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Glykace je neenzymova reakce, pifi které dochazi k vazbé karbonylovych
sloucenin na volné aminoskupiny aminokyselin, peptidd, proteinti ¢i jinych biomolekul.
Tento proces je uzce spjat s poSkozenim funkce proteini béhem diabetu mellitu,
v prabéhu starnuti a pii neurodegenerativnich onemocnénich. Hlavnim pfedmétem této
diplomové prace bylo sledovani vlivu né€kolika glykacnich ¢inidel na vlastnosti enzymu
glutathion-S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18), kterd hraje klic¢ovou roli pti detoxifikaci
fady exogennich i endogennich sloucenin. Zvolenymi modelovymi glyka¢nimi Cinidly
byly methylglyoxal (0,5-2 mM), glyceraldehyd (0,5-10 mM), glukosa (50 mM) a
fruktosa (50 mM). Pribéh proteinové glykace byl hodnocen pomoci nésledujicich
metod: stanoveni katalytické aktivity GST, stanoveni obsahu primérnich aminoskupin,
hodnoceni tvorby AGEs za pouziti fluorescence a Western blottingu, vznik
vysokomolekuldrnich cross-linkli a agregatii pomoci denaturujici polyakrylamidové
gelové elektroforézy (SDS-PAGE), zmény v ndboji molekuly GST metodou nativni
PAGE. V pribéhu méfeni se ukdzalo, ze nejsilnéjsi glykacni potencidl mayji
methylglyoxal a glyceraldehyd, naproti tomu glukosa a fruktosa modifikovaly GST
pouze minimalné. Glykace probihajici v pfitomnosti methylglyoxalu 2 mM vedla
ke ztetelnému poklesu aktivity GST (o0 27,6 % po 180 min inkubace pti 37°C), ke ztraté
14 primarnich aminoskupin, coZ vedlo ke zméné mobility molekuly GST béhem nativni
PAGE. Déle doslo k tvorbé vysokomolekuldrnich cross-linkli s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 50-200 kDa. Naproti tomu glykace v pfitomnosti glyceraldehydu 10 mM
vedla k niz§imu poklesu enzymové aktivity (o 10,9 % po 180 min inkubace pii 37°C),
ale ke ztraté¢ 26 primarnich aminoskupin. V pribéhu glykace glyceraldehydem vznikly

cross-linky s molekulovou hmotnosti v rozmezi 65—100 kDa.
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Glycation is a non-enzymatic reaction, which leads to the binding of carbonyl
compounds to free amino groups of amino acids, peptides, proteins or other
biomolecules. This process is closely related to impaired protein function in diabetes
mellitus, during aging, and in neurodegenerative diseases. The main purpose of this
thesis was to monitor the impact of several glycating agents on the properties of the
enzyme glutathione S-transeferase (GST, EC 2.5.1.18) which plays a key role in the
detoxification of many exogenous as well as endogenous compounds. Methylglyoxal
(0.5-2 mM), glyceraldehyde (0.5-10 mM), glucose (50 mM), and fructose (50 mM)
were selected as glycating agents. The course of protein glycation was evaluated by
following methods: GST catalytic activity assessment, determination of primary amino
groups, assessment of AGEs formation using fluorescence and Western blotting,
generation of high molecular cross-links and aggregates by denaturationg
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), changes in GST molecular charge by
native PAGE. Methylglyoxal and glyceraldehyde exerted the strongest glycation
potential, whereas glucose and fructose modified GST only minimally. Glycation in the
presence of methylglyoxal 2 mM led to a noticeable decline in GST activity (by 27.6%
after 180-min incubation at 37°C), a loss of 14 primary amino groups, which led to a
change in mobility of GST molecule during native PAGE. Furthermore, formation of
high molecular cross-links with molecular weight ranging from 50 to 200 kDa occured.
In contrast, glycation in the presence of glyceraldehyde 10 mM resulted in minor
decrease in enzyme activity (by 10.9% after 180-min incubation at 37°C), but to a loss
of 26 primary amino groups. Cross-links with molecular weight ranging from 65 to

100 kDa were formed during glycation by glyceraldehyde.
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1 UVOD

Tato diplomova prace s nazvem Modifikace glutathion-S-transferasy vybranymi
glykaénimi €inidly vznikla pod odbornym vedenim PharmDr. Ivy BouSové, Ph.D. na
katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. V souvislosti
s odchodem Dr. BouSové na matetskou dovolenou ptevzal néasledné tlohu Skolitele
prof. MUDr. Jaroslav DrSata, CSc. Vyzkumna skupina prof. DrSaty a Dr. BouSové jiz
fadu let zabyva problematikou glykace bilkovin in vitro a moznosti jejiho ovlivnéni
pomoci sloucenin s antioxidacnimi vlastnostmi. Problematice glykace proteinti se nyni
vénuje znacnad pozornost s ohledem na soucasné poznatky o mechanismech vzniku a
rozvoje diabetu mellitu ¢i prabéhu starnuti. Svou praci navazuji na celou fadu jiz
obhdjenych diplomovych praci, které byly vypracovany na této katedfe ¢i v ramci
programu Erasmus na Univerzité¢ Paris 7 - Denis Diderot, a také na n€kolik védeckych
publikaci vypracovanych skupinou prof. Drsaty.

Problematika neenzymové glykace je vysoce aktualni sohledem na stale
stoupajici vyskyt diabetu, prodluZovéani véku populace ve vyspélych zemich a nezdravy
Zivotni styl. Za poslednich dvacet let se v CR podet nemocnych diabetem zdvojnasobil a
ro&né pribyva 25 tisic nové registrovanych diabetikil. V CR tvoii registrovani diabetici
asi 7 % populace. Vyskyt diabetu stoupa s vékem a v populaci lidi starSich Sedesati let
je prevalence tohoto onemocnéni 21 %. Toto chronické onemocnéni, které vznika v
disledku absolutniho nebo relativniho nedostatku inzulinu vedouciho k poruse
metabolismu, je charakterizovano hyperglykemii. Dochazi pii ném k reakci
redukujicich cukrt s aminoskupinami bilkovin za vzniku koncovych produktii pokrocilé
glykace, které se podileji na rozvoji pozdnich komplikaci diabetu (retinopatie,
nefropatie, neuropatie).

V prubéhu provadénych experimentli jsem se snaZzila zjistit, k jakym zménam
v molekule enzymu glutathion-S-transferasy (GST, EC 2.5.1.18) dojde b&hem inkubace
s raznymi glyka¢nimi €inidly. Mezi vybrana glykacni €inidla patfily methylglyoxal,
glyceraldehyd, glukosa a fruktosa. Proces glykace jsem sledovala pomoci stanoveni
katalytické aktivity GST, stanoveni primarnich aminoskupin, méfeni fluorescence,
nativni (nedenaturujici) elektroforesy, denaturujici (SDS) elektroforesy i s naslednym
Western blottingem, hmotnostni spektrometrie  MALDI-TOF a méfeni spekter

cirkularniho dichroismu.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

2.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je casté endokrinni chronické onemocnéni
charakterizované hyperglykémii, kterd hraje dilezitou roli v patogenezi diabetickych
komplikaci zvySenim glykace proteini a postupnym vznikem koncovych produktl
pokrocilé glykace (AGEs) v télesnych tkdnich (Ahmed 2005). Diabetické vaskularni
komplikace jsou hlavnimi pfi¢inami kone¢ného staddia selhani ledvin, retinopatie,
cetnych neuropatii a kardiovaskuldrnich onemocnéni a mohou byt pti¢inou invalidity a
vysoké tumrtnosti pacientl s DM 1. a II. typu (Takeuchi a kol. 2010).

Diabetes mellitus 1. typu

DM 1. typu (insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM, dfive tzv. juvenilni
diabetes) je charakterizovan absolutnim nedostatkem inzulinu, pacient je odkdzan
na jeho podavéni. Pfiinou je 1éze B-bunck Langerhansovych ostrivkid, obvykle
vyvolana autoimunitnim onemocnénim. U nemocnych lze prokézat autoprotilatky proti
tkani ostrtivktl (islet cell antibodies, ICA) a proti inzulinu (insulin autoantibodies, [AA)
(Silbernagl a Lang 2001). Dale je tento typ diabetu spojovéan s genetickymi piedpoklady
(spojitost s uréitymi charakteristikami HLA systému) a s faktory zevniho prosttedi,
které slouzi jako spoustéci mechanizmy autoimunitniho procesu (infekéni virova
onemocnéni, chemické a toxické latky) (Macak a Macakova 2004).

Diabetes mellitus I1. typu

DM II. typu (non-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM, dfive tzv.
stafecky diabetes) predstavuje daleko castéjsi formu tohoto onemocnéni. Jde o relativni
nedostatek inzulinu a pacienti nejsou nutné odkézéani na jeho exogenni ptivod. Sekrece
inzulinu mize byt normalni nebo dokonce vétsi, avSak cilové organy vykazuji vici
inzulinu sniZzenou citlivost. Pacienti s DM II. typu maji vétSinou nadvahu, ktera je
nasledkem genetické dispozice, bohaté konzumace potravin a nedostatecné pohybové
aktivity. Nevhodny pomér mezi ptfisunem energie a jeji spotfebou zvySuje koncentraci
mastnych kyselin v krvi, coz zase snizuje zuzitkovani glukosy ve svalové a tukové
tkani. Dusledkem je inzulinova rezistence, ktera vede k vysSimu vydeji inzulinu.
Naslednou down-regulaci receptori se rezistence dale zvySuje. Mnohem vice vSak

podmifiuje sniZenou citlivost na inzulin geneticka dispozice (Silbernagl a Lang 2001).



2.2 Neenzymova glykace proteini

Vazba karbonylovych sloucenin vcetné redukujicich cukri na volné
aminoskupiny biomolekul bez katalytické¢ho plisobeni enzymil se nazyva glykace. Tato
reakce byla poprvé popsana Louisem Camillem Maillardem (1912), ktery pozoroval
hnédnuti bilkovin pfi zahtivani s cukry, a stala se tak zndmou pod nazvem Maillardova
reakce. Maillardova reakce ovliviiuje nejen rozvoj diabetickych komplikaci, jako jsou
retinopatie, neuropatie a nefropatie, ale také vyvoj s vékem souvisejicich onemocnéni,
mezi které patii napf. zanét, atherosklerosa, neurodegenerativni choroby, chronické
rendlni selhani nebo nddorovd onemocnéni (Obsil a Pavlicek 1997, Schalkwijk a kol.
2004).

Neenzymova glykace je zahdjena tvorbou kovalentni vazby mezi aldehydickou
nebo ketonickou skupinou redukujicich cukr a volné aminoskupiny proteind, lipidi
¢i nukleovych kyselin za vzniku labilni Schiffovy béaze. Tyto Schiffovy baze podléhaji
preskupeni na stabilnéjsi ketoaminy, které se nazyvaji Amadoriho produkty. Ty se pak
mohou rozkladat na fadu vysoce reaktivnich karbonylovych sloucenin, mezi které patii
napf. 3-deoxyglukoson (3-DQ), glyoxal (GO) a methylglyoxal (MGO). Také Schiffovy
baze jsou potencialnim zdrojem reaktivnich karbonylovych sloucenin, protoZze mohou
byt rozstépeny na MGO a GO. Tyto karbonylové slouc¢eniny znamé jako a-dikarbonyly
¢i o-oxoaldehydy (Obr. 1) opét reaguji svolnymi aminoskupinami za tvorby
intermediarnich produkti glykace. Akumulace a-dikarbonylovych sloucenin se
oznaduje jako karbonylovy stres. Casné a intermediarni glykaéni produkty podléhaji
fad¢ dalSich chemickych reakci, na jejichz konci vznikaji ireverzibilni koncové
produkty pokrocilé glykace, neboli AGEs (Obr. 2 a Obr. 3) (Basta a kol. 2004, BouSova
2006, Mulac 2005).

i) i) O OH
H \n)\ H H Y ~C Hy ll)\/\lﬁ oF
2 O C OH
glyoxal methylglyoxal 3-deoxyglukoson

Obr. 1. Struktura a-dikarbonylovych sloucenin.
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2.3 Koncové produkty pokrocilé glykace (AGEs)

Koncové produkty pokrocilé glykace (advanced glycation end products, AGEs)
jsou formovany v pozdnim stupni glykace v pribéhu nékolika tydnl, a proto jsou
postizeny pifedevSim proteiny s dlouhou Zivotnosti (napt. kolagen a krystaliny ocni
cocky). Jsou reprezentovany heterogenni skupinou slou¢enin vznikajicich z odliSnych
prekurzort. Chemickd struktura vSech AGEs nebyla dosud zcela popsana. Tyto
slouCeniny jsou charakterizovany mnohokrat vyssi molekulovou hmotnosti nez
proteiny, ze kterych vznikly, déale Zlutohnédou pigmentaci, typickym fluorescencnim
spektrem (Aexo/Aem: 370 nm/440 nm), schopnosti zesiténi (cross-linking) a modifikaci
biologickych struktur (Bousova 2006, Kalousova a kol. 2006).

AGE:s interaguji se specifickymi receptory, mezi které patii makrofagovy
scavengerovy receptor typu I a II, receptor pro AGE zvany RAGE, oligosacharyl
transferasa-48 (AGE-R1), 80K-H fosfoprotein (AGE-R2) a galektin-3 (AGE-R3). Tyto
receptory se nachazeji na povrchu Siroké skaly bunék vcéetné monocytli, makrofagi,
endotelidlnich bunck, podocytl, astrocyti a mikroglii (Thornalley 1998). Vyskyt
n¢kterych typi AGE receptorti je zvysen pii diabetu (Singh a kol. 2001).

Produkty pokrocilé glykace lze rozdélit do tfech zakladnich skupin. Prvni
skupinou jsou fluoreskujici AGEs tvoftici ptiné vazby (cross-linky). Vétsina z téchto
AGE:s byla detekovana a isolovana na zaklad¢ jejich fluorescencnich vlastnosti, av§ak
pfedstavuji pouze pfiblizné 1 % vSech cross-linkii vznikajicich za fyziologickych
podminek. Do této skupiny lze zatadit pentosidin, crossliny A a B, vesperlysiny A, B
aC a dalsi. Nefluoreskujici cross-linky tvofici druhou skupinu reprezentuji napf.
glukosepan, ALI (arginin-lysin-imidazol cross-link) nebo imidazoliumdilysiny zndmé
jako GOLD ¢i MOLD. Posledni skupinou jsou na protein navazané AGEs netvortici
cross-linky. Tyto struktury mohou projevovat Skodlivé G¢inky jako prekurzory cross-
linkG ¢i jako biologické receptory ligandii indukujicich rGzné nepfiznivé bunécné
a tkanové zmény. Mezi Cleny této skupiny patii pyrralin, 1-karboxyalkyllysiny (CML
¢i CEL), imidazolon A a B ¢i argpyrimidin (Ulrich a Cerami 2001). Vybrané ptiklady
jednotlivych skupin jsou uvedeny v Obr. 4.
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Obr. 4. Struktura vybranych AGEs (BousSova a kol. 2012).

2.4 Moznosti terapeutického zasahu

Terapeutické zasahy do procesu glykace sleduji tfi hlavni pfistupy. Prvni ptistup
spocivad v inhibici tvorby AGEs pomoci €inidel blokujicich karbonylové slouceniny
(naptf. aminoguanidin, OPB-9195, diaminofenazin, tenilsetam a pyridoxamin) nebo
antioxidantl (napf. o-lipoovd kyselina, o-tokoferol, karnosin, probukol, stobadin
a N-acetylcystein). Druhy zahrnuje redukci uklddani AGEs zvySenim jejich piijmu
do bun¢k a nasledné degradace nebo pouzitim latek Sté€picich jiz vzniklé cross-linky

(alagebrium chlorid, fenylthiazolium bromid). Posledni ptistup sleduje je soustfedén



na inhibici receptori pro AGEs neutralizaénimi protildtkami nebo potla¢enim post-
receptorové signalizace pomoci antioxidanti (Bousova a kol. 2009). Nékteré nadéjné

slouceniny postoupily do klinického testovani.

2.4.1 Inhibice tvorby AGE cross-linku

Aminoguanidin (AG, znamy také pod obchodnim nazvem Pimagedin, Obr. 5) je
nizkomolekuldrni,  vysoce nukleofilni sloucenina, kterd snadno reaguje
s a-dikarbonylovymi slou¢eninami za vzniku substituovanych 3-amino-1,2,4-triazint,
coz vede k prevenci tvorby AGE cross-linkil. Cilem aminoguanidinové inhibice jsou
a-dikarbonylové intermediaty, nikoliv inicidlni Amadoriho produkty (BouSova a kol.
2009, Ulrich a Cerami 2007). U pacientll se zjevnou diabetickou nefropatii byly
provedeny klinické zkousky s aminoguanidinem (ACTION), které byly ovSem brzy
zastaveny kvuli obavam o bezpec¢nost ucastnikii. Mezi ¢etné nezaddouci Uc¢inky pattily
napf. gastrointestinalni poruchy, abnormality ve funkénich jaternich testech, symptomy

podobné chiipce a vzacné téz vaskulitidy (Bousova 2006, Bousova a kol. 2012).

Obr. 5. Struktura aminoguanidinu.

2.4.2 Stépeni jiz vytvoienych AGE cross-linki

Hlavnim omezenim pouziti inhibitor tvorby AGE je, Ze nemohou ovlivnit jiz
vytvofené AGE cross-linky. Existuje vSak skupina anti-AGE ¢inidel, které mohou
chemicky Stépit a-dikarbonylové slouceniny porusenim vazby uhlik-uhlik mezi
karbonyly. Jako prvni z téchto sloucenin byl objeven fenylthiazolium bromid (PTB).
PTB neni za fyziologickych podminek stabilni, a proto byly testovany dal$i analogy.
Dale byl vyvinut alagebrium chlorid (ALT-711, 4,5-dimethyl-3-(2-ox0-2-fenylethyl)
thiazolium chlorid), stabilni latka vysoce ucinné Sté€pici cross-linky (BouSova 2006,
Ulrich a Cerami 2007). Tato slou¢enina GspéSné prosla preklinickymi studiemi a II. fazi
klinickych studii na zdravych dobrovolnicich. Bohuzel slibné vysledky popsané
u laboratornich potkant nebyly u lidi zopakovany, protoze tato slouCenina reaguje se

specifickymi typy AGEs, které nemaji u ¢lov€ka zdsadni vyznam v patogenezi glykace.
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Randomizovana klinickd studie II. fize u pacientd s chronickym srde¢nim selhanim
(BENEFICIAL) byla vneddavné dobé piedCasné ukoncena z financnich davodl
(Willensen a kol. 2010, Zieman a kol. 2007).

2.4.3 Inhibice receptoru pro AGEs

Interakce  AGE-RAGE jsou zapojeny do rozvoje diabetickych vaskuldrnich
komplikaci, které jsou pfiCinou invalidity, zkracené délky Zivota a snizené kvality
zivota pacientll s DM. Tyto efekty mohou byt potlaeny uZzitim specifickych protilatek
proti RAGE (anti-RAGE IgG), solubilnich RAGE (secernované¢ formy RAGE) nebo
potlatenim post-receptorové signalizace pomoci antioxidantd. Solubilni RAGE
(sRAGE) vystupuji jako navnady vychytdvajici ligandy a brénici tak jejich interakci
s receptory na povrchu bun¢k. Ukazalo se, ze aplikace SRAGE potlacuje akcelerovanou

diabetickou atherosklerosu (Bousova 2006).

2.5 Glykacni ¢inidla

Vnimavost proteinti ke glykaci zavisi na typu glykac¢niho ¢inidla, pfitomnosti
substratu a kofaktorti, hladindch antiglykacnich cinidel (napf. karnosinu)
a metabolizujicich enzymu (napf. glyoxalasy, aldosa/aldehydreduktasa,
betain-aldehyddehydrogenasa a 2-oxoaldehyddehydrogenasa) v organismu. DalSim
faktorem, ktery ovliviiuje nachylnost proteinu ke glykaci, je jeho struktura, tj. pocet
a druh pfistupnych a reaktivnich aminokyselinovych zbytkl (Seidler 2005).

Mezi Casto pouzivana glykaéni €inidla patii glukosa, glukosa-6-fosfat, fruktosa,
ribosa, ribosa-5-fosfat, glyceraldehyd, glyceraldehyd-3-fosfat, glyoxal, methylglyoxal
a 3-deoxyglukoson. V experimentalni ¢asti diplomové prace jsem se zabyvala glykaci
proteinu glukosou, fruktosou, methylglyoxalem a glyceraldehydem, proto v dalSim

textu popisuji jejich vlastnosti ve vztahu ke glykaci.

2.5.1 Glukosa a fruktosa
Ackoliv se dlouho predpokladalo, Zze zvySena hladina glukosy hraje

[ RA4

glykaéni reakce ze vSech cukrti. Rychlost glykace je pfimo imérna procentudlnimu

zastoupeni cukru v acyklické formé (tj. s otevienym fetézcem). Napiiklad rychlost
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glykace pro fruktosu (0,7 % acyklické formy; Obr. 6) je 7,5krat vyssi nez pro glukosu
(0,002 % acyklické formy; Obr. 5). Proto jsou pro intraceluldrni Maillardovu reakci
dilezité prekurzory jako napt. fruktosa a jeji metabolity glyceraldehyd,
dihydroxyacetonfosfat, glyceraldehyd-3-fosfdt a  a-dikarbonylové  slouceniny
methylglyoxal a 3-deoxyglukoson (Schalkwijk a kol. 2004, Huijberts a kol. 2008).
Meziprodukt glykolyzy glyceraldehyd-3-fosfat (100 % acyklické formy) tvoti 200krat
vice AGEs nez ekvimolarni mnozstvi glukosy (Schalkwijk a kol. 2004).

HO

0
OH

HO
"1 OH

OH

D-glukosa D-fruktosa
Obr. 6. Strukturni vzorce D-glukosy a D-fruktosy.

2.5.2 Methylglyoxal

Znaén€ reaktivnimi slouceninami, které vznikaji bcéhem intermedidrniho
metabolismu, jsou o-dikarbonylové slouCeniny. Tyto latky reaguji s aminoskupinami
proteinti, nukleovych kyselin a fosfolipidd az 10.000krat ochotnéji nez glukosa
(Beisswenger a kol. 2003). Nejcastéji zastoupenymi a-dikarbonyly jsou glyoxal,
methylglyoxal a 3-deoxyglukoson.

Methylglyoxal (2-oxopropanal, MGO, Obr. 7) je produktem rozkladu trios,
peroxidace lipidl a vedlejSich reakci glykace zprostfedkované glukosou. Modifikuje
argininové a lysinové zbytky proteinii za tvorby AGEs (zejména argpyrimidinu).
Zanormalnich okolnosti je methylglyoxal inaktivovan glyoxalasovym systémem.
AvSak pfi diabetu hodnoty MGO vzristaji pravdépodobné v disledku poruchy
cukerného a  lipidového  metabolismu  (Seidler a  Kowalewski 2003,

http://www.ebi.ac.uk).
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Obr. 7. Strukturni vzorec methylglyoxalu.

Bylo prokazano, Ze pii diabetu se koncentrace MGO zvySuje v o¢ni ¢occe, krvi
a ledvinach. Pfi DM typu I hodnoty MGO v krvi rostou 5-6krat a pti DM typu II 2-3krét
ve srovnadni se zdravymi jedinci. Vysoka reaktivita MGO s proteiny a jeho relativné
vysokd koncentrace v plazmé (0,1 mM) svéd¢i o tom, Ze se jednd o jedno

z nejvyznamnéjSich glykacénich ¢inidel ptfitomnych in vivo (Nagaraj a kol. 1996).

2.5.3 Glyceraldehyd

Glyceraldehyd  (2,3-dihydroxypropanal, = GA, Obr. 8), predstavujici
a-hydroxykarbonylovou slouceninu, vznikd z 3-deoxyglukosonu a glukosy jako
intermediat degradace glukosy a neenzymové glykace. Hladina GA se ziejmé zvysuje
pii snizené aktivité enzymu metabolizujicich GA napf.

glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy (Usui a kol. 2007, http://www.ebi.ac.uk).

(@)

HO H

OH

Obr. 8. Strukturni vzorec glyceraldehydu.

GA je povazovan za velmi silné glykacéni Ccinidlo, odhaduje se, ze
v koncentracich blizkych fyziologickym produkuje zna¢né mnozstvi AGEs a nedavné
vyzkumy ukazuji, ze AGEs odvozené od GA vykazuji silnou neurotoxicitu (O’Brien a
Bruce 2009). Proteiny modifikované GA byly detekovany imunochemickymi metodami
ve vzorcich nemocnych Alzheimerovou chorobou. Albumin modifikovany GA pusobil
cytotoxicky v primarnich kulturdch potkanich kortikdlnich neuronti a Schwannovych
bun¢k a byl schopen indukovat apoptosu v lidskych mesangialnich bunikach (Usui a kol.

2007).
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2.6 Metody pouzivané ke stanoveni glyka¢nich produkti

Ackoliv existuji experimentalni dikazy o kumulaci AGEs b&hem starnuti
a za urcitych patologickych podminek jako je diabetes, neni v souc¢asné dob¢ k dispozici
zadna bézné akceptovana ¢i Siroce uzivana metoda pro detekci AGEs ani komeréné
dostupny kit. Situaci navic komplikuje velké mnozstvi AGEs, které jsou strukturné
heterogenni (Singh a kol. 2001).

Pro kvantifikaci glykacnich produktl existuji tfi hlavni pfistupy: imunologické;
spektroskopické a fluorimetrické; chromatografické (HPLC) a hmotnostné
spektrometrické (Bousova 2006).

Imunochemické metody vyuzivaji antigennich vlastnosti AGEs. Glykaéni
produkty jsou méteny pomoci metody ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
nebo RIA (Radioimmunoassay) za pouziti polyklonalnich protildtek proti AGEs
ziskanych in vitro z glykacni reakce glukosy s ribonukleasou. Tyto protilatky reaguji
s AGE vzniklymi in vivo. AGEs jsou hodnoceny celkové a zkiizend reaktivita
s obdobnymi slou¢eninami nemutze byt vyloucena. Také jednotlivé AGEs mohou byt
hodnoceny pomoci techniky ELISA za pouziti monoklondlnich protilatek.
Monoklonalni protilatky proti CML, pyrralinu ¢i pentosidinu jsou komeréné dostupné
(Lapolla a kol. 2005, Bousova 2006).

Na zaklad¢ chemickych charakteristik AGEs je mozné métit produkty pokrocilé
glykace spektroskopickymi a fluorescencnimi metodami, které vyuzivaji jejich
specifické hodnoty absorpce (280 nm) a fluorescence (Aexc/ Aem: 370 nm/440 nm).
Ackoliv tyto metody nejsou specifické, mohou podat udaje o obecnych znacich
glykacéniho procesu (Lapolla a kol. 2005).

Chromatografické techniky a hmotnostni spektrometrie jsou velmi popularni
a pfesné metody pouzivané pro separaci, kvantifikaci a identifikaci sloucenin stejné
jako biologického materialu (Bousova 2006).

V experimentalni  ¢asti této prace jsem sledovala glykaci pomoci
fluorescenénich, elektroforetickych a imunochemickych metod a ve spolupraci
s Ustavem pro organickou chemii a biochemii (Akademie véd CR) téZ pomoci
hmotnostni spektrometrie a cirkularniho dichroismu. V nésledujici ¢asti stru¢né popisuji

princip pouzitych metod.
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2.6.1 Fluorescence

Pokud je molekule dodana energie ve formée elektromagnetického zafeni, je tato
energie uvnitt molekuly transformovana. V zévislosti na energetickém obsahu
elektromagnetického zéafeni dochazi k pfeméndm energie riznymi zpisoby. Zafeni
o nizké energii, jako napf. mikrovinné nebo infracervené zafeni, je pifeménéno
na mechanickou energii, na rotacni pohyb a vibrace molekuly. Pokud je energeticky
obsah zafeni vyssi (viditelné, ultrafialové zéfeni), elektrony jsou uvolnény ze svych
orbitalli a obsazuji prazdné orbitaly s vy$S§im obsahem energie. Tento excitovany stav je
nestabilni a energeticky neptiznivy. Poté, co elektron pada zpét do svého plivodniho
orbitalu, je obvykle energie uvolnéna jako energie vibracni. Nékteré molekuly maji
na zakladé své struktury pouze velmi omezené moznosti pfeméiovat excitacni energii
na energii vibrac¢ni. V téchto molekulach elektrony padaji z orbitalti s vy$§im obsahem
energie piimo zpét do jejich plvodniho orbitalu. Energie je uvolnéna jako
elektromagnetické¢ zafeni. Toto uvolnéné elektromagnetické zéafeni lezi obvykle
ve viditelné oblasti spektra a je oznacovano jako fluorescencni svétlo, jev jako
fluorescence. Emise fluorescencniho svétla nastane z excitovaného stavu s nejnizsi
energii (S1, viz. Obr. 9). Fluorescen¢ni svétlo ma proto delsi vinovou délku nez svétlo

podnécujici fluorescenci (http://www.chemie.uni-jena.de).

R —»  Absorpce, vends excitovaného stavu

—»  Emise sveétla (fluorescence)

---p Dedktrrace excitovaného stawu

——  Energeticka hladina

Sy Zakladnd stav molekuly

S, Prmi excitovany stav

Sz Druhy excitovany stav

Sy

Obr. 9. Princip fluorescence (http://www.chemie.uni-jena.de).
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Bilkoviny obsahuji tfi aromatické aminokyseliny (tryptofan, tyrosin,
fenylalanin), které pfispivaji k jejich vnitini fluorescenci. Zmény ve vnitini fluorescenci
1ze pouzit ke sledovani strukturdlnich zmén proteinu. Fluorescence proteinu ptedstavuje
sumu fluorescenci jednotlivych aromatickych zbytk. VétSina emisi je zpiisobena
excitaci tryptofanovych zbytkli a minimum emisi excitaci tyrosinli a fenylalanint. Tyto

tt1 zbytky maji odli$né absorp¢ni a emisni vinové délky (http://dwb4.unl.edu).

2.6.2 Elektroforesa

2.6.2.1 Obecny princip

Elektroforesa je separacni technikou zaloZenou na pohybu iontl v elektrickém
poli. Kladné nabité ionty migruji smérem k zaporné elektrod¢ a negativné nabité ionty
migruji smérem ke kladné elektrodé. Pfi gelové elektroforese je pohyb ¢astic
zpomalovan interakcemi s okolni gelovou matrici, kterd pisobi jako molekularni sito.
Protichiidné ptisobeni elektrické sily a molekularniho prosivani vede k riznym
migra¢nim rychlostem podle velikosti, tvaru a celkového naboje Castic, a proto mohou
byt jednotlivé makromolekuly —smési separovany (Cesky lékopis 2009,

http://www.chemistry.adelaide.edu.au).

2.6.2.2 Gelova elektroforesa

Ackoli elektroforesa miZze byt nejsndze provadéna ve volném roztoku,
konvenéni pohyb kapaliny v dasledku tepla pfirozené¢ uvoliiovaného prichodem
elektrického proudu mulze separaci naruSit, proto byl zaveden gel jako separacni
prostiedi. Timto gelem je zpravidla agarosa (polysacharid z motskych fas) nebo
synteticky pfipravovany polyakrylamid (chemicky sitovany polymer) (Pazourek 2003).
Agarosovy gel

Redéné agarosové gely jsou dostateéné rigidni a jednoduché na piipravu
v nizkych koncentracich. Agarosa je vhodné jako elektroforetickd matrice, protoze je
takika nenabitd. Jedna se o fetézec opakujicich se jednotek D-galaktosy
a 3,6-anhydro-L-galaktosy (Obr. 10). Agarosa je schopna utvofit trojrozmérnou
strukturu Sroubovice s trojndsobné zalomenou osou, kterd vytvari dutinu dostatecné
velkou pro pfijeti vody. Skupiny téchto fetézcti mohou tvotit dvojitou Sroubovici, ¢imz

je formovan stabilni gel (Pazourek 2003).
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D-galaktosa 3,6-anhydro-L-galaktosa

Obr. 10. Struktura agarosy (http://www.wikiskripta.eu).

Polyakrylamidovy gel

Sitovaci vlastnosti polyakrylamidovych geli jsou zalozeny na trojrozmérné siti
vldken a port, kterou tvoii bis-akrylamidové zesitovani polykarylamidovych fetézct
(Obr. 11). Polymerace je katalyzovana tvorbou volnych radikalii z persiranu amonného
(APS) a tetramethylethylendiaminu (TEMED). ZvySovanim koncentrace akrylamidu
v gelu se sniiuje ucinna velikost jeho poért, ale pii Vysok}'/ch koncentracich akrylamidu
port gelu se snizuje i migraéni rychlost priichodu bilkovin gelem. Upravou velikosti
portt gelu pomoci zmény koncentrace akrylamidu se muze rozliSovaci schopnost
metody pro dany bilkovinny produkt optimalizovat. Proto se dany gel fyzikélné¢
charakterizuje pomoci odpovidajiciho slozeni akrylamidu a bis-akrylamidu (Cesky

1ékopis 2009).

H2C=(FH
(N2 0"
Y s d + “CH,
NH o
akrylamid \C//
|
HC=CH,

N, N-methylenbisakrylamid

\\ /N 2 ()\\ /NH2
C
{CHz—CH CH,~CH CHQ—CH
C n,
NH
i
\C/,o
|
{CHZ—(I:H]— CH—CHz{CHz—cl:HJ»
/C\\ N3 /C\\ Ny
H,N © H,N ©

Obr. 11. Vznik a struktura polyakrylamidu (http://www.wikiskripta.eu).
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Pro ziskani optimalniho rozliSeni bilkovin se pfipravuji dva typy gelil - separacni
(spodni) a zaostfovaci (horni). Zaostfovaci gel ma nizsi koncentraci akrylamidu (napf.
4% pro vétsi velikost portt), nizsi pH (napt. 6,8) a odlisny iontovy obsah. To umozni
proteinim ve vzorku se zkoncentrovat do Uzkého prouzku béhem prvnich nékolika
minut elektroforesy pied vstupem do separacni €asti gelu. Zaostfovaci gel neni nutny,
pokud je pouzit gradientovy gel, protoze gradient sdm vykonavd tuto funkci

(http://www.piercenet.com).

2.6.2.3 Typy elektroforesy
Nativni PAGE

Pti nativni PAGE jsou proteiny separovany podle naboje, velikosti a tvaru jejich
nativni struktury. K elektroforetické migraci dochéazi proto, ze vétSina proteind nese
zaporny naboj v prostiedi alkalického pufru. Cim vys$i je hustota negativniho naboje,
tim rychleji bude protein migrovat. Zaroven treci sila matrice gelu vytvari prosévaci
ucinek, zpomaluje pohyb proteind v zavislosti na jejich velikosti a trojrozmérném tvaru.
A tak nativni PAGE separuje bilkoviny na zaklad¢ jejich naboje a hmotnosti. Protoze
pii nativni PAGE nejsou pouzita Zzadnd denaturani Ccinidla, interakce mezi
podjednotkami proteinu zistdvaji zachovéany, a tak lze ziskat informace o kvartérni
struktufe (http://www.piercenet.com).

SDS-PAGE

Anionaktivni detergent dodecylsiran sodny neboli laurylsiran sodny (SDS) se
pouziva jako soucast pufru, ve kterém je gel se vzorky umistén, a také pro upravu
proteinovych vzorkl pied vlastni SDS-PAGE, kdy jsou vzorky zahiivany v pfitomnosti
SDS. Jeho vyznam je dvoji: za prvé denaturuje proteiny tim, Ze rozrusuje vodikové
mustky nativniho proteinu za nasledného rozvinuti do linearni formy, a za druhé mize
maskovat naboj proteinu (http://www.piercenet.com, Zhang 2007). SDS nese pomérné
vysoky naboj, a proto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava nabojové rozdily bilkovin a ty
se pohybuji vgelu jen podle velikosti. Neredukované proteiny totiz vazi SDS
v konstantnim poméru, 0,9-1,0 g SDS na 1 g bilkoviny (http://biochemie.sweb.cz,
Pazourek 2003).

Ke vzorkim se zpravidla ptfiddva redukéni Cinidlo jako napf. dithiothreitol
¢i 2-merkaptoethanol, které zptisobi Stépeni disulfidickych vazeb a zajisti, Ze neziistane

zachovana zadna kvartérni Ci terciarni struktura proteinu (http://www.piercenet.com).
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Vznikaji tzv. redukované proteiny, které pak na sebe vazi 1,4 g SDS na 1 g proteinu
(Pazourek 2003).

Pokud soubor proteini o znamé molekulové hmotnosti bézi podél vzorkl
na stejném gelu, lze podle jejich polohy urcit hmotnost vzorkl. Tyto sady referenénich
proteini  se nazyvaji molekulové hmotnostni markery nebo standardy

(http://www.piercenet.com).

2.6.2.4 Barveni geli

Po separaci v gelu je analyt zpravidla prostym okem neviditelny. Pro jeho
kvantifikaci se Casto pouzivaji metody barveni gelu (Staining). Barveni je béZné
provadéno pomoci Coomassie Briliant Blue G-250 ¢i pomoci stfibra. Coomassie
barveni je nejrozsifenéj$i metodou barveni bilkovin s detekénim rozsahem 1-10 pg
bilkoviny v prouzku (tzv. band). Barveni stfibrem je nejcitlivéjsi metodou barveni
bilkovin v gelech, mize detekovat band obsahujici 10-100 ng (100krat citlivéjsi nez
Coomassie Blue) a pouzivéa se prevazné v ptipadech malého mnozstvi proteinu nebo
chceme-li detekovat co moznad nejvice zon. Poté, co byl gel obarven, mohou byt
proteiny kvantifikovany densitometricky, gel muize byt fotografovan ¢i skenovan
(Pazourek 2003, Cesky 1ékopis 2009).

Pro detekci GST na polyakrylamidovych gelech lze pouzit téZ citlivé aktivitni
barveni. Tato metoda je zaloZena na rychlé redukci nitrobluetetrazoliové soli pomoci
glutathionu a fenazinmethosulfatu, ktery slouzi jako ptfenase¢ elektronii, na modry az
fialovy nerozpustny formazan. Ten obarvi gel mimo oblasti vyskytu GST, které

zlstanou bezbarvé (,,negativni test”) (Ricci a kol. 1984).

2.6.3 Western blotting

Termin ,,blotting® pfedstavuje pfenos biologickych vzorkl z gelu na membranu
a jejich naslednou detekci na povrchu membrany (http://www.piercenet.com). Western
blotting, oznacovany také jako imunoblotting, se pouziva k detekci cilovych proteinti

ve vzorku pomoci polyklonalnich nebo monoklonélnich protilatek specifickych pro

dany protein (http://www.westernblotting.org).

2.6.3.1 PAGE a transfer proteinii na membrdnu
Prvnim krokem pii Western blottingu je oddéleni makromolekul pomoci gelové

elektroforesy. Po elektroforese jsou separované molekuly pfeneseny na druhou matrici,
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obecné nitrocelulosovou nebo polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu.
Nejcastéjsi metodou prenosu je elektroeluce ¢i elektroforeticky prenos, a to kvili své
rychlosti a ucinnosti pfenosu. Tato metoda vyuziva elektroforetickou pohyblivost
bilkovin k jejich pfenosu zgelu na membranu. Elektroforeticky pifenos bilkovin
zahrnuje umisténi polyakrylamidového gelu obsahujiciho bilkoviny do piimého
kontaktu s kusem nitrocelulosy ¢i jinym vhodnym materidlem, ktery podporuje vazbu
bilkovin. Tzv. blotovaci sendvi¢ déle obsahuje filtraéni papiry a houbicky (viz. Obr.
12). Sendvi¢ se umisti mezi dvé elektrody a ponoti se do vodivého roztoku. Pti pouziti
elektrického pole se proteiny pohybuji z polyakrylamidového gelu na povrch

membrany, kde jsou pevné vazany. Vysledkem je membrana s kopii proteinového

vzoru, ktery byl ptivodné na polyakryamidovém gelu (http://www.piercenet.com).

Gel

~— Membrana

— Filtraéni papir
Houbitka
Podpiirna miirkca

—

Sendwvic

" Nadoba s pufrem

anoda

Elektrodsy
katoda -

——% smér transporiu

Obr. 12. Elektroforeticky pienos (http://www.piercenet.com).

2.6.3.2 Pufry

Western blotting se skladd ztady inkubaci sriznymi cinidly, které jsou
oddéleny promyvacimi kroky. Tyto kroky jsou nutné k odstranéni nenavazanych ¢inidel
a snizeni pozadi, ¢imz se zvysi pomé&r signalu k Sumu. Nedostate¢né promyti zpiisobi
vysoké pozadi, zatimco nadmérné promyti mize vést ke snizeni citlivosti zptisobené
eluci protilatek a/nebo antigenu z membrany. Pro tento ucel se pouzivaji nejcastéji PBS
(fosfatovy pufr) a TBS (Tris pufr) pufry. Nékdy je do pufru ptidan detergent jako napf.

0,05% Tween 20 k odstranéni nespecificky vazané¢ho materidlu. Hlavnim kritériem je
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to, ze pufr musi zachovavat biologickou aktivitu protilatek, proto by mély byt iontové

sily a pH blizko fyziologickych  podminek  (http://www.millipore.com,

http://www.piercenet.com).

2.6.3.3 Blokovani

Membrany pouzivané pii Western blottingu maji vysokou afinitu k proteiniim.
Proto je po ptenosu bilkovin z gelu dilezité blokovat zbyvajici povrch membrany, aby
se zabranilo nespecifické vazbé protilatek. Toho je dosazeno tim, Ze je membrana
umisténa v roztoku bovinniho sérového albuminu (BSA) nebo netuc¢ného suseného
mléka (NFDM). Blokovaci pufr by mél zlepsit citlivost testu snizenim pozadi a zlepSit

pomér signalu a Sumu (http://www.piercenet.com, http://www.westernblotting.org).

2.6.3.4 Primarni a sekundadrni protildtky

Priméarni protilatka

Prvni pouzita protilatka, ktera se inkubuje s membréanou, je specificka pro cilovy
protein a pii vhodnych koncentracich nesmi vazat jakoukoli jinou bilkovinu

na membrang (http://www.westernblotting.org).

Sekundarni protilatka

Po oplachnuti membrany, které slouzi k odstranéni nenavazané primarni
protilatky, nasleduje inkubace sekundéarni protilatky s membranou. Ta se vaze
na primarni protilatky. Tato sekundarni protilatka je obvykle spojena s enzymem (napf.
alkalicka fosfatasa nebo kfenovéd peroxidasa), ktery umoziluje vizualni identifikaci.

Alternativou je pouziti radioaktivniho znaceni (http://www.westernblotting.org).

Ackoli mohou byt primarni protilatky oznaCeny piimo, pouziti sekundarni
protilatky méa nesporné vyhody. Za prvé, na jedinou molekulu primérni protilatky se
miZe vazat vice nez jedna molekula sekundéarni protilatky, coz vede k zesileni signalu.
Za druhé, znacené sekundarni protilatky (konjugat protilatka-enzym) se mohou pouzit
pro velké mnozstvi primarnich protilatek odlisné specifity, ¢imz odpada nutnost oznacit

mnozstvi primarnich protilatek (http://www.millipore.com).

Imunodetekce je extrémné citlivd metoda. Za ticelem dosazeni vysokého poméru
signdlu a Sumu a tim 1 maximalni citlivosti by meé¢la byt pro kazdy ptipad
optimalizovana koncentrace primarni a sekundarni protilatky. Obecné 1ze nespecificky

signal zmirnit vys$§im fedénim primarni protilatky nebo sniZenim mnozstvi proteinu
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na pivodnim gelu. Vysoké celkové pozadi lze minimalizovat vys$§im fedénim

sekundarni protilatky konjugované s enzymem (http://www.millipore.com).

Nésledné promyti membrany odstrani vSechny nenavazané protilatky, které by
mohly zplisobit vysoké pozadi a faleSnou detekci. Bézn€ pouzivany je ziedény roztok
Tweenu 20 (0,05% v/v) vPBS ¢i TBS pufru. Vyssi koncentrace roztoku detergentu
miZe eluovat cilovy protein z membrany. Rozsah promyvéani je nejlepSi urcit
experimentalné. Doporucuje se provadét promyvani nejméné tfikrdt po dobu 5 minut

(http://www.millipore.com).

2.6.3.5 Detekce

Moderni imunodetekéni metody jsou zaloZeny na enzymové detekci vyuzivajici
enzymy kovalentné vazané na sekundarni protilatky, jako je kienova peroxidasa (HRP)
nebo alkalicka fosfatasa (AP). Konjugovany enzym katalyzuje degradaci specifickych
substratl, coz vede ke vzniku signalu (Obr. 13). B&Zné pouZzivané jsou tii typy
substrati: chromogenni, chemiluminiscenéni a chemifluorescenéni

(http://www.millipore.com).

DEtEL.n:ﬂt signal {chemiluminescence)

Enrym kovalentné varany Enzj,-'mmj-' substrat
na selundard protilatiu

Selundarni pmtllatka
Protilatka proti /pmn primarni protilatee

cilovému proteinu

(26)

(primémi protilatka)

/f{f’ ,.f"' fﬁ/
A‘mfma

Cilowy protein

Obr. 13. Vazba protilatek a nasledna detekce (http://employees.csbsju.edu).

Chromogenni detekce

Chromogenni detekce vyuzivd enzym ke katalyze reakce vedouci ke vzniku
nerozpustné barevné srazeniny, napt. modré nerozpustné slou€eniny ziskané reakci

5-brom-4-chlor-3-indolylfosfatu (BCIP) a nitrobluetetrazoliové soli (NBT). Tato

22


http://www.millipore.com/
http://www.millipore.com/
http://www.millipore.com/
http://www.millipore.com/

technika je velmi jednoducha na provedeni a nevyzaduje Zadné specidlni vybaveni pro
analyzu, ale citlivost chromogenni detekce je obvykle nejméné o jeden fad niZsi nez
u chemiluminiscen¢nich ¢inidel. Tvorba srazeniny miZze ovliviiovat aktivitu enzymu

a omezit tak citlivost detekce (http://www.millipore.com).

Chemiluminiscenéni detekce

Chemiluminiscen¢ni detekce vyuzivd enzym ke katalyze reakce, ktera vede
k produkci viditelného svétla. Nékteré chemiluminiscenéni systémy jsou zalozeny
na tvorbé peroxidii kfenovou peroxidasou, jiné systémy pouzivaji 1,2-dioxethan jako
substrat a jako enzym alkalickou fosfatasu. Tato technika pfedstavuje rychlou
a bezpecnou chromogenni detekci pfi citlivosti srovnatelné s radioisotopovou detekei.
Detekce je dosazeno bud’ expozici membrany s RTG filmem, nebo potfizenim snimku
pfimo pomoci kompatibilniho digitdlniho zobrazovaciho systému. Existuje cela fada
chemiluminiscen¢nich substratii nabizejicich riznou troven citlivosti detekce. Nové
vysoce citlivé substraty umoziuji vizualizaci proteind az na femtogramové Urovni

(http://www.millipore.com).

Fluorescenc¢ni detekce

Fluorescencni detekce pouziva bud’ protilatky konjugované s fluorofory, nebo
fluorogenni substraty, které fluoreskuji v misté enzymové aktivity (chemifluorescence).
Jednou z vyhod této metody je, Ze fluorescenéni signdl je stabilni po dlouhou dobu.
Navic Siroka paleta fluorofori umoznuje soucasné detekovat vice cilovych proteinii

v jednom vzorku (mnohonéasobné detekce) (http://www.millipore.com).

2.6.4 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Obecny princip hmotnostni spektrometrie (MS) je produkce, separace a detekce
iontli v plynné fazi (Obr. 14). Pro pfenos molekuly do plynné faze jsou tradicné
pouzivany metody tepelného vyparovani. Mezi klasické metody slouzici k ionizaci patii
elektronovy naraz a chemicka ionizace. AvSak vétSina biomolekul podléha za téchto
podminek vyznamnému rozkladu. Proto az do vynélezu ,,m&kkych* ioniza¢nich technik,
jako je napt. MALDI-MS, nebyla hmotnostni spektrometrie pouzivdna pro bézné

aplikace v biologickych védach (Jurinke 2004).
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Obr. 14. Schéma MALDI-TOF (http://gbab.aber.ac.uk).

Pfed vlastnim zahijenim MALDI-TOF MS je roztok analytu smichan
s roztokem piisluSné matrix. Po nasledné kokrystalizaci je vrstva matrix-analyt
na vhodném nosici kratce (ns) zasazena laserovym paprskem. Matrice energii pulzu
absorbuje a jeji rozklad ionizuje molekuly vzorku. Ionty analyzované latky po zrychleni
silnym elektrickym proudem vstupuji do vakua v trubici detektoru letu, kde se pohybuyji
rychlosti danou jejich hmotnosti a ndbojem. Jakmile je zndm cas letu Castice, lze
vypocitat pomér hmotnost/naboj analyzované ¢astice (Havli§ 1999, Roepstorff 2000).

Vyhodou této metody je vysoka citlivost a rychlost méfeni. Pii analyze se vzorek

wev

2.6.5 Cirkularni dichroismus

Cirkuldrni dichroismus (CD) ptedstavuje rozdil absorbanci levotocive
a pravotoCiveé cirkularné polarizovaného svétla u opticky aktivni latky. Cirkuldrni
dichroismus méteny jako funkce vlnové délky se nazyvd CD spektroskopie. CD
spektroskopie je Siroce vyuzivana ke studiu chirdlnich molekul vSech typt a velikosti,
sekundarni a terciarni struktury makromolekul, zejména bilkovin.

Meéteni se provadi ve viditelné a ultrafialové oblasti elektromagnetického
spektra. Je-li zkoumana molekula chirdlni, pak jeden typ cirkuldrné polarizovaného
svétla bude absorbovan ve vétSi mife nez ostatni a CD signal odpovidajici piislusné

vinové délce bude nenulovy. CD signal muze byt kladny ¢i zaporny podle toho, zda
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levotocivé cirkularné polarizované svétlo je absorbovano ve vétsi mife neZ pravotociveé
cirkularn€ polarizované svétlo (CD signdl kladny), nebo v mens$i mife (CD signal

zaporny) (http://www.photophysics.com).

2.6.5.1 Stanoveni sekunddrni struktury proteinit pomoci CD

Sekundarni struktura mtize byt ur¢ena pomoci CD spektroskopie v tzv. vzdalené
UV spektralni oblasti (190-250 nm). Na téchto vlnovych délkach je chromoforem
peptidovéd vazba. Sekundarni struktury a-helix, B-sklddany list a struktura ndhodného
klubka vedou k charakteristickému tvaru a velikosti CD spektra (Obr 15). Pfiblizny
podil kazdého typu sekundarni struktury, ktery je pfitomen ve vSech bilkovinach, mtze
byt stanoven na zdklad¢ analyzy CD spektra méfené¢ho ve vzdalené UV oblasti jako
souCet Castecnych nasobkl referencnich spekter pro kazdy konstrukéni typ

(http://www.ap-lab.com).

CD signal odrdzi primér celého souboru molekul, a proto nelze urcit, které
konkrétni zbytky jsou zapojeny do dané struktury. Pro CD spektroskopii métenou ve
vzdalené UV oblasti je potieba 20 az 200 ul roztoku obsahujiciho 50 pg/ml az 1 mg/ml

proteinu v pufru, ktery nemé vysokou absorbanci v této oblasti spektra (http:/www.ap-

lab.com).

8 - —— p-sldadany list
— t-helx
nahaodné kKublo

[8] x 107

200 220 240 260
vinewa délka ()
Obr. 15. CD spektra polylysinu ve tfech odliSnych konformacich

(http://www.chemgapedia.de).
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2.7 Glutathion-S-transferasa

Glutathion-S-transferasy (GSTs, EC 2.5.1.18) jsou rodinou enzymt, které jsou
obecné uznavany jako detoxikacni enzymy podilejici se na metabolismu fady
endogennich a cizorodych latek katalyzou konjugace téchto sloucenin s glutathionem
(GSH). Mechanismem této konjugace je nukleofilni adice GSH na elektrofilni centrum
substratu. Savei GSTs lze rozdélit do dvou strukturné a evoluéné odlisnych strukturnich
nadrodin — cytosolickou (GST) a mikrosomalni (MGST).

Na zaklad¢ sekvence aminokyselin se rozpoznava 8 ttid savcich cytosolickych
GST: alfa, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta, zeta. Jsou to homo- nebo heterodimerni
proteiny. Jednotlivé podjednotky maji molekulovou hmotnost okolo 25 kDa. Kazda
podjednotka obsahuje jedno aktivni misto se dvéma misty vazebnymi — jedno pro GSH
(G-vazebné misto) a druhé pro hydrofobni substrat (H-vazebné misto) (Singh a kol.
1987, http://www.drugmetabolism.co.uk, Edalat 2002).

Mikrosomalni GST jsou oznacovany téZ jako MAPEG (membrane-associated
proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) a ucastni se metabolismu
prostaglandini a leukotrienii. Zastupci této nadrodiny se vyskytuji ve formé
homotrimerd.

GST, patiici mezi konjugacni enzymy II. fidze biotransformace, jsou zndmy
pfedevSim jako bunétné katalyzatory konjugace nukleofilni thiolové skupiny GSH
s riznymi potencidlné toxickymi elektrofilnimi latkami. Dnes se vSak piedpoklada, Ze
nékteré izoenzymy GST hraji roli 1 v katalyze syntézy steroidii a prostaglandint. Maji
peroxidasovou a isomerasovou aktivitu a bylo prokézano, ze GST nekovalentné vazou
hydrofobni slouceniny podobné jako transportni proteiny, a proto byly pojmenovany
jako ligandiny. V nedavné dob¢ byla presentovana dalsi funkce téchto enzymu - role
regulacni (Edalat 2002, Sheehan a kol. 2001).

Mnohé studie prokazaly souvislost mezi sklonem k nddorovému onemocnéni
a souasnym nedostatkem GST. GST jsou dale spojovany s ochranou pred
neurodegenerativnimi chorobami. U dalSich chorob, jako je napf. roztrousena sklerosa,
mohou mit GST vliv na stupeil zavaznosti tim, Ze chrani buiikky pfed ROS (reaktivnimi

formami kysliku) (Edalat 2002).
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2.7.1 Glutathion-S-transferasa ze Schistosoma japonicum

Jako modelovy protein jsem ve svych pokusech pouzivala rekombinantni GST
ze Schistosoma japonicum (krevnicka jaterni, 7Trematoda). Tento enzym je
homodimerem s molekulovou hmotnosti podjednotek kolem 26 kDa (218
aminokyselin/podjednotka; Obr. 16). Sekvence a strukturni homologie tohoto enzymu
jsou podobné savéim GST tiidy mi, ackoliv vykazuji smés biochemickych vlastnosti
tiid alfa, mi a pi. S ostatnimi GST sdili nékteré strukturni charakteristiky: kratka
N-terminalni doména (aminokyselinové zbytky 1-76) slozend ze 3 o-helixi
a 4 antiparalelnich ~ B-sklddanych  listl, nésleduje  kratky spojovaci  usek
(aminokyselinové zbytky 77-84) a del§i C-terminédlni doména (zbytky 85-218), které je
slozend z péti a-helixi (Lim a kol. 1994, McTigue a kol. 1995, Cardoso a kol. 2003).
Poslednich 8 aminokyselinovych zbytkl tvoii otevienou vlasenku, kterd neni pritomna
u zadné znamé savéi GST a je specifickd rozpoznavand monoklondlnimi protilatkami
proti GST ze Schistosoma japonicum. Na vzniku dimeru se ucastni nasledujici
aminokyselinové zbytky: 50-53, 63-66, 67-76, 77-85, 88-109 a 129-136. Na styku obou
podjednotek se podileji také dva solné mustky (Asp77-Arg89 a Glu51-Argl36)
(McTigue a kol. 1995).

Kazda podjednotka GST obsahuje dvé vazebnd mista — jedno pro glutathion
(G-vazebné misto) a druhé pro elektrofilni substrat (H nebo téz hydrofobni vazebné
misto). Na vzniku G-vazebného mista a tedy i na vazbé glutathionu se podileji zejména
aminokyselinové zbytky Tyr7, Asn54, Leu55, GIn67 a Ser68 (Lim a kol. 1994). Zd4 se,
ze Tyr7 hraje vyznamnou roli v katalytickém mechanismu tohoto enzymu tim, Ze
stabilizuje thiolatovy anion GSH a zvySuje nukleofilitu thiolatového aniontu
ve srovnani s protonovanym thiolem (Anddjar-Sanchez a kol. 2005). Elektrofilni
substrat se vaze na Tyrlll (H-vazebné misto). H-vazebné misto je dale tvofeno
aminokyslinovymi zbytky Tyr7, Leul3, Argl03, Tyr104, Ser107 a Tyrl11 (Cardoso
a kol. 2003). Ackoliv se G-vazebna mista savCich GST a GST ze Schistosoma
Jjaponicum strukturné podobaji, jejich H-vazebna mista se vyrazné 1i§i (Lim a kol. 1994,

Cardoso a kol. 2003).
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Obr. 16. Trojrozmérny model struktury homodimeru GST ze Schistosoma japonicum
v komplexu s glutathionem. RiZzova stuha znazoriiuje useky oa-helixu, Zluté Sipky
3-skladany list a bilé ¢ary spojovaci useky (napt. smycky a ohyby) mezi nimi. Zbytky
Arg jsou vyznaceny zlutymi kolecky. Zdroj: RCSB Protein Databank (zdznam 1UAS,

http://www.pdb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1UAS5&bionumber=1), upraveno

v programu Jmol Version 12.0.41.
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3 CILE PRACE

Cilem této prace bylo:

1)

2)

3)

Porovnat vliv methylglyoxalu (0,5-2 mM), glukosy (50 mM) a fruktosy (50 mM)
na aktivitu, strukturu a funkci enzymu glutathion-S-transferasy ze Schistosoma
Jjaponicum pomoci stanoveni katalytické aktivity GST, stanoveni primarnich
aminoskupin, méfeni AGE produktli s fluorescencnimi vlastnostmi a vnitini
fluorescence GST, SDS-PAGE a nésledného Western blottingu, nativni PAGE,
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a CD spektroskopie.

Zjistit ucinek glyceraldehydu (0,5-10 mM) na aktivitu a funkci enzymu
glutathion-S-transferasy ze Schistosoma japonicum pomoci stanoveni
katalytické aktivity GST, stanoveni primarnich aminoskupin, méfeni AGE
produktl s fluorescencnimi vlastnostmi a vnitini fluorescence GST, SDS-PAGE

a nasledného Western blottingu a nativni PAGE.

Porovnat ucinek vSech pouzitych glykacnich Cc¢inidel a zjistit, zda spolu

stanovované parametry koreluji.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

Pouzivany enzym, rekombinantni glutathion-S-transferasa  pochazejici
ze Schistosoma japonicum, byl dodan firmou GenScript. Methylglyoxal 40% roztok,
akrylamid, bis-akrylamid, tris(hydroxymethyl)aminomethan, persiran amonny,
bromfenolova modi, glycin, 2-merkaptoethanol, Coomassie Blue G250, Tween 20,
Ponceau S, chlorid hofe¢naty hexahydrat, nitrobluetetrazoliova stl, D-fruktosa, 2,4,6-
trinitrobenzensulfonovd kyselina, 1-chloro-2,4-dinitrobenzen, fenazinmethosulfat,
redukovany glutathion, B-alanin a dusi¢nan stfibrny byly vyrobeny firmou Sigma-
Aldrich. Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat, kyselina chlorovodikova,
isobutanol, chlorid draselny, dihydrogenfosfore¢nan draselny, methanol, kyselina
citronovd monohydrat, ethanol, chlorid sodny a vodny roztok formaldehydu (36-38%)
byly dodany firmou Penta. Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, isopropylalkohol,
hydroxid sodny, vodny roztok amoniaku (min. 25%), D-glukosa, polyethylenglykol
2000 a hydrogenuhli¢itan sodny byly zakoupeny od firmy Lachema. Dodecylsiran
sodny a glyceraldehyd byly dodény firmou BDH Chemicals. Glycerol a ethanol 96%
byly zakoupeny od firmy Kulich. Tetramethylethylendiamin od firmy Merck, PVDF
membrana, Precision Plus molekulové standardy, netucné suSené mléko od firmy Bio-
Rad. Krali¢i polyklonalni protilatky proti AGE (priméarni protilatka) a kozi polyklonalni
protilatky proti kralicim IgG protilatkdm konjugované s alkalickou fosfatasou
(sekundarni protilatka) byly ziskdny od firmy Acris Antibodies. Mysi monoklonalni
protilatky [3C] proti MGO (primarni protilatka) a krali¢i polyklondlni protilatky proti
myS$im IgG protildtkdm conjugované s alkalickou fosfatasou (sekundéarni protilatka)
jsou produkty firmy Abcam. Chemiluminiscenéni substrat pro alkalickou fosfatasu
DuoLux byl objednan z firmy Vector Laboratories, RTG filmy CL-XPosure byly
ziskany od Thermo Fisher Scientific, vyvojka a ustalova¢ jsou produkty firmy Foma
Bohemia. Lihomethanol a redestilovand voda byly ziskany z Katedry biochemickych

véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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4.2 Priprava zakladnich roztoku a reagencii

4.2.1 Fosfatovy pufr (PBS, phosphate buffered saline)

Pro nafedéni enzymu, methylglyoxalu, glyceraldehydu, glukosy a fruktosy jsem
pouzivala 10 mM PBS (pH 7.4), ktery byl pfipraven ze 4 g NaCl, 0,1 g KCI, 1,79 g
Na,HPO4x12H,0 a 0,136 g KH,PO., rozpusténim v piiblizn¢ 490 ml redestilované
vody, néslednou upravou pH na hodnotu 7,4 pomoci 1 M HCI a doplnénim

redestilovanou vodou do 500 ml.

4.2.2 Enzym
Obsah zkumavky (GenScript) jsem rozpustila v 1 ml redestilované vody, tim

jsem ziskala roztok glutathion-S-transferasy o koncentraci 1 mg/ml.

4.2.3 Roztok methylglyoxalu
Pro pfipravu inkubac¢nich smési jsem pouzivala 12 mM roztok methylglyoxalu,
ktery jsem si pfipravila nafedénim zasobniho 40% roztoku methylglyoxalu pomoci

10 mM PBS o pH 7.4.

4.2.4 Roztok glyceraldehydu

Pro pfipravu inkubacnich smési jsem si pfipravila 20 mM roztok
glyceraldehydu, ktery jsem ziskala rozpuSténim piesné navazky latky v odpovidajicim
mnozstvi 10 mM PBS o pH 7,4. Tento 20 mM roztok glyceraldehydu jsem poté pomoci
10 mM PBS o pH 7,4 nafedila na nasledujici koncentrace: 1 mM, 2 mM, 4 mM

a 10 mM, které jsem pouzila k piiprave inkuba¢nich smési.

4.2.5 Roztok fruktosy
Pro pfipravu inkubaénich smési jsem pouzivala 100 mM roztok fruktosy, ktery
jsem pfipravila rozpusténim presné navazky latky v odpovidajicim mnozstvi 10 mM

PBS o pH 7.,4.
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4.2.6 Roztok glukosy
Pro pfipravu inkubacnich smési jsem pouzivala 100 mM roztok glukosy, ktery
jsem si pfipravila rozpusSténim pfesné navazky latky v odpovidajicim mnozstvi 10 mM

PBS o pH 7.,4.

4.3 Priprava inkubaénich smési

4.3.1 Inkubacéni smési s MGO, glukosou a fruktosou

Pro sledovani vlivu glykacnich ¢inidel MGO, glukosy a fruktosy jsem pfipravila
6 inkubacnich smési o celkovém objemu 700 pl podle nasledujicich tabulek (Tab. 1,
Tab. 2). Inkubace probihala po dobu 14 dni pfi teploté¢ 37°C. Nizkomolekularni
slou¢eniny byly nasledné odstranény pomoci centrifugacni jednotky Microcon (velikost
péra 10 kDa) za pouziti 10 mM PBS o pH 7,4. Obsah bilkoviny byl zméfen
Bradfordovou metodou a upraven nakoncentraci 0,5 mg/ml. Jako standard
pro sestaveni kalibra¢ni pfimky byl pouzit roztok GST o koncentraci 1 mg/ml. Vzorky
byly déle skladovany pfi teploté -20 °C.

Inkubaéni smési pro méfeni katalytické aktivity GST se pfipravovaly rovnéz
podle Tab. 1 a Tab. 2, ale jejich inkubace probihala po dobu 180 minut pii 37 C
a nebyly u nich pfed vlastnim stanovenim odstranény nizkomolekuldrni latky.

Ve vsech vzorcich byly sledovany nasledujici parametry: fluorescence, mnozstvi
aminoskupin, katalyticka aktivita GST, zmény v ndboji molekuly GST (nativni PAGE),
vznik  vysokomolekuldrnich cross-linki  (SDS-PAGE), vznik AGE produktl
(imunoblotting) a spektra cirkularniho dichroismu. Vzorky 1, 2 a 4 byly navic odeslany
na analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie Maldi-Tof s cilem odhalit modifikované
aminokyselinové zbytky a vznikajici AGE produkty. Méfeni spekter cirkularniho
dichroismu a hmotnostni spektrometrie Maldi-Tof probihali ve spolupraci s Ustavem

pro organickou chemii a biochemii, Akademie véd CR.
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Tab. 1: Vysledné koncentrace inkubacnich smési s MGO, glukosou a fruktosou.

Inkubacéni Koncentrace Koncentrace
smés GST [mg/ml] glykaéniho
¢inidla [mM]
1 0,5 0
2 0,5 MGO 0,5
3 0,5 MGO 1
4 0,5 MGO 2
5 0,5 Frc 50
6 0,5 Gle 50

Tab. 2: Piiprava inkuba¢nich smési s MGO, glukosou a fruktosou.

GST MGO Frc Gle PBS
fnkubatnd | gt | 12mM | 100mM | 100mM | 10mm
sSmes ] m m mi ]

1 350 0,0 0 0 350
2 350 29,2 0 0 320,8
3 350 583 0 0 291,7
4 350 116,7 0 0 2333
3 350 0,0 350 0 0

6 350 0,0 0 350 0

4.3.2 Inkubacni smési s glyceraldehydem

Pro sledovani vlivu koncentrace glykacniho ¢inidla GA jsem si pfipravila 6
inkubacnich smési o celkovém objemu 600 pl podle nasledujicich tabulek (Tab. 3, Tab.
4). Inkubace probihala po dobu 7 dni pfi teploté 37°C. Nizkomolekularni slouceniny
byly nasledné odstranény pomoci centrifugac¢ni jednotky Microcon (velikost port
10 kDa) za pouziti 10 mM PBS o pH 7,4. Obsah bilkoviny byl zméfen Bradfordovou

metodou a upraven na koncentraci 0,5 mg/ml. Vzorky byly dale skladovany pfi teploté

-20 °C.
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Tab. 3: Vysledné koncentrace inkubacnich smési s GA.

Inkubacéni Koncentrace Koncentrace GA
smés GST [mg/ml] [mM]

1 0,5

2 0,5 0,5

3 0,5 1

4 0,5 2

5 0,5 5

6 0,5 10

Tab. 4: Piiprava inkuba¢nich smési s GA.

Inkubacni GST PBS GA Koncentrace
smés 1 mg/ml 10 mM [pd] zasobniho

[pd] [pl] roztoku GA

1 300 300 0 0 mM

2 300 0 300 I mM

3 300 0 300 2 mM

4 300 0 300 4 mM

5 300 0 300 10 mM

6 300 0 300 20 mM

4.4 Stanoveni katalytické aktivity GST

4.4.1 Princip stanoveni
Principem metody je spektrofotometrické stanoveni tvorby
S-2,4-dinitrofenylglutathionu za minutu pfi pouziti 0,1 M 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu

a 0,1 M glutathionu.
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Obr. 17. Princip stanoveni katalytické aktivity GST.

4.4.2 Roztoky pro stanoveni aktivity GST

Roztok substratu (0,1 M 1-chloro-2.4-dinitrobenzen)

Roztok se pfipravi rozpuSténim piesné navazky v odpovidajicim mnoZstvi 96%

ethanolu v eppendorfce s uzavérem.

Roztok konjugacéniho ¢inidla ( 0,1 M redukovany glutathion)

Roztok se pfipravi rozpuSténim pfesné navazky v odpovidajicim mnoZstvi

redestilované vody.

0.1 M fosfatovy pufr o pH 6.5

Pufr se pfipravi v cCas potieby smisenim 0,1 M Na,HPOsx12H,O s0,1 M
NaH,PO4x2H,0 pftiblizné v poméru 1:3 za kontroly pH na pH-metru.

4.4.3 Vlastni pribéh stanoveni aktivity GST

Pro stanoveni aktivity GST je nutné si pfipravit roztok substratu, roztok
konjugacniho ¢inidla, 0,1 M fosfatovy pufr o pH 6,5 a pfislusnou sérii vzork. Méteni
jsem provadéla na UV-VIS spektrofotometru HELIOS B pti vlnové délce 340 nm

za pouziti 7 kyvet (5 vzorkli a 2 slepé vzorky). Pred kazdym dil¢im méfenim je
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potiebné si pfipravit tzv. master mix, coZ v mém piipadé znamenalo 7760 ul 0,1 M
fosfatového pufru o pH 6,5, 80 pl roztoku substratu a 80 pl roztoku konjugacniho
¢inidla. Po lehkém promiseni se do kazdé kyvety napipetuje 990 pl tohoto master mixu
a nasledné¢ 10 pl vzorku ¢i PBS (slepy vzorek). Pfed zahdjenim méfeni jsem
experimentalné zjistila, kolikrat je nutné vzorky natedit tak, aby byla hodnota
absorbance niz§i nez 0,800. Jednotlivé vzorky se fedi az pfed kazdym jednotlivym
méfenim. Vzorky se inkubuji celkov€é po dobu 180 minut pii 37 °C, v jednotlivych
intervalech se odebere urcité mnozstvi vzorku, které se nasledné zfedi v diive zjiSténém
poméru a provede se metfeni na pristroji HELIOS B (pocet cykli - 4, doba jednoho
cyklu - 60 s). Pomér konjugovaného substratu se vypocita z odectené absorbance po 1
min s pouzitim extinkéniho koeficientu 9,6 mM™cm™ pti 340 nm. Po ukonéeni méfeni

se graficky znazorni zavislost aktivity na Case.

4.5 Stanoveni primarnich aminoskupin

4.5.1 Princip stanoveni

Stanoveni je zalozeno na reakci primdrni aminoskupiny obsazené v bilkoviné
(Lys, N-koncova AK) s kyselinou 2,4,6-trinitrobenzensulfonovou (pikrylsulfonovou,
TNBS), pii které dochazi ke vzniku trinitrofenyl-aminokyseliny (TNP-AK), ktera

absorbuje pii 340 nm.
)
SO, NH
O.,N NO, O,N NO,
+ R—NH, _— >
NO, NO,
TNBS protein, peptid, TNP-AK

aminokyselina,...

Obr. 18. Princip stanoveni primarnich aminoskupin.
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4.5.2 Roztoky pro stanoveni primarnich aminoskupin

4% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného o pH 8.4

Roztok se pfipravi rozpusténim 4 g hydrogenuhli¢itanu sodného v pfiblizné
90 ml redestilované vody, poté se upravi pomoci 4% NaOH na pH-metru pH na 8.,4.

Doplni se do 100 ml redestilovanou vodou. Uchovava se v lednici.

0.1% roztok TNBS

Roztok se pfipravi v €as potieby nafedénim zasobniho 5% roztoku

redestilovanou vodou.

1 M roztok kyseliny chlorovodikové

1 M roztok kyseliny chlorovodikové se pfipravi smisenim pfislusného mnoZzstvi
koncentrované kyseliny chlorovodikové s redestilovanou vodou. Roztok se uchovava

v lednici.
500 uM [B-alanin

22,273 mg PB-alaninu se rozpusti v5 ml 10 mM PBS o pH 7,4. Tento zasobni
roztok B-alaninu nafedime 100krat 10 mM PBS o pH 7.,4.

4.5.3 Vlastni pribéh stanoveni primarnich aminoskupin

Pro stanoveni aminoskupin je nutné si nejprve pfipravit nasledujici roztoky: 4%
roztok hydrogenuhli¢itanu sodného o pH 8,4, 0,1% roztok TNBS, 1 M HCI a 500 uM
B-alanin. Pro nasledné sestrojeni kalibra¢ni kiivky jsem si ptipravila dle nésledujici
tabulky (Tab. 5) sérii vzorkl v triplikatu. Déle se ptidd ke kazdému vzorku 1 ml 4%
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 50 pl 0,1 % roztoku TNBS. Vzorky se zamichaji
na tfepacce a nechaji se 120 minut inkubovat v termomixeru pii 37 °C. Po ubé&hnuti
doby inkubace se napipetuje do vSech vzorkit 100 ul 1 M HCIl a 100 pl 10% SDS.
Protiepe se a zmé&fi se absorbance pii 340 nm na pfistroji HELIOS B. Ze ziskanych dat

se sestroji kalibraéni pfimka.
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Tab. 5: Piiprava vzorkt pro kalibraci

Vzorek Latkové mnoZstvi Roztok p-Ala | 10 mM PBS
¢islo | p-Ala ve vzorku [nmol] | 500 pM [pl] | o pH 7,4 [pl]
1 0 0 200
2 20 40 160
3 30 60 140
4 40 80 120
5 50 100 100
6 60 120 80
7 80 160 40
8 100 200 0

V ptipad€ vzorkl se postupuje obdobnym zpiisobem. Z kazdé inkubacni smési
jsem odebrala 100 pl, pfidala 100 pl 10 mM PBS o pH 7.4, 1 ml 4% roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho a 50 pul 0,1 % roztoku TNBS. Od kazdého vzorku jsem
ptfipravila opét triplikat. Hned po pfiddni jsem pofadn€ protiepala a inkubovala
120 minut pifi 37 °C. Déle se postupuje stejné jako v predchozim ptipad€. Vzorky
se méfi proti redestilované vode€. Nasledné se odecte hodnota slepého vzorku (misto
bilkoviny obsahuje PBS) a vypocitd se latkové mnozstvi volnych aminoskupin ve

vzorku, které se vztahne na latkové mnozstvi GST.

4.6 Meéreni fluorescence

Pro zjisténi mnozstvi fluoreskujicich glykaénich produktti se jednotlivé vzorky
rozpipetuji po 200 pl na 96-ti jamkovou mikrotitracni desticku a samotné meéteni
se provede na cCteCce mikrotitratnich destitek TECAN INFINITE M200 pfi
specifickych vlnovych délkach excitace a emise (Aex/Aem: 295 nm/386 nm pro vnitini
fluorescenci, 370 nm/440 nm pro ,total AGEs®, 335 nm/385 nm pro pentosidin, 330
nm/410 nm pro AGEs a 320 nm/380 nm pro argpyrimidin).
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4.7 Elektroforesa a imunoblotting

Zmény v molekule GST byly pozorovany pomoci polyakrylamidové gelové
elektroforézy (PAGE) za denaturujicich (SDS-PAGE) i nedenaturujicich podminek
(nativni PAGE). Vznik glykacnich produkti byl sledovdn pomoci imunoblottingu

se specifickymi protilatkami.

4.7.1 SDS-PAGE
4.7.1.1 Roztoky pro SDS-PAGE

4 M roztok kyseliny chlorovodikové

4 M roztok kyseliny chlorovodikové se pfipravi smisenim piislu§ného mnoZzstvi
koncentrované kyseliny chlorovodikové s redestilovanou vodou. Roztok se uchovava

v lednici.

Zasobni roztok akrylamidu a bisakrylamidu

Tento roztok se pfipravi rozpuSténim 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu
v malém mnozstvi redestilované vody za stalého michéni. Vznikly roztok se doplni
v odmérné baiice redestilovanou vodou do 100 ml. Zasobni roztok se uchovava

v lednici.

1.5 M TRIS-HCI pufr o pH 8.8

Pufr se pfipravi rozpuSténim 18,5 g TRISu v redestilované¢ vodé€, nasledné
se upravi pH na pH-metru pomoci 4 M HCI a doplni v odmérné barice redestilovanou

vodou do 100 ml. Pufr se uchovava v lednici.

0.5 M TRIS-HCI pufr o pH 6.8

Puft se pfipravi rozpusténim 6 g TRISu v redestilované vod¢, nasledné se upravi
pH na pH-metru pomoci 4 M HCI a doplni v odmérné baiice redestilovanou vodou

do 100 ml. Pufr se uchovava v lednici.

10% roztok dodecylsiranu sodného (SDS)

Roztok se pfipravi rozpuSténim 10 g dodecylsiranu sodného v 80 ml
redestilované vody a naslednym doplnénim v odmérné bance redestilovanou vodou

do 100 ml. Uchovava se pfi laboratorni teploté.
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0.5% roztok bromfenolové modfi

Roztok se pfipravi rozpusténim 50 mg bromfenolové modii v 10 ml

redestilované vody. Uchovava se pfi laboratorni teplot¢.

Koncentrovany elektrodovy pufr

Pufr se pfipravi rozpusSténim 72 g glycinu, 15 g TRISu, 5 g dodecylsiranu
sodného v 900 ml redestilované vody. Na pH-metru se upravi pH na 8,3 pomoci 4 M
HCI a doplni se vodmérné barnce redestilovanou vodou do 1000 ml. Rozdé€li se

po 100 ml do plastikovych nddobek a dé se zmrazit.

Elektrodovy pufr

70 ml zasobniho elektrodového pufru se smichd v cas potifeby s280 ml

redestilované vody.

Zasobni vzorkovy pufr

Pufr se ptipravi smisenim 1,3 ml redestilované vody, 1,0 ml 0,5 M TRIS-HCI
pufru o pH 6,8, 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10% roztoku dodecylsiranu sodného a 0,6 ml

0,5% roztoku bromfenolové modfi. Pufr se uchovava v lednici.

Vzorkovy pufr

Pufr se pfipravi v c¢as potieby smisenim potfebného mnoZstvi zasobniho
vzorkového pufru s 2-merkaptoethanolem. Na 1 ml vzorkového pufru piipada 50 pl

2-merkaptoethanolu.

Isobutanol nasyceny vodou

Isobutanol nasyceny vodou se pfipravi smisenim cistého isobutanolu
s redestilovanou vodou. V horni vrstvé se nachdzi isobutanol nasyceny vodou.

Uchovava se v lednici.

10% persiran amonny

Roztok se pfipravi tésné pied pouZitim rozpusténim piisluSného mnoZzstvi

persiranu amonného v redestilované vod¢.

4.7.1.2 Priprava gelii pro SDS-PAGE

Pro SDS-PAGE jsem pouzivala 12,5% separacni a 4% zaostfovaci gel. Podle
rozpisu v nasledujici tabulce (Tab. 6) jsem v malé kadince pfipravila roztok pro 12,5%
separacni (spodni) gel. Po lehkém promichéni jsem ihned pipetou nalila roztok mezi

skla s tloustkou spacert 0,75 mm do vysky ptfiblizn€¢ 4,5 cm od spodniho okraje. Poté
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jsem roztok po celé délce opatrné pievrstvila isobutanolem nasycenym vodou. Nasledné

jsem gel nechala asi 45 minut polymerovat pfi laboratorni teploté.

Tab. 6: Rozpis pro ptipravu 12,5% separacniho gelu (pro 2 gely o tloust'ce 0,75 mm)

12,5% separacni gel 0,75 mm Objem
Redestilovana voda 3,2 ml

1,5 M TRIS-HCI pufr pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml

Roztok AA + bis AA 4,2 ml

-------------- iniciace polymerace----------------
Roztok APS 58 ul
TEMED 4 ul

Po ukonceni polymerace jsem opatrné slila isobutanol, vrchni ¢ast gelu jsem
oplachla redestilovanou vodou a prostor nad gelem jsem vysusila filtracnim papirem.
Poté jsem pfipravila roztok na ptipravu zaostiovaciho (vrchniho) gelu podle nasledujici
tabulky (Tab. 7). Opatrné jsem ho promichala a ihned se pipetou nalila na spodni gel az
po horni okraj skel. Déle jsem mezi skla pod tthlem 45° zasunula hieben az po drazky,
¢imz jsem dosédhla vytlaceni bublin vzduchu a vytvofeni jamek pro nanaSeni. Gel jsem
nechala polymerovat alespont 2 hodiny, nejlépe ptes noc v lednici. Pokud nechavame

gely v lednici, je nutné je zabalit do potravinaiské folie, aby nevyschly.

Tab. 7: Rozpis pro ptipravu 4% zaostfovaciho gelu (pro 2 gely o tloust'ce 0,75 mm)

4% separacni gel 0,75 mm Objem
Redestilovana voda 3,125 ml

0,5 M TRIS-HCI pufr pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 0,05 ml

Roztok AA + bis AA 0,5 ml

-------------- iniciace polymerace----------------
Roztok APS 60 ul
TEMED Sul
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4.7.1.3 Priibéh SDS-PAGE

Nejprve jsem z piipravenych gelt opatrné vyndala hiebeny a jamky proplachla
redestilovanou vodou. Piipravila jsem si stojanek na elektroforesu, zelené tésnéni
na vnitini ¢asti jsem lehce potiela tukem a skla s gelem pfitlacila z kazdé strany tésnéni
krat$im sklem smérem dovnitf. Vnitini ¢ast stojanku se skly jsem zasunula do vnéjsi
Casti stojanku na elektroforesu a pfitdhla sponami. Stojanek jsem vloZzila do vanicky
na elektroforesu. Do vrchniho 1 spodniho elektrodového prostoru jsem nalila
elektrodovy pufr a pomoci nanaseciho bloku jsem do prvni jamky pipetou nanesla 5 pl
standardu (molekulovy marker) a do dalSich jamek 15 pl vzorku. Tyto vzorky byly
nejprve smichany se vzorkovym pufrem v poméru 2:1 a néasledné 3 minuty zahiivany
v termobloku pii 99 °C. Déle jsem vanic¢ku umistila do ledové 1azné, ptiklopila vickem
a pfipojila ke zdroji napéti. Elektroforesa nejprve probihala pii konstantnim napéti
100 V, dokud vzorky nedosahly rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu. Poté jsem
napéti zvysila na 200 V. Jakmile ¢elo dosahlo spodniho okraje gelu, zdroj jsem vypnula.
Celkovéa doba déleni byla asi 50 minut. Stojanek jsem vytdhla z vani¢ky a vyndala jsem
skla s gelem. Skla jsem opatrné rozeviela pomoci zeleného plastového klinku a odfizla
jsem separacni gel od spacert a zaroven od zaostfovaciho gelu. Separacni gel jsem bud’
nasledné obarvila (stfibrem nebo Coomassie Blue G250) nebo jsem bilkoviny pfenesla

na PVDF membranu pomoci western blottingu.

4.7.2 Nativni PAGE
4.7.2.1 Roztoky pro nativni PAGE

Koncentrovany elektrodovy pufr

Pufr se pfipravi rozpusténim 72 g glycinu a 15 g TRISu v 900 ml redestilované
vody. Na pH-metru se upravi pH na 8,3 pomoci 4 M HCI a doplni se v odmérné baiice
redestilovanou vodou do 1000 ml. Rozdéli se po 100 ml do plastikovych nddobek a da

se zmrazit.

Elektrodovy pufr

Pufr se pfipravi v €as potieby smisenim 70 ml z&sobniho elektrodového pufru

s 280 ml redestilované vody.
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Vzorkovy pufr
Pufr se ptipravi smisenim 4,3 ml redestilované vody, 1,0 ml 0,5 M TRIS-HCI

pufru o pH 6,8, 2,0 ml glycerolu, 0,6 ml 0,5% roztoku bromfenolové modii. Uchovéva

se v lednici.

Ostatni roztoky jsou shodné s roztoky pro SDS-PAGE.

4.7.2.2 Priprava gelii pro nativni PAGE

Pro nativni PAGE jsem pouzivala 10% separacni a 4% zaostfovaci gel. Rozpis
pro piipravu obou geli opét uvadim v nésledujicich tabulkdch (Tab. 8, Tab. 9).
Na ptipravu gelli pro nativni PAGE jsem pouzivala skla s tloustkou spacert 1,5 mm.

Ostatni postup ptipravy je shodny s piipravou geli pro SDS-PAGE.

Tab. 8: Rozpis pro ptipravu 12,5% separacniho gelu (pro 2 gely o tloust'ce 1,5 mm)

10% separaéni gel 1,5 mm Objem
Redestilovana voda 8,0 ml

1,5 M TRIS-HCI pufr pH 8,8 5,0 ml
Roztok AA + bis AA 6,8 ml

-------------- iniciace polymerace----------------
Roztok APS 116 pl
TEMED 8 ul

Tab. 9: Rozpis pro ptipravu 4% zaostfovaciho gelu (pro 2 gely o tloustce 1,5 mm)

4% separacni gel 1,5 mm Objem
Redestilovana voda 6,35 ml

0,5 M TRIS-HCI pufr pH 6,8 2,5 ml
Roztok AA + bis AA 1,0 ml

-------------- iniciace polymerace----------------
Roztok APS 100 pl
TEMED 10 pl
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4.7.2.3 Pribéh nativni PAGE

Nejprve jsem z piipravenych geld opatrné vyndala hieben a jamky proplachla
redestilovanou vodou. Pfipravila jsem si stojanek na elektroforesu, t€snéni na vnitini
Casti stojanku lehce potiela tukem a skla s gelem pfitlacila z kazdé strany tésnéni
krat§im sklem smérem dovnitf. Vnitini ¢ast jsem zasunula do vné&jSi ¢asti stojanku
na elektroforesu a pfitahla sponami. Stojanek jsem vlozila do vani¢ky na elektroforesu.
Do horniho i1 dolniho elektrodového prostoru jsem nalila elektrodovy pufr a pomoci
nandSeciho bloku jsem pipetou nanesla do jamek 30 pl vzorku. Vzorky byly opét
nejprve smichany se vzorkovym pufrem v poméru 2:1. Dale jsem vanicku ponofila
do ledové lazné&, ptiklopila vickem a pfipojila ke zdroji napéti. Elektroforesa nejprve
probihala pfi konstantnim proudu 20 mA, dokud vzorky nedosahly rozhrani
zaostfovaciho a separacniho gelu. Poté jsem proud zvysila na 30 mA. Jakmile celo
doséhlo spodniho okraje gelu, zdroj jsem vypnula. Celkova doba déleni byla asi 180
minut. Stojanek jsem vyjmula z vanicky a vyndala jsem skla s gelem. Skla jsem opatrné
rozeviela pomoci zeleného plastového klinku a odfizla jsem separacni gel od spacerti
a zéroven od zaostfovaciho gelu. Separacni gel jsem nasledné obarvila Coomassie Blue

G250 nebo pomoci aktivitniho barveni na GST.

4.7.3 Barveni geli po SDS-PAGE a nativni PAGE
4.7.3.1 Barveni pomoci Coomassie Blue G250
Pro barveni touto metodou jsem pouzivala komeréné dodavany roztok EZBlue

gel staining reagent. Postup barveni je op€t znazornén v nasledujici tabulce (Tab. 10).

Tab. 10: Pribéh barveni gelit pomoci roztoku EZBlue gel staining reagent

Krok Roztok Cas
1 Redestilované voda 3 x 5 min
2 EZBlue 45 — 60 min
3 Redestilovana voda 1- 2 hod (i pfes noc)

4.7.3.2 Barveni stiibrem (Silver staining)

50% roztok isopropanolu (v/v)

Roztok se piipravi smisenim 50 ml ¢istého isopropanolu s 50 ml redestilované

vody.
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20% roztok dusi¢nanu stiibrného (w/v)

Roztok se piipravi navazenim 2 g dusi¢nanu stiibrného a doplnénim do 10 ml

redestilovanou vodou.

4% roztok hydroxidu sodného (w/v)

Roztok se pfipravi navazenim 0,4 g hydroxidu sodného a doplnénim do 10 ml

redestilovanou vodou.

Fixac¢ni roztok
Roztok se pfipravi navazenim 5 g polyethylenglykolu 2000 a doplnénim 50%

roztokem isopropanolu do 100 ml.

Barvici roztok
Roztok se pfipravi smisenim 1 ml 20% roztoku dusi¢nanu stiibrného, 1 ml 25%
vodného roztoku amoniaku, 5 ml 4% roztoku hydroxidu sodné¢ho a doplnénim

redestilovanou vodou do 100 ml.

Vyvijeci roztok

Roztok se pfipravi rozpusténim 5 mg kyseliny citronové v 80 ml redestilované
vody, ptida se 0,054 ml 37% roztoku formaldehydu a doplni se redestilovanou vodou

do 100 ml.

K barveni pomoci stiibra je nutné si pfipravit fixacni, barvici a vyvijeci roztok

tésn¢ pred vlastnim barvenim. Pribéh barveni naznacuje nasledujici tabulka (Tab. 11).

Tab. 11: Prib¢h barveni geli stiibrem (Silver staining)

Krok Roztok Cas pH | Velikost gelu
1 Fixacni roztok 30 min Smrst'uje se
2 Barvici roztok 15 min 11 Natahuje se
3 Redestilovana voda 3 x 1 min Je stejny
4 Vyvijeci roztok 2avicemin | 3 Je stejny
5 Redestilované voda
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4.7.3.3 Aktivitni barveni na glutathion-S-transferasu

Roztok se substraty

5,064 mg 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu a 20,44 mg nitrobluetetrazoliové soli
se rozpusti v 500 pl methanolu. 34,57 mg glutathionu se v25 ml odmérné barice
rozpusti v Na-fosfatovém pufru (pfiprava viz. Roztoky pro stanoveni aktivity GST).
Poté se ptipipetuje do 25 ml odmérné banky methanolicky roztok a doplni do 25 ml
Na-fosfatovym pufrem. Roztok se predehieje na 37°C.

Roztok fenazinmethosulfatu

605,7 mg TRISu se rozpusti v 80 ml redestilované vody, poté se na pH-metru
upravi pH na 9,6 pomoci 1 M HCl a doplni do 100 ml redestilovanou vodou. 22,98 mg
fenazinmathosulfatu se tésné pred pouzitim doplni v 25 ml odmérné baince TRIS-HCl

pufrem.

Uchovavaci roztok

5,84 g chloridu sodného se ve 100 ml odmérné batice doplni redestilovanou

vodou po rysku.

Pro tento typ barveni je nutné pfipravit 3 roztoky: roztok se substraty, roztok
fenazinmethosulfatu a uchovévaci roztok. Pritb¢h barveni popisuje tabulka 12. Po reakci
s fenazinmethosulfatem je gel tmavé fialovy a v mist¢ saktivni GST se objevuje

projasnéni (prithledny bod).

Tab. 12: Prib¢h barveni geld na aktivitu GST

Krok Roztok Cas
1 Roztok se substraty (37°C) 10 min
2 Redestilované voda (oplachnout)
3 Roztok fenazinmethosulfatu 3 —5min
4 Redestilovana voda (oplachnout)
5 Uchovavaci roztok

46



4.7.4 Western blotting
4.7.4.1 Roztoky pro imunoblotting

Blotovaci pufr
6,06 g TRISu a 28,8 g glycinu se rozpusti v pfiblizn¢ 500 ml redestilované vody,

pfida se 400 ml methanolu a doplni se vodmérmé bance redestilovanou vodou

do 2000 ml. Uchovava se v lednici.

0.1 M TRIS pufr o pH 8.0

Pufr se pfipravi rozpusténim 12,11 g TRISu v 800 ml redestilované vody, poté
se na pH-metru upravi pH na 8,0 pomoci 4 M HCI a doplni se redestilovanou vodou

v odmérné bance na 1000 ml. Uchovava se v lednici.

TBST
8,77 g chloridu sodného se rozpusti ptiblizné v 300 ml redestilované vody,
pfidaji se 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru o pH 8,0. Doplni se v odmérné

barce redestilovanou vodou do 1000 ml. Uchovava se v lednici.

TBS
2,19 g chloridu sodného se rozpusti v ptiblizn¢ 100 ml redestilované vody, ptida
se 25 ml 0,1 M TRIS pufru o pH 8,0 a doplni se v odmérné barce redestilovanou vodou

do 250 ml. Uchovava se v lednici.

AP pufr
6,06 g TRISu a 508 mg hexahydratu chloridu hofecnatého se rozpusti ptiblizné

ve 300 ml redestilované vody. Na pH-metru se pomoci 4 M HCI upravi pH na 9,5

a doplni se v odmérné bance redestilovanou vodou do 500 ml. Uchovava se v lednici.

Roztok TBST s 8% mlékem

Roztok se pfipravi rozpusténim 2 g mléka ve 25 ml TBST.

Roztok TBST s primarni protilatkou a 0.5% mléka

Roztok se pfipravi rozpusténim 125 mg mléka ve 25 ml TBST a ptidanim 25 pl

zasobniho roztoku primarni protilatky. Uchovéava se v mrazaku.

Roztok TBST s AP-sekundarni protilatkou

Roztok se piipravi pfidanim 12,5 pl zasobniho roztoku AP-sekundarni protilatky

ke 25 ml TBST. Uchovava se v mrazaku.
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Roztok vyvoiky a ustalovadée

Vyvojka i ustalova¢ se natedi redestilovanou vodou v poméru, ktery udava

navod vyrobce. Roztoky se mohou pouzit opakované. Uchovava se v lednici.

4.7.4.2 Vlastni provedeni blottingu

Metoda Western blotting se provadi po skon¢eni SDS-PAGE. Separacni gel se
necha nékolik minut plavat v blotovacim pufru. PVDF membrana se nech4 aktivovat
v methanolu a poté se ponoii do blotovaciho pufru. Dale se sestavi blotovaci sendvic.
Zacind se od spodni Cerné ¢asti blotovaciho sendvice a postupuje se smérem nahoru.
Vsechny soucésti sendvice se nejprve namoci v blotovacim pufru. Pfi sestavovani
sendvice se nejprve vlozi bild houbicka, jeden silny filtracni papir, dale gel, PVDF
membrana, op¢t jeden silny filtra¢ni papir a bila houbicka. Blotovaci zafizeni se uzavie
a vlozi do blotovaci vanicky. Do vani¢ky se vlozi leditko s ledem a vanicka se naplni
blotovacim pufrem tak, aby byl ponofen cely sendvic. Blotovaci vanicka se umisti
do ledové lazné, na zdroji se nastavi konstantni napéti 100 V a blotuje se 120 minut.
Po skonceni pfenosu se sendvi¢ otevie, membrana se vynda a oplachne v 25 ml TBS.
Déle se membrana pienese do sklenéné misky s 8% mlékem v TBST a necha se pies

noc v lednici (blokovani).

4.7.4.3 Inkubace s primdrni a sekunddrni protilatkou
Druhy den nasleduje inkubace membrany s protilitkami a promyvani
membrany. Membrana umisténa uvniti falkonky (50 ml) se promyva vzdy v piiblizné

10 ml pfislusného roztoku (viz. Tab. 13). VSechny roztoky musi mit laboratorni teplotu.

Tab. 13: Prib¢h promyvani membrany a inkubace s protilatkami

Krok Roztok Cas
1 TBST 2 X 5 min
2 Primérni protilatka 45 min
3 TBST 6 x 5 min
4 AP-sekundarni protilatka 45 min
5 TBST 6 X 5 min
6 TBS 2 X 5 min
7 AP-pufr 2 X 5 min
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4.7.4.4 Chemiluminiscencni detekce

Po sliti AP-pufru se na povrch membrany napipetuje asi 1,5 ml substratu
a inkubuje se 5 minut pii tlumeném svétle v temné komoie, kde se ptipravi fotomisky
s vyvojkou a ustalovacem, 2 krabicky s redestilovanou vodou, kazeta, RTG filmy,
fotopinzeta, nlizky a folie. Déle se membrana vyndd ze substratu, nechd se okapat,
prenese se na folii, do které se zabali, otie se vlhkost a umisti se do kazety. Nasledn¢ se
vynda potiebny pocet filmii a dle potieby se nastfihaji na vhodny rozmér. V kazeté se
polozi film na zabalenou membranu, kazeta se zavie a film se necha exponovat. Doba
osvitu se méni dle aktudlnich podminek. Thned po expozici se cely film ponofi
do vyvojky za neustdlého kyvani a sleduje se vyvijeni. KdyZz je film dostatecné
vyvolany, oplachne se v redestilované vodég, ponofi se do ustalovace a necha se né€kolik
minut plavat. Poté se opét na né€kolik minut ponoii do redestilované vody. Film se

vynda a neché se oschnout. Nevyvolany film je nutné uchovavat v temnu.

4.8 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Vzorky byly nejprve rozStépeny pusobenim chymotrypsinu na kratsi fragmenty,
které byly nasledné analyzovany na pfistroji Reflex IV (Bruker Daltonics). Jedna se
o MALDI-TOF pfistroj vybaveny dusikovym UV laserem (337 nm). Ziskana data byla
analyzovdna (misto a hmoty vzniklych modifikaci) v programu Bioworks Browser

(ThermoFinnigan).

4.9 Spektra cirkularniho dichroismu

Molarni elipticita (0) vzorkii v zavislosti na vinové délce byla meéfena
na spektrometru cirkuldrniho dichroismu J-815 (Jasco) v 0,5 cm kiemenné kyvete.
Ze ziskanych vysledkli bylo vypocteno mnozstvi bilkoviny (%) pfitomné v a-helikalni

formé podle rovnice: % a-helix = [(-[0]222 nm +3000)/39000] x 100.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vliv methylglyoxalu, fruktosy a glukosy na strukturu a funkci

glutathion-S-transferasy

5.1.1 Katalyticka aktivita vzorka s MGO, glukosou a fruktosou

Pro stanoveni aktivity GST jsem si pfipravila vzorky s koncentraci MGO
0-2 mM. Kazdy vzorek obsahoval 25 pg/ml GST. Na UV-VIS spektrofotometru
HELIOS B jsem pii vinové délce 340 nm méfila absorbanci. Ze ziskanych dat jsem
nasledn€ vypocitala specifickou aktivitu (U/mg) kazdého vzorku. Vysledky jsem
vztahla k aktivit¢ kontrolniho vzorku (GST samotnd), kterd vkazdém meéfeném
intervalu pfedstavovala 100 %.

Aktivita kontrolnitho vzorku byla béhem celého experimentu stabilni. Jak je
zfejmé z Obr. 19, MGO zplisobil nevratny pokles aktivity GST, jehoZ rozsah byl zavisly
na koncentraci tohoto glyka¢niho ¢inidla. Pfi inkubaci GST s MGO 2 mM doslo
k poklesu katalytické aktivity GST o 27,6 % po 180 minutach inkubace pii 37 °C (Obr.
19A). Statisticky vyznamny (P < 0,05) pokles aktivity jsem pozorovala u MGO 0,5 mM
po 120 min a ve vzorcich obsahujicich MGO 1 mM a 2 mM jiz po 60 min inkubace.
Ve vzorcich obsahujicich Frc a Glc jsem zaznamenala jen malé zmény v aktivit¢ GST.
Aktivita v téchto vzorcich klesla maximalné o 5,4 % v ptipadé fruktosy. Ve vzorku

obsahujicim glukosu jsem pokles aktivity nepozorovala (Obr. 19B).
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Obr. 19. Utinek glykace methylglyoxalem, fruktosou a glukosou na katalytickou
aktivitu GST. GST (25 pg/ml) byla inkubovdana v 10 mM PBS (pH 7,4) snebo
bez MGO (panel A), Frc nebo Glec (panel B) po dobu 180 min pii 37 °C. Katalyticka
aktivita GST byla vyjadiena jako % aktivity kontrolniho vzorku (GST bez glyka¢niho
¢inidla) ve vSech métenych intervalech, kterd byla vzdy 100 % + S.D. (%). Kazdy bod
pfedstavuje primér ze dvou nezavislych experimentd, u nichz n = 6 (*P <0,05,

Studenttiv #-test).
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5.1.2 Stanoveni aminoskupin vzorki s MGO, glukosou a fruktosou

Pro stanoveni obsahu primdrnich aminoskupin jsem si pfipravila kalibra¢ni
kfivku s B-alaninem (Obr. 20), kterou jsem poté pouzivala k vypoctu obsahu
aminoskupin ve vzorcich s GST a glyka¢nimi c¢inidly. Pti glykaci bilkovin obecné
dochazi k chemické modifikaci primarnich aminoskupin (e-aminoskupina Lys a
a-aminoskupina N-terminalni aminokyseliny), ¢imZ se sniZzuje jejich obsah v dané
bilkoviné. Molekula GST obsahuje celkem 44 primarnich aminoskupin (21
Lys/podjednotka a 1 N-koncova aminokyselina/podjednotku; databaze UniProt
WWWw.uniprot.org).

Inkubace GST s MGO, Frc nebo Glc vedla ke snizeni obsahu aminoskupin
v rozsahu, ktery odpovidal reaktivité a koncentraci ptisluSného glykacniho ¢inidla (Tab.
14). Ze ziskanych vysledkt je patrné, ze nejsilnéj$im glykac¢nim ¢inidlem byl MGO. Pii
inkubaci GST s MGO 2 mM doslo k redukci poctu aminoskupin o 14 po sedmi dnech
inkubace. Vzhledem k malému rozsahu poskozeni bilkoviny Frc a Glc jsem nechala tyto
vzorky inkubovat po dobu 28 dni. Po této dobé doslo v ptipadé Glc k poklesu obsahu
aminoskupin o 5 aminoskupin a v pfipadé Frc o 7, coz je srovnatelné s u¢inkem MGO
0,5 mM ovsem po vyrazné delsi dobé inkubace. Uginek viech glykaénich &inidel byl
statisticky vyznamny (P < 0,01) kromé vzorku GST + Glc 50 mM po sedmi dnech

inkubace, ktery se vyznamné nelisil od kontrolniho vzorku.
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Obr. 20. Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni primarnich aminoskupin.

Tab. 14: Vliv glykaénich ¢inidel methylglyoxalu (0,5-2 mM), fruktosy (50 mM)

a glukosy (50 mM) na obsah primarnich aminoskupin v molekule GST.

46,19 + 2,68

40,70 + 1,22° -8 34 8
36,44 + 1,42 = 30 =
48,82+ 1,82 44,16+ 1,26" 41 37
52,01 1,92 46,80 +0,72% 43 39

wbedel Slupiny s riznymi pismeny se signifikantné ligi (P < 0,01, Studentiiv t-test).
Kazda hodnota ptedstavuje primér ze dvou nezavislych experimenti (n = 3) = S.D.

£ Obsah aminoskupin nebyl stanoven.
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5.1.3 Méreni fluorescence vzorki s MGO, glukosou a fruktosou

Vzorky po odstranéni nizkomolekularnich latek a upravé koncentrace bilkoviny
jsem rozpipetovala po 200 pl na mikrotitra¢ni desticku (100 pg GST/jamka) a méfila
jsem jejich fluorescenci pti specifickych délkach excitace a emise, které odpovidaji
jednotlivym glyka¢nim produktim a tryptofanu, na ¢te¢ce TECAN INFINITE M200.

Inkubace GST s glykacnimi cCinidly vedla k naristu intenzity fluorescence
vlivem vzniku AGE produkta s fluorescen¢nimi vlastnostmi (Obr. 22-24) a k poklesu
vnitini fluorescence (Obr. 21), tj. fluorescence tryptofanovych zbytkli. Vnitini
fluorescence je velmi citlivd vi¢i zménadm vnéjSiho prostiedi tryptofanu (polarita
rozpoustédla, iontova sila roztoku, lokalni elektrické pole bilkoviny) a 1ze ji tedy vyuZit
ke sledovani konformacnich zmén v molekule bilkoviny napi. pii studiu interakci
protein-protein nebo ligand-protein.

Sedmidenni inkubace GST s MGO (0,5-2 mM) zplsobila vyrazny nartst
fluorescence v oblasti odpovidajici nespecifickym (téz celkovym) AGE produktim.
Tento nartist byl zavisly na koncentraci MGO a napt. u MGO 2 mM ¢inil 85,3 %.
Vzestup fluorescence dalSich glykacnich produkti s fluorescencnimi vlastnostmi
(pentosidin a argpyrimidin) nebyl tak vyrazny jako v ptipadé celkovych AGEs. U MGO
2 mM vzrostla fluorescence pentosidinu o 24,3 % a argpyrimidinu jen o 6,5 % proti
kontrolnimu vzorku. Uginek Frc a Glc byl slabsi neZ tomu bylo u MGO a vyrazngji se
projevil az po delsi dobé inkubace (Obr.22B-24B). MGO 2 mM zpisobil pokles vnitini
fluorescence o 27,7 % ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 21A). Pokles vnitini
fluorescence u vzorkli obsahujicich Glc a Frc byl mensi nez u MGO. Vlivem Frc
50 mM klesla fluorescence o 6,3 % a 10,6 % po 7 respektive 28 dnech inkubace (Obr.
21A a B).
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Obr. 21. Vliv glykac¢nich €inidel na vnitini fluorescenci GST. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovana s nebo bez methylglyoxalu (0,5-2 mM), fruktosy (50 mM) a glukosy
(50 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni (panel A) nebo 28 dni (panel
B). Glyka¢ni cinidla byla odstranéna pomoci centrifugacni jednotky Microcon.
Fluorescence vzorkll (100 pg GST/jamka) byla métena pii vinovych délkach excitace
aemise 295 nm a 386 nm. Data jsou vyjadiena v jednotkach relativni fluorescence
(RFU) = S.D. Kazdy bod ptedstavuje primér ze dvou nezavislych experimentii, kde

n = 3. Skupiny s riznymi pismeny se signifikantné li§i (P < 0,01, Studentiv t-test).
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Obr. 22. Vliv glykac¢nich ¢inidel na vznik celkovych AGEs. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovdna s nebo bez methylglyoxalu (0,5-2 mM), fruktosy (50 mM) a glukosy
(50 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni (panel A) nebo 28 dni (panel
B). Glykaéni cinidla byla odstranéna pomoci centrifugacni jednotky Microcon.
Fluorescence vzorkll (100 pg GST/jamka) byla métfena pii vinovych délkach excitace
aemise 370 nm a 440 nm. Data jsou vyjadiena v jednotkach relativni fluorescence
(RFU) = S.D. Kazdy bod ptedstavuje pramér ze dvou nezavislych experimentii, kde

n = 3. Skupiny s riznymi pismeny se signifikantné li§i (P < 0,01, Studentiv t-test).
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Obr. 23. Vliv glyka¢nich ¢inidel na vznik pentosidinu. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s nebo bez methylglyoxalu (0,5-2 mM), fruktosy (50 mM) a glukosy (50
mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni (panel A) nebo 28 dni (panel B).
Glyka¢ni cinidla byla odstranéna pomoci centrifugaéni jednotky Microcon.
Fluorescence vzorkll (100 pg GST/jamka) byla métfena pii vinovych délkach excitace
a emise 335 nm a 385 nm. Data jsou vyjadiena v jednotkach relativni fluorescence
(RFU) = S.D. Kazdy bod ptedstavuje pramér ze dvou nezavislych experimentii, kde

n = 3. Skupiny s riznymi pismeny se signifikantné li§i (P < 0,01, Studentiv t-test).
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Obr. 24. Vliv glyka¢nich cinidel na vznik argpyrimidinu. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s nebo bez methylglyoxalu (0,5-2 mM), fruktosy (50 mM) a glukosy (50
mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni (panel A) nebo 28 dni (panel B).
Glyka¢ni cinidla byla odstranéna pomoci centrifugaéni jednotky Microcon.
Fluorescence vzorkl (100 pg GST/jamka) byla métfena pii vinovych délkach excitace
a emise 320 nm a 380 nm. Data jsou vyjadiena v jednotkach relativni fluorescence
(RFU) = S.D. Kazdy bod ptedstavuje pramér ze dvou nezavislych experimentii, kde

n = 3. Skupiny s riznymi pismeny se signifikantné li§i (P < 0,01, Studentiv t-test).
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5.1.4 SDS-PAGE a WB vzorki s MGO, glukosou a fruktosou

Vzorky pro SDS-PAGE jsem inkubovala po dobu 7 dni a vzorky pro western
blottting po dobu 11 dni. Podminky separace a inkubace s protilatkami jsou uvedeny
pod Obr. 25 a 26. Gely po barveni byly snimany pomoci pfistroje GelDoc XR
a vyhodnoceny v programu QuantityOne.

Béhem inkubace s MGO a castecné i s Frc doSlo ke vzniku agregétii s vyssi
molekulovou hmotnosti, nez mé molekula GST (25 kDa). Pti inkubaci s MGO vznikaly
vysokomolekuldrni agregaty se Sirokym rozpétim molekulové hmotnosti (od 50 do 200
kDa). Doslo téz k mirnému zvySeni molekulové hmotnosti hlavniho bandu GST (asi o 2
kDa) a téz kubytku jeho intenzity, coZ souvisi se vznikem vysokomolekularnich
agregatl (Obr. 25A a B).

Pro ovéfeni tvorby AGE produkti ve vznikajicich vysokomolekuldrnich
agregatech jsem pouzila imunochemickou detekci po prenosu bilkovin z gelu
na membranu pomoci western blottingu. PouZila jsem primarni protildtku proti AGE
produktim (Acris Antibodies) a primarni protilatku [3C] proti MGO (Abcam).
Pti pouziti protilatky proti AGE produktim jsem ve vzorcich obsahujicich MGO a Frc
pozorovala vznik vysokomolekularnich agregatii s molekulovou hmotnosti asi 75 kDa,
coz odpovidd trimeru GST (Obr. 26A). Pfi pouziti protilatky proti MGO doslo
ve vzorcich obsahujicich MGO k oznaceni hlavniho bandu GST (25 kDa), ke vzniku
vysokomolekularnich agregati s molekulovou hmotnosti 50-75 kDa a také jsem
pozorovala vznik kratSich peptidi s molekulovou hmotnosti kolem 14 kDa (Obr. 26B).
Membranu jsem po provedeni chemiluminiscenéni detekce jesté obarvila pomoci
Ponceau S a pozorovala jsem zmény v migraci hlavniho bandu GST smérem k vy$Sim
molekulovym hmotnostem a snizeni jeho intenzity ve vzorcich s MGO (Obr. 27).
Ziskané vysledky naznacuji, Ze glykace MGO je doprovdzena zejména vznikem
zktizenych vazeb mezi fetézci GST (vysokomolekuldrni agregaty s obsahem AGE

produktl) a téz fragmentaci feté¢zce GST na kratsi peptidy.
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Obr. 25. Vliv glykacnich ¢inidel na molekulovou hmotnost GST. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM) a glukosou (50 mM)
v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni a nésledn¢ podrobena SDS-PAGE.
Podminky separace: zaostfovaci gel 4%, separacni gel 12,5%, mnoZstvi bilkoviny

v jamce 4 pg, barveno pomoci Coomassie Blue G250 (panel A) nebo stiibra (panel B).
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Obr. 26. Vliv glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produkti. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM) a glukosou (50 mM)
v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 11 dni a nasledné podrobena SDS-PAGE
s naslednym western blottingem. Hmotnostni standard (prvni a posledni dréha)
a proteiny byly oznaCeny po reakci se specifickymi protilatkami chemiluminiscencni
detekci pro alkalickou fosfatasu. Pouzité protilatky: kralici polyklonalni proti AGE
produktim (panel A) a my$i monoklonédlni [3C] proti MGO (panel B). Podminky

separace: zaostfovaci gel 4%, separacni gel 12,5%, mnozstvi bilkoviny v jamce 4 pg.
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Obr. 27. Vliv glykacnich cinidel na tvorbu AGE produkti. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM) a glukosou (50 mM)
v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 11 dni a nasledné podrobena SDS-PAGE
s naslednym western blottingem. Membréna byla nasledn¢ obarvena pomoci Ponceau S.
Podminky separace: zaostfovaci gel 4%, separacni gel 12,5%, mnozstvi bilkoviny

v jamce 4 pug.
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5.1.5 Nativni PAGE vzorki s MGO, glukosou a fruktosou

Vzorky pro nativni PAGE jsem inkubovala po dobu 14 dni a ¢ast z nich jsem
odebirala v ¢ase 0, 1, 3, 7 a 14 dni a uchovavala jsem do doby provedeni nativni PAGE
pii -20 °C. Podminky provedeni jsou uvedeny pod Obr. 28.

Z Obr. 31 je patrné, ze ptitomnost MGO ve vSech pouzitych koncentracich
vyvolala zvySeni mobility vzorku smérem ke kladné nabité elektrod¢. Tento efekt byl
zpuisoben ubytkem kladnych naboji primérnich aminoskupin (Lys) obsazenych
v molekule GST. Vysledky jsou vsouladu se zavéry stanoveni obsahu primarnich
aminoskupin (viz. Tab. 14). Vliv jednotlivych glykacnich ¢inidel na relativni mobilitu
molekuly GST v €ase je shrnut v Tab. 15.

Zmény v mobilit¢ GST zpiisobené MGO jsem pozorovala jiz od prvniho dne
inkubace, kdy mobilita vzorku obsahujiciho MGO 2 mM vzrostla o 11,6 % ve srovnani
s kontrolnim vzorkem (GST samotnd). Naproti tomu zmény v migraci GST vyvolané

Frc 50 mM a Glc 50 mM byly vyraznégji patrné az od ¢trnactého dne inkubace (Obr. 29).
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Obr. 28. Vliv glykacnich €inidel na ndboj molekuly GST. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéana s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM) a glukosou (50 mM)
v 10 mM PBS (pH 7,4) pii 37 °C po dobu 7 dni (panel A) nebo 14 dni (panel B)
a nasledné podrobena nativni PAGE (zaostfovaci gel: 4%, separaéni gel: 10%, mnozstvi

bilkoviny v jamce: 10 pg, barveno pomoci: Coomassie Blue G250).

Tab. 15: Vliv glykac¢nich ¢inidel na naboj molekuly GST.

0,520 100,00 100,00

0,604 0,607 116,15 117,41
0,618 0,629 118,85 121,66
0,634 0,634 121,92 122,63
0,526 0,545 101,15 105,42
0,522 0,524 100,38 101,35

'Rf: relativni mobilita vzorku (,relative front*)
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Obr. 29. Vliv glykacnich ¢inidel na naboj molekuly GST. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM) a glukosou (50 mM)
v 10 mM PBS (pH 7,4) pii 37 °C po dobu 14 dni a nasledné podrobena nativni PAGE
(zaostrovaci gel: 4%, separacni gel: 10%, mnozstvi bilkoviny v jamce: 10 pg, barveno
pomoci: Coomassie Blue G250). Vysledky pfedstavuji nartist relativni mobility daného

vzorku (%) nad hodnotu relativni mobility kontroly (samotné GST).
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5.1.6 Hmotnostni spektroskopie MALDI-TOF

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF vzorkt obsahujicich GST, GST +
MGO 0,5 mM a GST + MGO 2 mM byla provedena na Ustavu organické chemie
abiochemiec AV CR (Dr. Sanda). Vzorky byly nejprve hydrolyticky §tépeny
chymotrypsinem na kratsi peptidy a poté analyzovany na ptistroji Reflex IV (Bruker
Daltonics). Zaznamy byly vyhodnoceny (misto a hmoty vzniklych modifikaci)
v programu Bioworks Browser (ThermoFinnigan).

Ze zaslanych vysledkd se podafilo zjistit misto modifikace a vznikajici AGE
produkt. MGO 0,5 mM modifikoval 3 argininové zbytky, zatimco MGO 2 mM
modifikoval celkem 7 argininovych zbytki. Modifikované aminokyselinové zbytky
a vznikajici AGE produkty jsou uvedeny v Tab 16. Na Obr. 30 je uvedena sekvence
pouzit¢ GST svyznaCenim modifikovanych argininovych zbytkl. DalSimi misty
pozorované modifikace byly 4 methioninové, 1 cysteinovy a 1 threoninovy zbytek, ale
hmota této modifikace neodpovidala pfedpokladanym AGE produktiim. Jedna se ziejmé
o posttranslaéni modifikace provedené bakteridlni buiikou, protoze pouzity enzym byl
rekombinantné piipraven v bakteriich E. coli a modifikace téchto aminokyselinovych
zbytkli neenzymovou glykaci nebyla popsana. Nepodafilo se rozlisit jednotlivé isomery
methylglyoxal-hydroimidazolonu a také zjiSténi pfitomnosti zkiizenych vazeb (tzv.
cross-links) bylo problematické. K ovéfeni ziskanych daji je potteba provést dalsi

experimenty.
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Tab. 16: Ur€eni pozice aminokyselinového zbytku modifikovaného methylglyoxalem

a identifikace vznikajiciho AGE produktu pomoci hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF.

18 ArgP'
ArgP
35 35 ArgP ,
MGH1-3
42 ArgP
89 ArgP
103 MGHI1-3
ArgP
108 108 ArgP
MGHI1-3
ArgP
182 182 ArgP
MGH1-3
69 69 69
81 81
94 94 94
129 129 129
85 85 85
209 209 209

! ArgP = argpyrimidin
*MGHI1-3 = methylglyoxal-hydroimidazolon isomer 1-3
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Obr. 30. Sekvence GST ze Schistosoma japonicum (218 AK, 26 kDa) s vyznacenymi
Arg zbytky, které byly modifikovany methylglyoxalem 0,5 mM (Cervend) a 2 mM
(modré a cervend) béhem inkubace (7 dni, 37 °C). Zdroj sekvence: databdze UniProt

www.uniprot.org (identifika¢ni kod proteinu PO8515).

68



5.1.7 Cirkularni dichroismus s MGO, glukosou a fruktosou

Cirkularni dichroismus ve vzorcich obsahujicich MGO, Frc a Glc byl méten
na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR (Dr. Bednirova). Vzorky byly
analyzovany pomoci spektrometru cirkuldrniho dichroismu J-815 (Jasco) v 0,5 cm
kiemenné kyveté. Ze ziskanych vysledkli bylo vypocteno mnoZzstvi bilkoviny (%)
ptitomné v a-helikalni formé.

Z Obr. 31 je patrné, Ze nedoSlo ke zméné molarni elipticity molekuly GST
vlivem pouzitych glyka¢nich ¢inidel. Tento enzym byl pfitomen pievazné v a-helikalni
formé (témeét ze 49 %) a pusobenim glykacnich cinidel nedoslo ani k vyraznéjSimu
nartstu ani poklesu mnoZzstvi o-helixu v jeho molekule (Tab. 17). Experiment byl
opakovan dvakrat se stejnym vysledkem (prezentovany jsou jen vysledky jednoho

experimentu). V dal§im kroku bych zvazila prodlouzeni doby inkubace na 14 dni.
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Obr. 31. Vliv glykaénich ¢inidel MGO, glukosy a fruktosy na spektralni vlastnosti GST.
GST (0,5 mg/ml) byla inkubovana s methylglyoxalem (0,5-2 mM), fruktosou (50 mM)
a glukosou (50 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni. Poté byly
odstranény nizkomolekularni latky a koncentrace bilkoviny upravena na 0,5 mg/ml.
Spektra cirkularniho dichroismu byla méfena pomoci spektrometru cirkuladrniho

dichroismu J-518 (Jasco) v 0,5 cm kifemenné kyveté.

Tab. 17: Vliv glykac¢nich c¢inidel MGO, glukosy a fruktosy na obsah a-helixu
v molekule GST.

O 59
RO oo i
_ -16077,8 48,9
GsTevGozmM s 520
GstemesmM g 515
B Lk
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5.1.8 Korelace ziskanych vysledki

Abych zjistila, jestli pozorované zmény v parametrech fluorescence a obsahu
primarnich aminoskupin ve vzorcich obsahujicich MGO (0-2 mM) spolu koreluji,
vytvofila jsem grafy zavislosti fluorescence na obsahu primarnich aminoskupin (Obr. 32
a 33) a grafy zavislosti vnitini fluorescence na fluorescenci AGEs (Obr. 34).

Pokles v intenzit¢ wvnitini fluorescence zplisobeny MGO byl pfimo Umérny
poklesu primarnich aminoskupin v téchto vzorcich (r = 0,987, P < 0,013, Obr. 32A).
Pokles obsahu primarnich aminoskupin byl vynesen také jako funkce fluorescence
celkovych AGEs (Obr. 32B) a ziskand zavislost naznacuje, Ze vznik AGEs vyvolany
MGO byl pfimo GUmérny nevratné ztrat¢ primdrnich aminoskupin v molekule GST
(r=10,995, P < 0,005). Pokles obsahu primarnich aminoskupin také dobie koreloval se
vznikem pentosidinu (r = 0,990, P < 0,010, Obr. 33A) a argpyrimidinu (r = 0,957,
P <0,043, Obr. 33B). Zmény vnitini fluorescence byly ptimo umérné vzniku celkovych
AGEs (r = 0,997, P < 0,003, Obr. 34A) a téz vzniku argpyrimidinu (r = 0,972,
P <0,028, Obr. 34B).
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Obr. 32. Korelace mezi mnozstvim primdrnich aminoskupin a poklesem vnitini
fluorescence (panel A) a mezi mnozstvim primarnich aminoskupin a vznikem
celkovych AGEs (panel B) ve vzorcich obsahujicich GST a riznou koncentraci MGO
(0-2 mM).
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Obr. 33. Korelace mezi mnozstvim primarnich aminoskupin a vznikem pentosidinu
(panel A) a mezi mnozstvim primarnich aminoskupin a vznikem argpyrimidinu (panel

B) ve vzorcich obsahujicich GST a riiznou koncentraci MGO (0-2 mM).
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Obr. 34. Korelace mezi vznikem celkovych AGEs a poklesem vnitini fluorescence

(panel A) a mezi vznikem argpyrimidinu a poklesem vnitini fluorescence (panel B)

ve vzorcich obsahujicich GST a riiznou koncentraci MGO (0-2 mM).
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5.2 Vliv glyceraldehydu na strukturu a funkci glutathion-S-

transferasy

5.2.1 Stanoveni aktivity vzorki s GA

Pro stanoveni aktivity GST jsem si pfipravila kontrolni vzorek (pouze GST)
a vzorky s koncentraci GA 5 a 10 mM. Kazdy vzorek obsahoval 25 pg/ml GST.
Na UV-VIS spektrofotometru HELIOS B jsem pfi vilnové délce 340 nm méfila
absorbanci. Ze ziskanych dat jsem nasledné vypocitala specifickou aktivitu (U/mg)
kazdého vzorku. Vysledky jsem vztdhla k aktivité¢ kontrolniho vzorku (GST samotna),
ktera v kazdém méteném intervalu piedstavovala 100 %.

Aktivita kontrolniho vzorku byla béhem celého experimentu stabilni. Jak je
ztejmé z Obr. 35, GA zpuUsobil nevratny pokles aktivity GST, jehoz rozsah byl zavisly
na koncentraci tohoto glyka¢niho Ccinidla. Pfi inkubaci GST s GA 10 mM doslo
k poklesu katalytické aktivity GST 0 9,7 % po 135 min a 0 10,9 % po 180 min inkubace
pii 37 °C (Obr. 35). Statisticky vyznamny (P < 0,01) pokles aktivity jsem pozorovala
t¢Z u GA 5mM po 135min inkubace. V prvnim méfeném intervalu doslo
k ptekvapivému nartistu aktivity GST ve vzorku obsahujicim GA 5 mM (P < 0,01),
ktery byl vSak zfejmé¢ zpiisoben chybou méfeni. Vliv nizSich koncentraci GA
(0,5-2mM) na aktivitu GST jsem nestanovovala vzhledem k malym pozorovanym

zméndm u vyssich koncentraci GA (5 a 10 mM).
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Obr. 35. Utinek glykace glyceraldehydem na Kkatalytickou aktivitu GST. GST
(25 pg/ml) byla inkubovdna v 10 mM PBS (pH 7,4) snebo bez GA (5 a 10 mM)
po dobu 180 min pii 37 °C. Katalyticka aktivita GST byla vyjadfena jako % aktivity

kontrolniho vzorku (GST bez GA) ve vSech méfenych intervalech, kterd byla vzdy

100 % + S.D. (%). Kazdy bod ptedstavuje pramér z 5 vzorka (*P < 0,01, Studentiv

t-test).
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5.2.2 Stanoveni aminoskupin vzorki s GA

Pro stanoveni obsahu primarnich aminoskupin jsem si pfipravila kalibra¢ni
kfivku s B-alaninem (Obr. 36), kterou jsem poté pouzivala k vypoctu obsahu
aminoskupin ve vzorcich s GST a GA.

Inkubace GST s GA vedla ke sniZzeni obsahu aminoskupin v rozsahu, ktery
odpovidal koncentraci tohoto glyka¢niho ¢inidla (Tab. 18). Ze ziskanych dat lze fict, Ze
ucinek GA 0,5 mM je srovnatelny s u¢inkem MGO 0,5 mM a GA 1 a 2 mM odpovida
u¢inkem MGO 2 mM. Pfi pouziti vysSich koncentraci GA doslo k dal§imu poklesu
v obsahu primarnich skupin a to o 26 v pfipadé nejvyssi pouzité koncentrace GA.
Pozorovany ucinek GA byl statisticky vyznamny (P < 0,05) ve vSech pouZitych
koncentracich kromé GA 0,5 mM, u kterého je ovSem vysoka smérodatna odchylka (az
22 %). Vzhledem k tomu, ze zde uvadim pouze vysledky jednoho méfeni, je nutné pied

ucinénim definitivnich zaveérh experiment zopakovat.
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Obr. 36. Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni primarnich aminoskupin.

Tab. 18: Vliv glyka¢niho Cinidla glyceraldehydu (0,5-10 mM) na obsah primarnich

aminoskupin v molekule GST.

_ 50,12 + 11,39abcd 40
_ 39,55 + 3,83" 32
_ 39,06 + 3,42° 31
_ 28,78 + 2,08° 23
_ 22,97 £2,17° 18

b4 Slupiny s riznymi pismeny se signifikantné 1isi (P < 0,05, Studentiv t-test). Kazda

hodnota ptedstavuje pramér ze tii vzorkti + S.D.
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5.2.3 Mé¢éreni fluorescence vzorkii s GA

Vzorky po odstranéni nizkomolekularnich latek a upravé koncentrace bilkoviny
jsem rozpipetovala po 200 pl na mikrotitra¢ni desticku (100 pg GST/jamka) a méfila
jsem jejich fluorescenci pti specifickych délkach excitace a emise, které odpovidaji
jednotlivym glykacnim produktim a tryptofanu, na ¢te€cce TECAN INFINITE M200.

Inkubace GST s GA vedla k nartstu intenzity fluorescence vlivem vzniku AGE
produktti s fluorescen¢nimi vlastnostmi (Obr. 37A, 38A a 38B) a k poklesu vnitini
fluorescence (Obr. 37B). Sedmidenni inkubace GST s GA (0,5-10 mM) zpiisobila
vyrazny narast fluorescence v oblasti odpovidajici nespecifickym (téz celkovym) AGE
produktim. Tento ndrast byl zavisly na koncentraci GA a napf. u GA 2 mM ¢inil
157,2 %. Pti inkubaci GST s GA 10 mM doslo az k pétinasobnému zvyseni intenzity
fluorescence nespecifickych AGEs. Vzestup fluorescence dal$ich glykacnich produkta
s fluorescen¢nimi vlastnostmi (pentosidin a argpyrimidin) nebyl tak vyrazny jako
v ptipad¢ celkovych AGEs. U GA 10 mM vzrostla fluorescence pentosidinu o 38,7 %
a argpyrimidinu jen o 11,0 % proti kontrolnimu vzorku. Zaznamenala jsem i1 pokles
vnitini fluorescence vyvolany GA, ktery byl nejmarkantnéjsi u GA 10 mM, kde doslo

k poklesu o 77,5 % ve srovnani s kontrolnim vzorkem (Obr. 37B).
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Obr. 37. Vliv glyceraldehydu na vznik celkovych AGEs (panel A) a vnitini fluorescenci
(panel B). GST (0,5 mg/ml) byla inkubovana s nebo bez GA (0,5-10 mM) v 10 mM
PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni. Glykacni Cinidla byla odstranéna pomoci
centrifugacni jednotky Microcon. Fluorescence vzorkd (100 pg GST/jamka) byla
meéfena pii Aex/Aem 370/440 nm (panel A) a 295/386 nm (panel B). Data jsou vyjadiena
v jednotkach relativni fluorescence (RFU) + S.D. Kazdy bod predstavuje primér ze 3

vzorkl. Skupiny s riiznymi pismeny se signifikantné 1i8i (P < 0,01, Studentlv #-test).
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Obr. 38. Vliv glyceraldehydu na vznik celkovych pentosidinu (panel A) a argpyrimidinu
(panel B). GST (0,5 mg/ml) byla inkubovéana s nebo bez GA (0,5-10 mM) v 10 mM
PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni. Glykaé¢ni Cinidla byla odstranéna pomoci
centrifugacni jednotky Microcon. Fluorescence vzorkd (100 pg GST/jamka) byla
méfena pii Aex/Aem 335/385 nm (panel A) a 320/380 nm (panel B). Data jsou vyjadiena
v jednotkach relativni fluorescence (RFU) + S.D. Kazdy bod ptedstavuje primér ze 3

vzorkl. Skupiny s riiznymi pismeny se signifikantné 1i8i (P < 0,01, Studentlv #-test).
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5.2.4 SDS-PAGE a WB vzorki s GA

Vzorky pro SDS-PAGE i western blotting jsem inkubovala po dobu 7 dni.
Podminky separace a inkubace s protilditkami jsou uvedeny pod Obr. 39 a 40. Gely
po barveni byly snimany pomoci pfistroje GelDoc XR a vyhodnoceny v programu
QuantityOne.

Béhem inkubace s GA doslo ke vzniku agregatt s vyssi molekulovou hmotnosti,
nez mé& molekula GST (25 kDa). Molekulovda hmotnost vznikajicich
vysokomolekuldrnich agregétii se pohybovala v Sirokém rozpéti molekulové hmotnosti
(od 65 do 100 kDa). Doslo téz k ubytku denzity hlavniho bandu GST a to zejména pii
vysSich koncentracich GA. Toto sniZeni denzity prouzku je pravdépodobné zplisobeno
vznikem vysokomolekularnich agregat (Obr. 39A a B).

Pro ovéfeni tvorby AGE produkti ve vznikajicich vysokomolekuldrnich
agregatech jsem pouzila imunochemickou detekci po pifenosu bilkovin z gelu
na membranu pomoci western blottingu. PouZila jsem primarni protilatku proti AGE
produktim. Zaznamenala jsem tvorbu prouzku s molekulovou hmotnosti asi 70 kDa
(trimer GST) a to ve vSech vzorcich vetné kontrolniho (Obr. 40A). Membranu jsem
po provedeni chemiluminiscen¢ni detekce obarvila pomoci Ponceau S a pozorovala
jsem zmény v denzit¢ hlavniho bandu GST a vznik vysokomolekuldrnich agregat
s molekulovou hmotnosti kolem 70 kDa a to ve vzorcich obsahujicich GA 1-10 mM
(Obr. 40B). Nezaznamenala fragmentaci molekuly GST na kratsi peptidy, jako tomu

bylo v ptipadé MGO. Pro potvrzeni ziskanych udajl je tfeba experiment zopakovat.
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Obr. 39. Vliv GA na molekulovou hmotnost GST. GST (0,5 mg/ml) byla inkubovéna
s GA (0,5-10 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni a nasledné
podrobena SDS-PAGE. Podminky separace: zaostfovaci gel 4%, separacni gel 12,5%,
mnozstvi bilkoviny v jamce 4 pg, barveno pomoci Coomassie Blue G250 (panel A)

nebo stiibra (panel B).
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Obr. 40. Vliv glyceraldehydu na tvorbu AGE produkti. GST (0,5 mg/ml) byla
inkubovéna s glyceraldehydem (0,5-10 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pii 37 °C po dobu

7 dni a néasledné podrobena SDS-PAGE s naslednym western blottingem. Hmotnostni

standard (prvni a posledni draha) a proteiny byly oznaceny po reakci se specifickymi

protilatkami chemiluminiscen¢ni detekci pro alkalickou fosfatasu (panel A). Pouzité

protilatky: krali¢i polyklonalni proti AGE produktim. Podminky separace: zaostfovaci

gel 4%, separacni gel 12,5%, mnozstvi bilkoviny v jamce 4 pg. Membrana byla

nasledné obarvena pomoci Ponceau S (panel B).
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5.2.5 Nativni PAGE vzorkii s GA

Vzorky pro nativni PAGE jsem inkubovala po dobu 7 dni. Poté jsem provedla
nativni PAGE (podminky separace jsou uvedeny pod Obr. 41) a gely jsem obarvila bud’
Coomassie Blue G250 nebo pomoci GST aktivitniho barveni. Pfi tomto typu barveni
vznikd v gelu fialovy formazan a v misté s aktivni GST je gel projasnén (prihledny
prouzek). Cim je aktivita GST vé&tsi, tim je i projasnéni v&tsi,

Z Obr. 41A je patrné, ze pfitomnost GA vyvolala zvySeni mobility vzorku
smérem ke kladn¢€ nabité elektrodé, coz bylo zplsobeno tbytkem kladnych nabojt
primarnich aminoskupin (Lys) obsazenych v molekule GST. ZvySeni mobility se
projevilo az u vyssich koncentraci GA (2-10 mM). Vliv jednotlivych koncentraci GA
na relativni mobilitu molekuly GST v ¢ase je shrnut v Tab. 19. Zaroveil se zvySenim
mobility vzorku vyvolané piisobenim vysSich koncentraci GA doslo i ke snizeni aktivity
GST, které bylo provdzeno mens$im projasnénim gelu pfi aktivitnim barveni (Obr. 41B).
Na tomto obrazku je invertni zobrazeni gelu, takze prouzky s vyssi aktivitou GST jsou

tmavsi.
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Obr. 41. Vliv GA na naboj molekuly GST. GST (0,5 mg/ml) byla inkubovana s nebo
bez GA (0,5-10 mM) v 10 mM PBS (pH 7,4) pti 37 °C po dobu 7 dni a néasledné
podrobena nativni PAGE (zaostfovaci gel: 4%, separacni gel: 10%, mnozstvi bilkoviny
vjamce: 10 pg). Barveni pomoci Coomassie Blue G250 (panel A) nebo GST

aktivitniho barveni (panel B, invertni zobrazeni).
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Tab.19: Vliv glyceraldehydu na nadboj molekuly GST.

0,438 100,00
0,444 101,37
0,444 101,37
0,452 103,20
0,480 109,59
0,581 132,65

'Vzorky byly inkubovany 7 dni p¥i 37 °C

Rf: relativni mobilita vzorku (,,relative front®)
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5.2.6 Korelace ziskanych vysledki

Abych zjistila, jestli pozorované zmény v obsahu primdrnich aminoskupin
a v parametrech fluorescence ve vzorcich obsahujicich GA (0-10 mM) spolu koreluji,
vytvofila jsem grafy zavislosti fluorescence na obsahu primarnich aminoskupin (Obr. 42
a 43) a grafy zavislosti vnitini fluorescence na fluorescenci AGEs (Obr. 44).

Pokles v intenzité vnitini fluorescence zptisobeny GA byl ptimo umérny poklesu
primérnich aminoskupin v téchto vzorcich (r = 0,873, P < 0,023, Obr. 42A). Pokles
obsahu primarnich aminoskupin byl vynesen také jako funkce fluorescence celkovych
AGEs (Obr. 42B) a ziskana zavislost naznacuje, ze vznik AGEs vyvolany GA byl pfimo
umerny nevratné ztraté primarnich aminoskupin v molekule GST (r = 0,842, P < 0,035).
Pokles obsahu primarnich aminoskupin také dobie koreloval se vznikem pentosidinu
(r= 0,961, P < 0,002, Obr. 43A) a argpyrimidinu (r = 0,973, P <0,001, Obr. 43B).
Zmény vnitini fluorescence byly pfimo tmérné vzniku celkovych AGEs (r = 0,944,

P <0,005, Obr. 44A) a téz vzniku argpyrimidinu (r = 0,939, P < 0,006, Obr. 44B).
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Obr. 42. Korelace mezi mnoZstvim primdrnich aminoskupin a poklesem vnitini
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celkovych AGEs (panel B) ve vzorcich obsahujicich GST a rGznou koncentraci GA
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Obr. 43. Korelace mezi mnozZstvim primarnich aminoskupin a vznikem pentosidinu
(panel A) a mezi mnoZstvim primarnich aminoskupin a vznikem argpyrimidinu (panel

B) ve vzorcich obsahujicich GST a rtiznou koncentraci GA (0-10 mM).

90



36000

GA 0,5 mM r=20,944, P < 0,005

30000

24000+

18000

Vnitfni fluorescence (RFU)

12000
l\ GA10mM e+
6000 r T
500 1400 2300 3200
Fluorescence celkovych AGEs (RFU)
36000

GA 0 mM r=0,939, P <0,006
= 30000 GA 0,5 mM
LL
x
3
c 24000-
[«/]
®
0 GA 5 mM
S
= 18000
c
=
o
= 12000

E; GA 10 mM

I ® |
6000 T T T
4300 4475 4650 4825 5000

Fluorescence argpyrimidinu (RFU)

Obr. 44. Korelace mezi vznikem celkovych AGEs a poklesem vnitini fluorescence
(panel A) a mezi vznikem argpyrimidinu a poklesem vnitini fluorescence (panel B)

ve vzorcich obsahujicich GST a riiznou koncentraci GA (0-10 mM).
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6 DISKUZE

V ramci diplomové prace jsem zkoumala vliv n€kolika vybranych glykacnich
Cinidel (methylglyoxalu, glyceraldehydu, glukosy a fruktosy) na strukturu a funkci
cytosolického enzymu glutathion-S-transferasy.

Jako modelova bilkovina slouzila komer¢né doddvana rekombinantni GST
pochazejiciho ze Schistosoma japonicum. Tento enzym sdili vyraznou strukturni
podobnost, uspofadani aminokyselinovych zbytkid v G-vazebném misté a také zplisob
navazani GSH do tohoto mista se savéi GST p. Uspotradani G-vazebného mista je tedy
podobné u obratlovcl i1 bezobratlych (Lim a kol. 1994). Variabilita v rozpoznavani
ligandi GST zriznych organismi a tfid je pravdépodobné zpiisobena rozdily
v uspotradani jejich H-vazebnych mist (Cardoso a kol. 2003).

Kromé strukturni podobnosti modelové bilkoviny se savéimi GST se zda, Ze
metabolismus GSH a tkanova distribuce GST u diabetikli maji zasadni vliv na etiologii,
patogenezi a prevenci tohoto onemocnéni (Raza a kol. 2004). U spontanné obéznich
mysi trpicich DM 2. typu byla prokdzana signifikantné snizend aktivita jaterni
cytosolické GST a rovnéz mnozstvi GSH v jatrech bylo vyrazné nizsi (Barnett a kol.
1992). Na druhou stranu v pocateéni fazi diabetu je exprese cytosolickych
i mitochondridlnich GST v nékterych tkanich (napf. slinivce, jatrech ¢i ledvinach)
zvySena, pravdépodobné jako odpovéd na oxidacni stres vyvolany hyperglykémii ¢i
jinymi toxickymi vlivy glukosy (Fujita a kol. 2001, Raza a kol. 2004). Dlouhodobé
vystaveni hyperglykemii vSak vedlo k poklesu enzymové aktivity GST v tkénich
diabetickych laboratornich zvifat (Lapshina a kol. 2006, Thomas a kol. 1989,
Saito-Yamanaka a kol. 1993). Také katalytickd aktivita dalSich biotransformacénich
enzymu (superoxiddismutasy, glyoxalasy I a II ¢i katalasy) byla inhibovéna pti podani
methylglyoxalu albinotickym mysim (Choudhary a kol. 1997). Z uvedenych informaci
vyplyvé, Ze metabolismus xenobiotik miZe byt ovlivnén probihajicim diabetem a

také, Ze GST by mohla byt jednim z enzymi postizenych glykaci in vivo.

Neenzymova reakce probihajici mezi aminoskupinami aminokyselin, peptida ¢i
proteind a redukujicimi cukry vede k tvorbé aduktli, které jsou Casto zlutohnédé barvy
a/nebo fluoreskuji. Tento proces se nazyva Maillardova reakce ¢i glykace proteint.

Produkty pokrocilé glykace (AGEs), které touto cestou vznikaji, jsou pti¢inou vzniku a
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rozvoje diabetickych komplikaci a starnuti, a to zejména diky ndhodnému sitovani
fetézcl bilkovin (Ulrich a Cerami 2001). V soucasné dobé je k dispozici stile vice
diikazli o vztahu mezi tvorbou AGEs a vznikem diabetickych komplikaci. Studie na
zvitatech a in vitro studie ukéazaly, ze AGEs ovliviiuji bunéénou signalizaci, aktivaci
transkripcnich faktorli a naslednou genovou expresi. Neni pochyb o tom, Ze hlavnim
kauzalnim faktorem pro rozvoj vétSiny diabetickych komplikaci je dlouhodobé expozice
hyperglykemii, ackoliv se jednotlivi diabeticti pacienti mohou vyrazné lisit v citlivosti
k tkanovému poskozeni zprostitedkovanému glukosou (Li 2008).

Methylglyoxal je nejvyznamnégj$im in vivo se vyskytujicim glyka¢nim ¢inidlem
a jednim z nejreaktivnéjSich a-dikarbonylovych sloucenin v zivych bunikach (Gomes a
kol. 2006, Oliveira a kol. 2011, Schalkwijk 2007). Reaktivni o-dikarbonylové
sloueniny maji vyrazné vyssi schopnost tvorby intra- a intermolekularnich
proteinovych cross-linkli a vy§si reaktivitu nez sacharidy, z nichz vznikly (Matsumoto a
kol. 2000). Methylglyoxal vznika in vivo fragmentaci triosafosfatd, pfi katabolismu
ketolatek a threoninu a téz pfi degradaci glykovanych proteinti (West 2000, Singh a kol.
2001). Plasmaticka koncentrace této slouceniny vyrazn¢ stoupd (dosahuje hladin az 0,42
mM) u pacienti s DM 2. typu (Lapolla a kol. 2003). Intracelularni koncentrace
methylglyoxalu namétfend v kultufe ovaridlnich bunék z ¢inského kiecka dosahovala
310 pmol/l (Chaplen a kol. 1998). D4 se predpokladat, ze v n€kterych bunkéach (napf.
v ocni Co€ce) pacientll trpicich DM bude tato koncentrace vyssi. V ocni Cocce byla
naméfena 20krat vysS$i koncentrace MGO nez ve vzorcich plasmy zdravych
dobrovolnikt (Haik a kol. 1994).

Naproti tomu glykace pomoci glukosy probiha velmi pomalu. Uplatnéni glukosy
jako hlavniho cirkulujiciho monosacharidu pfedstavuje zfejmé evoluéni vyhodu vyssich
forem Zzivota, protoze v nasem obéhu cirkuluje nejméné reaktivni a tedy i nejméné
toxicky sacharid (Gugliucci 2000). Fruktosa v porovnani s glukosou piedstavuje
nékolikandsobné uc¢inngjsi glykacni Cinidlo nez glukosa. Nicméné navzdory své témét
8krat vyssi reaktivité (0,7 % acyklické formy fruktosy vs. 0,002 % acyklické formy
glukosy) je ptispévek fruktosy k celkovému rozsahu extracelularni glykace vyrazné
mensi nez u glukosy a to diky své nizké plasmatické koncentraci (5 mM glukosa vs.
35 uM fruktosa). Nicméné intraceluldrni koncentrace fruktosy v nékterych tkanich
(napf. v o¢nim nervu) diabetikil jsou vyss$i, nez je tomu u glukosy (Schalkwijk a kol.

2004).
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Glyceraldehyd rychle reaguje in vivo a in vitro s aminoskupinami proteini
za tvorby AGEs odvozenych od glyceraldehydu, které maji nejsilngj$i vazebnou afinitu
atherosklerosu pozorovanou pii diabetu mellitu. Sérové hladiny AGEs odvozenych
od glyceraldehydu odraZeji nartistajici postprandialni hyperglykémii u my$i s DM II.
typu (Takeuchi a kol. 2010, Tsunosue a kol. 2010). Glyceraldehyd vznik4 in vivo dvéma
zpusoby: glykolytickou cestou z glyceraldehyd-3-fosfatu nebo cestou metabolismu
fruktosy (Takeuchi a kol. 2010). Hladiny glyceraldehydu v o¢ni ¢occe u zdravych a
diabetickych mysi jsou nasledujici: 0,75 + 0,06 nmol/g (zdravé) a 1,26 + 0,21 nmol/g
(diabetické). Dalsi spolehlivé informace tykajici se obsahu glyceraldehydu v tkanich
nejsou k dispozici (Miwa a kol. 2009).

Koncentrace glykac¢nich cinidel byly zvoleny na zdkladé¢ ptredchozich
experimentll (BouSova a kol. 2005, BouSova a kol. 2009), udaji z literatury a hladin
téchto latek u diabetikii. Plasmatickd koncentrace glukosy se u zdravych osob pohybuje
kolem hodnot 2-5 mmol/l, v raném stadiu diabetu dosahuje az 20 mmol/l a v ptipadé
chronického a nekontrolovaného diabetu mohou jeji hladiny stoupat az na 40 mmol/l
(Dutta a kol. 2006). Koncentrace methylglyoxalu (0,5-2 mM) byly zvoleny na zéklad¢
experimentll provedenych Seidlerem a Kowalewskou (2003). Dale jsem pouzivala
Siroké rozmezi koncentraci glyceraldehydu (0,5-10 mM) na zakladé publikace Dutty a
kol. (2006).

Jednou z moznosti sledovani prib¢hu glykace je méreni katalytické aktivity
enzymu v ¢ase. Aktivitu GST jsem méfila pomoci kolorimetrické kinetické metody
s 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem jako substratem (Habig a kol. 1974). Vysledky jsou
prezentovany v grafech jako procentudlni vyjadfeni aktivit jednotlivych vzorkl
vzhledem k aktivit¢ kontrolniho vzorku v odpovidajicim cCasovém useku. Ziskané
vysledky byly nasledné statisticky vyhodnoceny pomoci neparového t-testu. Zatimco
glukosa a fruktosa zplisobili jen malé zmény v aktivit¢ GST, které nebyly statisticky
vyznamné, methylglyoxal a ve vSech a glyceraldehyd ve dvou nejvyssich studovanych
koncentracich zpiisobily vyznamny a na koncentraci ¢inidla zavisly pokles katalytické
aktivity tohoto enzymu. Nejvyraznéjsi pokles aktivity (o 27,6 % po 180 min inkubace,
P <0,05) byl zptisoben 2 mM MGO. Zda se, ze GST je vuci inhibici katalytické aktivity

méné nachylnd nez aspartataminotransferasa (AST), jejiz aktivita klesla bchem
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inkubace s MGO 0,5 mM o 70 % resp. o 58 % (Seidler a Kowalewski 2003, Bousova a
kol. 2009).

GST ze Schistosoma japonicum obsahuje ve své molekule 44 primarnich
aminoskupin (42 e-aminoskupin Lys a 2 a-aminoskupiny N-koncovych aminokyselin),
které jsou potencidlnim cilem glyka¢niho ¢inidla. Kromé toho se v jeji molekule
nachazi 20 Arg zbytkl, 4 pary Lys-Lys a 2 pary Lys-Arg. Stanoveni primarnich
aminoskupin jsem provadéla pomoci kolorimetrické metody
s trinitrobenzensulfonovou kyselinou (Steinbrecher 1987). Tydenni inkubace GST
v ptitomnosti glyka¢nich ¢inidel vyvolala ve vSech piipadech ubytek poctu primarnich
aminoskupin: MGO 2 mM vedl k poklesu o 14 (P < 0,01), fruktosa 50 mM o 3
(P<0,01), glukosa 50 mM o 1 a GA 2 mM o 13 (P < 0,01) primarnich aminoskupin.
Utinek glykaénich &inidel byl zavisly na pouZité koncentraci (MGO a GA) i na délce
inkubace (Frc a Glc). Vzhledem k tomu, Ze na vzniku G-vazebného mista se podili i
Lys44, je mozné, Ze jeho modifikace zplsobi pokles katalytické aktivity GST.

Béhem inkubace s glykacnimi €inidly doSlo ke vzniku fluoreskujicich AGE
produktii. Typickymi AGEs, které vznikaji pfi inkubaci proteinu s MGO, jsou Ng-(1-
karboxyethyl)lysin, 1,3-di(N,-lysino)-4-methylimidazolium, argpyrimidin a 3 isomery
hydroimidazolonu, z nichZ jen argpyrimidin fluoreskuje. Pentosidin je fluoreskujici
Arg-Lys cross-link vznikajici ptisobenim glukosy na bilkoviny (Ulrich a Cerami 2001).
Vsechny zminéné AGE produkty byly identifikovany a kvantifikovany in vivo. Mezi
AGE produkty odvozené od glyceraldehydu patii napt. GLAP (,.glyceraldehyde-derived
pyridinium compound®) a triosidiny (Takeuchi a kol. 2010). Vznik AGEs byl hodnocen
pomoci méfeni fluorescence nespecifickych AGEs, pentosidinu a argpyrimidinu.
Sedmidenni inkubace v pfitomnosti MGO 2 mM vedla k narGstu nespecifickych
fluoresckujicich AGEs o 85,3% oproti kontrolnimu vzorku, zatimco v pfitomnosti GA
2mM knértstu o 157,2%. Vzestup fluorescence provazejici vznik dalSich AGEs
(pentosidinu a argpyrimidinu) nebyl tak vyrazny. Uginek Glc a Frc na vznik AGEs se
projevil az po delsi dob¢ inkubace a byl slabsi nez t€¢inek MGO a GA.

Me¢fteni fluorescence jsem pouzila rovnéz ke sledovani zmén v konformaci
GST vlivem glykace. K tomuto ucelu jsem sledovala vnitini fluorescenci GST (dana
fluorescenénimi vlastnostmi Trp zbytki). Inkubace s glykacnimi ¢inidly vedla k poklesu
vnitini fluorescence enzymu, coz miizeme vysvétlit zménami v prostorovém uspotradani
bilkoviny, které miize pfispét ke ztrat€ jeho katalytické aktivity (Seidler a Kowalewski

2003). Zmény v konformaci GST jsem sledovala téZ pomoci cirkuldrniho dichroismu.
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Nicméné béhem sedmidenni inkubace s MGO, Glc a Frc nedo$lo k Zddnym zméndm
v molarni elipticité¢ proteinu a tedy ke zméné v pomérném zastoupeni jednotlivych
sekundarnich struktur.

Utinek glyka¢nich ¢inidel na niboj molekuly GST jsem sledovala pomoci
nativni PAGE. Chemickd modifikace molekuly GST glyka¢nimi ¢inidly vedla ke
zméné celkového naboje tohoto enzymu, ktery se diky ztraté primarnich aminoskupin
stal vice zapornym. Nejvyraznéjsi ucinek mély MGO 0,5-2 mM a GA 10 mM. Vliv
glukosy, fruktosy a GA 0-5 mM na elektroforetickou migraci GST byl minimalni.
V ptipadé Glc a Frc se projevil az po 14 dnech inkubace, coz zfejmée souvisi s jejich
nizsi reaktivitou. V piipadé GA jsem pouzila také aktivitni barveni, které ukazalo
nejen zmény v naboji molekuly GST ale také snizeni jeji katalytické aktivity (mensi
projasnéni gelu).

SDS-PAGE a nasledny Western blotting potvrdily vznik cross-linkii s vys$si
molekulovou hmotnosti (75 kDa) neZ nativni enzym (25 kDa) ve vzorcich obsahujicich
MGO a Frc. V ptipadé MGO jsem pozorovala rovnéz fragmentaci molekuly GST na
kratsi peptidy (~ 14 kDa). Pfi inkubaci GST s MGO po dobu 11 dni doSlo k mirnému
zvySeni molekulové hmotnosti hlavniho bandu GST a ke sniZeni jeho intenzity, coz
bylo zptisobeno zménami molekulové hmotnosti GST a vznikem vysokomolekuldrnich
agregati. V piipadé SDS-PAGE se vzorky obsahujicimi GA (hlavné pfi vysSich
koncentracich) byl vznik vysokomolekuldrnich cross-linkii (65-100 kDa) provazen
snizenim denzity hlavniho bandu GST. Pfi western blottingu jsem pozorovala jeden
prouzek s molekulovou hmotnosti ~ 70 kDa.

V piipadé MGO jsme se ve spolupraci s Ustavem organické chemie a biochemie
AV CR pokusili zjistit, na které aminokyselinové zbytky v molekule GST se tato latka
vaze a jaké vznikaji AGE produkty. Pomoci MALDI-TOF se podatilo zjistit, ze MGO
0,5 mM se vaze na 3 argininové zbytky a jedinym identifikovanym AGE produktem byl
argpyrimidin. MGO 2 mM modifikoval celkem 7 argininovych zbytkl a identifikovany
byly argpyrimidin a isomery  methylglyoxal-hydroimidazolonu.  DalSimi
modifikovanymi aminokyselinovymi zbytky byly 4 methioninové, 1 cysteinovy a
1 threoninovy zbytek, ale hmota této modifikace neodpovidala piedpokladanym AGE
produktim. Jedné se ziejmé o posttranslacni modifikace provedené bakterialni bunikou,
protoze pouzity enzym byl rekombinantné ptipraven v bakteriich E. coli a modifikace

téchto aminokyselinovych zbytkli neenzymovou glykaci nebyla dosud popsana.
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Nakonec jsem se pokusila zjistit, jestli spolu zmény pozorované v parametrech
fluorescence (nespecifické AGEs, argpyrimidin, pentosidin, vnitini fluorescence) a
obsahu primarnich aminoskupin ve vzorcich obsahujicich MGO (0-2 mM) nebo GA

(0,5-10 mM) koreluji. VSechny zminéné parametry spolu dobie korelovaly.

Na zakladé vySe uvedenych vysledkl lze konstatovat, Ze nejvyssi glykaéni
potencidl mé& methylglyoxal, dale glyceraldehyd, fruktosa a nejméné uCinnym
glykac¢nim c¢inidlem byla glukosa. Tento zavér je v souladu s publikovanymi vysledky
jinych studii tykajicich se glykace riznymi glyka¢nimi ¢inidly (Beranek a kol. 2001,
Schalkwijk a kol. 2004).
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7 ZAVER

1)

2)

Pfi porovnavani vlivu methylglyoxalu (0,5-2 mM), glukosy (50 mM) a fruktosy
(50 mM) na aktivitu, strukturu a funkci enzymu glutathion-S-transferasy
ze Schistosoma japonicum jsem zjistila, Ze s rostouci koncentraci MGO klesa
enzymova aktivita, zatimco fruktosa a glukosa maji na aktivitu jen maly nebo
zadny ucinek. Obsah primarnich aminoskupin po 7denni inkubaci v pfitomnosti
2 mM MGO klesnul o 14 aminoskupin, v pfipad¢ fruktosy a glukosy se jednalo
0 3 resp. 1 aminoskupinu. Tento pokles v po¢tu primarnich aminoskupin, ktery
zpusobil ubytek kladného naboje v molekule GST, byl provazen zménami
v elektroforetické mobilité tohoto proteinu. Modifikace 2 mM MGO vedla po 14
dnech inkubace ke zvySeni elektroforetické mobility o 22,6 % proti kontrolnimu
vzorku, zatimco vliv glukosy a fruktosy byl maly (do 5,4 %). Pfi inkubaci
se vSemi glykacnimi ¢inidly doSlo k narGstu intenzity fluorescence zpiisobené
tvorbou celkovych AGEs a naopak k poklesu vnitini (tryptofanové) fluorescence,
kterd signalizuje zmény v konformaci GST. Nicméné€ zmény sekundarni struktury
ve spektrech cirkularniho dichroismu se nepodafilo prokazat. Pfi pouziti
specifickych protilatek proti AGE produktim a AGE produktim odvozenym
od MGO jsem zjistila, ze glykace v pfitomnosti MGO vedla ke wvzniku
vysokomolekularnich cross-linkli s navazanymi AGEs s molekulovou hmotnosti
v rozsahu 50-200 kDa. V ptipad¢ glukosy a fruktosy doSlo ke vzniku velmi
malého mnozstvi cross-linki s AGEs s molekulovou hmotnosti 50-75 kDa.
Pomoci MALDI-TOF se podafilo zjistit mista modifikace vyvolané MGO (MGO
0,5 mM modifikoval 3 Arg a MGO 2 mM dokonce 7 Arg) a vznikajici AGEs
(argpyrimidin a 3 isomery methylglyoxal-hydroimidazolonu).

Pii inkubaci GST s glyceraldehydem (0,5-10 mM) doslo pouze k velmi malému
poklesu aktivity a to i pfi 10 mM koncentraci GA. Uginek GA (0,5-2 mM)
na obsah primarnich aminoskupin byl srovnatelny s u¢inkem MGO ve stejnych
koncentracich. Tento efekt byl zéavisly na koncentraci GA (napi. po tydenni
inkubaci v pfitomnosti GA 10 mM klesnul obsah primérnich aminoskupin o 26).
Nicméné vyrazn€j$i zmény v elektroforetické mobilit¢ GST se projevily az

za pouziti GA 5 mM a 10 mM (zvySeni mobility o 9,6 % resp. 32,7 %). Méfeni
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3)

inkubacnich smési ukazalo narist intenzity fluorescence zplisobené tvorbou
celkovych AGEs a naopak pokles vnitini (tryptofanové) fluorescence v zavislosti
na koncentraci GA. Za pouziti protilatky proti AGE produktim se podatilo
potvrdit vznik vysokomolekuldrnich cross-linkti obsahujicich AGE produkty,

které mély molekulovou hmotnost v rozsahu 65-100 kDa.

Pti porovnédvani ucinku vSech pouzitych glykaénich ¢inidel a zjist'ovani, zda spolu
stanovované parametry koreluji, jsem dosla k témto zavéru, ze glykacni potencial
pouzitych glykacnich ¢inidel klesd v nésledujicim pofadi: methylglyoxal >
glyceraldehyd > fruktosa > glukosa, coz je v souladu s jiz publikovanymi ¢lanky.
Zmény pozorované v parametrech fluorescence (nespecifické  AGEs,
argpyrimidin, pentosidin, vnitini fluorescence) a obsahu primérnich aminoskupin
ve vzorcich obsahujicich MGO (0-2 mM) nebo GA (0,5-10 mM) spolu dobie

koreluji.

99



8 SEZNAM ZKRATEK

3-DG 3-deoxyglukoson

AA +bis AA roztok akrylamidu a bis-akrylamidu

AG aminoguanidin

AGE-R1 oligosacharyltransferasa-48

AGE-R2 80K-H fosfoprotein

AGE-R3 galektin-3

AGEs koncové produkty pokrocilé glykace (advanced glycation end
products)

ALI arginin-lysin-imidazol cross-link

ALT-711 alagebrium chlorid

AP alkalicka fosfatasa

APS persiran amonny

BCIP 5-brom-4-chlor-3-indolylfosfat

BSA bovinni sérovy albumin

CD cirkuldrni dichroismus

CDNB 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

CEL N*-(karboxyethyl)lysin

CML N°-(karboxymethyl)lysin

DM diabetes mellitus

EC enzyme commission

ELISA imunochemicka metoda (enzyme linked immunosorbent assay)

Frc fruktosa

GA glyceraldehyd

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa

GC/MS plynovd  chromatografie/lhmotnostni  spektroskopie  (gas

chromatography/mass spectrometry)

Gle glukosa

GO glyoxal

GOLD glyoxal-lysin dimer

GS-DNB konjugat glutathionu a dinitrobenzenu

(S-2,4-dinitrofenylglutathion)
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GSH
GST
HLA
HPLC

HRP
IAA
ICA

IDDM
MALDI-TOF

MAPEG

MGO
MOLD
NBT
NFDM
NIDDM
PAGE
PBS
PTB
PVDF
RAGE
RIA
ROS
RTG
SDS
sRAGE
TAGE
TBS
TBST

glutathion

glutathion-S-transfarasa

lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (high performance
liquid chromatography)

ktenova paroxidasa (horseradish peroxidase)

autoprotilatky proti insulinu (insulin autoantibodies)

protilaitky proti tkani Langersovych ostrivka (islet cell
antibodies)

na inzulinu z&visly DM (insulin dependent DM)

ionizace laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem
doby letu (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
[light)

membranové proteiny podilejici se na metabolismu eikosanoidii a
glutathionu (membrane-associated proteins in eicosanoid and
glutathione metabolism)

methylglyoxal

methyl-glyoxal-lysin dimer

nitrobluetetrazoliova sl

netucné susené mléko (non-fat dry milk)

na inzulinu nezavisly DM (non-insulin dependent DM)
polyakrylamidova gelova elektroforesa

fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)

fenylthiazolium bromid

polyvinylidendifluorid

receptor pro AGE

imunochemicka metoda (radioimmunoassay)

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

rentgenoveé zareni

laurylsiran sodny, dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
solubilni RAGE

toxické AGEs

TRIS pufr (tris-buffered saline)

smés TRIS pufru a Tweenu 20 (TRIS-buffered saline/Tween 20)
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TEMED
TNBS
TNP-AK
TRIS
UV

tetramethylethylendiamin

kyselina 2,4,6-trinitrobenzensulfonova
trinitrofenyl-aminokyselina
tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultrafialové zatfeni
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Abstract  Glveation is a process closely related o the
aging and pathogenesis of disbetic complications, In this
process, reactive o-dicarbonyl compounds (e.g., methyl-
glyoxal) cause protein modification accompanied  with
potential loss of their biological activity and persistence of
damaged molecules in tssues, We suppose that glutathione
S-transferases (GSTs), a group of cytosolic biotmnsfor-
mation enzymes, may be modified by glycation in vivo,
which would provide a mtionale of its use as a model
protein for studying glveation reactions. Glyeation of GST
by methylglyoxal, fructose, and glucose in vito was
studied. The course of prowein glycation was evaluated
using the following crteria: enzyme activity, formation of
advanced glveation end-pmoducts using fluorescence and
western blotting, amine content, protein conformation,
cross linking and aggregation, and changes in molecular
charge of GST. The ongoing glycation by methyl glyoxal
2 mM msulted in pronounced decrease in the GST activity.
It also led to the loss of 14 pimary amine gmups, which
was socompanied by changes in protein mobility during
native polyacrylamide pel electrophoresis. Formation of
cross links with molecular weight of 75 kDa was observed.
Obtgined results can contribule 0 understanding  of

L Boufova () - Z. Prilchovd - L. Trkowd - I. Driata
Depamment of Biochemical Sciences, Faculty of Pharmacy,
Charles University in Prague, Heymoovaleho 1208, 500 05 Hradec
Krakwe, Crech Republic

e-muail: Iva Bousova @ faf cund cr

L. Tmkewa

Depanment of Chemiary, Facully of Science, University

of Hradec Kralove, Rokitnského 62, 500 (3 Hradee Kralove,
Crech Republic

changes, which pmoceed in metabolism of xenohiotics
during disbetes mellitus and ageing.

Kevwords  Advanced glyeation end-products -
Glutathiome S-transferase - Methylglyoxal - Protein
glycation « Protein conformation

It o Gon

Glutathiome S4mnsfemses (GST, EC 2.5.1.18) are a group
of xenobiotic-metabolizing enzymes that play a crucial role
in the phase IT of detoxification. These enzymes catalyvze
conjugation of toxic compounds with endogenous tripep-
tide glutathione (GSH) o deactivate them and increase
their hydrophilicity [1]. In humans, GSTs are extremely
ubiguitous, e.g., constituting abowt 4% of total soluble
protein in the liver [2]. They can be divided into three
subfamilies according to the cellular localization: cyto-
solic, microsomal, and mitochondrial. Among them, cyto-
solic GSTs are numerows and well described. Seven classes
of mammalian cytosolic GSTs, called alpha, kappa, mu,
omegy, pi, theta, and zeta, have been identified and cate-
gorized based on a sequence identity (ar least 40%
sequence identity within a class) [35]. The most widely
distributed GST isoforms come from alpha, muo, and pi
clusses [3] These enzymes exist as dimeric prodeins, with
an approximate molecular weight of 25 kDa for each
subunit. Each of the subunits possesses a GSH binding site
(G-site) as well as an adjacent relatively hydmophobic site
(H-site) for the binding of the electmophilic substrate [2, 6]

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disorder with
high prevalence in human population. This disease, unless
it is controlled therapeutically, is characterized by hyper
glycemia and glycosuria. The hyperglyeemia is not only a
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hallmark but also the main cause of diabetic complications
development [7]. Sugar binds in the process of glvcation 1o
fres amino groups of extracellular as well as intmeellular
proteins, modifies their molecules, cawses formation of
cross-links between adjacent pmtein chains, and contrib-
utes o the formation of imeversible protein adducts known
as advanced glycation end products (AGEs) [8, 9]. Inter-
medinate products (Schiff bases and Amadori products) can
be fragmented o ¢-dicarbony] compounds, such as glvoxal,
methylglvoxal (MGO), and 3-deoxvglucosome, These
compounds are more mactive than the parent sugars and
are mainly responsible for protein cross-linking and for-
mation of AGEs [10]. MGOD plays a key role in the for-
mation of AGEs on intracellular proteing. MGO-modified
proteins are important physiological ligands for scavenger
receptors of monocyles and macrophages (MSR-AT and
MSE-BI), the cells responsible for their endocytosis, and
consequent lysosomal degradation [11, 12].

Ruza et al. [13] suggested that glutathione metabolism
and GST distribution in the tissves of dishetics may be
crucial in the etiology, pathology, and prevention of dia-
betes. It was also reported that long-term hyperglycemia
resulted in decreased activities of GST as well as of other
enzymes in diabetic animals [14-16]. These findings
indicate that ongoing dishetes may modify the detoxi fica-
tiom metabolism, The present study examined the effect of
MGO, fructose, and glucose on structural and catal ytic
properties of cyvtosolic mu-class GST.

Materials amd methods
Chemicals

GST, a recombinant enzyme from Schistosoma japonicum,
was purchased from GenScript, New Jemey, USA. MGO,
aminoguanidine, p-fructose, 2,46, 4nn trobenzenesulfonic
acid, I-chloro-2 4-dinitrobenzene, redoced glutathione, f-
alanine, Bradford reagent, and chemicals used for realiza-
tion of electrophoresis were the products of Sigma-Aldrich
Cao., 51 Louis, USA, PVDF membrane (0.2 pm), Precision
Plus moles ular wei ght standards, and non-fat dry milk were
obtained from Bio-Rad Labomtores, Hercules, USA. n-
Glucose, sodium bicarbonate, and sodium  aride were
purchased from Lachema, Brno, Caech Republic. Rabhit
polyclonal antibody to AGE (primary antibody) and goat
polvelonal anti-rabbit IgG antibody conjugated with alka-
line phosphatase (secondary antibody) were obtained from
Acris GmbH, Hiddenhavsen, Gemmany. Mouse monoclonal
antibody [3C] to MGO-derived AGEs and rabbit poly-
clomal anti-mowse [gG antibody conjugated with alkaline
phosphatase were products of Abcam ple, Cambridge, UK.
Chemiluminescent/fluorescent  substrate  for  alkaline

@ Springer

phosphatase Duolux was ondered from Vector Labomito-
ries, Burlingame, USA. X-ray films CL-XPosure were
obtuined from Thermo Fisher Scientific, Rockfonl, USA.
Fixing and developing bath were products of Foma
Bohemia, Hmdee Krilové, Ceech Republic. All chemicals
used wemn of analytical grade.

Sample preparation and incubation

GST (05 mg/ml) was incubated in the presence or absence
of glycating agents (MGO 0.5 mM, MGO 1 mM, MGD
2 mM, fructose 50 mM, or glucose 50 mM) at 37°C for up
to 28 days in 100 mM phosphate-buffered saline (pH 7.4,
0.05% sodium azide). The low-molecular compounds were
removed using Micmocon centrifugal filtration device with
10 mM phosphate-buffered saline (pH 7.4), pmtein content
was measursd using Bradfond assay, and adjusted to the
concentration (.5 mg/ml. Aliquots were stored frozen at
=20°C until analvsis. All the samples were assessed in
triplicates, and experiments wens repeated twice if not
stuted otherwise.

Enzyme assay

GST (0025 mg/ml) was incubated in the presence or
absence of glvcating agents for 180 min at 37°C, Sample
aliquots were taken away at 0, 60, 120, and 180 min,
diluted and their activity was assessed by colorimetric
method hased on the GST-catalyred raction betwesn GSH
and GST substmute 1-chloro-24-dinitrobenzene ot pH 6.5,
Product of this resction, 5-02 4dinitropheny)glutathione,
can be detected spectmophotometrically at 340 nm [17].

Determination of aming groups

Amine content, which is a measure of protein glveation,
wis estimated spectrophotometrically with trinitroben-
zenesulfonic acid [18] using f-alanine as the standard
Sample containing 50 pg of GST was incubated with 0.1%
trinitrobenzenssulfonic acid in alkaline conditions for 2 h
at 37°C. The reaction was stopped by acidification (1 M
HCl) and addition of 10% SDS. The absorbance of irini-
tmophenyl-amino acid complex was measured at 340 nm.
The standard curve was lingar in the range 5-100 nmol of
NH-.

Fluorescence measurements

Formation of fluorescent AGEs and changes in tryptophan
(intrinsic) fluorescence were determined using multimode
reader Tecan Infinite M200. Fluorescence was measured at
excitation and emission  wavelengths of 3700440 nm
(Auorescent  AGEs) and 295386 nm  {tryptophan
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fluorescence), mspectively, in 96-well plate using 100 pg
of GST per well Emission wavelength for tryptophan
fluorescence determination wis found expermentally.

Effect of glycation on molecular charge of GST

Mative PAGE was used to investigate the change in the
molecular charge of GST due 1o glycation. Electrophoresis
wis performed in Omstein—Davies disomtinuous system
with 45 stacking gel and 10% sepamting non-denaturating
gel [19, 20] All lanes were loaded with 10 pg of protein.
Electrophomsis was performed at 30 mA for about 3h
using Mini Protean I apparatus. The gel was then stained
by colloidal Coomassie Blue G250, scanned, and relative
migration distances were caleulated from Reusing Quantity
Ome software (BioRad)., Electmphoretic mobilities were
expressed as a rise in percentage mobility compared with

the native enzyme (control).
Western blotting

Formation of AGEs, protein cross-linking, and fragmen-
tation wene assessed using western blotting with corre-
sponding antibodies. Proteing were fint separated by
SDS-PAGE on Mini Pmiean [T apparatus (BioRad).
SDS-PAGE was performed wing discontinuous svstem
with 4% stacking gel and 12.5% separating gel according
o the method of Laemmlb [21]. Lanes wens loaded with
4 pg of protein. Proteins were then transfered o PYDF
membrane [22] at a constant voltage 100V for 90 min
(Mini Trans-Blot Electmphoretic Tmnsfer Cell, Bio-Rad).

110
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GST activity (% control)
£

g4 ® 05T -
m OST+ MG 0.5 mM
& GET+ MGO10mM
* GET+MEo20mM 3
Ta T T T
] &0 120 180

Time of incubation (min)

Fig. 1 Effectof glycation by MGO on GST activity. GST (00025 mg/
ml) was incubated in 01 M sodiom phasphate buffer (pH 7.4)
containing O mM {circle), 05 mM (sguare), 10 mM (raeagle ), and
20 mM {digmonel) MGO for 180 min at 37°C. Catalytic activity of
GET was expressed as peroentage of control sample activity a0 all
time intervals, which was 100% £+ STN%). Every point mepresens an
average of iwo independent experiments, in which asmay were
performed in hexaplicates (*P < 005, Student's riea)

After blotting, membranes were blocked in 8% non-fut dry
milk in Trs buffered saline-Tween-20 buffer overnight at
4°C. After washing in Tris buffered saline-Tween-20 buf-
fer, the membranes were reacted with either primary rabbit
anti-AGE antibody (dilution 1:1000) or primary mouse
anti-MGO [3C] antibody (1:1000) for 45 min at room
temperature. Subsequently, membmnes wen: washed six
times with Tris buffered saline-Tween-20 boffer and
incubated with comesponding secondary antibody  for
45 min (dilution 1:2000 for anti-rabbit IgG and 1: 1000 for
anti-mouse IgG). The blots were extensively washed in
(.1 M Tris buffer containing 5 mM MgCl,.6H0 (pH 9.5),
covered with chemiluminescent substrate DuoLux and
incubated for 5 min. Protein bands were then detected by
both chemiluminescent detection and staining with Pon-
cean 5. Membranes, and X-ray films (CL-XPosure film,
Thermo Fisher Scientific) were scanned on GelDoc XR
system and quantified by Quantity One software (BioRad).

Stutistical analysis

Values of catalvtic activity are given as means + 5D and
muostly expressed in % of the tme O of individual sam-
ples =+ relative SD. Valves of fluomscence (RFLU) and
amine content are given as mean + SD. Statistical sigmf-
icanee was determined vsing Student’s stest, and differ-
ences were reganded as significant when P < 0.01.

Results
Enzyme assay

Activity of control sample (GST alome) was stable
throughout the experiment. MGO caused an irreversible
decrease in enzymatic activity of GST (Fig. 1). When GST
was incubated with MGO (05, 1.0, and 2.0 mM), activity
decressed by 121, 2003, and 27.6% after 180 min at 37°C,
respectively. The rate of enzyme imactivation increased
with incressing concentmtions of MGO. Only slight
changes (decrease up to 6%) in the enzymatic activity of
GST incubated with fructose 50 mM or glucose 50 mM
were observed (data not shown).

Determination of amine content

Protein glycation, the chemical modification of primary
amings (g-aming group of lysine msidoes and x-aming
group of N-terminal amino acids), leads to the decrease in
amine content. Incubation of GST with MGO, ictose or
glucose led o the reduction in amine content, which &if-
fered according to the nature and concentration of glycat-
ing agent used (Table 1). Ihcubation of GST with MGO
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Table 1 Primary amine ¢omen

Sample Amine content Number
{mol NHa of primary
mal GET) A groups
(days) (days)

7 M 7 24
GST RIGELIT 5250+ 123 44 a4
GST + MGD 4619 + 268 & 30 L
05 mM

GST + MGD 4070+ 1.2F F 34 i
1 mM

GST + MGD 3644 £ 147 F 0 .
2 mM

GST + Fre WA E 1A M6 £126° A 37
S0 mM

GST + Gle 201 £1.97% 4680 £ 072 43 39
S0 mM

abeded Groups with different letlers vary significantly (P < 001,
Student's r-test)
 Amine combent was nod detemmdned

2.0 mM and fructose 50 mM for 7 days caused 31 and 8%
decrease in amine content due to chemical modification of
primary amines, respectively. GST in its native dimeric
form contains 44 primary amino groups, suggesting that
ghout 14 and 3 amino gmups were modified during its
incubation with MGO 20 mM and Frc 50 mM, respec-
tively. By contrast, no changes in amine content were
ohserved in the case of gluoose 50 mM after 7 days of
incubation. Themfore, the samples contyining froctse
50 mM and glucose 50 mM were incubated as long as for
28 days, and then, these glycating agents cansed 16 and
11% decrease in amine content, respectively.

Fluorescence measurements

Incubation of GST with glycating agents led to the increase
in fluomscence intensity due to the formation of AGEs with
fluorescent propeies (Fig 2a) and the decrease in tryp-
tophan fluomscence (Fig. 2b). The 7-day incubation of
GST with MGO (05, 1.0, and 2.0 mM) at 37°C caused an
increase in AGEs formation by 32,0, 55.1, and 853% and a
decrease in tryptophan fluorescence by 113, 1606, and
27.7% compared with the control sample (GST alone),
respectively. Froctose and glucose showed much lower
effect both on formation of AGEs and trvptophan fluores-
cence in this time interval. Their effect was more pm-
nomeed after 28 days of incubation at 37°C, when froctose
S0mM caused 51.3% increase in AGEs formation and
106% decrease in tryptophan fluorescence.

To determine whether the changes in tryplophan fluo-
rescence observed in the samples containing various
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Fig. 2 Effect of glycating agents on e formaton of fluonesosn
AGEs (a) and trypophan fluorescence (b GST (0.5 mgfml) was
incubated with or without MGO (00520 mM), froctose {Fre 50 mM)
and glucose {Gle 50 mM) in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4)
at ITC for 7 days. Glycatng agenis were then removed by
centrifugal filration. Floorescence of samples containing 100 pg of
GST was messured at specific excimion and emissdon wavelengihs
(A cornesponding i AGEs (370840 nm) and wyptophan {295/
386 nin ). Data of Auonescence wene expressed in relative Aoonescenoe
undis £ S0 Every point represents an average of two independent
experiments (six samples). Groups with different letiers ane signif-
icandy different (P < 001, Sudent's Fiesi)

concentrations of MGO (0-2.0 mM) comelated with the
lows of pimary amino groups in these samples, the fluo-
rescence intensity was plotted as a function of amine
content, The decrease in fluorescence emission (A
Ao = 295/386 nm) varied directly with the loss of pri-
mary amino groups (r= 0987, P <0013; Fg. )
Changes in tryptophan fluorescence also cormelated well
with the formation of fvorescent AGEs (r = 00997,
P 0003, Fig 3b). In addition, the amine content was
plotted as a function of AGEs fluorescence (Fig. k),
indicating that MGO-induced formation of AGEs was
directly proportional to an irreversible loss of primary
aming groups in GST molecule (r = 0995, P < 0L.005).
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Fig. 3 Correlations bemween
amine content, ryplophan
fuorescence, and formation of
fuorescent AGES in the samples
containing GST and varous
concentrations of MG

{02 mM). MGO-induced
decreas in wypophan
Auorescence inensity corme lated
with the lors of primary amino
gmups (a) (r = 097,

i

Tryptophan Ausrescence (RFL)

30 E 40 45

P < 0013). Cosrelation
between the decrease in
tryptophan fuorescence and

Amine content {mol NHximaol GST)
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formation of AGEs

{b){r =0.997, F < 0.003). Flot
of an increase in AGEs
formation 5 a function of amine
content () {r = (L0905,
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Table 2 Effect of glycation on molecular charge of GST

Sample Relative mohility

(%

day 0 day 1 day 3 day? day 14
GST 1000 1000 10000 1000 100D
GST + MGO 05 mM “f  1d61 1139 1162 1174
GST + MGO 1 mM “s 101 1155 1189 12179
GST + MGO 2 mM “W3 1116 1168 1219 122
GST + Fre 50 mM - - 100 1012 1054
GST + Gle 50 mM = - 900 1004 1014

* Swndard deviations {mean value of Guee independent experiments)
were lower than 4.1%

® Relative mohilites of all the samples were compared with the
relative migration of the maln protein band (B; = 0517)

® Mative PAGE was not performed

Effect of glycation on molecular charge of GST

Mative PAGE was nm several times, and the average val-
ues of profein relative mobility are presented in Table 2.
Incubation of GST with MGO in all the tested concentra-
tions caused significantly increased mobility of the sample
toward the positive electrode. This phenomenon was
noticeable since the day 1 of incubation, when migration of
the sample comaining GST 4+ MGO 2.0mM rose by

11.6% compared with GST alome. On the other hand,
changes in the mobility of sample contwining fructose
50 mM and glucose 50 mM were less pronounced (5.4 and
1.4%), and they were apparent since the days 7 and 14,
respectively. Typical native PAGE pel is presented in
Fig. 4.

Western blotting

Immunocblotting with specific antibody against advanced
glycation end products and against AGEs derved from
MGO (anti-MGO [3C]) was emploved to confirm the for-
mation of protein aggregates as a resultof glycating agent’s
activity. The presence of high-molecular protein cross-
links in samples containing GST 4+ MGO and
GST + fructose was observed using both the antibodies
(Fig. 5a). These protein aggregates hod molecular weight
about 50 and 75 kDa cormsponding to GST dimer and
timer, mspectively, Also cleavage 1o shorter peptides
{~ 14 kDa) occurred in immunoblotts that were incubated
with anti-MGO primary antibody. Membranes wene then
stuined with Ponceau 5 and changes in the migration of the
main GST band (26 kDa) toward higher molecular weight
and loss of ils inlensity were observed in all the samples
containing MGO (Fig. 5b). These results suggest that
glycation by MGO was accompanied mainly by cross-
linking, formation of high-molecular protein aggregtes
containing AGEs, and as well as protein fragmentation.

aﬁrin
= JPTngET
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28
GET  Methylglyoxal PFre Gle
05 1 2 50 50 mMm
Rf 5
0.283
0.517

Fig. 4 Effect of glycation on molecular charge of GST. GST
(0.5 mgfml) was incubaed with or withowt MGO (-2 mM), fructose
(Fire 50 mM), and gheose (Gle 50 mM) in 001 M sodinm phosphate
buffer (pH T.4)at 37°C for T days and then subjected o native PAGE.
Proeins werne visualized by Coomassie Blue G250

a MM G5T Me wal Fre leg o]

Fig. 5 Immunoblots of GST samples treated with MGO, frocuse,
and glucose. GST (05 mgfml) was incubated with or without MGO
{0-2 mM), fructose {Fre 50 mM), and glocose (Gle 50 mM) in (001 M
sodium phoaphate buffer (pH 7.4) &t 37°C for 11 days and then
subjected 1o SDE-PAGE with subsequent western blotting. Blot was
reacted with rabbit ani-AGE primary antibody. Molecular weight
standard {first and last lane) and protein bands wene marked by gosat
anti-rabbit TgG usng a chemiluminescent deection with an alkaline
phosphaiase sbswrate (a). Membrane was funher stained with
Poncean § (b)

DHscussion

In this study, the effect of MGO, fructose, and glocose on
structural and catalytic pmperties of recombinant cyvtosolic
GST from 8 japonicum was investignted. This enzvme
shares striking sequence homology, the characteristics of
the amino acid residues in the G-site, and a common GSH-

£ Springer

binding mode with mammalian mu-class GS8Ts [23, 24]
Glutnthione metabolism and GST distribution in the tssues
of diabetics may be crucial in the etiology, pathology, and
prevention of dighetes [13]. Furthermore, the long-tenn
hyperglveemia msults in the decrense of GST enzymatic
activity in tissues of dishetic animals [14-16, 25]
Admimistration of MGO o Swiss albino mice reduced GSH
content and inhibited catalvtic activity of several enzymes
including GST, supemxide dismutase, glyoxalase T amd 1L
and catalase [26]. All these findings indicate that engoing
dighetes may modify the detoxdfication metabolism. They
also suggest that GST may be modified by non-enzymatic
glycation in vivo, and hence, provide a rationale of this
emyme use for studving glyeation resctions,

Reactive a-dicarbonyls (e.g., MGO) are important pre-
cursors in the formation of AGEs in vivo. These com-
pounds are far mome reactive than the pament sugam (e.g,
glucose) conceming their abilities o form inter- and intra-
molecular protein crossinks [11, 27]. MGO is mainly
generated not only by the fragmentation of triosephos-
phates, but also by the catabolism of ketone bodies and
threonine and the degradation of glucose-modified proteins
in vivo. MGO has been identified as an intermediate in
non-emeymatic glveation, and increased levels of MGOD
have besn reported in patients suffering from diabetes
mellitus [28].

MGO, glucose, and fructose chemically modified GST
by a pmcess with the penerally accepted features of gly-
cation a5 evidenced by a decrease in amine conlent. Lysine
and arginine residues ame target sites for reducing sugars as
well as MGO modification via the Muillard reaction [29].
Typical arising products of MGO-medisted glyeation of
Lvsine and amginine msidues are N -carboxyvethyllvsine,
1 3-dif N -lysino -4 methyl-imidaeoliom,  agpyrimidine,
and thres structural isomers of hydroimidasolone, Glucose
causes generation of fluorescent AGE product pentosidine
[9]. All of the aforementioned compounds were described
and guantified in vivo [30]. The GST dimer contains 44
Lys and 20 Arg residues with four Lys—Lys and two Lys—
Amg sequence pairs, which are possible targets for glveating
apgents, Approximately 10, 3, and 1 Lys mesidues per GST
molecule were irreversibly modified during 7-day incuba-
tion with MGO 1.0 mM, fructose 50 mM, and glucose
50 mM, respectively (Table 1).

Furthermaore, the incubation of GST with MGO led to
the inhibition of its catalytic activity (Fig. 1). This effect of
MGO was concentration dependent. The glycation-induced
conformational changes in protein wpography and modi-
fication of lysine residues, which may play a role in the
emsyvme catalysis (e.g., Lys 44 is involved in the formation
of G-site), probably contributes to engyme inhibition. Also
the formation of intre-molecular cross-links induced by
AGEs (Fig. 5a) may be accompanied by progressive
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3%

localized compaction of protein molecule that may result in
its dysfunction (e.g., creation of surface o interior chan-
nels, impairment of conformational transition, and inhibi-
tion of domain movement during catalysis). Moreover,
introducing AGEs, which am hydrophobic, would also
promote a local condensation of substructures [9, 31].

MGO-induced chemical modi fications led 1o a change in
molecular charge of GST, which became mom anionic as
revealed by native PAGE. The effects of fructose and
glucose on GST  electmphoretic mobility  were  less
pronounced (Fig. 4 Table 2). These results indicate the
progressive loss of the positive charge in the glycation-
modified GST molecule, which is coused by the irrevers-
ible modification of Arg and Lys residves [27, 32] as was
confirmed by determination of amine content (Table 1).
MGO proved to be potent and fast-acting glycating agent
because it progressivel y modi fisd molecular charge of GST
within the fimt 3 days of incubation, while the effect of
fructose and glucose became apparent since the day 14 of
incubation.

The SDS-PAGE and subsequent western blotting clearly
showed formation of protein cross-links with  higher
molecular weight (75 ¥Da) than native enzyme in the
samples containing MGO or fructose (Fig. Sa, b). Also, the
migration of the main protein band toward higher molec-
ular weight was chserved in all the samples containing
MGO after 11 days of incubation (Fig. 5h). These resulis
suggest that glveation by MGO and fructose was accom-
panied by cross-linking and formation of high-molecular
protein aggregates containing AGEs. Such glycation-
modi fied sites on proteins act as trapping agents that bind
transition metals and proteins, which may provide a
nucleation center for extmesllular plague or intmcellular
inclusion body formation [31] Protein aggregation takes
part in the development and progress of various diseases
including cataract [33, 34] and Alzheimer's disease [35].

It can be concluded that the ability of the glycating
agents to imeversibly modify GST increased in the order n-
glucose < p-fructose = MGO, which is in agreement with
published results of other studies concerning glveation
reactions of varous glvcating agents [10, 33, 36]. MGO
priwed 1o be the most potent glyveating agent among studied
compounds. It cansed concentration-dependent inhibition
of GST catalytic activity, peneration of AGEs, decrease in
amine content and tryptophan  fuomscence, cross-link
formation, as well as changes in molecular charge of the
studied enevme.
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