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ABSTRAKT
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Nazev: Vznik karbonylovych skupin vlivem neenzymové glykace proteint

Skolitel: PharmDr. Iva Bousova, Ph.D.

Tato diplomova prace byla zaméfena na optimalizaci stanoveni mnozstvi
karbonylovych skupin v biologickém materidlu. Karbonylové skupiny vznikaji vlivem
oxidace nebo glykace proteinti. Jako modelovou bilkovinu pro spektrofotometrickou
metodu stanoveni jsem pouzila bovinni sérovy albumin a pro elektroforetickou metodu
aspartataminotransferazu, které jsem glykovala n¢kolika glyka¢nimi ¢inidly (glukoza,
glukoza + méd’, fruktdza, fruktoza + méd’, metylglyoxal). U spektrofotometrického
stanoveni jsem optimalizovala rizné parametry: rozpoustédlo, koncentraci ¢inidla,
mnozstvi bilkoviny a délku inkubace. Podafilo se mi nalézt vhodné podminky stanoveni,
které jsem pouzivala v dalSich experimentech sriznymi glyka¢nimi ¢inidly. U
elektroforetického stanoveni jsem provadéla SDS-PAGE s naslednym barvenim
stiibrem  nebo imunobloting s chemiluminiscen¢ni detekci. Vysledky
spektrofotometrického stanoveni ukdzaly, Ze nejvyssi glyka¢ni schopnost ma
metylglyoxal, nasleduje fruktéza s ptidavkem médnatych iontl, samotnd fruktoza,
glukdza s pridavkem médnatych iontl a nejpomalejSim glykacnim ¢inidlem je glukoéza.
U elekromigracnich metod doSlo ke sniZeni pohyblivosti glykovanych bilkovin diky
zvyseni jejich molekulové hmotnosti v diisledku tvorby zkiiZenych vazeb. Zde se jako
nejucinnéjsi glykacni €inidlo projevila fruktdza s ptidavkem médnatych iontl, kde jiz
po sedmi dnech inkubace doslo k tak velkému nartstu molekulové hmotnosti proteinu,

ze do gelu vibec neprostoupil.
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Title: Formation of carbonyl compounds by non-enzymatic protein glycation
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This diploma thesis was aimed at the optimization of carbonyl groups
determination in biological material. Carbonyl groups are formed by effect of protein
oxidation or glycation. As a model protein, I used bovine serum albumin for
spectrophotometric and aspartate aminotransferase for electrophoretic method of
assessment, which were glycated by several glycating agents (glucose; glucose + copper;
fructose; fructose + copper; methylglyoxal). | optimized different parameters of
spectrophotometric determination: solvent, concentration of reagent, amount of protein,
and duration of incubation. I managed to find suitable conditions of this determination,
which | have used in subsequent experiments with different glycating agents. At
electrophoretic determination, | performed SDS-PAGE with following silver staining or
immunoblotting with chemiluminescent detection. The results of spectrophotometric
determination showed that methylglyoxal has the highest glycating ability, followed by
fructose with addition of cupric ions, fructose itself, glucose with addition of cupric ions,
and the slowest glycating agent is glucose. At electromigration methods, the mobility of
glycated proteins decreased due to the increase in their molecular weight as a result
crosslinks formation. Fructose with addition of cupric ions approved here to be the most
effective glycating agent, where such a big increase in molecular weight of protein

occurred after seven days incubation that they did not permeate to the gel at all.
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1 Uvod

Svoji diplomovou praci jsem vypracovala na katedie biochemickych véd FaF
UK v Hradci Kralové, kde se jiz delsi dobu zabyva skupina profesora Drsaty a doktorky
BousSové problematikou neenzymové glykace proteinii a jejiho ovlivnéni latkami s
antioxida¢nimi 0¢inky in vitro. Svou praci jsem navazovala na piedeSlé prace
diplomant? (Svehlova 2007, Bacilkova 2008) vénujicich se tomuto tématu.

Karbonylové skupiny vznikaji ve vétsi mife pii oxidacnim poskozeni proteinti
vlivem probihajiciho oxida¢nim stresu a také pii neenzymové glykaci proteinti. Ac
neenzymova glykace probihd i za fyziologickych podminek a s vékem se zvySuje, tak
ma velky vyznam pii fadé onemocnéni, jako je diabetes mellitus, aterosklerdza,
onemocnéni ledvin, zdkal o¢ni Cocky a dalSich. Proto se fada studii vénuje detekci,
rozpoznani a moznosti ovlivnéni a zpomaleni tvorby glykacnich produkta.
Neenzymovou glykaci dochazi k modifikaci proteinii a tedy i ke zméné jejich funkce.
Proteiny v organismu plni tlohu transportni, stavebni, imunitni, katalytickou a dalsi.
Neenzymova glykace (Maillardova reakce) je sled reverzibilnich i ireverzibilni reakci
vedoucich ke vzniku reaktivnich meziprodukti a-oxoaldehydd, jejichz hromadéni vede
ke vzniku kone¢nych produktl pokrocilé glykace (AGE) a karbonylového stresu.
Charakteristickou vlastnosti vétsiny AGE je schopnost vzajemného zesiténi molekul
proteinli, ¢imZ je sniZeno vyluCovani téchto latek a dochéazi k jejich naslednému
hromadéni ve tkénich a poskozeni jednotlivych organt.

V praktické ¢asti své diplomové prace jsem se nejdiive vénovala optimalizaci
podminek spektrofotometrického stanoveni karbonylovych skupin ve vzorcich
obsahujicich BSA glykované riznymi glyka¢nimi ¢inidly (glukéza, glukoza + méd’,
fruktoza, fruktéza + méd’, metylglyoxal). Ve druhé fazi jsem vyuzila elektroforetické
metody SDS-PAGE a imunoblotingu pro detekci glykaénich produkti vzniklych
pusobenim stejnych glykacnich ¢inidel na molekulu enzymu aspartataminotransferazy.
Ptitomnost proteint s vys§i molekulovou hmotnosti neZ mélo samotné AST, svédcilo o

probéhlé neenzymové glykaci a vzniku AGE.



2 Soucasny stav poznani

2.1 Oxidacni stres

Poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstranénim volnych radikali je nazyvano
oxida¢nim stresem (Stipek a kol. 2000). Tento stav miize byt vyvoldn nadmérnou
produkci volnych radikdl, coz je nejcastéjSi pripad, nedostate¢nou funkci
antioxida¢niho ochranného systému nebo kombinaci obou téchto stavii (Dalle-Done a
kol. 2003B).

Volné radikdly jsou charakterizované pfitomnosti neparového elektronu
VvV zevnim orbitalu. Radikaly se snazi neparovy elektron doplnit a byvaji proto velmi
reaktivni. Navazuji se extrémné rychle na jinou strukturu, které elektrony piedavaji
nebo ji elektrony odnimaji. Odniméanim nebo pfijimanim elektronu dal§imi molekulami
dochazi k tvorbé dalSich reaktivnich castic. Radikalova reakce pokracuje za vzniku
dalsich toxickych produktt. Ukonceni radikalovych reakci nastane pfi setkani dvou
molekul s neparovymi elektrony nebo reakci s antioxidantem (Racek a Holecek 1999).
Podle jiz klasické definice jsou antioxidanty molekuly, které jsou ptitomny v malych
koncentracich ve srovnani s latkami, jez by mély chranit a mohou zabranovat nebo
omezovat oxidacni destrukci téchto latek (Paulova a kol. 2004).

Muzeme rozliSit endo- a exogenni zdroje volnych radikald. Pfi endogennim
vzniku radikdlii se hlavné wuplatiuji metabolické pochody v mitochondriich,
peroxisomech a endoplazmatickém retikulu. Dale k jejich vzniku dochazi béhem
fagocytdzy, béhem ischemicko-reperfiizniho stavu a zanétu (Durackova 1998).

Nejvice endogennich  volnych radikdli  vznikd v dychacim fetézci
vV mitochondriich, kdy oxidaci vzduSnym kyslikem vznikd energie a vedlejSim
produktem jsou superoxidovy a hydroxylovy radikal. Enzym superoxiddismutaza se
uplatiuje v tomto systému jako antioxidant (Rahbar a Figarola 2003). Do exogennich
vlivii spadad cigaretovy kouf, znecisténi prostiedi pesticidy, xenobiotika, 0zdén a
ionizujici zafeni (Dalle-Done a kol. 2003B). Hyperglykémie aktivuje proteinkinazu C,
kterd zvySuje aktivitu fosfolipdzy A, a naslednd syntéza prostaglandini je dalSim
zdrojem radikalt (Janebova a kol. 1999). Antioxidacni mechanismy mohou byt
poskozeny napiiklad mutaci nebo chybénim enzymu v tomto systému (Dalle-Done a kol.
2003B). Frekvence mutaci s v€kem stoupd, zejména v mitochondridlni DNA.
K mutacim dochazi hlavné ve tkanich, které jsou vice okyslicovany (kosterni a srde¢ni

sval, mozek).



Organismus poskozuji kromé volnych radikall i jiné reaktivni latky, které vSak
jiz nemaji neparovy elektron, a tyto dvé skupiny se souhrnné oznacuji jako reaktivni
formy. Reaktivni formy miizeme rozdélit do n€kolika skupin: reaktivni formy kysliku
(ROS), dusiku (RNS) a siry (RSS), které¢ jsou nékdy oznacovany jako radikaly
odvozené od organickych sloudenin (Lushchak 2007, Duradkova 1998). Koncentrace
volnych radikald ma vliv na homeostazu, proto je dilezité¢ volné radikaly udrzovat na
vhodné hladiné (Chakravarti a Chakravarti 2007). Skupina ROS zahrnuje volné radikaly
jako superoxid (O*), hydroxylovy radikal (OHe), peroxylovy radikal (ROO¢),
alkoxylovy radikal (RO¢) a latky, které nejsou volnymi radikaly jako naptiklad peroxid
vodiku (H,0,), singletovy kyslik (*O) a 0zén (O3). Skupina RNS se sklada z radikalt
oxidu dusnatého (NO¢) a oxidu dusic¢itého (NOye) a dalSich latek, které nejsou volnymi
radikély, jako jsou nitrosil (NO"), kyselina dusitd (HNO;) a peroxynitrit (ONOO ")
(Stipek a kol. 2000). Thiylovy radikal (RSe) a jeho derivaty jsou piiklady RSS
(Lushchak 2007). Vsechny tyto slou¢eniny jsou chemicky velmi aktivni. Nejvice studii
se vénovalo vzniku a plisobeni ROS, proto jsou tyto slouc¢eniny nejlépe prozkoumany.
ROS maji schopnost modifikovat fadu makromolekul (lipidy, proteiny, DNA).

Oxidace lipidi muze vést ke ztrat¢ nasobnych vazeb a vzniku reaktivnich
metaboliti (aldehydy). Jako nasledek se objevuji zmény ve fluidité a propustnosti, které
mohou vést az k lyze bun€k. Modifikace proteini muze zpisobit zesiténi proteint,
jejich fragmentaci a modifikaci funkénich skupin, jejichZ nasledkem miiZze byt porucha
jejich funkce. Proteiny mohou fungovat jako intra- nebo extracelularni signalni
molekuly a bunka diky nim ziskava fadu informaci ze svého okoli. Modifikaci proteint
se tyto signdlni drahy poru$i. Enzymy také maji proteinovou strukturu, a proto vlivem
oxidace dochazi k poruSe jejich funkce. Enzymy obsahujici pfechodny kov v misté nebo
blizkosti aktivniho centra jsou zvlasté citlivé ke kovem katalyzované oxidaci. Pfeména
DNA muze zptsobit $tépeni cukerného kruhu, modifikaci bazi a zlomy fetézct, coz
miZe mit za nasledek mutace a transla¢ni chyby (Lushchak 2007, Stipek a kol. 2000).
Rozsah poskozeni je dan procentem poskozenych molekul a délkou trvani oxidace
(Chakravarti a Chakravarti 2007).

V soucasné dob¢ se vénuje zvySend pozornost nejen volnym radikaliim, ale také
koneénym produktim pokrocilé glykace (AGE), které maji vliv na vznik fady
onemocnéni, jako jsou endokrinni (diabetes mellitus), vaskuldrni (aterosklerosa),

neurodegenerativni (Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba), renalni (urémie),



autoimunitni (lupus erythematosus), o¢ni (katarakta), gastrointestinalni, jaterni nebo
plicni onemocnéni a dalii patologie, jako jsou zanéty, nadory nebo starnuti (Stipek a kol.
2000, Chakravarti a Chakravarti 2007).

Na druhé strané¢ vSak organismus dokédze vyuzit volné radikdly i ve svij
prospéch.  Fagocytujici  bunky vyuzivaji svého metabolického  vzplanuti
myeloperoxidazového systému k tvorbé hydroxylového radikalu, peroxidu vodiku a
chlornanii ke zni¢eni mikroorganismti (Durackova 1998). Reaktivni formy kysliku a
dusiku mohou také slouzit jako signalni molekuly, diky kterym bunka ziskava
informace z okoli a nasledkem toho muze dojit k aktivaci genl kodujicich cytokiny,
adhezni molekuly, proteiny zanétu a dalsi (Stipek a kol. 2000). Dalsim mistem uplatnéni
volnych radikalt je reprodukce. Spermie k Gspé€Snému proniknuti do vajicka potiebuji
superoxid, diky kterému rozru$i jeji membranu. Oplodnéné vajicko poté produkuje
hydroxylovy radikal, diky kterému se na oplodnéném vajicku vytvoii kiizové vazby

Z jednotek tyrozinu, coZ zabrani praniku dal§ich spermii (Durackova 1998).



2.2 Modifikace proteint

Proteiny jsou dulezitou soucasti zivého organismu, kde zastavaji funkci stavebni,
transportni, signalizacni, katalytickou, funguji jako obrana proti patogeniim a tvoii vice
nez 50% susiny bunky. Proteiny jsou v organismu zdrojem dusiku, v krvi ptisobi jako
ucinny pufrovaci systém a prispivaji k udrzeni osmotického tlaku vné i uvnitt bunky. Za
urcitych okolnosti mize dojit k jejich modifikaci, pfestavbé, ¢i rozstépeni peptidové
vazby, coz mlZe mit negativni vliv na jejich funkci. Na proteiny ptsobi volné radikaly,
oxidacni stres hyperglykémie, produkty lipidové peroxidace a dalsi.

Diky modifikaci proteini  vlivem neenzymové glykace se méni
fyzikéalné-chemické vlastnosti proteinti. Dochazi ke zméné jejich propustnosti, snizuje
se izoelektricky bod, naboj maji vice negativni, také se zde objevuje moznost vzniku
zktizenych vazeb tzv. ,,cross-linkd*“. Tyto proteiny jsou rezistentni k proteolytickému
Stépeni, coz vede k problémim s odbouravanim, jehoz nésledkem je hromadéni ve
tkanich (Janebova a kol. 1999).

Oxidaci proteinii mizeme rozdélit do dvou skupin. V prvnim ptipadé se jednd o
specifickou oxidaci — dochazi k oxidaci uréitych aminokyselinovych zbytkd a vznikaji
specifické produkty oxidace (napf. oxidace fenylalaninu na o0-tyrosin). Druhym
pfipadem je oxidace celkova, jejich vysledkem je tvorba Sirokych variant riznych
produkti (napf. zavadéni karbonylovych skupin do postrannich fetézcti molekuly
proteinu). Celkova oxidace mize ovlivnit vice proteinti nez specificka, a proto miize byt
ucinek takové oxidace mnohem Skodlivéjsi (Chakravarti a Chakravarti 2007). Oba typy
oxida¢niho poskozeni vedou ke zméné struktury postrannich fetézcli aminokyselin,
fragmentaci fetézce na kratsi peptidy, tvorbé zkiizenych vazeb mezi vzniklymi produkty
poskozeni a novych aminokyselin v peptidech (Durackova 1998).

U modifikovanych proteinti, které se nerozlozily, dochazi k jejich hromadéni a
tvorbé& kovalentnich a nekovalentnich vazeb. Kovalentni vazby maji za nésledek tvorbu
disulfidickych mustkli nebo 2,2-bifenylové vazby mezi dvéma volnymi radikaly nebo
dvéma radikaly karbonylu. Nekovalentni vazby vznikaji na zédklad¢ hydrofobnich nebo
elektrostatickych interakci mezi oxidovanymi aminokyselinami (Chakravarti a
Chakravarti 2007).

Meéteni hladiny modifikovanych proteinti jako ukazatele oxida¢niho stresu ma

nekolik vyhod ve srovnani s méfenim peroxidace lipidi nebo oxidace DNA.



1. Proteiny hraji dileZitou roli v udrzeni bunécnych struktur a funkci. Proto se Casto
setkdvame s métenim aktivity enzymt, jejichz molekuly byly pozménény.

2. Modifikované proteiny jsou pomérné stalé, tvoii se brzy a v krvi cirkuluji po delsi
dobu nez nemodifikované molekuly.

3. Pro stanoveni modifikovanych proteinii jsou dostupné citlivé metody, napf.

spektroskopické, imunochemické, HPLC analyza (Chakravarti a Chakravarti 2007).

2.2.1 Neenzymova glykace

Jednd se o kondenzacni reakci, kterou lze také oznaclit jako nukleofilni adici
mezi karbonylovou skupinou aldehydt redukujicich cukrii s N-terminalni nebo volnou
aminoskupinou proteinu (Huijberts a kol. 2008). Potravinovy chemik Louis Camille
Maillard provedl roku 1912 pokusy, které ukazovaly na to, ze vlivem tepla dochazi
k tvorb¢ komplexti mezi aminokyselinami a redukujicimi cukry a vznikaji zlutohnédé
slouceniny. Proto je dnes neenzymova glykace zndma jako ,,Maillardova reakce®. Jedna
se o sérii paralelnich reakei, které 1ze rozdélit do 3 fazi. VSechny reakce mohou probihat
soucasn¢, proto se mohou navzdjem ovlivilovat (Henle 2005). Maillardovy reakce se
ucastni volné aminoskupiny peptidt,, nukleovych kyselin, lipid, amind, fosfolipidd,
karbonylové skupiny redukujicich cukrii a degradacni produkty sacharidi (Nguyen
2006).

Vysledkem téchto kaskadovitych reakci jsou latky, které jsou oznaCovany jako
konecné produkty pokroc€ilé glykace (AGE). AGE tvofi heterogenni skupinu latek. Tyto
modifikované proteiny se vyznacuji mnohem vys§i molekulovou hmotnosti nez proteiny,
ze kterych vznikly. Je pro né typickd a spolecnd Zlutohnédéd pigmentace, u nékterych
s moznosti fluorescence (Janebova a kol. 1999).

Glykace jako takova neni pro organismus Skodliva, ale jeji produkty se uplatiiuji
u tady patologickych procesi. AGE vytvaieji kovalentni vazby mezi molekulami
proteinll, coZ je povazovano za zasadni prav€ pfi jejich negativnich ucincich. Tvorba
AGE je katalyzovana pfechodnymi kovy a naopak inhibovana latkami s redukujicimi
vlastnostmi, jako je kyselina askorbova (Singh a kol. 2001). AGE ke svému vzniku
potiebuji kyslik, protoze za anaerobnich podminek pozdni fize reakce neprobiha
(Janebova a kol. 1999). Lidské sérové proteiny s pomalou rychlosti degradace jsou
zvlasté citlivé ke glykaci. K takovym proteiniim fadime hemoglobin, albumin, LDL

Castice, krystaliny v o¢ni ¢occe a rizné formy kolagenu (Osuna a kol. 2008).

8



Kromé endogenné vzniklych AGE existuji také exogenni zdroje, jako je potrava,
predevsim pokud je tepelné zpracovana a cigaretovy kouf. Jen malé ¢ast takto pfijatych
AGE je absorbovana do cirkulace (10%) a z nich je asi tfetina vylouc¢ena moc¢i a stolici.
Ledviny jsou hlavnim organem pro vylu¢ovani AGE a také orgdnem, ve kterém se AGE
hromadi. Plazmatickd koncentrace AGE vyznamné souvisi s progresi renalni

insuficience (Janebova 2007).

Maillardova reakce
1. Iniciace — tvorba Amadoriho produkti

Aldehydova skupina redukujiciho cukru a e-aminoskupina lyzinu proteinu davaji
vzniknout N-glykosaminu (Shiffova baze). Schiffova baze je aldimin a tvorba je
reverzibilni. Po odeznéni prechodné hyperglykémie se glukoza z vazby zase uvoliuje.
Trva-li vSak hyperglykémie del$i dobu, dochazi béhem nékolika hodin k pfesmyku na
Amadoriho produkt, ktery ma charakter ketoaminu (Janebova a kol 1999, Obsil a
Pavlicek 1997). Béhem tohoto presmyku dochézi k pfeméné aldehydické dvojné vazby
mezi C a O redukujiciho cukru a dvojnou vazbou C a N aminoskupiny proteinu (Capote
a Sanchez 2008). Tvorba Amadoriho produktu je jesté vratnym dé&jem, i kdyz je rychlost
jeho tvorby vyss$i nez rychlost zpétné reakce (Ulrich a Cerami 2001). Amadoriho
produkt vznikd v piipad¢, Ze redukujici cukr je aldoéza, ketézy davaji vzniknout
Heynsovu produktu (Obsil a Pavli¢ek 1997). Urcité aminoskupiny proteinli jsou vice
nachylné ke glykaci Jsou to hlavné terminalni aminoskupiny zakonfené postrannim
fetézcem lysinu. Argininové zbytky jsou uZ mnohem méné citlivé (Osuna a kol. 2008).

Rychlost formovani AGE muze byt ovlivnéna strukturou a vlastnostmi
glykaéniho cinidla 1 glykované latky a soufinem koncentraci reagujicich slozek. U
proteinu (glykované latky) ma velky vliv na reaktivitu jejich a-aminoskupin pKa. Nizsi
hodnota pKa, a tim vyssi nukleofilita, urychluje tvorbu Schiffovy baze. V mistech, kde
dochézi ke glykaci, ovliviiuji kinetiku Amadoriho pfesmyku Schiffovy baze i1 okolni
aminokyselinové zbytky (Obsil a Pavlicek 1997). Kladny naboj lokalizovany v blizkosti
aminokyselinového zbytku katalyzuje reakci vedouci k tvorbé Amadoriho produktu.
Naopak tvorba vodikovych vazeb mezi aminokyselinovymi zbytky je mohou ¢éste¢né
chranit pied glykaci (Capote a Sanchez 2008).

V pribéhu celého Zivota vétSiny bunék je koncentrace Amadoriho produkt

VvV rovnovaze s glukozou, proto zvySeni nebo sniZeni koncentrace Amadoriho produktt



koreluje s hladinou glukézy (Huijberts a kol. 2008). Rychlost glykace je funkci
rychlosti anomerizace cukru a je také nepfimo umérna poctu atoma uhliku v molekule
mnohem reaktivnéj$i nez ty nefosforylované. Reaktivita cukru tedy roste v pofadi
glukéza < mandza < galaktéza < xyloza < fruktéza < arabindéza < ribdza (Obsil a
Pavlicek 1997). Pravé pocatecni faze Maillardovy reakce jsou na hladin€ cukrt vice

zavislé nez ty pozd¢jsi (Singh a kol. 2001).

2. Propagace — degradace Amadoriho produktt

Amadoriho  produkty se mohou nevratné¢ oxidovat za  vzniku
N-karboxymethylalkylaminu nebo dojde k jejich rozkladu na pavodni amin a
deoxyglukozon. Pfi vy$§im pH Amadoriho produkty enolizuji v pozici mezi druhym a
ttetim uhlikem a eliminuji amin z prvniho uhliku za vzniku 1-deoxyglukozonu. Pfi
niz§im pH se ketoaminy pfesmykuji a enolizuji v pozici mezi prvnim a druhym uhlikem
za vzniku 3-deoxyglukozonti. N¢které diketony touto cestou tvoii 4-deoxyglukozony.
Deoxyglukozony (a—oxoaldehydy) jsou velmi reaktivni slouceniny, které opét reaguji
s volnou aminoskupinou a tim propaguji Maillardovu reakci a zpisobuji tak nevratné
zmény v molekulach proteini tvorbou heterocyklickych produkti a inter- a

intramolekularnich mustki (Obsil a Pavlicek 1997).

3. Terminace — tvorba AGE

Amadoriho produkty podstoupi dalsi oxida¢ni reakci za tvorby nevratnych forem
AGE. Tyto produkty mohou reagovat s aminy a dal$imi karbonylovymi slou¢eninami.
AGE produkty jsou termodynamicky stabilni a ukonéuji Maillardovu reakci (Obsil a
Pavlicek 1997).

Jak jiz bylo feceno, glukdéza je velmi pomalé glykacni ¢inidlo, proto pro
Maillardovu reakci maji zpétn€ vyznam jeji meziprodukty. K meziproduktim fadime
glyceraldehyd-3-fosfat,dihydroxyacetonfosfat, glyceraldehyd-3-fosfat, dikarbonylové
slouceniny jako jsou glyoxal (GO), 3-deoxyglukozon (DG) a metylglyoxal (MGO),
ktery patii mezi latky s nejvyssi glykaéni schopnost. (Huijberts a kol. 2008, Capote et al
2008).

10



stresory propagatory AGEs

aminoaceton
threonin

CEL, MOLD*

MG-hydroimidazolon

yhalyza = th I} imidi
diyRaly methylglyoxa N tetrahydropyrimidin

“\ argpyrimidin
",

P MoDIc*

T

DEGHF_,‘-—‘H T —— 1-d Ik -A
— " Eoxygiukozon DoGDIC!
- e {3-deoxyglukozdn} DoLD*
uké Schiffova b L__,..‘A dorih duk |—- 1. 4-dideoxy-5,6-
‘ glukoza [~ chiffova baze madoriho produkty deoxyglukozon’ |[————| glukosepan®
oM™ MNamik Ox

Ox
fragmentacs [ ———— CML GOLA®
Ox .

ay

!
-

GOLD®, GALA
glyoxall

giykolaldehyd [

L

ox .| G-hydroimidazolan

* gznatuje cross-linky

Obrazek 1: Vznik AGE (upraveno dle Monnier a Wu 2003, Singh a kol. 2001)

2.2.2 Peroxidace lipidi

Je to d¢j, se kterym se setkavame 1 v bézném zivoté — zluknuti tukli na vzduchu.
Peroxidace lipidi je chemicky proces vyplyvajici z oxidativniho poskozeni lipidi.
V organismu jsou k tomuto procesu velmi nachylné membranové lipidy s vysokym
obsahem nenasycenych mastnych kyselin. Peroxidaci lipidQ podléhaji mastné kyseliny
S vice dvojnymi vazbami — polyenové mastné kyseliny. Hlavnimi mastnymi kyselinami,
které podléhaji peroxidaci v bunéfnych membrandch jsou kyselina linoleova a
arachidonova. Béhem ataku reaktivnimi formami kysliku a volnymi radikaly dochazi ke
zkracovani a zmenSovani struktury kyselin.

I u peroxidace lipidii miizeme jednotlivé reakce rozdélit na 3 faze:
Iniciace vede k tvorbé koncového uhliku s neparovym elektronem. Kazda latka, ktera je
schopna vytrhnout H atom z methylenové skupiny uhlovodikového fetézce mastné
kyseliny, mize zahgjit peroxidaci lipidii vedouci k tvorbé lipidového radikalu (Le).
Ptitomné dvojné vazby v mastnych kyselinach se méni na jednoduché a tim usnadiiuji

uvolnéni He. Lipidovy radikal reaguje s molekulovym kyslikem za vzniku lipidového
11



peroxylového radikalul (LOQOe¢). Peroxylovy radikal mtze odstépit vodik ze sousedni
mastné kyseliny a vytvoii lipidovy hydroperoxid (LOOH) a dalsi lipidovy radikal.
Lipidovy hydroperoxid mtze byr redukovan v pfitomnosti Fe * na lipidovy alkoxyl
radikal (LOe). Alkoxyl stejné¢ jako peroxyl podnécuji fetézovou reakci lipidové
peroxidace. Reakce probiha tak dlouho, dokud se radikal polyenové mastné kyseliny
nesetka s jinym radikalem, poté se fetézova reakce ukonc¢i vznikem stabilni slouceniny.
V organismu probihaji 2 typy lipidové peroxidace. Neenzymovd, kterd je
vyvolana nespecifickym, mnohdy patologickym faktorem. Modifikované mastné
kyseliny se snadno $tépi a davaji vzniknout fad¢ produkti, jako jsou uhlovodiky (etan,
pentan), které vydechujeme a toxick¢ aldehydy malondialdehyd (MDA),
4-hydroxynonenal (HNE). MDA a HNE se vazi na proteiny a diky pfitomnosti
aldehydovych funkénich skupin dochézi k tvorbé zktizenych vazeb, coz ma za nésledek
modifikaci bilkovin. Enzymova peroxidace vede k tvorbé biologicky aktivnich latek,

jako jsou prostaglandiny a leukotrieny (Stipek a kol. 2000, Catala 2009).

Nékteré slouceniny (napt. CEL a CML) jsou jak produkty neenzymové glykace tak
lipidové peroxidace (Huijberts a kol. 2008).

2.2.3 Chemicka modifikace peptidové vazby

K modifikaci proteini mize dojit také pii $t€peni peptidové vazby v proteinu,
coz mize mit za nasledek zménu doty¢ného proteinu. Ptikladem mtize byt oxidace. Na
obr. 4 je znazornéno vytrzeni H pomoci hydroxylového radikdlu z a-uhliku
aminokyselinového zbytku a tim za¢ne reakce, kterd mé za nasledek tvorbu alkylového
radikalu a vody (a). Nasleduje adice molekulového kysliku na alkylovy radikal, coz da
vzniknout alkylperoxilovému radikalu (b), reakce s protonovanym superoxidovym
radikalem (HOz¢) nebo Fe** v kyselém prostiedi (c). Vytvoreny alkylhydroperoxid
muze opét vstoupit do reakce s alkoxylovym radikdlem. V tomto stupni mizZe byt
peptidova vazba Stépena nebo miize byt vySe uvedeny radikal dale oxidovéan
protonovanym superoxidem nebo Fe?* v kyselém prostiedi reaguje s hydroxylovym
derivatem proteinu (d). To znamena, ze alkyl, peroxyl a alkoxylovy derivat proteinu
mohou také odstranit atom vodiku z aminokyselinovych zbytkl a tim déat vznik novym

radikdlovym slouceninam, které jsou schopny vstoupit do podobnych piemén.
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Obrazek 2: Oxidace peptidové vazby (Lushchak 2007)

Dva alkylové derivaty bilkovin se mohou spojit a vytvofit intra- nebo
extracelularni vazbu a to za snizené koncentrace nebo bez ptistupu kysliku. Doposud
byly navrzeny 4 mechanismy, jak volné radikaly mohou zptisobit rozstépeni peptidové
vazby: A) roz$tépeni alkoxyl derivatu peptidu alfa-amidovou cestou, B) rozstépeni
alkoxyl derivatu peptidu diamidovou cestou, C) oxidace postrannich fetézcul
glutamatovych a aspartatovych zbytkd, D) oxidace postrannich fetézcl prolinu.

Ve skuteCnosti jsou vSechny aminokyselinové zbytky citlivé k oxidaci
hydroxylovym radikdlem. Zvlasté citlivé jsou aromatické aminokyseliny. Oxidace
aminokyselinovych zbytkli vede k tvorb& karbonylovych derivati. U Phe, Tyr, Trp a
His dojde Kk pfimé preméné aminokyselinového zbytku na aldehyd nebo keton
(Lushchak 2007).

2.2.4 Autooxidace glukézy a glyoxidace

Monosacharidy jako glukéza jsou v rovnovaze s jejich endioly, které mohou
podstoupit samovolnou oxidaci (autooxidaci) v pfitomnosti piechodnych kovi a
vysledkem je endiolovy radikal. Tento radikal redukuje molekulovy kyslik za vzniku
superoxidového radikalu a sam sebe oxiduje na dikarbonylovy ketoaldehyd, ktery mtze
reagovat s proteinovou aminoskupinou na ketoamin. Ketoaminy se chovaji podobné
jako Amadoriho produkty, ale jsou reaktivnéj$i a ucastni se na vzniku AGE. Oxidac¢ni
reakce jsou také spojeny s tvorbou AGE, kterd je urychlena v pfitomnosti kysliku a

redukujicich anaerobnich podminek.
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Obrazek 3: Autooxidace glukézy. Dochazi k pfeméné endiolového radikalu na
dikarbonylovy ketoaldehyd, ktery miZe vstoupit do reakce s aminoskupinou
proteinu a dojde tak aZ ke vzniku AGE. Reakce jsou katalyzovany pirechodnymi
kovy (M) a superoxidovy radikil je pomoci Fentonovy reakce preménén na

hydroxylovy radikal (Ahmed 2005).

Termin glykoxidace je uzivan k popisu samovolné oxidace Amadoriho produktu
na AGE v pfitomnosti pfechodnych kovii a molekulového kysliku. Amadoriho produkty
se pifeménuji na dikarbonylové slouceniny pies endiol proteinu vytvoreny
superoxidovym radikalem. Dikarbonylové slou€eniny proteinu se mohou ucastnit
tvorby AGE a nazyvaji se glykoxida¢ni produkty. Jakmile se vytvoifi superoxidovy
radikal, mize byt v pfitomnosti pfechodnych kovli pfeveden na vysoce reaktivni

hydroxylovy radikal ve Fentonov¢ reakci (Ahmed 2005).
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Obrazek 4: Glykoxidace. Dochazi k pieméné ketoaminu na protein s obsahem
dikarbonylu. Tato sloucenina se miiZe dale pfeménovat na AGE. Tyto premény

jsou katalyzovany piechodnymi kovy (M) a ze vzniklého superoxidového radikalu

miuZe vzniknout hydroxylovy radikal pomoci Fentonovy reakce (Ahmed 2005).

2.2.5 Degradace oxidovanych proteini

Lyzosomy a proteasomy jsou dva rizné intracelularni proteolytické systémy pro
endogenni degradaci proteind. Lyzosomy obsahuji velké mnozstvi riznych
hydrolytickych enzymd, které hraji dilezitou roli v fadé metabolickych procest véetné
normdlniho proteinového metabolismu. V tomto piipadé se jednd o neselektivni
degradaci hlavn¢ extracelularnich bilkovin.

Proteasomy jsou odpovédné za programovany zanik intracelularnich proteini.
Uplatnuji se také pii degradaci oxidovanych proteinii. Dilezitou ulohu v tomto
mechanismu degradace méa polypeptid ubikvitin. Ubikvitin se kovalentné vaze na
g-aminoskupinu protein, ktery ma byt degradovany. Na karboxyl ubikvitinu se nejdiive

navaze svou SH- skupinou enzym znaceny E; za soucasného Stépeni ATP. Poté se E; na
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ubikvitinu vyméni za malou bilkovinu znacenou E; a ta se vyméni za E;. Komplex
ubikvitin-Ej se pfipoji na protein za katalyzy ubikvitin ligdzy. Obvykle se spoji na E3 az
pet molekul ubikvitinu s jednou molekulou proteinu. Proteasomy jsou oznacovany jako
26S. Jde o obrovsky enzymovy komplex s velkym poctem podjednotek, ktery se
nachazi jak v cytoplazmatickém tak nuklearnim prostoru. V proteinovy komplex znamy
jako ,,19S cap = cepicka“ ma ustfedni funkci s ATP-dependentni hydrolytickou
aktivitou a jedna se o podjednotku vézajici ubikvitin. Na rozdil od ATP-independentni
proteazy, ktera tvofi centralni jadro ,,20S core* a jedna se o multikatalytickou proteazu,
ktera méa 3 dobfe charakterizované peptidazové aktivity: chymotryptickou, tryptickou a
postglutamylpeptid-hydrolytickou. Proteiny obsahujici na svém N-terminalnim konci
Met, Ser, Thr, Ala, Val, Cys, Pro nebo Gly jsou vici této proteolyze odolné. Ty
proteiny, které maji na N-konci ostatni aminokyseliny jako Arg, Asp, Leu a Phe, jsou
destabilizovany. Postupné dochazi k degradaci proteinu az na jednotlivé aminokyseliny.
Oxidace proteint ¢asto vedou k odhaleni hydrofobnich a aromatickych aminokyselin a
proteasom muze tato mista pfednostné rozeznat. Siln€¢ modifikované proteiny vSak ani
proteasomy nemohou rozlozit a dochazi k jejich hromadéni (Ledvina a kol. 2005,

Chakravarti a Chakravarti 2007).

Ubiquitin conjugation Protein degradation
AMP .
Ubiquitin (Ub)
£1 Ub
E1-Ub 265 proteasome
Amino acids
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/1)
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Obrazek 5: Proteasom. Proteiny znacené wubikvitinem jsou degradovany
proteasomem na jednotlivé aminokyseliny za spotrieby ATP.

(http://lwww.charite.de/herz/forschung/bps_clip_image002.jpg)
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2.3 Karbonylovy stres

Karbonylovy stres je nerovnovaha v tvorbé a odstraiiovani reaktivnich
karbonylovych sloucenin (RCS). Jejich tvorba souvisi s mnozstvim patologickych cest
jako je glykace, autooxidace cukrii nebo peroxidace lipidu (Dalle-Done a kol. 2003B,
Singh a kol. 2001).

Karbonylovy stres vznika na zakladé¢ oxida¢niho stresu a tvorby ROS, kdy
dochazi k oxida¢ni modifikaci fady proteinii a lipidt, kterd maze byt zptisobena piimym
pusobenim ROS (primarni reakce) nebo nepiimo reakcei vedlejsiho produktu oxida¢niho
stresu (sekundarni reakce), ktery nejcastéji piisobi na sacharidy a lipidy, které posléze
mohou pisobit na proteiny za vzniku karbonylovych skupin R1-CO-R2 (Chakravarti a
Chakravarti 2007). U vzniklych RCS nelze urcit, kterou ztéchto cest vznikly
(Dalle-Done a kol. 2003B). Karbonylovy stres je ukazatelem del$iho oxida¢niho stresu
(Stipek a kol. 2000). Zvysené hladiny RCS jsou nalézany u obou typi diabetu,
v aterosklerotickych platech, zesilené stén¢ intimy srde¢ni aorty, v mesangidlni matrix a
dalsich (Dalle-Done a kol. 2003B).

Dulezitym krokem glykacénich reakci je tvorba reaktivnich meziproduktd béhem
vSech stupni a cest glykace. Tyto slouceniny jsou znamy jako dikarbonylové
slouCeniny (alfa-oxaloaldehyd) a zahrnuji takové produkty jako 3-deoxyglukozon (3-
DG@G), glyoxal (GO) a metylglyoxal (MGO). Tvorba téchto reaktivnich karbonylovych
forem je zéavisld na dostupnosti stopového mnozstvi iontd kovi. 3-DG je tvofen
neoxidacnim pfeskupenim a hydrolyzou Amadoriho produktu a fruktdzy-3-fosfatu a je
meziprodukt polyolové cesty. 3-DG rychle reaguje s aminoskupinou proteinu a tvoii
AGE jako imidazolon, pyralin a karboxymetyllyzin (CML). MGO muze byt
vyprodukovany neenzymovou cestou, volnym rozkladem tri6zafosfatli, autooxidaci
sacharidi a degradaci glukozy. Také nékolik mensSich metabolickych cest, vcetné
Maillardovy reakce a lipidové peroxidace vede k tvorbé MGO. Tato dikarbonylova
sloucenina reaguje s argininovym zbytkem a tvoii imidazolové slouceniny. MGO muze
reagovat s lyzinovymi zbytky proteinu za tvorby karboxyetyllyzinu (CEL) a miize
(MOLD). GO je tvofen n¢kolika reakcemi, jako je oxidac¢ni rozklad Schiffovy baze
(Namikiho cesta), autooxidaci a degradaci glukézy, lipidovou peroxidaci a degradaci

fruktdza-6-fosfatu. Nova cesta vzniku GO je popisovana pies peroxynitrit, ktery vznika
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pii oxidaci glukoézy. Tvorba GO in vivo za fyziologickych podminek muize vést k

ruznym druhtim AGE jako je CML, pentozidin, GOLD.

Mezi AGE patii i nasledujici slouceniny:

CML - N-karboxymethyllyzin je tvofen reakci GO s g-aminoskupinou lysinu. Tuto
slou¢eninu nachazime v kolagenu kuzi, v krystalinech o¢ni Cocky, séru a
starnoucich erytrocytech. CML se také vyskytuje v mistech lipidové peroxidace.

CEL - N-karboxyetyllysin vytvofen reakci MGO s lyzinem a je také nalézan v
krystalinech ¢ocky.

GOLD - glyoxal lysin dimerr vznikly reakci GO a dvou molekul lyzinu. MOLD -
metylglyoxal-lysin dimer je tvofen reakci metylglyoxalu se dvéma molekulami
lyzinu. Zvy$né hladiny téchto dvou slouc¢enin se nachazi u pacientl s urémii.

MRX [8-hydroxy-5-metyldihydrothiazolo(3,2-a)pyridinium-3-karboxylat] jehoz tvorba
vychazi z reakci cysteinu a argininu s glukézou byl izolovan hydrolyzou z
glykovaného sérového albuminu. MRX muze slouzit jako potencialni ukazatel
hyperglykémie.

Pyrralin vznikd v dasledku reakce 3-DG a lyzinu. ZvySené sérové koncentrace maji
diabetici oproti zdravym jedinctim.

Argpyrimidin - je derivat rakce methylglyoxalu s argininovym zbytkem proteinu.
ZvySena koncentrace je nalézana u pacienti s familidrni senilni amyloidni
polyneuropatii.

Imidazolon jako je MG-imidazolon je nasledek reakce MGO s argininovym zbytkem
proteinu. 3-DG-imidazolon vznika reakci 3-DG s argininovym zbytkem proteinu.
Je ve zvySené mife nalézéan ve tkani ledvin diabetickych pacienti.

Vesperlyziny A, B a C vznikaji zesiténim dvou molekul lyzinu s C-2 slouc¢eninami.
Prekurzory téchto sloucenin jsou askorbat, D-pent6zy a D-tredzy .

GA-pyridin se tvoii reakci glykolaldehydu s lyzinem.

Crossline vznikl diky reakci N-acetyllyzinu a glukézy. Je nalézén v séru a ve tkéani
ledvin diabetickych pacientd.

Pentozidin je nésledek zkiiZenych vazeb pentdzy s lyzinovymi a argininovymi zbytky
proteinil. Pentozidin byl detekovan v kolagenu diabetickych pacienti po kyselé
hydrolyze.

GLAP vznika reakci glyceraldehydu s N-a-acetyllyzinem (Nguyen 2006, Ulrich a
Cerami 2001, Thornalley a kol. 1999).
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AGE lze rozdélit podle jejich hlavnich ryst na:

1. fluoreskujici s crosslinkem - pentozidin, crossline, vesperlyzin

2. bez fluorescence s crosslinkem - GOLD, MOLD, DOLD

3. bez crosslinki - pyralin, CML, CEL, imidazolony (Ahmed 2005; Ulrich a
Cerami 2001)

Vznik karbonylovanych proteinti (aldehydi a ketond) Ize obecné shrnout do

nasledujicich reakci:

a) primou oxidaci postrannich fetézcti aminokyselin (Pro, Arg, Lys, Thr), coz ma
za nasledek tvorbu pyrolidinu z prolinu, semialdehydglutaminu z lysinu,
2-amino-3-ketomaselné kyseliny z threoninu

b) oxida¢nim $tépenim proteinti amidovou cestou nebo oxidaci postrannich fetézct
glutaminu, vedoucich ktvorb¢ peptidi, ve kterych je N-termindlni
aminokyselina zablokovana derivatem ketoacylu

C) pii Michaelové adici nenasycenych aldehydd jako je 4-hydroxy-2-nonenal,
malondialdehyd nebo akrolein odvozenych z lipidové peroxidace bud
s aminoskupinou lyzinu, histidinu nebo s produkty pokro¢ilé lipooxidace

d) zavadénim reaktivnich karbonylovych derivata (ketoaminy, ketoaldehydy)
vzniklych glykaci a glykoxidaci do proteinu (Dalle-Done a kol. 2003B; Piroddi
a kol. 2007).

Znalost struktur modifikovanych proteinii vede k rozvoji riznych biochemickych
a imunochemickych metod a k jejich detekci. Velkou nevyhodou je, ze tyto produkty
jsou nespecifické. SpecifictéjSim stanovenim by bylo méfeni proteini po dalsi
modifikaci, jako je pfeména tyrozinovych zbytki na 3-chlortyrozin, 3-nitrotyrozin nebo
dityrozin. Nicméné tkanové hodnoty takovych ukazatelli jsou fddové mnohem nizsi nez
celkovy obsah karbonylll a ztoho divodu takové méteni vyzaduje vysoce citlivou
metodu, ktera byva finan¢né nakladnéjsi (Dalle-Done a kol. 2003B).
Produkty karbonylového stresu slouzi spiSe jako ukazatel chronického poSkozeni

zavislého na nutriénim stavu.

Za normalnich podminek je jen nizka tvorba a-oxoaldehydii a fruktosaminu,
které prechazeji v AGE, protoze zde jsou vyznamnéj$i metabolické alternativy osudu

téchto prekurzori AGE. Mezi tyto cesty patii pfeména o -oxoaldehydu za katalyzy
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enzymu na odpovidajici aldonové kyseliny. 3-DG je metabolizovan na 3-deoxyfruktozu,
katalyzovano NADPH zévislou na 3-DG reduktéze. Fruktosamin mize byt degradovany
na Shiffovu bazi Amadoriho piestavbou pomoci fruktosamin-3-fosfat ATP zavislou 3-

fosfokinazou (Rahbar a Figarola 2002).

Jako mozna prevence proti tvorbé glykacnich produkti miizeme povazovat
moznost zpomaleni tvorby prekurzori AGE a zkiiZzenych vazeb. Dale jsou pouzivany
mechanismy ,,tlumict®, které vychytavaji dikarbonylové slouceniny. Mozny je také
pfistup zalozeny na Stépeni vazeb ve vytvofenych AGE pomoci ,,vypinact®. Jako
vypina¢ muize fungovat napiiklad thiazol bromid, ktery je schopen rozstépit kovalentni

zkiizené vazby v AGE (Capote a Sanchez 2008)
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2.4 Diabetes mellitus

Vétsina z nas se s diabetiky dennodenné setkava. Podle urcitych studii trpi pravé
timto onemocnénim 1-2% svétové populace. Z celkového poctu nemocnych je asi 90%
diabetikt 2. typu a 10% diabetiki 1. typu.

Diabetes mellitus miZzeme zaradit mezi chronicka endokrinni onemocnéni, které
je charakterizované pfitomnosti hyperglykémie, v duasledku absolutniho nebo
relativniho nedostatku inzulinu a inzulinorezistence (Ahmed 2004). Diabetes zasahuje
do metabolismu cukrt, tukti i proteinl. ProtoZze tento metabolismus probiha ve vSech
zivych buiikach organismu, jsou jeho poruchou ovlivnény prakticky vSechny organy
(Berkova a Brka 2003). Diabetes je jednim z hlavnich rizikovych faktorti vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni (Gleissner a kol. 2007). Diabetes mellitus 1. a 2. typu
jsou onemocnéni se zdsadné rozdilnou etiologii a patogenezi. U diabetu 1. typu se jedna
o absolutni nedostatek inzulinu, zatim co u 2. typu je relativni nedostatek inzulinu
Dtsledky zvySené glykémie casto vedou k podobnym komplikacim. V piipadég, Ze
inzulin chybi nebo je jeho Ucinek snizen, glukdza zistava v extracelularni tekuting a
tedy i v krvi. Jeji zvySena hladina vede ke zvySeni osmolarity krve, zvySeni nabidky
osmoticky aktivnich latek ledvinam, navozeni osmotické diurézy, polyurii, dehydrataci
a polydipsii. Dlouhodoba expozice télesnych proteini hyperglykémii vede k jejich
zvySené glykaci (And¢l a kol. 2007). Endotelidlni bunky cév, mezangialni bunky ledvin,
Schwannovy buniky a neurony nemohou ucinné regulovat jejich intracelularni
koncentraci glukozy, coz odivodnuje jejich zvySenou citlivost k poskozeni navozenym
hyperglykémii (Huijberts a kol. 2008).

Chronické komplikace diabetu délime na specifické (diabetickd mikroangiopatie,
projevujici se jako diabetickd neuropatie, retinopatie a neuropatie) a nespecifické, kam
patii zejména aterosklerdza a vétsi sklon k riznym infekénim onemocnénim (Andél a

kol. 2007).

2.4.1 Mechanismy vzniku komplikaci diabetu
Polyolova cesta

Polyolovd cesta se sklddd z pomérného omezeni aktivity enzymu
aldozareduktdzy (AR) a sorbitoldehydrogenazy (SDH). Za normoglykemickych
podminek AR redukuje toxické aldehydy na neaktivni alkoholy (polyoly) a tim chrani

buiikky. AR mé malou afinitu ke glukéze a normaln€ nemetabolizuje velké mnoZstvi
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glukozy. Nicméné za hyperglykemickych podminek a za katalyzy AR se glukdza
pfeméiuje na sorbitol, ktery je postupné metabolizovan SDH na fruktozu. To mtze vést
ke zvyseni osmotického tlaku diky intracelularnimu hromadéni sorbitolu a zvySenému
oxida¢nimu stresu v duasledku spotieby NADPH, ktery je ke zpétné redukci
oxidovaného glutathionu. ZvySeni koncentrace fruktdézy podporuje narist AGE
produktii (Gleissner a kol. 2007). Nerovnovdha mezi NADP a NADPH" mize také
negativné ovlivnit funkci Na'/K*" ATPazy, coz ma za nasledek hromadéni Na* v bufice
(Berkova a Berka 2003). Tato cesta také tvofi reaktivni meziprodukty jako je fruktoza,
fruktoza-6-fosfat, glyceraldehyd-3-fosfat, 3-deoxyglukoson a tim mulze podstatné
pfispét k intracelularni tvorbé AGE produkti (Huijberts a kol. 2008, Moravcova a kol.
2006).

Neenzymova glykace proteinti s moZnosti alteraci jejich funkci, tvorba AGE

Intracelularni hyperglykémie vede k tvorbé reaktivnich dikarbonyll, jako je
glyoxal, metylglyoxal a 3-deoxyglukozon, které reaguji s aminoskupinami proteinti a
AGE. Modifikace extracelularnich a intracelularnich proteinti pomoci AGE muize ménit
jejich funkci bud tim, Ze dojde k zesiténi molekul v extracelularni matrix nebo vazbou
na AGE receptory (RAGE), které se exprimuji na buiikach, které maji proaterogenni
efekt (naptiklad endotelialni buiiky, makrofagy a buniky hladké cévni svaloviny). AGE
se také vazi na dalsi receptory jako je galektin-3, makrofagovy scavengerovy receptor.
Po vazbé na tyto receptory nebyl rozeznan zadny intracelularni signal. Vazba na RAGE
vede k translokaci NF-xB do jadra a zvySené transkripci adheznich molekul jako je
ICAM-1, E-selektin, VCAM-1 a prozanétlivych tkanovych faktoram IL-1, IL-6 nebo
TNFa. AGE také mohou navodit endotelidlni hyperpermeabilitu, coz se ukézalo, Ze je
chemotaktické pro monocyty in vitro a in vivo. AGE produkty také podporuji rozvoj
aterosklerdzy (Gleissner a kol. 2007).

Mezi glykované proteiny u diabetikll patii hlavné albumin a apolipoprotein B.
Zmény téchto bilkovin maji hlavné vztah k pocatku aterogeneze. Hemoglobin
Vv erytrocytech rovné podléhd neenzymové glykaci. Vznikaji pfitom 3 derivaty HbA1,,
HbA1, a HbA.. Stanoveni hodnot glykovaného hemoglobinu ma vyznam pro sledovani

glykémie za poslednich 6-8 tydnt (Racek a kol. 2006).
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Proteinkinaza C

Proteinkinaza C (PKC) fosforyluje proteiny na Ser a Thr zbytcich. Je zndmo 11
isoforem, 8 jich je aktivovanych diacylglycerolem (DAG). Intracelularni hyperglykémie
vede k aktivaci PKC pies zvySené hodnoty diacylglycerolu, ktery vznika hlavné z DAG
de novo syntézy. Nepiima aktivace PKC muize nastat po vazbé AGE na RAGE,
aktivované polyolové cesté nebo aktivaci 12/15 lipoxygendz. Proteinkindza C mé fadu
ucinki ptes podporu aterogeneze az po tvorbu volnych radikalt (Gleissner a kol. 2007).
Zvysena aktivita proteinkindzy C vede ke zvySené tvorbé prozanétlivych latek

(Moravcova a kol. 2006).

Hexosaminova cesta

Hexoasaminova cesta pfemény frukt6zy-6-fosfatu na glukosamin-6-fosfat ptes
glutamin-fruktosa-6-fosfatamidotransferazou (GFAT). To vSe =za predpokladu
pritomnosti substratu proteoglykani a glykoproteind. ZvySena hladina glukosaminu-

6-fosfat snizuje hladinu NO a zvySuje tvorbu PAI-1 a TGF-B (Gleissner a kol. 2007).

12/15 -lipoxygenazova cesta

12- a 15- lipoxygendzy (12/15 LO) jsou enzymy, které predavaji kyslik na 12.
nebo 15. uhlik kyseliny arachidonové, coz vede k tvorbé 12- a
15-hydroxyeikosatetraconové kyseliny. 12/15 LO tvofi endotelidlni bunky, buiky
hladké svaloviny, monocyty a makrofagy. ZvySend aktivita se ukazala pfi
hyperglykémii. Uginky 12/15 LO jsou povazovany za proatherogenetické, propaguji
oxidaci LDL. U diabetikti s aktivni 12/15 LO nachazime vyssi hladiny metabolitu 12-

LO v mo¢i nez u zdravych jedinci. Nicmén& nékteré metabolity 12/15-LO maji

w1
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Obrazek 6: Mechanismy ovliviiujici cévni sténu a sloZky krve u diabetickych
pacienti. Jednotlivé cesty vedouci k chronickym komplikacim diabetu jsou
V barevném ramecku a barevnych ¢tvereccich v misté pusobeni. Napi. polyolova
cesta vede k piestupu monocyti (Mo) do cévni stény, k aktivaci makrofagi (M®) a

tvorbé pénovych bunék, pusobi také na buiiky endotelu a hladké svaloviny cévy
(Gleissner a kol. 2007).

Diabetes mellitus 1. typu
Jednd se o autoimunitni onemocnéni, kde dochdzi k destrukci P-bunck
Langerhansovych ostriivkll ve slinivee bfisni. Tyto buiiky jsou ni¢eny 2 mechanismy:
a) pifimou interakci antigen-specifickych cytotoxickych T-bunék s B-bunkami
b) nespecifickymi zanétlivymi mediatory, tj. reaktivnimi formami kysliku
tvofenymi makrofagy a oxidem dusnatym
U tohoto typu doslo k pifevaze Th; podskupiny T-bun€k zodpovédnych za imunitni
odpovéd’ nad imunosupresivni Thy podskupinou. Th; buiiky a jejich cytokiny jsou
mediatory bunéné imunity, cytokiny IL-2 a INFy aktivuji makrofadgy a cytotoxické T
buiiky (Stipek a kol. 2000).
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Diabetes mellitus 2. typu

Onemocnéni, kterym v Ceské republice trpi vice nez 680 tisic lidi (Prazny 2008),
je na inzulinu nezavisly diabetes (NIDDM). Vytvaii se rezistence na inzulin a relativni
nedostatek glukézy v bunikach. Tito pacienti jsou Casto obézni. Bylo zjisténo, ze dochazi
k vzestupu tvorby peroxidu vodiku pravé v lidskych tukovych bunkach vystavenych
v suspenzi inzulinu. Nadbytek inzulinu miize vést k oxidaénimu stresu (Stipek a kol.

2000).

2.4.2 Chronické komplikace diabetu
Diabeticka retinopatie

Pii této komplikaci se uplatiiuje sorbitolova cesta odbouravani hexo6z pfi
hyperglykémii, jejimz vysledkem je tvorba a hromadéni sorbitolu a fruktdzy. Pti této
cesté se uplathuje enzym alddzareduktaza, ktera je hlavné piitomna v pericytech
sitnicovych kapiléar a v buiikéch retindlniho pigmentového epitelu. Hromadéni sorbitolu
v disledku poruchy aldézareduktazy dochazi k hromadéni sorbitolu v pericytech,
protoze bunéénd membrana je pro n¢j témet nepropustnd. Sorbitol mé také za nésledek
zvySovani nitroo¢niho tlaku. Hromadéni AGE v kapilarach sitnice vede ke zméné
rigidity a poskozeni pojivové tkané. Pericyty jsou zvlasté citlivé k nedostatku glukozy.
Hyperglykémie vede ke zmén€ imunoreaktivity gluk6zového transportéru 1, jehoz
funkce se tim porusi a pericit zanikd apoptdzou. Také leukocyty jsou zodpovédné za
patogenezi retinopatie. Velikost leukocytd je téméf stejna jako prisvit kapilar. U
zdravého jedince leukocyty normalné projdou, u diabetikli vSak dochazi ke zvySené
adherenci k endotelu a uvoliiovani proteolytickych enzymy. Narustajici pritokova
rezistence vede k tvorbé ROS (Sosna 2008, Ahmed 2005).

Diabeticka nefropatie

Je charakteristickd hromadénim depozit matrix v mezangiu glomeruli, coz
nakonec vede ke glomeruloskleroze. V cévni sténé a v Bowmanové pouzdru
postizenych jedinci se imunohistochemicky prokazuje vyrazna depozice AGE,
vyznamné vyS$i nez u nediabetikli. Hladiny AGE v séru koreluji s renalni funkci. U
diabetiki se nachdzi zvySené koncentrace pentozidinu vkizi jiz ve fazi

mikroalbuminurie, coz naznacuje zvysené hladiny AGE (Stipek a kol. 2000).

25



Diabeticka neuropatie

Zatim neni znam piesny vznik, ale pfedpokladd se uplatnéni polyolové cesty,
mikroangiopatie a zvysené tvorby volnych radikalii. Dochazi k intracelularni akumulaci
sorbitolu, depleci myoinozitolu a sniZeni aktivity Na'/K* ATP4zy. Bylo zaznamenano
také mnoho abnormalit v lipidovém metabolismu. Pi hyperglykémii dochéazi ke glykaci
proteint myelinu a interakci mezi myelinem a makrofagy. To vede k nodalni
demyelinizaci, zdufeni tkan¢ a deformaci s dysfunkci a poruchou axonalniho transportu

proteinti v neuronech (Berkova a Berka 2003).
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Cile prace

1) Optimalizace spektrofotometrické metody stanoveni karbonylovych skupin

2)

3)

popsané Levinem a kol. (1990).

A. Sledovani rozpustnosti proteinové pelety za pouziti fosfatového pufru nebo

guanidin hydrochloridu
B. Nalezeni vhodné koncentrace DNPH
C. Nalezeni vhodné délky inkubace BSA s DNPH
D. Nalezeni vhodného mnozstvi proteinu ve vzorku

E. Sledovani uc¢inku rtznych glykacnich ¢inidel na tvorbu karbonylovych skupin

V ¢ase

Detekce glykacnich produktti ve vzorcich obsahujicich AST pomoci SDS-PAGE

elektroforézy s naslednym barvenim stiibrem.

Stanoveni vzniklych karbonylovych skupin po glykaci AST pomoci imunoblotingu

S chemiluminiscenc¢ni detekci.
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4 Material a metodika

4.1 Pouzity material

Hovézi sérovy albumin (BSA), frakce V, 96%
Kyselina chlorovodikova
2,4-dinitrofenylhydrazin

Kyselina trichloroctova

Etanol, p.a.

Octan etylnaty, p.a.

Fruktoza

Glukoza

Metylglyoxal

Siran méd’naty, p.a.

Dihydrogenuhli¢itan sodny dihydrat, p.a.
Hydrogenuhli¢itan disodny dodekahydrét, p.a.
Azid sodny, p.a.

Aspartataminotransferaza (AST)

Akrylamid

N,N'-metylenbisakrylamid
Tris-(hydroxymetyl)aminometan

Laurylsiran sodny (SDS)

Glycin

Ultracista voda

Polyetylenglykol 2000

Izopropylalkohol, p.a.

Dusic¢nan stiibrny, p.a.

Hydroxid amonny, p.a.

Hydroxid sodny, p.a.

Kyselina citronova, p.a.

Formaldehyd

Mysi monoklonélni anti-DNP protilatka

Krali¢i polyklondlni protilatka proti mysi IgG (AP)
28

Sigma-Aldrich
Penta

Lachema

Fluka

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema

Penta

Penta

Lachema

Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Lachema

BDH Chemics
Sigma-Aldrich
Katedra biochemickych
ved
Sigma-Aldrich
Penta

Penta

Lachema

Lachner

Penta

Penta

Alpha Diagniostics
Abcam



4.2 Pouzita zarizeni

Digitalni analytické vahy CP 225 D, Sartorius

Inkubator Memmert

Spektrofotometr Helios-B, Spectronic Unicam

Elektroforeticka aparatura Mini-Protein I11, BioRad

Chlazena centrifuga Biofuge Stratos, Heraeus

pH metr inoLab pH Level 2

Programovatelny termomixer Thermomixer Comfort, Eppendorf
Laboratorni tfepacka s kyvavym pohybem Duomax 1030, Heidolf Instrument
Ultrazvukovy ¢isti¢ VWR

Centrifuga Eppendorf 5415 D
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4.3 Metodika

4.3.1 Priprava zakladnich roztoki

4.3.1.1 Priprava fosfatového pufru

Pro méfeni jsem si pfipravila 0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4 s pfidavkem 0,05%
azidu sodného (antimikrobidlni latka). Tento pufr jsem pfipravila smisenim 190 ml 0,2
M vodného roztoku NaH,>PQO4.2H,0, 810 ml vodného roztoku Na,HPO,4 12H,0 a 1000
ml ultra ¢isté vody. Pak jsem pfidala 1 g azidu sodného, ¢imz vznikl jeho 0,05% roztok.
Vznikly pufr jsem dokonale promichala a poté jsem provedla kontrolu pH na pH metru.
V ptipadé, ze se pH liSilo od pozadované hodnoty, tak jsem ho upravila pridanim

vodného roztoku NaH,PO4.2H,0 ¢i Na,HPO,4.12H,0.

4.3.1.2 Ptiprava roztoku BSA

Hovézi sérovy hovézi albumin jsem si pfipravila v koncentraci 10 mg/ml
rozpusSténim ptesné navazky ptislusného mnozstvi BSA v 0,1 M fosfatovém pufru s

0,05% azidem sodnym o pH 7.,4.

4.3.1.3 Priprava roztoku AST

Aspartataminotransferazu (10 mg) jsem centrifugovala 20 min pti 8°C pii 5000
otackach za minutu. Supernatant AST jsem odpipetovala a peletu, ve které se nachazel
enzym, jsem rozpustila v 10 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4. Tim jsem ziskala
zasobni roztok AST o koncentraci 1 mg/ml. Z tohoto zasobniho roztoku jsem si dale

pripravovala smési AST s jednotlivymi glykac¢nimi ¢inidly.

4.3.1.4 Priprava zasobnich roztoki glukozy, fruktézy, metylglyoxalu a médi

Ptfesnou navazku glukozy jsem rozpustila v 10 ml fosfatového pufru pH 7,4 a
ziskala tak 100 mM roztok glukozy. Pfesnou navazku fruktozy jsem rozpustila v 10 ml
fosfatového pufru pH 7,4 a ziskala tak 100 mM roztok fruktézy. 5,55 M MGO jsem 11x
nafedila fosfaitovym pufrem pH 7,4 a tim jsem ziskala 0,5 M roztok MGO. Roztok
1 mM Cu® jsem pfipravila rozpusténim 2,5 mg siranu méd’natého v 10 ml vody.

Tyto zésobni roztoky jsem poté pouzila pro pfipravu inkubacnich smési s BSA a
AST.
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4.3.1.5 Priprava roztoki DNPH

Z koncentrované HCI (35%) jsem odebrala 17 ml, které jsem v odmérné barice
doplnila na 100 ml, ¢imz jsem ziskala 2 M HCIl. Piesné navazky odpovidajici
koncentracim 2, 4, 6, 8, 10 a 15 mM DNPH jsem rozpustila pomoci ultrazvuku v 2 M

HCI. Hotové roztoky jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.6 Priprava guanidin hydrochloridu

Ptesnou navazku 20 mM KH;PO4 jsem rozpustila ve 20 ml redestilované vody a
k tomuto roztoku jsem piidala rozpusténou piesnou navazku 6 M guanidinu
hydrochloridu ve 20 ml ultracisté vody. Na potiebné pH 2,3 jsem roztok upravila

pomoci kyseliny trichloroctové.

4.3.1.7 Priprava zasobniho roztoku AA + bis AA

V malém mnozstvi redestilované vody jsem rozpustila 30 g akrylamidu a 0,8 g
bis-arylamidu. Roztok jsem doplnila v odmémé baiice na 100 ml. Roztok jsem

uchovavala v lednici.

4.3.1.8 Priprava 1,5 M Tris-HCI pufr

Knavézce 18,5 g trisu jsem pfidala 75 ml redestilované vody. Po rozpusténi
jsem upravila pH na 8,8 pomoci 4 M HCI. Kone¢ny roztok jsem doplnila v odmérné

banice na 100 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.9 Priprava 0,5 M Tris-HCI pufr

K navézce 6 g Trisu jsem pfidala 75 ml redestilované vody. Po rozpusténi jsem
upravila pH na 6,8 pomoci 4 M HCI. Kone¢ny roztok jsem doplnila v odmérné baiice na

100 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.10 Priprava 10% SDS

K navazce 10 g SDS jsem ptidala 80 ml redestilované vody. SDS jsem rozpustila
a poté doplnila v odmérné baice na 100 ml. Roztok jsem uchovavala pfi laboratorni

teploté.

31



4.3.1.11 Priprava elektrodového pufru
V 900 ml redestilované vody jsem rozpustila 72 g glycinu, 15 g Trisu a 5 g SDS.

Pomoci HCI jsem upravila pH na 8,3. Roztok jsem doplnila v odmérné baiice na 1000

ml. Elektrodovy puft rozpipetovala po 100 ml a zamrazila.

4.3.1.12 Priprava zasobniho vzorkového pufru

Zasobni vzorkovy pufr jsem pfipravila smichdnim redestilované vody; 0,5 M
Tris-HCI pufru pH 6,8; glycerolu; 10% SDS a 0,5% bromfenolové modti. Roztok jsem

uchovavala v lednici.

4.3.1.13 Priprava blotovaciho pufru
V 500 ml ultracisté vody jsem rozpustila 6,06 g TRISU a 28,8 g glycinu.

K tomuto roztoku jsem ptidala 400 ml metanolu. Celou smés jsem v odmérné baiice

doplnila na 2000 ml ultra¢istou vodou. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.14 Ptiprava zasobniho roztoku 0,1M TRIS pufru

V 800 ml ultracisté vody jsem rozpustila 12,11 g TRISu. Pomoci 4 M HCI jsem

upravila pH na 8. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.15 Priprava zasobniho roztoku TBST

V 300 ml ultra¢isté vody jsem rozpustila 8,77 g NaCl. K tomuto roztoku jsem
napipetovala 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru. Cely roztok jsem doplnila

Vv odmérné banice na 1000 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.16 Priprava zasobniho roztoku TBS

Ve 100 ml ultracisté vody jsem rozpustila 2,19 g NaCl. Ke vzniklému roztoku
jsem piidala 25 ml 0,1 M TRIS pufru. Cely roztok jsem doplnila v odmérné bance na

250 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

4.3.1.17 Priprava zasobniho pufru alkalické fosfatazy (AP — pufr)
Ve 300 ml jsem rozpustila 6,06 g TRISu a 508 mg MgCl; - 6 H,0. Pomoci 4 M

HCI jsem roztok upravila na pH 9,5. Celou smés jsem doplnila v odmérné barice na 500

ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.
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4.3.2 Priprava inkubacnich smési

4.3.2.1 Priprava inkubaénich smési s BSA
Zasobni roztoky fruktézy 100 mM, glukézy 100 mM, MGO 0,5 M a Cu?* 1 mM

jsem smichala s roztokem BSA 10 mg/ml. Objemy jednotlivych roztoka pro ziskéani

potifebnych koncentraci v inkubac¢nich smésich jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Vysledné koncentrace inkubacnich smési:

A....BSA 5 mg/ml
B.... BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM
C.... BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM + Cu®* 10 uM
D.... BSA 5 mg/ml + Glc 50 mM
E.... BSA 5 mg/ml + Glc 50 mM + Cu® 10 uM
F....BSA 5 mg/ml + MGO 0,5 mM
BSA pufr| _FTC Glc cu™ MGO | Celkovy
10 mg/ml [mi] 100 mM | 100 mM 1 mM 05M objem
[ml] [ml] [ml] 1] 1] [ml]
A 10 10 20
B 10 10 20
C 10 10 200 20,2
D 10 10 20
E 10 10 200 20,2
F 10 10 10 10,01

4.3.2.2 Priprava inkubacnich smési s AST
Zasobni roztoky fruktozy 100 mM, glukozy 100 mM, MGO 0,5 M a Cu?* 1 mM

jsem michala sroztokem AST Img/ml. Objemy jednotlivych roztokli pro ziskani

pottebnych koncentraci v inkuba¢nich smésich jsou uvedeny v nésledujici tabulce.

Vysledné koncentrace inkubaénich smési:

l1.... AST 0,5 mg/ml

.. AST 0,5 mg/ml + Frc 50 mM

.. AST 0,5 mg/ml + Frc 50 mM + Cu®** 10 uM
.. AST 0,5 mg/ml + Glc 50 mM

.. AST 0,5 mg/ml + Glc 50 mM + Cu®* 10 uM
.. AST 0,5 mg/ml + MGO 0,5 mM

AN D AW
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AST Pufr Frc Glc Cu®* MGO | Celkovy
1 mg/mi (] 100 MM | 100 mM 1 mM 05M objem
(1] a (1] (1] (] (] [m1]
1 200 200 400
2 200 200 400
3 200 200 4 404
4 200 200 400
5 200 200 4 404
6 200 200 0,4 400,4
4.3.3 Optimalizace  spektrofotometrického stanoveni  koncentrace

karbonylovych skupin

Karbonylové skupiny (aldehydy, ketony) vzniklé béhem glykace nebo oxidace

proteinii jsem derivatizovala pomoci 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH). Vysledny

hydrazon, ktery zbarvil roztok dozluta jsem méfila spektrofotometricky metodou

popsanou Levinem a kol. (1990). Je dulezité, aby minimalni mnozstvi bilkoviny

v méfeném vzorku bylo alesponi 0,5 mg.

protein—C=0 +

protein=N—N
H

O,N
HN=N
DNPH
NO, +

protein-DNP
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4.3.3.1 Obecny postup pro stanoveni karbonylu
Ke vzorku BSA, ktery obsahuje 1 mg/ml proteinu jsem piidala 200 ul DNPH a

tuto smés jsem dobte zamichala. Vzorky jsem si pfipravila minimaln¢ v triplikatu. Slepé
vorky obsahovaly misto DNPH 2 M HCI. Po promichani jsem smési nechala 60 min
inkubovat pii laboratorni teploté, kazdych 15 min jsem je promichala. Inkubaci jsem
ukoncila pfidanim 500 pl TCA (20%). Vzorky jsem ndsledné€ inkubovala 10 min na ledu
a poté jsem je centrifugovala v centrifuze Eppendorf pii 11000 g po dobu 5 minut.
Supernatant jsem odpipetovala. Proteinovou peletu jsem promyla 1 ml smési
etanol:etylacetat (1:1). Mikrozkumavky se smési etanol:etylacetat jsem opét dobie
promichala a nechala stat 10 min pii laboratorni teploté, poté jsem vzorky opét
zcentrifugovala (5 min, 11000 g). Promyvani jsem opakovala 3x. Nakonec jsem
proteinovou peletu rozpustila v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4 za pomoci
termomixeru (10 min, 37°C a 1000 rpm).

Po rozpusténi pelety jsem vysledny roztok méfila na UV-VIS spektrofotometru
Helios-p pti vinové délce 320 - 410 nm proti destilované vodé. Pii méfeni jsem pouzila
kfemenné kyvety. Pro kvantifikaci jsem odecetla absorbanci pii vlnové délce maxima

(360 nm).

Zvyraznéné faze V postupu jsem b&éhem optimalizace ménila, zbytek postupu

zustaval stejny.

Koncentraci karbonylovych skupin jsem vypocitala ze vzorce:

Avz - Pep

[Karbonyl] =

E3 60 1cm
Avz absorbance méreného vzorku
Apg absorbance vzorku bez DNPH
€360 molarni absorp¢ni koeficient (360 nm, 22000 M'lcm'l)

[Karbonyl]  koncentrace karbonylovych skupin v umol/l

Pro vypocet mnozstvi karbonylovych skupin na mg proteinu jsem musela
nejprve vypocitat latkové mnozstvi karbonylovych skupin v méfeném roztoku podle
vzorce n= c¢*V, kde c je koncentrace karbonyld a V je objem méfeného vzorku
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v mililitrech. Latkové mnozstvi karbonylll pak vychazi v nmol. Déle jsem musela znat
koncentraci proteinu v méfeném vzorku. Nakonec diky pifimé uméfe jsem vypocitala

mnozstvi karbonyli na mg proteinu (nmol/mg).

4.3.3.2 Sledovani rozpustnosti proteinové pelety za pouziti fosfatového pufru

nebo guanidin hydrochloridu

Rozpousténi proteinové pelety jsem sledovala na vzorku BSA 5 mg/ml + Frc
50 mM, ktery jsem smichala s ¢inidlem 10 mM DNPH. Smés jsem dobie promichala.
Nasledovala 60 minutova inkubace pii laboratorni teploté a promichani vzorkt kazdych
15 minut. Po pfidani TCA a po promyvani proteinové pelety smési etanol:etylacetat
jsem sledovala rozpustnost promyté proteinové pelety. K rozpousténi jsem pouzila
0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 a 6 M guanidin hydrochlorid o pH 2,3. Po rozpusténi

pelety jsem mnozstvi karbonylti opét méfila spektrofotometricky

4.3.3.3 Nalezeni vhodné koncentrace DNPH

Ze smési BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM inkubované 7 dni pii 37°C jsem odebrala
200 pl vzorku a k tomuto objemu jsem piipipetovala 200 ul DNPH o koncentracich 2
mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM, 10 mM a 15 mM. Objem 200 ul BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM
odpovidda mnozstvi proteinu 1 mg/ml. Kazdou koncentraci DNPH jsem d¢lala
Vv triplikatu. Smési jsem inkubovala 60 min. Dalsi kroky odpovidaly vyse uvedenému

postupu pro stanoveni karbonyla.

4.3.3.4 Nalezeni vhodné délky inkubace BSA s DNPH

K 200 pl vzorku BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM inkubovaného 7 dni pti 37°C jsem
ptidala 200 pl 10 mM DNPH. Tuto smés jsem po promichani nechala inkubovat 15 min,
30 min, 45 min, 60 min a 75 min. Vzorky u kazdého Casu inkubace jsem méla
v triplikatu. Po inkubaci jsem pokracovala dale pfidanim TCA a dal$i kroky odpovidaly

vyse uvedenému postupu pro stanoveni karbonyla.

4.3.3.5 Nalezeni vhodného mnoZstvi proteinu ve vzorku

Ze zasobniho roztoku BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM, ktery byl 7 dni inkubovan pii
37°C jsem si pfipravila jednotlivé vzorky pro analyzu. Vychozi roztok odpovidal

mnozstvi 1 mg/ml proteinu ve vzorku. V nasledujici tabulce jsou uvedené objemy
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tohoto roztoku, které odpovidaji jednotlivému mnozstvi proteinu ve vzorku 250 pg,

500 pg, 750 pg, 1 mg a 2 mg proteinu, které byly pouzity pro stanoveni.

poZadované mnoZstvi
proteinu
odebrany objem BSA 5
mg/ml + Frc 50 mM

250 ug | 500 pg | 750 pg | 1 mg 2 mg

50l | 100l | 150 ul | 200 ul | 400 pl

Odebrané objemy z BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM jsem smichala s 200 pl 10 mM DNPH,
dobie jsem smési promichala. Nasledovala 60 minutova inkubace pti laboratorni teploté

a dalsi kroky odpovidaly vyse uvedenému postupu pro stanoveni karbonyli.

4.3.3.6 Sledovani ucinku ruznych glykacnich ¢inidel na tvorbu karbonylovych

skupin v ¢ase

V tomto piipad¢ jsem nechala na vzorek BSA putsobit rizna glykacni ¢inidla.
Jednotlivé vzorky BSA a glykacniho ¢inidla mély nasledujici koncentrace: BSA 5
mg/ml, BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM, BSA 5 mg/ml + Frc 50 mM + Cu?* 10 uM, BSA 5
mg/ml + Glc 50 mM, BSA 5 mg/ml + Glc 50 mM + Cu®* 10 pM, BSA 5 mg/ml + MGO
0,5 mM. Tyto smési jsem poté nechala glykovat v inkubatoru pii 37°C. Karbonyly
vzniklé v kazdé smési jsem stanovovala v case 0, 7, 14 a 21 dni. Analyzu jsem
provadéla s 200 pl vzorku a 200 ul 10 mM DNPH. Déle jsem pokracovala jako ve vyse
uvedeném postupu pro stanoveni karbonylovych skupin.

Pfi méfeni hladiny karbonyli ve vzorcich, kde jsem jako glykaéni Cinidlo
pouzila MGO, byly vysledky ovlivnény nezreagovanym MGO. Volny MGO reagoval
SDNPH a tim doSlo k interferenci. Pfebytek MGO jsem =z naglykovanych smési
odstrafiovala pomoci systtmu MICROCON. MICROCON vyuziva filtrace pies
membranu umistnénou v mikrozkumavce Eppendorf. Filtrace probiha bé&hem
centrifugace. Naglykované proteiny zulstaly zachyceny v membrané. Po otoceni
membrany jsem naglykované proteiny vymyla fosfatovym pufrem do nové
mikrozkumavky. Z této promyté smési jsem vzala 200 pl vzorku a smichala s 200 pl
10 mM DNPH. Dale jsem pokra¢ovala podle jiz uvedeného postupu pro stanoveni
karbonylovych skupin.

Diky filtraci, pfi které jsem odstraniovala prebytecny MGO doslo ke ztratam i
¢asti bilkoviny ze vzorku. Ve vzorcich po spektrofotometrickém meéteni karbonyla jsem
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stanovila koncentraci bilkovin Lowryho metodou. Mnozstvi karbonyli jsem poté
prepocitala na skutecné mnozstvi bilkoviny v jednotlivych vzorcich.

Stanoveni bilkovin Lowryho metodou jsem provedla i u ostatnich inkubac¢nich
smési. VSechny koncentrace karbonylli poté odpovidaly presnému mnozstvi bilkoviny
ve vzorku. Béhem promyvani proteinové pelety ve smési etanol:etylacetdt mize dojit ke

ztratdm bilkovin.

4.3.4 Detekce karbonylovych skupin vzniklych pri glykaci AST pomoci

elektroforetickych metod

Pro glykaci jsem pouzila vzorek AST, na ktery jsem nechala ptlisobit glykacni
¢inidla (glukozu, glukézu + Cu®, fruktézu, fruktozu + Cu®* a metylglyoxal). Kone¢né
smési vzorku a ¢inidel méla nasledujici koncentrace: samotné AST 0,5 mg/ml, AST 0,5
mg/ml + Frc 50 mM, AST 0,5 mg/ml + Frc 50 mM + Cu** 10 uM, AST 0,5 mg/ml +
Glc 50 mM, AST 0,5 mg/ml + Glc 50 mM + Cu®* 10 uM a AST 0,5 mg/ml + MGO 0,5
mM. Glykace probihala v termostatu pti 37°C po dobu 21 dni. Vytvofené karbonylové

skupiny jsem méftila v ¢ase 0, 7, 14 a 21 dni inkubace.

4.3.4.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek
(SDS-PAGE)

Priprava gelu

Dtlezitym krokem pifed samotnou elektroforézou je piiprava gelu. Do
nalévaciho stojanku jsem pfipevnila skla, ktera jsem dikladné¢ omyla. Do kadinky jsem
si napipetovala roztoky potiebné na spodni gel a ihned po promichani jsem roztok gelu
nalévala mezi skla. Poté jsem roztok gelu pievrstvila nasycenym roztokem isobutanolu.
Takto pfipraveny gel jsem nechala 45 minut polymerovat. Po polymeraci jsem
isobutanol slila a pfipravila jsem si smés roztokd na horni gel. IThned po promichani
jsem tento roztok gelu nalila az po horni okraj skel. Pod tthlem 45° jsem do horniho
gelu zasunula hieben pro vytvoreni jamek. Tento druhy gel jsem nechala polymerovat
2 hodiny.

Spodni separacni gel obsahoval 10% SDS, horni zaostfovaci gel obsahoval
5% SDS. SDS je denaturac¢ni ¢inidlo, diky kterému proteiny dostanou ty¢inkovity tvar a

pti pH 7 - 10 maji vSechny stejny negativni ndboj.
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Vzorky proteinii jsem pfed nanesenim do jamek v gelu smichala se vzorkovym
pufrem, ktery obsahoval 2-merkaptoetanol, ktery rusi disulfidické vazby a vzorky jsem
povarila v termomixeru (3 minuty, 99°C, 750 rpm)

Elektroforéza

Skla s gelem jsem upevnila do stojanku pro elektroforézu. Tento stojanek jsem
poté vlozila do elektroforetické¢ vanicky, kam jsem nalila elektrodovy pufr. Pomoci
nanaSeciho bloku jsem do jamek nepipetovala 12 ul zdenaturovaného vzorku, 5 ul
neobarveného molekulového markeru a 3 pl obarveného molekulového markeru
(Coomasie Blue). 12 ul vzorku odpovida 4 ug proteinu. Po naneseni vzorku jsem
elektroforetickou vani¢ku ponoftila do ledové lazn¢ a po ptiklopeni vika jsem celou
soustavu spojila se zdrojem. De¢leni proteinli probihalo podle jejich molekulové

hmotnosti za konstantniho napéti 200 V.

Detekce proteini

Po ukonceni elektroforézy jsem slila elektrodovy pufr a z elektrodového stojanku
vyndala skla s gelem. Po rozevieni skel jsem gel odfizla od spacerti a zaostiovaciho
gelu. Proteiny jsem poté detekovala v separa¢nim gelu.

Pro vizualizaci proteinti jsem pouzila barveni stfibrem. Je to metoda citlivéjsi
nez pouziti barviva Coomassie Blue, ale neni kvantitativni. Principem je redukce
stfibrnych ionti nékterymi aminokyselinovymi zbytky v proteinech (Cys, Met, Arg, Lys,
His). Proteinové pasy se vizualizuji pres hnédé aZ Cerné zbarveni. Citlivost této metody
by méla byt 0,1 ng.

Nejdiive jsem gel fixovala 5% PEG v 50% izopropylalkoholu. Béhem fixace
doslo ke smrsténi gelu. Nésledovalo barveni roztokem AgNOj3 V prostiedi hydroxidu
amonného a amoniaku, kdy se gel natahuje. Poté jsem gely oplachovala destilovanou
vodou. Nakonec jsem gel vyvijela v roztoku kyseliny citronové a formaldehydu
V destilované vod€ pro vizudlni zvyraznéni proteinovych prouzki. Vizualizaci jsem
ukoncila pfenesenim gelu do destilované vody. Gely jsem poté naskenovala na GelDocu

XR a vyhodnotila v programu QuantityOne.

4.3.4.2 1Imunobloting po SDS-PAGE

Po skonceni elektroforézy jsem skla s gelem ponofila do blotovaciho pufru.
Z gelu jsem odiizla zaostiovaci gel a oddélila jsem separacni gel od skel. Separaéni gel

jsem nechala volné¢ plavat v blotovacim pufru. Polyvinylidendifluoridovou (PVDF)
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membranu jsem aktivovala v metanolu. Blotovaci sendvi¢ jsem slozila z houbicky,
siln¢ho filtracniho papiru, gelu, PVDF membrany, filtraniho papiru a houbicky. Takto
sestaveny blotovaci sendvic¢ jsem vlozila do blokovaci vanic¢ky spolu s leditkem a to
celé jsem zalila blotovaci pufrem. Vanicku jsem umistnila do ledové lazné. Blotovani
probihalo pii 100 V po dobu 120 minut.

Po blotovani jsem ze sestavené¢ho sendvice vyndala membranu, na kterou byly
pfeneseny proteiny a ponofila ji do roztoku DNPH 0,1 mg/ml (5 min.) v2 M HCI.
Béhem této inkubace doslo k derivatizaci vzniklych karbonylovych skupin proteini
¢inidlem. Nésledovalo vymyvani volného DNPH v2 M HCI (3 x 5 min.) a poté ve
100% methanolu (7 x 5 min.). Membranu ponotfenou v 8% roztoku mléka v TBST jsem
nechala do druhého dne v lednici, abych zablokovala ostatni volnd mista na membran¢ a
zabranila tak nespecifické vazb¢ protilatek.

Nasledujici den jsem membranu promyvala ve sklenénych miskach umistnénych
na kyvacce. Nejdiive jsem membranu oplachla 2 x 5 minut v TBST. Poté jsem
membranu koupala s primarni protilatku (anti-DNP, 1 pg/1 ml) 45 minut, nasledoval
oplach v TBST (6 x 5 minut), poté jsem membranu koupala se sekundarni protilatkou
konjugovanou s alkalickou fosfatdizou (45 minut). Nakonec jsem membranu
oplachovala v TBST (6 x 5 minut), TBS (2 x 5 minut) a AP-pufru (2 x 5 minut).

Detekce proteinii

Pro detekci jsem vyuZila chemiluminiscence. Tuto detekci jsem musela provadét
v temné komote pod ochrannym svétlem. Na membranu s navdzanou primarni a
sekundarni protilatkou jsem napipetovala 1,5 ml substrat, ktery pokryval celou
membranu. Membranu se substratem jsem nechala inkubovat 5 minut. Poté jsem
okapanou membranu pienesla do folie. Na tuto folii jsem pfiloZila RTG film a nechala
jsem v kazeté exponovat 10 minut. Po expozici jsem film ponofila do vyvojky (fedéné
ultracistou vodou 1:14). Kdyz byl film dostatecné vyvolany, oplachla jsem ho
Vv destilované vodé¢ a ponotila jsem jej do ustalovace (fedéného ultradistou vodou 1:5).
Poté jsem jej znovu ponoftila do destilované vody a nechala okapat. Suché¢ RTG filmy

jsem naskenovala na GelDocu XR a vyhodnotila v programu Quantity One.
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace spektrofotometrického stanoveni karbonylovych

skupin

Pii optimalizaci jsem se snazila najit nejvhodnéjSi rozpoustédlo, koncentraci
DNPH a proteinu a také délku inkubace vzorku s DNPH které by v této metod¢ vedlo

k vysledku, ktery odpovida mnozstvi karbonyll ve vzorku.

5.1.1 Sledovani rozpustnosti proteinové pelety za pouziti fosfatového pufru

nebo guanidin hydrochloridu

Proteinovou peletu jsem rozpoustéla v termomixeru pii 37°C a 1000 rpm po
dobu 10 minut. Rozpousténi proteinové pelety probeéhlo v obou piipadech bez potizi.
Nicméné pouziti guanidin hydrochloridu statisticky vyznamné (p <0,05) snizilo
naméfené mnozstvi karbonylovych skupin (Tab. 1 a Obr. 7). Proto jsem pro dalsi

experimenty pouzivala jako rozpoustédlo 0,1 M fosfatovy puft.
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Tabulka 1: Porovnani naméfeného mnoZzstvi karbonylovych skupin po rozpusténi
proteinové pelety ve 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7.4; 0,05% azid sodny) a v6 M
guanidin hydrochloridu (pH 2,3).

PouZité Nkars/MQssaA D
rozpoustédlo [nmol/mg]
fostatovy pufr 0,84 0,05
guanidin
hydrochlorid 0.70 0.09

1,00
0,90 -
0,80 - ]:
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20
0,10 -
0,00 T

fos fatowy pufr guanidin hydrochlorid

nKARB/mgBSA (nmol/mg)

Obrazek 7: Porovnani naméireného mnozstvi karbonylovych skupin po rozpusténi
proteinové pelety ve 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7.4, 0,05% azid sodny) a v6 M

guanidin hydrochloridu.
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5.1.2 Nalezeni vhodné koncentrace DNPH

S nartstajici koncentraci DNPH rostlo i mnozstvi stanovenych karbonylti ve
vzorku. Od koncentrace 10 mM DNPH se jiz mnozstvi karbonylti déle neménilo a
hodnota u 15 mM DNPH byla téméf stejnd jako pii pouziti 10 mM DNPH (Tab. 2).
Z toho diivodu jsem jako vhodnou koncentraci pro dalsi analyzu vybrala DNPH 10 mM.

Vysledny graf ma hyperbolicky pribéh (Obr. 8).
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Tabulka 2: Zavislost naméieného mnoZstvi karbonylovych skupin na koncentraci

dinitrofenylhydrazinu.

Koncentrace DNPH Nkars/MJasa SD
[mM] [nmol/mg]
0 0,323 0,058
2 1,106 0,047
4 1,386 0,019
6 1,414 0,084
8 1,727 0,074
10 1,815 0,255
15 1,806 0,010
1.8-
D 1.5
e
E :
E 12
&
(a1}
£ 0.9
[a1]
[a'q
$
c 0.6
0.3%
R%=0,9163
0.0 . . . . ’ , .
0 2 4 6 8 10 12 14 16

[DNPH] (mmol/l)

Obriazek 8: Zavislost naméreného mnoZzstvi karbonylovych skupin na koncentraci

dinitrofenylhydrazinu.
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5.1.2 Nalezeni vhodné délky inkubace BSA s DNPH

Krat§i doba inkubace ukézala, Ze jeSt€¢ nedosSlo k dostatecnému zreagovani
karbonylovych skupin naglykovaného vzorku s ¢inidlem DNPH (Tab. 3). Jako
optimalni doba inkubace se ukazalo 60 minut, pfi delsi dobé uz nedochazi k zadnym
dalSim reakcim a naméfené mnozstvi karbonylt ve vzorku se neméni. Vysledny graf ma

hyperbolicky prabeh (Obr. 9).
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Tabulka 3: Zavislost naméreného mnozstvi karbonylovych skupin na délce

inkubace vzorku s dinitrofenylhydrazinem

Délka inkubace nKARB/mgBSA sD
[min] [nmol/mg]
15 0,639 0,036
30 0,786 0,052
45 0,775 0,047
60 0,902 0,049
75 0,851 0,030
1.0
0.8+
o)
S
2 06
£
3
£
< 0.41
e
<
C
0.2
R?=0,8612
0.0 : : : : . ' '
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Inkubace (min)

Obrazek 9: Zavislost naméreného mnoZstvi karbonylovych skupin na délce

inkubace vzorku s dinitrofenylhydrazinem.
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5.1.3 Nalezeni vhodného mnoZstvi proteinu ve vzorku

Mnozstvi proteinu ve vzorku mélo vliv na rozpustnost proteinové pelety v 0,1 M
fosfatovém pufru. Do mnozstvi 1 mg/ml jsem peletu rozpustila v termomixeru béhem
10 min pii 37°C a 1000 rpm. Peletu s mnozstvim proteinu 2 mg/ml jsem v termomixeru
za danych podminek musela nechat 20 min, aby doslo k GpIlnému rozpusténi. Namétené
mnozstvi karbonyli ve vzorku se linedrné zvySovalo az do koncentrace proteinu 1
mg/ml. Poté zacalo stoupat nelinearné (Obr. 10 a Tab. 4). Pro dal$i experimenty jsem
méfila mnozstvi karbonylovych skupin ve vzorcich obsahujicich 1 mg BSA v 1 ml

vzorku.
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Tabulka 4: Zavislost naméieného mnoZstvi karbonylovych skupin na koncentraci

proteinu ve vzorku.

MnoiZstvi proteinu Nkare/Masa sD
[ng] [nmol/mg]
250 0,111 0,015
500 0,315 0,025
750 0,733 0,045
1000 1,046 0,033
2000 3,627 0,072

4.0

3.51

3.0

2.5

2.0

1.5

Nkara/Mpsa (NMol/mg)

1.0

0.5

(4

RZ =0,9847

0.0

0 500 1000 1500 2000
Mnozstvi proteinu (pg)

Obrazek 10: Zavislost naméreného mnoZstvi karbonylovych skupin na koncentraci

proteinu ve vzorku.
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5.14 Sledovani ucinku ruznych glykacénich ¢inidel na tvorbu

karbonylovych skupin v ¢ase

V tabulce 5 jsou uvedena piepoditana mnozstvi karbonyll ngars/Mssa
(nmol/mg), ktera odpovidaji méteni v jednotlivych dnech. Nejlepsi glykacni schopnost
z uvedenych cinidel mél MGO, dale fruktéza nakonec glukéza. Piidavek Cu®* také
v mensi mife urychlil tvorbu AGE. Vysledky 7. dne glykace MGO jsou nejspise
ovlivnény nedokonalym odstranénim MGO ze vzorku. U vzorku s pouzitou glukézou
jako glyka¢nim cinidlo doslo jen k pozvolnému nariistu karbonylovych skupin béhem
jednotlivych dni glykace. U fruktézy doSlo k nejvyznamnéjSimu narlstu karbonyla
mezi 0. az 7. dnem a mezi 14. - 21. dnem glykace. Mirny nartst karbonylovych skupin
u kontroly (samotné BSA bez glykacnich ¢inidel) je nejspiSe znamkou fyziologické

neenzymatické glykace probihajici 1 bez pfidani glykac¢nich ¢inidel (Obr. 11 a 12).
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Tabulka 5: Vliv glykacnich ¢inidel na tvorbu karbonylovych skupin v priibéhu

¢asu. Inkubacni smési obsahovaly BSA 5 mg/ml rozpusténé v 0,1 M fosfatovém

pufru (pH 7,4; 0,05% azid sodny) a prislusné glykaéni ¢inidlo.

Glykaéni Nkare/MPssa [NMol/mg]
¢inidlo Den 0 Den 7 Den 14 Den 21
lkontrola | 0,314+ 0,040 | 0,445+ 0,054 | 0,460 0,077 | 0,427 + 0,039
Frc50 mM | 0.314+0,012 | 0,542 0,032 | 0,559+ 0,049 | 0,815 + 0,035
FreS0 mM+ 1 3184 0,027 | 0,560 = 0,050 | 0,568 + 0,046 | 0,834 + 0,081
Cu® 10 pM
Glc50 mM | 0,324 +0,041 | 0,581 0,022 | 0,581 +0,015 | 0,621 % 0,053
Glc 50 mM +
U 10t | 0356+0.003 | 0.612:4£0011 | 0.582+0,036 | 0,631 0,085
MGO 0.5 mM | 0,862 +0,015 | 1,510 0,104 | 0,961 + 0,086 | 0,983 + 0,087

Kontrola obsahovala pouze BSA 5 mg/ml bez glykaéniho ¢inidla.
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Obrazek 11: Vliv glykaénich ¢inidel na tvorbu karbonylovych skupin v pribéhu
casu. Inkubacni smési obsahovaly BSA 5 mg/ml rozpusténé v 0,1 M fosfatovém

pufru (pH 7,4; 0,05% azid sodny) a prislu$né glykaéni ¢inidlo.
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Obrazek 12: Vliv glykacnich ¢inidel na tvorbu karbonylovych skupin v priibéhu
casu. Inkubacni smési obsahovaly BSA 5 mg/ml rozpusténé v 0,1 M fosfatovém

pufru (pH 7,4; 0,05% azid sodny) a prislusné glykaéni ¢inidlo.
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5.2 Detekce karbonylovych skupin vzniklych pri glykaci AST

pomoci elektroforetickych metod

5.2.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek

(SDS-PAGE)

Po obarveni stifibrem jsem gely analyzovala pomoci programu QuantityOne.
Podle pozice molekulového markeru jsem v tomto programu vyhodnotila molekulovou
hmotnost jednotlivych prouzki. Monomer AST ma molekulovou hmotnost asi 40 kDa.
Prouzky s molekulovou hmotnosti niz$i nez 40 kDa odpovidaji pravdépodobné
fragmentim AST vzniklym béhem glykace a dalSim bilkovindm, které byly pfitomny
V komer¢né dodavaném preparatu AST. Glyka¢ni produkty maji molekulovou hmotnost
asi 141 kDa a vys$si. Cim vyss§i je molekulova hmotnost daného prouzku, tim vice
glykaénich produktd tvoficich zkiizené vazby mezi molekulami proteind je v ném
obsazeno. Prouzky s vy$s$i molekulovou hmotnosti jsou patrné i u kontrolniho vzorku
AST. Tento enzym je ziskany z prasecich srdci, a protoze je glykace fyziologicky d¢j,
ktery se urychluje stafim jedince, tak dochazi i k naristu AGEs. Je tedy mozné, Ze
izolovana AST byla v daném jedinci jiz modifikovana glykaci nebo oxidaci.

V case 0 nejsou glykaéni produkty patrné u zaddného pouzitého ¢inidla (Obr. 13).
Po sedmi dnech inkubace je smés AST + Frc + Cu?® jiz natolik naglykovana, ze maji
proteiny takovou velikost, kterd znemoznila jejich migraci gelem a 7. den za danych
podminek nebyly pifesné odecteny molekulové hmotnosti AGE. V tomto Case jsem
detekovala AGE produkty v inkubacnich smésich AST + Frc a AST + MGO (Obr. 14).
Po 14 a 21 dnech inkubace jsem glykacni produkty s molekulovou hmotnosti 141 kDa
detekovala ve viech smésich mimo samotné AST a jiZ dfive zminéné AST + Frc + Cu?",
U smési AST + Frc + Cu?* jsem molekulovou hmotnost AGE produkti oznagila jako

vyssi nez 430 kDa a to jak 14. tak 21. den inkubace (Obr. 15a 16).
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Obrazek 13: Vliv riznych glykac¢nich ¢inidel na tvorbu AGE produkti sledovany

pomoci SDS-PAGE. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany p#i 37°C po dobu

0 dni. Podminky: 4% zaostfovaci a 10% rozdélovaci gel, nanaSené mnoZstvi

bilkoviny 4 pg/jamku, barveni Silver Staining.

Tabulka 6: Molekulova hmotnost jednotlivych bandi po vyhodnoceni v programu

Quantity One.
1 2 3 4 5 6
AST | AST + Frc | AST+Frc+Cu® | AST+GIc | AST+Glc+Cu®" | AST+MGO
40 864 40 249 40 318 40 100 40 100 40 306
56 967 56 160 55935 55 678 55 555 55 960
64 085 62 390 62 657 62 159 61 967 62 178
88 497 87 758 86 773 86 298 86 720 86 263
108 034 104 778 103 998 104 830 102 617 103 314
115 962 113 250 113 285 112 691 112 997 113 250
H monomery AST
glykacni produkty
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Obrazek 14: Vliv riznych glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produkti sledovany
pomoci SDS-PAGE. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany pfi 37°C po dobu
7 dni. Podminky: 4% zaostfovaci a 10% rozdélovaci gel, naniaSené mnoZstvi

bilkoviny 4 ng/jamku, barveni Silver Staining.

Tabulka 7: Molekulova hmotnost jednotlivych bandi po vyhodnoceni v programu

Quantity One.

1 2 3 4 5 6
AST | AST+Frc | AST+Frc+Cu®* | AST+Glc | AST+Glc+Cu”™ | AST+MGO

33 685

40 468 39 826 40 434 39 356 40 049 39 995

56 321 55117 54 994 55 048 55 652

62 449 62 117
76 588

87 202 87 517 88 239

99 146

105320 | 105 320 105 320 106 289 105 320

| [ 143816 | | 144674 |
monomery AST
glykac¢ni produkty
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Obriazek 15: Vliv riznych glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produktu sledovany
pomoci SDS-PAGE. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany p¥i 37°C po dobu 14
dni. Podminky: 4% zaostfovaci a 10% rozdélovaci gel, naniSené mnoZstvi

bilkoviny 4 pg/jamku, barveni Silver Staining.

Tabulka 8: Molekulova hmotnost jednotlivych bandi po vyhodnoceni v programu

Quantity One.
1 2 3 4 5 6
AST | AST+Frc | AST+Frc+Cu?* | AST+Glc | AST+Glc+Cu?* | AST+MGO
41001 | 41085 42 388 41210 41 433 40 897
57 143 | 57580 57 860 57 254 57 647
62100 | 62662 63 867 64 533
80 653
87 105 88 690 89 532 90 460
106 594 | 108 245 109 773 110 225 109 735
115 226

monomery AST
glykac¢ni produkty
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Obrazek 16: Vliv riznych glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produkti sledovany
pomoci SDS-PAGE. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany p¥i 37°C po dobu 21
dni. Podminky: 4% zaostfovaci a 10% rozdélovaci gel, naniSené mnoZstvi

bilkoviny 4 pg/jamku, barveni Silver Staining.

Tabulka 9: Molekulova hmotnost jednotlivych bandi po vyhodnoceni v programu

Quantity One.

1 2 3 4 5 6
AST | AST+Frc | AST+Frc+Cu?" | AST+Glc | AST+Glc+Cu?** | AST+MGO
41162 | 41115 42 227 40 480 40 799 41 248
57421 | 57381 57 378 57 040 58 112
62055 | 62420 62 890 63 590
79 297
84644 | 86465 87 460 87 154 89 517
106 504 | 107 792 109 004 107 447 110 828
114 457 116 122 120 717

monomery AST
glykac¢ni produkty
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5.2.2 Imunobloting po SDS-PAGE

Chemiluminiscencni detekci glykovanych proteini po imunoblotingu jsem
délala jen pro vzorky inkubované po dobu 0 a 7 dni. Na RTG filmech (Obr. 17 a 18)
jsem nalezla 0. den ve vsSech inkubac¢nich smésich prouzek odpovidajici monomeru
AST (41 kDa) a dva proteinové prouzky, z nichz ten s vyssi molekulovou hmotnosti byl
hure patrny. Molekulova hmotnost téchto dvou separovanych proteint byla 57 kDa a
70 kDa. U vysledkti 7. dne inkubace jsou viditelné pouze monomery AST (41 kDa) v
inkubac¢nich smésich samotné AST (1), AST + fruktéza (2), AST + glukédza (4), AST +
glukoza + Cu? (5), AST + metylglyoxal (6). Po 7denni inkubaci neni piitomen
monomer AST u inkuba¢ni smési AST + fruktdza + Cu®* (3), protoze vzniklé agregaty
maji vysokou molekulovou hmotnost a nemohou prostoupit do gelu. Molekulové
hmotnosti jednotlivych prouzki jsem bohuzel na RTG filmu neodecetla kvili obtizim s
naskenovdnim. Nicméné s postupujici délkou inkubace dochazi k tvorbé glykacnich
produktl, coz pravé potvrzuje inkubacni smés Cislo 3. K ziskani lepSich vysledkt by

mohla pomoci tGprava této metody.
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Obrazek 17: Vliv riznych glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produkti sledovany
pomoci imunoblotingu. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany p¥i 37°C po dobu
0 dni. Podminky: primarni Ab proti DNP-proteiniim, sekundarni Ab konjugovana

s alkalickou fosfatazou, chemiluminiscencni detekce.
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Obrazek 18: Vliv riznych glykacnich ¢inidel na tvorbu AGE produkti sledovany
pomoci imunoblotingu. Vzorky obsahujici AST byly inkubovany p¥i 37°C po dobu
7 dni. Podminky: primarni Ab proti DNP-proteintim, sekundarni Ab konjugovana

s alkalickou fosfatazou, chemiluminiscencni detekce.
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6 Diskuze

Stanoveni karbonylovych skupin mutze slouzit jako marker oxida¢niho stresu.
Na vzniku reaktivnich karbonylovych skupin se podili neenzymové glykace, lipidova
peroxidace, oxidace glukdzy a dalsi (Jaku$ 2000). Karbonylové skupiny (aldehydy a
ketony) vznikaji oxidaci postranich fetézct proteini za vzniku R;-CO-R; skupiny

(Chakravarti a Chakravarti 2007).

Neenzymovou glykaci vytvofené AGE produkty tvoifi heterogenni skupinou
latek co do velikosti a slozeni. Proteiny modifikované pokrocilou glykaci maji vyssi
molekulovou hmotnost nez proteiny, ze kterych vznikly, typické Zlutohnédé zbarveni,
charakteristické fluorescencni spektrum a zménéné fyzikalné-chemické vlastnosti se
schopnosti tvofit pfi€né vazby (Janebova a kol. 1999; Singh a kol. 2001). Pfesna
struktura vSech AGE neni jesté znama (Ulrich a Cerami 2001). Ve své praci jsem se
vénovala in vitro glykaci proteinu BSA a enzymu AST a nasledné detekci glykaénich
produkt obsahujicich karbonylové skupiny. Méteni hladiny karbonylovych skupin je

uzivano jako biomarker oxida¢niho stresu.

Pro detekci karbonylovych skupin je dostupna celd fada metod. Koncentraci
karbonyll lze stanovit jak u izolovanych proteintl, tak ve smési proteind. Pokud se jedna
o smés, lze vyuzit metodu HPLC pro separaci jednotlivych proteinli, ¢imZ se zvysi
presnost a citlivost pii méfeni hladiny karbonylt (Dalle-Donne a kol. 2003A).
Stanoveni karbonylovych skupin zahrnuje obvykle derivatizaci pomoci DNPH, coz
vede K tvorbé dinitrofenylhydrazonu piislusného proteinu. Tento produkt muze byt
detekovan spektrofotometricky, metodou ELISA, jednorozmérnou nebo dvourozmeérnou
elektroforézu a imunoblotingem (Buss a kol. 1997, Dalle-Donne a kol. 2003A,
Robinson a kol. 1999).

Pii spektrofotometrickém stanoveni karbonyli jsem vychazela z metody
popsané Levinem a kol. (1990), kterou jsem modifikovala. Vznikly hydrazon je
detekovan pii 370 nm, kde se nachazi maximum absorpcniho pasu DNP-proteint.

V pivodni préci je doporucené mnozstvi proteini ve vzorku vyssi nez 0,5 mg/ml.

Béhem optimalizace se mi jako vhodné mnozstvi proteinti ve vzorku jevil 1 mg/ml.
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Toto mnozstvi ve své praci pouzila i Yan a kol. (1996). Pouziti 10 mM koncentrace

¢inidla. DNPH k derivatizaci karbonylovych skupin a hodinova inkubace vzorku

bilkoviny (BSA) s timto ¢inidlem se jevily jako nejvhodnéjsi. Ke stejnym zavérim dosli
i Levine a kol. (1990) a Yan a kol. (1996). Pii pouziti 6 M guanidin hydrochloridu

(pH 2,3) Kk rozpusténi proteinové pelety doslo pfi mych experimentech k vyraznému

poklesu naméfeného mnozstvi karbonylovych skupin (p < 0,05) nez pfi pouziti 0,1 M
fosfatového pufru o pH 7,4 s ptidavkem azidu sodné¢ho. Guanidin hydrochlorid se bézné
pouziva pii spektrofotometrickém stanoveni karbonylovych skupin (Levine a kol. 1990,
Firuzi a kol. 2006), ale prace s nim je obtiznd. Pouzitd koncentrace guanidinu je jiz
velmi vysoka a vzorky se musi pfed vlastnim méfenim dikladné promichat, aby se
ptedeslo nepiesnostem zpusobenym nehomogenitou méfen¢ho roztoku. Pouziti 0,1 M
fostatového pufru (pH 7,4) k rozpusténi pelety se jevilo jako jednodussi a rychlejsi
feSeni. Proto jsem jako vhodné prostfedi pro rozpusténi proteinové pelety zvolila
0,1 M fosfatovy pufr (pH 7,4).

Po optimalizaci podminek metody jsem zahajila experimenty s glykaénimi
¢inidly. Cilem bylo zjistit, které zpouzZitych glykacnich Ccinidel je aktivnéjsi.
Sledovanym parametrem jejich glykacni aktivity byla tvorba karbonylovych skupin.
BSA o koncentraci 1 mg/ml jsem glykovala glukézou 50 mM, glukézou 50 mM + Cu®*
10 uM, fruktézou 50 mM, fruktézou 50 mM + Cu®* 10 uM a metylglyoxalem 0,5 mM.
Schopnost glykace vzristala u pouZitych c¢inidel v potadi: glukéza < glukdza s médi <
fruktoza < fruktdza s médi a nejlepsi glykacni schopnosti mél reaktivni a-oxoaldehyd
uvefejnili naptiklad Obsil a Pavlicek (1997) a dalsi autofi.

Stanoveni karbonylovych skupin v proteinech muze ovlivnit napf. vysoka
koncentrace nukleovych kyselin ve vzorku. Nukleové kyseliny mohou reagovat
s DNPH, protoze také obsahuji karbonylové skupiny. Interference mlize byt zptisobena 1
pritomnosti myoglobinu nebo hemoglobinu, které absorbuji v UV oblasti spektra pfi
370 nm (Levine a kol. 1990, Dalle-Donne a kol. 2003A). Dal§im faktorem ovliviiujicim
stanoveni je pfitomnost volnych aldehydl a ketonil. Pfitomnost volného metylglyoxalu
ve vzorku zpisobila mnohonasobné zvySeni naméfeného mnoZstvi karbonylovych
skupin, nez odpovidalo realité. Metylglyoxal ze vzorkt jsem tedy musela odstranit

ultracentrifugaci za pouziti kolonek MICROCON.
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Metoda SDS-PAGE pro déleni glykované AST jiz byla na pracovisti
optimalizovana. Detekce proteinti pomoci barvici metody Silver staining lze vyuzit
pro semikvantitativni detekci glykaci nebo oxidaci vzniklych karbonylovych skupin.
Enzym AST je komeréné dostupny v pomérné Cisté formé (napf. Roche Diagnostics,
Sigma-Aldrich atd.). SDS-PAGE elektroforézou lze detekovat jak monomery AST, tak
jeho glykaéni produkty. Vysledky ziskané barvenim gelu pomoci Silver Staining mély
v mych experimentech vyssi vypovédni hodnotu nez pii detekci separovanych proteinii
imunoblotingem.

Vzorek AST o koncentraci 0,5 mg/ml byl inkubovéan v pfitomnosti glukozy
50 mM, glukézy 50 mM + Cu®* 10 pM, fruktézy 50 mM, fruktozy 50 mM + Cu®
10 uM a metylglyoxalu 0,5 mM. Barvenim proteinovych prouzkl pouzitim metody
Silver Staining mély vzniklé glykacni produkty v pfitomnosti Frc 50 mM + Cu* 10 uM
po 7 dnech inkubace molekulovou hmotnost tak vysokou, ze neprostoupily do gelu.
Glykované proteiny u smési obsahujicich fruktézu 50 mM a metylglyoxal 0,5 mM jsem
nalezla v prouzku o pfiblizné molekulové hmotnosti 140 - 145 kDa také jiz po 7 dnech
inkubace. Glykacni produkty u ¢inidla Gle 50 mM a Glc 50 mM + Cu?* 10 uM jsem
detekovala az po 14 dnech inkubace.

Imunochemicka detekce karbonylovych skupin po SDS-PAGE ve vzorku AST
jesté pouzita nebyla. Ziskané proteinové prouzky touto metodou se mi hiife hodnotily.
ZlepSeni nékterych podminek v pribéhu detekce by mohlo vést k ziskani lepSich
vysledkt. Po imunoblotingu Ize vzniklé karbonylové skupiny separovanych proteind na
PVDF membrané derivatizovat pomoci DNPH s naslednou vazbou DNP-protilatek na
tyto skupiny (Goto a kol. 1999). Celou detekci usnadnuji komeréné dostupné specifické
protilatky proti DNP-modifikovanym proteinim (Dalle-Donne a kol. 2003A). Pfi této
analyze jsem pouZila stejné glykacni smé&si AST jako pfi SDS-PAGE elektroforéze
S naslednym barvenim Silver Staining. V Case 0 dni inkubace jsem na RTG filmu
odecetla proteinové prouzky ve vSech smésich stejné. Hodnoté asi 41 kDa odpovida
monomer AST a dale zde byly 2 prouzky proteini odpovidajici hodnotdm 57 a 70 kDa.
Dalsi mé&feni jsem provedla po 7 dnech glykace, kde u vzorku AST + Frc 50 mM + Cu?*
10 uM doslo k vymizeni bandu odpovidajicimu monomeru AST. Jeho glykaci vznikly
produkty, které jsem bohuzel na RTG membrané nedetekovala. U ostatnich smési jsem

7. den nalezla pouze monomer AST.
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Srovndnim téchto dvou detekci po probéhlé elektroforéze se vysledky shodovaly u
smési AST + fruktéza + Cu®" V obou piipadech nelze detekovat monomer AST a
glyka¢ni produkty maji velmi vysoké molekulové hmotnosti (> 430 kDa) jiz 7. den
glykace. Pro hodnoceni vzniklych AGE produkti bych vice preferovala elektroforézu

S barvenim Silver Staining.

U pouzitych metod se potvrdilo, ze gluk6éza je nejpomalejSim glykac¢nim
&inidlem. Piidavek Cu®" ionti zpusobil mirny nartst koncentrace karbonylovych skupin
ve vzorcich stanovovanych spektrofotometricky. Pfidavek Cu®* iontd do inkubaéni
smési obsahujici fruktozu rychle vyvolal tvorbu zktizenych vazeb mezi fetézci proteind.
Tyto zfetézené proteiny mély mnohem vysS$i molekulovou hmotnost nez parentni
bilkovina, coz bylo patrné pfi SDS-PAGE. K tomuto stetézeni pravdépodobné doslo

kvtli oxidaci fruktdozy médi a tvorbé volnych radikald.
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1)

2)

3)

Z.avér

Podatilo se mi optimalizovat spektrofotometrickou metodu stanoveni
karbonylovych skupin za pouziti DNPH jako derivatizacniho Cinidla. Nalezené

nejlepsi podminky:

A. Rozpousténi proteinové pelety — 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 s ptidavkem
azidu sodného (0,05%). Pti pouziti 6 M guanidin hydrochloridu o pH 2,3 doslo

ke statisticky vyznamnému snizeni mnozstvi naméfenych karbonyla.
B. Koncentrace DNPH — 10 mM
C. Délka inkubace vzorku s ¢inidlem DNPH — 60 minut
D. Mnozstvi proteinu ve vzorku — 1 mg/ml

E. Utinek glykacnich &inidel: z pouzitych &inidel se nejvétsi schopnost glykovat
modelovou bilkovinu BSA projevila u MGO 0,5 mM, a déle tato aktivita klesala
V nésledujicim potadi: Frc 50 mM + Cu®* 10 uM > Frc 50 mM > Glc 50 mM +
Cu?* 10 uM > Glc 50 mM.

Pti SDS-PAGE snaslednym barvenim stiibrem jsem nesledovala mnozstvi
karbonylovych skupin, ale vznik koncovych produkti pokrocilé glykace, které
zpisobily zesiténi molekul proteinu AST a vznik vysokomolekuldrnich agregatu.
Tyto agregaty s molekulovou hmotnosti kolem 140 kDa jsem nalezla uz 7. den
inkubace u vSech pouzitych glykaé¢nich ¢inidel (Frc 50 mM, Glc 50 mM + Cu®* 10
uM, Gle 50 mM, MGO 0,5 mM) kromé& Frc 50 mM + Cu®" 10 uM. U tohoto ¢inidla
doSlo po sedmi dnech inkubace k tvorb& agregatii vyssich nez 400 kDa, které uz

nebyly schopné migrovat béhem SDS-PAGE do gelu.

Pfi imunoblotingu jsem na RTG filmu 0. den nalezla dva prouzky separovanych
proteinii o pfiblizné molekulové hmotnosti 57 a 70 kDa a monomer AST o
molekulové hmotnosti 41 kDa u vSech smésich. Po inkubaci 7. dni doslo ke vzniku
glyka&nich produktii u smési AST s Frc 50 mM + Cu®" 10 uM a band odpovidajici
monomeru AST V této smesi vymizel. U zbylych smési jsou na RTG filmu 7. den

inkubace patrny jen prouzky odpovidajici monomeru AST.
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8 Seznam pouzitych zkratek

3-DG 3-deoxyglukozon

12/15LO 12- a 15-lipoxygendza

AGE produkty pozdni glykace (advanced glycation and-products)

Ab protilatka

AR aldézareduktaza

AST aspartataminotransferaza

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

CEL Ne-karboxyethyllysin

CML Ns-karboxymethyllysin

DAG diacylglycerol

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazin

GO glyoxal

GOLD glyoxal-derived lysine dimer

HNE 4-hydroxynonenal

ICAM 1 intracelularni adhezivni molekula

IL 1a, 6 interleukiny

INF-y interferon y

LDL low density lipoproteid

MDA malondialdehyd

MGO metylglyoxal

MOLD metylglyoxal-derived lysine dimer

MSR makrofagovy scavenger receptor

MRX (8-hydroxy-5-methyldihydrothiazolo(3,2-alpha)pyridinium-3-
carboxylate

NADP™ nikotinamidadenindinukleotid fosfat (oxidovana forma)

NADPH nikotinamid denindinukleotid fosfat (redukované forma)

NF-xB nuklearni faktor kB

PAI-1 plasminogena activator inhibitor 1

PKC proteinkinaza C
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RAGE

RCS
ROS
RNS
SD
SDH
SOD
TGF-p2

TNF«
VCAM-1

receptor produktu pozdni glykace (receptor of advanced glycation
end-products

reaktivni karbonylové slouceniny

reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

reaktivni dusikové radikaly (reactive nitrogen species)

smérodatné odchylka

sorbitoldehydrogenaza

superoxiddismutaza

transformujici rustovy faktor 32, (transforming growth

factor)

tumor nekrotizujici faktor a

cévni bunééna adhezivni molekula (vascular cell adhesion

molecule 1)
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