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ABSTRAKT
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Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Mgr. Eliska Bacilkova
Skolitel: PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.
Nazev prace: Optimalizace  elektroforetickych  metod  pro studium  glykace

aspartataminotransferasy methylglyoxalem

Hlavni naplni této prace byla optimalizace podminek nékolika elektroforetickych metod pro
sledovani pribéhu glykace aspartitaminotransferasy (AST) methylglyoxalem a vlivu
vybranych antioxidantii na tento proces. Za pouziti denaturujici elektroforézy (SDS-PAGE)
a Western blottingu jsem sledovala vznik vysokomolekuldrnich agregétii proteinu a pomoci
nativii PAGE zmény v naboji molekuly AST béhem glykace. U obou typt elektroforézy
jsem hledala vhodnou koncentraci separa¢niho gelu a mnozstvi nanaSené bilkoviny. Dale
jsem porovnavala tii bézné pouzivané barvici metody (Silver Staining, Coomassie Blue R-
250 a G-250). Zjistila jsem, Ze se stoupajici koncentraci methylglyoxalu dochézi k tvorbé
vysokomolekularnich agregati s molekulovou hmotnosti kolem 130 a 160 kDa, coz
odpovida tri- a tetramerim AST. Pfi imunochemické detekci jsem detekovala glykaéni
produkty ptedev§Sim s molekulovou hmotnosti kolem 70 a 130 kDa, pfi vysSich
koncentracich methylglyoxalu s molekulovou hmotnosti kolem 160 kDa. Glykace
methylglyoxalem zpusobila progresivni ztratu kladnych naboji v molekule AST, coz se
projevilo zvySenou migraci téchto vzorkt pfi nativni PAGE. Nejcitlivéjsi barvici metodou
byl Silver Staining. Barveni pomoci koloidniho Coomassie Blue G-250 je citlivejsi
a rychlejsi nez pomoci R-250. Ze studovanych antioxidantl mél nejvétsi protektivni ucinek
aminoguanidin. Kyselina hydroxycitronova branila glykaci jen ¢astecné, zatimco kyselina
mocova neméla Zadny pozitivni u¢inek. Podatilo se optimalizovat elektroforetické metody,
které se dale vyuziji pro studium latek s potencialnimi antiglyka¢nimi vlastnostmi v in vitro

modelu glykace bilkovin.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Mgr. Eliska Bacilkova

Supervisor: PharmDr. Iva BouSova, Ph.D.

Title of thesis: Optimization of electrophoretic methods for study of glycation of
aspartate aminotransferase by methylglyoxal

Main scope of this thesis was the optimization of several electrophoretic methods
for monitoring of the course of glycation of aspartate aminotransferase (AST) by
methylglyoxal as well as of the effect of selected antioxidants at this process. | observed
formation of high-molecular protein aggregates using denaturing electrophoresis (SDS-
PAGE) and Western blotting and changes in the molecular charge of AST during glycation
using native PAGE. In both types of electrophoresis, | searched for suitable concentration
of the separation gel and the amount of loaded protein. Further, | compared three routinely
used staining methods (Silver Staining, Coomassie Blue R-250 and G-250). | found out that
the high-molecular aggregates with molecular weight about 130 and 160 kDa, which
corresponds to tri- and tetramers of AST, are formed with increasing concentration of
methylglyoxal. Using immunochemical detection, | detected glycation products with
molecular weight mainly about 70 and 130 kDa and with molecular weight about 160 kDa
at higher concentrations of methylglyoxal. Glycation by methylglyoxal caused progressive
loss of positive charges in the molecule of AST, which was manifested by increased
migration of these samples during native PAGE. Silver Staining turned out to be the most
sensitive staining method. Staining using colloidal Coomassie Blue G-250 was more
sensitive and faster than by R-250. The greatest protective effect among studied
antioxidants possessed aminoguanidine. Hydroxycitric acid only partially defended against
glycation, while uric acid exerted no positive effect. The electrophoretic methods, which
will be further used for study of compounds with potential antiglycation properties in the in
vitro model of protein glycation, were successfully optimized.
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1.UVOD

Ma rigorozni prace byla vypracovdna na katedie biochemickych véd FaF UK
v Hradci Kralové, kde se jiz po mnoho let zabyva skupina profesora DrSaty a doktorky
Bousové problematikou neenzymové glykace proteint a jejiho ovlivnéni latkami
s antioxida¢nimi G¢inky. V této praci navazuji na svou diplomovou praci, ve které jsem se
zabyvala  vlivem  vybranych latek s antioxidatnim  uc¢inkem na  glykaci
aspartataminotransferasy (AST) methylglyoxalem (MGO). Tato prace rozsifuje spektrum
metodik pouzitych v mé diplomové praci (méfeni katalytické aktivity enzymu
a absorp¢nich UV-VIS spekter AST) k hodnoceni pribéhu neenzymové glykace a ti¢innosti
sledovanych antioxidantti o nativni a denaturujici elektroforesu a Western blotting.

Ke glykaci jsem pouzila jiz zavedeny a osvédéeny model glykace
aspartataminotransferasy methylglyoxalem. Methylglyoxal je velmi G¢inné glykacni ¢inidlo
a zéarovenl se 1 fyziologicky vyskytuje v organismu. Glykace methylglyoxalem probiha
mnohem rychleji, nez jinymi fyziologicky se vyskytujicimi sacharidy (D-glukosa,
D-fruktosa). AST je enzym komercn¢ dobie dostupny ve vysoké Cistoté a je diky svému
vysokému obsahu lysinti, které jsou cilem glykace, vhodny jako model glykovaného
proteinu.

Ve své praci jsem nejprve optimalizovala podminky pro denaturujici
a nedenaturujici elektroforesu a Western blotting. Dale jsem sledovala vznik cross-linki
a agregatl AST v zavislosti na koncentraci MGO pomoci denaturujici elektroforesy
a Western blottingu. Pomoci nativni elektroforesy jsem sledovala vliv glykace na naboj
molekuly AST. Na zavér jsem se pokusila za pouziti vySe uvedenych metod zhodnotit vliv

vybranych antioxidantl na vznik cross-linkd a na ovlivnéni molekurarniho ndboje AST.
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2.SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

V soucasné dobé je vénovana zvysSena pozornost produktim pokrocilé glykace
(AGEs), které vznikaji za fyziologickych podminek, a s vékem se jejich tvorba zvySuje.
Patologicky zvySena tvorba téchto produktii ale spoluplsobi pii vzniku a rozvoji
chronickych onemocnéni, jakymi je diabetes mellitus, atherosklerosa ¢i chronické renalni
selhani (Janebova a kol. 1999, Kalousova a kol. 2005). Vznik AGEs je spojovan
soxidacnim a karbonylovym stresem, mikrozanétem, pfipadné autoimunitni reakci.
Oxidacni stres vznika pifi poruse rovnovahy mezi vznikem reaktivnich forem kysliku
a jejich zhasenim pomoci antioxidant ve prospéch volnych radikali. Karbonylovy stres je
charakterizovan nadbytkem reaktivnich karbonylovych ¢&astic. Jejich zvySené koncentrace
Vv organismu mohou byt zptisobeny nadmérnou tvorbou pisobenim oxida¢niho stresu nebo
neoxidativni cestou z meziprodukti glykolysy, snizenim clearance nebo detoxifikace
nékterymi enzymy, napi. glyoxalasou. Oxidacni i karbonylovy stres zpiisobuji poSkozeni
dulezitych biologickych struktur - proteinti, sacharidd, lipidd a nukleovych kyselin. Mohou
také zvySovat zanétlivou odpovéd’ organismu. Vznikaji nové slouceniny a modifikované
struktury, které mohou slouzit jako markery téchto mechanismti. Mezi né patii produkty
pokrocilé oxidace proteinu (advanced oxidation protein products - AOPP), produkty
pokrocilé glykace (advanced glycation end products - AGEs) a produkty pokrocilé
lipoperoxidace (advanced lipoperoxidation end products - ALEs). Strukturalni zmény
a odhaleni novych epitopii mize spustit autoimunitni odpovéd’. Glykace nukleotidi muze

vést k mutacim (Kalousova a kol. 2005).

2.1 Neenzymova glykace

Reakce vedouci ke vzniku AGEs byly popsany jiz v roce 1912 francouzskym
chemikem Louisem Camillem Maillardem, ktery pozoroval, ze aminokyseliny zahtivané
v pritomnosti redukujicich cukrii vytvoifi charakteristické zlutohnédé zabarveni (Obsil
a Pavlicek 1997, Singh a kol. 2001). Pfi této reakci, nazvané po svém objeviteli

Maillardova reakce, dochazi k vazb¢ karbonylovych sloucenin (vCetné redukujicich cukrii)
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na volné aminoskupiny biomolekul bez katalytického plsobeni enzym (Janebova a kol.
1999).

2.1.1 Vznik a struktura AGEs (Maillardova reakce)

Neenzymova glykace ma nékolik fazi, které 1ze rozdélit do tfech krokd. Pfi iniciaci
dochdzi ke vzniku Amadoriho produkti, propagaci vznikaji AGE prekurzory a v terminaci
se tvoii AGES (Obsil a Pavlicek 1997).

Béhem iniciace dochazi k nukleofilni adici aldehydické skupiny redukujiciho cukru,
napf. glukosy, s aminoskupinami proteint, fosfolipidi a nukleovych kyselin (hlavné
lysinovymi a argininovymi zbytky) (obr. 1). Vznika nestabilni Schiffova base v aldiminové
formé s otevienym fetézcem, ktera se muze stabilizovat rovnovéhou se svou cyklickou
formou - glykosylaminem (Obsil a Pavlicek 1997, Jaku§ 2003, Singh a kol. 2001).
Schiffovy base vznikaji velmi rychle, rovnovaha je dosazena uz béhem jedné hodiny.
V prubéhu nékolika hodin az tydnii tyto slouceniny piechazeji Amadoriho pfesmykem na
Amadoriho produkty, coz jsou chemicky stabilnéjsi ketoaminy s kovalentni vazbou (Jakus
2003). Pokud do této reakce vstupuje ketosa, vznikajici ketoamin se pak nazyva Heynslv
produkt (Obsil a Pavlicek 1997). Tvorba Amadoriho produkti je do urcité miry
reverzibilni, i kdyZ rovnovaha je posunuta ve sméru jejich tvorby (Janebova a kol. 1999).
Uz v této fazi neenzymové glykace mize byt vyznamné ovlivnéna funkcnost strukturné
pozménénych proteinll. Nékteré z nich maji vyznam v klinické praxi. Mezi nejcastéji
stanovované Amadoriho produkty v klinické praxi patii lidsky glykovany hemoglobin
HbA., ktery odrazi kontrolu glykemie za poslednich 6-8 tydnd. Glykovany albumin
(fruktosamin) odrazi kontrolu glykemie za posledni 2-3 tydny (Jakus§ 2003).
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Obr. 1. Kondensace cukru a aminu a nasledna tvorba Amadoriho produkti (dle Nursten
2005)

V dalsi fazi dochazi k propagaci reakce za vzniku AGE prekurzor. Dehydrataci ¢i
Stépenim cukrit nebo degradaci aminokyselin vznikaji velmi reaktivni dikarbonylové
slouceniny (Singh a kol. 2001). Tyto reaktivni o-0xoaldehydy propaguji Maillardovu
reakci. Jako elektrofily mohou znovu reagovat s volnou aminoskupinou za vzniku
heterocyklickych produktd a inter- a intramolekularnich mastkd. Tim zpasobuji nevratné
molekularni zmény biomolekul (Jaku§ 2003, Obsil a Pavlicek 1997). Mohou indukovat
oxidacni stres abunéénou apoptosu. Tyto a-oxoaldehydy vznikaji ve vSech stadiich
glyka¢niho procesu (Maillardovy reakce) a v organismu vznikaji nepfetrzité i jinymi
zpusoby (napf. katabolismem ketonickych latek ¢&i lipidovou peroxidaci). Jsou proto
pokladany za tustfedni slouceniny pii tvorbé AGEs (Singh a kol. 2001). Mezi nejdtlezitéjsi
o-dikarbonylové slouceniny (obr. 2) patii methylglyoxal (MGO), glyoxal (GO), glukoson,
3-deoxyglukoson (3-DG) (Jakus 2003).

0] O
N ?/H H\C/
I
A SN H—C—0 c=0
H—c~ 0O ?/ | I
NS CH, HO—C—H
I 7 O H—C—OH H—C—OH
H CHj | I
H—C—OH H—C—OH
glyoxal methylglyoxal |
CH,OH CH,OH
3-deoxyglukoson glukoson

Obr. 2. AGE prekurzory odvozené od glykace (Jakus 2003)
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Akumulace reaktivnich dikarbonylovych prekurzori a produktd glykoxidace
a lipoxidace zptisobuje tzv. karbonylovy stres. Zvyseni koncentrace téchto prekurzori mize
vést ke vzniku AGEs (Singh a kol. 2001). Tyto AGEs se tvofi z meziprodukta cyklickou
kondensaci, piesmykovymi, dehydrata¢nimi a oxida¢nimi reakcemi (Janebova a kol. 1999,
Jakus 2003). Vznikajici produkty jsou chromofory, nékteré znich i fluoreskuji, jsou
termodynamicky stabilni a jejich vznik je ireverzibilni. Tvorby intra- a intermolekularnich
mustkll (cross-linkl) mezi aminokyselinami se Ucastni lysinové a argininové zbytky
(Reddy a Beyaz 2006, Obsil a Pavlicek 1997). Protoze jde o relativné pomaly proces
probihajici i fyziologicky, nezavisle na koncentraci glukosy, jsou postizeny hlavné proteiny
s relativné dlouhou Zivotnosti (napf. kolagen, krystaliny o¢ni ¢ocky, ale miize postihnout
i myelin, komplement C3, tubulin, fibrinogen, atd.). Pti uremii, ktera je spojena s velmi
vysokymi koncentracemi akumulovanych AGES, jsou zasazeny i sloueniny s kratsi
Zivotnosti, jako napt. lipidy a nukleové kyseliny (Singh a kol. 2001, Janebova a kol. 1999,
Jakus 2003).

AGEs vznikaji bud’ vazbou na jeden protein, nebo jsou schopny véazat
2 aminoskupiny a tvofit tak mezi nimi mastky, ¢imz dochazi k sitovani proteint (Singh
a kol. 2001). Produkty pozdni glykace mohou byt rozdéleny do tii skupin podle toho, zda
jsou schopny tvofit cross-linky a zda fluoreskuji. Mezi fluoreskujici cross-linky (1) patii
pentosidin, crossliny, vesperlysiny a fluorolink. Nefluoreskujici cross-linky (2) jsou napf.
GOLD, MOLD, DOLD, GODIC, MODIC, AFGP a glukosepan. AGEs nevytvaiejici
cross-linky (3) jsou pyrralin, CML, CEL, imidazolony, fluoreskujici hydroimidazolony
a argpyrimidin (Negrean 2006). Tti faze vzniku produkti pozdni glykace popisuje obr. 3.

Nekteré  AGEs mohou vznikat 1 cestou kovy katalysované oxidace
polynenasycenych mastnych kyselin a kyseliny arachidonové. Nazyvaji se pak produkty
pozdni lipoxidace (ALEs). Casto jsou ale zahrmovany také pod nazev AGEs. Jednou

z takovych latek je CML, ktery je tvotfen glykoxidaci 1 lipoxidaci (Singh a kol. 2001).
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R;—NH, + H_(::_OH 4-deoxyglukoson HO—CH,—C—C—CH,—R, glykace (AGEs)
Amin R, o O
Redukujici cukr 3-deoxyglukoson H—g—g—CHZ—RZ | | o
0O O HO—CH, ITI (l:?
1-deoxyglukoson H3C—C—(l—R2 R, H
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Schiffova baze lFe(")/ o, Amin = | \>—NH—Arg
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l

N

N

R, —NH—CH,—COOH |

1 2 Lys H
N-karboxymethylalkylamin

Pentosidin

Obr. 3. Schéma glykace (dle Obsil a Pavli¢ek 1997)

2.1.2 Faktory ovliviujici vznik AGEs

Produkty pokrocilé glykace vznikaji v lidském organiSmu spontanné. Jejich tvorba
je zvySena pii hyperglykemii a oxida¢nim stresu (Janebova a kol. 1999). ZvySené mnozstvi
AGEs v organismu mutize byt téZ zpusobeno jeho zvySenym piijmem z exogennich zdroju
jako naptiklad z cigaretového koufe a z potravy (Reddy a Beyaz 2006, Janebova a kol.
1999). AGEs vznikaji v potravé pii jeji tepelné upraveé, v zdvislosti na jejim slozeni,
teploté, zptisobu a délce upravy. Nejvyssi hladiny AGEs jsou v potravé bohaté na proteiny
a lipidy, kde vznikaji pti uvoliiovani volnych radikalti pfi tepelné tpravé. Glykoxidaci
a lipoxidaci potravy podporuje teplo, nepfitomnost vlhkosti a pfitomnost kovi. Potraviny,
obsahujici predevsim sacharidy (8krob, ovoce, zelenina, mléko) maji nejnizsi hladiny AGEs

(Negrean 2006).

Rychlost vzniku AGEs je ovlivnéna nasledujicimi faktory:
1) struktura a vlastnosti glykované latky
- Niz8i hodnota pK; aminokyseliny a tim vyssi nukleofilita urychluje tvorbu Schiffovy
base

- aminokyselinové zbytky v okoli glykované aminoskupiny
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2) koncentrace glykacniho ¢inidla - hlavné v pocate¢nich stadiich Maillardovy reakce
3) katalysatory — reakci urychluji ptechodné kovy

4) inhibitory - redukujici slou¢eniny, naptiklad askorbat

5) induktory - reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS)

6) struktura a vlastnosti glykované latky

- rychlost anomerizace cukru - schopnost existovat v linearni podobé, ktera je

reaktivnéjsi
- fosforylace - fosforylované cukry jsou mnohem reaktivnéj$i nez jejich

nefosforylované protéjsky
- pocet atomt uhliku, nejnizsi je u hex0s a nejvyssi u trios
Glukosa ma tedy nejnizs$i glykac¢ni schopnost. Proto je v organismu hlavnim zdrojem
energie pravé glukosa, nikoliv ostatni sacharidy. Je tim fyziologicky docileno co
nejpomalejsiho vzniku AGEs (Singh a kol. 2001, Obsil a Pavlicek 1997, Bohlender a kol.
2004, Dunlop 2000).

2.1.3 Uginky AGEs v organismu

Tkéanova akumulace produktti pokrocilé glykace ma fadu toxickych ucinkli. Mohou
bud’ pfimo poskodit strukturu, zménit fyzikalni vlastnosti a metabolismus extracelularni
matrix, nebo piisobi pfes AGE specificky receptor na povrchu bun€k s naslednou indukci

oxidac¢niho stresu (Janebova a kol. 1999).

2.1.3.1 Uéinky AGE nezdvislé na interakci s receptory

Produkty pokrocilé glykace mohou pusobit negativné na organismus na nékolika
urovnich. K degradaci proteinii (Stépenim jejich kovalentnich vazeb) nebo peroxidaci lipidi
v membranach bun€k mize dochazet prostfednictvim volnych radikald, které vznikaji pii
tvorbé AGEs, napf. pii autooxidaci sacharidi. Vzniklé AGEs zaroven vedou k modifikaci
asitovani tkanovych proteint, lipidi a DNA, coz ma piimé, na receptoru nezavislé
patologické nasledky (Jaku§ 2003, Bohlender a kol. 2004). Glykaci proteinti, ktera
zapriCinuje zménu jejich struktury, mize dojit k poruse odbouravani (zména poloCasu
proteini) nebo naruSeni funkci (pokles enzymové aktivity, sniZeni schopnosti vazat
ligandy, pozménénd imunogenita). Disledkem je pak naruSeni funkénosti tkani (Jaku$

2003, Negrean 2006). Zasazeny mohou byt jak extracelularni tkanové (kolagen)
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a plasmatické proteiny (albumin) a lipoproteiny (HDL, LDL, apo-lipoprotein B), tak
intracelularni proteiny (basic fibroblast growth factor, cytokiny) a DNA (Bohlender a kol.
2004).

Tyto zmény se ve zvySené mife projevuji s rostoucim vékem a jsou jesté urychleny
pfi diabetu mellitu. Nasledkem muze byt sklerosa renalnich glomerulii, ztencovani
kapilarni basalni membrany nebo rozvoj aterosklerézy (Singh a kol. 2001). Pozménénim
bunéénych proteini se buika muze stat necitlivou K exogennim stimulim a zacit

patologicky rust (Bohlender a kol. 2004).

2.1.3.2 Uéinky AGE zprostfedkované interakci s receptory

V roce 1992 byl poprvé objeven na bunééném povrchu receptor, ktery vaze AGEs
s vysokou afinitou. Nazvan byl RAGE, neboli receptor pro AGEs. Byly identifikovany
I dal$i povrchové molekuly a receptory pro AGEs: makrofagovy scavenger receptor (MSR)
typu A a B, oligosacharyltransferasa-48 (AGE-R1), 80K-H fosfoprotein (AGE-R2)
a galektin-3 (AGE-R3) (Bohlender a kol. 2005). Nejlépe charakterizovanym receptorem je
RAGE. Je fyziologicky exprimovan velkym mnozstvim rtiznych typt bunék, vyskytuje se
na bunikach hladkého svalu cév, perifernich mononuklearech, makrofazich, endotelidlnich
buiikach, také v nervovych tkanich, v plicich a kosternim svalstvu. Exprese RAGE
anékterych dalSich receptord je zvySena v piipadé diabetu mellitu a zanétu (Bohlender
a kol. 2005). V soucasnosti jsou znamy tyto hlavni ligandy AGE receptorti: AGEs,
amfoterin, amyloid B-peptid, ktery je povazovan za dilezity v patogenezi Alzheimerovy
choroby, a kalgranuliny, které jsou soucasti zanétlivého procesu, revmatoidnich
onemocnéni a roztrouSené sklerosy (Singh a kol. 2001, Kalousova a kol. 2005).

Vazbou AGEs (pfedevsim CML a pentosidinu) na RAGE je indukovan oxidaéni
stres (aktivace hemoxidasy) a mtze dojit i k aktivaci p21ras/MAP kinasy. Oba procesy
vedou K zvySeni aktivity transkripéniho faktoru NF-kB. Aktivace této signalni cesty
zpusobi sekreci cytokinti a mediatorti zanétu ¢i inhibici produkce bunécného NO. Dochazi
k indukci vaskularni dysfunkce, vasokonstrikci a koagulaci. Dusledkem mize byt
chronicka cévni aktivace a vznik zanétu (Janebova a kol. 1999, Singh a kol. 2001,
Bohlender a kol. 2004).
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Tab. 1. Patologické ptisobeni AGEs v organismu (Janebova a kol. 1999)

Piimé - zesiténi proteinii extracelularni matrix

- modifikace proteinil a zména jejich vlastnosti

- blokovani vasodilata¢niho G¢inku oxidu dusnatého

- indukce lipoperoxidace

Prostfednictvim | -  aktivace nuklearniho faktoru NF-xB

RAGE - stimulace tvorby cytokini IL-1, TNF-a, interferon-y

- stimulace tvorby rustovych faktort — IGF-1, PDGF, GM-CSF
- stimulace exprese adhesivnich molekul VCAM-1, ICAM-1

- stimulace bunééné proliferace

- zvySeni vaskularni permeability

- indukce migrace makrofagt

- stimulace tvorby endothelinu 1

- down-regulace thrombomodulinu

- zvySeni syntézy kolagenu IV, fibronektinu a proteoglykant
- zvySend syntéza a exprese tkanového faktoru

- mutace DNA

Dysfunkci bun¢k cévni stény zpasobenou produkty pozdni glykace u diabetu
vysvétluje tzv. model dvou zasahl. Prvnim zasahem je interakce AGE-RAGE a druhym
bunécnd odpoved na tyto podnéty (ischemicky stres, zanétlivé a imunitni podnéty, uklddani
oxidovanych lipoproteint, atd.), kterd jest¢ prohlubuje cévni dysfunkci a tkdniova poskozeni
(Schmidt a kol. 2001). K cévnim komplikacim pfispiva ptitomnost AGEs (prostfednictvim
RAGE) také inhibici tvorby prostacyklinu a indukei PAI-1, coZ predisponuje postiZeného
pacienta k trombogenesi (Negrean 2006). Buriky tkani bohaté na AGEs maji vétsi mnozstvi
receptordi RAGE. Dochazi totiz k upregulaci tohoto receptoru prostfednictvim NF-xB,

ktery se vaze na promotor vlastnich bun¢k (Singh a kol. 2001).

2.1.4 Metabolismus AGE

Organismus je schopen degradovat glykaci modifikované tkané a bunky. AGE
cross-linky jsou eliminovany extracelularni proteolysou a Scavenger buiikami (napf.
tkanovymi makrofagy). Makrofagy endocytosou pohlcuji AGEs a intracelularné je
degraduji na nizkomolekularni rozpustné peptidy, které¢ pak uvoliuji do krevniho obéhu.
Tyto peptidy mohou opét reagovat s proteiny, a pokud nejsou rychle odstranény ledvinami,
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vznika tzv. druha generace AGEs. Poskozeni renalnich funkci tedy vede k akumulaci AGEs
(Vlassara a Palace 2003). Pii vychytavani komplexit AGE-protein z plasmy (endocytosou)
hraji dilezitou roli také jaterni sinusové builky (Kupferovy a endotelidlni). PoSkozeni
tohoto mechanismu muze vést k hromadéni AGEs i pii spravné funkci ledvin. Insulin ma
pravdépodobné pozitivni roli pfi tomto mechanismu, protoze stimuluje expresi receptori

scavenger makrofagu, ¢imz zvysuje degradaci AGEs (Negrean 2006).

2.1.5 Methylglyoxal

Methylglyoxal  (pyruvaldehyd, 2-oxopropanal, obr.4) je velmi reaktivni
o-oxoaldehyd, ktery fyziologicky vznikd ve vSech buiikkdch a tkénich. Jeho hlavnim
zdrojem pii normdlni glykemii je enzymaticky ¢i neenzymaticky rozklad triosafosfatu.
(Kalapos 1999, Thornalley 1996). Muze ale vznikat také metaboliSmem produktii
vzniklych lipolysou, katabolismem threoninu, autooxidaci monosacharidii, Maillardovou
reakci nebo peroxidaci lipida (Wu 2005, Thornalley 1996, Thornalley a kol. 1999, Seidler
a Kowalewski 2003).

o) 0
>\ J
HaC H

Obr. 4. Methylglyoxal (MGO)

Mnozstvi vytvofeného methylglyoxalu je pfi normoglykemii asi 120 uM za den
(Thornalley 1996). Pii zvySeném mnozZstvi trioSafosfatii (napt. zvySenim hladiny glukosy
a fruktosy vlivem hyperglykemie nebo zvysenim hladiny ethanolu ¢i threoninu) se zvysi
(Bourajjaj a kol. 2003, Wu 2005, Thornalley 1996). U pacientu s diabetem mellitem (DM)
1. typu jsou sérové koncentrace MGO zvyseny 5-6 krat, u pacientd s DM 2. typu 2-3 krat
(Wu 2005). K akumulaci MGO vede i uremie, starnuti, zanét ¢i oxidac¢ni stres (Ramasamy
a kol. 2006).

Organismus je vybaven specifickymi enzymovymi procesy k metabolisaci
methylglyoxalu (Ratliff a kol. 1996). V cytosolu je MGO vychytavan a detoxikovan

glyoxalasovym systémem, ktery se sklada ze dvou enzymi - glyoxalasy | a glyoxalasy II.
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Enzymy katalysuji preménu MGO na D-laktat s meziproduktem D-S-laktoylglutathionem
(Ratliff a kol. 1996, Wu 2005). Tento enzymovy systém vznikl pravdépodobné k ochrané
bunc¢k pied toxickym vlivem MGO. Aktivita glyoxalasy I je zavisla na mnozstvi
cytosolického redukovaného glutathionu, pokud je tedy jeho mnoZzstvi diky oxida¢nimu
stresu snizeno, dochazi k akumulaci MGO (Abordo a kol. 1999). MGO muze byt
odbouravan také pomoci a-oxoaldehyddehydrogenasy [EC 1.2.1.23]. Existuji ale i jiné
glykolytické enzymy, které hraji roli jak ve tvorb¢ tak degradaci methylglyoxalu (Kalapos
1999). Za normalnich okolnosti je tedy MGO inaktivovan. P¥i onemocnénich jako je
diabetes jsou ale hladiny MGO zvySeny kvuli naruseni sacharidového a lipidového
metabolismu natolik, ze dochazi k patologickym poskozenim (Seidler a Kowalewski 2003).

Methylglyoxal mize reagovat s cysteinovymi, lysinovymi a argininovymi zbytky

proteind a peptida (obr. 5) za vzniku stabilnich AGEs (Abordo a kol. 1999).
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Obr. 5. Reakce MGO s proteiny (Thornalley 1996)
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Methylglyoxalem indukovana poskozeni (obr. 6) vznikaji reakci s extracelularnimi
I intracelularnimi proteiny ¢i DNA, modifikaci mitochondrialni membrany, antioxida¢nich
enzymu nebo vazbou na AGE receptory. Dochazi tak k modifikaci buné¢nych struktur, coz
muze vést k zahajeni zanétlivého procesu, ke vzniku molekul vyvolavajicich tkanova
poskozeni nebo ovlivijicich genovou transkripci. Dochazi i k inaktivaci dulezitych
bunécnych proteind, coz muze vést k apoptose, nekrose i zastaveni bunécného rlstu
(Seidler a Kowalewski 2003, Bourajjaj a kol. 2003, Ramasamy a kol. 2006, Shangari a kol.
2003).

starnuti uremie

/s Vglyoxalasa | \ / /zénét

oxidativnistres\> /hyperglykemie
A METHYLGLYOXAL

A AGEs <«— glykace proteint glykace transkrip&nich glykace DNA

¢ l modulatord l

» RAGE Y
zanét, trombosa, cross-linking transkripce bun&éna

angiogenese,

proteint genl apoptosa

poskozeni tkani

Obr. 6. Faktory vedouci ke vzniku methylglyoxalu a vliv MGO na proteiny a nukleové
kyseliny (Ramasamy a kol. 2006)

2.2 AGE inhibitory

Ptestoze bylo identifikovano jiZ mnoho AGE inhibitort, jejich mechanismus t¢inku
jesté neni pln¢ objasnén (Culbertson a kol. 2003). Patologické pisobeni produktti pozdni
glykace je mozné ovlivnit na tfech zékladnich Grovnich. Tvorba AGES je inhibovana
nejcastéji prostiednictvim nukleofilnich center v molekulach inhibitorl, které vychytavaji
reaktivni dikarbonylové slouceniny (Janebova a kol. 1999, Culbertson a kol. 2003). Jako

inhibitory glykace mohou uc¢inkovat i chelatory piechodnych kovi nebo antioxidanty
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vychytavajici radikaly (Culbertson a kol. 2003). Snizeni hladin AGEs lze dosédhnout
I stimulaci jejich degradace. Takové latky $tépi cross-linky AGEs a tim usnadni jejich
eliminaci ledvinami a jatry. Uginky AGEs zptsobené jejich vazbou na RAGE receptory je
mozné blokovat obsazenim AGE receptori nebo kompetici téchto receptorti se
solubilnimi RAGE (Forbes a kol. 2005, Janebova a kol. 1999).

V soucasné dob¢ jsou v centru zajmu piedevsim latky s antioxida¢nim Uc¢inkem.
Latka, které ma fungovat jako antioxidant, musi spliiovat tfi zakladni pozadavky. Musi mit
schopnost reagovat s biologicky dilezitymi oxidanty a radikdly, reakci modifikovany
antioxidant musi byt méné nebezpeCny nez pivodni latka a musi byt pfitomen
V dostate¢ném mnozstvi alesponi v nékterych kompartmentech, aby zajistil kvantitativni

prabeh reakce (Becker 1993).

2.2.1 Aminoguanidin

Aminoguanidin (AMG, obr. 7) je nukleofilni hydrazin, ktery je schopen blokovat
tvorbu AGEs (Yu a Zuo 1997). Tato latka ma antioxida¢ni u¢inky a je schopna inhibovat
pokrocilou glykaci (Chen a kol. 2003). Inhibuje také peroxidaci lipidi (in vivo) a potlacuje
rozvoj atherosklerotickych plakd (Yu a Zuo 1997). Experimentalni lé¢ba pomoci
aminoguanidinu piisobi preventivné proti diabetickym komplikacim nebo zlepSuje jejich
pribéh. Ve studiich doslo ke zlepSeni nefropatie, neuropatie, retinopatie a katarakty (Chen
a kol. 2003, Ou a Wolff 1993, Sell a kol. 2001).

NH

HyN—C— NH— NH,

Obr. 7. Aminoguanidin (synonyma: Pimagedin, Guanylhydrazin)

Pro vysvétleni mechanismu ucinku aminoguanidinu byla navrzena fada modeld.
Aminoguanidin jako nukleofil reaguje s 1,2-dikarbonylovymi skupinami vysoce
reaktivnich a-oxoaldehydl za vzniku relativné netoxickych 1,2,4-triazini (Reddy a Beyaz
2006, Sell a kol. 2001). M4 ale i1 jiné Uc¢inky zmiriiujici oxidacni stres. MiiZze napf.
potlacovat vznik NO, ktery inhibuje nékteré enzymy pomahajici vyrovnat se s oxida¢nim

stresem. Aktivitu téchto enzymt ovliviuje AMG také snizenim jejich glykace (Akpinar
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akol. 2007, Stoppa a kol. 2006). Kombinaci téchto i dal$ich uc¢inkt (vychytavani
peroxynitritu, chelatace iontli prechodnych kovi, atd.) dochazi k potlaceni glykace a tvorby
AGEs (Reddy a Beyaz 2006).

Kromé pozitivnich u¢inkd aminoguanidinu na glykaci byly ve studiich (in vitro)
zjistény i n€které jeho negativni vlivy na organismus, a to piedevSim jeho prooxidacni
aktivita (mize zptisobovat oxidacni stres ¢i fragmentaci proteinti) (Ou a Wolff 1993).

Aminoguanidin byl pod firemnim nazvem Pimagedine (firma Alteon) v roce 1993
podroben klinickym studiim u diabetickych pacientt (Friedman 2002). Zpocatku vypadal
jako malo toxicka latka, jako 1ék ale nebyl nakonec uveden na trh kvili nezaddoucim
vedlejSim ucinkam pii III. fazi klinickych studii (Taguchi a kol. 1999, Okada a Ayabe
1995). Nekteré zvedlejSich efekti mohou byt spojeny s vychytavdnim pyridoxalu
vedoucim k deficitu vitaminu Bg (Reddy a Beyaz 2006).

2.2.2 Kyselina moc¢ova

Kyselina mocova (KM, obr. 8) byla tradiéné¢ povazovana jen za odpadni produkt
purinového metabolismu u ¢lovéka. KM a urat jsou oba malo rozpustné a smér zajmu byl
proto pivodné zaméfen na negativni ucinky vznikajici z jejich nadprodukce a retence. Témi
je predevsim tvorba uratovych krystalli (dna, nefrolithiasa) (Becker 1993). Ukazalo se ale,

ze muze hrat dulezitou roli fyziologického antioxidantu proti oxida¢nimu stresu.

I+
HN N
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O% N N
H H

Obr. 8. Kyselina mocova

U clovéka je kyselina mocova koncovym produktem kataboliSmu purinovych basi
adeninu a guaninu (Glantzounis a kol. 2005). Enzym zodpovédny za vznik kyseliny
mocové je xantinoxidoreduktasa (XOR), kterd pievadi hypoxantin na xantin a déle na
kyselinu mocovou. Enzym ve form¢ xantindehydrogenasy (XDH) fyziologicky vyuziva
NAD" jako elektronovy akceptor (Becker 1993). Ur¢ita ¢ast KM a uratu je v ledvinach
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filtrovana a sekretovana do moci. VétSina (asi 90%) je ale zpétné reabsorbovéna a vraci se
zpét do krve (Becker 1993).

Hladiny KM a uratu v plasmé jsou znacné individudlni (50-900 uM, obvyklé
hladiny 200-400 uM) a prumérné jsou o néco vys$i u muzd nez u zen (370 x 260 uM).
Jejich hladina je tedy dost vysoké oproti jinym potencidlnim neenzymovym antioxidantim
(askorbat, tokoferol, methionin, glutathion a dalsi) (Naidoo a Lux 1998). Hladina KM
v plasmé je vyznamné ovlivnéna pfijmem potravy bohaté na purinové latky (Becker 1993),
ale i nadmérnym pozivanim alkoholu, zvySenym obratem bunék a bunécnou smrti vlivem
neoplastickych onemocnéni ¢i cytotoxickych latek. V1iv ma i postizeni ledvinnych funkci
se sniZzenim clearance KM (Strazzullo a Puig 2007). Kyselina mocova také vznika po
reperfuzi ischemickych oblasti. Za téchto podminek je enzym XOR piedev§im ve formé
xantinoxidasy (XO), kterd misto NAD" vyuziva jako akceptor elektronti molekuldrni
kyslik, coz nasledné¢ vede ke wvzniku volnych radikala (superoxid anion radikal)
(Glantzounis a kol. 2005).

Mechanismem U¢inku KM je vychytdvani reaktivnich molekul, napf.
hydroxylovych a peroxylovych radikald, singletového kysliku ¢i kyseliny chlorné za vzniku
neskodnych produktii (Becker 1993, Glantzounis a kol. 2005). KM je schopnd oxidace
a funguje jako donor elektronli. Za podminek neutradlniho pH (kdy je KM ve form¢ uratu)
dochdzi jednoelektronovym pifenosem ke vzniku radikélu uratového aniontu. Ten je ale
potencidlnim oxidantem, jeho negativnimu plsobeni je moZné predejit soucasné pfitomnym
askorbatem, coz mize byt divod, pro¢ KM neni nikdy jen jedinym pfitomnym
antioxidantem v misté svého pisobeni (Glantzounis a kol. 2005, Becker 1993). Pfitomnost
kyseliny chlorné (HCIO), ktera in vivo vznikd pusobenim aktivovanych monocytd
a polymorfonuklearnich  neutrofild  (PMNs), muze zpusobit oxidaci uratu
dvouelektronovym pienosem. Touto reakci vznika allantoin a z né&j oxidaci dalsi produkty
(kyselina allantoova a glyoxylova, mocovina a kyselina oxalova) (Becker 1993). Kyselina
mocova miZe inhibovat oxidacni reakce i chelataci iontl pfechodnych kovi (Fe*") za
vzniku stabilnich komplext. V této reakci neni sama oxidovana (Davies a kol. 1986).

V in vitro systému byly ale zjistény i prooxidacni a prozanétlivé vlastnosti kyseliny
mocové. Tyto ucinky jsou pravdépodobné zpiisobeny ROS, které vznikaji katabolismem

purinti za ptitomnosti XO formy enzymu (Glantzounis a kol. 2005).
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2.2.3 Kyselina hydroxycitronova

Kyselina hydroxycitronova (1,2-dihydroxypropan-1,2,3-trikarboxylova, HCA,
obr. 9) je hlavni kyselinou v kuife plodu tropické rostliny Garcinia cambogia. HCA je téz
soucasti kalichu rostliny Hibiscus subdariffa a H. rosa-sinensis (Hida a kol. 2005, Soni

a kol. 2004).

C‘:OOH COOH
HO—C—H HO—C—H
\

\
HO—C—COOH HOOC—C—OH

H—C—H H—?—H
COOH COOH
(2S,3S)-HCA (2S,3R)-HCA

Obr. 9. Enantiomery HCA pfitomné v G. cambogia a H. subdariffa (Hida a kol. 2005)

HCA ma dvé chiralni centra v molekule a tvofi Ctyfi stereoisomery. Kazdy z nich
mize tvofit y-laktonovy kruh. G. cambogia a H. subdariffa produkuji (2S,3S) respektive
(2S,3R) formu hydroxycitronové kyseliny (Hida a kol. 2005). Zbylé dvé formy [(2R,3R)
a (2R,3S)] nebyly z pfirodniho materialu izolovany (Yamada a kol. 2007). Z rostliny mize
byt HCA izolovana bud’ jako volna kyselina, ve formé soli nebo laktonu (Soni a kol. 2004).

(2S,3S) forma kyseliny hydroxycitronové (typ Garcinia) kompetitivné inhibuje
ATP-citratlyasu (EC 4.1.3.8). Tento enzym hraje dilezitou roli pfi vzniku acetyl-CoA,
ktery je nezbytnym stavebnim kamenem pro tuk, cholesterol a triglyceridy. Inhibici tohoto
enzymu dojde k poklesu mnoZstvi acetyl-CoA a tim i k potlaceni syntézy mastnych kyselin
de novo a lipogenesi. Na zvitecich studiich bylo prokazano, ze (2S,3S) forma zptsobuje
snizeny piijem potravy a nasledné ztratu vahy (Downs a kol. 2005, Hida a kol. 2005).

HCA ve své (2S,3R) formé& (typ Hibiscus) inhibuje pankreatickou o-amylasu
a a-glukosidasu tenkého stieva. V modelovém systému doSlo ke sniZeni traveni sacharida
atim k potlaceni vzestupu krevnich hladin cukru a insulinu (Hida a kol. 2005, Yamada
a kol. 2007).

Kvili svym pozitivnim G€inkim na hladiny cukru v krvi i na hubnuti je HCA
povazovana za bezpetny potravni dopln€k, ktery je mozno pouZit jako doplitkovou 1écbu

diabetu mellitu (Hida a kol. 2005).
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2.3 Aspatataminotransferasa

Aspartataminotransferasa (AST, EC 2.6.1.1), téZ nazyvana glutamat-oxalacetat
transaminasa je enzym, ktery katalysuje plné reverzibilni transamina¢ni reakci L-aspartatu
s a-ketoglutaratem za vzniku oxalacetatu a L-glutaméatu (Frey a Hegeman 2007, Champe
a kol. 2008) Jeji molekula se sklada ze dvou stejnych vzajemné nekovalentné vazanych
podjednotek. Soucasti je jedna molekula koenzymu pyridoxal-5"-fosfatu vazana ke kazdé
podjednotce enzymu (www.brenda-enzymes.info). Pienos oi-aminoskupiny z aspartatu na
o-uhlik 2-oxoglutaratu za vzniku glutamatu a oxalacetatu probiha klasickou ping-pongovou
reakci (obr. 10).

‘ooc, H o) AST o) ‘00C, H
_OOCQK Lt A/H\ 'oocv”\ L A}\ R
NH; ooc coo’ coo’ ooc NH;

aspartat a-ketoglutarat oxalacetat glutamat

Obr. 10. Reakce katalysovana AST (Frey a Hegeman 2007)

Vsechny aminotransferasy vyzaduji koenzym pyridoxal-5'-fosfat. Ten je svou
aldehydickou skupinou kovalentn¢é vazan k €-aminoskuping lysinového zbytku aktivniho
mista enzymu za vzniku Schiffovy base, tzv. vnitiniho aldiminu (Champe a kol. 2008,
Jansonius 1998, Schneider 2000). Tento kofaktor muze reagovat s aminoskupinami
substratu za vzniku imini a ma schopnost odnimat elektrony ze substratu (John 1995).
Enzym je pfi transaminacnich reakcich pfitomen ve dvou formach, pyridoxalové
(pyridoxal-5’-fosfat) a pyridoxaminové (pyridoxamin-5'-fosfat) (Schlegel a kol. 1977).

Transaminacni reakce zafind nukleofilnim atakem aminoskupiny substratu
(aspartatu) na vnitini aldimin lysinu AST a kofaktoru. Aminoskupina enzymu je uvolnéna
nahradou za aminoskupinu aspartatu. Vznika opét Schiffova base, tentokrat tzv. vngjsi
aldimin. Mezikrokem této zamény je vznik diaminu, kdy je ke koenzymu vézana jak
aminoskupina lysinu, tak i substratu (John 1995). Nasleduje odstépeni oxokyseliny
ptislusné aminokyseliny. Aminoskupina ziistiva navazana na koenzymu a reaguje pak
s 2-oxoglutarovou kyselinou za vzniku glutamatu (Schneider a kol. 2000).

AST se vyskytuje ve dvou formach, cytosolické a mitochondridlni. Ob¢ formy jsou

syntetizovany v cytosolu, ale mitochondrialni AST je méné polarni nez cytosolicka forma
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amuze tedy prochazet selektivné propustnou mitochondridlni membranou. Oba dva
isoenzymy se li$i chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi. U ¢lovéka jsou kodovany geny na
riznych chromozomech a jejich primarni struktura je homologni pouze ve 47% (Bakra
a kol. 1980).

AST propojuje metabolismus sacharidii a proteini. Oba iSoenzymy jsou soucasti
malat-aspartdtového kyvadla, které je dulezité pro pienos redukujicich ekvivalenti
z cytosolické NADH na NAD® vnitini mitochondridlni membrany. Zde jsou pouzity
k syntese energic ve formé ATP (Drsata a kol. 2002, Vessal a Taher 1995).

Glykace postihuje cytosolickou AST za vzniku raznych variant tohoto enzymu
(Okada a kol. 1994). Cilem glykace tohoto enzymu jsou piedev§im lysinové zbytky.
Vznikaji AGEs, napt. CEL a lysinové cross-linky podjednotek enzymu (Seidler
a Kowalewksi 2003). Glykaci methylglyoxalem mohou podléhat i argininové zbytky za
vzniku heterocyklickych struktur (napf. pyrimidind). Modifikace tohoto enzymu méni jeji
flexibilitu a snizuje jeji aktivitu v zavislosti na koncentraci a sile glykacniho c¢inidla
(Seidler a Kowalewski 2003, Seidler a Seibel 2000, Bousova a kol. 2005b).

AST je vhodnym modelem glykace in vitro, protoze ma 15-20 lysinovych zbytkd

(dle zviteciho druhu), které se mohou ucastnit glykace (Bousova a kol. 2005b).
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2.4 Elektroforesa

Elektroforesa je separa¢ni metoda zaloZzena na odlisné pohyblivosti analysovaného
vzorku v elektrickém poli (Manz a kol. 2004). Je to relativné jednoducha, rychla a vysoce
citlivd metoda, kterou lze studovat vlastnosti proteinti, nukleovych kyselin, aminokyselin ¢i
uhlovodikd (Hames 1998, Manz a kol. 2004).

Elektroforetické metody jsou pouzivany pro kvalitativni charakteristiku latky ¢i

smési latek, kontrolu Cistoty, kvantifikaci ¢i pro preparativni ucely (Westermeier 2005).

2.4.1 Zakladni principy

Pti aplikaci elektrického pole na nabité molekuly dochazi k urychleni pohybu ¢astic
k opa¢n¢ nabitym elektrodam, anionty se pohybuji smérem k pozitivné nabité elektrodé
(anod¢) a kationty k negativné nabité elektrodé (katod¢). Elektroforesa je tak vlastné
nedokoncena elektrolysa (Sinvasankar 2005, Manz a kol. 2004). Rozdilna velikost
molekuly a jejiho naboje vede k odlisné pohyblivosti a tak dochazi k oddéleni jednotlivych
slozek vzorku. Zakladni charakteristikou molekul a castic je zde -elektroforeticka
pohyblivost (Westermeier 2005).

Elektroforetické déleni se provadi ve volném roztoku nebo V roztoku obsahujicim
jesté nevodivou matrix (napf. agarosovy ¢i polyakrylamidovy gel). Ve vodném roztoku
jsou castice oddélovany podle odlisnych pomérd naboj/velikost. Separace ¢astic v gelu je

navic ovlivnéna sitovacimi vlastnostmi gelu (Manz a kol. 2004).

2.4.2 Uginnost elektroforetické separace

Utinnost elektroforetické separace je dana elektroforetickou pohyblivosti molekul
vzorku. Mezi faktory, které mohou déleni ovlivnit, patii elektroosmosa roztoku a tzv.
Jouleovo teplo (Manz a kol. 2004). Diky existenci nepohyblivych nabitych molekul
V nosici €1 na povrchu aparatury vznika jako kompenzace osmoticky proud opa¢né nabitych
molekul, ktery podle svého ndboje proudi bud’ ve stejném ¢i opaéném smeéru nez
elektroforeticky tok a mize vést k rozostteni prouzkt (Westermeier 2005). Jouleovo teplo
vznika pfi zavedeni napéti do systému, kdy za¢ne vodivym elektrolytem prochazet
elektricky proud a dochazi k zahfivani stén a povrchu kapilar ¢i gelu. Mize zptisobovat

rozmyti elektroforetickych prouzkt a ztratu separa¢niho rozliseni (Manz a kol. 2004).
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2.4.2.1 Pohyblivost vzorku
Elektromotoricka sila F; ptsobici pohyb Castice v elektrickém poli je pfimoumérna
celkovému naboji &astice Q (C) a intenzité elektrického pole E (Vm™).
Fi,=Q-E
Proti ni piisobi opacna sila vnitiniho tfeni, frikéni sila F,, kterd je pfimoumeérna
frikénimu koeficientu f a rychlosti pohybu &astice v (ms™)
F,=f-v
Podle Stokesova zédkona pro kulovité ¢astice s polomérem r pohybujici se v tekutém
prostiedi o viskozité n je frik¢éni koeficient dan vztahem:
f=6-m-r7
V rovnovazném stavu se F1=F,, tedy
Q-E=6-m-r-n-v
Pohyblivost molekuly tedy zavisi na viskozité prostiedi, velikosti a tvaru molekuly

(Stokestv zakon) a jejim naboji (Sinvasankar 2005).

2.4.3 Elektroforetické separaéni metody

Existuji tfi zakladni elektroforetické separa¢ni metody: elektroforesa, isotachoforesa
a isoelektricka fokusace (obr. 11). Elektroforesa (téz nazyvana zonova elektroforesa)
vyuziva homogenni pufrovaci systém. Pii isotachoforese je separace provadéna
v diskontinualnim pufrovacim systému, kde se ionizované molekuly vzorku pohybuji mezi
vedoucim elektrolytem s veétsi pohyblivosti a zakoncujicim elektrolytem S nizsi
pohyblivosti. Isoelektrické fokusace je provadéna v gradientovém pufrovacim prostiedi a to
pouze u amfoternich molekul (peptidy, proteiny). Separované molekuly putuji smérem

k anodé ¢i katod¢, dokud nedosahnou svého isoelektrického bodu (Westermeier 2005).
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zonova elektroforesa isotachoforesa isoelektricka fokusace
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Obr. 11. Tti zékladni elektroforetické metody (Westermeier 2005)

2.4.3.1 Elektroforesa ve volném roztoku

Ve volném roztoku se elektroforesa provadi v n¢kolika modifikacich. Elektroforesa
tzv. pohyblivého rozhrani probiha v trubici tvaru U s pufrem uvnitf. U elektroforesy
volného toku roztok pufru trvale proudi mezi dvéma sklenénymi deskami. Kapildrni
elektroforesa se provadi v 20-30 cm dlouhé sklenéné kapilate, na jejichz koncich jsou
elektrody. Vzorek se pohybuje dle svého naboje k anod¢ ¢i katodé a na koncich pak muze
byt detekovan (Westermeier 2005).

2.4.3.2 Elektroforesa v podpurném nosici

Elektroforesa v podpirném nosici se provadi Castéji. Pro tento typ elektroforesy
jsou pouzivany pevné nosiCe, napt. papir ¢i gel. Pro sledovani pribchu a zakonceni
elektroforesy jsou nanasena barviva s vysokou elektroforetickou pohyblivosti (Westermeier
2005).

2.4.4 Gelova elektroforesa

| pfes urCité pokroky se zakladni principy gelové elektroforesy od doby svého
zavedeni nezménily. Proteiny jsou naneseny na elektricky nevodivy hydrogelovy nosi¢
a jsou separovany kombinaci u¢inku elektrického pole, iontl pufru a gelu samotného, ktery
funguje jako sito. Po dokonceni elektroforesy jsou odd€lené proteiny obarveny a poté

analysovany kvalitativné ¢i kvantitativné (Garfin 2005). Separovany mohou byt pouze
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Castice s nabojem, neutrdlni castice se nepohybuji. Existuje mnoho modifikaci gelové
elektroforesy. Pii nativni elektroforese se ¢astice pohybuji dle svého naboje a velikosti. Pii
elektroforese za denaturujicich podminek V prostfedi s dodecylsiranem sodnym
(SDS-PAGE) je vSem molekulam udilen stejny naboj a ty se pak déli jen na zakladé
velikosti. Separace miize byt provadéna bud’ vertikaln¢ ¢i horizontaln¢ (Manz a kol. 2004).

Hlavnimi soucastmi elektroforetického systému byva obvykle zdroj elektrické
energie, elektroforeticka nadoba a chladici zafizeni. Pro elektroforesu je vétsinou potieba
zafizeni dodavajici napéti do vyse 500 V a proud do vyse 200 mA (Sambrook a Russel
2001). Elektrody jsou ponofeny do zasobnikl s pufrem na obou stranach gelu. Pro déleni
vétsiny biomolekul se voli takové pH, aby celkovy naboj biomolekuly byl zaporny, takze
elektroda, ke které ptidavame vzorek, byva katodou a na opac¢né strané¢ gelu byva anoda
(Manz a kol. 2004).

Elektroforeticky prostor obsahuje gelovou matrix ponofenou do elektrolytového
pufru. Gel, napustény roztokem pufru je mezi dvéma destickami skla sevien v pozici, kde
horni konec je ponotfeny v roztoku pufru horniho elektrodového prostoru. Dolni konec je
ponofen v dolnim elektrodovém prostoru, ktery také obsahuje roztok pufru (Manz a kol.

2004).

2.4.4.1 Matrix

Gelova matrix je trojrozmérna sit’ vlaken, které tvofi pory o ruzné velikosti
(Sinvasankar 2005). Pory gelu maji funkci molekularniho sita, které zpomaluje pohybujici
se molekuly podle jejich velikosti. Gel ptsobi také jako nevodivé podptirné médium, které
minimalizuje difusi vzorku a tim snizuje rozmyvani prouzkd (Manz a kol. 2004). Kromé
toho slouzi jako pevny nosi¢, na kterém mohou byt vzorky fixovany a detekovany

(http://nationaldiagnostics.com).

AGAROSOVE GELY

Jsou ptipravovany z hydrolysovaného bramborového $krobu. Velikost port miize
byt ovlivnéna koncentraci $krobu. Vzniklé pory jsou velké a hodi se jen pro analysu
velkych molekul (napf. nukleovych kyselin). Diky obtizné reprodukovatelnosti jsou

vétsinou nahrazeny polyakrylamidovymi gely (Westermeier 2005).
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POLYAKRYLAMIDOVE GELY

Polyakrylamidova gelova elektroforesa (PAGE) byla zavedena jako diskova gelova
elektroforesa, ve které se vzorky separuji do diskovych oblasti v trubi¢kach gelu. Dnes jsou
trubicky nahrazeny tenkymi destickami, protoze tenké gely tvofi méné tepla a identifikace
proteini jako prouzki barvenim je jednodussi (Sinvasankar 2005).

Polyakrylamidové gely jsou b&hem elektroforesy chemicky inertni a stabilni
v Sirokém rozpéti hodnot pH, teplot 1 iontové sily. Gely jsou prithledné, takze je mozné
pouzit fadu barvicich technik k vizualizaci separovanych prouzki. Povrch gelu nema
V podstaté¢ zadny naboj, takze elektroendoosmosa je velmi nizkéd. Gely se musi ale opatrné
pfipravovat, protoze monomery akrylamid a bisakrylamid maji neurotoxické

a kancerogenni vlastnosti (Manz a kol. 2004).
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Obr. 12. Chemicka struktura akrylamidu, bisakrylamidu a vznik sité¢ polyakrylamidového
gelu (Hames 1998)
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Polyakrylamidové gely vznikaji polymerizaci akrylamidu v roztoku pufru
Vv pfitomnosti malého mnozstvi bifunkénich sitovadel, obvykle bisakrylamidu
(N,N’"-methylenbisakrylamid) (Manz a kol. 2004). Polymerizace akrylamidu (obr. 12)
a methylenbisakrylamidu je spusténa tzv. iniciatory, které umozni bud’ chemické c¢i
fotochemické uvolnovani volnych radikali.

Nejbeéznéjsi systém katalytické iniciace probihd chemickou tvorbou volnych
kyslikovych radikalii pomoci persiranu amonného v pfitomnosti terciarniho alifatického
aminu N,N,N’,N’-tetramethylendiaminu (TEMED). Persiran amonny (APS) vytvaii
v roztoku persiranové radikaly, které aktivuji akrylamidovy monomer. Akrylamidové
radikaly propaguji reakci a reaguji s neaktivovanymi monomery a prodluzuji fetézec.
Pokud reaguji s bisakrylamidem, dochéazi k vétveni fetézce a vznika tak trojrozmérnd sit’.
TEMED slouzi jako katalysator k urychleni polymerace (Hames 1998).

Mira polymerace muize byt ovlivnéna koncentraci monomeru nebo typem
a koncentraci iniciatoru. VIiv ma 1 distota chemikalii. Znecisténi kovy zpomaluje
polymeraci. TEMED obsahujici oxidacni produkty ztrdci svou katalytickou aktivitu.
Roztoky persiranu amonného jsou velmi nestabilni ve vodé¢ (rozkladaji se), musi byt proto
ptipravovany Cerstvé. Optimalni pH zalezi na tom, jaky iniciator byl pouzit. Pro APS je
nejvhodngjsi pH v rozmezi 7-10, protoze v kyselém pH rychle ztraci ucinnost. ZvySeni
teploty urychluje polymeraci, snizeni ji zpomaluje. Optimalni teplota je okolo 23-25°C.
Kvili reprodukovatelnosti vysledkii by mély gely polymerovat vzdy pii stejné teploté.
ProtoZe jsou zasobni roztoky uchovavany vétSinou pii teploté 4°C, je nutné je pred
pouzitim vcas vyjmout z lednice. Roztoky by také mély byt odplynény, protoZze ptitomnost

kysliku inhibuje polymeraci akrylamidu (kyslik vychytava radikaly) (Hames 1998).

2.4.4.2 Vlastnosti gelu

POROZITA GELU

Porozita gelu je dana pfedevSim mnozstvim celkového akrylamidu pouzitého na
jednotku objemu a stupném zesiténi (Hames 1998). Velikost pora polyakrylamidovych gelt
je charakterizovana hodnotou %T a %C (Garfin 2005).
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%T (total) je hmotnostni procento celkového poctu monomerd (akrylamid +
bisakrylamid) v g/100 ml, tedy celkova koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu.

akrylamid (g) + bisakrylamid (g)
- 10
100 ml

%C (cross-linking) je pomér bisakrylamidu jako procento celkového poctu

T% = 0

monomert (pomér bisakrylamidu k celkovému po¢tu monomerti)

bisakrylamid (g)

C% = 100

akrylamid (g) + bisakrylamid (g) .
Je t¢Z mozné priipravit gely s rlznou velikosti pord. Gradient mize byt linearni ¢i
exponencialni (Garfin 2005, Manz a kol. 2004).

Zménu velikosti pori 1ze dosdhnout zménou %T a %C hodnot. Se vzristajici
hodnotou %T se velikost pori snizuje téméf linearné. Se zvySujicim se mnozstvim
bisakrylamidu se velikost pori snizuje. Minimum dosahuje u hodnoty 5 %C. Dalsi
zvySovani mnozstvi bisakrylamidu nad tuto hodnotu ale vede ke zvétSovani velikosti pora
kvuli nehomogennimu seskupeni vlaken (Hames 1998, Garfin 2005).

Velikost pora je také ovlivnéna rychlosti polymerizace. ZvySenim rychlosti (napf.
zvySenim teploty) vznikaji menSi pory, pomalejsi polymerace (ochlazenim) zase déava

vzniknout vétsim périm (Hames 1998).

HOMOGENITA GELU

Na homogenitu gelu ma vliv mira promiseni iniciatorti polymerace. Malé promiseni
vede k nehomogennosti a piili§ velké zpusobi vmichani kysliku, ktery inhibuje polymeraci.
Proto je nutné téz zabranit styku polymerujiciho gelu s kyslikem. V1iv ma i tloustka gelu.
Kriticka je hodnota 3 mm, nad kterou dochazi k nehomogenitam diky gravitaci (Hames
1998).

ROZLISOVACiI SCHOPNOSTI

Vybér koncentrace akrylamidu je dulezity pro spravné rozdéleni vzorku. Gely
s koncentraci akrylamidu mensi nez 3% jsou témét tekuté a t€zko se s nimi manipuluje.
Naopak gely s vyssi koncentraci akrylamidu nez 35% jsou extrémné kiehké. Nékteré dalsi
latky mohou zménit rozliSovaci schopnosti gelu. Mocovina zplisobuje zmenSeni port,
glycerol inhibuje polymerizaci a méni viskozitu gelu. Ne&které polymery, jako je

polyethylenglykol, dextran ¢i methylcelulosa zpusobuji zvétseni poért. Detergenty,
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nejcastéji SDS, méni elektroforetické chovani proteint, ale té¢Z inhibuji polymeraci (Hames
1998).

2.4.4.3 Pufr

Proteiny jsou amfoterni molekuly, které se pohybuji vlivem elektrického pole.
Okolni médium ovliviiuje elektroforetickou pohyblivost proteinu i jeho isoelektricky bod
pls (Garfin 2005). Pufr musi byt vybran tak, aby molekuly analysovaného vzorku byly
nabité, stabilni a rozpustné (Manz a kol. 2004). Pufr udrzuje témét konstantni pH prostiedi
absorpci protonti uvolnénych jinymi zdroji v roztoku nebo uvoliiovanim protonti, pokud
jsou Vv roztoku spotiebovavany. Pufrovaci systém u elektroforesy stabilizuje pH gelu
a zabranuje tim poskozeni molekul vzorki. lonty pufru téZ nesou proud, prochazejici
elektroforetickym gelem. U nativni elektroforesy proteinii pufr jesté zajistuje ionizaci
vzorku, i nepatrné zmény pH tak mohou ovlivnit relativni pohyblivost vzorku. Roztoky
pufru s nizkou iontovou silou maji nizkou tepelnou vodivost (mensi zahiivani), ktera
umozni pfinést vysSi napéti, ale miZze vést k agregaci proteinii. Roztoky s vysokou
vodivosti brani vzniku interakci, ale vkladané napéti musi byt nizké, aby nedochéazelo
k piehfati. Nékteré ionty pufru mohou navic reagovat se zkoumanymi molekulami (napf.

borat tvoti komplexy s cukry) (Garfin 2005, Sinvasankar 2005).

2.4.4.4 Pufrovaci systémy

V praxi se vyuziva bud’ kontinudlni ¢i diskontinualni pufrovaci systém.

KONTINUALNI PUFROVACI SYSTEM

Tento systém ma stejné sloZeni iontl v elektrodovych prostorech (zde je vyssi
koncentrace) a separacni oblasti (s niz§i koncentraci pufru). Nejcastéji pouzivany je

TRIS-boratovy pufr (Sinvasankar 2005).

DISKONTINUALNI PUFROVACI SYSTEM

V diskontinudlnim Systému se liSi pH a iontova sila pufru v elektrodovém prostoru
od pufru v gelu. Nejcastéji vyuzivany diskontinudlni systém byl zaveden Ornsteinem
(1964) a Davisem (1964). Vzorek a zaostiovaci gel obsahuji TRIS-HCI (TRIS
= tris(hydroxymethyl)aminomethan) o pH 6,8, horni a dolni elektrodovy prostor obsahuje
pufr TRIS-glycin o pH 8,3 a separa¢ni gel obsahuje TRIS-HCI o pH 8,8. U denaturujici
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elektroforesy (Laemmli 1970) vSechny soucasti obsahuji jest¢ 0,1 % SDS (Sambrook

a Russel 2001). Tento systém umoziuje vysoké rozliSeni zaostfenim proteinovych prouzka

1 pii separaci vzork s nizkou koncentraci (Garfin 2005).
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Obr. 13. Prub¢h elektroforesy. Zelené body - CI, ¢ervené body - glycin, modré shluky
a linie - proteiny. Tmavsi ¢ast gelu - zaostfovaci oblast, svétlejsi ¢ast gelu - separacni oblast
A) U spofadani ionti a molekul na pocatku elektroforesy, B) Zaostifeni proteini
V zaostfovaci oblasti, O Rozdé¢lenti proteint \% separacni oblasti

(http://nationaldiagnostics.com)

Nejprve dochazi k zaostieni vzorku v zaostfovaci ¢asti gelu (obr. 13, tmavé modra
cast gelu). Se zacatkem elektroforesy (obr. 13 A) se zacinaji pohybovat jak CI” (zelené
body) tak glycinové ionty (Cervené body) zaostiovacim gelem. Diky své pK, je vétSina
glycinovych molekul v prostfedi zaostfovaciho gelu ve formé obojetnych iontl a jejich
pohyblivost je velmi nizka (http://nationaldiagnostics.com). Chloridové ionty z gelu
(vedouci ionty) se pohybuji vptfedu rychleji a glycinové ionty elektrodového pufru
(zakoncujici ionty) se pohybuji pomaleji (Garfin 2005, Sinvasankar 2005). Mezi vedouci
a koncovou hranici je zéna nizké vodivosti. Vytvoii se prudky gradient napéti, tzv.
Kohlrauchova nespojitost, ktera tahne glycinové ionty vpied. Chloridové a glycinové ionty
tak vytvareji po sobé€ jdouci fady pohybujici se stejnou rychlosti. Mezi sebou stlacuji do
velmi tenké a zietelné vrstvy molekuly vzorku (obr. 13 B) (http://nationaldiagnostics.com).
Schopnost diskontinualniho pufrového systému koncentrovat vSechny komplexy ve vzorku
do velmi malého objemu velmi zvySuje rozliSovaci schopnost SDS-PAGE geld (Sambrook
and Russel 2001).
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Kdyz pohybliva oblast dosdhne rozhrani mezi zaostfovacim a separa¢nim gelem
(obr. 13, svétle modra cast gelu), nahle se zméni pH a velikost port. Vyssi pH separa¢niho
gelu umozni ionizaci glycinu, jehoz pohyblivost pifiméfené vzroste. Pohyblivost molekul
vzorku je naopak snizena dé€lici schopnosti matrix s mensimi pory. Glycinové ionty se tak
ptesunou pied nahromadéné polypeptidy a putuji separacnim gelem ihned za chloridovymi
ionty (obr. 13 C). Komplexy SDS-polypeptid, které se tak uvolni z pohybujici se fady, se
pohybuji v separa¢nim gelu v oblasti rovnomérného napéti a pH a jsou tak separovany dle
své hmotnosti prosivanim (Sambrook and Russel 2001).

Obvykle se ke vzorku ptfidava barvivo, které se pohybuje s ¢elem pufru a poméaha

vizualizovat jeho pohyb (Garfin 2005).

2.4.4.5 Latky modifikujici vlastnosti gelu ¢i vzorku
Do vétSiny roztok prochazejicich gelem se pridavaji dalsi latky, které slouzi

k modifikaci vlastnosti vzorku ¢i gelu (Hames 1998).

LATKY ZVYSUJICi ROZPUSTNOST BIOPOLYMERU

Ke zvyseni rozpustnosti molekuly vzorku se mohou ptidévat surfaktanty. Nejcasteji
se pouzivaji neionické detergenty (napi. Tween-20), které maji slabsi denaturacni G¢inky
a chrani enzymovou aktivitu ¢i citlivé imunologické vlastnosti vzorku, které by kationické

¢i anionické detergenty znicily (Manz a kol. 2004).

DENATURACNI LATKY

Denaturacni ¢inidla se pouZivaji v pfipad¢, Ze neni nutné zachovat nativni formu
proteinu. Mohou se pfidavat do pufru, gelu ¢i do obojiho. Zajisti rozvinuti biopolymeru,
takze molekuly se stejnou sekvenci a délkou maji také stejnou velikost a pohybuji se jako
jeden prouzek. K tomuto ucelu se da pouzit mocovina nebo detergenty. Pouzivaji se
kationické a anionické surfaktanty v koncentraci okolo 10% (Manz a kol. 2004). Nejcastéji
pouzivanym detergentem je anionicky surfaktant SDS — laurylsiran sodny. Molekuly
proteinu jsou kompletné pokryté negativnim nabojem SDS aniontl, coz zplsobi jejich
rozvinuti. Pocet vazanych molekul detergentu je pfimoumérny molekulové hmotnosti
a nezavisi na sekvenci, a tak i proteiny s velmi odlisnou strukturou Se déli na zakladé své

velikosti (Sambrook and Russel 2001).
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REDUKCNI CINIDLA

Pred zahajenim elektroforesy je obvykle potieba Stépit intra- ¢i inter- molekularni
disulfidické mustky pifitomné ve vzorku. Pro tento Gcel se do vzorkového pufru ptidava
2-merkaptoethanol nebo dithiotreitol. Nepfidavaji se ale do nalévaciho roztoku, protoze

jejich pritomnost zabranuje gelaci (Hames 1998).

2.4.4.6 Vzorek

Dulezitym kritériem pro vybér vhodné elektroforetické metody je typ vzorku. Pro
ucinné rozdéleni nesmi vzorek obsahovat pevné castice ¢i suspendované tukové Castice.
Dle velikosti zkouSenych molekul se vybira velikost poru. U amfoternich molekul je
dualezité také pH okolniho prosttedi, které udili molekulam néboj, diky kterému se mohou
pohybovat v elektrickém poli. Dilezita je i vhodna koncentrace latek v testovaném vzorku

(Westermeier 2005).
2.4.5 Elektrodové systémy

2.4.5.1 Nedisociativni systémy

Nedisociativni systém byl zaveden pro separaci nativnich proteind v podminkach,
které zamezi poskozeni funkce proteinu. Molekuly vzorku jsou separovany nejen dle
velikosti, ale téz podle svého naboje a tvaru. Z tohoto diivodu neni mozné piesné urcit
jejich molekulovou hmotnost a identifikovat tak specificky protein ze smési vzorku.
Nedisociativni elektroforesa se proto doporucuje uzivat jen pii analyze proteind, u kterych
je potieba zachovat biologickou aktivitu (napf. enzymovou aktivitu, vazebnou schopnost)
pro nasledné kroky. U nedisociativnich gelovych systémid se pH pufru vybira dle

isoelektrického bodu analyzovanych proteini (Hames 1998).

2.4.5.2 Disociativni systéemy

Pro elektroforesu proteini se nejcastéji pouzivaji polyakrylamidové gely
v podminkach, které zplsobi disociaci proteinli na jejich jednotlivé polypeptidové
podjednotky a které snizuji moznost jejich agregace. K denaturaci se nejcastéji pouziva
silny anionicky detergent SDS v kombinaci sredukénim cinidlem a zahfivanim.

Denaturované polypeptidy vazi SDS a ziskavaji tak zaporny naboj (obr. 14).
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Mnozstvi SDS, které se vaze na protein, je proporcionalni molekulové hmotnosti
proteinu a neni zavislé na jeho sekvenci. Pfi nasyceni se vaze SDS v poméru 1,4 gramu
SDS na 1 gram polypeptidu. Komplexy SDS-polypeptid se proto pohybuji
V polyakrylamidovém gelu v zavislosti na velikosti polypeptidu. Za pouziti markert
0 znam¢ molekulové hmotnosti je mozné uréit molekulovou hmotnost polypeptidového

fetézce (Sambrook and Russel 2001).

?
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Obr. 14. Molekuly SDS ptekryji vnitini ndboj molekule proteinu (modra linie) a udili mu
tak stejny zaporny naboj (http://nationaldiagnostics.com).

2.4.6 Standardy molekulové hmotnosti

Pro uréeni molekulové hmotnosti polypeptidii ve vzorku pii SDS-PAGE je potieba
nanést i proteiny o zndmé molekulové hmotnosti. Proteinové standardy je také mozné
pouzit pro porovnani rozliSovacich schopnosti a reprodukovatelnosti riznych gelovych
systému. Proteiny pouzivané jako molekulové standardy by nemély vykazovat neobvyklou

migraci a mély by vytvaret ostré prouzky.

2.4.7 Barveni

Neoznacéené proteiny separované pomoci polyakrylamidovych gell jsou detekovany
nejcastéji barvenim, a to Coomassie Brilliant Blue ¢i stfibrnymi solemi (Sambrook and

Russel 2001).

2.4.7.1 Coomassie Brilliant Blue

Relativné rychlou a piimou reakci se Coomassie Brilliant Blue nespecificky véze na
protein, ne vsak na gel, coz umozni vizualizaci proteinu za vzniku modrych prouzki na
pruhledné hmoté gelu. Je to aminotriarylmethanové barvivo, které tvoii pevné, ale

nekovalentni komplexy S proteiny, Snejvétsi pravdépodobnosti pomoci van der
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Waalsovych sil a elektrostatickych interakci s NHz" skupinami (Sambrook and Russel
2001).

Jsou dostupné dvé formy tohoto barviva (obr. 15), které maji odlisna ¢isla v indexu
barev, Brilliant Blue G 250 (G = green, barvivo ma zeleny odstin, 250 je indikator sily
barviva) a Brilliant Blue R 250 (R = red, ma ¢erveny odstin). Barvivo Coomassie Blue R se
pouziva obvykle v roztoku 0 koncentraci 0,05% ve smési methanol:ledova kyselina
octova:voda (50:10:40 v/v). Kyselé prostiedi usnadiuje elektrostatické interakce mezi
molekulami barviva a aminoskupinami proteinu. Gel je ponofeny na nékolik hodin do
tohoto koncentrovaného roztoku barviva. Prebytek barviva je pak odstraovan z gelu
béhem dlouhého odbarvovani pomoci roztoku methanolu a ledové kyseliny octové ve vodé.
Coomassie Blue G mé4 mensi rozpustnost v 12% trichloroctové kyseling, takze je mozné
toto barvivo pouzit také jako koloidni disperzi, ktera nepenetruje gel. Tak lze ptedejit
nezadoucimu pozadi a je mozné rychlejsi barveni (Sambrook and Russel 2001, Hames
1998). Koloidni barvivo Coomassie Blue G-250 se obecné povazuje za citlivéjsi nez roztok
Coomassie Blue R-250 (Miller a kol. 2006).
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Obr. 15.  A) Redukovana Coomassie Brilliant Blue R-250 (http://nihlibrary.ors.nih.gov)
B) Coomassie Brilliant Blue G-250 (http://www.piercenet.com)
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2.4.7.2 Silver Staining

Silver Staining je mnohem citlivéjsi nez detekce pomoci Coomassie Blue, i kdyz je
stiibrnych iontdl, které jsou vazadny na bocni fetézec aminokyselin v reakci podobné
fotografickému procesu (Sambrook and Russel 2001). Stiibrné ionty se vazi
elektrostatickymi interakcemi s COO™ skupinami Asp a Glu nebo vytvareji komplexy
s imidazolem, SH, SCH3; a NH; skupinami histidinu, cysteinu, methioninu a lysinu.
Termodynamicky je upfednostiiovana redukce volnych iontl stfibra pied vazanymi na
proteiny. Proto je potieba pied redukci provést dikladné promyti gelu tak, aby mnozstvi
nevazaného stiibra bylo co nejnizsi (Smejkal a Lazarev 2006).

K barveni protein pomoci stfibrnych soli po separaci proteinti na SDS-PAGE bylo
vyvinuto mnozstvi metod. Ty spadaji do dvou hlavnich skupin podle chemické formy
stiibrnych ionti pouzité pro barveni. Pii prvni z nich se pouZzivaji zasadité roztoky stiibra
pfipravené pfidanim dusi¢nanu stfibrného do smési hydroxidu sodného a amonného.
Stiibrné ionty navazané na protein jsou ndasledné vyvolany redukci na stiibro
formaldehydem v kyselém prostiedi (vétSinou kyseliny citronové). Ve druhé metodé se gel
nejprve impregnuje roztokem dusi¢nanu stéibrného ve slabé kyselém roztoku a vyvolava se
selektivni redukci stfibrnych iontli na stfibro formaldehydem v zasaditém prostiedi bud’
uhli¢itanu sodného ¢i hydroxidu sodného (Walker 1994, Sambrook and Russel 2001). Oba
typy barveni jsou 100-1000 krat citlivéjsi, nez barveni pomoci Coomassie Blue a jsou
schopny detekovat mnozstvi okolo 0,1-1,0 ng polypeptidu. Roztoky dusi¢nanu stiibrného
se snaze pripravuji a v porovnani s amoniakalnim roztokem stfibra nevytvareji potencialné

vybusné vedlejsi produkty (Sambrook and Russel 2001).

2.5 Imunoblotting

Blotting je metoda, pfi které dochazi k prenosu velkych molekul (DNA — Southern
blotting, RNA — Northern blotting, proteini — Western blotting) z gelu, ve kterém byly
pfedem separovany, na membranu, kde jsou fixovany. Cilem blotovani je Vv idedlnim
pfipadé¢ vytvofeni kvalitativné 1 kvantitativné piesné kopie jednotlivych prouzki

separovanych molekul z elektroforetického gelu na povrch blotovaci membrany. Navazané
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molekuly jsou nasledné specificky detekovany (obr. 16), vétSinou pomoci protilatky
(imunoblotting). Vyhodou imunoblottingu je kombinace separa¢ni schopnosti
elektroforetickych systému a specifitou protilatek, kterymi lze identifikovat jednotlivé
antigeny separovanych proteinti (van Oss a van Regenmortel 1994, Westermeier 2005,

http://nationaldiagnostics.com).
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Pro elektroforetickou separaci mohou byt pouzity rizné typy gelu. Pro agarosovy
gel je ale vhodny nasledny pienos na membranu kapilarnim tokem. Pro elektroblotting
proteind je nutné pouzit polyakrylamidovy gel. Je mozné pouzit jak denaturujici, tak
I nedenaturujici systém elektroforesy (van Oss a van Regenmortel 1994).

Po rozdéleni elektroforesou v SDS-polyakrylamidovém gelu jsou antigeny
(proteiny) elektroforeticky pfeneseny z gelu na pevny nosi¢, napi. nitrocelulosovou,
polivynilidendiflouridovou (PVDF) nebo kationickou nylonovou membranu. Mista, na
ktera nebylo nic pfeneseno, se blokuji, aby se na né¢ nemohla nespecificky navazat
protilatka. Imobilizované proteiny reaguji se specifickymi polyklondlnimi nebo

monoklonalnimi protilatkami. Pak jsou komplexy antigen-protilatka lokalizovany
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radiografickymi, chromogennimi ¢i chemiluminescenénimi reakcemi (Sambrook and
Russel 2001).

Pfi imunoblottingu se vyskytuji Casto potize, jako napi. nedostateCny pienos
proteinu, ztrata antigennich mist, nizka citlivost, vysoké pozadi a nekvantitativni metody

detekce (Sambrook and Russel 2001).

2.5.1 Metody prenosu biomolekul z gelu na membranu

Pro ptenos biomolekul z gelu na membranu se daji pouzit nasledujici metody.

Difusni blotting. Blotovaci membrana musi byt pfiloZena na obou stranach gelu,
protoze difuse probiha v kazdém sméru. Vysledkem jsou dvé identické kopie.

Kapilarni blotting. Pouzivad se pifi pfenosu DNA ¢i RNA, téz u proteini
separovanych na gelech svelkymi pory. Suchy papir lezici na membran¢ nasava
kapilarnimi silami transferovy pufr a vzorek je tak taZzen z gelu na membrénu.

Pressure blotting. Pouziva se u agarosovych gelu a pfi isoelektrofokusaci. Vlhka
blotovaci membrana se polozi na gel a piekryje se nékolika filtracnimi papiry, sklenénou
deskou a zavazim. Pfenos je velmi rychly.

Vakuovy blotting je podobny kapilarnimu blottingu, ale pufr je nasavan vakuem.

Elektroblotting. Pouziva se hlavné¢ u SDS-PAGE. Pienos z polyakrylamidového
gelu na membranu je mnohem rychlejsi a efektivngSi neZ kapilarni pienos.
Elektroforeticky pfenos proteinu, po kterém nasleduje imunodetekce, se nazyva Western
blotting. Pfenos je uskutecnén ze separacniho gelu za pouziti elektrod a membran, které
prekryvaji pfislusnou ¢ast gelu. Jsou pouZivany dva elektrodové systémy: tankovy (tank,
wet) a polosuchy (semi-dry) (Sambrook and Russel 2001, Westermeier 2005). Tankovy
systém pouziva vertikalni elektrody, které jsou ponofené do nadobKy s transferovym
pufrem. Pro transport z SDS-gelu je membrana umisténa na stran¢ gelu blize anodé
(Sambrook and Russel 2001, Garfin 2005). Gel a membrana jsou vlozeny mezi blotovaci
papir a houbicky, které jsou nasdklé transferovym pufrem. Cely senvi¢ je upevnén do
plastikovych desti¢ek (obr. 17), které jsou vertikalné umistény do nadobky s pufrem, na
které je vlozeno napéti (van Oss a van Regenmortel 1994).

Polosucha metoda je ekonomictéj$i vzhledem k pufru, protoZe zde neni potieba

nadobky. Gel a membrana jsou stlateny mezi blotovaci papiry nasaklymi pufrem a jsou
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horizontalné¢ umisténé piimo mezi elektrody (Garfin 2005, van Oss a van Regenmortel
1994).

houbic¢ka

membrana
gel

silny filtraéni papir

blotovaci desti¢ka

oO000C0
oO000d0
O0000

Obr. 17. Usporadani blotovaciho sendvice pro tankovou metodu (dle Garfin 2005).

Utinnost elektroforetického pienosu proteinu zavisi na aplikovaném silovém poli
(Vem™), vlastnostech pufru (iontové sila, pH) a slozeni gelové matrix (Butler, 1991).
K nekompletnimu pienosu muze dojit napiiklad, pokud je ptili§ kratka doba transferu,
nizké napéti ¢i pH transferového pufru nebo se proteiny vysrazeji v gelu.
K nerovnomérnému pienosu zase diky nepfesné geometrii elektrod ¢i kazety, bublinam
vzduchu v sendviéi, vysoké molekulové hmostnosti proteinti (pfechazeji pomaleji nez
nizkomolekularni proteiny) nebo se proteiny malo ¢i Spatné vazi na membranu (van Oss

a van Regenmortel 1994).

2.5.2 Typy membran

Pro imunoblotting jsou pouzivany tii zakladni typy membran: nitrocelulosova,
nylonova a polivynylidendifluoridova. Membrany se 1isi vazebnou kapacitou a silou fixace
proteind (Sambrook and Russel 2001). Mezi dalsi pouzivané membrany patii
diazobenzoyloxymethylové a diazofenylthioetherové membrany, iontovyménné membrany

¢i membrany s aktivovanymi sklenénymi vldkny (Westermeier 2005).

44



Standartné se pro imunoblotting pouziva nitrocelulosova (NC) membrana (velikost
pora 0,45 um), vhodna pro vétsi molekuly (M, > 14 000). Kapacita nitrocelulosy k vazbé
proteint je relativné nizka (80-250 pg/cm?) v zavislosti na proteinu. Proteiny jsou vézané
na membranu hlavné¢ hydrofobnimi interakcemi, i kdyz se mohou vazat i vodikovymi
mistky mezi aminokyselinami bo¢nich fetézcl a nitroskupinami membrany (Sambrook and
Russel 2001). NC membrany mohou byt pouzity i pro preparativni metody, protoze
proteiny nejsou vV membrané vazany pevné a molekuly mohou byt znovu eluovany
(Westermeier 2005). Diky slabsi vazebné sile muze ale dochazet ke ztratam vzorku
(Sambrook and Russel 2001). NC membrany jsou kiehké a je s nimi obtizné pracovat
(http://nationaldiagnostics.com).

Nylonové a nylonové membrany s kladnym nabojem jsou tuz$i nez nitrocelulosové,
nepraskaji po ususeni. VaZou proteiny pevné elektrostatickymi interakcemi. Kapacita se 1i8i
dle typu membrany a pouZitého proteinu od 150 pg/cm?® do 200 pg/cm?. Vyhodou téchto
membran oproti nitrocelulosovym je, ze je mozné opakované vazat ruzné protilatky. Maji
ale dvé hlavni nevyhody. Neni zadna jednoducha a citliva metoda pro barveni proteint
imobilizovanych na téchto membranach a je také obtizné blokovat vSechna neobsazend
mista membrany. Protilatky se tak mohou nespecificky vazat na filtr, coz vede k vysokému
pozadi (pfedevSsim u vysoce citlivych metod detekce). V mnoha piipadech je k ziskani
uspokojivych vysledkll nutné pouzit rozsitené blokovani roztokem obsahujici kasein a 1%
polyvinylpyrrolidon (Sambrook and Russel 2001, van Oss a van Regenmortel 1994).

PVDF (polivynilidendifluoridovd) membrana, mechanicky pevné na teflonové bazi,
siln€ interaguje s proteiny (Sambrook and Russel 2001, Westermeier 2005). Tyto membrany
jsou extrémné hydrofobni, proto je nutné pfed pouZitim navlh¢it povrch membrany
methanolem. Kapacita PVDF membrany je téméf stejna jako u nylonovych membran.
Proteiny jsou vazany Sestinasobné pevnéji k PVDF membrané nez k nitrocelulosové a jsou
siln€ji zadrzovany béhem detekénich krokd. Proteiny imobilizované na PVDF membrané
mohou byt zviditeliovany standartnimi barvivy jako je amidocern, indickd modf,

Ponceau S a Coomassie Brilliant Blue (Sambrook and Russel 2001, Butler 1991).
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2.5.3 Blokovani

Pted detekci je nutné zablokovat neobsazend vazebna mista na membrané, aby se
zamezilo nespecifické vazbé protilatek v dalSich krocich. Blokuje se pomoci detergenti ¢i
roztoku jinych proteint. PouZiti proteint je ve srovnani s detergenty relativné ireverzibilni.
Zputsob blokovani zavisi na pouzitém typu membrany i charakteru prenasenych proteint
(Butler 1991).

2.5.3.1 Blokujici ¢inidla

Tradi¢nimi proteinovymi blokétory jsou 0,5% nizkotu¢né suSené mléko nebo 5%
hovézi sérovy albumin. Tyto roztoky jsou ale bohaté na zbytkové alkalické fosfatasy
a nemély by byt pouzivany Vv detekénich systémech vyuzivajicich tyto enzymy (piedevsim
u chemiluminescen¢nich metod, kde citlivost detekce neni dana silou emitujiciho signalu,

ale mirou potlaceni pozadi) (Sambrook and Russel 2001).

2.5.4 Detekce barvenim

Detekce barvenim vyZzaduje opatrnou volbu ¢inidla, které by mélo byt dostate¢né
citlivé a vhodné pro pouzity typ membrany. Barveni mlze byt provedeno na nékolika

urovnich béhem procesu imunoblottingu (Sambrook and Russel 2001).

2.5.4.1 Barveni gelu pred prenosem na membranu

Pouziva se ke kontrole probéhlé elektroforesy a/mebo pienosu proteini na
membranu (Westermeier 2005). Proteiny mohou byt barveny v polyakrylamidovém gelu
konvenénimi barvivy jako Coomassie Brilliant Blue, odbarveny a poté elektroforeticky
pfeneseny na nitrocelulosovy nebo PVDF filtr pro imunoblotting. Hlavni vyhodou této
metody je, Ze proteiny zlstanou obarvené béhem imunodetekce, takze ptisobi jako vnitini
markery. V nékterych ptipadech mize ale barveni proteinti na gelu snizit efektivitu eluce

nebo muze interferovat s vazbou protilatky (Sambrook and Russel 2001).

2.5.4.2 Vizualizace proteint po transferu na membranu

Nitrocelulosové nebo PVDF membrany mohou byt celé obarveny malo citlivym

barvivem Ponceau S, které je ale lehce odstranitelné a umoznuje dalsi imunodetekci. Daji
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se pouzit i trvalejsi barviva (Sambrook and Russel 2001, Reid 2000). Amidocern 10B ¢i
Coomassie Blue R-250 se daji pouzit pro chemickou charakterizaci proteint, ale
znemoznuji imunodetek¢éni metody. Barveni pomoci India Ink ¢i koloidnich ¢astic zlata je
citlivgjsi, ale zdlouhavéjsi. Bylo vyvinuto také nékolik reverzibilnich barviv chelatujicich
kovy s riznou citlivosti, ktera umoznuji jak naslednou imunodetekci tak chemickou

charakterizaci (Reid 2000).
2.5.5 Imunodetekce

2.5.5.1 Reakce s primarnimi protilatkami

Proteiny pfenesené na membrdnu jsou nejprve podrobeny reakci se specifickou
protilatkou (van Oss a van Regenmortel 1994). Protilatky pouzivané K vazbé na epitopy
proteini mohou byt bud’ polyklonalni ¢i monoklonalni (Sambrook and Russel 2001).
Primarni protilatky mohou byt znadeny piimo nebo mize nasledovat reakce se
sekundarnimi protilatkami (van Oss a van Regenmortel 1994). Primarni protilatky vétSinou
nejsou radioaktivné znaceny ani konjugovany k enzymu, ale jsou pouze rozpustény
Vv blokovacim pufru, ktery brani nespecifické vazbé protilatky na membranu (Sambrook
and Russel 2001).

2.5.5.2 Reakce se sekundarnimi protilatkami

Sekundarni detekce se pouziva hlavné k zesileni signalu (van Oss a van
Regenmortel 1994). Po navazani na protein jSou primarni protilatky detekovany
sekundarnimi protilatkami, anti-imunoglobuliny, které mohou byt radioaktivng (**I) &i
fluorescenéné (fluorescein) znacené nebo konjugované senzymy (kienova peroxidasa,
alkalicka fosfatasa). Sekundarni protilatky rozpoznavaji prostorové uspoiadani primarni
protilatky a donesou pfislusny enzym ¢&i chromogenni skupinu na pfislusné misto na

proteinu (Sambrook and Russel 2001, van Oss a van Regenmortel 1994, Reid 2000).
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2.5.5.3 Detekce sekundarnich protilatek

PROTILATKY KONJUGOVANE S ENZYMEM

K vizualizaci piislusného mista dochazi prostfednictvim substratil, které¢ vytvareji
nerozpustné stabilni barevné produkty v misté navazani protilatky. Mezi nejCastéji
pouzivané¢ substraty patii napi. diaminobenzidin (pro kifenovou peroxidasu) ¢i
5-brom-4-chlor-3-indolylfosfatu (BCIP) pro alkalickou fosfatasu. Protilatky konjugované
s enzymy mohou byt detekovany také chemiluminescencné. V piitomnosti peroxidu vodiku
dochazi k oxidaci luminolu, pfi které se uvolnuji fotony, které Ize zachytit na rentgenovém
snimku (van Oss a van Regenmortel 1994, Reid 2000). Je mozna i fluorescen¢ni detekce
(Sambrook and Russel 2001).

Protilatky s navazanou alkalickou fosfatasou se detekuji barvenim pomoci BCIP
a nitroblue tetrazolia (NBT). Dochazi pii ném k enzymové defosforylaci a nasledné oxidaci
BCIP spojené s redukci NBT za vzniku modrého zabarveni (Garfin 2005).

Vyhodou protilatek konjugovanych s enzymy je jednoduchost pfi zachazeni s nimi
a skladovani a také rychla tvorba zabarveni pii detekci. Radioaktivné znacené protilatky

maji ale vyssi citlivost (van Oss a van Regenmortel 1994).

FLUOROCHROMY

Protilatky  znacené¢ fluorescenénim barvivem (napi. fluoresceinem i
fykoerythrinem) jsou detekovany a fotografovany pod UV svétlem (van Oss a van
Regenmortel 1994).

PROTILATKY ZNACENE RADIOJODEM

Takto znacené protilatky jsou detekovany autoradiograficky (Reid 2000).

PROTILATKY S NAVAZANYM BIOTINEM

Ty mohou byt detekovany znacenym ¢i konjugovanym streptavidinem (Sambrook

and Russel 2001).

48



1)

2)

3)

3.CILE PRACE

Optimalizovat parametry metody SDS-PAGE a nasledné imunochemické detekce pro

sledovani pribéhu glykace AST methylglyoxalem.

a.
b.
C.
d.

Koncentrace separa¢niho gelu
Mnozstvi nanaSené bilkoviny
Porovnani tfi metod barveni

Vliv pouzité koncentrace methylglyoxalu v inkuba¢ni smési

Optimalizovat parametry metody nativni PAGE pro sledovani prubéhu glykace AST

methylglyoxalem.

a.
b.

Mnozstvi nanaSené bilkoviny

Vliv pouzité koncentrace methylglyoxalu v inkuba¢ni smési

Zjistit vliv kyseliny mo¢ové, aminoguanidinu a kyseliny hydroxycitronové na glykaci

AST methylglyoxalem pomoci:

a.

SDS-PAGE

b. SDS-PAGE s naslednou imunodetekci

C.

Nativni PAGE
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Pouzity material

Aspartataminotransferasa

Methylglyoxal (MGO) 40% roztok

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat p.a.

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a.
Azid sodny p.a.

Aminoguanidin

Kyselina mocova

Kyselina hydroxycitronova
Ultracista voda

Kyselina chlorovodikova
Akrylamid (AA)

Bisakrylamid (bis AA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Dodecylsiran sodny
Bromfenolovd modf

Glycin

Glycerol

Isobutanol

Persiran amonny (APS)
N,N,N’",N"-tetramethylethylendiamin (TEMED)
2-merkaptoethanol

Lihomethanol

Methanol

Kyselina ostova 99%

Commasie briliant blue R-250
Isopropylalkohol

Dusicnan stiibrny
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Roche Diagnostics
Sigma-Aldrich
Penta Chrudim
Lachema
Lachema
Sigma-Aldrich
Lachema

Fluka

Katedra biochemickych véd
Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
BDH Chemicals
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Kulich

Penta

Lachema

Merck
Sigma-Aldrich
Katedra biochemickych véd
Penta

Lachema
Sigma-Aldrich
Lachema

Kovohuté Vestec



Hydroxid sodny p.a. Lachema

Amoniak vodny roztok min 25% Lachema
Formaldehyd vodny roztok 36-38% Penta
Polyethylenglykol 2000 Lachema
Kyselina citronova monohydrat Penta

Chlorid sodny Lachema

Tween 20 Sigma-Aldrich
Chlorid hofe¢naty hexahydrat Sigma-Aldrich
Nitroblue tetrazolium Sigma-Aldrich
5-brom-chloro-3-indolylfosfat Sigma-Aldrich
EZBlue Gel Staining Reagent Sigma-Aldrich
Precision Plus Protein Standard Bio-Rad

GelDoc XR Bio-Rad
Blotting Grade Blocker, nonfat dry milk Bio-Rad

Extra thick blot paper, Protean XL size Bio-Rad
Polyclonal antibody to AGE Acris Antibodies
Polyclonal antibody to Rabbit 19G-AP Acris Antibodies
Immun-Blot PVDF Membrane Bio-Rad

4.2 Pouzita zarizeni

Ultrasonic cleaner

Chlazena centrifuga Biofuge Stratos Heraeus

Digitélni vahy Sartorius CP 225D

pH metr inoLab pH Level 2

Inkubator Memmert

Thermomixer komfort Ependorf (0,5 ml)

Ttepacka Heidolph Duomax 1030

Sada pro elektroforesu Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)
GelDoc XR (Bio-Rad)

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
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4.3 Metodika

4.3.1 Priprava reagencii

4.3.1.1 Priprava fosfatového pufru

Pro fedéni enzymu a methylglyoxalu jsem pouzivala 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4
s 0,05% azidu sodného (antimikrobidlni latka). Tento puftr jsem pfipravila smisenim 190 ml
0,2 M vodného roztoku NaH;PO4.2H,0, 810 ml vodného roztoku Na,HPO4.12H,0 a
1000 ml ultracisté 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. Pfipadné jsem pH upravila na hodnotu 7,4 pifidinim vodného roztoku

NaH;P04.2H,0 ¢i Na;HPO4.12H,0.

4.3.1.2 Priprava enzymu

Aspartataminotransferasu (25 mg nebo 10 mg) jsem centrifugovala 20 min pti 8°C
pii 5000 otackach za minutu. Supernatant jsem odpipetovala a peletu, ve které se nachézel
enzym, jsem pienesla do piislusného mnozstvi 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4, tak abych

ziskala zasobni roztok AST o koncentraci 1,8 mg/ml, ptipadné 3,6 mg/ml.

4.3.1.3 Priprava roztokd aminoguanidinu a kyseliny moc¢ové

Roztoky pfisluSnych koncentraci jsem ziskala rozpuSténim ptesné navazky latky

V odpovidajicim mnoZstvi 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,4.

4.3.1.4 Priprava roztoku kyseliny hydroxycitronoveé

Roztoky ptislusnych koncentraci jsem ziskala nafedénim 250 mM roztoku kyseliny
hydroxycitronové v 1 M kyseliné chlorovodikové, vzniklé rozpusténim ptesné navazky

latky v odpovidajicim mnoZzstvi kyseliny chlorovodikové.

4.3.1.5 Pripravaroztoku methylglyoxalu

Pro ptipravu inkubacnich smési jsem 0,5 M roztok methylglyoxalu, ktery jsem si
pfipravila tésné€ pfed piipravou inkubacnich smési nafedénim 40% roztoku methylglyoxalu

0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,4.
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4.3.1.6 Roztoky pro SDS-PAGE

PRIPRAVA 4 M ROZTOKU KYSELINY CHLOROVODIKOVE

Pro elektroforesu jsem potfebovala 4 M roztok kyseliny chlorovodikové, ktery jsem
pfipravila smisenim pfisluSného mnozstvi koncentrované HCI s redestilovanou vodou.

Vznikly zasobni roztok se uchovava pti 4°C.

PRIPRAVA ZASOBNIHO ROZTOKU AKRYLAMIDU A BISAKRYLAMIDU(AA+BISAA)

Zasobni roztok se pfipravi rozpusténim 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu
vV malém mnozstvi redestilované vody za stalého michdni. Po rozpuSténi se doplni

vV odmérné barice do 100 ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA 1,5 M TRIS-HCL PUFRU O pH 8,8

Pufr se pfipravi rozpusténim 18,5 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu v 75 ml
redestilované vody za stalého michani. Poté se na pH metru upravi pH na 8,8 pomoci 4 M

HCI a doplni se v odmérné barice redestilovanou vodou do 100 ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA 0,5 M TRIS-HCL PUFRU O pH 6,8

Pufr se pfipravi rozpusténim 6 g tris(hydroxymethyl)aminomethanu v 75 ml
redestilované vody za stalého michéani. Na pH metru se upravi pH na 6,8 pomoci 4 M HCl

a doplni se v odmérné barice redestilovanou vodou do 100 ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA 10% ROZTOKU DODECYLSIRANU SODNEHO

Roztok se pfipravi rozpusténim 10 g dodecylsiranu sodného v 80 ml redestilované
vody. Po rozpusténi se roztok doplni redestilovanou vodou do 100 ml. Uchovéva se pfi

laboratorni teploté.

PRIPRAVA 0,5% ROZTOKU BROMFENOLOVE MODRI

Roztok se pfipravi rozpusténim 50 mg modii a pfida se 10 ml redestilované vody.

Uchovava se pfi laboratorni teploté.
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PRIPRAVA KONCENTROVANEHO ELEKTRODOVEHO PUFRU

Koncentrovany elektrodovy pufr se pfipravi rozpusténim 72 g glycinu, 15 g
tris(hydroxymethyl)aminomethanu a 5 g dodecylsiranu sodného v 900 ml redestilované
vody. Poté se na pH metru upravi pH na 8,3 pomoci 4 M HCI a doplni se v odmérné baiice

do 1000 ml. Rozdéli se po 100 ml do plastikovych nadobek a da se zmrazit na -20°C.

PRIPRAVA ELEKTRODOVEHO PUFRU

Elektrodovy pufr se pfipravi tésné pfed pouzitim smisenim 70 ml zasobniho

elektrodového pufru s 280 ml redestilované vody.

PRIPRAVA ZASOBNIHO VZORKOVEHO PUFRU

Zasobni vzorkovy pufr se piipravi smisenim 1,3 ml redestilované vody, 1,0 ml
0,5M Tris-HCI pufru o pH 6,8, 2,0 ml glycerolu, 3,0 ml 10% roztoku dodecylsiranu

sodného a 0,6 ml 0,5% roztoku bromfenolové modii. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA VZORKOVEHO PUFRU

Vzorkovy pufr se pfipravi tésné pfed pouzitim smisenim potiebného mnozstvi
zasobniho vzorkového pufru s 2-merkaptoethanolem. Na 1 ml vzorkového pufru se piida

50 pl 2-merkaptoethanolu.

PRIPRAVA ISOBUTANOLU NASYCENEHO VODOU

Isobutanol nasyceny vodou se pfipravi smisenim ¢istého isobutanolu

s redestilovanou vodou. V horni vrstvé je isobutanol nasyceny vodou. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA 10% ROZTOKU PERSIRANU AMONNEHO (APS)

Roztok se pfipravi tésné pied pouzitim rozpusténim piisluSného mnozstvi persiranu

amonného v redestilované vods.
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4.3.1.7 Roztoky pro nativhi PAGE

PRIPRAVA KONCENTROVANEHO ELEKTRODOVEHO PUFRU

Koncentrovany elektrodovy pufr se pfipravi rozpusténim 72 g glycinu a 15 g
tris(hydroxymethyl)aminomethanu v 900 ml redestilované vody. Poté se na pH metru
upravi pH na 8,3 pomoci 4 M HCI a doplni se v odmérné baiice do 1000 ml. Rozd¢li se po
100 ml do plastikovych nadobek a da se zmrazit na -20°C.

PRIPRAVA ELEKTRODOVEHO PUFRU

Elektrodovy pufr se pfipravi tésné pfed pouzitim smisenim 70 ml zasobniho

elektrodového pufru s 280 ml redestilované vody.

PRIPRAVA VZORKOVEHO PUFRU

Zasobni vzorkovy pufr se pripravi smisenim 4,3 ml redestilované vody, 1,0 ml
0,5M Tris-HCI pufru o pH 6,8, 2,0 ml glycerolu a 0,6 ml 0,5% roztoku bromfenolové

modii. Uchovava se pii 4°C.
4.3.1.8 Roztoky pro barveni gelid pomoci Coomassie Blue |

PRIPRAVA FIXACNi A ODBARVOVACI LAZNE PRO BARVENiI COOMASSIE BLUE |

Lazen se pfipravi smisenim 125 ml metanolu, 50 ml kyseliny octové a 325 ml

redestilované vody.

PRIPRAVA BARVICI LAZNE 0,25 % COOMASSIE BLUE |

Léazen se piipravi rozpusténim ptislusného mnozstvi Coomassie Blue v roztoku,

ktery vznikl smisenim 45 ml methanolu, 9 ml kyseliny octové a 45 ml redestilované vody.

4.3.1.9 Roztoky pro barveni gelii pomoci Coomassie Blue Il (alternativni

zpusob)

PRIPRAVA BARVICi LAZNE 0,25 % COOMASSIE BLUE V 10% KYSELINE OCTOVE Il

Barvici lazen se ptipravi rozpusténim piisluSného mnozstvi Coomassie blue v 10%

kyselin€ octové.
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PRIPRAVA 10% KYSELINY OCTOVE — ODBARVOVACI LAZEN II

Kyselina octova o koncentraci 10% se pfipravi smisenim piislusného mnozstvi

koncentrované kyseliny octové (99%) s redestilovanou vodou.
4.3.1.10  Roztoky pro barveni gelu Silver Staining

PRIPRAVA 50% ISOPROPANOLU (V/V)

Roztok se pfipravi smisenim 50 ml cistého isopropanolu a 50 ml redestilované

vody.

PRIPRAVA 20% ROZTOKU DUSICNANU STRIBRNEHO (W/V)

Roztok se pfipravi rozpusténim 2 g dusicnanu sttibrného v redestilované vodé za

vzniku 10 ml roztoku.

PRIPRAVA 4% ROZTOKU HYDROXIDU SODNEHO (W/V)

Roztok se ptipravi navdzenim 0,4 g hydroxidu sodného a doplnénim redestilovanou

vodou do 10 ml roztoku.

PRIPRAVA FIXACNIHO ROZTOKU PRO BARVENI SILVER STAINING

Fixac¢ni roztok, 5% roztok polyethylenglykolu 2000 v 50% alkoholickém roztoku,
se pfipravi navazenim 5 g polyethylenglykolu 2000 a doplnénim 50% isopropanolem do

100 ml.

4.3.1.11  P¥iprava barviciho roztoku pro barveni Silver Staining

Barvici roztok pro Silver Staining obsahuje 0,2 % dusi¢nanu stiibrného, 0,25 %
¢pavku a 0,2 % hydroxidu sodného. Ptipravi se smisenim 1 ml 20% roztoku dusi¢nanu
sttibrného, 1 ml 25% vodného roztoku amoniaku a 5 ml 4% roztoku hydroxidu sodného

a doplnénim redestilovanou vodou do 100 ml.

PRIPRAVA VYVIJECIHO ROZTOKU PRO BARVENI SILVER STAINING

Vyvijeci roztok pro Silver Staining obsahuje 0,005 % kyseliny citronové a 0,02 %
formaldehyd. Pfipravi se rozpusténim 5 mg kyseliny citronové v 80 ml redestilované vody,

ptida se 54 ul 37 % formaldehydu a doplni se redestilovanou vodou do 100 ml.
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4.3.1.12 Roztoky pro imunoblotting

PRIPRAVA BLOTOVACIHO PUFRU

V ptiblizn¢ 500 ml redestilované vody se rozpusti 6,06 g TRISu a 28,8 g glycinu.
Poté se prida 400 ml methanolu a v odmérné bance se doplni do 2000 ml. Uchovava se pfi

4°C.

PRIPRAVA 0,1 M TRIS PUFRU O pH 8,0

V 800 ml redestilované vody se rozpusti 12,11 g TRISu, pomoci 4 M HCI se upravi

pH na 8,0 a doplni se redestilovanou vodou do 1000 ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA TBST

Ve 300 ml redestilované vody se rozpusti 8,77 g chloridu sodného. Pfidaji se 3 ml
Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru o pH 8,0. Pak se doplni v odmérné batice do 1000

ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA TBS

Asi ve 100 ml redestilované vody se rozpusti 2,19 g chloridu sodného. Piida se
25 ml 0,1 M TRIS pufru o pH 8,0. Pak se doplni v odmérné batice do 250 ml. Uchovéva se
pii 4°C.

PRIPRAVA AP PUFRU O pH 9,5

Asi ve 300 ml redestilované vody se rozpusti 6,06 g TRISu a 508 mg hexahydratu
chloridu hofe¢natého. Pomoci 4 M kyseliny chlorovodikové se upravi pH na 9,5. Pak se

doplni v odmérné banice do 500 ml. Uchovava se pii 4°C.

PRIPRAVA ROZTOKU NITROBLUETETRAZOLIA (NBT)

35 mg nitrobluetetrazolia se rozpusti v 1 ml 70% dimethylformamidu. Uchovava se

pfi -20°C.

PRIPRAVA ROZTOKU 5-BROMO-CHLORO-3-INDOLYLFOSFATU (BCIP)

V 1 ml dimethylformamidu se rozpusti 35 mg BCIP. Uchovava se pii -20°C.
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PRIPRAVA BARVICIHO ROZTOKU

Barvici roztok se pfipravi tésné pred pouzitim napipetovanim 2 ml AP-pufru
pokojové teploty do sklenéné lahvic¢ky a pfidanim 13,2 ul NBT a 6,6 ul BCIP. Roztok se

uchovava ve tme.

PRIPRAVA ROZTOKU TBST S 8% MLEKEM

Roztok ptipravime rozpusténim 2 g mléka ve 25 ml TBST.

PRIPRAVA ROZTOKU TBST S PRIMARNI PROTILATKOU (1:1000) A 0,5% MLEKA

Roztok ptipravime rozpusténim 125 mg mléka ve 25 ml TBST a pfidanim 25 pl

zasobniho roztoku primarni protilatky. Uchovava se pti -20°C.

PRIPRAVA ROZTOKU TBST SE SEKUNDARNI AP- PROTILATKOU (1:2000)

Roztok ptipravime ptidanim 12,5 pl zasobniho roztoku sekundarni AP-protilatky do

25 ml TBST. Uchovava se pti -20°C.

4.3.2 Priprava inkubacnich smési

4.3.2.1 Optimalizace separaéni metody SDS-PAGE pro vzorky obsahujici
AST
Pro optimalizaci mnozstvi proteinu nandSeného na gel jsem pfipravila jednu
inkubaéni smés o koncentraci 1,8 mg/ml AST a 10 mM MGO v celkovém mnozstvi 500 pl.
Smés jsem pfipravila pfidanim pfisluSného mnozstvi 0,5 M MGO do roztoku AST
0 koncentraci 1,8 mg/ml. Smés jsem inkubovala pii 60°C po dobu 60 min pro 12,5%

separacni gel a 120 minut pro 10% separacni gel.

4.3.2.2 Optimalizace nativni PAGE pro vzorky obsahujici AST

Pro optimalizaci mnoZstvi proteinu nanaSeného na gel jsem pouzila enzym AST

0 koncentraci 1,8 mg/ml.
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4.3.2.3 Sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik vysokomolekularnich
agregati AST pomoci SDS-PAGE
Pro sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik glykacnich produktd jsem
ptipravila 8 inkubacnich smési podle nasledujici tabulky (tab. 2). Vzorky byly inkubovany
pii 37°C po dobu tii dnti a dale 135 minut pii 60 °C.

Tab. 2: Ptiprava inkubaénich smési pro sledovani vlivu koncentrace MGO na glykaci AST

pomoci SDS-PAGE

Inkubaéni | AST 1,8 mg/ml MGO Vysledna
smés (ul) () koncentrace MGO
(mM)
1 200 0,00 0
2 200 0,20 0,50 M 05
3 200 0,40 0,50 M 1
4 200 200 0,550M 5
S 200 4,00 0,50 M 10
6 200 072 555M 20
7 200 126 555M 35
8 200 1,80 555M 50

4.3.2.4 Sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik vysokomolekularnich

agregatu AST pomoci SDS-PAGE s naslednym Western blottingem

a rozliseni citlivosti dvou zpisobu barveni SDS-PAGE gelu pomoci
Coomassie Blue

Pro sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik glykaénich produkti jsem

pfipravila 8 inkubaénich smési podle nésledujici tabulky (tab. 3). Vzorky byly inkubovany

pfi 37°C po dobu 22 dni. TytéZ vzorky byly pouzity i pro rozliSeni citlivosti barveni

metodou Coomassie Blue R-250 a barveni koloidnim roztokem Coomassie blue G-250.

59



Tab. 3: Ptiprava inkubacnich smési pro sledovani vlivu koncentrace MGO na glykaci AST
pomoci SDS-PAGE a Western blottingu

Inkubatni | AST 1,8 mg/ml | MGO 0,5 M Vysledna
smés (ul) (ul) koncentrace MGO
(mM)
1 200 0,00 0
2 200 0,20 05
3 200 0,40 1
4 200 0,80 2
S 200 1,20 3
6 200 2.00 5
7 200 3,20 8
8 200 4,00 10

4.3.2.5 Sledovani vlivu koncentrace methylglyoxalu na naboj molekuly AST
pomoci nativni PAGE
Pro sledovani vlivu koncentrace MGO na néboj AST jsem pfipravila 6 inkubacnich

smési podle nasledujici tabulky (tab. 4). Vzorky byly inkubovany 22 dnt pti 37°C.

Tab. 4: Pfiprava inkubaénich smési pro sledovani vlivu koncentrace MGO na naboj AST

pomoci nativni PAGE.

Inkubaéni | Koncentrace AST | Koncentrace MGO
smes ¢.: (mg/ml) (mM)

1 1,8 -

2 1,8 0,5
3 1,8 1,0
4 1,8 2,0
5 1,8 3,0
6 1,8 8,0
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4.3.2.6 Sledovani vlivu antioxidanti na glykaci AST methylglyoxalem pomoci
SDS-PAGE a nativni PAGE

K méfeni jsem pouzila 4 koncentrace kyseliny mocové (0,4 mM, 0,6 mM, 0,8 mM
a 1,2 mM), aminoguanidinu (1 pM, 0,1 mM, 1 mM a 10 mM) a kyseliny hydroxycitronové
(0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM a 2,5 mM). Vyslednd koncentrace AST byla 1,8 mg/ml
a koncentrace MGO byla 0,5 mM. Pfipravu jednotlivych vzorkl jsem pfipravila podle
nasledujici tabulky 5. Vzorky byly inkubovény pti 37°C po dobu 22 dni.

Tab. 5: Priprava inkubaénich smési pro sledovani vlivu antioxidanti na vznik glykacnich

produktii pomoci SDS-PAGE, nativni elektroforesy a Western blottingu.

Objem . . Vysledna
Inkub. AS.TJ 3 | Oblem | Objem Objem AOX }I;onc. Celkem
smés | mo/mi | PufU | MGOOSM (ul) AOX | ()
| (1) A
1 100 100 - i - 200
2 100 100 0,2 i - 200
Objem KM KM
(ul)
3 100 66,7 0,2 333 24mM | 04 200
4 100 50 0,2 50 24mM | 06 200
5 100 333 0,2 66,67 24mM | 08 200
6 100 - 0,2 100 24mM | 12 200
Objem AMG | AMG
(ul)
100 80 0,2 20 001mM | 0001 | 200
8 100 90 0,2 10 20mM | 01 200
9 100 - 0,2 100 20mM | 10 200
10 100 - 0,2 100 20mM | 10,0 200
Objem HCA HCA
(ul)
11 100 99,8 0,2 02 250mM | 0,25 200
12 100 99,6 0,2 04 250mM | 05 200
13 100 99,2 0,2 0.8 250mM | 1,0 200
14 100 98 0,2 2 250mM | 25 200
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4.3.3 Priprava gelt pro SDS-PAGE s 12,5% a 10% separa¢nim

gelem

Podle nasledujici tabulky (tab. 6) jsem v malé kadince piipravila roztok pro 12,5%
nebo 10% separacni gel. Po promichani jsem roztok ihned nalila pipetou mezi dvé skla
s tloustkou spacerit 0,75 mm do vysky asi 6 cm. Thned po naliti jsem pievrstvila po celé
délce roztok pro piipravu gelu isobutanolem nasycenym vodou. Poté jsem nechala roztok

polymerovat asi 45 minut. V tabulce uvadim rozpis na 2 gely.

Tab. 6: Ptiprava 12,5% a 10% separac¢niho gelu pro SDS-PAGE

SEPARACNI GEL MnozZstvi na dva MnozZstvi na dva
0,75 mm 12,5% gely 10% gely
Redestilovana voda 3,2 ml 4,0ml
1,5 M pufr Tris-HCI pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml 0,1 ml
Roztok AA + bis AA 4,2 mi 3,4 ml
Iniciace polymerace

Roztok APS 58 ul 58 ul
TEMED 4 ul 4 ul

Po 45 minutich jsem opatrné slila isobutanol, vznikly gel jsem oplachla
redestilovanou vodou a opatrné vysuSila filtracnim papirem. Podle nésledujici tabulky 7
jsem piipravila roztok na zaostfovaci 4% gel, opatrné jsem ho promichala a ihned jsem
nalila na spodni separa¢ni gel mezi dvé skla az po jeho horni okraj. Pod uhlem 45° jsem
opatrné¢ zasunula hiebinek aZ po drazky tak, aby se vytlacily vSechny bubliny vzduchu.
Nechala jsem polymerovat alespont 2 hodiny. Po ztuhnuti zaostfovaciho gelu jsem opatrné
vyndala hiebinek a jamky proplachla destilovanou vodou. Gel je mozné ptipravit i nékolik
dni doptfedu. Pak je potteba ho zabalit do potravinové folie a ve svislé poloze uchovavat

v lednici.
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Tab. 7: Ptiprava 4% zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE
ZAOSTROVACI GEL 0,75 mm | MnoZstvi na dva 4% gely

Redestilovana voda 3,126 ml

0,5 M pufr Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml

10% SDS 0,05 ml

Roztok AA + bis AA 0,5ml
Iniciace polymerace

Roztok 10% APS 120 pl

TEMED 10 pl

4.3.4 Priprava gell pro nativni PAGE

Postup ptipravy gelu pro nativni elektroforesu je shodny s pfipravou gelu pro
SDS-PAGE. Gel pro nativni PAGE neobsahuje SDS. Podle nésledujicich dvou tabulek
(tab. 8, 9) jsem v malé kadince pfipravila roztok pro 7,5% separacni gel a 4% zaostfovaci
gel. Po promichani jsem roztok ihned nalila pipetou mezi dvé skla s tloustkou spacerti
1,5 mm do vysky asi 6 cm. Postup piipravy gelu je jinak stejny jako ptiprava gelu pro SDS-
PAGE. Tabulky uvadi rozpis na 2 gely.

Tab. 8: Ptiprava 7,5% separa¢niho gelu pro nativni elektroforesu

SEPARACNI GEL Mnozstvi na dva 7,5% gely
1,5mm
Redestilovana voda 10,0 ml
1,5 M pufr Tris-HCI pH 8,8 5,0 ml
Roztok AA + bis AA 5,0 ml
Iniciace polymerace
Roztok APS 232 pl
TEMED 16 pl
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Tab. 9: Priprava 4% zaostfovaciho gelu pro nativni elektroforesu
ZAOSTROVACI GEL 1,5 mm MnozZstvi na dva 4% gely

Redestilovana voda 6,352 ml
0,5 M pufr Tris-HCI pH 6,8 2,5ml
Roztok AA + bis AA 1,0 ml

Iniciace polymerace
Roztok 10% APS 60 pl

TEMED 5 ul

4.3.5 Provedeni SDS-PAGE

Stojanek s gely jsem vlozila do vanicky, do horniho elektrodového prostoru jsem
nalila asi 125 ml elektrodového pufru tak, aby byl ponofeny cely gel. Do spodniho
elektrodového prostoru jsem nalila asi 200 ml elektrodového pufru tak, aby jeho hladina
byla nad spodnim okrajem gelu. Pak jsem pomoci nanaseciho bloku nanesla do prvni
jamky 5 pl molekulového markru a do dalSich jamek vzdy 10 pl ptipravené a denaturované
inkuba¢ni smési. Elektroforesa probihala nejprve pii napéti 100 V asi 5-10 minut, dokud
vzorky nedorazi na rozhrani zaostfovaciho a separa¢niho gelu, dale pak pii 200 V asi
45 minut. Po ukonceni elektroforesy se gel opatrné oddé€li od sklenénych desticek a odfizne

se zaostfovaci gel. Separacni gel se pak dale barvi.

4.3.6 Provedeni nativnhi PAGE

Stojanek s gely jsem vlozila do vanic¢ky, do horniho elektrodového prostoru jsem
nalila asi 125 ml elektrodového pufru tak, aby byl ponofeny cely gel. Do spodniho
elektrodového prostoru jsem nalila asi 200 ml elektrodového pufru pro nativni
elektroforesu tak, aby jeho hladina byla nad spodnim okrajem gelu. Pak jsem pomoci
nanaseciho bloku nanesla vzdy 15 pl pfipravené inkubacni smési. Elektroforesa probiha
nejprve pii proudu 20 mA asi 15-20 minut, dokud vzorky nedorazi na rozhrani
zaostfovaciho a separa¢niho gelu. Pak se proud nastavi na 30 mA a probiha asi 100 minut.
Po ukonceni elektroforesy se gel velmi opatrné oddéli od sklenénych desticek a odfizne se

zaostfovaci gel. Separacni gel se pak dale barvi.
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4.3.7 Barveni proteint na gelu pro SDS-PAGE a nativni PAGE

Ziskany separacni gel jsem barvila jednim ctyfmi typy barveni s rliznou citlivosti

nebo délkou barveni.

4.3.7.1 Barveni metodou Silver Staining

Tésné pred pouzitim jsem si pfipravila fixacni, barvici a vyvijeci roztok pro Silver
Staining (SS) a separa¢ni gel po elektroforese jsem barvila za stalého tiepani podle
nasledujici tabulky (tab. 10).

tab. 10: Prabéh barveni metodou Silver Staining

Roztok: Doba koupani pH Velikost gelu:
Fixacni 30 min Smrstuje se
Barvici 15 min 11 Natahuje se
Redestilovand voda 3x1min Zustava stejny
Vyvijeci asi 1-2 min 3 Zistava stejny

Gel se nechd vyvijet do chvile, nez se zacnou objevovat prouzky a pozadi jesté neni
zabarvené. Pak se ihned premisti do redestilované vody, kde barva prouzkl jesté zvysi

intenzitu. Ve vodé je mozné gel uchovat i do druhého dne.

4.3.7.2 Barveni metodou Coomassie Blue |

Roztoky pro barveni metodou Coomassie Blue R-250 I lze pfipravit do zdsoby
auchovavat pti laboratorni teploté v digestofi. Barveni pomoci Coomassie Blue I jsem
provedla podle nasledujici tabulky (tab. 11). Po dostatecném odbarveni je mozné gel

pfemistit do vodné 1azn¢ a kratce uchovavat.

Tab. 11: Prabéh barveni metodou Coomassie Blue |

Roztok Doba koupani

Fixacni roztok I (methanol, k. octova, voda) vice nez 12 hodin (pfes noc)
Barvici roztok 0,25% Coomassie Blue | 1 hodina

Odbarvovaci roztok I (= fixa¢ni roztok) Alespon 2 hodiny
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4.3.7.3 Barveni metodou Coomassie Blue Il (alternativni zptisob)

Barveni pomoci Coomassie Blue R-250 II jsem provedla podle nasledujici tabulky
(tab. 12). Po dostatecném odbarveni je mozné gel piemistit do vodné lazné a kratce

uchovavat.

Tab. 12: Prabéh barveni metodou Coomassie blue 11

Roztok Doba koupani

Barvici roztok 0,25% Coomassie | 20 minut v susarn¢ predehiaté na 50°C

Blue Il v 10 % kys. octové Il

Odbarvovaci roztok I1 Alespon 4 hodiny
(10% kyselina octova)

Bé&hem odbarvovani v 10% kyselin€ octové lazen n€kolikrat vyménime, az je pozadi

na gelu co nejméné zietelné.

4.3.7.4 Barveni pomoci koloidniho roztoku Coomassie Blue G-250

Jako posledni barvici metodu jsem pouzila komeréné¢ dodavany roztok EZBlue
obsahujici Coomassie Brilliant Blue typu G-250. Postup, ktery jsem k barveni pouzila je

uveden v nasledujici tabulce (tab. 13).

Tab. 13: Pribéh Barveni pomoci barviciho roztoku EZBlue Gel Staining Reagent

Lazen Doba koupani MnoZstvi
Redestilovana voda 3 x5 min

EZBlue 45 — 60 min 20 —40 ml na 1 gel
Redestilovana voda 1-2 hod

Pouzity roztok EZBlue je mozné pouzit vicekrat. Pfi odbarvovani gelu
redestilovanou vodou je potieba lazen nékolikrat vyménit. Je mozné nechat odbarvovat gel

1 pfes noc, aniz by byla ovlivnéna intenzita prouzki.

66



4.3.8 Priprava vzorka pred nanesenim na SDS-PAGE gel pro
zjisténi vhodné koncentrace AST

Do termobloku piedehiatého na 99°C jsem dala na 3 minuty denaturovat dobie
uzaviené inkubacni smési ptipravené podle nasledujici tabulky (tab. 14). Inkubacéni smés

AST 1,8 mg/ml + 10 mM byla pfedem inkubovéna 60 minut pii 60°C.

Tab. 14: NanaSena mnozstvi inkuba¢nich smési AST + MGO na gel pro SDS-PAGE

AST 1,8 mg/ml Vzorkovy MnozZstvi
10% SDS Celkem
Vzorek | + MGO 10 mM pufr AST v 10 pl
(nl) (ul)
() M) (ug)
1 6,66 23,34 30,00 60,00 2,00
2 9,90 20,10 30,00 60,00 3,00
3 13,32 16,68 30,00 60,00 4,00
4 16,80 13,20 30,00 60,00 5,00
5 20,10 9,90 30,00 60,00 6,00
6 23,40 6,60 30,00 60,00 7,00
7 26,70 3,30 30,00 60,00 8,00
8 30,00 - 30,00 60,00 9,00

Pak jsem pomoci nanéaseciho bloku nanesla do prvni a posledni jamky jednoho gelu
5 ul molekulového markru a do dalSich jamek vzdy 10 pl pfipravené a denaturované
inkubaéni smési 1-8 (obr. 18). Stejnou fadu vzorkli jsem nanesla i na druhy gel. Po
ukonceni elektroforesy a oddéleni zaostfovaciho gelu jsem separacni gely barvila metodou

Silver Staining a druhy gel metodou Coomassie Blue 1.

MM vz1 vz 2 vz 3 vz4 vz5 vz 6 vz7 vz 8 MM

Obr. 18. Naneseni molekulového markeru a vzorkd 1-8 na gel pro SDS-PAGE
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4.3.9 Priprava vzorkii pred nanesenim na gel pro nativni
elektroforesu pro zjisténi vhodné koncentrace AST

Z enzymu AST o koncentraci 3,6 mg/ml jsem piipravila smési podle nasledujici
tabulky (tab. 15).

Tab. 15: NanaSena mnozstvi inkuba¢nich smési AST na gel pro nativni elektroforesu

Vzorkovy
AST 3,6 Redestilovana Mnozstvi
pufr pro Celkem
Vzorek mg/ml voda AST v 15 ul
nativni ELFO ()
(u) (ul) (n9)
(ul)
1 4,44 15,56 20,00 40,00 6,00
2 5,92 14,08 20,00 40,00 8,00
3 7,41 12,59 20,00 40,00 10,00
4 8,15 11,85 20,00 40,00 11,00
5 8,89 11,11 20,00 40,00 12,00
6 9,63 10,37 20,00 40,00 13,00
7 10,37 9,63 20,00 40,00 14,00
8 11,11 8,89 20,00 40,00 15,00
9 11,85 8,15 20,00 40,00 16,00

Jednotlivé vzorky jsem pomoci nanaSeciho bloku nanesla do jamek v mnoZstvi po
15 pl (obr. 19). Po ukonceni elektroforesy a oddéleni zaosttovaciho gelu jsem separacni gel

barvila pomoci barviciho roztoku EZBlue podle vyse uvedeného postupu.

Obr. 19. Naneseni vzorkl 1-9 na gel pro nativni elektroforesu
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4.3.10 Porovnani dvou metod barveni Coomassie Blue

Porovnani citlivosti dvou typti barveni jsem provedla pomoci vzorkit AST 1,8
mg/ml inkubovanymi s MGO se stoupajici koncentraci od 0 mM do 10 mM po dobu 22 dni
pii 37 °C. Z jednotlivych vzorku jsem odebrala vzdy 13,32 ul roztoku a nafedila je 16,68 pl
10% SDS. Dale jsem ptidala 30 pl vzorkového pufru. Vzniklych 60 pl vzorku jsem
denaturovala 3 minuty v inkubatoru pti 99 °C. Do prvni jamky jsem nanesla 5 pl
molekulového markeru a do ostatnich jamek jsem nanesla 10 pul vzorku 1-8. Tutéz sérii
vzorkl jsem nanesla na druhy gel. Po ukonceni elektroforesy a odstranéni zaostfovacich
gell jsem jeden separacni gel barvila pomoci Coomassie Blue II a druhy gel jsem barvila

pomoci roztoku EZBlue.

4.3.11 Western blotting

Imunoblotting se provadi ihned po ukonéeni SDS-PAGE. Po odd¢leni zaostfovaciho
gelu se separacni gel ponoii do blotovaciho pufru, v némz se necha plavat n¢kolik minut.
Pak se sestavi blotovaci sendvic.

Postupuje se od Cerné ¢asti blotovaciho zafizeni: houbicka, dale jeden silny filtracni
papir, které¢ se nejprve namoc¢i do blotovaciho pufru, a gel. Na néj se polozi membrana
Z fluorovaného polyvinylu (PVDF), ktera se nejprve namoc¢i na 5 minut do methanolu
a poté se jest€ namoci do blotovaciho pufru. Na membranu se pfilozi silny filtracni papir
a houbicka, opét namocené v blotovacim pufru. Blotovaci sendvic se opatrné zavie a vlozi
se do blotovaci vanicky. Do vanicky se vlozi leditko sledem a vanicka se naplni
blotovacim pufrem tak, aby byl ponofen cely sendvic. Celd vanicka se umisti do ledové
lazné a pfipoji se ke zdroji konstantniho napéti. Pfenos na membranu probihd pfi napéti
100 V 2 hodiny. Po skonceni blottingu se membrana ptrenese do sklenéné misky a koupe se
vzdy s ptiblizné 25 ml roztoku podle nésledujici tabulky (tab. 16). VSechny roztoky musi

mit laboratorni teplotu.
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Tab. 16: Pribéh koupani blotovaci membrany v laznich po skonceni Western blottingu

3

Lazen Cas

TBS 1 min
TBST s 8 % mléka Ptes noc v lednici
TBST 2 X5 min
Primérni protilatka 45 min
TBST 6 X 5 min
AP-sekundarni protilatka 45 min
TBST 6 X 5 min
TBS 2 X5 min
AP-pufr 2 X5 min

Poté, co se slije AP-pufr, se na membranu opatrné napipetuji 2 ml barviciho
roztoku. Barveni se zastavi redestilovanou vodou v okamziku, kdy jsou prouzky jiz zietelné
viditelné, ale pozadi jest€¢ neni obarvené. Pak se membrana nechd sus$it mezi filtracnimi

papiry asi po dobu 30 minut.

4.3.12 Sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik cross-linku
aagregatt AST pomoci SDS-PAGE s naslednou
imunochemickou detekci

Pouzila jsem vzorky AST 1,8 mg/ml inkubované s MGO o vzristajici koncentraci
(od 0 do 10 mM) inkubované po dobu 22 dni pii 37°C. Do prvni jamky jsem nanesla 5 pl
molekulového markeru. Do dalSich jamek jsem nandSela 10 pl smési obsahujici
4 ng denaturovaného proteinu. Po ukonceni elektroforesy jsem postupovala podle vyse
uvedeného postupu pro Western blotting. Po ukonceni blotovani a vysuSeni membrany
jsem PVDF membranu skenovala na pfistroji GelDoc a urcila molekulovou hmotnost

jednotlivych prouzkli pomoci programu Quantity One.
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4.3.13 Sledovani vlivu koncentrace MGO na naboj AST pomoci
nativni PAGE

Pouzila jsem vzorky AST 1,8 mg/ml inkubované s MGO o vzristajici koncentraci
(0-8 mM) inkubované po dobu 22 dni pii 37°C. Do kazdé jamky jsem pomoci nanaseciho
bloku nanesla vzdy 15 pl smési obsahujici 13 pg nativniho proteinu. Po ukonceni
elektroforesy a oddéleni zaostiovaciho gelu jsem separaéni gel barvila pomoci barviciho
roztoku EZBlue podle vySe uvedeného postupu. Gel jsem pak naskenovala na GelDoc XR

a urc¢ila hodnoty R pomoci programu Quantity One.

4.3.14 Sledovani vlivu antioxidantt na glykaci AST
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE

Pouzila jsem vzorky AST 1,8 mg/ml inkubované s MGO o koncentraci 0,5 mM
artznymi koncentracemi antioxidantd po dobu 22 dni pii 37°C . Do prvni jamky jsem
nanesla 5 pul molekulového markeru. Do dal§ich jamek jsem nanaSela 10 pl smési
obsahujici 4 pug denaturovaného proteinu. Vzorky jsem nanaSela v potfadi podle

nasledujiciho obrazku (obr. 20).

MM vz 1 vz 2 vz 7 vz 8 vz 9 vz 10 vz 3 vz 4
gell

MM vz 1 vz 2 vz 5 vz 6 vz 14 vz 13 vz 12| vz 11]

gel 2

Obr. 20. Naneseni vzorkl na gel 1 a 2 pro SDS-PAGE

Pro vizualizaci jsem pouzila barveni stfibrem (Silver Staining). Gel jsem poté
skenovana na pfistroji GelDoc a urcila molekulovou hmotnost jednotlivych prouzki

pomoci programu Quantity One.
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4.3.15 Sledovani vlivu antioxidantd na glykaci AST
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s naslednou
imunochemickou detekci

Pouzila jsem vzorky AST 1,8 mg/ml inkubované s MGO o koncentraci 0,5 mM
ariznymi koncentracemi antioxidantli inkubované po dobu 22 dni pii 37°C . Do prvni
jamky jsem nanesla 5 pl molekulového markeru. Do dalSich jamek jsem nanéasela 10 pl

smési obsahujici 4 pg denaturovaného proteinu. Vzorky jsem nandSela v poradi na

nasledujicim obrazku (obr. 21).

MM vz 1 vz 2 vz 3 vz 4 vz 5 vz 6 vz 7 vz 8
gell

MM vz 1 vz 2 vz 9 vz 10 vz 11 vz 12 vz 13| vz 14]
gel 2

Obr. 21. Naneseni vzorkli na gel 1 a 2 pro Western blotting

Po ukonceni elektroforesy jsem postupovala podle vyse uvedeného postupu pro
Western blotting. Po ukonceni blotovani, obarveni a vysuSeni membrany jsem PVDF
membranu skenovala na pfistroji GelDoc a urcila molekulovou hmotnost jednotlivych

prouzkl pomoci programu Quantity One.
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4.3.16 Sledovani vlivu antioxidantt na glykaci AST
methylglyoxalem pomoci nativhi PAGE

Pouzila jsem vzorky AST 1,8 mg/ml inkubované s MGO o koncentraci 0,5 mM

artiznymi koncentracemi antioxidantti inkubované po dobu 22 dni ptfi 37°C. Do kazdé

jamky jsem nanasela 15 pl smési obsahujici 13 pg nativniho (nedenaturovaného) proteinu.

Provedla jsem elektroforesu pouze jednoho gelu a jen s nékterymi vzorky antioxidantu.

Vzorky jsem nanasela v poradi podle nasledujiciho obrazku (obr. 22)

vz1 vz2 vz 14 vz 13 vz 12 vz 6 vz 5 vz 10 vz9 vz8

Obr. 22 Naneseni vzorki na gel pro nativni elektroforesu

K vizualizaci jsem pouzila barveni pomoci roztoku EZBlue. Gel jsem poté

skenovana na piistroji GelDoc XR a ur¢ila hodnoty R pomoci programu Quantity One.
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5.VYSLEDKY

5.1 Optimalizace SDS-PAGE a nasledné imunochemické
detekce AGE produkti pro sledovani prubéhu glykace
AST methylglyoxalem

5.1.1 Uréeni vhodné koncentrace separacniho gelu a nanaseného

mnozstvi bilkoviny

5.1.1.1 SDS-PAGE s 12,5% separacnim gelem

Pti optimalnim rozliSeni proteinti by méla byt relativni mobilita (Rf) sledovaného
proteinu v rozmezi hodnot 0,55-0,6. Pii pouziti 12,5% separacniho gelu (tab. 17-19,
obr. 23-25) byl hlavni prouzek monomeru AST (asi 45 kDa) zfetelny, ale s nedostate¢nou
relativni mobilitou (Rf = 0,39). Pro glykaéni produkty, které maji niz§i pohyblivost nez
AST (vice nez 130 kDa), byla separace nedostate¢na.

Nanasela jsem 2 az 9 pg AST na jamku. Jako vhodné mnozstvi nanaseného proteinu
se ukézala koncentrace 4 pg AST vzhledem ke zfetelnosti a tvaru hlavniho prouzku
i viditelnosti vzniklych glykaénich produkti. U nizSich koncentraci AST bylo obtizné
rozpoznat polohu prouzki s glykaénimi produkty. U vySSich koncentraci byly prouzky
glykacénich produktii ztetelngjsi, ale prouzek AST zasahoval i do okolnich jamek.

Pro detekci proteind v gelu jsem pouZila 2 metody barveni. Barveni pomoci Silver
Stainingu (obr. 23) je o nékolik fadi citliveéjsi, na gelu tak dochazi k zobrazeni mnoha
prouzkt, které pravdépodobné patii jinym bilkovindm nez AST. Barveni pomoci
Coomassie Blue R-250 (obr. 24, 25) je méné citlivé, glykaéni produkty nejsou vidét
zietelng, je vSak mozné separované prouzky kvantifikovat.

Obarvené gely jsem vyfotografovala digitdlnim fotoapardtem Olympus (obr. 24)
a naskenovala jsem je na aparatu GelDoc XR (obr. 23, 25). Pfi Spatném rozliSeni n¢kterych
prouzkill jsem v programu Quantity One invertovala barvy snimku potizené¢ho na GelDocu

XR (obr. 25).

74



Tab. 17: Parametry pokusu pro urceni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni
rozliSeni separace AST a glykacnich produktti a zjisténi vhodné koncentrace nanaseného
AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 12,5% separa¢niho

gelu, barveno metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 12,5%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
D¢lka inkubace vzorku 60 minut pii 60°C

Nanasené mnozstvi 2-9 pg/jamka

Metoda barveni Silver Staining

Zobrazeno GelDoc XR

MM 2pg 3ug 4ug 5Supg

6ug 7pg 8pg 9pug MM

250 kDa \
150 kDa
100 kDa
75 kDa
50 kDa

37 kDa

~200 kDa
~130 kDa

~60 kDa

~45 kDa

25 kDa
20 kDa

15kDa
10 kDa

Obr. 23. Uréeni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni rozliseni separace AST
a glykacnich produkti a zjiSténi vhodného mnoZstvi nanaSeného AST glykovaného
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s 12,5% separacnim gelem, barveno metodou Silver

Staining, zobrazeno pomoci GelDoc XR.
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Tab. 18: Parametry pokusu pro urceni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni
rozliSeni separace AST a glykacnich produktii a zjisténi vhodné koncentrace nanaSeného
AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 12,5% separa¢niho

gelu, barveni metodou Coomassie Blue I, zobrazeno jako digitalni fotografie

Gel separacni 12,5%

Gel zaosttovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 60 minut pii 60°C

Nanasené mnozstvi 2-9 ng/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue |

Zobrazeno Digitalni fotografie

MM 2pg 3ug 4ug Sug 6ug 7ug 8ug 9ug
250 kDa
150 kDa
100 kDa
75 kDa

50 kDa

~60 kDa

T e es el GG GDEy — 5K

37 kDa

25 kDa
20 kDa

\¥

15kDa
10 kDa

b,

s lnd QAN

Obr. 24. Urceni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni rozliSeni separace
AST a glykaénich produktli a zjisténi vhodného mnoZstvi nanaSen¢ho AST glykovaného
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s12,5% separacnim gelem, barveno metodou

Coomassie Blue I, zobrazeno jako digitalni fotografie.
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Tab. 19: Parametry pokusu pro ur¢eni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni
rozliSeni separace AST a glykacnich produktii a zjisténi vhodné koncentrace nanaSeného
AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 12,5% separa¢niho

gelu, barveni metodou Coomassie Blue I, zobrazeno pomoci GelDoc XR v invertnich

barvach.
Gel separacni 12,5%
Gel zaostiovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 60 minut pii 60°C
Nanasené mnozstvi 2-9 pg/jamka
Metoda barveni Coomassie Blue |
Zobrazeno GelDoc XR — invertni zobrazeni
MM 2ug 3pg 4pg Spg 6pg 7pg 8pg 9ug
250 kDa |
150 kDa
100 kDa
75 kDa 60 kDa
50 kDa
~45 kDa
37 kDa
25 kDa
20 kDa
15kDa
10 kDa

Obr. 25 Urceni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni rozliseni separace AST
a glykacnich produkti a zjiSténi vhodného mnoZstvi nanaSeného AST glykovaného
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s12,5% separacnim gelem, barveno metodou

Coomassie Blue I, zobrazeno pomoci GelDoc XR v invertnich barvéch.
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5.1.1.2 SDS-PAGE s 10% separacnim gelem

Pii pouziti 10% separacniho gelu byly jednotlivé prouzky ztfetelné s vhodnou
relativni mobilitou (Rf = 0,59). Prouzky obsahujici glykacni produkty byly rovnéz
dostate¢n¢ separovany.

Jako v pfipadé 12,5% gelu jsem nanasela 2 az 9 ug AST na jamku. Jako vhodné
mnozstvi nanaSen¢ho proteinu se opét ukazala koncentrace 4 pg AST vzhledem ke
zietelnosti a tvaru prouzku AST i viditelnosti vzniklych glykacnich produktt. U nizsich
koncentraci byl prouzek AST zietelny, ale viditelnost prouzkt piedpokladanych glykacnich
produktll byla nizka. U vysSich koncentraci byly prouzky glykac¢nich produkti zietelné;si,
ale prouzek AST byl jiz ptilis velky.

Pro detekci prouzki jsem pouzila 2 metody barveni: Silver Staining (obr. 26-27)
a Coomassie Blue R-250 (obr. 28-29). Obarvené gely jsem vyfotografovala digitalnim
fotoaparatem Olympus (obr. 26 a 28) a naskenovala jsem je na aparatu GelDoc XR
(obr. 27). Pii Spatném rozliSeni nékterych prouzkd jsem v programu Quantity One

invertovala barvy snimku potizeného na GelDocu XR (obr. 29).
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Tab. 20: Parametry pokusu pro ur¢eni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni
rozliSeni separace AST a glykacnich produktii a zjisténi vhodné koncentrace nanasené¢ho
AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 10% separac¢niho gelu,

barveni metodou Silver Staining, zobrazeno jako digitalni fotografie.

Gel separacni 10%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 120 minut pti 60°C

Nanasené mnozstvi 2-9 ng/jamka, vz — 4 ug AST + MGO
Metoda barveni Silver Staining

Zobrazeno Digitalni fotografie

MM 2upg 3pg 4pg Spg 6ug 7pg 8ug 9pg vz

B F

250 kDa J
150 kDa | — ~160kDa
100 kDa —  130kDa
75 kDa
—— ~60kDa
50 kDa
— 45kDa
37 kDa
25 kDa ——

Obr. 26. Uréeni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni rozliseni separace AST
a glykacnich produkti a zjiSténi vhodného mnoZstvi nanaSeného AST glykovaného
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s 10% separacnim gelem, koncentrace enzymu
1,8 mg/ml, vzorek AST 1 mg/ml + 0,5 mM MGO inkubovany 16 dni pii 37°C, barveno

metodou Silver Staining, snimano jako digitalni fotografie.
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Tab. 21: Parametry pokusu pro ur¢eni vhodné koncentrace separacniho gelu pro optimalni

rozliseni separace AST a glykacnich produktd a zjisténi vhodné koncentrace nanaSeného

AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 10% separac¢niho gelu,

barveni metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 10%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 120 minut pti 60°C

NanasSené mnozstvi

2-9 ng/jamka, vz — 4 ng

Metoda barveni

Silver Staining

Zobrazeno

GelDoc XR

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

MM 2 ug 3ug 4pg Spg 6ug 7ug 8pg 9ug vz

~160 kDa
~130 kDa

~60 kDa

~45 kDa

Obr. 27. Uréeni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni rozliseni separace AST

a glykacnich produkti a zjiSténi vhodného mnoZstvi nanaSeného AST glykovaného

methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s 10% separa¢nim gelem, koncentrace enzymu

1,8 mg/ml, vzorek AST 1 mg/ml + 0,5 mM MGO inkubovany 16 dni pii 37°C, barveno

metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci GelDoc XR.
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Tab. 22: Parametry pokusu pro urceni vhodné koncentrace separacniho gelu pro optimalni
rozliSeni separace AST a glykacnich produktii a zjisténi vhodné koncentrace nanaseného
AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 10% separac¢niho gelu,

barveni metodou Coomassie Blue I, zobrazeno jako digitalni fotografie.

Gel separacni 10%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 120 minut pti 60°C

Nanasené mnozstvi 2-9 ng/jamka, vz — 4 pg
Metoda barveni Coomassie Blue |

Zobrazeno Digitalni fotografie

MM 2pg 3pg 4pug Spg 6pg 7pg 8ug 9ug vz

ii?) iga il ~160 kDa
a ~130 kDa
100 kDa
75 kDa
~60 kDa
50 kDa
~45 kDa
37 kDa
25 kDa

Obr. 28. Urceni vhodné koncentrace separacniho gelu pro optimalni rozliSeni separace AST
a glykacnich produkti a zjisténi vhodného mnozstvi nanaseného AST glykovaného
methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s 10% separaénim gelem, koncentrace enzymu
1,8 mg/ml, vzorek AST 1 mg/ml + 0,5 mM MGO inkubovany 16 dni pti 37°C, barveno

metodou Coomassie Blue I, zobrazeno jako digitalni fotografie
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Tab. 23: Parametry pokusu pro urceni vhodné koncentrace separa¢niho gelu pro optimalni

rozliSeni separace AST a glykacnich produktti a zjisténi vhodné koncentrace nanaseného

AST glykovaného methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE za pouziti 10% separacniho gelu,

barveno metodou Coomassie Blue I, zobrazeno pomoci GelDoc XR v invertnich barvach.

Gel separacni 10%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 10 mM
Délka inkubace vzorku 120 minut pti 60°C

Nanasené mnozstvi 2-9 ng/jamka, vz — 4 ng
Metoda barveni Coomassie Blue |

Zobrazeno GelDoc XR — invertni

MM  2pg 3pg 4pg Spg 6pg 7pg 8pg 9pg vz

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa e e e e Sl (D @Y

25 kDa

~160 kDa
~130 kDa

~60 kDa

~45 kDa

Obr. 29. Ur€eni vhodné koncentrace separacniho gelu pro optimalni rozliSeni separace AST

a glykacnich produkti a zjisténi vhodného mmnoZstvi nanaSen¢ho AST glykovaného

methylglyoxalem pomoci SDS-PAGE s 10% separacnim gelem, koncentrace enzymu

1,8 mg/ml, vzorek AST 1 mg/ml + 0,5 mM MGO inkubovany 16 dni pti 37°C, barveno

metodou Coomassie Blue I, zobrazeno pomoci GelDoc XR v invertnich barvéch.
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5.1.2 Vliv koncentrace methylglyoxalu na tvorbu
vysokomolekularnich AGE produktd a cross-linku
hodnocena pomoci SDS-PAGE

5.1.2.1 Pouziti 0-50 mM methylglyoxalu, porovnani dvou metod barveni

Pro tento pokus byly pouzity inkubacni smési obsahujici stejné mnozstvi AST
(1,8 mg/ml) a vzrustajici koncentraci MGO (0; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 35,0; 50,0 mM).
Vzorky byly inkubovédny 3 dny pii 37°C a dale 135 min pifi 60 °C. Pouzila jsem 10%
separacni gel, na ktery jsem nanaSela 4 pg AST na jamku. Gely byly barveny metodou
Silver Staining a Coomassie Blue I, zobrazeny pomoci GelDocu XR. Vysledky jsou
prezentovany v obrazcich 30 a 31.

Se stoupajicim mnozstvim MGO (do 10 mM) v inkubacni smési je na obr. 31 patrny
rovnomérny vzestup vzniku predev§im trimert a tetrameri AST (prouzky s molekulovou
hmotnosti 130 a 160 kDa). Koncentrace nad 10 mM MGO je jiZ pro sledovani glykace
pomoci SDS-PAGE piili§ vysokd. Pfi inkubaci doSlo ve vzorcich s koncentraci MGO
20 mM, 35 mM a 50 mM ke vzniku srazenin. U téchto tii vzorku pak pii elektroforese
doslo k silnému zabarveni celé drahy ptislusného vzorku. Oproti niz§im koncentracim je
ale dobfe viditelnd oblast dimerd AST (asi 90 kDa). Na gelu barveném méné citlivym
Coomassie Blue (obr. 31) vidime velmi slabé pouze trimery a tetramery. Je zde vidét

ubytek mnozstvi AST, ke kterému doslo v disledku vysrazenim AST v inkubacni smési.
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Tab. 24: Parametry pokusu pro urCeni mnozstvi vznikajicich glykacnich produkta
Vv zévislosti na mnozstvi MGO (0-50 mM) za pouziti 10% separacniho gelu, barveni

metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci GelDoc.

Gel separacni 10%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0-50 mM

Délka inkubace vzorku 3 dny pii 37°C, 135 min pii 60 °C

Nanasené mnozstvi AST | 4 pg/jamka

Metoda barveni Silver Staining
Zobrazeno GelDoc XR
konc. MGO

MM 0mM 0,5mM 1mM 5mM 10mM 20mM 35mM 50mM

RN TR
250 kDa e
150 kDa tetramer
trimer
100 kDa dimer
75 kDa
50 kDa
——  monomer AST
37 kDa
25 kDa

Obr. 30. Vznik glykaénich produkti v zévislosti na mnozstvi MGO (0-50 mM) za pouziti
SDS-PAGE s 10% separacnim gelem, barveno metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci

GelDoc XR.
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Tab. 25: Parametry pokusu pro urfeni mnozstvi vznikajicich glyka¢nich produktt
v zavislosti na mnozstvi MGO za pouziti 10% separacniho gelu, barveni metodou

Coomassie Blue I, zobrazeno pomoci GelDoc.

Gel separacni 10%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0-50 mM

Délka inkubace vzorku 3 dny pii 37°C, 135 min pii 60 °C

Nanasené mnozstvi AST | 4 pg/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue |
Zobrazeno GelDoc XR
konc. MGO

MM O0mM 0,5mM ImM 5mM 10mM 20mM 35mM 50mM

—

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

tetramer
trimer

50 kDa
monomer AST

37 kDa

25 kDa

Obr. 31. Vznik glykaénich produkti AST v zavislosti na mnozstvi MGO (0-50 mM) za
pouziti SDS-PAGE s 10% separatnim gelem, barveno metodou Coomassie Blue I,

zobrazeno pomoci GelDoc XR.
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5.1.2.2 PouzZiti 0-10 mM methylglyoxalu, porovnani citlivosti barveni pomoci
Coomassie Blue R-250 a G-250 (EZBlue)

Pro nésledujici pokus byly pouzity inkubaéni smési obsahujici stejné mnozstvi AST
(1,8 mg/ml) se vzristajici koncentraci MGO (0-10 mM). Vzorky byly inkubovany 22 dni
pii 37 °C. Pouzila jsem 10% separacni gel, na ktery jsem nanaSela 4 ng AST na jamku.
Vysledky jsou prezentovany v obrazcich 32 a 33.

U obou typt barveni je se stoupajicim mnozstvim MGO v inkubaéni smési patrny
vznik trimera (~130 kDa) a pii vyssich koncentracich MGO (5, 8 a 10 mM) i tetramerti
AST (~160 kDa). Barveni pomoci koloidniho roztoku Coomassie Blue G-250 je rychlejsi
a citlivéjsi a oproti barveni barvivem CB typu R-250 ma mensi pozadi. Oproti Coomassie
Blue R-250 jsou lépe viditelné prouzky v oblasti 60 kDa a slabé viditelné prouzky
I v oblasti 65 kDa.

86



Tab. 26: Parametry pokusu pro urCeni mnozstvi vznikajicich glykacnich produktt
v zavislosti na mnozstvi MGO za pouziti 10% separacniho gelu, barveni metodou

Coomassie Blue G-250, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 10%
Gel zaosttovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0-10 mM

Délka inkubace vzorku 22 dni pti 37°C

Nanasené mnozstvi AST | 4 ug/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue G - EZBlue
Zobrazeno GelDoc XR

MM OmM 0,5mM ImM 2mM 3mM 5mM 8mM 10mM

250 kDa
150 kDa ——
100 kDa ——

75 kDa ——

tetramer
trimer

50 kDa —
monomer

37 kDa ——

25 kDa—— |
-

N

Obr. 32. Vznik glykacnich produktl v zavislosti na mnozstvi MGO (0-10 mM) za pouZiti
SDS-PAGE s 10% separa¢nim gelem, barveno metodou Coomassie Blue G - EZBlue,

zobrazeno pomoci GelDoc XR.
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Tab. 27: Parametry pokusu pro urCeni mnozstvi vznikajicich glykacnich produktt
v zavislosti na mnozstvi MGO za pouziti 10% separacniho gelu, barveni metodou

Coomassie Blue R II, zobrazeno jako digitalni fotografie.

Gel separacni 10%
Gel zaostrovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0-10 mM

Délka inkubace vzorku 22 dni pti 37°C

Nanasené mnozstvi AST | 4 ug/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue R 11
Zobrazeno GelDoc XR

MM OmM 0,5mM 1mM 2mM 3mM 5mM 8mM 10mM

250 kDa

tetramer

150 kDa — trimer
100 kba ——

75 kDa — -

50 kDa —

—  monomer AST
37 kDa | e D o e S e S—
25 kDa —
=

Obr. 33. Vznik glykacnich produktt v zavislosti na mnozstvi MGO (0-10 mM) za pouZziti
SDS-PAGE s 10% separa¢nim gelem, barveno metodou Coomassie Blue R 11, zobrazeno
pomoci GelDoc XR.
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5.1.3 Vliv koncentrace methylglyoxalu na tvorbu
vysokomolekularnich AGE produktd a cross-linku
hodnocena pomoci SDS-PAGE s naslednou

imunochemickou detekci

Pro sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik cross-linkti a agregatii AST pomoci
SDS-PAGE s naslednou specifickou detekci AGEs pomoci Western blottingu jsem nejprve
provedla SDS-PAGE dvou gela za stejnych podminek se stejnym rozloZenim a koncentraci
vzorkd. Jeden z gelti jsem pak obarvila pomoci stiibra a druhy jsem podrobila Western
blottingu. Pfi barveni stiibrem (obr. 34) jsou patrné hlavné prouzky v oblasti 60 kDa a dale
trimery (~130 kDa) a tetramery (~160 kDa) AST. Pti imunochemické detekci AGEs
S primdrni protilatkou proti AGE produktim (obr. 35) jsou viditelné glykaéni produkty
v oblasti 70 kDa a trimery AST (~130 kDa), pfi vyssich koncentracich MGO (od 3 mM)
I tetramery (v oblasti ~160 kDa).
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Tab. 28: Parametry pokusu pro sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik glykacnich
produkti pomoci SDS-PAGE jako porovnani k imunochemické detekci AGEs za pouziti

10% separacniho gelu, barveni metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 10%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0-10 mM

Délka inkubace vzorku 22 dni pti 37°C

NanaSené mnozstvi AST | 4 pg /jamka

Metoda barveni Silver Staining
Zobrazeno GelDoc XR

MM OmM 05mM 1mM 2mM 3mM 5mM 8mM 10mM

‘1

250 kDa
100 kDa s“ e e B ” o ~130 kDa
75 kDa ‘. L
— ~60kDa
50 kDa
—  ~45kDa
37 kDa
25 kDa

- -
~—

Obr. 34. Sledovéani vlivu mnozstvi MGO v inkuba¢ni smési s AST na vznik glykacnich
produkti za pomoci SDS-PAGE s10% separacnim gelem jako porovnani
k imunochemické detekci AGEs, barveno metodou Silver Staining, zobrazeno pomoci
GelDoc XR. Barevné zvyraznény prouzky, které byly kromé AST viditelné po specifické
detekci AGEs Western blottingem.
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Tab. 29: Parametry pokusu pro sledovani vlivu koncentrace MGO na vznik glykac¢nich
produktii pomoci Western blottingu s 10% separa¢nim gelem pro SDS-PAGE, vzorky AST
1,8 mg/ml + MGO 0-10 mM byly inkubovany 22 dni pii 37°C, na gel pro SDS-PAGE byly
nanaSeny 4 pg proteinu S naslednym elektroforetickym Western blottingem, zobrazeno

pomoci GelDoc XR.

Metoda sledovani Western blotting

Druh membrany PVDF

Zpusob blottingu Elektroforeticky tankovou metodou
Primarni protilatka Polyclonal antibody to AGE (Rabbit)
Sekundarni protilatka Polyclonal antibody to Rabbit IgG - AP
detekce Alkalicka fosfatasa, barveni NBT a BCIP
Zobrazeno GelDoc XR

MM O0mM 0,5mM 1mM 2mM‘3_m 5SmM 8mM 10mM

psr B

250 kDa _| tetramery
—— trimery

100 kDa f

75 kDa ~70 kDa

50 kDa

monomery AST

37 kDa

25 kDa

Obr. 35. Sledovéni vlivu mnozstvi MGO v inkubaéni smési s AST na vznik glykacnich
produktti pomoci po SDS-PAGE elektroforeticky provedeného Western blottingu na PVDF
membranu, detekovano pomoci barevné reakce zalozené na aktivit¢ alkalické fosfatasy

konjugované se sekundarni protilatkou.
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5.2 Optimalizace nativni PAGE pro sledovani prubéhu

glykace AST methylglyoxalem

5.2.1 Uréeni vhodného mnozstvi nanasené bilkoviny

Pro nativni elektroforesu jsem pouzila 7,5% separacni a 4% zaostfovaci gel.
Nanasela jsem 6 az 16 ug AST. Ze ziskanych vysledki jsem jako vhodné mnoZzstvi
nanasen¢ho proteinu pro dal$i experimenty zvolila koncentraci 13 pg AST vzhledem ke
zietelnosti a tvaru prouzku AST (tab. 30 a 31, obr. 36 a 37). Pii tomto mnozstvi nanesené
bilkoviny byla relativni mobilita AST 0,549.

Pro detekci prouzkli jsem pouzila metodu barveni pomoci Coomassie Blue G -
EZBlue, protoZe se u SDS-PAGE ukézala jako citlivéjsi, navic je jeji provedeni rychlejsi
a snazsi. Gely se mi nepodaftilo obarvit pomoci stiibra.

Pro zobrazeni byly pouzity metody vyfotografovani digitdlnim fotoaparatem

(obr. 36) a zobrazeni pomoci GelDocu XR (obr. 37), které mé&lo lepsi rozliSeni.
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Tab. 30: Parametry pokusu zjisténi vhodné koncentrace nanaseného AST za pouziti 7,5%
separac¢niho gelu pro nativni elektroforesu, barveni metodou Coomassie Blue G - EZBIlue,

zobrazeno jako digitalni fotografie.

Gel separacni 7,5%

Gel zaostfovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/mi

Nanasené mnozstvi AST | 6-16 pg/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue G - EZBIlue
Zobrazeno Digitalni fotografie

6ug 8pug 10pg 11pg 12ug 13 pg 14 pg 15 ug 16 pg

Obr. 36. UrCeni vhodné koncentrace AST nandSeného na gel pro nativni
elektroforesu se 7,5% separa¢nim gelem, barveni metodou Coomassie Blue G - EZBIlue,

zobrazeno jako digitalni fotografie.
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Tab. 31: Parametry pokusu zji§téni vhodné koncentrace nanaseného AST za pouziti 7,5%
separa¢niho gelu pro nativni elektroforesu, barveni metodou Coomassie Blue G - EZBIlue,

zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 7,5%

Gel zaosttovaci 4%

Vzorek AST 1,8 mg/ml

Nanasené mnozstvi AST | 6-16 pg/jamka

Metoda barveni Coomassie Blue G - EZBIlue
Zobrazeno GelDoc XR

6ug 8pug 10pg 11ug 12 ug 13 pg 14 pg 15 pug 16 pg

Obr. 37. Urceni vhodné koncentrace AST nanasené¢ho na gel pro nativni elektroforesu se

7,5% separa¢nim gelem, barveni metodou Coomassie Blue G - EZBlue, zobrazeno pomoci

GelDoc XR.
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5.2.2 VIliv koncentrace methylglyoxalu na naboj molekuly AST

Pro nasledujici pokus byly pouzity inkubacni smési obsahujici stejné mnozstvi AST
(1,8 mg/ml) se vzrustajici koncentraci MGO (0-8 mM). Vzorky byly inkubovany 22 dni pfi
37°C. Pouzila jsem 7,5% separacni gel, na ktery jsem nanasela 13 pg AST na jamku.
Vysledky jsou prezentovany v obrazku 38 a tabulce 33.

Vzristajici  koncentrace methylglyoxalu v inkubaénich smésich zpusobila
progresivni modifikaci molekuly AST, kterd se projevila ubytkem kladnych nabojt
basickych aminokyselin a tedy i zvySenou mobilitou ve srovnani s kontrolnim vzorkem
(pouze AST). Jako ptiklad uvadim 3 mM MGO, kde doslo po 22 dnech inkubace k 25%

nartstu mobility vzorku ve srovnani s kontrolou.
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Tab. 32: Parametry pokusu pro sledovani zmén v naboji molekuly AST v zavislosti na
mnozstvi MGO (0-8 mM) za pouziti 7,5% separa¢niho gelu, barveni metodou CB G-EZ

Blue, zobrazeno pomoci GelDoc.

Gel separacni

7,5%

Gel zaostfovaci

4%

Vzorek

AST 1,8 mg/ml + MGO 0-8 mM

Délka inkubace vzorku

22 dni pti 37°C

Nanasené mnozstvi AST

13 pg /jamka

Metoda barveni

Coomassie Blue — EZ Blue

Zobrazeno

GelDoc XR

koncentrace MGO (mM) 0 05 10 20 30 80

W "

Obr. 38. Vliv koncentrace methylglyoxalu (0-8 mM) na naboj molekuly AST. Pouzit 7,5%
separacni gel pro nativni PAGE, barveno Coomassie Blue G-250, zobrazeno pomoci

GelDoc XR, vyhodnoceno pomoci programu Quantity One.
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Tab. 33: Vliv koncentrace methylglyoxalu (0-8 mM) na naboj molekuly AST. Hodnoceno
pomoci relativnich mobilit (Rf) jednotlivych vzorkti a porovnavano s migraci kontrolniho

vzorku.

Koncentrace MGO 0 0,5 1,0 2,0 3,0 8,0

R¢ 0,433 | 0,507 | 0,523 | 0,535 | 0,539 | 0,575

Migrace (% kontroly) | 100,0 | 119,3 | 120,8 | 123,0 | 1249 | 131,3

97



5.3 Viliv antioxidantid na glykaci AST methylglyoxalem

5.3.1 Hodnoceni pomoci SDS-PAGE

Pro sledovani vlivu antioxidanti na vznik vysokomolekularnich AGE produkti
aagregatt AST pomoci SDS-PAGE jsem inkubovala smés AST 1,8 mg/ml
s methylglyoxalem 0,5 mM a kyselinou mocovou (0,4; 0,6; 0,8 a 12 mM),
aminoguanidinem (0,001; 0,1; 1,0 a 10 mM) ¢i kyselinou hydroxycitronovou (0,25; 0,5; 1,0
a 2,5 mM) po dobu 22 dni pii 37 °C (obr. 39 a 40). Vzorky 1 (AST 1,8 mg/ml) a 2 (AST
1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM) jsou kontrolni vzorky. Pii dlouhodobé inkubaci vzorkl
omalém objemu ipfes provedena opatieni (uzavieni parafilmem) dochazelo
k nerovnhomérnému odpatrovani. U nékterych vzorki tak doslo ke zvySeni koncentrace
celého vzorku a proto je hodnoceni vlivu AOX na glykaci v tomto ptipad¢ obtizné.

Jako mirné protektivni se jevi aminoguanidin v koncentraci 1 mM (Ubytek vzniku
tetrameri a dimerd) a 10 mM (Gbytek vzniku tetramert) (obr.39) a kyselina
hydroxycitronovd v koncentraci 1 mM (Ubytek vzniku dimerd a tetramertl) (obr. 40).

U ostatnich vzorka je hodnoceni nemozné.
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Tab. 34: Parametry pokusu pro sledovani vlivu aminoguanidinu (0,001; 0,1; 1,0 a 10 mM)
a kyseliny mocové (0,4 a 0,6 mM) na glykaci AST methylglyoxalem za pouziti 10%
separa¢niho gelu pro SDS-PAGE, barveno pomoci Silver Staining, zobrazeno pomoci

GelDoc XR.

Gel separacni 10%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM + AOX

Délka inkubace vzorku 22 dni pti 37°C

Nanasené mnozstvi AST | 4 ug /jamka

Metoda barveni Silver Staining

Zobrazeno GelDoc XR

AOX AMG AMG AMG AMG KM KM
koncentrace (mM) 0,001 0,1 10 10,0 04 0,6

MM wvz1 v22 vz7 vz8 vz9 vz10 vz3 vz4
BT . e S

250 kDa
150 kDa tetramer
100 kDa P . — d trimer
75 kDa e o= e — dimer
50 kDa . i
37 kDa monomer AST
-
25 kDa —_
—— — d _— e -— -

[
=

Obr. 39. Vliv antioxidantl kyseliny mocové a aminoguanidinu na vznik glykacnich
produkti pii glykaci AST methylglyoxalem, barveno pomoci Silver Staining, zobrazeno
pomoci GelDoc XR.

vzorek 1 - AST 1,8 mg/ml; vzorek 2 - AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM
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Tab. 35: Parametry pokusu pro sledovani vlivu kyseliny hydroxycitronové (0,25; 0,5; 1,0
a 2,5 mM) a kyseliny mocové (0,8 a 1,2 mM) na glykaci AST methylglyoxalem za pouziti
10% separacniho gelu pro SDS-PAGE, barveno pomoci Silver Staining, zobrazeno pomoci

GelDoc XR.

Gel separacni 10%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM + AOX

Délka inkubace vzorku 22 dni pti 37°C

Nanasené mnozstvi AST | 4 ug /jamka

Metoda barveni Silver Staining
Zobrazeno GelDoc XR
AOX KM KM HCA HCA HCA HCA
koncentrace (mM) 08 12 25 10 05 0,25
MM vz1 vz2 vz5 vz6 vz14 vz13 vz12 vz 11
e T I ] =% -
250 kDa " )y . tetramer
150 kDa trimer
100 kDa dimer
75 kDa
50 kDa
monomer AST
37 kDa \
25 kDa

]

‘2::::‘ _—
.-—~“‘-

- -

Obr. 40. Vliv antioxidantii kyseliny hydroxycitronové a kyseliny mocové na vznik
glyka¢nich produktt pii glykaci AST methylglyoxalem, barveno pomoci Silver Staining,
zobrazeno pomoci GelDoc XR.

vzorek 1 - AST 1,8 mg/ml; vzorek 2 - AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM
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5.3.2 Hodnoceni pomoci SDS-PAGE s naslednou imunodetekci

Pro sledovani vlivu antioxidanti na vznik cross-linkd a agregatd AST pomoci
specifické imunodetekce AGEs jsem inkubovala smés AST 1,8 mg/ml s methylglyoxalem
0,5 mM a kyselinou mocovou (0,4; 0,6; 0,8 a 1,2 mM), aminoguanidinem (0,001; 0,1; 1,0
a 10 mM) ¢i kyselinou hydroxycitronovou (0,25; 0,5; 1,0 a 2,5 mM) po dobu 22 dni pfii
37°C. Vzorky 1 (AST 1,8 mg/ml) a 2 (AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM) jsou kontrolni
vzorky.

Pro vizualizaci provedeného imunoblottingu jsem pouzila barevnou reakci
zalozenou na reakci alkalické fosfataSy navazané na sekundarni protilatce proti AGEs
s barvivy NBT a BCIP. U tohoto typu vizualizace vznikd vysoké pozadi a prouzky jsou
hite viditelné. Obrazky jsou Spatn¢ hodnotitelné i diky nerovnomérnému obarveni
a Spatnému odstranéni bublin pted blottingem. Hodnoceni je obtizné piedevS§im u obr. 42.
Na obr. 41 nevidime ovlivnéni glykace Zadnym vzorkem. Mirné protektivni vliv ma
kyselina hydroxycitronova v koncentracich 0,5; 1,0 a 2,5 mM pii vzniku trimert v oblasti
priblizné 130 kDa (obr. 42). Vznik glykacnich produktii v oblasti 70 kDa u téchto tii

vzorkd neni mozné vyhodnotit.

101



Tab. 36: Parametry pokusu pro sledovani vlivu kyseliny moc¢ové (0,4; 0,6; 0,8 a 1,2 mM)
aaminoguanidinu (0,001 a 0,1 mM) na glykaci AST methylglyoxalem pomoci
imunoblottingu s 10% separacnim gelem pro SDS-PAGE, vzorky byly inkubovany 22 dni
pii 37°C, na gel byly naneseny 4 pg proteinu s ndslednym elektroforeticky provedenym

Western blottingem, zobrazeno jako digitalni fotografie.

Metoda sledovani Western blotting
Druh membréany PVDF
Zpusob blottingu Elektroforeticky tankovou metodou
Primarni protilatka Polyclonal antibody to AGE (Rabbit)
Sekundarni protilatka Polyclonal antibody to Rabbit 1gG - AP
detekce Alkalicka fosfatasa, barveni NBT a BCIP
Zobrazeno Digitalni fotografie
AOX KM KM KM KM AMG AMG
koncentrace (mM) 04 06 08 12 0,001 0,1

MM vz1 vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8

ST

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

~130 kDa

~70 kDa

~45 kDa

Obr. 41. Vliv antioxidanti kyseliny mocové (0,4; 0,6; 0,8 a 1,2 mM) a aminoguanidinu
(0,001 a 0,1 mM) na vznik glykacnich produktl pfi glykaci AST methylglyoxalem, po
SDS-PAGE elektroforeticky provedeny Western blotting na PVDF membranu, detekovano
pomoci barevné reakce alkalické fosfatasy konjugované se sekundarni protilatkou.

vzorek 1 — AST 1,8 mg/ml; vzorek 2 - AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM
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AOX AMG AMG HCA HCA HCA HCA
koncentrace (mM) 1,0 100 025 05 10 25

MM'_ vzl vz2 vz9 vz10 vz11vz12 vz13 vz 14

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

~130 kDa

~70 kDa
50 kDa

~45 kDa

37 kDa "

25 kDa

Obr. 42. Vliv antioxidanti aminoguanidinu (1 a 10 mM) a kyseliny hydroxycitronové
(0,25; 0,5; 1,0 a 2,5 mM) na vznik glykacnich produktii pii glykaci AST methylglyoxalem,
po SDS-PAGE celektroforeticky provedeny Western blotting na PVDF membranu,
detekovano barevné reakce alkalické fosfatasy konjugované se sekundarni protilatkou.

vzorek 1 - AST 1,8 mg/ml; vzorek 2 - AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM
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5.3.3 Hodnoceni pomoci nativni elektroforesy

Pro sledovani vlivu antioxidanti na glykaci AST pomoci nativni elektroforesy jsem
inkubovala smés AST 1,8 mg/ml s methylglyoxalem 0,5 mM a kyselinou moc¢ovou (0,8
a 1,2 mM), aminoguanidinem (0,1; 1,0 a 10 mM) ¢i kyselinou hydroxycitronovou (0,5; 1,0
a 2,5 mM) po dobu 22 dni pti 37 °C. Vzorky 1 (AST 1,8 mg/ml) a 2 (AST 1,8 mg/ml +
MGO 0,5 mM) jsou kontrolni vzorky.

Glykovana AST (vzorek 2) ma pii nativni elektroforese vyssi pohyblivost ve
srovnani se samotnou AST (obr. 43). Kyselina mocova (pouze 1,2 mM) ukézala slaby
ochranny ucinek na zménu naboje AST vyvolanou methylglyoxalem. K mirnému snizeni
pohyblivosti doslo u vzorku s aminoguanidinem v koncentraci 0,1 mM. AMG
V koncentracich 1 a 10 mM téméf Upln¢€ zastavil probihajici glykaci methylglyoxalem.
Kyselina hydroxycitronova pozitivné ovlivnila probihajici glykaci pouze v koncentraci
0,5mM a jeji uinek byl srovnatelny s ucinkem kyseliny mocové 1,2 mM. Hodnoty Ry

jednotlivych vzorku jsou uvedeny v tab. 38.
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Tab. 37 Parametry pokusu pro sledovani vlivu kyseliny mocové (0,8 a 1,2 mM),
aminoguanidinu (0,1; 1,0 a 10 mM) a kyseliny hydroxycitronové (0,5; 1,0 a 2,5 mM) a na
glykaci AST methylglyoxalem za pouziti 7,5% separac¢niho gelu pro nativni elektroforesu,

barveno pomoci Coomassie Blue EZBlue, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

Gel separacni 7,5%
Gel zaostfovaci 4%
Vzorek AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM + AOX

Délka inkubace vzorku 22 dni pi1 37°C

Nanasené mnozstvi AST | 13 ug /jamka

Metoda barveni Coomassie Blue — EZ Blue
Zobrazeno GelDoc XR
AOX HCA HCA HCA KM KM AMG AMG AMG
koncentrace (mM) 25 10 05 12 08 100 10 01

vzl vz2 vz14 vz13 vz12 vz6 vz5 vz10 vz9 vz8
o y ’

Obr. 43. Vliv kyseliny mocové (0,8 a 1,2 mM), aminoguanidinu (0,1; 1,0 a 10 mM)
a kyseliny hydroxycitronové (0,5; 1,0 a 2,5 mM) a na glykaci AST methylglyoxalem za
pouziti 7,5% separa¢niho gelu pro nativni elektroforesu, barveno pomoci Coomassie Blue
EZBlue, zobrazeno pomoci GelDoc XR.

vzorek 1 - AST 1,8 mg/ml; vzorek 2 - AST 1,8 mg/ml + MGO 0,5 mM
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Tab. 38: U¢inek kyseliny mo¢ové, aminoguanidinu a kyseliny hydroxycitronové na glykaci
AST methylglyoxalem. Hodnoceno pomoci relativnich mobilit (R¢) jednotlivych vzorki

a porovnavano s migraci kontrolniho vzorku.

AST | MGO HCA KM AMG
Vzorek
1 2 14 13 12 6 5 10 9 8
R¢ 0,467 | 0,561 | 0,569 | 0,579 | 0,553 | 0,554 | 0,562 | 0,479 | 0,483 | 0,539
Migrace
100,0 | 120,1 | 121,8 | 124,0 | 118,4 | 118,6 | 120,3 | 102,6 | 103,4 | 115,4
(% kontroly)
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6.DISKUZE

Detekce, identifikace a kvantifikace Amadoriho produktii a AGEs je dulezita pfti
studiu s vékem spojenych onemocnéni (diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni,
Alzheimerova choroba, rakovina, atd.), protoze AGEs jsou diilezitymi biomarkery téchto
onemocnéni (Morais a kol. 2009). Pro sledovani glykace je mozné pouzit fadu metod,
naptiklad  spektrofotometrickych, = imunochemickych,  elektroforetickych  nebo
chromatografickych. V této praci jsem rozSifovala spektrum metodik k hodnoceni pribe¢hu
neenzymové glykace a Gcinnosti sledovanych antioxidantl, které jsem pouzivala ve své
diplomové praci (méfeni katalytické aktivity AST a absorpénich UV-VIS spekter AST),
0 elektroforetické metody (nativni PAGE, SDS-PAGE a Western blotting).

Pracovala jsem v in vitro modelu glykace proteinii, ve kterém jsem jako modelovy
protein pouzila AST a jako glykacni c¢inidlo methylglyoxal. Methylglyoxal, reaktivni
a-oxoaldehyd, je fyziologicky metabolit vznikajici béhem glykolysy a prekurzor AGEs
(Ahmed a kol. 2003, Thornalley 1996). Cytosolickou aspartataminotransferasu z prase¢iho
srdce jsem pouzila jako vhodny modelovy protein pro glykaci, protoze obsahuje celkem 19
lysinovych a 26 argininovych zbytkti na jednu podjednotku, které se mohou ucastnit
glykace (Kagamiyama a kol. 1980). Seidler a Kowalewski (2003) popsali, ze pii glykaci
AST methylglyoxalem 3,4 mM doslo k modifikaci 6 lysinovych zbytki, coZ pfedstavuje
16% z celkového poctu lysini v molekule enzymu.

Denaturujici elektroforesy lze pouzit k rozdéleni vysokomolekularnich agregati
(cross-linkit) vznikajicich béhem glykace, které maji mensi pohyblivost v elektrickém poli
neZ nemodifikovany protein. Nejprve jsem optimalizovala podminky pro SDS-PAGE pro
AST jako modelovy protein. Pro G¢inné sledovani vzniku glyka¢nich produkti a ovlivnéni
jejich vzniku antioxidanty je potfeba optimalniho rozdéleni nemodifikovaného proteinu
I vznikajich cross-linkti v gelu. Empiricky zjisténé optimalni rozdéleni proteinii je relativni
mobilita (Rf) mezi hodnotami 0,55-0,6 (Instruction Manual Mini-Protean 3 Cell). Pfi
pouziti 12,5% separa¢niho gelu byla relativni mobilita AST nedostate¢na (R = 0,39)
across-linky s niz§i pohyblivosti (vice nez 130 kDa) byly separovany nedostatecné.
V dalSich pokusech s denaturujici elektroforesou jsem tedy pouzivala 10% separacni gel,

vnémz byly jiz jednotlivé prouzky monomeru AST separovany s vhodnou relativni

107



mobilitou (Rt = 0,59) a prouzky vznikajicich glykacnich produktii obsahujici cross-linky
byly separovany také dostateéné. Jako vhodné mnozstvi nanaseného proteinu na 12,5%
ina 10% gel se ukazaly 4 pg vzhledem ke zietelnosti a tvaru prouzku AST (45 kDa)
a dostatecné viditelnosti vznikajicich cross-linkd. Pii mens$im mnozstvi proteinu byly
prouzky obsahujici cross-linky nezietelné, takze bylo obtizné je hodnotit. Pii vétSim
mnozstvi proteinu zase prouzek AST zasahoval do okolnich jamek.

Pro sledovani vlivu koncentrace methylglyoxalu na vznik glyka¢nich produktu
jsem pouzila fadu inkubac¢nich smési se vzrustajici koncentraci methylglyoxalu (0-50 mM).
Se stoupajici koncentraci MGO dochézelo ke vzniku trimert (~130 kDa), pfi vysSich
koncentracich MGO pak tetramert AST (~160 kDa). Dimery vznikaly ve vétSim mnozstvi
az pii vyssich koncentracich methylglyoxalu (20-50 mM). V téchto koncentracich ale doslo
pfi inkubaci ke vzniku sraZenin, pro sledovani glykace jsou tedy jiz nevhodné. V disledku
vzniku srazenin totiz dochazi k ubytku mnozstvi nandseného AST a hodnoceni takovych
prouzki je pak nepfesné. Ubytek AST vznikly v disledku vysraZeni je patrny na gelech
barvenych Coomassie Blue, pfi obarveni gelu pomoci stfibra doslo navic u téchto tii vzork
k silnému zabarveni celé drahy ptislusného vzorku.

V ramci provadénych experimentll jsem porovnavala tii nejéastéji pouZzivané
barvici metody a to Silver Staining, Coomassie Blue R-250 a koloidni Coomassie Blue
G-250. Barveni stfibrem je obecné povazovano asi za 100krat citlivéjsi nez Coomassie
Blue R-250 (Dunn 2002). Ve své praci jsem pouzivala metodu barveni stiibrem, kterou je
mozné detekovat az 10 fg proteinti (Ohsawa a Ebata 1983). Pti pouziti tohoto typu SS byly
prouzky cross-linkii dobte viditelné, ale zaroven byla patrna celd fada dalSich prouzk,
které pravdépodobné patii jinym bilkovinam. Ty zfejmé nebyly odstranény béhem procesu
CiSténi AST. Barveni pomoci Coomassie Blue R-250 je méné citlivé, prouzky
s vysokomolekularnimi agregaty nebyly vidét zieteln€é. Nedochézelo ale ani ke zviditelnéni
dalsich proteini. Velkou vyhodou této metody proti Silver Stainingu je moznost
kvantifikace obsahu proteini. Pfi porovnavani barveni pomoci Coomassie Blue typu
R-250 a koloidniho G-250 na vzorcich se stoupajici koncentraci methylglyoxalu
(0-10 mM) byl vobou pfipadech patrny vznik trimerd (~130 kDa) a pii vysSich
koncentracich MGO (5-10 mM) i tetramertt AST (~160 kDa). Oproti CB typu R-250 byly
ale pii pouziti CB G-250 Iépe patrné prouzky v oblasti 60 kDa a slabé viditelné prouzky
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I voblasti 65 kDa. Barveni pomoci koloidniho roztoku Coomassie Blue G-250 bylo
jednodussi, rychlejsi a citlivéjsi (detekeni limit je dle Sigma-Aldrich 10 ng proteinu) nez
Coomassie Blue R-250 (EZBlue Gel Staining Reagent). Navic se koloidni CB G-250 vaze
pouze na proteiny, nikoliv na gel, nedochazi tak ke vzniku nezadouciho pozadi. Pokud je
potieba zviditelnit i velmi mala mnozstvi vznikajicich cross-linki, je vhodné pouzit barveni
stiibrem. Jestlize neni mozné pouzit SS nebo neni zadouci zobrazovat velké mnoZzstvi
prouzkd, je vhodné pouzit koloidni CB G-250.

Dalsi metodou, kterou lze sledovat pribéh glykace proteint je Western blotting.
Lze pfi ném vyuzit detekce pomoci specifické protildtky proti vznikajicim AGE
produktiim. Komer¢né jsou dostupné protilatky proti pentosidinu,
N(e)-karboxymethyllysinu, pyrralinu nebo glykacnim produktim odvozenym od
methylglyoxalu. Diky této specifické detekci jsou zviditelnény jen pozdni produkty glykace
a nedochazi k zobrazeni dalSich proteinti, které se do vzorku mohly dostat z okoli pfi
manipulaci s nim. VIiv koncentrace MGO na tvorbu vysokomolekularnich cross-linku
jsem sledovala porovnanim gelu obarveného stiibrem a blotovaci membrany s pfenesenymi
proteiny. V obou piipadech je shodné viditelna oblast vysokomolekularnich cross-linki
trimerd a tetramerd AST (~130 a ~160 kDa). Na SDS-gelu jsou v oblasti ~60 kDa vyrazné
prouzky, které ale nejsou vidét na blotovaci membrané, nejedna se tedy pravdépodobné
0 glykaéni produkty. Na blotovaci membran¢ jsou naopak dobfe viditelné prouzky v oblasti
kolem 70 kDa, které obsahuji glykacni produkty vznikajici v mensi mife a které jsou jen
velmi slabé viditelné pii barveni stiibrem. I pfes vysokou citlivost barveni stiibrem je tedy
vhodné detekovat vznikajici glykacni produkty pomoci imunoblottingu, kdy nedochazi
k zobrazeni jinych balastnich proteint.

Pti glykaci proteinu dochazi k vazbé cukru na lysinové a argininové zbytky v jeho
molekule (Morais a kol. 2009). Jsou to basické aminokyseliny, které maji pfi fyziologickém
pH kladny naboj. Pfi glykaci dochazi k takovym chemickym modifikacim, kter¢ vedou
k ovlivnéni naboje dané bilkoviny. Glykovana bilkovina ma tedy negativnéjsi naboj a vyssi
pohyblivost v elektrickém poli (smérem k anodé) neZ neglykovany protein. Cim silngji
prob&hne glykace, tim vyssi pohyblivost tedy protein bude mit. Pro sledovéni vlivu glykace
na naboj AST jsem pouzila nativni elektroforesu, pii které proteiny nejsou denaturované

a zachovavaji si svoji nativni strukturu a naboj. Nejprve jsem optimalizovala mnozstvi
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nanasen¢ho proteinu. Jako vhodné mnozstvi jsem zvolila 13 pg AST. Pii sledovéani vlivu
koncentrace MGO (0-8 mM) na naboj AST doslo se vzristajici koncentraci MGO k ubytku
kladnych naboju basickych aminokyselin v molekule AST, coz se projevilo zvySenou
mobilitou proti neglykované AST. Napiiklad relativni mobilita vzorku obsahujiciho 3 mM
MGO byla 0,539, coz je o 24,9 % vyssi hodnota nez mél kontrolni vzorek AST
(Rf = 0,433). Cim vy33i byla pouzitd koncentrace MGO, k tim siln&jsi glykaci a tedy i vétsi
mobilité¢ vzorku doslo.

Vyse popsané metody jsem pak pouzila ke sledovani vlivu aminoguanidinu,
kyseliny mocové a kyseliny hydroxycitronové na glykaci AST methylglyoxalem. Pti
hodnoceni pomoci SDS-PAGE byly kvili nerovnomérnému odpafovani vzorkl pfi
inkubaci hodnotitelné jen nékteré vzorky. Mirné€ protektivni vliv mél aminoguanidin, kdy
v 1 mM Kkoncentraci byl patrny ubytek tetramerti a dimerd a v koncentraci 10 mM
dochdzelo kredukci vzniku tetramerd. Kyselina hydroxycitronova zabranovala vzniku
dimeri a tetramert pifi koncentraci 1 mM. Pfi hodnoceni vzniku AGEs pomoci
imunoblottingu doslo k nerovnomérnému obarveni a vzniku bublin pfi pfenosu. Kyselina
mocova (0,4-1,2 mM) a aminoguanidin (0,001 a 0,1 mM) neprojevily zadny protektivni
ucinek pifi vzniku AGEs. Mirn¢ protektivni vliv méla kyselina hydroxycitronova
Vv koncentracich 0,5 az 2,5 mM na vznik trimert (pfiblizn¢ 130 kDa).

Pii hodnoceni vlivu antioxidantli na glykaci AST methylglyoxalem pomoci nativni
PAGE projevila kyselina mocova v koncentraci 1,2 mM velmi slaby protektivni Gcinek,
v ostatnich studovanych koncentracich zadny protektivni vliv neméla. Aminoguanidin
0,1 mM mirné snizil pohyblivost glykované AST a v koncentracich 1 a 10 mM témé¢ft uplné
zastavil glykaci methylglyoxalem. Kyselina hydroxycitronova snizila glykaci pouze
v koncentraci 0,5 mM a to v podobném rozsahu jako kyselina mocova 1,2 mM.

Kyselina mocova neméla vliv na zménu ndboje AST zplisobenou jeji glykaci, a jen
velmi nepatrny vliv na vznik vysokomolekuldrnich cross-linki. Neutralni vliv kyseliny
mocové na glykaci AST se shoduje s vysledky v mé diplomové praci (Bacilkova 2008).
Literatura (Bousova a kol. 2005a) uvadi i opacné vysledky, kdy kyselina moc¢ova 1,2 mM
snizuje glykaci AST fruktosou. Rozdilné vysledky mohou byt zplisobeny pouzitim jiného
glyka¢niho ¢inidla. Diky tomu miZze dochédzet k obchdzeni mista plsobeni KM.

Z vysledkt, které bylo mozno hodnotit, vyplyva, ze kyselina hydroxycitronova chrani AST
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proti glykaci. Ke stejnym vysledkiim jsem dospéla i v diplomové praci (Bacilkova 2008),
kde HCA zmirnila glykaci v koncentracich 0,25 a 2,5 mM. Pozitivni G¢inky proti glykaci
méla HCA také v koncentraci 2,5 mM v modelu glykace fruktosou (BouSova a kol. 2005b).
Prestoze nékteré vzorky obsahujici aminoguanidin nebylo mozné hodnotit, testovani
pomoci elektroforetickych metod prokazalo ucinky AMG proti glykaci. Podobnych
vysledkt bylo dosazeno v mé diplomové praci i v literatute (Miller a kol 2003, Gugliucci
2003). AMG ale nezabranil glykaci lysozymu glukosou v praci Chetyrkina a kol. (2008).
Za pouziti SDS-PAGE s naslednym Western blottingem jsem prokédzala vznik
vysokomolekularnich agregatt. Pro detekci glykacnich produktii pomoci imunoblottingu by
ale bylo vhodngjsi pouzit jinou metodu detekce, napf. imunochemickou. Glykace
methylglyoxalem zpisobila zménu v naboji AST, coZz se projevilo pii pouziti nativni

PAGE.
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7.ZAVER

1) Pii optimalizaci SDS-PAGE a Western blottingu jsem dosla k nasledujicim zavéram:

a.
b.

C.

Vhodna koncentrace separa¢niho gelu pro SDS-PAGE byla 10%.

Optimalni mnozstvi nanaseného proteinu byly 4 pg.

Pouzita metoda barveni stiibrem byla velmi citliva, ale jeji nevyhodou bylo
zobrazeni celé fady dalSich proteini. Barveni Coomassie Blue bylo mén¢
citlivé, ale je mozné detekované prouzky kvantifikovat. Barveni pomoci CB
typu G-250 je jednodussi na provedeni, rychlejsi, citlivéj$i a ma nizsi pozadi nez
barveni pomoci CB typu R-250.

Se stoupajici koncentraci MGO vzriistalo predev§im mnoZstvi vznikajicich
trimerti a tetrameri AST (oblast 130 a 160 kDa). Pti vysSich koncentracich
MGO (nad 10 mM), které jsou ale pro inkubaci s AST nevhodné (vznik srazenin
AST), byla patrnd tvorba dimeri AST.

2) Pii optimalizaci nativni PAGE jsem dosla k nasledujicim zavéram:

a.
b.

Optimalni mnozstvi nanasené¢ho proteinu pro nativni elektroforesu je 13 pg.
Stoupajici koncentrace MGO zpiisobila progresivni modifikaci molekuly AST,
kterd se projevila ibytkem kladnych nabojt lysinli a tim 1 zvySenou mobilitou

modifikovaného proteinu ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

3) Studované antioxidanty mély nasledujici u¢inky na glykaci AST methylglyoxalem:

a.

Aminoguanidin 1 mM snizil vznik dimert a tetramerti, v 10 mM koncentraci
vznik tetramertl. Kyselina moc¢ova 1,2 mM sniZila vznik dimert a tetramert.
Dalsi vzorky nebylo moZzné hodnotit.

Kyselina hydroxycitronova snizila vznik trimerd v koncentracich 0,5-2,5 mM.
Ostatni vzorky bylo obtizné hodnotit.

Kyselina mocova (1,2 mM) a kyselina hydroxycitronova (0,5 mM) mély maly
vliv na zmé&nu naboje zplsobenou glykaci, ostatni koncentrace obou kyselin
nem¢ly na néaboj glykovaného AST vliv. Aminoguanidin 0,1 mM mirné
snizoval ubytek kladnych naboji pii glykaci, v 1 a 10 mM koncentraci téméet

uplné zastavil ztratu pozitivnich nabojt zpiisobenou methylglyoxalem.
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8.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-DG 3-deoxyglukoson

AFGP 1-alkyl-2-formyl-3,4-diglycosylpyrrole

AGE-R1 oligosacharyltransferasa-48

AGE-R2 80 K-H fosfoprotein

AGE-R3 Galektin-3

AGEs produkty pozdni glykace (advanced glycation and-products)
ALEs produkty pozdni lipoxidace (advanced lipoxidation and-products)
AMG aminoguanidin

AOPP produkty pozdni oxidace proteinli (advanced oxidation protein products)
APS persiran amonny (ammonium persulfate)

AST aspartataminotransferasa

ATP adenosintrifosfat

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

CB Coomassie Blue

CEL N°-karboxyethyllysin

CML N°®-karboxymethyllysin

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

DOLD 3-deoxyglukosone-derived lysine dimer

GM-CSF rastovy faktor Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
GO glyoxal

GODIC glyoxal-derived imidazoline cross-link

GOLD glyoxal-derived lysine dimer

HCA hydroxycitronova kyselina (hydroxycitric acid)

HDL high density lipoprotein

ICAM-1 intracelularni adhezivni molekula

IGF-1 rastovy faktor (Insulin-like Growth Factor-1)

IL1 interleukin 1

KM kyselina moc¢ova
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LDL
MAP kinasa
MGO
MODIC
MOLD
MSR
NAD*
NADH
NBT
NC
NF-xB
p21"
PAGE
PMNs
PAI-1
PDGF
PVDF
RAGE

RNA
RONS
ROS
SDS

SS
TEMED
TNF,
TRIS
VCAM-1
XDH
X0
XOR

low density lipoprotein

mitogeny aktivovana proteinkinasa (mitogen-activated protein kinase)
methylglyoxal

methylglyoxal-derived imidazoline cross-link

methylglyoxal-derived lysine dimer

makrofagovy scavenger receptor

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)

nitroblue tetrazolium

nitrocelolusova (membrana)

nuklearni faktor kB

onkogenni protein

polyakrylamidova gelova elektroforesa

polymorfonuklearni neutrofily

plasminogena activator inhibitor 1

ristovy faktor Platelet-derived growth factor
polivynilidendiflouridovéa (membrana)

receptor produktl pozdni glykace (receptor of advanced glycation end-
product

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen and nitrogen species)
reaktivni kyslikové radikély (reactive oxygen species)

laurysiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

Silver Staining

N,N,N",N’-tetramethylendiaminu

tumor nekrotizujici faktor o

tris(hydroxymethyl)aminomethan

cévni bunécnd adhezivni molekula (vascular cell adhesion molecule 1)
xantindehydrogenasa

xantinoxidasa

xantinoxidoreduktasa
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Abstract Glycation is a process closely related to the
aging and pathogenesis of diabetic complications. Reactive
o-dicarbonyl compounds (e.g., methylglyoxal) are formed
during middle stage of glycation reaction. Compounds that
would inhibit the glycation process have been seeked for
years. The objective of this study was to investigate the
inhibitory effect of hydroxycitric (0.25-2.5 mM) and uric
acid (0.4-1.2 mM) on middle stage of protein glycation in
vitro using the model containing aspartate aminotransfer-
ase (AST) and 0.5 mM methylglyoxal. Hydroxycitric acid,
at all tested concentrations, reduced AST activity decrease
and formation of fluorescent AGEs during incubation of the
enzyme with methylglyoxal at 37°C. This compound also
prevented formation of high-molecular weight protein
cross-links and changes in molecular charge of AST caused
by glycation. Uric acid showed no positive anti-glycation
activity. The results support the hypothesis that hydrox-
yeitric acid has beneficial effects in controlling protein
glycation.

Keywords Aspartate aminotransferase - Methylglyoxal -
Hydroxycitric acid - Protein glycation - Uric acid
Introduction

Proteins in the body are continually modified by non-

enzymatic process called protein glycation, which is also
known as Maillard reaction. During protein glycation,
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molecule of reducing sugar binds to free amino groups of
proteins via Schiff base, it is further converted to Amadori
adduct, and later to a broad range of advanced glycation
end products (AGEs) [I, 2]. Schiff base and Amadori
products can be fragmented to z-dicarbonyl compounds,
such as glyoxal, methylglyoxal, and 3-deoxyglucosone.
These compounds are more reactive than the parent sugars
and are mainly responsible for protein cross-linking and
formation of AGEs [3]. Methylglyoxal (MGO) plays a key
role in the formation of AGEs on intracellular proteins.
Methylglyoxal-modified proteins are important physiolog-
ical ligands for the scavenger receptors on monocytes and
macrophages (MSR-AII and MSR-BI) that are responsible
for their endocytosis followed by lysosomal degradation
[4, 5].

The therapeutic intervention to the glycation process has
followed three main approaches. A first approach is inhi-
bition of AGE formation process by carbonyl-blocking
agents (aminoguanidine) or by antioxidants. A second one
is reducing AGE deposition by using cross-link breakers or
by enhancing cellular uptake and degradation [2]. The final
approach follows inhibition of RAGE by neutralizing
antibodies or suppression of post-receptor signaling using
antioxidants [6]. Aminoguanidine (AG) is a prototype
therapeutic agent for prevention of the AGEs formation. It
reacts rapidly with o-dicarbonyl compounds to prevent
formation of AGE cross-links. Clinical trials of AG in overt
diabetic nephropathy (ACTION) were performed, but they
were early terminated due to safety concerns. Reported side
effects of AG in clinical therapy were gastrointestinal
disturbance, abnormalities in liver function tests, flu-like
symptoms, and a rare vasculitis [7, 8].

Hydroxycitric acid (HCA) is major active component
in the fruit rinds of certain species of the plant Garcinia
(G. cambogia, G. indica, and G. atroviridis), which is
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native to subtropical areas of the Indian subcontinent and
Indonesia [9]. Recently, this compound became popular
constituent of the dietary supplements for weight man-
agement. Chronic oral administration of HCA to growing
rats resulted in the reduction in food intake, body-weight
gain, and total body lipids [10-12]. The Garcinia-type
HCA acts as a competitive inhibitor of ATP: citrate lyase
(EC 2.3.3.8), the enzyme which catalyzes cytosolic
cleavage of citrate to oxaloacetate and acetyl-CoA, and
thus, represses synthesis of fatty acids and lipogenesis
[13, 14]. Hydroxycitric acid did not show any toxicity in
the dose up to 5,000 mg/kg for acute toxicity and
2,500 mg/kg/day for sub-chronic toxicity in rats [10, 15].
Several clinical trials assessed safety and bioavailabil-
ity of HCA and concluded that hydroxycitric acid is
non-toxic for humans in the dose up to 2,800 mg/day
[16, 17]. HCA also exerted positive effects on protein
glycation by fructose in an in vitro model [18] and could
be therefore used as a supportive treatment for diabetes
mellitus.

Uric acid (UA), the degradation product of purine
metabolism in man and higher primates, is produced in an
enzymatic reaction catalyzed by xanthine oxidoreductase
(EC 1.17.3.2). Other mammals oxidize uric acid further to
allantoin in a reaction catalyzed by uricase (EC 1.7.3.3),
but this enzyme is no longer expressed in man. Tradi-
tionally, this ubiquitous compound has been considered as
a waste product without any physiological significance
[19, 20]. However, antioxidant activity of uric acid, which
is especially capable of reaction with hydroxyl radicals,
peroxyl radicals, and hypochlorous acid, has been proven
[21]. Uric acid is converted to innocuous products, such as
allantoin, allantoate, glyoxylate, urea, and oxalate, in these
reactions [19]. UA also stabilizes ascorbate in biological
fluids due to an inhibition of iron-catalyzed oxidation of
ascorbate [20, 22]. Average plasma levels of UA are much
higher compared to those of other non-enzymatic antioxi-
dants, namely, ascorbate, tocopherols, and glutathione [19].
Physiological concentrations of uric acid are higher in
males (200—420 pmol/l) than in females (140-340 pmol/l).
Higher concentrations can be found for example in patients
suffering from hyperuricemia and in obese people [23]. UA
showed positive anti-glycation effect in the model of an in
vitro protein glycation by fructose [24].

As was mentioned above, positive anti-glycation effects
of hydroxycitric and uric acids during long-term incubation
of protein with fructose were demonstrated. However, no
research paper has dealt with the idea of HCA and UA
activity in the process of protein glycation by reactive
o-dicarbonyl compounds. The aim of the presented study is
to elucidate the possibility that these two compounds are able
to positively influence methylglyoxal-induced modification
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of proteins, and therefore, reduce carbonyl stress, which is
increased in patients suffering from diabetes mellitus.

Materials and methods
Chemicals

Aspartate aminotransferase, a purified enzyme preparation
(cytosolic enzyme from porcine heart, suspended in satu-
rated ammonium sulfate) was obtained from Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany. Methylglyoxal (40%
solution), aminoguanidine, hydroxycitric acid, Trolox, and
chemicals used for realization of electrophoresis were
products of Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA. Immun-
Blot PVDF membrane (0.2 pm), Precision Plus molecular
weight standards, and non-fat dry milk were obtained from
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA. Uric acid and
sodium azide were purchased from Lachema, Brno, Czech
Republic. Mouse monoclonal antibody [3C] to methyl-
glyoxal and rabbit polyclonal anti-mouse IgG antibody
conjugated with alkaline phosphatase were obtained from
Abcam ple, Cambridge, UK. Chemiluminescent/fluor-
escent substrate for alkaline phosphatase DuoLux was
ordered from Vector Laboratories, Burlingame, USA.
Fixing bath, developing bath, and X-ray film Medix XBU
were products of Foma Bohemia, Hradec Kralové, Czech
Republic. All chemicals used were of analytical grade.

Sample preparation and incubation

The enzyme suspension was centrifuged at 5,000 rpm at
4°C for 20 min, the supernatant was removed, and protein
pellet was reconstituted in 0.1 M sodium phosphate buffer
(pH 7.4, 0.05% sodium azide) and the stock solutions of
1.0 and 0.9 mg/ml were prepared, respectively. These
stock solutions were used for the preparation of four dif-
ferent types of incubation mixtures: (a) control samples
(with buffer only), (b) methylglyoxal-modified samples
(with MGO in a final concentration of 0.5 mM), (c) direct
protein-antioxidant interaction samples (with individual
antioxidant in a final concentration 0.25-2.5 mM), and (d)
anti-glycation samples (with individual antioxidants in a
final concentration of 0.25-2.5 mM and MGO in a final
concentration 0.5 mM). The inhibitory effect of studied
compounds on protein glycation was compared to the
effect of aminoguanidine in a concentration 1.0 mM and
Trolox 2.5 mM. The final concentrations of the enzyme
were 5 pg/ml for catalytic activity assessment and
0.45 mg/ml for electrophoresis and fluorescence measure-
ments. All incubation mixtures were incubated in the dark
at 37°C for up to 14 days. All samples were assessed in
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triplicates and experiments were repeated twice if not
stated otherwise.

Enzyme assay

Catalytic activity of AST was assessed spectrophotomet-
rically using kinetic UV method with addition of pyri-
doxal-5"-phosphate, which is recommended by IFCC for
use in the laboratories of clinical biochemistry [25]. Sam-
ple aliquots were diluted by 0.1 M sodium phosphate
buffer to obtain enzyme activities within the analytical
range of the method used. Sampling and measuring was
carried out at 37°C in the intervals 0, 120, and 240 min
using Helios f# spectrophotometer. Absorbance changes at
340 nm were used to calculate enzyme activities. All
results of enzyme assays were expressed in pkat/l and
usually recalculated as activities relative to those of the
value of individual sample at time 0. The intra- and inter-
assay coefficients of variation for enzyme assay were
<9.6 and 13.3%, respectively.

Fluorescence measurements

Formation of fluorescent AGEs and argpyrimidine were
measured using the method of Wu and Yen [26] with some
modifications. Briefly, samples were incubated for 7 days
at 37°C. The aliquots were taken away at time 0 and 7 days
and stored frozen at —20°C. Aliquots of time 0 were used
as unincubated blanks. Fluorescence of samples was mea-
sured at excitation and emission wavelengths of 330 nm/
410 nm (fluorescent AGEs) and 320 nm/380 nm (argpyr-
imidine) against corresponding blanks in 96-well-plate by
microplate reader (Tecan Infinity M200) using 0.09 mg of
protein per well. The intra-assay coefficients of variation
for assay of argpyrimidine and fluorescent AGEs were
<9.2 and 9.1%, respectively. The inter-assay coefficients
for those methods were <14.4 and 11.5%, respectively.
The percentage inhibition of AGEs and argpyrimidine
formation were calculated according to following formula:
% inhibition = [1 — (fluorescence of test group/fluores-
cence of glycated control)] x 100%.

Effect of glycation on molecular charge of AST

Native PAGE was used to investigate the change in the
molecular charge of AST due to glycation. Electrophoresis
was performed in discontinuous system with 4% stacking
gel and 7.5% separating non-denaturating gel. All lanes
were loaded with 10 pg of protein. Electrophoresis was
performed at 30 mA for 2 h using Mini ProteanlIlIl appa-
ratus. The gel was then stained by colloidal Coomassie
Blue G250, scanned, and relative migration distances were
calculated from R; using Quantity One software.

Electrophoretic mobilities were expressed as a rise in
percentage mobility compared to the native enzyme
(control).

Protein cross-linking and aggregation

Protein cross-linking and aggregation were assessed using
a sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophore-
sis (SDS-PAGE) on Mini Proteanlll apparatus (BioRad).
SDS-PAGE was performed using discontinuous system
with 4% stacking gel and 10% separating gel according to
the method of Laemmli [27]. Lanes were loaded with 4 pg
of protein. Proteins were visualized with colloidal Coo-
massie Blue G250 and with silver staining [28]. Gels were
scanned on GelDoc XR system and their quantification was
performed using Quantity One software (BioRad).

Western blotting

Proteins after electrophoretic separation (described above)
were transferred to PVDF membrane (0.2 pum, Bio-Rad) at
a constant voltage 100 V for 90 min (Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad). After blotting,
membranes were blocked with 8% non-fat dry milk in Tris
buffered saline-Tween-20 buffer (TBST) overnight at 4°C,
then washed in TBST, and reacted with primary antibody
(dilution 1:1000) for 45 min at room temperature. Subse-
quently, membranes were washed six times with TBST and
incubated with secondary antibody for 45 min (dilution
1:1000). The blots were extensively washed in 0.1 M TRIS
buffer containing 5 mM MgCl, - 6H,O (pH 9.5), covered
with chemiluminescent substrate DuoLux and incubated
for 5 min. The membranes were then exposed to X-ray film
Medix XBU, developed by standard developing process,
and images were recorded with a GelDoc XR system. The
blots were densitometrically quantified using Quantity One
software.

Statistical analysis

Values of catalytic activity are given as mean & S.D. and
mostly expressed in percentage of the time 0 of individual
samples = relative S.D. Values of fluorescence (AU) are
given as mean =+ S.D. Statistical significance was deter-
mined using Student’s 7-test and differences were regarded
as significant when P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

Results
The activity of tested compounds was compared to the

effect of known carbonyl-blocking agent aminoguanidine
and to the effect of Trolox (water-soluble derivative of
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vitamin E), which is often used in various methods for
assessing antioxidant/antiradical properties of potential
antioxidants as reference substance.

Enzymatic activity

Activity of control sample (AST alone) was stable
throughout the experiment. Both hydroxycitric acid and
uric acid itself had no harmful influence on stability and
catalytic activity of AST in the concentrations used.
Aminoguanidine 1.0 mM caused significant decrease of
enzyme activity by 21.7% after 240 min of incubation.
Trolox 2.5 mM did not influence AST activity. Following
incubation of enzyme with MGO 0.5 mM, a rapid decline
of AST activity was observed. The enzymatic activity
decreased to 52.4 and 32.0% of control sample after 120
and 240 min, respectively. Uric acid showed no protective
effect on protein glycation by methylglyoxal. Hydroxyci-
tric acid exerted positive anti-glycation effect, which was
light but statistically significant. The catalytic activity of
AST was by 10.0% higher in presence of HCA 1.0 and
2.5 mM after 120 min of incubation with MGO, and by
6.3% higher in the presence of HCA 2.5 mM after 240 min
of incubation in comparison with the activity of sample
containing AST + MGO only (Fig. 1), respectively.
Lower concentrations of HCA tested (0.25 and 0.5 mM)
showed feeble anti-glycation effect and for the sake of
clarity are not presented in Fig. 1. In comparison, amino-
guanidine 1.0 mM almost completely reversed negative
effect of MGO and the AST activity of sample contain-
ing AST + MGO + AG was 86.2 and 76.6% of control
sample activity after 120 and 240 min, respectively. The
effect of Trolox 2.5 mM was slightly higher than that of
hydroxycitric acid in corresponding concentration. The
AST activity was by 15.1 and 13.7% higher in the presence
of Trolox after 120 and 240 min, respectively.

Fluorescence measurements

The inhibition of MGO-mediated protein glycation by
several antioxidants was determined by measuring of
AGEs with fluorescent properties. Figure 2 shows forma-
tion of argpyrimidine and the effect of HCA on this pro-
cess. Sample containing AST + MGO exerted 16 times
higher fluorescence intensity than the control sample
without MGO after 7 days of incubation. Hydroxycitric
acid caused statistically significant decrease in the forma-
tion of argpyrimidine during incubation (inhibition by
26.744.7%). The most remarkable decline in argpyrimi-
dine formation was observed at 0.25 mM concentration of
HCA, which exhibited inhibition by 44.7%. Effect of uric
acid on the argpyrimidine formation was negligible (inhi-
bition by 2.0-8.9%), while the influence of aminoguanidine
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Fig. 1 Effect of glycation on AST activity and its intervention by
hydroxycitric acid. AST (5 pg/ml) was incubated with or without
methylglyoxal (0.5 mM) in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 at
37°C in the presence or absence of hydroxycitric acid (1.0 and
2.5 mM). Catalytic activity of AST was expressed as percentage of
each sample activity at the time 0, which was 100% £ S.D. (%).
Every point represents an average of two independent experiments, in
which assays were performed in triplicates ('data with P < 0.05 and
*data with P < 0.01, Student’s r-test)
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Fig. 2 Formation of argpyrimidine. AST (0.45 mg/ml) was incu-
bated with or without methylglyoxal (0.5 mM) in 0.1 M sodium
phosphate buffer, pH 7.4 at 37°C in the presence or absence of
hydroxycitric acid (0.25-2.5 mM) or aminoguanidine (I mM) for
7 days. Aliquots of samples were taken on days 0 and 7 and stored
frozen at —20°C. Fluorescence of samples was measured at specific
excitation and emission wavelengths (/. /Aqm) corresponding to
argpyrimidine (335/385 nm) versus the unincubated blanks. Data of
fluorescence were expressed in arbitrary units £ S.D. Every point
represents an average of two independent experiments (6 samples).
Groups with different letters superscripts are significantly different
(P < 0.01, Student’s t-test)

1.0 mM was well-pronounced (89.8%). The effect of
Trolox 2.5 mM on the argpyrimidine formation was com-
parable to the activity of HCA 0.25 mM.
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The effect of hydroxycitric acid on the formation of
“non-specific” AGE products is presented in Fig. 3.
Methylglyoxal caused almost 10-fold increase in concen-
tration of AGEs with fluorescent properties compared to
the control sample (AST alone) after 7 days of incubation.
Positive effect of HCA did not reach the same extent as in
the case of argpyrimidine formation but it caused remark-
able and statistically significant inhibition of glycation
(10.3-33.5%). Aminoguanidine and Trolox showed 86 and
87% suppressing effect on AGEs generation, respectively.
Uric acid did not exhibit any positive anti-glycation
activity (data not shown).

Effect of glycation on molecular charge of AST

Native PAGE was accomplished several times and average
values of protein relative mobility are presented in Table 1
with a typical example of protein migration. Mobility of
MGO-modified protein to the positive pole significantly
increased (by 35.3%) after 7 days of incubation compared
to the mobility of control sample (AST alone). This result
indicates the progressive loss of the positive charge in the
MGO-modified AST during the glycation reaction. The
enzyme incubated in the presence of both MGO and
hydroxycitric acid showed a smaller rise in mobility, up to
29% in the case of HCA 0.25 mM. Uric acid had no
influence on mobility of MGO-modified AST, while
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Fig. 3 Formation of fluorescent advanced glycation end products.
AST (0.45 mg/ml) was incubated with or without methylglyoxal
(0.5 mM) in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 at 37°C in the
presence or absence of hydroxycitric acid (0.25-2.5 mM) or amino-
guanidine (1 mM) for 7 days. Aliquots of samples were taken on days
0 and 7 and stored frozen at —20°C. Fluorescence of samples was
measured at excitation and emission wavelengths (Zox/Aqy) corre-
sponding to AGEs (330/410 nm) versus the unincubated blanks. Data
of fluorescence were expressed in arbitrary units £ S.D. Every point
represents an average of two independent experiments (6 samples).
Groups with different letters superscripts are significantly different
(P < 0.01, Student’s r-test)

aminoguanidine 1.0 mM completely reversed effect of
MGO and the relative mobility of sample containing
AST + MGO + AG was only slightly increased (by
0.35%) against the mobility of control. Trolox 2.5 mM
showed similar effect on molecular charge of AST as
hydroxycitric acid, i.e., the mobility was increased by 25%
compared to control sample. These data indicated that the
molecule of enzyme became more anionic due to glycation
and that hydroxycitric acid had a light but significant
inhibitory effect on the middle stage of glycation process.

Protein cross-linking and aggregation

The ability of aggregation and cross-link formation of
tested antioxidants was determined by SDS-PAGE under
denaturing conditions (Fig. 4). MGO readily reacts with
lysine and arginine residues to produce high molecular
weight protein products. Incubation of AST with MGO
0.5 mM at 37°C for 10 days resulted in the formation of
protein aggregates with molecular weight about 85, 113,
and 150 kDa corresponding to protein dimer, trimer, and
tetramer, respectively. No presence of protein dimer and
tetramer, and lower concentration of protein trimer were
observed in samples containing AST alone (lane 2) and
AST + AG (lane 9). Hydroxycitric and uric acids as well
as Trolox were not able to prevent formation of protein
cross-links and high molecular weight aggregates. Addi-
tional bands with molecular weight 20-35 and 56 kDa
were constituted of several contaminating proteins present
in commercial preparation (Fig. 4).

Western blotting

Immunoblotting with specific antibody against advanced
glycation end products derived from MGO (anti-MGO [3C])
was used to confirm formation of protein aggregates as a
result of MGO activity. The presence of high molecular
weight protein  cross-links in samples containing
AST + MGO and AST + MGO + HCA was observed
(Fig. 5). These protein aggregates had molecular weight
about 113 and 150 kDa corresponding to AST trimer and
tetramer, respectively. Quantitative differences between
bands of samples with and without HCA or Trolox were
observed. These results suggest that HCA can partially pre-
vent formation of protein cross-links. Aminoguanidine
1.0 mM completely inhibited formation of protein aggre-
gates, since no bands of AST trimer or tetramer were present.

Discussion

In this study, the effect of potential anti-glycating agents on
middle stage of protein glycation was investigated using in
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Table 1 Effect of glycation on

Incubation mixtures
molecular charge of aspartate

Relative mobility (%) + S.D."

aminotransferase AST + MGO

AST + MGO + HCA 0.25 mM
AST + MGO + HCA 0.5 mM
AST + MGO + HCA 1.0 mM
AST + MGO + HCA 2.5 mM
AST + MGO + UA 1.2 mM
AST + MGO + AG 1.0 mM

E

E +MGO

35.31 £ 1.46
28.96 + 0.74*
30.15 £ 0.85*
35.82 £ 335
31.47 £ 0.61%
34.08 = 4.75
035 £ 1.32*

E+MGO E+MGO

E + MGO +HCA +UA +AG

@ The electrophoretic mobility Relative front
of AST on native PAGE was (Rf)
expressed as increased
percentage compared to the
control (100%). Results are
mean of four independent
experiments £ S.D. (%), (*data
with P < 0.01 compared to
samples containing

AST + MGO, Student’s r-test).
E = aspartate aminotransferase;
MGO = methylglyoxal;

HCA = hydroxycitric acid;

UA = uric acid:

AG = aminoguanidine

0475 ——>

0.640 —>

0.25 0.5 1.0 25 1.2

1.0 mM

vitro model system containing aspartate aminotransferase
(model protein), methylglyoxal (glycating agent), and tes-
ted compound (hydroxycitric acid, uric acid). Okada et al.
[29] reported the decrease of AST enzymatic activity and
its persistence in tissues of diabetic rats. Moreover, this
enzyme could be subjected to the influence of free radicals
in tissues of diabetics because this disease is always
accompanied by oxidative stress [30]. These findings sug-
gest that AST is modified by glycation and by oxidation in
vivo and hence provide a rationale of its use as a model
protein for studying glycation reactions [17, 23, 31]. The
enzyme is available in a purified form from several com-
mercial sources, permitting thus to characterize intra-
molecular changes of the protein due to glycation.
Cytosolic AST dimer from porcine heart (412 amino
acids per subunit) contains 38 lysine and 52 arginine res-
idues with six Lys—Arg and four Arg-Lys sequence pairs
[31]. Coenzyme pyridoxal-5'-phosphate is non-covalently
bound to &-amino group of Lys-258 located in an active site
of the enzyme. This Lys residue could be one of the pos-
sible targets of glycating agents as can be seen from the
loss of enzymatic activity due to the effect of methylgly-
oxal as well as other glycating agents. Seidler and Kowa-
lewski (2003) described the loss of six primary amines, loss
of enzymatic activity, and changes in tryptophan fluores-
cence accompanied by localized as well as global
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compaction of protein molecule during incubation of AST
with methylglyoxal [31].

Reactive  a-dicarbonyls (e.g., methylglyoxal) are
important precursors in the formation of AGEs in vivo.
These compounds are far more reactive than the parent
sugars concerning their abilities to form inter- and intra-
molecular protein cross-links [26, 32]. Methylglyoxal is
generated mainly not only by the fragmentation of triose-
phosphates but also by the catabolism of ketone bodies and
threonine and the degradation of glucose-modified proteins
in vivo. MGO has been identified as an intermediate in
glycation, and increased levels of MGO have been reported
in patients suffering from diabetes mellitus [33]. This
compound reacts irreversibly with lysine and arginine
residues to form N-(1-carboxyethyl)lysine (CEL), 1,3-
di(N,-lysino)-4-methyl-imidazolium (MOLD), argpyrimi-
dine, and three structural isomers of hydroimidazolone. All
of the before mentioned compounds were described and
quantified in vivo [34].

One of the approaches in diabetes prevention or treat-
ment is to develop compounds effective in removing o-
dicarbonyls, and thus forestall formation of AGEs. Ami-
noguanidine could serve as a prototype of such drugs
because its antioxidant and anti-glycating properties in
vitro and in vivo were already reported, but the adverse
effects led to the termination of phase III clinical trial
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Fig. 4 Formation of protein cross-links on reaction of AST with
methylglyoxal. AST (0.45 mg/ml) was incubated with or without
methylglyoxal (0.5 mM) in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 at
37°C in the presence or absence of hydroxycitric acid (0.25-2.5 mM),
uric acid (1.2 mM), or aminoguanidine (1 mM) for 10 days and then
subjected to SDS-PAGE. Electrophoretic separation was performed

Mw

marker E E+MGO

1.0 26 12 1.0 mM
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on 4% stacking and 10% resolving polyacrylamide gels under
reducing conditions. Bands were visualized with silver staining. Each
lane was loaded with 4 pg of protein. E = aspartate aminotransfer-
ase; MGO = methylglyoxal; HCA = hydroxycitric acid: UA = uric
acid; AG = aminoguanidine
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Fig. 5 Immunoblots of AST samples treated with methylglyoxal.
AST (045 mg/ml) was incubated with or without methylglyoxal
(0.5 mM) in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.4 at 37°C in the
presence or absence of hydroxycitric acid (0.25-2.5 mM) or amino-
guanidine (1 mM) for 12 days and then subjected to SDS-PAGE with

carried out with this compound [8]. This reactive nucleo-
philic compound forms 3-amino-1,2.4-triazine derivatives
by reaction with a-dicarbonyl compounds (methylglyoxal,
glyoxal, and 3-deoxyglucosone) in vitro at physiological
conditions (pH 7.4; 37°C). These triazine products have
characteristic profile of UV absorption spectrum with
maxima at 225 and 320 nm [35]. In our experiments,
potential anti-glycating effect of compounds under inves-
tigation was compared to the influence of AG 1.0 mM and
Trolox 2.5 mM. Decrease in catalytic activity of AST
observed in samples containing AST + AG was probably

E +MGO
E + MGO +HCA + AG
05 1.0 25 10 mMm

l«——Tetramer
Trimer

l«——Dimer

subsequent Western blotting. Blot was reacted with mouse anti-MGO
[3C] primary antibody. Molecular weight standard and protein bands
were marked by rabbit anti-mouse IgG using a chemiluminescent
detection with an alkaline phosphatase substrate

caused by interaction between pyridoxal-5'-phosphate
coenzyme and aminoguanidine forming Schiff base [7, 36].

Positive anti-glycation activity of hydroxycitric acid as
well as uric acid on late-stage of protein glycation in the
model containing AST and fructose 50 mM were already
published [18, 24]. This study links to the before men-
tioned experiments and reveals the possibility of MGO
scavenging by these compounds, and thus carbonyl stress
prevention.

As for activity assessment, the fact that hydroxycitric
acid inhibited the decrease in AST activity caused by
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methylglyoxal documents, a beneficial effect of the com-
pound against glycation process. This inhibitory effect was
more remarkable at higher concentrations of HCA studied
(1.0 and 2.5 mM), while it seems less pronounced at lower
concentrations of HCA (0.25 and 0.5 mM). Hydroxycitric
acid does not change catalytic activity of AST (samples
containing AST + HCA), which means that it interacts
neither with enzyme molecule nor with its coenzyme.

As for fluorescence measurement, control sample
showed stability but not negligible fluorescence, since the
start of the experiment. Most of this fluorescence is prob-
ably constituted by general fluorescence properties of
proteins. Presence of pyridoxal-5'-phosphate coenzyme in
the molecule of AST also contributes to basal fluorescence
of the enzyme. Results of fluorescence measurements
clearly show an inhibiting effect of hydroxycitric acid on
the formation of AGE products. HCA was more effective
in the inhibition of argpyrimidine generation than in the
prevention of non-specific AGEs rise. Apart from these
findings, the use of fluorescence method for evaluation of
protein glycation is limited by its imprecision. The mea-
surement of some well-identified AGEs (e.g., pentosidine
and carboxymethyllysine) by techniques as HPLC or
ELISA could give more precise information on this matter.

The electrophoretic techniques confirmed the results
obtained by other methods; i.e., changes in protein molecule
caused by the presence of methylglyoxal and positive anti-
glycating effect of hydroxycitric acid. Methylglyoxal-
induced chemical modifications led to a change in molecular
charge of AST, which became more anionic as revealed by
native PAGE. The SDS-PAGE and subsequent western
blotting clearly showed formation of protein cross-links with
higher molecular weight than native enzyme. Hydroxycitric
acid partially protected native AST from glycation by MGO
and also exhibited anti-cross-linking activity.

By contrast, uric acid showed neither direct impact on
AST activity nor positive anti-glycation effect. These find-
ings were supported also by fluorescence measurement as
well as electrophoretic techniques. In the previously pub-
lished study of our research group, 1.2 mM uric acid
revealed beneficial intervention against late-stage protein
glycation caused by fructose 50 mM [24]. Authors supposed
that uric acid is able, at least in part, to trap o-dicarbonyl
compounds and thus participate in the prevention of car-
bonyl stress. This hypothesis was not confirmed.

Positive effect of HCA and UA on glycation of AST by
fructose observed in previously published study [18, 24]
was probably caused by free radical scavenging activity of
these compounds. Also modification of proteins caused by
methylglyoxal can be accompanied by formation of free
radicals. Lee et al. (1998) identified three types of free
radical species in samples containing methylglyoxal and
bovine serum albumin by electron spin resonance

@ Springer

spectroscopy [37]. These radicals (methylglyoxal dial-
kylimine radical cation, methylglyoxal radical anion, and
superoxide anion radical) were formed by direct 1-electron
transfer process. Scavenging ability of UA against hydro-
xyl radicals, peroxyl radicals, and hypochlorous acid as
well as its property to form stable co-ordination complexes
with iron ions were described [21, 38]. It can be assumed
that HCA similarly to citric acid can act as potential metal-
chelating agent [39].

It can be concluded that hydroxycitric acid is able to
partially inhibit methylglyoxal-induced modification of
protein molecule and thus prevent their deteriorating
activity in the organism. Its effect was comparable to that
of Trolox 2.5 mM. Nevertheless, main anti-glycation
activity expected from HCA and UA is inactivation of
radicals and oxidants, which mainly act in the step
upstream to the formation of dicarbonyls. HCA could be
used as a supportive treatment in diabetic patients in future
although additional experiments that would prove its
effectiveness in vivo are needed. However, HCA did not
reach the antiglycation effectiveness of aminoguanidine
but it also did not exert adverse effects of AG. Uric acid
showed no anti-glycation activity.
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Uvod: Hypogonadizmus predstavuje vyznamny rizikovy faktor vzniku a rozvoja muzskej osteoporozy. U muzZov
s Downovym syndromom (DS) je popisany vy3si vyskyt hypogonadizmu nez v zdravej populacii. TieZ st zname udaje
o vysSom vyskyte znizenej kostnej hustoty u pacientov s DS uz v mladSom veku. Cielom nasej prace bolo zistit vztah
medzi folikulo-stimulaénym hormoénom (FSH), dehydroepiandrosteron-sulfitom (DHEA-S) a testosteronom (T)
a kostnou hustotou u muzov s Downovym syndréomom.

Metody: V skupine DS (n=52) a kontrolnej skupine (K, n=40) sme vySetrili sérové koncentracie FSH, DHEA-S
a testosterénu. V oboch skupinach sme tiez vySetrili hustotu kosti (BMD) v oblasti krcku femuru (F), trochanteru (Tr)
a lumbalnej chrbtice (L1-4).

Vysledky: Priemerné koncentracie DHEA-S a T boli v referenénom rozmedzi v oboch skupinéch. Skupiny sa medzi
sebou nelisili v koncentraciach T, ale v skupine DS boli kncentracie DHEA-S vyznamne niZSie ako v kontrolnej skupi-
ne (p<0,001). Koncentracie FSH v skupine DS prekracovali referencny rozsah a boli vyznamne vyssie ako v kontrolnej
skupine (p<0,001). BMD bola vo vietkych troch sledovanych miestach vyznamne nizsia v skupine DS (p<0,001).
Regresnou analyzou sme zistili vyznamni inverznu korelaciu FSH s BMD vo vSetkych sledovanych oblastiach. Hustota
kosti tieZ vyznamne pozitivne korelovala s koncentraciami DHEA-S v oblasti F a L1-4. Tieto vysledky sme potvrdili aj
univariatnou analyzou.

Zaver: Vysledky tejto studie ukazuju, ze muzi s DS maju niziu hustotu kosti nez zdravi muzi. Na zéklade ziskanych
vysledkov mézeme potvrdit, Ze jednym z faktorov ktoré ovplyviuju stav BMD u tychto pacientov je aj hypogonadizmus.
Znizené koncentracie DHEA-S, ktory sluZi ako prekurzor pre tvorbu testosteronu a androsteroénu spolu so zvysenymi
koncentraciami FSH majui pravdepodobne priamy u€inok na zvy3enu resorpciu kosti, €o dokladaju aj niektoré lierarne
udaje.

Tato praca bola podporena projektom Ministerstva zdravotnictva SR (€.2005/39-SZU-17).
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Non-enzymatic glycation is a process in which reducing sugars bind to free amino groups of protein and advanced gly-
cation end-products (AGEs) are formed. That results in the impairment of protein functions during diabetes mellitus
and age-related diseases. Several oxidative steps are also included. Methylglyoxal (MGO), the reactive dicarbonyl com-
pound formed in the course of glycation, participates in the intracellular glycation process.

Effects of hydroxycitric acid, aminoguanidine, and uric acid in various concentrations (1 uM - 10 mM) on glycation
of aspartate aminotransferase (AST; EC 2.6.1.1) by MGO in the in vitro model were tested. AST was incubated with
0.5 mM MGO at 37°C in the absence or presence of antioxidant for up to 7 days. Enzyme activity (kinetic UV met-
hod), absorption UV-VIS spectra and formation of fluorescent AGEs (Aex/Aem 370/440 nm for total AGEs and
Aex/Aem 335/385 nm for pentosidine) were taken as the criteria of the course of glycation. Cross-linking and aggrega-
tion of AST caused by MGO was investigated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE).

Methylglyoxal caused 65% decrease of the AST activity after 4 hours of incubation. This decrease was partially rever-
sed by hydroxycitric acid 2.5 mM or aminoguanidine 1 mM. Latter compound also prevented formation of AGEs as
was seen at fluorescence and absorption UV-VIS spectra of AST. Aminoguanidine also prevented cross-linking and
aggregation of AST caused by MGO as was seen at SDS-PAGE. Uric acid had no effect on glycation of AST by MGO.
Acknowledgements: Supported by the Development project of Czech Ministry of Education No. 141/2008.
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