1. SUMMARY IN CZECH
(ABSTRACT)



Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) a volné radikaly se staly v poslednim
desetileti vyznamnym pfedmétem studia v mnoha oborech vcetné medicinskych. Stav, pii
némz je rovnovaha mezi vznikem a odbouravanim volnych radikalt v organismu posunuta ve
prospéch jejich vzniku, se nazyva oxidaéni stres. Pti nadbytku volnych radikalt v organismu
dochazi k poskozeni biomolekul a tkéani, coz mize vést az ke vzniku onemocnéni. Oxidacni
stres se podili na vzniku celé tfady onemocnéni, napi. diabetu mellitu, aterosklerézy,
revmatoidni artritidy, Alzheimerovy choroby a dalSich, ale také na fyziologickém procesu
starnuti. Ve snaze pozastavit priab¢éh starnuti a odvratit vznik onemocnéni se zacala pouzivat

rizna potravni aditiva s obsahem vitamint a antioxidantt pfirodniho ptavodu.

Diabetes mellitus je onemocnéni charakterizované hyperglykémii a je vzdy provéazeno
oxida¢nim stresem. Glukoéza a rizné intracelularni cukry (fruktoza, riboza, glyceraldehyd a
dalsi) se kovalentné¢ vazi na volné aminoskupiny proteinit a zpiisobuji poskozeni jejich
struktury. Tento proces se nazyva neenzymova glykace. Sledem néslednych reakci vznikaji
pozdni produkty pokrocilé glykace (AGEs), které se podili na tvorbé kovalentnich vazeb mezi
sousednimi molekulami proteinii (crosslinks). Mezi nejvyznamnégj$i AGEs patii N-¢-
karboxymetyllysin, pyrralin, pentosidin a argpyrimidin. Béhem autooxidace glykujiciho cukru
a AGEs se tvofi volné radikdly a rGzné reaktivni meziprodukty (napf. o-dikarbonylové
slouCeniny). Ty se dale podileji na rozvoji neenzymové glykace. Protoze je tato doprovazena
oxidac¢nimi procesy, které jsou Casto katalyzované ionty piechodnych kovi, lze cely proces

oznacit jako glykoxidaci.

Jednim z cilt této prace, ktera navazuje na nékolik predeslych diplomovych praci,
bylo zavést a optimalizovat in vitro model glykace aspartaitaminotransferasy (AST).
Optimalizace zacala zvolenim vhodného, komeréné dostupného preparatu AST a pokracovala
vybérem dostatecné ufinného glykac¢niho ¢inidla ve vhodné koncentraci. Pro sledovéani
priabéhu glykace bylo vhodné rozsitit spektrum pouzivanych metod o metody ke stanoveni
mnozstvi vznikajicich produkti, napt. fluorescencni. V zavedeném modelu glykace se
sledovala jednak pfima interakce jednotlivych antioxidantli s molekulou proteinu a také vliv

antioxidanti na glykaci proteinu.

Za pouziti spektroskopickych a fluorimetrickych metod byl jako nejvhodnéjsi zdroj
AST pro dalsi experimenty zvolen preparat firmy Serva, ktery vykazoval vSechny v literatufe
popsané spektralni charakteristiky AST a mél také nejmensi pocatecni koncentraci
fluorescencnich AGEs. Ve prvnim modelu glykace byla jako glyka¢ni agens pouzita 50

milimolarni D-fruktéza, kterd patfi mezi vyznamné intracelularni cukry se znacnou



reaktivitou. Ve snaze podpofit oxidacni procesy byly do tohoto modelu pifidany jesté ionty
meédi a zeleza, které katalyzuji radikalové reakce. Vhodnou koncentraci téchto iontt se zda
byt 1 uM koncentrace. Kvili dlouhému trvani jednoho experimentu (az 21 dnli) jsme
postupné tento model opustili a v souc¢asné dobé provadime optimalizaci modelu, kde je jako
glyka¢niho agens pouzito metylglyoxalu, coz je vysoce reaktivni dikarbonylova slouc¢enina,

ktera vznika jako meziprodukt neenzymové glykace.

Pro stanoveni mnozstvi vznikajicich AGE produkti byla zavedena fluorescencni
metoda k méfeni mnozstvi jak celkovych fluorescencnich AGEs tak pouze pentosidinu.
Méfeni probihda pii specifickych vinovych délkach excitace a emise, které odpovidaji
celkovym AGEs (Aexc/Aem 370/440 nm) a pentosidinu (Aexc/Aem 335/385 nm). Metody pro
stanoveni parametri oxida¢niho stresu u pacientli srevmatoidni artritidou by se daly

s vyhodou pouzit i ke sledovani prib&hu glykace v naS§em modelu.

Antioxidanty pfirodniho ptivodu, které byly testovany v ramci této doktorské prace,
vykazovaly jak pozitivni antiglyka¢ni ucinky, tak negativni piimé uc€inky na aktivitu AST a to
Vv rizném rozsahu. Mezi latky, které mély jednak nejlepsi antiglykaéni vlastnosti a také
nejméné ovliviiovaly aktivitu samotného modelového proteinu, patfily kyseliny
hydroxycitronova, 0-kumarova a mocova. Naopak latkami S celkovym negativnim projevem
byly flavonoid bajkalin a jeho aglykon bajkalein a metylarbutin. Tyto latky inhibovaly
aktivitu AST a nikterak nezabranily jeji glykaci. Dalo by se fici, Ze antioxidanty rostlinného
pivodu s vyraznymi zhdSecimi schopnostmi byvaji také nejreaktivnéjSimi latkami, co se

interakce s molekulou proteinu tyce.



