldrni ¢i
neurodegenerativni onemocnéni) (Dufresne a Farnworth 2001). Katechiny vykazuji
antioxida¢ni, antimutagenni, antidiabetick¢, antibakterialni, antivirotick¢é a
protizanétlivé vlastnosti (Cabrera et al. 2006, Dufresne a Farnworth 2001, Pastore a
Fratellone 2006).

Antioxidac¢ni aktivita spociva ve schopnosti vychytavat ROS a chelatovat ionty
ptechodnych kovi (viz kap. 1.1 antioxida¢ni vlastnosti flavonoidi). In vitro studie
naznacuji, ze katechiny jsou potencidlnimi inhibitory kancerogeneze. Diky vychytavaci
schopnosti jsou schopny piimo neutralizovat prokarcinogeny a zabranit tvorbé
nitrosamint (karcinogent tabaku) (Dufresne a Farnworth 2001). Studie na zvifatech
naznacuji, ze katechiny maji schopnost inhibovat karcinogenezi klze, plic, jicnu,
zaludku, jater, ledvin, prostaty a dalSich organt (Cabrera et al. 2006). Prevence
kardiovaskularnich onemocnéni zahrnuje schopnost katechini inhibovat oxidaci
lipoproteini, EGCG dokonce efektivnéji nez tokoferol, schopnost inhibovat proliferaci
hladké svaloviny vedouci ke stenoze tepen (Dufresne a Farnworth 2001), schopnost
redukovat plazmatickou hladinu cholesterolu a podporovat udrzovani normalnich hladin
tromboxanu A;, ¢imz je optimalizovano krevni srazeni. EGCG taktéz prokazuje
schopnost inhibovat peroxidaci lipidt (Cabrera et al. 2006, Dufresne a Farnworth 2001).
Zeleny ¢aj prispiva ke sniZeni hladiny glukézy v krvi a zvySuje aktivitu inzulinu

(Dufresne a Farnworth 2001, Cabrera et al. 2006, Pastore a Fratellone 2006).

2.1.2 Stabilita katechini
Mnoho studii dokazuje, Ze katechiny lehce podléhaji rozkladu a epimerizaci pti

pfipravé caje 1 konzervovanych cajovych napoji. Stabilita katechini mutze byt
ovlivnéna n€kolika faktory, jako jsou pH, teplota, koncentrace, hladina O,, pfitomnost
antioxidantl (napt. SOD) a iontd kovl (Sang et al. 2005). V zasaditém prostiedi
(pH > 6) jsou katechiny velmi nestabilni, zatimco v kyselém prosttedi (pH < 4) jsou
relativné stabilni (Wang a Zhou 2004, Su et al. 2003). Katechiny se rozkladaji 1 pii
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zahtati jejich vodného roztoku. Kritickou teplotou pro epimerizaci se ukazala byt
teplota ~ 82 °C (Wang a Zhou 2004).

EGCG se jevi jako nestabilni v nékolika bunécnych kulturach i sodno-
fosfatovém pufru o pH 7,4. Pii rozkladu EGCG dochazi zejména k autooxidaci a
epimerizaci (vznik GCG). Stabilita EGCG v bunééném médiu se vyznamné zvysi po
ptidani superoxiddismutasy (SOD). Tento fakt podporuje teorii, Ze nestabilita katechint
souvisi s jejich autooxidaci (Sang et al. 2005, Roginski a Alegria 2005). Pti inkubaci
katechinti (EGCG, EGC, EC, ECG) v sodno-fosfatovém pufru (pH 7,4) projevily nizsi
stabilitu EGCG a EGC. Pti¢inou rychlejsi destrukce je pravdépodobné piitomnost tii
fenolickych skupin v tésné blizkosti (pyrogallolovy typ katechinll), které lehce
podlehnou oxidaci za vzniku reaktivniho semichinonového radikalu (Su et al. 2003).
Rychlost oxidace souvisi se strukturnimi rysy katechinl. SniZzuje se v pofadi pyrogallol
> gallat > katechol. Hydroxylové skupiny v meta-poloze neptispivaji k oxidaci dokonce
ani pii pH 13,0 (Roginski a Alegria 2005).

2.2 Interakce flavonoidi s proteiny

2.2.1 Lidsky sérovy albumin
Lidsky sérovy albumin (HSA) je nejcastéji se vyskytujicim proteinem

Vv krevnim séru (tvofi ptiblizn€ 60 % vSech krevnich proteind, jeho koncentrace v séru je
ptiblizn¢ 40 mg/ml) (Dockal et al. 1999). HSA je globularni protein o velikosti 66 kDa,
jenz je tvofen 585 aminokyselinami (Otagiri 2005). Vedle udrzovéani koloidniho
osmotického tlaku krve je jeho hlavni tlohou transport a distribuce mnoha exogennich 1
endogennich molekul a metabolitli, jako jsou ziviny, hormony, mastné kyseliny. Diky
reverzibilni vazbé ovliviluje farmakokinetiku fady léciv. Také vaze a napomaha
transportovat krevnim ob&hem latky, které jsou ve vodé malo rozpustné (Maiti et al.
2006, Dockal et al. 1999). Vedle transportni funkce mé HSA roli i jako antioxidant, a to
diky thiolové skupin¢ Cys34, jenz predstavuje témét 80 % vsech volnych -SH skupin
v plazmé. Diky témto -SH skupindm je HSA schopen vychytavat volné radikaly a
chranit buniky pted oxidaci (Bae et al. 2009).

HSA obsahuje ve své struktufe tii specifické domény I, 11, III. Kazdd doména
je dale rozdélena na dvé subdomény majici spolené strukturni rysy, které jsou znaceny

a a b. Strukturni stavba HSA poskytuje n€kolik vazebnych mist. Hlavni dvé vazebna
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mista pro malé heterocyklické nebo aromatické slouc¢eniny se nachazi v subdoménég Ila
a Illa, kterd odpovida strané I a II (Otagiri 2005). Dalsi vazebna mista pro vyssi mastné
kyseliny jsou umisténa v subdoméné Ib a IIIb, pro vazbu kovli se nachdzi dvé mista v
oblasti Cys34 a N-terminalniho konce proteinu (Dockal et al. 1999).

Ve struktufre HSA se nachdzi jediny zbytek tryptofanu (Trp214) a to
vV subdoméné Ila (Obr. 6). Diky tomuto Trp214 vykazuje HSA pii excitaci 295 nm
silnou fluorescen¢ni emisi s hlavnim emisnim pikem kolem 340 nm (Lakowicz 2006).
Pravé zmény ve fluorescencnim spektru HSA vlivem liganda jsou vyuzivany pii studiu

interakci HSA (Maiti et al. 2006, Bolli et al. 2010).

W 214

Obr. 6: Struktura HSA s ozna¢enymi doménami a Trp 214 (W 214) (Maiti et al. 2006).

Konformace a vlastnosti HSA mohou byt ovlivnény prostiedim (napf. zménou
pH prostredi, kovalentni modifikaci proteinu vlivem neenzymové glykace ¢i vazbou

jinych latek) (Dockal et al. 2000, Otagiri 2005).

2.2.2 Interakce HSA s katechiny
Nekolik studii potvrzuje, Ze pfi transportu krvi katechiny mohou vytvéret

komplexy s albuminem. Pravé tato vazebna schopnost ovliviiuje jejich transport,

metabolismus, biodostupnost a biologickou aktivitu in vivo (Minoda et al. 2010). Vztah
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mezi strukturou katechintl a jejich vazebnou afinitou k sérovému albuminu stale zlstava
pfedmétem studii. Vazba katechinti k HSA je zprostfedkovana pravdépodobné pomoci
nekovalentnich vazeb, a to tvorbou vodikovych mistkii a elektrostatickych sil, ¢i
pomoci hydrofobnich interakci (Ishii et al. 2010, Diniz et al. 2008). K tvorb¢
vodikovych mustkd ptispivaji fenolové skupiny, na hydrofébnich interakcich se podili
napft. zbytek kyseliny gallové v molekule katechint (Ishii et al. 2011).

Pti srovnani vazebné schopnosti k HSA mezi né¢kolika polyfenoly katechin a
epikatechin prokédzali mnohem niz§i vazebnou schopnost nez napf. quercetin, Ci
flavanony a flavony. Vazba k HSA byla vyssi u sloucenin obsahujicich ve struktufe
karbonylovou skupinu na C4. Vyznam této skupiny ve struktufe polyfenolu popisuje i
n¢kolik dalSich praci (Diniz et al. 2008). Ishii et al. (2010) se zabyval s vyuzitim HPLC
analyzy vztahem mezi strukturou katechinli a jejich vazebnymi schopnostmi k HSA.
Vysledky naznacuji, ze vyznamné vys$i vazebnou afinitu k HSA vykazuji estery
katechini (ECG, EGCG, CG, GCG) diky pfitomnosti zbytku kyseliny gallové ve
své molekule. Ke zvySeni vazebné afinity také ptispivd vyssi pocet hydroxylovych
skupin na kruhu B (pyrogallolovy typ katechini) a vhodné prostorové uspotadani
molekuly katechinti, kdy vétsi vazebnou schopnost vykazovaly trans-katechiny (CG,
GCG) (Ishii et al. 2010). Pritomnost zbytku kyseliny gallové v molekule zvysuje
hydrofobicitu katechinti, ¢imZ je znané zvySena vazebna afinita k hydrofébnim kapsam
nachdzejicim se ve vazebnych doménach proteinu (subdomény Ila, IIla) (Minoda et al.
2010). Vnitini strana vazebné kapsy HSA je ohranic¢ena hydrofébnimi fetézci, zatimco
vstup do kapsy je ohrani¢en pozitivné nabitymi aminokyselinovymi zbytky (Lys195,
Lys199, Arg218, Arg222, His242, Arg257). Trp214 je soucasti helixu v subdoméné Ila.
Navazani EGCG k HSA zptsobi pokles hydrofobniho charakteru vazebné kapsy, kde je
ulozen Trp214, coz vede ke zméné sekundarni struktury proteinu, konkrétné
¢asteCnému ,,rozbaleni proteinu. Tato zména se ve fluorescenénim spektru bilkoviny
projevi posunem spektra k vy$§im vinovym délkam (tzv. ,,Cerveny posun‘‘) (Maiti et al.
2006).

Bae et al. (2009) upozornil také na skuteCnost, ze vzijemnd interakce mezi
katechinem a HSA vede ke stabilizaci antioxidantu v séru. EGCG snadno podléha
autooxidaci, jez muze vést kK tvorbé ROS a k oxida¢ni modifikaci proteinti (Bae et al.
2009, Ishii et al. 2011). Existuje teorie, Ze HSA diky svym volnym -SH skupindm
(pfitomnost Cys34) chrani EGCG pted volnymi radikaly, zabraniuje tak jeho oxidaci a
zvysuje jeho biologickou aktivitu in vivo (Bae et al. 2009). K ochran¢ katechint pted
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oxida¢nimi ucinky iontd pfechodnych kovl, O, a ROS pftispiva i sterické chranéni

kruhu B proteinem (Ishii et al. 2011).
2.3 Neenzymova glykace

2.3.1 Tvorba glyka¢nich produkti (AGEs)
Proces glykace vedouci k tvorbé koncovych produkti pokrocilé glykace

(AGEs — advanced glycation end-products) je soucasti patogeneze fady civiliza¢nich
onemocnéni, jako jsou diabetes mellitus, ateroskler6za, renalni insuficience,
neurodegenerativni  choroby (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
amyotrofickd lateralni skleroza), i fyziologického procesu starnuti. Glykacni produkty
jsou vytvareny postranslaéni modifikaci, kdy redukujici cukry (napft. glukoéza, fruktdza,
galaktoza) jsou schopny pomoci své karbonylové skupiny reagovat s
volnymi aminoskupinami aminokyselin, peptidd, fosfolipidd i nukleovych kyselin.
Glykace bilkovin je reakce neenzymova, zprostiedkovand kovalentni interakci mezi
karbonylovou skupinou redukujiciho cukru a volnou aminoskupinou bilkoviny,
ozna¢ovana téz jako neenzymova glykosylace. Kondenzaéni proces zahrnujici interakci
mezi cukrem a aminoskupinou byl pojmenovéan po svém objeviteli Maillardova reakce
(poprvé popsan roku 1912). Prvnim krokem Maillardovy reakce je tvorba malo stabilni
Schiffovy baze, ktera piechazi ve stabilnéj$i tzv. Amadoriho produkty. V del$im
casovém intervalu Amadoriho produkty podléhaji chemickym reakcim (dehydratace a
degradace), kdy dochézi ke vzniku fady vysoce reaktivnich karbonylovych sloucenin,
jako jsou methylglyoxal, glyoxal a 3-deoxyglukoson (tzv. prekursory AGEs, Obr. 7).
Tyto vysoce reaktivni karbonylové slouceniny jsou schopny reagovat s dal$imi volnymi
aminoskupinami a vést k ireversibilni tvorbé AGEs — posledni krok Maillardovy reakce
(Takeuchi et al. 2001, Turk 2010). Nésledkem poruseni rovnovahy mezi produkci
reaktivnich  karbonylovych meziprodukti a UCinnosti obrannych bunéénych
mechanismt vznikd tzv. karbonylovy stres. Reaktivni dikarbonylové slouceniny
vznikaji a) pfi glykolytickém $tépeni glukozy, b) jako meziprodukty Maillardovy reakce
degradaci glykovanych bilkovin, ¢) béhem peroxidace lipidl (tvorba ketolatek). Vzniklé
dikarbonylové slou¢eniny jsou mnohokrat reaktivnéjsi v tvorbé AGEs nez samotna

glukoza (Turk 2010).
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Obr. 7: Alternativni cesty tvorby AGEs in vivo (Takeuchi et al. 2001). Glyka¢ni produkty (AGEs)
vznikaji pti degradaci Amadoriho produktd (AGE-1), cestou glykolyzy pfes meziprodukt glyceraldehyd
(AGE-2), jako fragmentaéni produkt Schiffovy baze glykolaldehyd (AGE-3), fragmentaci Amadoriho
produkti na methylglyoxal (AGE-4), pii autooxidaci glukézy na glyoxal (AGE-5), dekompozici
Amadoriho produktu a fruktéza-3-fosfatu na 3-DG (AGE-6).

CML (N-e-(karboxymethyl)lysin); CEL (N-g-(karboxyethyl)lysin); p-NH2 (volna aminoskupina
proteinu); AR (aldosareduktasa); SDH (sorbitoldehydrogenasa); 3-PK (fruktdza-3-fosfokinasa); ALR
(aldehydreduktasa); GO (glyoxalasa); MOG (mono-oxygenasa), 3-DG (deoxyglukoson).

2.3.2 Methylglyoxal jako prekursor AGEs, modifikace bilkovin
Methylglyoxal (MGO) je reaktivni a-oxoaldehydicka sloucenina, prekursor

AGEs. Je tvofen ve vSech sav€ich bunikdch enzymove i neenzymovée. Jeho primérna
koncentrace v krevnim vzorku u zdravych jedinct je ptiblizné 80 nM (Ahmed et al.
2003). Vtele je tvoren a) odstépenim fosfatové skupiny produkti glykolyzy z
glyceraldehyd-3-fosfatu nebo dihydroxyacetonu, b) enzymovou oxidaci ketolatek
(acetoacetatu — pomoci myeloperoxidasy, nebo acetonu — katalyzovano cytochromem

P450 2E1), c) pii katabolismu threoninu pfes aminoaceton, jenz je tvoten z threoninu
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pfi momentalnim nedostatku CoA (napi. diabeticka metabolicka krize). Za béznych
okolnosti je threonin katabolizovan na glycin a acetyl-CoA. Intracelularné tvoieny
MGO je schopen piestoupit pies bunéénou membranu pravdépodobné pasivni diftzi
(Turk 2010). Kontrolnim mechanismem nadmérné tvorby MGO v téle je zejména
glyoxylasovy systém, ktery je pfitomen v cytosolu kazdé sav¢i bunky. Tento systém je
tvofen dvéma enzymy, glyoxylasou I a II, a dostatecnym mnozstvim redukovaného
glutathionu (GSH). Glyoxylasa | je GSH-dependentnim enzymem. Hlavnim produktem
tohoto detoxika¢niho metabolismu je inertni sloucenina D-laktat vznikajici pies
meziprodukt S-D-laktoylglutathion. Mezi dalsi enzymy, které se podileji na katabolismu
MGO, patii aldehydreduktasa (redukuje MGO na 1,2-propandiol), betain-
aldehyddehydrogenasa a 2-oxoaldehyddehydrogenasa (Turk 2010, Gomes et al. 2005,
Ahmed et al. 2003). Zvysena tvorba MGO je zaznamenana u diabetickych pacientl, kde
je hlavni pfi¢inou kolisajici hladina glykémie (Turk 2010). Studie ukazuji, ze u
diabetickych pacientti dochazi ke zvyseni obsahu MGO v plazmé az na 16-27 pg/dL,
zatimco u zdravych jedinct se pohybuje mnoZstvi MGO v plazmé& okolo 3-7 pg/dL (Tan
et al. 2008).

MGO je schopen modifikovat a vazat se na Casti proteinu obsahujici arginin,
lysin a cystein. Tyto reakce nasledné vedou k tvorbé€ ireverzibilnich AGEs (Turk 2010).
Mezi adukty sargininem patii: N-3-(4-karboxy-4,6dimethyl-5,6-dihydroxy-1,4,5,6-
tetrahydropyrimidin-2-yl)ornithin (THP), argpyrimidin a zejména MGO-odvozené
hydroimidazolony (N-6-(5-hydro-5-methyl-4-imidazolon-2-yl)-ornithin, 2-amino-5-(2-
amino-5-hydro-5-methyl-4-imidazolon-1-yl)pentanova kys., 2-amino-5-(2-amino-4-
hydro-4-methyl-5-imidazolon-1-yl)pentanova kys.). Reakci s lysinem je tvofen zejména
N-¢-(1-karboxyethyl)lysin (CEL) a dimer 1,3-di-(N-g-lysino)-4-methyl-imidazolium
(MOLD) (Obr. 8, Ahmed et al. 2003). Argpyrimidin je specifickym markrem pro
stanoveni glykace proteini zplisobené MGO. Imidazolonové glykacni produkty
argininu vykazuji fluorescenci. Glykace lysinu vede k tvorbé hnéd¢ zbarvenych
komplexii vykazujicich taktéz fluorescenci. MGO je za svych béznych fyziologickych
koncentraci schopen vazby a modifikace BSA, vazby na ribonukleasu A, lyzozym,
glykolytické enzymy, na proteiny membrany cervenych krvinek, mikrotubularni
proteiny, kolagen (Lo et al. 1994). MGO-modifikovany albumin je vazan bunécnymi
receptory makrofagi a poté degradovan. Glykace bilkovin zpisobend MGO muiZze vést
taktéz k inaktivaci enzymt, vcetné inaktivace ATPas, zméné vlastnosti a struktury

proteind. Strukturné zménéné proteiny se mohou stit signilem k jejich bunécné
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degradaci (Lo et al. 1994). Nékteré AGEs jsou rozeznany specifickymi receptory
(RAGE) endotelialnich bun¢k, monocytl, makrofagt a dalSich bunék. Vazba na RAGE
je spojena s bunéénou aktivaci, jez muze vyvolat expresi adheznich molekul, uvolnéni
cytokind, syntézu rastovych faktort, ¢i byt signalem pro apoptézu. Uvolnéni cytokind a
rastovych faktord muze piispét jak k reparaci proteinu, tak k rozvoji oxida¢niho stresu,
ktery podporuje rozvoj vaskularnich chorob, diabetu, ateroskler6zy ¢i starnuti (Bierhaus
et al. 1998, Thornalley et al. 1999).

Hladina glykovaného albuminu u diabetickych pacienti odrazi mnozstvi
glukozy v krvi za posledni 2-4 tydny. Pfi glykaci albuminu dochazi ke zvyseni jeho
fluorescence. Hlavnim mistem glykace albuminu je Lys525. Kisugi et al. (2007)
studoval fluorimetrické zmény albuminu a mista glykace albuminu u pacientl ptijatych
s velmi Spatn¢ kontrolovanou glykémii a nasledné béhem inzulinové terapie. Pokles
hladiny glykovaného albuminu odrézel velmi rychly pokles glykémie po zahdjeni
inzulinové terapie. Soucasné¢ s poklesem hladiny glykovaného albuminu se snizila i
fluorescence AGEs. Se zvySenou hladinou glykovaného albuminu se zvysil i pocet
glyka¢nich mist. Glykace vedle Lys525 probihala i v dalSich pozicich lysinovych
zbytkd (Lys64(73), Lys136(137), Lys233, Lys274(276), Lys534, Lys199, Lys317,
Lys389, Lys439) (Kisugi et al. 2007).
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Obr. 8: Hlavni glyka¢ni produkty glykace methylglyoxalem (Ahmed et al. 2003).

2.3.3 Inhibi¢ni vlastnosti flavonoidi na tvorbu AGEs

Za hlavni pficinu progrese chronickych mikro- a makrovaskularnich
diabetickych komplikaci (nefropatie, retinopatie, periferni neuropatie, ateroskleroza) je
povazovana akumulace AGEs (Lo et al. 2006). JiZ n¢kolik synteticky pfipravenych
chemickych slou¢enin (napf. aminoguanidin, metformin, pyridoxamin) prokézalo
schopnost inhibovat produkci AGEs a oddalit tak rozvoj diabetickych komplikaci (Sang
et al. 2007, Wu a Yen 2005). V posledni dobé je poukazovano na velmi dobré
schopnosti inhibovat produkci AGEs u polyfenolickych sloucenin (Lo et al. 2006).
Flavonoidy jsou zndmé zejména pro své antioxidacni vlastnosti, schopnost vychytavat
volné radikély a v souc¢asné dobé se dostava do poptedi i testovani jejich schopnosti
ptispivat k redukci tvorby AGEs (Lo et al. 2006, Wu a Yen 2005). Ve studiich

flavonoidy prokazuji dokonce vétsi inhibicni schopnosti na tvorbu AGEs, nez znamy
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inhibitor tvorby AGEs aminoguanidin (Lo et al. 2006). Antiglykacni plisobeni
flavonoidd pravdépodobné spociva ve schopnosti vychytavani ROS (zejména peroxid
vodiku, superoxidu), jez jsou tvoieny béhem glyka¢niho procesu, schopnosti
vychytavani reaktivnich dikarbonylovych sloucenin a schopnosti chelatace iontl
ptechodnych kovi, které oxidacni procesy podporuji (Wu a Yen 2005).

Sang et al. (2007) studoval schopnost hlavniho ¢ajového katechinu (EGCG)
vychytavat MGO a piisobit tak preventivné v progresi diabetickych komplikaci. EGCG
(6 mM) je schopen rychle vychytat reaktivni dikarbonylové slouceniny jak MGO
(2 mM), tak GO (2 mM), pri¢emz schopnost vychytavat GO je o néco nizsi nez u MGO.
Pti¢inou by mohla pravdépodobné byt tendence GO ve vodném prosttedi vytvaret
dimery a trimery. MGO a GO jsou velmi reaktivni slou¢eniny, které maji schopnost se
vazat a modifikovat zejména zbytky lysinu a argininu v proteinech. EGCG (6 mM)
prokézal mnohem rychlejsi schopnost reagovat s MGO (2 mM) nez lysin a arginin. Tato
skute¢nost naznacuje, ze EGCG je schopen potencialné soutézit s lysinem a argininem
pfi vazbé na MGO a snizovat tak tvorbu AGEs. Hlavnim vazebnym mistem MGO na
molekule EGCG je poloha 6 a 8 na kruhu A (Obr. 9). Piitomnost zbytku kyseliny
gallové v molekule EGCG nemé pravdépodobné na vazbu MGO vliv. Pii konjugaci
Vv poloze 8 (i 6) mohou vznikat dva stereoizomery liSici se S- nebo R- konfiguraci.
Slab¢ alkalické pH prostfedi miize zvysit nukleofilni vlastnosti polohy 6 a 8 kruhu A. Je
stale nejasné, pro¢ zbytek kyseliny gallové v molekule, ktery je dulezity pro
antioxidacni vlastnosti EGCG, nepfispiva také ke schopnosti vychytavat MGO. Pfi¢iny
mohou byt sterické — nepfistupnost polohy 2" a 6°, taktéz ptitomnost tti OH skupin
muze byt pfi¢inou nizsi nukleofility, nez je v poloze 6 a 8 kruhu A (Sang et al. 2007).

Lo et al. (2006) porovnaval schopnost vychytavat MGO (2 mM) u ctyf
katechin (EC, ECG, EGC, EGCG) (5,33 mM). Nejvétsi schopnost snizit koncentraci
MGO prokazal EGC (vychytal piiblizné¢ 45,7 % MGO po 1 h inkubaci pii 37 °C),
nasledovan EC (35 %), EGCG (33 %). Nejnizsi schopnost snizit koncetraci MGO
prokazoval ECG (25 %). NMR, HPLC a MS analyzy potvrdily, Ze ke tvorbé komplexu
mezi EGCG a MGO dochédzi zejména v poloze 8 EGCG (podafilo se oddélit
enantiomery). Pfipadné komplexy vznikajici v poloze 6 se nepodafilo izolovat (Lo et al.
2006).

Wu a Yen (2005) studovali vliv flavonoidii odliSnych podtitid na glykaci
proteinu, a to vliv na glykaci hemoglobinu gluk6zou, vliv na glykaci BSA

methylglyoxalem, ¢i glykaci BSA glukézou. Mezi studovanymi flavonoidy byla i
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skupina flavanoli (C, EC, ECG, EGC, EGCG). EGCG (100 uM) snizoval glykaci BSA
methylglyoxalem (100 mM) o 69,1 % (inkubace 9 dni), naopak katechin (100 uM)
V tomtéz testu neprokézal témét zadny benefic¢ni tcinek. Pii sedmidenni inkubaci BSA s
0,8 M glukézou a EGCG 100 uM doslo ke snizeni glykace o 65,8 %, podobnou
schopnost prokazal i ECG (100 puM). Porovnavana byla i schopnost flavonoidi
vychytavat ROS, jez jsou produkovany béhem glykaéniho procesu, pomoci elektronové
spinové resonance (ESR). ESR spektra potvrdila produkci ROS béhem glykace
proteini. EGCG (100 uM) vychytal 52,3 % radikalia a ECG (100 uM) 32,5 % ROS (Wu
a Yen 2005).

MGO X 2

OH OH H

8-Mono-MGOEGCG o-Mono-MGOEGCG 0.8-Di-MGOEGCG

Obr. 9: Teoretické mozZnosti tvorby aduktii mezi MGO a EGCG v neutralnim nebo slabé bazickém

prosticedi (Sang et al. 2007).
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3 Cil prace
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Pro tucely prace byly zvoleny d&tyfi katechiny s 2,3-trans uspofadanim
((-)-katechin  (C), (-)-gallokatechin (GC), (-)-katechingallat (CG) a (-)-
gallokatechingallat (GCG)). Hlavni cile prace byly:

a) studium stability vybranych katechini ve vodném roztoku fosfatového pufru

(0,1 M; pH 7,4)

b) studium potencidlnich interakci vybranych katechind s lidskym sérovym

albuminem

c) studium vlivu vybranych katechini na neenzymovou glykaci lidského sérového

albuminu methylglyoxalem.
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4 Material a metodika
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4.1 Chemikalie

e Akrylamid (pro elektroforézu, > 99%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e Peroxodisiran sodny (pro elektroforézu, > 98%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA)

e Azid sodny (NaN3) (Lachema, Brno, Ceska republika)

e Bromfenolova modi (Riedel-de Haén, Steinheim, Némecko)

e Coomassie Blue G250 (EZBIue gel staining reagent) (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, USA)

e Ethanol (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e Fixacni a vyvijeci lazen (Foma Bohemia, Hradec Kralové, Ceska republika)

e Glycin pro elektroforézu (> 99%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e Glycerol (Kulich)

e Isobutanol (Penta)

e Katechiny ((-)-katechin, (-)-gallokatechin, (-)-katechingallat,
(-)-gallokatechingallat ze zeleného caje, > 98%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA)

e Kiyselina octova 99% (Lachema)

e Lidsky sérovy albumin  (HSA) (lyofilizovany  prasek, >99%)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e 2-Merkaptoethanol (pro elektroforézu, >98%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
USA)

e Methanol (Penta, Praha, Ceska republika)

e Methylglyoxal (vodny roztok, 40%) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e N,N’-Methylenbisakrylamid (pro elektroforézu, > 98%) (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, USA)

e N, N,N',N’-Tetramethylethylendiamin (pro elektroforézu) (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, USA)

e Na,HPO,4.12H,0, NaH,P0,4.2H,0 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e NayS04.12H,0 (SDS, dodecylsiran sodny) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, ACS reagent, > 99,8%) (Sigma-Aldrich
Co., St. Louis, USA)
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4.2 Priprava zasobnich roztoki

Pro ptipravu vSech vodnych roztokl byla pouzita redestilovana voda.

e Piiprava 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4 s 0,05 % NaNs3
0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 jsem pfipravila smichanim 405 ml 0,2 M
roztoku Na,HPO4.12H,0 (Mg = 358,14) s 95 ml 0,2 M roztoku NaH,PO4.2H,0
(Mg =156,01) a 500 ml redestilované vody s ptidavkem 0,5 g NaN3 jako antimikrobni
latky. Po fadném promichani roztoku jsem zméfila jeho pH pomoci pH metru a
popiipad¢ upravila na hodnotu 7,4 pomoci 0,2 M Nap;HPQO4.12H,0 ¢i 0,2 M roztoku
NaH,P0O,4.2H,0.

e Piiprava roztoku HSA
Potifebné mnozstvi lidského sérového albuminu (M = 67 kDa) jsem rozpustila
ve fosfatovém pufru (0,1 M; pH 7,4; 0,05% NaN3) tak, aby vznikl roztok o koncentraci
4%x10°M pro spektrofotometrické stanoveni interakci a 15 x 10°M pro elektroforézu a

glykace.

e Priprava roztoku antioxidanti (katechini)

Zasobni roztoky antioxidantd jsem pfipravila rozpusténim jednotlivych
katechinii v metanolu za vzniku zasobnich roztoki o koncentraci 1 x 102 M (katechin
Mg = 290,3; katechingallat Mg = 442,4; gallokatechin Mg = 306,26; gallokatechingallat
Mg = 458,4). Roztoky byly uchovéavany pfi teploté -20 °C.

e Priprava roztoku methylglyoxalu (MGO)
Roztok MGO (5,55 M) jsem nafedila potfebnym mnoZstvim fosfatového pufru
(0,1 M; pH 7,4; 0,05% NaNs3) tak, aby vznikl zasobni roztok MGO o koncentraci 0,5 M
pro studium glykaci.

4.2.1 Priprava zasobnich roztoki pro elektroforézu
e Roztok 4 M HCI jsem pfipravila pfilitim 88 ml konc. HCl do 150 ml

redestilované vody. Objem jsem doplnila vodou do 250 ml. Pfipraveny roztok je

uchovavan v lednici.
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Roztok obsahujici akrylamid a bis-akrylamid jsem pfipravila rozpusténim
30 g akrylamidu (AA) a 0,8 g N,N"-methylenbisakrylamidu (bis-AA) ve 100 ml
redestilované vody. Roztok je uchovavan v lednici.

1,5 M Tris-HCI pufr o pH 8,8 jsem pfipravila rozpusténim 18,5 g
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Trisu) v 75 ml redestilované vody, pH
roztoku jsem upravila na pH-metru pomoci 4 M HCI (cca 5-6 ml). Poté jsem
doplnila objem v odmérné bance na 100 ml. Roztok je uchovavan v lednici.

0,5 M Tris-HCI pufr o pH 6,8 jsem pfipravila rozpusténim 6 g Trisu v 75 ml
redestilované vody a pH roztoku upravila na pH-metru pomoci 4 M HCI (cca
7-8 ml). Objem jsem doplnila v odmérné barice na 100 ml. Roztok je uchovavan
v lednici.

Roztok bromfenolové modii (0,5%) jsem pripravila rozpusténim 50 mg
bromfenolové modii (BPB) v 10 ml redestilované vody.

Roztok peroxodisiranu amonného (APS) (10%) jsem piipravila rozpusténim
25 mg APS v 250 pl redestilované vody. Roztok je pfipravovan tésné pied
pouzitim.

Roztok dodecylsiranu sodného (SDS) (10%) jsem pfipravila rozpusténim 10 g
SDS ve 100 ml redestilované vody.

Koncentrovany elektrodovy pufr pro SDS-PAGE jsem pfipravila
rozpusténim 72 g glycinu, 15 g Trisu a 5 g SDS v 900 ml redestilované vody, na
pH metru jsem upravila pH roztoku na 8,3 pomoci 4 M HCI. Roztok jsem
doplnila v odmérné bance do 1000 ml, rozdélila po 100 ml do plastikovych
nadobek a poté zamrazila na -20 °C.

Koncentrovany elektrodovy pufr pro nativni PAGE jsem pfipravila
rozpusténim 72 g glycinu a 15 g Trisu v 900 ml redestilované vody, na pH metru
jsem upravila pH roztoku na 8,3 pomoci 4 M HCI. Roztok jsem doplnila
vV odmérné bance do 1000 ml, rozdélila po 100 ml do plastikovych nadobek a
poté zamrazila na -20 °C.

Elektrodovy pufr jsem piipravovala tésné pred pouzitim smisenim 70 ml
zasobniho elektrodového pufru s 280 ml redestilované vody.

Vzorkovy pufr pro nativni PAGE jsem pfipravila smichanim 1 ml Tris-HCI

pufru (0,5 M, pH 6,8), 4,3 ml redestilované vody, 2 ml glycerolu a 0,6 ml BPB

32



(0,5%). Roztok je uchovavan v lednici. Vzorky bilkoviny jsem fedila timto
pufrem v poméru 1:1.

e Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE jsem pfipravila smichanim 1 ml Tris-HCI
pufru (0,5 M, pH 6,8), 1,3 ml redestilované vody, 2 ml glycerolu, 3 ml SDS
(10 %) a 0,6 ml BPB (0,5 %). Nasledné& jsem ptidala do 1 ml tohoto pufru 50 pl
2-merkaptoethanolu. Vzorek bilkoviny (12 pl) jsem ziedila 3 pul SDS (10 %) a
15 ul pufru s SDS a 2-merkaptoethanolem.

e Isobutanol nasyceny vodou jsem piipravila smichanim ¢istého isobutanolu
redestilovanou vodou. V horni vrstvé je isobutanol nasyceny vodou. Uchovavat

v lednici.

Tab. 1: Priprava nedenaturujiciho polyakrylamidového gelu pro nativni PAGE.

Piiprava 1 gelu (sloZeni) Separacni gel (10%) Zaostrovaci gel (4%)
Redestilovana voda 4000 pl 3176 ul

Tris-HCI pufr (1,5 M, pH 8,8) | 2500 pl -

Tris-HCI pufr (0,5 M, pH 6,8) | - 1250 pl

Roztok (AA+bis-AA) 3400 pl 500 pl

APS (10%) 116 ul 100 ul

TEMED 8 ul 10 ul

Akrylamid (AA), persiran amonny (APS), N,N’-methylenbisakrylamid (bis-AA), N,N,N",N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED).

Tab. 2: Piiprava denaturujiciho polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE.

Piiprava 1 gelu (sloZeni) Separacni gel (7,5%) | Zaostrovaci gel (4%)
Redestilovana voda 2450 pl 1563 pl

Tris-HCI pufr (1,5 M, pH 8,8) | 1250 pl -

Tris-HCI pufr (0,5 M, pH 6,8) | - 625 ul

Roztok (AA + bis-AA) 1250 pl 250 ul

SDS (10%) 50 ul 25wl

APS (10%) 58 ul 50 ul

TEMED 4 ul 5ul

Akrylamid (AA), persiran amonny (APS), N,N’-methylenbisakrylamid (bis-AA), dodecylsiran
sodny (SDS), N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (TEMED).
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4.3 UV-VIS absorpcni spektroskopie

Vsechna absorp¢ni spektra jsem promeéfovala pomoci spektrofotometru
Helios B (Spectronic Unicam, Velka Britanie) s vyuzitim kiemenné kyvety o tloust'ce

10 mm.

4.3.1 Stabilita roztokii katechini
V prvnim kroku jsem provéfovala stabilitu roztokd jednotlivych katechini

béhem inkubacni doby pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie. Roztoky katechint
v pufru (0,1 M; pH 7,4; 0,05% NaNs) o koncentraci 1 — 50 x 10° M jsem inkubovala pii
teploté¢ 37 °C a v danych Casovych intervalech (t = 0, 1 den, 3 den, 6 den) jsem
promeéfila jejich absorpéni spektrum V rozmezi vinovych délek 190 - 550 nm piti 37 °C.

V ziskanych absorp¢nich spektrech jsem posuzovala ¢asové zmény kiivek.

4.3.2 Interakce katechinii s HSA
Zmény absorp¢niho spektra bilkoviny po inkubaci s pfislusnymi katechiny a

S tim i spojenou moznost tvorby komplexu jsem sledovala pomoci UV-VIS absorp¢ni
spektroskopie. UV-VIS absorpéni spektra piipravenych roztokll jsem prométovala
v rozmezi vlnovych délek 190 — 550 nm pfi teploté 37 °C. Nejprve jsem zméfila
absorpéni spektrum samotného HSA (4 x 10° M) a piislusného katechinu (4 x 10 M)
v ¢ase 0. Nasledné jsem si piipravila vzorky obsahujici HSA a piislusny katechin a po
jejich pétiminutové inkubaci pii teploté 37 °C jsem zmeéfila jejich absorpcni spektrum.
Rozdilové spektrum bilkoviny jsem ziskala odectenim naméteného spektra katechinu
od spektra vzorku obsahujiciho HSA a pfiislusny katechin v ¢ase 5 minut. Toto

spektrum jsem porovnala se spektrem bilkoviny v ¢ase 0.

4.3.3 Vliv katechini na glykaci HSA
UV-VIS absorp¢ni spektra roztokli jsem proméfovala Vrozmezi vinovych

délek 190 — 550 nm pfi teploté 37 °C. Nejprve jsem do mikrozkumavek pripravila
jednotlivé inkubacni smési - vzorek obsahujici HSA (15x 10° M), vzorek MGO
(1 x 10° M), vzorek HSA (15 x 10° M) s piidavkem MGO (1 x 10 M), vzorek MGO
(1 x 10™ M) s piidavkem katechini v koncentraci 1, 5, 10, 25 nebo 50 x 10° M, vzorek
smési HSA (15x10° M) s glykaénim &inidlem MGO (1 x 10° M) a piidavkem
katechini v koncentraci 1, 5, 10, 25 nebo 50 x 10° M. MGO jsem ve vsech vzorcich
pripipetovala tésné pred prvnim métenim (t = 0). Vzorky byly prométeny v ¢asovych

intervalech t = 0, 1, 3 a 6 dni. Mezi jednotlivymi méfenimi probé&hla inkubace vzorki
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pii 37 °C. V jednotlivych ¢asovych intervalech jsem ziskala rozdilova spektra bilkoviny
odectenim namétfen¢ho spektra smési MGO s katechinem od spektra vzorku
obsahujiciho HSA + MGO + katechin. Ta byla porovnana s rozdilovym spektrem
glykovaného HSA ziskanym ode¢tenim spektra MGO od spektra HSA + MGO v daném

¢asovém intervalu.

4.4 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescenc¢ni spektra jsem proméfovala na fluorimetru Perkin-Elmer LS50B
(Velka Britanie) v 10 mm kiemenné Suprasil fluorescen¢ni kyveté (Hellma, Némecko)

pfi teploté 37 °C.

4.4.1 Interakce katechini s HSA
Fluorescenéni emisni spektra jednotlivych katechinl (4 X 10° M) v

nepfitomnosti a v pfitomnosti HSA (4 x 10° M) jsem proméfila pii excitaéni vinové
délce 330 nm, kterda odpovida absorpénimu maximu vznikajicich komplext zjisténych

pfi UV-VIS absorpcnim méfeni.

4.4.2 Fluorimetricka titrace: interakce HSA s katechiny
Potencidlni interakce mezi jednotlivymi katechiny a HSA jsem provétfovala

pomoci metody fluorimetrické titrace. Roztok HSA (4 x 10°° M) jsem v kyvets titrovala
roztokem Kkatechinu (1 x 10 M) aZ do kone¢né koncentrace ve vzorku 2 x 10° M.
Fluorescenci vzorku jsem meéfila vzdy po 4 minutach po pifidavku roztoku katechinu.
Fluorescenéni emisni spektra jsem méfila v rozmezi vinovych délek 300 — 530 nm (Aex =
295 nm; excitacni Stérbina 5 nm, emisni §térbina 5 nm; rychlost skenovani 200 nm/min)
za stalého michani. Fluorescenéni intenzita byla odecitana v emisnim maximu proteinu
348 nm. Zaroven jsem za stejnych experimentalnich podminek prométila i
fluorescencni spektra jednotlivych katechini v pufru, kterd byla pfi vyhodnocovani dat

odectena jako fluorescenéni pozadi.

4.4.3 Fluorescenéni méfeni glykaénich produkti
Nejdfive jsem si postupné pfipravila jednotlivé inkubacni smési o objemu

3200 ul - vzorek obsahujici HSA (15 X 10° M), dale vzorek obsahujici HSA
s piidavkem glykac¢niho &inidla MGO (1 x 10 M) a vzorek obsahujici HSA s MGO a
piislugnym katechinem v koncentraci 1, 5, 10, 25 nebo 50 x 10°® M. Ve chvili, kdy jsem
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m¢la inkubacni smés pripravenou (t = 0), jsem odebrala 700 pl vzorku, ktery jsem ihned
ulozila do mraziciho boxu (-20 °C). Poté se inkubac¢ni smés nechala inkubovat pii 37 °C
a Vv ¢asech 3 a 7 dni jsem odebrala dalsi vzorky po 700 ul a poté je ulozila do mraziciho
boxu. V den méfeni jsem rozmrazila vSechny inkuba¢ni smési a proméfila jejich
fluorescenci na mikrotitracnich destickach pomoci fluorimetru Perkin-Elmer LS50B
(Velka Britanie) pfi teploté¢ 37 °C (méfena tvorba argpyrimidinu: Aex/Aem 320/380 nm,
nespecifické AGEs: Aex/Aem 370/440 nm). Pipetovala jsem vzdy 200 ul daného
vzorku/jamka mikrotitraéni desticky. Kazdy vzorek jsem proméfila t¥ikrat. Odebrany

vzorek v ¢ase 0 byl pouzit jako neinkubovany slepy vzorek.

45 Elektroforéza

Vzorky obsahujici HSA a jednotlivé katechiny a vzorky samotného HSA
(kontrola) jsem pfipravila a nechala inkubovat 30 min pii teploté 37 °C. Koncentrace
HSA ve viech vzorcich byla 15x10°M a koncentrace jednotlivych katechini
6 x 10* M. Poté byla provedena nativni (native PAGE) a denaturujici elektroforéza

(SDS-PAGE) na polyakrylamidovém gelu.

4.5.1 Nativni elektroforéza
Nativni PAGE jsem provadéla v diskontinudlnim systému s uvzitim 4%

zaostfovaciho gelu a 10% separaéniho nedenaturujiciho gelu. Do kazdé jamky jsem
nanesla 8 pg proteinu. Samotna elektroforéza prob&hla na piistroji Mini Proteanlll
(BioRad) za vedeni elektrického proudu 30 mA. Proteiny v gelu jsem barvila pomoci
koloidni Coomassie Blue G250. Gel byl skenovdn pomoci GelDoc XR systému
(BioRad) a relativni pohyblivosti (R¢) byly stanoveny pomoci Quantity One softwaru
(BioRad). Vysledky jsem vyjadfila jako vzrist mobility vzorku v procentech v

porovnani se samotnym proteinem (kontrola) podle nasledujiciho vzorce:
[(Ri(komplex) — R{(HSA))/R«{HSA)] x 100 (%) (1)

kde Rf je retencni faktor vzorku.

4.5.2 SDS-PAGE elektroforéza
Denaturacni elektroforézu proteind na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

jsem provadéna v diskontinualnim systému s uzitim 4% zaostiovaciho gelu a 7,5%
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denaturujiciho separacniho gelu. Do kazdé jamky jsem nanesla 4 pg proteinu.
Elektroforéza byla provadéna pomoci pfistroje Mini Proteanlll (BioRad) pfi
konstantnim napéti 200 V. K barveni gelu jsem pouzila koloidni Coomassie Blue G250.

Dale byl gel naskenovan a vyhodnocen pomoci systému Quantity One (BioRad).

4.6 Statisticka analyza

Ziskana data jsou uvadéna jako primérnd hodnota ziskand ze tii nezéavisle
provadénych experimentii doplnénd o smérodatné odchylky. Statistickd vyznamnost
ziskanych dat byla hodnocena pomoci Studentova t-testu. Jako statisticky vyznamné

byly vyhodnoceny rozdily p < 0,05 ¢i p < 0,01.
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5Vysledky
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5.1 Interakce HSA

Potencialni interakce ¢tyf vybranych  katechint  ((-)-katechin  (C),
(-)-gallokatechin (GC), (-)-katechingallat (CG) a (-)-gallokatechingallat (GCG)) s
lidskym sérovym albuminem jsem studovala pomoci tfi metod, a to UV/VIS absorp¢ni
spektroskopii,  fluorescenéni  spektroskopii a  polyakrylamidovou  gelovou

elektroforézou.

5.1.1 UV-VIS absorp¢ni spektra

UV-VIS spektra flavonoidii jsou charakterizovana ptitomnosti dvou hlavnich
absorpcénich maxim. Pas [ (systém cinnamoylu), ktery je lokalizovan v rozmezi
vlnovych délek 300-400 nm, odpovidd konjugovanému systému mezi kruhem B a
uhlikem C, kruhu C, zatimco pas II (systém benzoylu) lokalizovany mezi 240-300 nm
souvisi s konjugovanym systémem mezi kruhem A a uhliky C, a C3 kruhu C (Bukhari et
al. 2009). U monomernich katechinti, v jejichz struktufe chybi 2-3 dvojna vazba i
4-oxoskupina v kruhu C, pfevlada maximum pasu II a to s maximem pii 270-280 nm.
Pfi substituci hydroxylové skupiny v pozici 5 a esterifikaci hydroxylové skupiny
v pozici C3 kyselinou gallovou doslo k posunu absorpéniho maxima ke kratSim
vlnovym délkdm (modry posun) o 4-6 nm. Absorp¢éni maxima pro C, GC, CG a GCG
jsou 280 nm, 274 nm, 278 nm a 276 nm (Sun et al. 2007).

1) Stabilita katechini
Pomoci UV-VIS absorpéni spektroskopie jsem nejdiive proméfila spektra
jednotlivych katechinii ve fosfatovém pufru (pH 7,4; 37 °C) scilem ovéfit jejich
stabilitu v roztoku. Roztoky o riznych koncentracich jednotlivych katechini v pufru
byly inkubovany piti 37 °C a spektra byla proméfena v téchto ¢asovych intervalech 0, 1,
3 a 6 dni (viz Obr. 10). Namétend data ukazala, ze se jednd o latky nestabilni ve
vodném roztoku o pH 7,4. Zmény ve spektru lze pozorovat jiz po hodinové inkubaci.

Problémy se stabilitou katechind naznacuje i literatura (viz kapitola 2.1.2).
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Obr. 10: Zmény v UV-VIS absorpénich spektrech jednotlivych katechint (2,5 x 10° M) vyjadtujici
jejich stabilitu béhem inkubace ve fosfatovém pufru (0,1 M; pH 7.,4; 37 °C) v ¢asovych intervalech 0, 1, 3
a 6 dnu. (C) Spektrum katechinu, (GC) gallokatechinu, (CG) katechingallatu, (GCG)

gallokatechingallatu.
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2) Interakce katechiny — HSA

Jednotlivé katechiny (4 x 10 M) jsem nechala inkubovat s HSA (4 x 10°® M)
po dobu 5 min pii 37 °C, poté jsem proméfila jejich absorpcni spektra. Soucasné jsem
proméienim ovéfila stabilitu jednotlivych katechinii (pfi 37 °C; pH 7,4) v daném
casovém intervalu. Po kratké 5 min inkubaci jsem nezaznamenala zadné zmény
Vv absorp¢nich spektrech katechinti.

Z promé&fenych spekter jsem zaznamenala zmény pouze ve spektru HSA po
interakci s gallaty katechinu, tj. katechiny s galloylovou skupinou na kruhu C —
katechingallat a gallokatechingallat. V tomto ptipad¢ doSlo ve spektru ke snizeni
absorbance mezi 200-280 nm a k vyraznéjSimu nardstu absorbance mezi 300 a 360 nm
(Amax = 330 nm), ktery nasvéd¢uje vzniku komplexu (Obr. 12).

U zbyvajicich dvou testovanych latek, katechinu a gallokatechinu, nebyly po
interakci s HSA pozorovany zadné zmény v absorpénich spektrech (Obr. 11).
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Obr. 11: UV-VIS absorpéni spektrum HSA pied a po interakci s katechinem (C) a gallokatechinem (GC)
(pH 7.,4; 37 °C, inkubace 5 min). [HSA] =4 x 10° M, [C] =4 x 10° M, a [GC] = 4 x 10° M.
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Obr. 12: UV-VIS absorpéni spektrum HSA pted a po interakci s katechingallitem (CG) a

gallokatechingallatem (GCG) (pH 7,4; 37 °C, inkubace 5 min). [HSA] = 4 x 10° M, [CG] = 4 x 10° M,
[GCG] =4 x10° M.
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5.1.2 Fluorescenéni spektra

1) Interakce katechingallati s molekulou HSA

V dal$im kroku jsem proméfila fluorescenéni spektra komplext vznikajicich

mezi katechingallaty a molekulou HSA s excitaci pfi 330 nm. Tato vlnova délka

odpovida absorpénimu maximu vznikajiciho komplexu. Oba vznikajici komplexy

emitovaly zafeni mezi 374 a 377 nm (Obr. 13), zatimco samotny katechingallat a

gallokatechingallat za danych podminek neemitoval zadné zateni.

e
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O O O O
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—— GCG + HSA
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Obr. 13: Fluorescen¢ni emisni spektra komplext katechingallatu a gallokatechingallatu s molekulou
HSA (pH 7.4; 37 °C). [HSA] = 4 x 10° M, [CG] = 4 x 10° M, [GCG] =4 x 10° M @ Aex = 330 nm.
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2) Zhaseni vnitini fluorescence HSA v pritomnosti katechinu
Interakci katechinti s molekulou HSA jsem dale zkoumala pomoci metody
zhaSeni vnitini (tryptofanové) fluorescence proteinu. Fluorescenéni emisni spektra jsem
méfila pii excitatni vinové délce 295 nm, kterd odpovida fluorescenci indolového jadra
tryprofanu. Pfi této vinové délce jsem nejdiive proméfila spektra jednotlivych katechinti
(korekce pozadi). Pouze katechin vykazoval vyznamnou vnitini fluorescenci s emisnim
maximem pii 318 nm.

V dal$im kroku jsem pii excitaci 295 nm provedla fluorimetrickou titraci, kdy
roztok HSA byl postupné titrovan roztokem jednotlivych katechini az do vysledné
koncentrace ve vzorku 2 x 10° M. Pii této titraci dochazelo k postupnému sniZovani
fluorescenéni intenzity HSA se vzristajici koncentraci vSech katechinli. SniZeni
fluorescenéni intenzity HSA nam napovida pravdépodobnou interakci mezi molekulou
HSA akatechiny. Katechingallat a gallokatechingallat zpGsobily posun emisniho
maxima HSA (348 nm) k vyssim vinovym délkam (tzv. Cerveny posun). Katechingallat
0 25 nm a gallokatechingallat o 23 nm (Obr. 14). Pfi¢inou Eerveného posunu je
konformaéni zména bilkoviny v disledku interakce, pii niZ dochéazi k ¢astenému

rozbaleni proteinu (Lakowicz 2006).
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Obr. 14: Fluorescen¢ni zhaSeci spektra (pH 7,4; 37 °C). (A) Spektrum komplexu katechin-HSA,
te¢kovand spektrum katechinu 2 x 10° M. (B) Spektrum komplexu gallokatechin-HSA, teckované
spektrum gallokatechinu 2 x 10° M. (C) Spektrum komplexu katechingallat-HSA, te¢kovand spektrum
katechingallatu 2 x 10° M. (D) Spektrum komplexu gallokatechingallat-HSA, te¢kované spektrum
gallokatechingallatu 2 x 10° M. [HSA] =4 x 10° M, [C] = [GC] = [CG] = [GCG] = 0-2 x 10° M @ Aey =
295 nm.
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3) Stern-Volmerova analyza
Fluorescencni efekt zhaseni katechini lze popsat pomoci Stern-Volmerovy

rovnice (Lakowicz 2006):

FolF =1+ Kq10[Q] = 1 + Ksy[Q] 2)

kde Fo a F jsou intenzity fluorescence HSA pied a po interakci s danym
katechinem, [Q] je koncentrace katechinu (Q jako zhasedlo - ”quencher”), Kgy je Stern-
Volmerova zhaseci konstanta (Ksy = Kg1o), Kq je bimolekuldrni zhaseci rychlostni
konstanta a 1o doba, po kterou je fluorofor (HSA) schopen zlstat v excitovaném stavu
(pro HSA je 1o priblizné 5 x 10 s; Lakowicz 2006).

Do vztahu (2) jsem dosadila hodnoty fluorescen¢ni intenzity namétené pti
vlnové délce 348 nm (tzn. v misté emisniho maxima HSA). Dle rovnice (2) je ziskdna
linearni zavislost mezi Fo/F a [Q] (Obr. 15), kde jsem ze smérnice piimky vypocitala
zhaSeci rychlostni konstanty (Kg) jednotlivych testovanych systémt (Tab. 3). Nejvyssi
hodnotu Ky mél katechingallat a dale klesala v pofadi: CG > GCG >> C > GC.

2,8 7
¢C
2,4 A B CG
GC
L 27
S GCG
[
1,6 -
1,2 4 /_A_/._/o
=
0,8 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24

[Q] x 10° (M)

Obr. 15: Stern-Volmerovy diagramy studovanych systémi (pH 7,4; 37 °C). [HSA] = 4x10° M,
[Q] =0-2x10°M, hex =295 nm a Agp = 348 nm. R = 0,992-0,999 a smérodatné odchylky S.D. < 10%.
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4) Stanoveni vazebnych parametri
Ke stanoveni vazebnych parametrii, tj. vazebné konstanty (Kp) a poctu
vazebnych mist (n) jednotlivych studovanych systémut jsem vyuzila nasledujici vztah

(Bi et al. 2004):

log(Fo — F)/F =nlog Ky —n log(M/([Q] - (Fo—F)[Pd/Fo))  (3)

kde Fo a F je intenzita fluorescence pied a po interakci s danym katechinem,
[Q:] je celkova koncentrace jednotlivych katechint, [Py] je koncentrace proteinu (HSA),
n je pocet vazebnych mist. Vazebnou konstantu a pocet vazebnych mist ziskame z
linearni zavislosti log(Fo — F)/F versus nlog(1/([Q:] — (Fo — F)[Pi/Fo)) (Obr. 16).
Nejvyssi vazebnou schopnost potvrdily gallované derivaty, tj. katechingallat a

gallokatechingallat (CG > GCG >> C > GC) (Tab. 3.).
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Obr. 16: Logaritmické zavislost studovanych systémii (pH 7,4; 37 °C). [HSA] = 4 x 10° M, [Q] = 0 -
2 X 10° M, hex = 295 NM @ Aep = 348 Nm. R = 0,995-0,999 a S.D. < 10%.

S vyuzitim vazebné konstanty (Ky) lze vypocitat zménu volné Gibbsovy

energie (AG®) (Rawel et al. 2006):



AG? = - RT InK, (4)
kde R je plynova konstanta (8,314 J K mol™) a T je teplota (310 K).

Zaporna hodnota volné Gibbsovy energie (Tab. 3.) ndm naznacuje, Ze interakce

jednotlivych katechinti s molekulou HSA probiha samovolné.

Tab. 3: Tabulka shrnujici bimolekularni zhaSeci rychlostni konstanty (K,), vazebné konstanty (Ky),

pocet vazebnych mist (n) a volnou Gibbsovu energii (AG®) studovanych systémi (pH 7,4; 37 °C).

Testovana latka Kq[x10¥*M7*s?] | K, [x10* mol™] n AG? [kImol™]
Katechin 2,15 1,12 1,00 -23,99
Gallokatechin 1,10 0,43 0,87 -21,54
Katechingallat 16,25 9,21 1,01 -29,46
Gallokatechingallat 13,33 6,75 1,10 -28,66

Kq = Ksv/t; 1o = 5 x 10° s (Lakowicz 2006). Smérodatné odchylky (pramérna hodnota ziskana ze tii
nezavisle provadénych experimentd) byly niz§i nez 10 %. Rozdily v poctu vazebnych mist nebyly

statisticky vyznamné.

5) Urceni vzdalenosti mezi katechiny a HSA
Kureni vzdalenosti mezi Trp214 v molekule HSA (donor) a katechiny

(akceptor) jsem pouzila metodu FRET (fluorescen¢ni rezonanéni energeticky transfér,
dle objevitele téz Forster resonance energy transfer). Tato technika umoziuje studium
interakce mezi dvéma riznymi molekulami. Mechanismus FRET popisuje schopnost
donoru (fluoroforu) v excitovaném stavu pienést svoji excitaéni energii blizkému
akceptoru (chromoforu) skrze interakci dipol-dipol. K ptenosu energie dochazi bez
emise fotonu (Hussain et al. 2009). Podle Forsterovy energetické rezonancni teorie
(Forster a Sinanoglu 1966) uc¢innost energetického pienosu zavisi: a) na rozsahu
prekryti mezi emisnim spektrem donoru a absorpénim spektrem akceptoru, b) na
orientaci dip6lu donoru a akceptoru, c¢) na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem
(obvykle 1-10 nm) (Hussain et al. 2009, Lakowicz 2006). Forster uvedl, ze t¢innost

energetického prenosu (E) mezi donorem a akceptorem je dana vztahem:

E=1—(F/Fo) =Ro®/ (Re® + 1) (5)
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kde Fo a F je fluorescenc¢ni intenzita proteinu bez pfitomnosti a v pfitomnosti
katechinu, ro je vzdalenost mezi donorem a akceptorem, Ry je Forsterova vzdalenost, pii

kter¢ je ti€innost pfenosu 50%. Hodnota R je urcena vztahem:
R =8,8x10* K’N* @ J (6)

kde k? je faktor zahrnujici dipolové orientace, pro volné rotujici molekuly je
obvykle 2/3, N je refrakéni index, @ je kvantovy vytéZzek samotné¢ho donoru, J je
prekryvovy integral emisniho spektra donoru a absorp¢niho spektra akceptoru

(cm® I mol™). J je déno:
J=SFM\)e(MWA AN ZE(V)AL (7

kde F(A) je fluorescencni intenzita donoru pii vinové délce A, &(A) je molarni
absorpéni koeficient akceptoru pii vlnové délce A az A+ AX (cm™ mol™ ).

Zavérem jsem vypocitala vzdalenost mezi donorem a akceptorem (rp) dle
vztahu (5). V piipadg, ze vysledek je nizsi nez 8§ nm a plati podminka 0,5 Ry <ry< 1,5
Ro, pfenos energie mezi donorem a akceptorem probihd s velkou pravdépodobnosti
(Lakowicz 2006, Guo et al. 2009). V daném vypoctu byly vyuzity konstanty k? = 2/3,
N = 1336, ® = 0.118 (Yuan et al. 2007), hodnoty J, E, Ry byly vypocteny dle vztahu
(5)-(7).

U vSech zkoumanych systéml katechin-HSA jsem zaznamenala piekryti
UV-VIS absorpcniho spektra jednotlivych katechinii s fluorescencnim spektrem HSA.
U katechin se zbytkem kyseliny gallové na kruhu C (katechingalldt a
gallokatechingallat) doslo k vétsimu ptekryti spekter oproti negalloylovanym
katechinim (katechinu a gallokatechinu) (Obr. 17.). Ziskané hodnoty jsou shrnuty
v Tab. 4.
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Obr. 17: Pfekryvy mezi fluorescenénim emisnim spektrem HSA a absorpénim spektrem katechinii.

[HSA]J=[C]=[GC]=[CG]=[GCG]= 4 x 10°° M, pH 7,4, 37°C, Aex =295 nm.
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Tab. 4: Tabulka hodnot: piekryvovy integral spekter (J), u¢innost energetického pienosu (E),
kriticka vzdalenost (Ry) a vzdalenost mezi donorem (HSA) a akceptorem (katechin) (ro) (pH 7,4,
37°C).

Testovana latka J [x 10 cm®.1.mol™] E Ro [nm] ro[nm]
Katechin 0,40 0,18 0,98 1,26
Gallokatechin 0,16 0,11 0,84 1,19
Katechingallat 26,04 0,61 1,96 1,82
Gallokatechingallat 25,80 0,57 1,96 1,85

Smérodatné odchylky (primérnd hodnota ziskana ze tii nezavisle provadénych experimentt) byly niz§i

nez 10 %.

v

Vsechny vypocitané vazebné vzdalenosti (ro) jsou niz§i nez 8 nm, ¢imz je
splnéna podminka 0,5 Rp < rp < 1,5 Ry, ktera uréuje vysokou pravdépodobnost pienosu

energie mezi HSA a katechiny (Guo et al 2009).

5.1.3 Elektroforéza
Pfi provadéni nativni PAGE jsem sledovala, zda dochazi v disledku interakce

s katechiny ke zméné naboje molekuly HSA (Obr. 18), ktera se projevi zvySenim
elektroforetické mobility jednotlivych vzorkli vzhledem ke kontrole, tzn. samotnému
proteinu. Zjistila jsem, ze pti interakci HSA s katechingalldatem a gallokatechingalldtem
doslo k mirnému zvyseni mobility vzorku smérem k anod¢, tzn. molekula HSA se stava
zaporng&ji  nabitou. Nejvyrazn€jsi zvySeni mobility jsem zaznamenala u
gallokatechingallatu, tedy katechinu s nejvyssi molekulovou hmotnosti a nejvétsim
poctem OH skupin (pyrogallova skupina na kruhu B). Naopak po interakci s katechinem
a gallokatechinem nedoslo k zadné vyznamné zméné elektroforetické mobility HSA.
Elektroforetickd mobilita se snizovala v potadi: GCG (5,05%) > CG (3,37%) > C
(1,53%) > GC (0,51%).
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Obr. 18: Nativni PAGE. Vliv katechinii na mobilitu HSA: [HSA]= 15 x 10° M, [katechin] = 6 x 10 M.

Vzorky byly inkubovany 30 min pfi 37 °C. Podminky: 4% zaostfovaci a 10% rozdélovaci gel, nanasené

mnozstvi bilkoviny 8 pg/jamku, barveni Coomassie Blue G250.

SDS-PAGE analyza méla poskytnout vice informaci o stabilit¢ komplexu mezi
HSA a katechiny. SDS-PAGE vsak tvorbu vysokomolekularnich agregat pfi vzajemné
interakci HSA s katechiny nepotvrdila.

5.2 Glykace HSA

V druhé casti této prace jsem posuzovala pomoci UV/VIS spektroskopie a
fluorescen¢ni spektroskopie schopnost ¢tyt katechinti (C, GC, CG, GCG) ovlivnit
glykaci bilkoviny (HSA). Jako glyka¢ni agens jsem pouzila methylglyoxal (MGO).

5.2.1 Sledovani vlivu Kkatechini na glykaci HSA pomoci UV/VIS
spektroskopie

Ptipravené vzorky jsem postupné proméfila v rozmezi vinovych délek 190 —
550 nm, kdy byl jako slepy roztok pouzit pufr, v Casovych intervalech 0, 1, 3 a 6 dni.
Mezi méfenimi probéhla inkubace pii 37 °C. Po odecteni pozadi jsem mohla posoudit

vliv katechinli na glykaci HSA, ktera se projevuje nartstem absorbance ve spektru HSA
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v oblasti vinovych délek 300 — 350 nm (Obr. 19). Hodnoty absorbance v maximu
(320 nm) jsou pro vybrané koncentrace jednotlivych katechint shrnuty v Tab. 5.

Jediny pokles hodnoty absorbance v maximu odpovidajicimu AGEs jsem
pozorovala u katechinu [25 uM] a [50 uM] v ¢ase 1 den, CG [50 uM] v ¢ase 1 den a
GCG [10 uM] v ¢ase 1 den. V nasledujicich ¢asovych intervalech vSak doslo k nartstu
absorbance az o 47 %. U GC [25 uM] doslo v ¢ase 1 den k téméf pétindsobnému
narustu absorbance. Lze tedy fici, ze se touto metodou u studovanych katechint

nepodafilo prokazat protektivni G¢inek na glykaci HSA methylglyoxalem.
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0,1 -

3 \ HSA+MGO (t=3 den)
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Obr. 19: UV-VIS absorp¢ni spektrum zobrazujici glykaci HSA methylglyoxalem (pH 7,4; 37 °C, méfeno
v &ase 0, 1,3 a 6 den). [HSA] = 15 x 10° M, [MGO] = 1 x 10° M.
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Tab. 5: Vliv katechinii na glykaci HSA methylglyoxalem. Hodnoty absorbance byly ziskany

z rozdilovych spekter v absorpénim maximu vznikajicich AGEs (320 nm).

Absorbance v maximu (320 nm)
Den 0 Den 1 Den 3 Den 6

Inkubaéni smés

HSA+MGO 0,043 0,036 0,102 0,133
HSA+MGO+C [10 pM] 0,019 0,096 0,133 0,200
HSA+MGO+C [25 nM] 0,069 0,015 0,145 0,195
HSA+MGO+C [50 uM] 0,020 0,004 0,038 0,097
HSA+MGO+GC [10 pM] 0,007 0,079 0,070 0,089
HSA+MGO+GC [25 uM] 0,066 0,177 0,169 0,180
HSA+MGO+GC [50 uM] 0,014 0,116 0,248 0,251

HSA+MGO+CG [10 uM] 0,077 0,090 0,101 0,132
HSA+MGO+CG [25 uM] 0,046 0,133 0,146 0,167
HSA+MGO+CG [50 uM] 0,096 0,067 0,221 0,243
HSA+MGO+GCG [10 uM] 0,104 0,053 0,119 0,175
HSA+MGO+GCG [25 uM] 0,055 0,113 0,179 0,252
HSA+MGO+GCG [50 uM] 0,244 0,372 0,421 0,341

Hodnoty absorbance naméfené pii vinové délce 320 nm. [HSA] = 15 x 10° M, [MGO] = 1 x 10° M,
[katechin] = 10, 25, 50 x 10°® M, mé&feno pii pH 7,4 a 37 °C. Smérodatné odchylky (primémé hodnota

ziskana ze tfi nezavisle provadénych experimenti) byly nizsi nez 10 %.

5.2.2 Méfeni fluorescence glykaénich produkti
Pro detailngjsi posouzeni, zda jsou zvolené katechiny schopny inhibovat tvorbu

glykac¢nich produkts, jsem promeéfila fluorescenci ptipravenych inkubaénich smési.

Vzorky jsem po rozmrazeni rozpipetovala po 200 pl na mikrotitraéni desticky a
poté jsem proméfila jejich fluorescenci. Ze ziskanych dat jsem hodnotila schopnost
katechint inhibovat vznik glykaénich produkti v ¢asovych intervalech 0, 3 a 7 dni
inkubace pii 37 ‘C (méfen vznik specifického glykaéniho produktu argpyrimidinu:
Aex/hem 320/380 nm a celkovych nespecifickych AGEs: Aex/Aem 370/440 nm). Schopnost
katechinti inhibovat vznik glyka¢nich produktt byla hodnocena podle vztahu (5) (Wu a
Yen 2005):

% inhibice = {1 - [F(HSA+MGO+C) - F(HSA)J/[F(HSA+MGO) - F(HSA)]}x100  (5)

kde F je naméfend intenzita fluorescence vzorku obsahujiciho HSA (lidsky albumin),

MGO (methylglyoxal jako glyka¢ni €inidlo), popt. C (katechin).
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Nejvétsi inhibicni schopnost na vznik nespecifickych AGEs (méfeno pii Aex/Aem
370/440 nm) po 3 dnech inkubace pii 37 °C prokazaly gallované katechiny v nejvyssi
testované koncentraci: CG [50 uM] (inhibice 46,87 % AGES) > CG [25 uM] (inhibice
35,0 % AGEs) (Obr. 20.) (Tab. 6.).

Nejvétsi inhibiéni schopnost na vznik argpyrimidinu (méfeno pfi Aex/Aem
320/380 nm) prokazal po 3 dnech inkubace pii 37 °C GCG [25 uM] a [50 uM] (inhibice
100 % a 78,4 %) > CG [50 uM] (inhibice 47,6 %). Dobrou schopnost pfi inhibici vzniku
argpyrimidinu prokazal i GC jiz v koncentraci [25 uM] (inhibice 62,7 % po 3 dnech
inkubace) (Obr. 20) (Tab. 6.).

Schopnost

inhibovat (%) vznik celkovych nespecifickych AGEs a

argpyrimidinu jednotlivych métenych katechinli zobrazuje tabulka 6.

Tab. 6: Tabulka shrnujici schopnost katechini inhibovat vznik glykaénich produkti (celkové
nespecifické AGEs, argpyrimidin) p¥i glykaci HSA methylglyoxalem (pH 7,4; 37 °C).

% inhibice (vznik nespecifikych % inhibice (vznik
Testovana latka [konc.] AGEs) Argpyrimidinu)

inkubace 3 dny |inkubace 7 dni | inkubace 3 dny | inkubace 7 dni
katechin [25 uM] 7,39 -0,51 -45,26 -118,22
katechin [50 uM] 18,35 16,19 -18,28 -87,69
gallokatechin [25 uM] -3,94 1,96 62,70 58,14
gallokatechin [50 uM] -3,00 0,68 39,73 56,77
katechingallat [25 uM] 35,00 23,21 57,97 15,08
katechingallat [50 uM] 46,87 42,51 47,58 36,18
gallokatechingallat [25 uM] -11,05 -18,06 100,00 24,19
gallokatechingallat [50 uM] -4,75 10,35 78,35 -30,19

Vznik argpyrimidinu byl méfen pii: Aey/Aem 320/380 nm, celkové nespecifické AGEs: Agy/Aerm 370/440 nm.

Smérodatné odchylky (primérna hodnota ziskana ze tii nezavisle provadénych experimentd) byly nizsi

nez 10 %.
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Obr. 20: Fluorescenéni spektra zobrazujici vliv katechinii na vznik celkovych nespecifickych AGEs pfi
neenzymové glykaci HSA methylglyoxalem (pH 7,4; 37 °C, Aex/Aem 370/440 nm; méfeno v Case 0, 3 a 7
den). [HSA] = 15 x 10° M, [MGO] = 1 x 10% M a [katechin] = 1- 5 x 10° M. S.D. < 10%. Data jsou

analyzovana pomoci Studentova t-testu **p < 0,01, n neni siginifikantni.
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Obr. 21: Fluorescenéni spektra zobrazujici vliv katechinii na vznik argpyrimidinu pfi neenzymové
glykaci HSA methylglyoxalem (pH 7,4; 37 °C, Aex/Aem 320/380 nm; méfeno v ¢ase 0, 3 a 7 den). [HSA] =
15 x 10° M, [MGO] = 1 x 10 M, [katechin] = 1-5 x 10° M. S.D. < 10%. Data jsou analyzovana pomoci
Studentova t-testu **p < 0,01, *p < 0,05.
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Cilem této prace bylo hodnoceni potencidlnich interakei Ctyf katechini s
2,3-trans usporadanim ve struktufe, konkrétné (-)-katechinu (C), (-)-gallokatechinu
(GC), (-)-katechingallatu (CG) a (-)-gallokatechingallatu (GCG) s lidskym sérovym
albuminem (HSA) a zhodnoceni schopnosti téchto ¢tyt katechinti ovlivnit neenzymovou
glykaci HSA zprostfedkovanou methylglyoxalem jako velmi U¢innym glyka¢nim
¢inidlem.

V prvnim kroku byla pomoci UV-VIS absorpc¢ni spektroskopie provérena
stabilita roztokl jednotlivych katechinii v prosttedi fosfatového pufru o pH 7,4 a teploté
37 °C. Ziskana spektra ukazuji, ze katechiny jsou latky nestabilni povahy. Zmény ve
spektru byly pozorovany jiz po hodinové inkubaci roztokl katechinti. Ziskana data jsou
v souladu s dostupnou literaturou. Stabilita katechinii mize byt ovlivnéna faktory, jako
jsou pH, teplota, koncentrace, hladina O,, pfitomnost antioxidanti (napt. SOD) nebo
iontli kovtl (Sang et al. 2005). Katechiny jsou velmi nestabilni v zasaditém prostiedi o
pH>6 (Wang a Zhou 2004, Su et al. 2003). Nestabilita katechini souvisi s jejich
schopnosti podléhat autooxidaci (Sang et al. 2005, Roginski a Alegria 2005), pficemz
rychlost oxidace je ovlivnéna strukturnimi rysy katechinli a sniZuje se v pofadi
pyrogallol > gallat > katechol (Roginski a Alegria 2005). Vzajemna interakce mezi
katechinem a HSA vsak muize vést ke stabilizaci antioxidantu v séru. Existuje teorie, Ze
HSA diky svym volnym -SH skupindm (pfitomnost Cys34) chrani katechiny pted
ucinky volnych radikald, zabratiuje tak jejich oxidaci a zvySuje jejich biologickou
aktivitu invivo (Bae et al. 2009). K ochrané katechinti pfed oxida¢nimi G¢inky iontl
ptechodnych kovil, Oz a ROS pfispiva pfi interakci s HSA i sterické chranéni kruhu B
proteinem (Ishii et al. 2011).

Interakce byly hodnoceny UV/VIS spektroskopii, fluorescenéni spektroskopii a
gelovou elektroforézou. Studované katechiny se liSi ve své struktufe poctem
hydroxylovych skupin na kruhu B a pfitomnosti nebo absenci zbytku kyseliny gallové
v poloze 3 kruhu C. Hlavnim cilem prace bylo posoudit, zda rozdily ve struktuie
jednotlivych katechini maji vliv na vazebnou schopnost k HSA a schopnost zpomalit
proces neenzymové glykace tohoto proteinu methylglyoxalem. Vazba katechini k HSA
je zprostfedkovana pomoci nekovalentnich vazeb, a to tvorbou vodikovych mistkl a
elektrostatickych sil ¢i pomoci hydrofobnich interakei (Ishii et al. 2010, Diniz et al.
2008).

Vysledky UV/VIS spektroskopie prokazaly dutlezitost pfitomnosti zbytku
kyseliny gallové ve struktuie katechinu. (-)-Katechingallat a (-)-gallokatechingallat
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zptsobily po 5 min inkubaci S HSA vyrazny nartst absorbance mezi 300 — 360 nm ve
spektru  HSA. Kdezto spektrum HSA po interakci s (-)-katechinem a
(-)-gallokatechinem zistalo nezménéno. Tato zména ve spektru HSA nasvédcuje vzniku
komplexu mezi HSA a katechinem majicim navazany zbytek kyseliny gallové na
kruhu C. Vyznam této skupiny ve struktuie katechinu pro interakci s HSA i jinymi
proteiny a lipidovymi dvojvrstvami byl jiz popsan v literatuie (Ishii et al. 2010,
Fujimura et al. 2008, Minoda et al. 2010). Vyssi vazebnou afinitu esteru katechind
k HSA oproti ostatnim katechinim uvadi i Ishii et al. (2010) ve studii interakci pomoci
HPLC analyzy. Interakci HSA s (-)-katechingallatem a (-)-gallokatechingallatem
potvrdilo i proméfeni fluorescenénich spekter sexcitaci pii 330 nm, kdy oba
komplexy emitovaly zafeni pii 374 — 377 nm (odpovidd zjisténému absorpcnimu
maximu komplexu), zatimco proméfenim spektra samotného (-)-katechingallatu ¢i (-)-
gallokatechingallatu k emisi nedoslo.

Pro detailngj$i ovéfeni interakce byla provedena metoda fluorimetrické
titrace roztoku HSA roztokem katechinti se vzristajici koncentraci. Ve struktufe HSA
se nachazi jediny tryptofan (Trp214). Diky této aromatické aminokyseliné HSA
vykazuje pii excitaci 295 nm silnou fluorescenéni emisi S emisnim maximem pii
343 nm. Obecné jsou zmény ve fluorescencnim spektru sérového albuminu vyuzivany
pii studiu interakci HSA s riznymi ligandy (Maiti et al. 2006, Bolli et al. 2010).
Katechiny esterifikované kyselinou gallovou ((-)-katechingallat, (-)-gallokatechingallat)
dokazaly snizit tryptofanovou fluorescenci vyraznéji ve srovnani s ostatnimi
studovanymi  katechiny  ((-)-katechinem, (-)-gallokatechinem). Katechingallaty
zpusobily také vyrazny posun emisniho fluorescenéniho maxima HSA (pii 348 nm) k
vy$§im vlnovym délkdm. Posun emisniho spektra proteinu mize byt vyvolan vazbou
ligandti, spojenim protein-protein a ,,rozbalenim* proteinu. K posunu emisniho spektra
Trp214 k vyssim vinovym délkam (tzv. ,,Cervenému posunu‘) dochézi pii ¢asteCném
rozbaleni proteinu (Lakowicz 2006). Vysvétlenim mutze byt, ze pFitomnost zbytku
kyseliny gallové v molekule zvySuje hydrofobicitu katechint, diky které mize dochdzet
k interakci s hydrofobni dutinou proteinu (subdomény Ila, Illa) (Minoda et al. 2010).
Interakce katechinu s HSA zptisobi diky ¢etnym OH skupinam vznik hydrofilniho
prosttedi v okoli Trp214, coZ vede ke zméné sekundarni struktury proteinu, konkrétné
Casteénému ,,rozbaleni* vazebné kapsy, kde je ulozen Trp214. Cerveny posun zptsobil i
(-)-epigallokatechingallat pii interakci s HSA (Maiti et al. 2006). Vazba katechint

k HSA je stabilizovana pomoci fenolickych skupin tvorbou vodikovych mustki a
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elektrostatickych sil, pficemz ptitomnost zbytku kyseliny gallové stabilitu i vazebnou
afinitu pravdépodobné zvysuje (Ishii et al. 2011).

Data ze zhaSeni fluorescence byla analyzovana pomoci Stern-Volmerovy
analyzy (Lakowicz 2006). Analyza prokazala dulezitost zbytku kyseliny gallové na
kruhu C ve struktufe katechint, protoze hodnota bimolekularni zhaseci konstanty
katechingallati byla mnohonasobné vy$s$i nez U ostatnich katechind. VéEtsi zhaseci
schopnost prokazaly katechiny majici na kruhu B dvé OH skupiny (katecholovy typ;
(-)-katechingallat, (-)-katechin) oproti katechinim se tfemi OH skupinami na kruhu B
(pyrogallolovy typ; (-)-gallokatechingallat, (-)-gallokatechin).

Vazba katechinli k HSA je zprostfedkovana pomoci nekovalentnich vazeb, a to
tvorbou vodikovych mustkil a elektrostatickych sil ¢i pomoci hydrofobnich interakci.
Vazbu ovliviiuje sterické usporddani molekuly, hydrofobicita, pfitomnost riznych
funk¢nich skupin (Ishii et al. 2010, Diniz et al. 2008). Nejvyssi hodnota vazebné
konstanty Ky byla zjisténa u katechingallatu a vzapéti za nim u gallokatechingallatu.
Jejich vazebnd schopnost byla mnohonasobné vyssi nez u jejich neesterifikovanych
analogii (CG > GCG >> C > GC). Ziskana data poukazuji na vyssi vazebnou schopnost
katecholového typu katechini nez pyrogallolového typu katechinii. Toto zjisténi je
v rozporu s literaturou, kde Ishii et al. (2010) uvadi, ze ke zvySeni vazebné afinity
pfispiva zavedeni dalsi OH skupiny do polohy 5 na kruhu B (pyrogallolovy typ
katechinti). Poéet vazebnych mist byl v rozmezi 0,87 - 1,10, coz naznaluje, Ze jedna
molekula HSA reaguje s jednou molekulou katechinu. Spontannost vazby jednotlivych
katechinii k HSA dokazuji zaporné hodnoty volné Gibbsovy energie (AG®).

K zjisténi vzdalenosti mezi HSA a katechiny pii interakci byla pouZita metoda
FRET. U vSech zkoumanych systéma katechin-HSA doSlo k piekryti UV-VIS
absorp¢niho spektra jednotlivych katechint s fluorescenénim spektrem HSA. U
katechin se zbytkem kyseliny gallové na kruhu C (katechingallat a gallokatechingallat)
doslo vSak k vétSsimu prekryti spekter oproti negallovanym katechinim (katechinu a
gallokatechinu).

Pii provadéni nativni PAGE doslo pfi interakci HSA s (-)-katechingallatem a
(-)-gallokatechingallatem ke zvySeni mobility vzorku smérem k anodé. Oproti
pfedchozim metodam zde nejvyraznéj$i zvySeni mobility bylo pozorovano u
(-)-gallokatechingallatu, tzn. katechinu s nejvyssi molekulovou hmotnosti a nejvétsim
poctem OH skupin (zbytek kyseliny gallové na kruhu C, pyrogallolova skupina na
kruhu B). Elektroforeticka mobilita klesala v pofadi: GCG (5,1 %) > CG (3,4 %) > C
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(1,5 %) > GC (0,5 %). Zatimco SDS-PAGE neprokazala pii vzajemné interakci HSA
s katechiny zadné zmény.

Vsechny tfi pouzité metody studia interakce mezi HSA a katechiny potvrzuji,
7e existuje vztah mezi strukturou katechinti a jejich afinitou k molekule HSA. StéZejnim
strukturnim ptfedpokladem pro vyrazngjsi afinitu k HSA je pfitomnost zbytku kyseliny
gallové na kruhu C a dale poc¢et OH skupin na kruhu B.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, druhym cilem této prace bylo posoudit vliv Ctyf
katechini (C, CG, GC, GCG) na neenzymovou glykaci lidského sérového albuminu
methylglyoxalem. Neenzymova glykace bilkovin a naslednd akumulace glykacnich
produkti (AGEs) vede k progresi chronickych mikro- a makrovaskularnich
diabetickych komplikaci (nefropatie, retinopatie, periferni neuropatie, aterosklerdza)
(Lo et al. 2006, Sang et al. 2007, Wu a Yen 2005).

Vliv katechini na glykaci HSA byl hodnocen UV/VIS spektroskopii a
fluorescencni spektroskopii. Glykace bilkovin je neenzymova reakce, zprostiedkovana
kovalentni interakci mezi karbonylovou skupinou redukujiciho cukru a volnou
aminoskupinou bilkoviny. Glykace bilkovin probiha v n¢kolika stupnich, béhem nichz
dochdzi ktvorbé vysoce reaktivnich karbonylovych sloucenin, k nimz patii i
methylglyoxal. Tyto vysoce reaktivni karbonylové slouceniny reaguji s dalsimi volnymi
aminoskupinami a vedou K ireversibilni tvorbé koncovych produkti pokrocilé glykace
(AGEs). Proces glykace je soucasti patogeneze fady civilizacnich onemocnéni
(Takeuchi et al. 2001, Turk 2010). Flavonoidy (katechiny) maji antioxida¢ni vlastnosti,
schopnost vychytavat volné radikaly a v posledni dobé¢ je ve studiich poukazovéano také
na jejich schopnost inhibovat tvorbu AGEs (Lo et al. 2006).

Pfi hodnoceni glykace HSA pomoci UV/VIS spektroskopie jsme se
zaméfovali na posouzeni zmén spektra v oblasti vinovych délek 300 — 350 nm (oblast,
kdy pii glykaci HSA dochazi k charakteristickému nartistu absorbance). Po odecteni
pozadi zadny z testovanych katechini nezpiisobil sniZeni absorbance v kontrolované
oblasti spektra tak, aby bylo srovnatelné s proméfenym spektrem cistého HSA. Jediny
pokles hodnoty absorbance v maximu odpovidajicimu AGEs (320 nm) jsem pozorovala
u katechinu [25 uM] a [50 uM] v ¢ase 1 den, katechingallatu [SO uM] v Case 1 den a
gallokatechingallatu [10 uM] v ¢ase 1 den. V nasledujicich ¢asovych intervalech vSak
doslo k nartstu absorbance az o 47 %. U gallokatechinu [25 uM] doslo v ¢ase 1 den
K téméf pétinasobnému nartstu absorbance. Metoda UV/VIS spektroskopie neprokazala

u studovanych katechini protektivni u¢inek na glykaci HSA methylglyoxalem.
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Pro detailnéjsi posouzeni vlivu katechinti na glykaci HSA byla pouzita metoda
fluorescencni spektroskopie. Pii glykaci albuminu dochazi ke zvySeni jeho
fluorescence. Hlavnim mistem glykace albuminu u diabetickych pacienti je Lys525
(Kisugi et al. 2007). Specifickym markrem pro stanoveni glykace proteint zpisobené
methylglyoxalem je argpyrimidin (Lo et al. 1994). Data ziskana métenim fluorescence
glykacnich produkti ukazuji, Ze katechiny jsou jiz po tfech dnech inkubace schopny
utlumit nartst glykace. Dobrou schopnost potlacit proces glykace prokazaly zejména
katechiny se zbytkem kyseliny gallové ve struktuie ((-)-katechingallat) v nejvyssi
meétené koncentraci 50 uM. Nejvyraznéjsi byl inhibi¢ni efekt (-)-gallokatechingallatu
(25 uM a 50 uM) na vznik argpyrimidinu po tfidenni inkubaci (inhibice o 100 % a
78,35 %). Dobrou inhibi¢ni schopnost na vznik argpyrimidinu prokazal i
(-)-gallokatechin jiz v koncentraci 25 uM (inhibice 62,7 % po 3 dnech inkubace).
Naopak ve vzorcich obsahujicich (-)-katechin nedoSlo k Zadnému poklesu tvorby
argpyrimidinu. Tyto vysledky jsou v rozporu se studii Lo et al. (2006), ktery posuzoval
pfimou schopnost vychytdvat methylglyoxal u EC, ECG, EGC, EGCG. V této
zminované studii prokazal nejlepsi schopnost snizit obsah methylglyoxalu ve vzorku
(-)-epigallokatechin, nasledovan (-)-epikatechinem a (-)-epigallokatechingallatem.
Nejméné aktivni byl (-)-epikatechingallat. Sang et al. (2007) popisuje, ze
(-)-epigallokatechingallat ~ prokazuje mnohem  rychlej$i  schopnost reagovat
s methylglyoxalem neZz lysin a arginin. Tato skuteCnost naznacuje, Ze
(-)-epigallokatechingallat je schopen potencialné soutézit s lysinem a argininem pfi
vazb¢ na methylglyoxal a snizovat tak tvorbu AGEs (Sang et al. 2007). Dostupné studie
vychézejici z NMR, HPLC a MS analyz naznacuji, Ze hlavnim vazebnym mistem
methylglyoxalu v molekule (-)-epigallokatechingallatu je poloha 6 a 8 kruhu A.
Piitomnost zbytku kyseliny gallové nemd pravdépodobné na vazbu methylglyoxalu
vliv. Pticiny snad mohou byt sterické — nepfistupnost polohy 2" a 6" zbytku kyseliny
gallové, taktéz pritomnost tii OH skupin muze byt pti¢inou nizs§i nukleofility, nez je
v poloze 6 a 8 kruhu A (Sang et al. 2007). Vysledky mé prace naopak naznacuji vetsi
schopnost utlumit glykaci HSA u katechinti se zbytkem kyseliny gallové na kruhu C.
Jak je vySe zminéno, zbytek kyseliny gallové na kruhu C je pravdépodobné nezbytny
pro interakci s HSA. Interakce HSA s (-)-epigallokatechingallatem pfispiva zaroven k
jeho stabilizaci a zvySuje tak biologickou aktivitu katechint in vivo (Bae et al. 2009). Je
otazkou, zda prave interakce katechin - HSA pfispivajici ke zvySeni stability katechint

nemize byt nezbytnou podminkou pro zvyseni G¢inku katechinii v procesu inhibice
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glykace v delsim casovém intervalu. Pravdépodobné poloha 6 a 8 kruhu A zlstava
stericky pfistupna pro vazbu methylglyoxalu i pii soucasné interakci HSA s katechiny,
na niz se naopak podili zbytek kyseliny gallové, pfipadné hydroxylové skupiny kruhu
B.

Pfi usuzovani na antiglykacni schopnosti katechint je tieba vzit v tvahu, ze
antiglykacni ptsobeni flavonoidii je komplexni proces, jez pravdépodobné zahrnuje
schopnost flavonoidt (katechini) vychytavat ROS, jez jsou tvofeny béhem glykacniho
procesu, schopnost vychytavat reaktivni dikarbonylové slouceniny, schopnost chelatace
iontl prechodnych kovi, které oxidacni procesy podporuji (Wu a Yen 2005) a
vV neposledni fadé¢ hraje roli stabilita katechint in vivo, ¢i interakce s okolnimi

molekulami.
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Flavonoidy jsou strukturné rozli¢nou skupinou polyfenolickych latek, jez
zastavaji n¢kolik vyznamych roli ve fyziologii rostlin. V oblasti vyzkumu se flavonoidy
dostavaji do poptedi zdjmu diky svym biologickym a farmakologickym vlastnostem.
Piedmétem studia této prace se staly Ctyfi zastupci podtiidy flavan-3-old ((-)-katechin,
(-)-gallokatechin, (-)-katechingallat a (-)-gallokatechingallat). Hlavnim cilem bylo
posoudit vliv rozdilnych strukturnich rysii v jejich molekuldch na schopnost interakce
s lidskym sérovym albuminem a zhodnoceni schopnosti téchto Ctyt katechinti ovlivnit
neenzymovou glykaci HSA zprostfedkovanou methylglyoxalem.

Interakce katechinti s lidskym sérovym albuminem byla hodnocena in vitro
pomoci UV/VIS spektroskopie, fluorescencni spektroskopie a gelové elektroforézy.
StéZejnim strukturnim rysem nezbytnym pro interakci katechinu s molekulou HSA je
pfitomnost zbytku kyseliny gallové na kruhu C a po€et OH skupin na kruhu B. Vé&tsi
zhéSeci schopnost prokazaly katechiny katecholového typu (dvé OH skupiny na kruhu
B; (-)-katechingallat, (-)-katechin). Fenolické skupiny obecné piispivaji k vazbé tvorbou
vodikovych mistki a elektrostatickymi silami, zbytek kyseliny gallové vazebnou
afinitu zvysuje i diky hydrofobnim vlastnostem. Dle zji§téného poctu vazebnych mist
Ize usuzovat, ze jedna molekula HSA reaguje s jednou molekulou katechinu. Vazebna
schopnost byla nejvy$si u esterifikovanych katechini  ((-)-katechingallatu a
(-)-gallokatechingallatu).

Vliv katechini na neenzymovou glykaci lidského sérového albuminu
methylglyoxalem byl hodnocen in vitro pomoci UV/VIS spektroskopie a fluorescenéni
spektroskopie. Je tieba vzit v ivahu, ze antiglykaéni pisobeni katechinid je komplexni
proces, vnémz hraje roli vychytavani ROS a dikarbonylovych sloucenin, chelatace
iontl prechodnych kovi, interakce s okolnimi molekulami a pravdépodobné jesté dalsi
faktory. Metodou UV/VIS spektroskopie nebyl prokazan u studovanych katechini
protektivni u€inek na glykaci HSA methylglyoxalem. Fluorescen¢ni spektroskopii byla
prokazana schopnost potlacit proces glykace u katechini se zbytkem kyseliny gallové
ve struktufe ((-)-katechingallat, (-)-gallokatechingallat). Naopak u katechinu nedoslo

k zadnému poklesu glykace.
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AA akrylamid

AGEs koncové produkty pokrocilé glykace (advanced glycation end-
products)

APS peroxodisiran amonny

Arg arginin

ATP adenosintrifosfat

Bis-AA N,N’-methylenbisakrylamid

BPB bromfenolova modf

BSA hovézi sérovy albumin

C katechin

CEL N-g-(1-karboxyethyl)lysin

CG katechingallat

CoA koenzym A

Cys cystein

EC epikatechin

ECG epikatechingallat

EGC epigallokatechin

EGCG epigallokatechingallat

ESR elektronova spinova resonance

GC gallokatechin

GCG gallokatechingallat

GO glyoxal

GSH glutathion

HCI kyselina chlorovodikova

His histidin

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HSA lidsky sérovy albumin

Lys lysin

MGO methylglyoxal

MOLD 1,3-di-(N-g-lysino)-4-methyl-imidazolium

MS hmotnostni spektrometrie

Na;HPO,4.12H,0 hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat

Na,S04.12H,0 siran sodny dodekahydrat

NADH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
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NaH2P04.2H20

NaN3
NMR
O,

OH-
PAGE
RAGE
ROS
SDS
SDS-PAGE
SH-
SOD
TEMED
THP

Tris

Trp
UV-VIS
Aem

Aex

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat

azid sodny

nuklearni magneticka rezonance

kyslik

hydroxylova skupina

polyakrylamidova gelova elektroforéza

receptor produktli pozdni glykace

reaktivni formy kysliku

dodecylsiran sodny

denatura¢ni polyakrylamidova gelova elektroforéza
thiolova skupina

superoxiddismutasa
N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin
N-6-(4-karboxy-4,6-dimethyl-5,6-dihydroxy-1,4,5,6-
tetrahydropyrimidin-2-yl)ornithin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

tryptofan

ultrafialové-viditelné zafeni

emisni vlnova délka

excitacni vlnova délka
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The interaction between eight naturally occurring flavanols (catechin, epicatechin, gallocatechin, epigal-
locatechin, catechin gallate, epicatechin gallate, gallocatechin gallate, and epigallocatechin gallate) and
human serum albumin {HSA) has been investigated by spedtroscopic (fluorescence quenching and UV -
Vis absorption) and electrophoretic (native and SD5 PAGE) techniques under simulated physiological
conditions (pH 7.40, 37 “C). The spectroscopic results confirmed the complex formation for the tested sys-
tems. The binding constants and the number of binding sites were obtained by analysis of fluorescence
data. The strongest hinding affinity to HSA was found for epicatechin gallate and decreased in the order
epicatechin  gallate = catechin  gallate » epigallocatechin  gallate > gallocatechin  gallate 3 epicate-
chin 3 catechin > gallocatechin = epigallocatechin All free enenzy changes possessed negative sign indi-
cating the spontaneity of catechin-HSA systems formation. The hinding distances between the donar
(H5A) and the acceptors {catechins) estimated by the Forster theory mvealed that non-radiation energy
tmnsfer from HSA to catechins occumed with high possibility. According to results obtained by native
FAGE, the galloylated catechins increased the electrophoretic mobility of HSA, which indicated the
change in the molecular charge of HSA, whilst the non-galloylated catechins caused no changes. The abil-
ity of aggregation and cross-linking of tested catechins with HSA was not proved by SD5-PAGE. The rela-
tionship between the structure chaacteristics of all tested catechins (e g. presence of the galloyl moisty
on the C-ring, the number of hydroocyl groups an the B-ring, and the spatial arrangement of the substit-
uents on the C-ring) and their binding properties to HSA is discussed The presented study contributes to
the current knowledge in the area of protein-ligand binding, particulady catechin-HSA interactions.

@ 2010 Elsevier BV. All rights reserved.
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1. Introduction

The interaction between macromolecules (eg. proteins) and
drugs (eg. flavonoids) has attracted a great inferest among
researchers for several decades [1-4] Serum albumin is the most
abundant proteininthe circulatory system and one of its most out-
standing properties is the ability to reversibly bind alarge vari ety of
endogenous and exogenous ligands, such as nutrients, hormones,
fatty acids, and many diverse drugs [5]. It is well known that the
deposition, transportation, metabolism, and efficacy of drugs are
strongly affected by their binding to serum albumin [6]. On the
other hand, drugs can cause various changes in protein conforma-
tion influencing its physiological functions, Suchimpaired proteins

* Comqmiding Authar at: Depﬂ.l"l. ment of Biochemical Sciences, Charles Univer-
sity in Prague, Faculty of Pharmacy, Heyrovského 1203, CZ-500 05 Hradee Krilovd,
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may be consequently accumulated in body tssues. Therefore, the
studies of serum albumin-drug interactions play an important role
in pharmacology and pharmacodynamics,

Human serum albumin (H5A) consists of 585 amino acids in a
single polypeptide chain cross-linked with 17 disulfide bonds.
The crystallograp hic analysis of HSA revealed that the protein con-
tains three structurally similar domains (1-11), which assemble to
form heart-shaped molecule. Each of these domains is further di-
vided into two subdomains (A and B). It was found out that aro-
matic and heterocyclic ligands bind within two hyd rophobic
pockets in subdomains IIA and IIIA [7] HSA has only one trypto-
phan residue (Trp-214) within a hydrophobic binding pocket of
subdomain [LA, which significantly contributes to the intrinsic fluo-
rescence of the protein. Therefore, the fluorescence spectroscopy
can easily reveal changes in the micreenvironment of the trypto-
phan residue and be used for determining the binding affinities [8].

Catechins (flavan-3-ols) are plant polyphenolic compounds
occurring in higher concentrations in beans, black grapes, cherries,
pears and chocolate [9). The most important and rich natural
spurce of catechins is undoubtedly green tea (Camellia sinensg,
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Theaceae), which is one of the most widely consumed beverages in
the world. The major green tea catechins are (—)-epigallocatechin,
{—)-epicatechin, (—)-epicatechin gallate and | —)-epigallocatechin
gallate, the most important active compound. They are responsible
for beneficial health effects of the green tea in the prevention or
treatment of various diseases such as cancer, heart diseases, diabe-
tes and neurodegenerative disease. These active compounds have
been reported to possess also antaxid ant, anti-inflammatory, anti-
microbial and antiviral effects [10,11] However, catechins were
noticed to show also negative effects such as pro-oxidative, cyto-
and phytotoxic activities [11-14]. It is well known that structural
feamres, namely the number of the galloyl and hydroxyl groups
in the molecule of catechins, play an important role in their biolog-
ical activities, particularly antioxidant properties [15,16). The cate-
chin structures also suggest the possibility of their binding to the
molecules of enzymes and other proteins [17]

The spectroscopic techniques, such as fluorescence spectros-
copy, UV-Vis absorption spectroscopy, circular dichroism spec-
troscopy (CD), and Fourier transformn infrared spectroscopy
(FTIR), have become popular methods for revealing drug-protein
interactions because of their high sensitivity, rapidity, and ease
of implementation. They allow non-destructive measurements of
substances in low concentration under various experimental con-
didons [18-23]. These techniques provide the binding i nformation
and reflect the conformation changes of proteins in various
ENVIronments.

Some spectroscopic studies on the interaction between serum
albumin and catechins have been published, namely catechin and
epicatechin [2,24], epigallocatechin [24] and epigallocatechin gal-
late [18,25], as well as some non-spectroscopic studies, e.g. deter-
mination of binding parameters by capillary electrophoresis
(catechin and epicatechin) [3] or isothermal titration calorimetry
(epicatechin) [26]. Nevertheless, these data are hardly comparable
because of different techniques used and various experimental
conditions (eg. pH, temperature, excitation wavelength used). Re-
cently, binding ability of tea catechins and their analogs with HSA
have been investigated by HPLC analysis with immobilized albu-
min column [17].

In the presented work, the binding affinity of eight naturally
occurring catechins to HSA has been investigated in detail by fluo-
rescence spectroscopy in combination with UV-Vis absorption
spedroscopy and elecrophoretic methods under simulated physi-
ological conditions (pH 7.4; 37 °C). The main objective of the study
was to reveal the character of interactions and evaluate structure-
activity relationships within the group of catechins (effect of the
galloyl moiety on the C-ring, the number of hydroxyl groups in
the B-ring and the spatial arrangement of the substituents on the
C-ring). The presented study contributes to the current knowledge
in the area of protein-ligand binding, partcularly catechins—HSA
interactions.

2. Experimental
2.1. Chemicals and preparation of stock solutions

Human serum albumin and all catechins were obtained from
Sigma-Aldrich GmbH, Germany. The chemical structures of tested
compounds are presented in Fig. 1. All other chemicals were of
analytical grade,

Human serum albumin was dissolved in sodium phosphate buf-
fer (pH 7.4; 0.1 M; 0.05% sodium azide) in order to yield solutions
with concentration 4 = 107" M and 15 = 107% M for spectroscopic
measurements, and electrophoresis, respectively. Individual cate-
chins were dissolved in methanol in order to yield 1 10-* M
stock solutions.
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22 UV-Vis absorption specrrosoomy

The UV-Vis absorption measurements were carried out using a
specrophotometer Helios p{Spectronic Unicam, United Kingdom)
in a 10 mm quartz cuvette. The concentrations of HSA and individ-
ual cateching were 4 = 10°5 M and 4« 10-% M, respectively. All
samples were incubated for 5 min at 37 *C. The UV-Vis absorption
specra were recorded from 190 to 550 nm at 37 *C. The spectrum
of sodium phosphate buffer (pH 7.4: 0.1 M; 0.05% sodium azide)
with or without appropriate catechin was subtracted.

2.3, Fluoresoence Speciroscopy

Fluorescence spectra were recorded using a luminescence spec-
trometer LS-50B (Perkin Elmer, United Kingdom) in a 10 mm
quartz Suprasil fluorescence cuvette (Hellma, Germany). Quantita-
tive analysis of the potential interaction between catechins and
HSA was performed by the fluorimetric titration. Briefly, solution
of HSA (4 » 10~ M) was titrated incuvette by successive additions
of individual catechin solutions (1 x 107 M) to a final concentra-
tion of 2 = 107" M. Fluorescence emission spectra were recorded
from 290 to 530 nm with excitation at 295 nm under continwous
stirring. The excitadon and emission slits were both set to 5 nm
and scanning speed was 200 nm/min. All experiments were carried
out at 37°C. Fluorescence intensity was read at protein emission
maximum of 348 nm. Fluorescence spectra of individual catechins
in buffer (0-2 = 107" M) were recorded as blanks under the same
experimental conditions and subtracted from the corresponding
sample to correct the fluorescence background [2].

Fluorescence emission spectra of individual catechins (4 =
107 M) with or without HSA (4 = 1075 M) were also recorded at
the excitation wavelength of 330 nm, which corresponds to the
absorption maximum of ground state complex

24. Preparation of incubaton mixtures for electrophoresis

Samples with and without [controls) tested catechins were pre-
pared. Protein concentration in all samples was 15 = 1075 M and
concentration of catechins was 6 10-° M, Samples were incu-
bated for 30 min at 37 °C and further analyzed using polyacryl-
amide gel electrophoresis under denaturating (SDS-PAGE) or
non-denaturating (native PAGE) conditions.

25 Native electropho resis

Native PAGE was performed in discontinwous system with 4%
stacking gel and 10% se parating non-de naturating gel All lanes were
loaded with 8 pg of prowin Electrophoresis was performed at
30 mA using Mini Proteanll] apparatus(BioRad). The gel was stained
with colloidal Coomassie Bl ue G250, scanned by GelDoc XR system
(BioRad) and the relative mobilities (Ry) were calculated using
Quantity One software (BioRad). Results were further expressed as
arise in percentage of sample mobility compared to the native pro-
tein (control): [[B{complex) — R{HSA))/R{HSA)] = 100 (%)

2.6. SDS-PAGE electrophoresis

SDS-PAGE was performed using discontinwous system with 4%
stacking gel and 7.5% separating non-denaturating gel. All lanes
were loaded with 4 pg of protein. Electrophoresis was performed
at 200V using Mini Proteanll] app aratus (BioRad). Gels were visual-
ized with colloidal Coomassie Blue G250, scanned, and their quanti-
fication was performed using Quantity One software (BioRad).
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Fig 1. Chemical structures of tested cateching

2.7 Sratstical analysis

All measurements were performed in triplicates and the mean
values of determined constants were calculated. All standard devi-
ations (5.D.) were lower than 10% Statistical significance was
determined using Student's -test and differences were significant
when p<0.01.

3. Results
31, UV-Vis absorption spectra of catechin-HSA systems

UV-Vis absorption measurement is a very simple but effective
method to explore the structural change and the complex forma-
tion [20]. In the present study, the absorption spectra of HSA in
the absence and presence of individual catechins were recorded
after 5 min of interacton. Stabilities of all compounds under exper-
imental conditions (pH 7.4, 37 °C) were verified by recording their
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imdivid wal UV-Vis absorption spectra after 5 min of incubation. No
changes in UV-Vis spectra were observed,

Mo changes were noticed in absorption spectra of HSA after
interaction with catechins lacking tdve galloyl moiety on the C-ring
(catechin, e picatechin, gallocatechin, and epigallocatechin) On the
other hand, the obvious changes, such as slight decrease of absor-
bance between 200 and 280 nm, significant growth of absorbance
between 300 and 360 nm (i, =330nm) and slight red shift, in
absorption spectrum of HSA after addition of the galloylated cate-
chins (catechin gallate, epicatechin gallate, gallocatechin gallate,
and epigallocatechin gallate) confirmed the complex formation
[27]. The differential absorpton spectrum of HSA after interaction
with epicatechin gallate is displayed in Fig. 2.

32 Fluorescence spectra of cateching and catechin-HSA systems

As was described above, the complex formation between HSA
and catechin gallates was noticed at their UV-Vis absorption
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Fig 2. UV-Vis absorption spectra of HSA before and after interaction witl
epicatechin gallate (pH 7.4, 37°C. 5min). The inset shows the absorption and
fuorescence spectrum of epicatechin gallate [HSA| = 4 » 107° M and [ECg]=4 =
107 M, and im= 2350m

spedra. Subsequently, the emission spectra of these complexes
were recorded with the excitation at 330 nm, which corresponds
with the observed absorption maximum All complexes emitted
light between 374 and 377 nm (Fig. 3), whereas catechin gallates
as well as other catechins alone were not emissive under these
experimental conditions.

Fluorescence emission spectra of individual catechins were re-
corded at excit@ation wavelength of 295 nm, which corresponds to
the tryptophan Only, catechin and epicatechin possessed intrinsic
fluorescence and both displayed the similar spectra with emission
maximum of 318 nm (Fig 4A) The observed wavelength of their
emission maximum is consistent with literature [2]. Other cate-
chins showed mo significant emission spectra at this excitation
wavelength (the inset of Figs. 2 and 48).

33. Auorescence quenching spectra of HSA induced by catechins

Quenching of protein intrinsic (ryptophan) flucrescence was
employed for more detailed study of catechin-HSA interactions.
Fluorescence emission spectra were recorded upon excitation at
295 nm, which is atributed to tryptophan residues only. Fluores-
cence intensity of HSA gradually decreased with rising concentra-
tion of all tested compounds (Fig. 4). This may indicate that the
microenvironment of tryptophan residue (Trp-214) in HSA mole-
cule was altered due to the interaction with tested compounds.
Catechin gallates induced considerable red shift of the HSA emis-
sion maximum (348 nm) depending on increasing concentration

200

= Cy+HSA

g

=+ GCg +H5A

-- ECg+HSA
— EGCg+ HEA

g

Flusrescence nfensity (AL

3

510

Fig 3. Fluorescence emision spectra of tested catechin gallate-HSA systems (pH
7.4, 37 °C) [HEA) = 4 = 10-%M, |catechin gallate] =4 = 10-3 M, and J_, =330 nm.
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Fig 4. Fluorescence quenching spectra of selected catechin-HSA systems (pH 7.4,
374C)L (A) epicatechin-H5A system, epicatechin (2 = 107" M, dotted line )l and
catechin (2« 10-*M. dashed linel (B) epicatechin gallate-HSA system and
epicatechin gallate (2 x 1077 M dotted line L. [HSA] = 4 = 107% M, |EC] = [ECg] = O-
200 W07 M, and i = 295 nm.

of tested compounds (Fig. 4B) Emission maximum of HSA was
shifted towards longer wavelength by 25 nm for both catechin
gallate-HSA and epicatechin gallate-HSA system, and by 23 nm
for gallocatechin gallate-HSA system as well as for epigallocate-
chin gallate-HSA system. No isoshestic points were noticed.

34 Fuorescence quending medhanism of catechin-HSA systems

In order to clarify the fluorescence quenching mechanism in-
duced by individual catechins, the fluorescence quenching data
were analyzed using the Stern-Volmer equation [8].

Fo/F =1+ KyTa[Q] = 1 + K=[Q] 1)

In this equation, Fy and F are the fluorescence intensities of HSA
in the absence and presence of the quencher, respectively. [Q] is
the quencher concentration, Ksy is the Stern-Volmer quenching
constant (Kg, = Kj = to), Ky is the bimolecular quenching rate con-
stant, and 1g is the lifedme of the fluorophore in the absence of the
quencher (tq is about 5« 1075 [8])

Fluorescence intensities were read at emission wavelength of
348 nm where the emission maximum of HSA was located. The Eq.
(1) was applied to determine the bimolecular quenching rate con-
stants(Ky) by linearregression of plos of FoFversus [Q](Fig 5). Plots
were linear in the range of concentration of 0-2 = 10~ M for all
tested systems. The quenching rate constants are summarized in
Table 1. The values of K, for all tested systems are higher than the
diffusion-limited rate constant of the biomolecule [Kyg= 1.0 x
10" Imol="57") which confirmed that the static quenching
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[HSA]= 4 1075 M, |catechin]=0-2 x 107 M, im =295 nm, and jem = 348 nm.
Correlation coeffic ents (R) were found in the range 0.992-0.999.

0000015  0.000020

mechanism is the main reason of protein fluorescence quenching
[8]. The highest value of K; was determined for epicatechin gallate
and further decreased inthe order ECg > Cg = EGCg = GCg = EC =
C=GC>EGC.

15 Determination of binding parameters of catechin-HSA systems

The apparent binding constants (Ksx) and the number of binding
sites (n) can be calculated using the following equation [19]:

log(Fy — F)/F = nlog Ky —nlog(1/{[Q,] — (FO — F)[P/Fy)) (2)

where Fy and F are the fluorescence intensities before and after the
addition of the quendher, [(] and [F,] are the total quencher con-
centration and the total protein concentration, respedively. The
number of binding sites and binding constant can be obtained by
plotting log(Fy — F)[F versus log(1({[Q:] — (Fa— F)P]Fal).

Utilizing Ks, the free energy change (AG") value can be esti-
mated from the following equation [28]:

AG" = —RTInk, (3)

The negative sing of AG" value confirms the spontaneity of binding.

The binding constants (K, ), binding sites (n), and free energy
changes (AG”) of all catechin-HSA systems have been determined
according to the Eqs (2)and (3), respectively. The obtained values
are presented in Table 1 and the logarithmic plots for determina-
tion of binding parameters are displayed in Fig. 6. The binding
affinity was the strongest for epicatechin gallate and decreased
in the order ECg = Cg» BGCg = GCg % EC = C>GC = EGC. The
non-galloylated catechins possessed significantly lower binding
constants. The value of the number of binding sites (n) ranged from
087 to 1.10. Negative values of free energy changes (AGY) for all

0.5
0.0+
- 0.5
&
A0
1.5 a C
 EC
204 @
+ EGC
25

46 48 50 52 54 56 5B GO
log (WFQI-HSA](F-FIFel)

HAE. 6 Logarithmic plots of tested catechin-HSA systems (pH 74, 37°CL
[HEA]= 4 1075 M, |catechin]=0-2 x W M, jm=295nm, and e = 348 nm.
Comelation coeffidents (R) were found in the range 0.993-0999.

studied interacions indicate that the binding between HSA and
individ ual catechins proceeds spontaneously.

3.6. The distances between the catechins and HSA

Fluorescence resonance energy transfer (FRET) is a distance-
dependent interaction in which is excitation energy transferred
non-radiatively from the donor molecule (protein) to the acceptor
molecule (drug). The efficiency of energy transfer can be used to
evaluate the distance between the ligand and the tryptophan res-
idues in the protein. According to Firster's non-radiative energy
transfer theory [8,29], the efficiency of the energy transfer depends
on: (a) the extent of overlap between the emission spectrum of the
donor and the absorption spectrum of the acceptor, (b) the orien-
tation of the transition dipole of the donor and the acceptor, and
(c) the distance between the donor and the acceptor. The efficiency
of energy transfer (E) between the donor and the acceptor is given
by:

E=1— (F/Fa) = RY/ (R +1%) )

where Fg and F are the fluorescence intensities of HSA in the ab-
sence and presence of catechin, ry is the distance between donor
and accepior, and Ry is the critical distance when the transfer effi-
ciency is 50%. The value of K can be calculated using the equation:

R =88 102K N2 (5]

where k* is the spatial orientaton factor describing the relative ori-
entation in space of the transition dipoles of the donor and the
acceptor, N is the refractive index for the medium, ¢ is the fluores-
cence quantum yield of the donor in the absence of the acceptor,
and | is the overlap integral of the emission spectrum of the donor
and acceptor absorption specteum (an® 1 mol="). J is given by:

Table 1

The bimolecular quenching rate constanis (K, |, binding constants (K ), number of binding sites (n) and free energy change (AG™ of tesied catechin-H5Asystems (pH 7.4, 37 *CL
Tested compound Ka[=107M7 577 Ke [x10*1 mal™"| n AG® [ mal™T)
Catechin 215 1.10% 1.00 3.3
Epicatechin 24" 1.12% 041 24.48%
Callocatechin L 043" 087 21.54%
Epigallocatechin - 034 083 08"
Catechin gallats 1625% 921* 101 29.06%"
Epicatechin gallae 19267 1057 087 290"
Gallocatechin gallate 133 675 1.10 2B
Epigallocatechin gallate 14,654 7% 103 29E

Ko Kzefte, 1o= 5 = 1077 5 |8 Comelation coelficients | K) were higherthan 0.930_ 5 tandard deviations (mean value of three independe nt experiments ) were lower than 105
Data were analyzed by Student’s -test and groups with diflerent letiers are significantly different (p< 0.01) Dilferences in the number of binding sites were not statistically

sgmificant
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J = ZF(i)e(4)4 AL ZF(4)Ad (6)

where F i) is the fluorescence intensity of the donor at wavelength
4 {1} is the molar absorption coefficient of the acceptor at wave-
length i to i+ Ad (co mol=" 1),

The overlaps of the UV-Vis absor ption spectra of ind ivid ual cat-
echins with the fluorescence specorum of HSA occurred for all
tested systems. There was noticed significant effect of the gallowl
moiety on the extent of spectral overlapping. The galloylated cate-
chins (Cg, ECg GCg and EGCg) caused much greater overlap inte-
gral than the non-galloylated catechins (C, EC, GC, and EGC)
(Fig. 7). In the present case, k*=2/3, N= 1336, &= 0.118 [20]. the
values of |, E, By, and ry for the tested systems have been deter-
mined according © the Eqs. (4)-{6). The abtained results are stated
in Table 2. All binding distances (ry) were much lower than 8 nm,
amd fulfilled the following condition 0.5Rg < ro < 1.5Ra, which indi-
cates that non-radiation energy transfer from HSA to catechins oc-
curred with high probability [27].

3.7, Effect of catechins on molecular charge of HSA

Native PAGE was used to investigate the changes in the molec-
ular charge of HSA due to interactions with the catechins (Fig 8).
The resuls were expressed as increment in elecorophoretic mobil-
ity of individual samples compared to the native protein (control),
The changes in the HSA molecule were exerted as broadening of
protein band as well as increased sample mobility towards anode,
which indicated that the molecule of HSA became more anionic
due to the interaction with catechin gallates (Cg, ECg GCg, and

0.06 500
HEA
0.05 — Ecc a0
COE e
8 o . 300 %
£ 003 7
3 20
0.02 -.‘.\ §
0.01 Ix"- 100 E
g
B R TR R

Wavelength (nm)

Fig. 7. Spectral overlaps between the fluorescence emission spectrum of HEA and
the absorption spectra of selected catechins (pH 7.4, 37°CL |HSA|=|EGC] =
|EGCE] = 4 = 10-5M, j, = 295 mm and i = 348 nm.

Table 2
The averlap integral (J1 efficiency of energy transler (E). critical distance (Fg)L and
distance between donor (HSA ) and acceptor (catechin) () (pH 7.4 37°CL

Tested compound Jl=10r"%em? Imal-") E Ry |nm| iy |nm]
Catechin 0.4F [PRE: T
Epicatechin 044 02F  09F  135°
Gallocatechin 016 [ R B F: L -
Epigal locatechin a1z 08 08 1200
Catechin gallate 2604 051" 196 1.82%
Epicatechin gallate 28.15" 066 198 1.78%
Gallocatechin gallate 25.80F" 057 196 1.85%
Epigallocatechin gallate 22 (4F osF  191° 1.78%

Standard deviations (mean value of three independent experiments) were lower
thamn 105 Dats were analyzed by Student’s [-test and groups with different letters
are signifi cantly different (p«< 0,010

EGCg). On the other hand, the non-galloylated catechins (C, EC,
GC, and EGC) caused no significant changes in electrophoretic
mobility of HSA. The loss of positive charges in HSA molecule
was in a good agreement with a number of hydroxyl groups and
molecular weight of the galloylated catechins. Moreover, catechin
gallates with the pyrogallol group on the B-ring (GCg and EGCg)
showed more pronounced effect on mobility than catechin gallates
with the catechol moiety (Cg and ECg) The electrophoretic molil-
ity of tested systems decreased in the following order: EGCg
(6.25%) » GCg (5.05%)> ECg (3.61%) » Cg (3.37%) =EC (3.13%)>C
[1.53%) = GC (0L51%) = EGC (0.24%).

3.8, Protein cross-linking and ageregation

The ability of aggregation and oss-link formation of tested
catechins was not proved by SDS-PAGE. No formation of high
molecular weight protein adducts was observed.

4. Discussion

In the presented study, the relationships between the chemical
structure of catechins and their binding affinities to HSA were
studied in detail by spectroscopic and electrophoretic methods.
The main attenton was focused on the structural differences such
as the presence and the absence of the galloyl moiety onthe C-ring,
the number of hyd roxyl groups on the B-ring {pyrogallol- and cat-
echol-type), and spatial arrangement (cis- and frans-structure).
Flavonoids probably form reversible non-covalent complexes with
the molecule of serum albumin mainly through hydrogen bonding
of their hydroxyl groups with amino acid residues and hydropho-
bic interactions between their aromatic rings and amino acid resi-
dues in the protein chain[3,7]. The spatial orientation can also play
an important role in protein-flavonoid association [3,17].

Obtained results confirmed i mportance of the galloyl moiety on
the C-ring in the binding affinity of catechins to HSA due to a pres-
ence of additional aromatic ring with three hydroxyl groups. The
effect of this structural feature was clearly underlined by all ap-
plied methods. Also data found in literature support these findings,
eg. Ishil et al. [17] who studied binding affinities of catechins to
the serum albumin with respect to their structural features using
high-performance affinity chromatography with immobilized
albumin col umn.

Considerable changes in UV-Vis absorption spectra of HSA upon
interaction with catechin gallates (Cg, ECg, GCg, and EGCg) sup-
ported the idea of the complex formation. Moreover, all these com-
plexes were emissive at excitation wavelength which is equal to
the wavelength of the newly appeared absorption maxima. Cate-
chins lacking the galloyl moiety in their structure (C, EC, GC, and
EGC) caused only negligible alterations in the protein molecule
Longer time of interaction between HSA and tested compounds
in phosphate buffer (pH 7.4) than 30 min proved to be inadequate
due to a non-stability of studied catechins whichis consistent with
literature [30-32] On the other hand, catechins can cause protein
carbonyl formation in HSA via their pro-oxidant action [14] and
protection of (- )-epigallocatechin gallate by the thiol groups of
HSA which act as an antioxidant, against oxidation under serobic
conditions has been described [33]. The similar effect may be ex-
pected also for other flavonoids.

All catechin gallates caused more pronounced decrease in the
tryptophan  fluorescence than other catechins (Table 1)
Furthermore, remarkable red shifts in their fluorescence quenching
specra were observed (Fig. 4B). Generally, red shift in the emission
maximum of a tryptophan residue, which is located in a hydropho-
bic pocket, indicates dhanges in its microenvironment, i.e. a poly-
peptide strand of a protein molecule is more extended and the
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FAg. 8. Effect of selected catechins on a molecular charge of HSA [HSA| =15 x 10-%M, |catechin] = 6 10~ M. Samples were incubated for 30min at 37 “C. Electrophoretic
mobilities were expressed as a rise in percentage mobility compared to the native protein (control).

hydrophobicity around this tryptophan residue is decreased [34].
These data suggest that Trp-214, which is the only one tryptophan
residue in the HSA molecule, has been brought to a more hydro-
philic environment and the protein secondary structure has been
changed. No shifts in the emission maximum of HSA were ob-
served after gradual additions of the non-galloylated catechins.
Maiti et al. [18] also reported the red shift in the fluorescence
quenching spectra of (—)-epigallocatechin gallate-HSA system.
By contrast, no shifts in the emission spectra of bovine serum albu-
min after titration with increasing amounts of (+)-catechin, (-}-
epicatechin, and (—)-epicatechin gallate were noticed [2.24].

The bimolecular quenching constant (Kg) reflects an effidency
of quenching or an accessibility of the fluorophores to a quencher.
One of thecriterions for determination of a static quenching mech-
anism is that the value of Kq is higher than the value of a diffusion-
limited rate constant of a biomolecule (Kyg=1.0x10"1
mol~" s7") [8]. Considering the values of K; were higher than that
of Kags for all tested systems, the static quenching mechanism is
likely the main reason of protein fluorescence quenching by cate-
chins in the range of concentrations 0-2 x 10~ M. The importance
of the presence of the galloyl moiety on the C-ring was evident be-
cause quenching constants for all catechin gallates (Cg ECg GCg,
and EGCg) were significantly higher than those of catechins lacking
the galloyl group (C, EC, GC, and EGC). Catechin gallates with 2,3-
ds structure (ECg and EGCg) possessed greater Ky values than
catechin gallates with 2,3-trans-structure (Cg and GCg). Catechins
with the catechol group on the B-ring (C, EC, ECg and Cg) showed
more pronounced quenching effect than their analogs with pyra-
gollal group (GC, EGC, EGCg, and GCg).

In general, a binding constant K;, reflects the power of ligand-
protein association and thus can be used for comparison of the
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binding affinities of structurally-related ligands to a protein mole-
cule connected with the alterations in its secondary structure.
Number of binding sites (n) and free energy change (AG”) are other
important parameters that contribute to better understanding of
ligand -protein interactions [19].

The hydrophobicity, presence or absence of some functional
group, sterichindrance, and spatial arrangement seem to be key fac-
tors in the affinity of natural polyphenols towards plasmatic pro-
teins [3). The galloylated catechins (Cg, ECg, GCg and ECGCg)
showed significantly higher binding ability than the non-galloylated
catechins (C,EC, GC,and EGC), whichis in agreementwith earlier re-
ports [17]. It also emphasizes the significance of the galloyl group on
the C-ring due to the presence of additional aromatic ring and three
hydroxyl groups, which can establish hydrophobic interactions and
hydrogen bonds, respectively. In addition, catechol-type catechins
(ECg = Cg> EC = C) possessed stronger binding affinity than pyra-
gollol-type catechins (EGCg > GCg > GC > EGC), which suggests that
the insertion of an additional hydroxyl group at the 5-positiononthe
B-ring does not contribute to their binding affinities as was de-
scribed in literature [17]. The effect of the spatial arrangement of
catechins (i.e. ds- and trans-structure Jon binding to HSAwas not ex-
plicit. Ishii et al. [17] observed that the trans-type catechins (C, GC,
Cg, and GCg) had rather higher binding abilities than their epimers
(EC, EGC, ECg, and EGCg). In this study, the opposite effect was ob-
served in the case ofthe galloylated catechins. Diniz et al. [3] found
out using capillary electrophoresis that (—)-epicatechin showed no
affinity towards HSA whilst (+)-catechin had intermediate binding
ability to HSA (Ks=2.2 x 10°M™" and n =1), which the authors
attributed to the spatial arrangement of tested catechins. Ishii
et al. [17] noticed negligible differences in binding affinities among
(#)-catechin, (—)-catechin, and (—)-epicatechin obtained by affinity
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HPLC on immobilized HSA column The latter results well corre-
spond with our data where insignificant difference between binding
constants of { - }-catechin and (- )}-e picatechin was observed. One of
the most studied flavan-3-olsis( - J-epigallocatechin gall ate and the
results obtained by Maid et al. [18] for the system BGCg-HSA are in
good agreement with our data although the experimental condi-
tions wereslightly different, Binding of [ - }-epigallocatechin gallate
to serum albumins was studied in detail also by circular dichroism
[25].

Further factor which could contribute o binding affinity of
tested catechins to H5A is deprotonation of hydroxyl groups in
their molecules. It is supposed that the catechins lacking the gal-
loyl moiety (C, EC, GC, and EGC) are fully protonated at the tested
pH (Le. pH 74) because their first dissociation constants reach
higher values (about pH 9) [3536]. On the other hand, catechins
with the galloyl moiety in C-ring (Cg ECg, GCg, and BEZCg) have
the first dissociation constants near pH 7.4 [36], thus partial depro-
tonation can play role in increase of their binding affinity o HSA.

Number of binding sites determined for catechin-HSA systems
ranged from 0.87 to 1.10 suggesting that one molecule of HSA asso-
ciated with one molecule of catechin in the drug to protein ratio up
to 5:1. The spontaneity of HSA-catechin interacions was con-
firmed by the negative values of AG". These findings are supported
by the previous reports [18].

The efficiency of an energy transfer has been used to detect the
distance between catechins and Trp-214 in the molecule of HSA.
The galloyl moiety in the C-ring proved to have significant effect
on the extent of spectral overlapping The overlap integrals of cat-
echin gallate-HSA systems were much greater than those of cate-
chin-HSA systems (Table 2). The obtained binding distances for all
tested systems confirmed that non-radiation energy transfer from
HSA to catechins occurred with high probability [27 28).

Catechin gallates (Cg ECg, GCg and EGCg) caused an increase in
the elecrophoretic mobility of HSA on native PAGE gels, which
was dependent on increasing molecular weight of given com-
pound. These changes are connected with the change of HSA
molecular charge which became more anionic upon the interaction
with catechin gallates. Moreover, catechin gallates with cis-struc-
ture (ECg and EGCg) caused more pronounced changes in the mol-
ecule of HSA than those with mans-structure (Cg and GCgl
Nevertheless, no changes in the molecular weight of HSA were ob-
served for any catechin-HSA system on SD5-PAGE gels,

5. Conclusions

In this paper, the interactions between catechins and HSA were
investigated by fluorescence spectroscopy, UV-Vis absorption
spedaroscopy, and electrophoretic methods (native PAGE and
SDS-PAGE) All tested catechins quenched tryptophan fluorescence
of HSA in the sudied range of concentrations mainly by static
quenching mechanism and thus the non-fluorescent catechin-
H5A complexes were formed. The complex formation for the
galloylated catechins and HSA was confirmed also by UV-Vis
absorption spectroscopy. All catechins bound spontaneously to
the molecule of HSA with different binding affinity. The most
important structural features of the tested catechins contributing
to HSA binding were the galloyl group on the C-ring, followed by
the number of hydroxyl groups on the B-ring and the spatial
arrangement (ds- amnd tram-sructure). The number of binding
sites was roughly one for all systems suggesting that one molecule
of HSA associated with one molecule of catechin All catechin-HSA
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interactions were spontaneous processes based on the free energy
changes. Non-radiation energy transfer from HSA to all ested cat-
echins occurred. The galloylated catechins increased the electro-
phoretic mobility of HSA while the ability of agegregation and
cross-linking of all tested catechins was not proved. The presented
study contributes to the current knowledge in the area of protein-
ligand binding, particularly catechin-HSA interactions.
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