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DisertaCni prace se zabyva vyuzitim chromatografickych a elektroforetickych metod (HPLC,
HPLC-MS, CE, CE-MS) pro analyzu posttranslaénich modifikaci proteint, zejména kolagenu
jako zastupce proteini pojivovych bilkovin a jejich naslednou identifikaci pomoci kapalinové

chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci.

Prvni Cast v teorii je vénovana proteinim (albuminu a kolagenu), jejich rozdé€leni, klasifikaci
a metabolickym preménam v lidském organizmu. Velka pozornost je zaméfena na kolagen,
jeho strukturu  a jednotlivé kolagenni typy. Druha cast se zabyva problematikou
neenzymatickych glykaci a jejich vliv na organizmus a blize seznamuje s produkty
posttransla¢nich modifikaci pokroc€ilé glykace. Treti ast shrnuje jednotlivé separacni postupy

a analyzu posttranslacné modifikovanych proteinu.

Experimentalni €ast priblizuje pouzivané chemikalie, vyuzivanu instrumentaci, material a
metody pouZité pro tyto studie. Jsou zde popsany také pouzivané postupy pro piipravu

jednotlivych vzorka.

Ve vysledcich a diskuzi jsou shrnuty veskeré ziskané vysledky a poznatky. Tato kapitola je
rozdélena do dvou c&asti. Prvni Cast je vénovana problematice pokust in vivo. Druha je

zamérena na problematiku pokusu in vitro.

Klicova slova: kolagen
neenzymaticka glykace
produkty posttransla¢nich modifikaci
HPLC
HPLC-MS
HPLC-MS/MS
CE
CE-MS
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This thesis is concerned with the detection of posttranslational modification of proteins. These
proteins are identified using liquid chromatography and capillary electrophoresis, their

coupling and coupling to mass spectrometry.

The first part of the theoretical chapter is devoted to the structure, classification and
metabolits changes of proteins in the human body. Major attention is focused on collagen, its
structure and individual collagen types. The second part considers the problems of non-
enzymatic glycation and its influence on the body and engage in products of posttranslational
modification. The third part summarizes the individual separation procedures and analysis of

posttranslationaly modified proteins.

The second chapter describes experimental parameters, including chemicals, instrumentation,

materials and methods. The preparation of individual samples is also described.

All results and findings are summarized and discussed in the last chapter. This chapter is
divided in two parts. The first part focuses on problems of in vivo experiments. The second

part focuses on problems of in vitro experiments.

Keywords: collagen
non-enzymatic glycation
products of posttranslationaly modification
HPLC
HPLC-MS
HPLC-MS/MS
CE
CE-MS
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Uplynulé desetileti lze z hlediska biologickych i lékarskych véd charakterizovat jako
éru genomiky. Po principialnim rozlusténi genetického kodu (tzv. Genomovy projekt)
nastupuje v soucasnosti doba proteomiky-komplexniho vyzkumu proteini. Termin ,proteom”
jako oznaleni veSkerého proteinového komplementu kédovaného genomem pouzil poprvé
Marc R. Wilkins v roce 1994 na konferenci v Siené. Vznikl novy obor zvany proteomika,
jehoz naplni je globalni identifikace proteind v urcité zdravé nebo nemocné buice ¢i tkani a
studium jejich funkce ¢i interakce [1]. Velmi brzy se ukazalo, ze proteomika bude
v porovnani s genomikou (studiem na urovni nukleovych kyselin), daleko slozit€jsi. PfiCinou
je proménlivost urcitého proteinu béhem bunééného rustu a diferenciace, ale 1 vliv funk€nich
produktu jinych bunécnych typu €i vnitiniho prostfedi organizmu, které se méni v zavislosti
na starnuti, pri adaptaci na zmény vnéjsiho prostiedi, 1 v pruibéhu nemoci. Proteiny jsou stale
pozménovany. Navazuji se na né fosforecné, cukerné nebo lipidové skupiny, spojuji se
s jinymi proteiny do vétSich molekularnich celkd. Proteomicky vyzkum zahrnuje tfi zakladni
aktivity: a) identifikaci veskerych proteini produkovanych uritou burikou, tkani nebo
organizmem b) definici vzajemnych interakci proteinii nezbytnych pro urcitou biologickou
funkci ¢) stanoveni pfesné trojrozmérné struktury proteinu. V zavislosti na individualnich
pozadavcich se proteomikou rozumi i intenzivni studium skupiny proteinu, pfipadné jediného
proteinu se zamé&fenim na specifickou vlastnost.

Prestoze DNA je nositelem informaci o struktufe proteinu, nelze €asto na zakladé
pouhé znalosti genomu objasnit mnohé bunécné procesy. Informace ulozena v genech je
definovana v podstaté linearni sekvenci Etyf znaku a je tedy jednorozmérna. Informace
ulozena v proteinech je mnohorozmérna, zavisla na faktorech jako ,alternativni splicing®
(Jedna mRNA produkuje rtizné proteiny), posttranslacni modifikace, a konecné i spravné
sbaleni proteinu vedouci k jednoznacné trojrozmérné strukture definujici funkci kazdého
proteinu. Navic je informace ulozena v genech pomérné stabilni, zatimco proteom je Casoveé
proménny. Koncentrace jednotlivych druht proteint se (na rozdil od jejich gent) méni podle
aktualnich potfeb organizmu.

Pti studiu genetickych informaci a jejich funkci v organizmu bylo zjiSténo, ze pro
organizmus je velmi podstatna nejenom zakladni informace o struktute bilkoviny, obsazena v
genu, ale také Upravy po jejich ,sestaveni® tzv. posttranslacni modifikace, které souviseji jak
s normalné fyziologickymi funkcemi (napf. hydroxylace lysinu a prolinu v kolagenech,
glykosylace proteoglykanu, fosforylace atd.), tak i s patofyziologickymi procesy (napf.
starnuti, ¢ projevy ruznych chorob, jako je diabetes mellitus a dal$i) probihajicimi v

organizmu. Tyto posttranslacni modifikace mohou vyraznym zpisobem zménit strukturu a
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vlastnosti bilkovin, napf. hydroxylace prolinu a lysinu u kolagenl je nezbytna k vytvoreni
jejich charakteristické tercialni struktury (triple-helikalni a-Sroubovice), ale ovliviji i
enzymatickou aktivitu ¢i metabolicky obrat proteinti.

Z hlediska neenzymatickych posttranslacnich modifikaci vedoucich k vzniku pfi€nych
vazeb je v souCasné dobé intenzivné studovana glykace. K této reakci dochazi pouze na
zakladé chemickych reakci mezi aminoskupinami bilkovin a oxo skupinami cukri.
Fyziologické projevy glykacnich reakci se mohou uplatnit zejména u bilkovin s dlouhym
metabolickym poloCasem, tj. zejména u pomalu metabolizovanych bilkovin pojivové tkané.
Pres Siroké spektrum uplatnéni glykacnich reakci je dosud velmi malo znamo o povaze
vznikajicich produkti, a to nejen o jejich vlastnostech, ale obzvlasté o strukture vzniklych
pricnych vazeb a konkrétnim misté modifikace v proteinové molekule. Pfi¢né vazby zahrnuji
dva rozdilné mechanismy jejich vzniku: 1) enzymaticky iniciované pricné vazby 2)
neenzymaticky iniciované pricné vazby.

Posttranslacnim zménam podléhaji v razné mire prakticky vSechny proteiny
v organizmu. Mira jejich modifikace zavisi vedle wvnitinich faktord (napf. | dostupnost®
modifikované latky) také na metabolickych obratech téchto bilkovin. U proteina s pomalym
metabolickym obratem (,,dlouhozijici®) se posttranslatni zmény projevi vyraznéji nez u
rychle metabolizovanych bilkovin. Proto i z fyziologického hlediska jsou modifikace
zavaznéj§i u téchto bilkovin. PredloZena prace se zabyva posttranslatnimi modifikacemi
glykacemi) proteinu. Diraz je pfi tom kladen na dominantni bilkovinu pojivové tkané-
kolagen. Kolagenni molekuly ve vétSin€ vyzralych tkani jsou zaClenény do extracelularni
matrix, kdy napr. jejich metabolicky obrat v kosti je dva roky [2]. Vzhledem ke strukturalni
funkci kolagenu, a proto i jeho nerozpustnosti byl pro studium posttranslacnich modifikaci
pouZzit jako referencni protein albumin. Albumin byl vyuzit jako modelovy rozpustny protein,
na kterém byly vyzkouSeny a prakticky aplikovany metodické moznosti pro sledovani a

identifikaci zmén bilkovinné struktury.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1. Albumin

Albumin je protein krevni plazmy, tvori pfiblizné 60 % celkové hmotnostni
koncentrace plazmatickych bilkovin. Kromé krve se vyskytuje také v dalSich télnich
tekutinach, jako je tkafiovy a mozkomisni mok. Ma dilezitou roli pfi transportu riznych latek
krvi (mastné kyseliny, mineraly, léky) a pomaha udrzet stalé vnitini prostredi organizmu.
Vyznamné se podili na udrzovani koloidné-osmotického (onkotického) tlaku. Prispiva k
pufracni a antioxidacni kapacité krevni plazmy a je zdrojem aminokyselin pro syntézu
proteind v perifernich tkanich. Z klinického hlediska je pro organizmus vyznamné snizeni
jeho koncentrace (slouzici jako indikator stavu organizmu). PfiCinou muZze byt pokles syntézy
(tézké poskozeni jater, proteinova malnutrice), ale i zvySeny katabolismus (akutni stavy),
zvySené ztraty (moci, kuzi, stolici), nebo zména distribuce v télnich tekutinach a

hyperhydratace.
2.1.1. Struktura albuminu a jeho syntéza

Albumin je protein elipsoidniho tvaru (Obr.1), tvofeny jedinym polypeptidovym
retézcem o 585 aminokyselinach. Obsahuje 17 disulfidovych mustkd a pusobenim proteaz
(trypsin, chymotrypsin) se §tépi na tfi domény s rozdilnymi funkcemi. Molekulova hmotnost
albuminu je 67 kDa. Albumin, na rozdil od ostatnich plazmatickych proteini, neni
glykoproteinem a je podobné jako vétSina proteind krevni plazmy syntetizovan v jatrech.
Denni produkce je asi 12 g albuminu, coz je 50 % proteind vyluCovanych jatry [3]. Proto se
jakakoliv porucha schopnosti jater syntetizovat proteiny projevi sniZenym mnoZzstvim
albuminu. Zhruba 42 % celkového télniho albuminu se nachazi v plazmé, zbytek je v tkanich,
hlavn€ v podkozi a ve svalech. Nepatrné mnoZzstvi albuminu pronika pfes hematoencefalickou
bariéru do mozkomisniho moku (120 — 300 mg/l). Sménitelny pool albuminu (= tzn. mnozstvi
thned dostupného albuminu v organizmu) je asi 3,5 — 5,0 g/kg vahy téla. Biologicky polocCas
albuminu je asi 20 dni, odbouravan je hlavné endotelem (burikami tvorici vystelku) krevnich

kapilar. Malé mnozstvi albuminu pronikd do moci, ale ztraci se také difuzi do travici trubice.
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Obr. 1. Lidsky albumin (pfevzato [4]).
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2.2. Kolagen

Kolagen je bilkovina pojivové tkané Biomechanické vlastnosti pojivové tkané jsou
uréovany specifickou makromolekularni strukturou prfislusné extracelularni matrix, ktera
obsahuje pfedevs§im rizné kolageny a proteoglykany. Kolagen hraje velmi vyznamnou ulohu
ve vytvareni této specifické vyssi struktury [5]. Kolagen se vyskytuje u mnohobunécnych
organizmi. Je nejroz§ifenéj§im proteinem obratlovet a u savcl predstavuje asi 25 % vSech
bilkovin [3]. Jako extracelularni protein je uspofadan do vlaken, ktera maji velkou pevnost
v tahu. Tato vlastnost jej pfedurcuje do role nejvice namahané slozky pojivovych tkani (kosti,
chrupavky, Slachy a vlaknité struktury kize a cév). Nerozpustnost kolagenu ve vodé je
zpusobena pricnévazebnymi interakcemi [6]. Kolagen se vyskytuje ve vice chemickych
typech (podrobnosti viz. kap. 2.3.). Vzhledem ktomu, Ze kolagen typu I je jednim
z nejbéznéji zastoupenych kolagen v organizmu [7], tak pravé tento typ jsme vyuzili pfi

studiu posttranslacnich modifikaci proteinu.

2.2.1. Struktura kolagenu
2.2.1.1. Primarni a sekundarni struktura kolagenu

Kolagen je velmi specifickou bilkovinou co se tyce jak aminokyselinového slozeni tak
usporadani aminokyselin. Aminokyselinové slozeni kolagenu je u rozmanitych zivocisnych
druhll podobné a vétsinou se jen mirné lisi. Charakteristickym znakem kolagenu je pfitomnost
tripeptidu -Gly-X-Y-, to znamen4, Ze aminokyselina glycin je na kazdé tfeti pozici v sekvenci.
Hydroxyprolin je charakteristickou aminokyselinou pro kolagen. Tato struktura (opakovani
tripeptidu -Gly-X-Y- a pfitomnost hydroxyprolinu) ma za nasledek charakteristické triple-
helikalni usporadani kolagenu (kolagennich domén proteinu). Prolin se Casto (asi z 20 %)
nachazi na pozici X a 4-hydroxyprolin na pozici Y. Jako vSechny ostatni bilkoviny je i
kolagen vytvoreny ze zdkladnich aminokyselin (mimo hydroxyprolin a hydroxylysin).
Specificka struktura proteini zavisi v prvni radeé na sekvenci aminokyselinovych zbytka, tzv.
primarni strukture polypeptidickych fetézci. Z ni se odvozuji strukturni vlastnosti vyssich
radu a biologické 1 fyzikalni vlastnosti bilkoviny. Kolagenové molekuly jsou syntetizované
buné¢nymi utvary jako jednoduché polypeptidické fetézce, ale svou funkci plni jako soucCast
slozité polymolekularni struktury, kolagenové vlakno. Jednotlivé molekuly se pfemériuji na

slozité fibrily komplikovanym mnohostupfiovym procesem, na jehoz zacatku je prekursor
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zakladniho fetézce, ktery ma v N-koncové oblasti tzv. pro-kolagenovy peptid [8]. Tento
fetézec, jenz je pritomny na bunééné Grovni, je vystaven fadé postupnych modifikaci, jako je
hydroxylace nékterych prolinovych a lysinovych zbytkli specifickymi enzymy
(prolylhydroxylaza a lysylhydroxylaza) a navazani karbonylovych molekul na nékteré
hydroxylysinové zbytky. Predpoklada se, Ze tlohou prokolagenového peptidu je délkove
protazeni a prostorové usporadani tii polypeptidickych fetézci do kompletni trojité pro-
kolagenni molekuly. Tato molekula je potom vylu€ovana do mimobunécného prostoru, kde je
prokolagenovy peptid enzymaticky odsStépen a molekula ziska schopnost agregovat na fibrily.
V prubéhu starnuti se mechanicka pevnost fibril zv€tSuje vytvarenim kovalentnich pri¢nych
vazeb intramolekularniho a intermolekularniho typu. Kolagen obsahuje znaéné mnoZzstvi
glycinu (330 mold na 1 000 mold aminokyselin), ktery je pravidelné rozlozeny v molekule, to
znamena, ze tvoii kazdou tfeti aminokyselinu v sekvenci jednotlivych fetézcu. Toto rozlozZeni
umoziuje tésné spojeni polypeptidickych fetézct do trojité sroubovice. Velké mnozstvi této
aminokyseliny zpusobuje vysoky obsah dusiku v kolagenu. Hydroxyprolin je pro kolagen
charakteristickou aminokyselinou, protoze je obsazen ve v&tsim mnozstvi jen v této bilkoviné
(tzv. retikulin, 0 némz se uvadi také vyznamny obsah hydroxyprolinu, je vlastné kolagen typu
I1I). Velky obsah hydroxyprolinu a prolinu, tzv. iminokyselin, podmifiuje stérickou rigiditu
kolagenu (neni mozné volné otaceni kolem vazby C, - N a velmi je ztizeno otaceni kolem
vazby C, - CO) a odlisné prostorové usporadani polypeptidickych fetézci kolagenu ve
srovnani s bilkovinami obsahujicimi mensi mnozstvi cyklickych kyselin. Zatimco v
peptidickych fetézcich bez iminokyselin je otacivost na vazbé omezené mozna na kazdém C-
atomu, tzn. v kazdém tretim Clanku peptidického fetézce, pfi zabudovani iminokyseliny do
polypeptidického fetézce je takova otacivost prakticky znemoznéna v rozsahu Sesti ¢lankl a
pfi v€lenéni dvou iminokyselin po sobé je dokonce v rozsahu deviti C-atomt. Takové
usporadani proto umoznuje fetézci kolagenu vytvaret protahlé Sroubovice, které se stabilizuji
mezifetézcovymi vodikovymi mustky kdyZ se spoji do trojnasobné, tzv. super Sroubovice.
Pritomnost tyrosinu v molekule kolagenu byla predmétem dlouhych spori. Podrobné
aminokyselinové studie ukazaly, Ze vSechen tyrosin je nahromadén v terminalnich peptidech,
tzv. telopeptidech, které nemaji strukturu Sroubovice a lze je lehce odstépit proteolytickymi
enzymy. Dalsi typickou aminokyselinou kolagenu je hydroxylysin, ktery se vyskytuje i v
nékolika dalSich bilkovinach, napt. kasein a keratin obsazenych ve vin€. V téchto bilkovinach
je vSak obsah hydroxylysinu ve srovnani s kolagenem maly. Jeho vyznam spociva v tom, Ze
se na n¢j vazou sacharidické slozky. Pro kolagen je charakteristicky maly vyskyt leucinu a

1soleucinu; jen dveé bilkoviny maji mensi obsah téchto dvou aminokyselin nez kolagen, jsou to
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ribonukleaza a fibroin (hedvabi). Cystein je pritomny ve vetsim mnozstvi pouze v kolagenu
nejniz§ich ZzivoCichl, ve kterém stabilizuje strukturu pomoci disulfidickych mustkd.
Methionin je obsaZzen v kolagenu v malém mnozstvi (8 molekul v a,-fetézci a 5 v a,-fetézci
typu I). Této vlastnosti se vyuziva pro bromkyanové §tépeni methioninové polypeptidické
vazby prii studiu primarni struktury proteinu. Ze studia primarni struktury polypeptidickych
fetézcu kolagenu je ziejmé, Ze se v této bilkoviné stridaji dva typy oblasti: apolarni a polarni.
Apolarni oblasti jsou relativné uniformni - pravidelné se v nich stridaji sekvence gly-pro-R.
Misto R je mozné dosadit rizné aminokyseliny, jako hydroxyprolin, alanin, arginin,
asparagin, fenylalanin, treonin, serin. Velky vyznam pro sekundarni a terciarni strukturu
kolagenu ma tripeptid gly-pro-hyp. Tripeptid gly-pro-R tvori asi 33 % celé kolagenové
molekuly; tripeptid gly-pro-hyp pfitom zahrnuje asi 10 % celé sekvence aminokyselin [9]. O
polarnich oblastech muzeme tvrdit, ze nékteré z nich obsahuji vétSinou kyselé, jiné vétSinou
bazické aminokyseliny, coz je patrno v elektronovém mikroskopickém obrazu. Jednotlivé
fetézce - oy -fetézec a ay-retézec - se 1i8i zam&nou nékterych aminokyselin.

Na C-konci i N-konci se vétvi jednotlivé fetézce do telopeptidl, jejichz struktura neni
helikalni; o tom svéd¢i jejich odliSné aminokyselinové slozeni. Helikalni strukturu a
aminokyselinové slozeni, typické pro télo kolagenové molekuly, neobsahuje ani registracni
peptid. Telopeptidim se pripisuje vyznamna uloha nejen v antigenovych, ale i v jinych
vlastnostech kolagenu, je to dano pfitomnosti tyrosinu. Nékteré pri¢né vazby jsou pritomné v
telopeptidovych oblastech. Bez vyznamu neni ani pomérné velka variabilita v
aminokyselinovém slozeni téchto peptidu.

Sekundarni  struktura vyjadruje konformaci hlavniho polypeptidického retézece
v prostoru. V pfipadé kolagenu jsou sekvence aminokyselinovych zbytki v L-konformaci
bilkovin spojeny planarnimi peptidickymi vazbami. V dlouhém polypeptidickém fetézci je
proto jedinym zdrojem konformaénich zmén rotace kolem vazeb N - C, a C4 CO, které
vychazeji z a-uhlikového atomu. Tyto dva rotacni uhly jsou oznaceny ¢ a y. Jejich velikost je
u kolagenu typu I (a zfejmé i u ostatnich typu) blizka primérné hodnoté ¢ = -60° a y = 160°.
Tato velikost vede ke vzniku pravidelné levotoCivé Sroubovice protahlého typu, ve které
piipadaji 3,3 aminokyselinové zbytky na jeden zavit stoupani. Rentgenograficka spektra
kolagenu ukazuji, Ze zavity maji stoupani 0,95 nm a jednotlivé peptidické jednotky jsou
vzdaleny 0,286 nm. Celkova délka fetézce je asi 290 nm.
Takto protazena Sroubovice je u bilkovin vyjime¢na a vyskytuje se jen u kolagenu nebo
nekterych polypeptidi s podobnou aminokyselinovou sekvenci. Nemuze byt stabilizovana

intraretézcovymi vodikovymi vazbami, ¢imz se lisi od Paulingovy a-konformace. Stabilizace
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musi byt proto interfetézcova, izolovany fetézec v této konformaci nemize existovat bez
interakce S dalsimi tésné sousedicimi fetézci podobnych vlastnosti.
Detailni rentgenové méfeni a stereochemické uUvahy vedly k poznatku, ze kolagenni
Sroubovice (ve skutenosti prostorova kiivka spojujici a-uhliky) neni symetricka kolem
piimkové osy, ale kolem jiné Sroubovice, ktera je naopak pravo-tociva a ma stoupani 8,58 nm
na zavit tvofeny 30 aminokyselinami. Koncové oblasti kolagennich fetézct, v nichz chybi
typicka sekvence Gly-X-Y, postradaji toto pravidelné usporadani. V C-koncovém peptidu je

vyrazna tendence ke tvorbé protazené konformace B-pleated sheet Cili ,,skladaného listu".

2.2.1.2. Struktura trojité Sroubovice kolagenu

Trojita Sroubovice kolagenu je tvofena ze tii polypeptidovych fetézcii. Kazdy z nich je
sto¢en do levotoCivého helixu. Tyto tfi fetézce jsou navzajem spleteny do pravotoCivého
»super” helixu (Obr.2) Pritomnost glycinu jako kazdé treti aminokyseliny v opakujici se
sekvenci -Gly-X-Y- je velmi dileZita (n odpovida priblizng 340). Zadna jina (= v&tsi)
aminokyselina by se totiz nevesla do stfedu superhelixu, kde se setkavaji tfi fetézce (centrem
trojit¢ Sroubovice prochazi kazdy treti zbytek glycinu kazdého polypeptidového retézce).
Zbytky aminokyselin Gly, X a Y jsou umistény v trojSroubovici na stejné Grovni. Prolin a 4-
hydroxyprolin limituji rotaci polypeptidovych fetézcu tim, Ze jsou objemné a pomérné
neohebne. Skupina NH kazdého glycinu vytvari navic silny vodikovy mustek s kyslikem
karbonylu zbytku X sousediciho retézce [10]. U mnoha kolagenu je trojitd Sroubovice
preruSena globularni sekvenci, ktera molekule doda vétsi flexibilitu [6]. Dobre svinuta rigidni
trojSroubovicovitd struktura je odpovédna za mimoradnou pevnost kolagenu v tahu.
Polypeptidové fetézce kolagenu prevadéji podélnou silu v tahu na snadnéji zvladnutelnou
pficnou tlakovou silu témér nestlacitelné trojité Sroubovice. Je tomu tak proto, ze opacné
svinuta polypeptidova vlakna trojité Sroubovice zabranuji jejimu rozvinuti pod tlakem.

Konformace trojité Sroubovice musi byt takova, ze aminokyseliny na pozicich X a Y jsou

na povrchu molekuly. Toto usporadani vysvétluje u mnoha kolagent schopnost agregovat.
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Obr. 2. Trojita Sroubovice kolagenu a) vertikalni pohled, b) horizontalni pohled (pievzato
[11]).
2.2.1.3. Syntéza kolagenu

Kolagen miize byt syntetizovan fibroblasty a dal$imi buiikami mezenchymaélniho
pivodu (chondroblasty, osteoblasty, buitkami hladkého svalstva), ale také jinymi typy buriek
(endotelialni a epitelialni).

Biosyntéza kolagenu ma tyto hlavni kroky :

[y

. transkripce a translace

2. hydroxylace prolylovych a lysylovych zbytki

3. glykosylace  hydroxylysylovych  zbytki ~na  galaktosylhydroxylysin a
glukosylgalaktosylhydroxylysin

4. agregace fetézci a tvorba disulfidickych mustkt

5. tvorba trojité Sroubovice

6. sekrece prokolagenu do extracelularniho prostoru

7. konverze prokolagenu na kolagen
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8 agregace kolagennich molekul

9. tvorba pfi¢nych vazeb

a-fetézce jednotlivych kolagennich typt jsou kdédovany kazdy jinym genem a informace o
jeho syntéze je prepisovana do piislusné mRNA [12], ktera je specificka pro kazdy fetézec a
kolagenni typ.

Kolagen je nejprve syntetizovan ve formé prekurzoru, preprokolagenu se signalnim
peptidem [13]. Po prichodu membranou drsného endoplazmatického retikula je signalni
protein specificky odStépen signalni peptidazou [6]. Pt prichodu do drsného
endoplazmatického retikula (ER) jsou zbytky prolinu a lysinu hydroxylovany na
hydroxyprolin, resp. hydroxylysin. Dva zenzymu, které se ucastni této posttranslacni
modifikace prolylhydroxylaza (E.C. 1. 14. 11. 2)) a lysylhydroxylaza (E.C. 1. 14. 11. 4.),
pusobi na vSech vhodnych zbytcich Y (vzdy na prolin, resp. lysin). Kdezto prolylhydroxylaza
pisobi na prolylovy zbytek v poloze X pouze tehdy, kdyz se vpoloze Y vyskytuje
hydroxyprolin [10].

Glykosylace, ktera pak dale probiha v drsném ER, pfipojuje cukerné zbytky k 5-
hydroxylysinovym zbytkim. Tyto modifikace musi predchazet svinuti vlaken kolagenu do
trojité Sroubovice, nebot' na Sroubovicich jiz hydroxylace neprobihaji. Navic, pokud nent
trojSroubovice kolagenu stabilizovana vodikovymi mustky mezi zbytky hydroxyprolinu,
dochazi uz za fyziologickeé teploty k jeji denaturaci. Po svinuti vznikaji specifické disulfidické

vazby mezi karboxypeptidy na C-konci [6].

2.3. Jednotlivé kolagenni typy

Kolagen se nevyskytuje pouze v jednom typu. U obratlovcu je pritomno nejméné 27
kolagennich typt (Tab. 1) se 42 rozdilnymi polypeptidovymi fetézci [14] a byl jiz dokonce
popsan 28 typ [1S5]. Navic je k témto popsanym kolagenim znamo dalSich 19 proteint
formalné definovanych jako kolageny a alespori 10 proteinu, které maji kolagenni domény.
Tyto kolageny jsou charakteristické tvorbou typické trojSroubovice, kde kazda treti
aminokyselina v molekule kolagenu je glycin (30 %), prolin a okolo 25 % modifikovanych
aminokyselinovych zbytkti (hydroxyprolin a hydroxylysin). Hydroxylaci prolinu na
hydroxyprolin dochézi ke stabilizaci struktury kolagenu. Kolagen se vyskytuje v tkanich
obratloved v mnoha riznych formach, kazda z téchto forem je dominantni ve specifickych

tkanich. V rznych pojivovych tkanich se kolageny vyskytuji v pozoruhodné strukturalni a
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funk¢ni rozmanitosti. Tato rozmanitost je zpusobena existenci velkého mnozstvi geni
kodujicich kolageny s rozdilnymi chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Pfinejmensim osm
kolagennich typu je tvoreno ze dvou nebo tfi rozdilnych a-fetézcl. Vedle a-fetézct, mizeme
v kolagennich typech nalézt také B-fetézce (dimery a-fetézcl) a y-fetézce (trimetry a-fetézcl).
Také jsou dobre znamy pripady, kdy fibrily kolagenniho typu I obsahuji také kolagen typu III,
V a X1I, nebo fibrily kolagenniho typu II mohou obsahovat retézce kolagenu typu IX a XI. To
znamena, ze ve stejné tkani mohou byt nalezeny nejen fibrily rozdilnych kolagennich typu,
ale také smési fibril tvofenych z raznych typu kolagenu [16]. Kromé toho tato rozmanitost
vyplyva také =zrozdilnosti v né€kterych posttranslacnich (ale ne ve&koveé zavislych)

modifikacich (prolyl a lysyl hydroxylace) kolagennich polypeptidd v riznych tkanich [17].
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Tab. 1. Kolagenni typy (pfevzato [18], [14]).

Typ Gen Vyskyt Literatura
| COL1 al VétSina pojivovych tkani [18]
COL1 a2
11 COL2 al Chrupavka, sklivcova tekutina [18]
11 COL3 al Kuze, plice, vaskularni systém [18]
v COL4 al Bazalni membrany [18]
COL4 a2
COL4 a3
COL4 a4
COL4 a5
COL4 a6
V COLS5 al Tkéan€ obsahujici kolagen I [18]
COLS5 a2 Kvantitativné minoritni slozka [18]
COLS a3
VI COLG6 al Vétsina pojivovych tkani [18]
COL6 a2
COL6 a3
vl COL7 al Upevnujici vlakna [18]
VI COLS al Mnoho tkani, zvlasté endotel [18]
COLS8 a2
IX COL9 al Tkéané€ obsahujici kolagen II [18]
COL9 a2
COL9 a3
X COL10al Hypertrofovana chrupavka [18]
X1 COLl11al Tkéané obsahujici kolagen 11 [18]
COL11a2
COL2 al
XII COL12al Tkéané€ obsahujici kolagen I [18]
X1 COL13al Mnoho tkani [18]
X1V COL14al Tkané obsahujici kolagen I [18]
XV COL15al Mnoho tkani [18]
XV1 COL16al Mnoho tkani [18]
XVII COL17al Kozni hemidesmosomy [18]
XVIII COL18al Mnoho tkéni, predevsim jatra [18]
a ledviny
XIX COL19al Buriky nadoru srdecniho svalu (18]
XX COL20a1 Epitel rohovky, kize, Slacha a chrupavka [19]
XXI COL21al Mnoho tkani [20]
XXI1r° COL22al Tkafova spojeni
XXIIL COL23al Metastatickeé nadorové bunky [21]
XXIV COL24al Ve vyvijejici se kosti a rohovce [22]
XXV COL25al Neurony [23]
XXVI COL26al Testis, ovaria [24]
XXVII COL27al Chrupavka, oko, ucho, a plice [25], [26]
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Soubor kolagennich typi mize byt rozdélen do nékolika tfid (kazda obsahuje n€kolik
kolagennich typt) na zakladé strukturalnich vlastnosti jednotlivych ¢lent, jmenovité kolageny
tvorici viakna (typ I, IL, 1II, a V), kolageny tvorici sité (typ IV, VIII, a X), kolageny nalezené
na povrchu vlaken (vlakna asociované s kolageny - FACIT) s preruSenim trojité Sroubovice
(zahrnuje také kolagenni typy IX, XII, XTIV a XIX), kolageny tvofici obroubené nitky (typ
V1), kolageny tvofici zakotvujici fibrily pro bazalni membrany (typ VII), kolageny s
transmembranovou doménou (typy XIII a XVII) a kolageny, které nejsou jesté plné
charakterizovany (typy XV a XVIII) [18]. Mapovanim DNA se prislo na velké mnozstvi
pfibuznych proteind s rizné dlouhou délkou opakujici se sekvence -Gly-X-Y-. Vzhledem
k tomu, Ze tyto proteiny byly objeveny pri vyzkumu kolagenu, tak byly takto dekddované
proteiny definovany jako kolageny (nebo kolagenu-podobné proteiny) a to i v téch pripadech,
kdy byla délka trojité Sroubovice velmi mala a vétSina proteinu byla globularni (Obr. 3).
Funkce minoritnich kolageni neni  za fyziologickych situaci ani  pfi riznych

onemocnéni dosud jednoznacné definovana [27].
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Obr. 3. Schématické znazornéni struktury ruznych kolagennich typi a kolagenu-podobnych

proteint a jejich prislusnych gend (prevzato [14]). Rimské &islice udavaji typ kolagenu.
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Tento souhrn bude dale omezen pouze na nejbézné€jsi typy kolagenu. Vzhledem ke
svému zastoupeni v organizmu a pro svou Castecnou rozpustnost je historicky nejstar§im
kolagenem typ I. Tento typ ktery predstavuje 80-90 % ze vsech kolagent v organizmu a tvori
v téle heterotrimer [(oy(I); ap(I)]. Je pritomen napf. v kosti a spolu s jinymi kolagennimi typy
také v pokozZce, §lase, kolagenni povazce, cévni sténé a dentinu. Jeho molekula (podobné jako
u kolagent typu II, III, V a IX) je dlouha 300 nm s relativni molekulovou hmotnosti 300 000.

Kolagen typu Il se dominantné vyskytuje v kloubni chrupavce. Tento typ mize byt
ziskan z hyalinni chrupavky po odstranéni hlavnich proteoglykan, napf. guanidin chloridem
nebo jinymi chaotropnimi latkami, nebo chromatografii na DEAE-celulose. Typickym
znakem tohoto kolagenu je vysoky stupen glykosylace [28]. Kolagen typu II byl identifikovan
jako biomarker osteoartritidy a onemocnénich spojenych s degradaci hyalinni chrupavky [29].

Kolagen typu IIl je majoritné zastoupen v krevnim freciSti a ve sténach arteriol,
minoritné v pokozce. Kolagen typu III se vyskytuje spolu s kolagenem typu I, s kterym tvofi
hybridni vlakna. Podobné jako dalsi kolagenni typy (mimo typu I a II), je tento kolagen
stabilizovan disulfidickymi vazbami [30].

Kolagen typu IV je obsazen v bazalni membran€. Kolagen typu IV je vysoce
polymerizovan a tvofi zékladni stavebni strukturu pro endotelidlni burky jako selektivni
bariéru mezi krvi a okolnimi tkanémi [31]. U prokolagenu tohoto typu nejsou béhem
biosyntézy odstranény propeptidy a nejsou vytvorena vlakna. Misto toho kolagen typu IV
tvofi strukturu podobnou siti, kde jsou Ctyfi kolagenni molekuly vazany cCetnymi
disulfidickymi vazbami. Kolagen tohoto typu ma klasické slozeni kolagennich vlaken o;(IV)
a ay(IV) polypeptidovych fetdzcl. Retézce o3(IV) az os(IV) miZeme nalézt pouze ve
specifickych typech bazalnich membran [31]. Tento kolagen je heterotrimer [a(IV),02(IV)].
Prokolagenni molekula typu IV obsahuje tfi domény; 7S, kratkou N-terminalni triple-
helikalni doménu; NC1 (ne-kolagenni), C-terminalni karboxy doménu; obsahuji také relativné
dlouhou triple-helikalni doménu (400 nm) s nékolika malymi prerusenimi opakujici se
tripeptidové sekvence (Gly-Xaa-Yaa), ktera umozai flexibilitu této trojSroubovice [5].

Prvnim kolagennim typem, ktery se vyskytuje v ontogenezi je kolagen typu V. Tento
kolagenni typ je kvantitativn€ minoritni fibrilarni kolagen s Sirokou tkariovou distribuci. Tvofri
jemna, pericellularné umisténa vlakna [32]. Nejbéznéji vyskytujici se izoformou kolagenu
typu V je [o1(V)202(V)] vyskytujici se v rohovce. Nicméné existuji také dalsi izoformy véetné
[a1(V)aa(V)as(V)], dalsi je odvozena od a;(V); homotrimeru a hybridniho typu V/XI a-

retézcu.
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Kolagen typu VI se vyskytuje v intersticialni pojivové tkani, v meziobratlovych
ploténkach a v hyalinni kloubni chrupavce. Tento kolagenni typ také patfi mezi minoritné se
vyskytujici kolagen. Kolagen typu VI se sklada z €asti o relativni molekulové hmotnosti 240
000 a 140 000. Tyto fetézce jsou zakonCeny globularnimi oblastmi.

Kolagen typu VII je n&kdy nazyvan dlouhofetézcovym kolagenem, protoze jeho
polypeptidové fetézce jsou dlouhé 450 nm. Molekuly jsou usporadany do protichiidné
orientovanych dimeri s 60 nm piekryvem. Jeho funkci je zakotveni pojivové tkané stromatu
na bazalni membrany [33].

Kolagen typu VIII je tvoren endothelialnimi bunkami a proto byva také nazyvan EC
(endothelial cell) kolagenem. Jeho polypeptidové retézce maji relativni molekulovou
hmotnost vyssi nez 100 000 a jsou Casto prerusSovany nehelikalni oblastmi [34].

Kolagen typu IX reprezentuje tzv. FACIT rodinu. Mezi FACIT kolageny patfi
kolagenni typy IX, XII, X1V, XVI, XIX, XX, XXI a XXV. Molekuly z tzv. FACIT rodiny
(fibrily asociované s kolageny, s prerusenymi triple-helikalnimi oblastmi) jsou
charakteristické ve svém poCtu kolagennich (CO) domén prerusenych kratkymi
nekolagennimi (NC) oblastmi [35].

V kalcifikujici enchondralni chrupavce je mozné nalézt kratky kolagen oznaCovany
jako typ X. Kolagen typu X mé relativni molekulovou hmotnost 59 000 s C-terminalni
lobularni oblasti o hmotnosti 14 000. Jeho funkce se vztahuje ke kalcifikaénim procesim a na
rozdil od jinych kolagenil se zd4, ze je rychle metabolizovan.

Ostatni typy kolagent jsou zastoupeny jen minoritné a mnohdy jsou znamy pouze na
zakladé sekvence genomu. Z hlediska biosyntézy kolagenu je v soucasné dob& nejvice
znalosti o kolagenu typu I. Geny pro tento typ kolagenu jsou znaéné velké (o velikosti okolo
40 000 part bazi), rozdélené do mnoha kratkych kodujicich exond a dlouhych prerusujicich
intrond.

Enzymatické posttranslacni modifikace mohou mit vliv jak na mnozstvi, tak na kvalitu
tvorenych kolagennich struktur. Obzvlasté vyznamna je hydroxylace prolinu. Jestlize enzym
prolin-4-hydroxylaza nehydroxyluje prolin, dochazi k zablokovani tvorby triple-helikalni
struktury a nehydroxylované jednoduché a-fetézce jsou rychle uvniti buriky degradovany.
Dalsi enzymy ucastnici se tvorby kolagenu v bunce, jako je prolin-3-hydroxylaza, lysin
hydroxylaza a dve hydroxylysin glykosyltransferazy jsou méné dilezité pro regulaci mnozstvi
kolagenu, nicméné€ maji vliv na kvalitu vytvarenych molekul. Aktivita zmifiovanych enzymu
je ovliviiovana riznymi kofaktory (askorbat, Fe™" a O, pro prolyl stejn& jako pro lysyl

hydroxylazy, Cu"" pro lysyl oxidazu).
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2.3.1 Ontogenetické zmény v pomérech kolagennich typu

Extracelularni matrix podléha béhem procesu starnuti progresivnim zménam, které
jsou charakterizovany: 1) snizenim rozpustnosti 2) odolnosti vic¢i St€peni proteolytickymi
enzymy 3) zvySenim denatura¢niho Casu. Je dobre dokazano, ze s vékem dochazi ke snizeni
rozpustnosti koZniho kolagenu a zmé€nam jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti [36]. Vedle
starnuti mGze byt rozpustnost kozniho kolagenu ovlivnéna riznymi fyziologickymi a
patofyziologickymi vlivy a také 1éky nebo vyzivovym rezimem [37], [38], [39].

Vysledky studia bilance kolagennich slozek v kuzi ukazuji, ze s v€kem dochazi
k viditelnému poklesu rozpustnych kolagennich frakci (tj. kolagen rozpustny neutralnimi
solemi a kysele rozpustny kolagen predstavujici nepolymerizovany kolagen typu I). Je vidét i
zmeéna v nerozpustné frakci (obsahujici kolagen typu III a vysoce polymerizovany kolagen
typu I), kde s vékem klesa podil kolagenu typu IITL.

Snad nejzreteln€jSim rozdilem mezi kolagennimi typy 1 a III je pritomnost
disulfidickych mustkd u kolagenu typu III. Je znamo, ze stabilizace podpurnych struktur
disulfidickymi mustky jsou fylogeneticky velmi staré. Vyhodou tohoto mechanismu
v porovnani s tvorbou pricnych vazeb odvozenych od lysinu je velka rychlost tvorby
disulfidickych mustkd. Tato vlastnost je vyuzivana hlavné v ¢asné ontogenezi a v noveé
tvorenych tkanich.

VysSi obsah hydroxyprolinu v kolagenu typu III v porovnani s kolagenem typu I a
pritomnost disulfidickych mistk mize vysvétlovat vétsi odolnost vii€i proteolyze u kolagenu
typu I1I v porovnani s kolagenem typu L.

Vznik kolagenu typu I v nerozpustnych frakcich musi byt zpusoben znaCnymi
zménami jeho struktury, pfipadné musi dojit k blokadé jeho katabolismu. Jedinym zndmym
mechanismem, ktery mize vést k témto disledkim, je tvorba pri¢nych vazeb. Z toho se da

vyvodit, Ze u struktur kolagenu typu I stoupa se zvysujicim se vékem tvorba pficnych vazeb.

31



2.4 Pricné vazby a jejich vztah k starnuti

Funkéni polymery vétSiny genetickych typl kolagenu obratlovel jsou tvofeny
kovalentnimi priénymi vazbami tvofenymi enzymaticky zprostifedkovanym aldehydickym
mechanismem. Tento mechanismus je v bilkovinach popsan pouze u kolagenu a elastinu.
Kolagenni aldehydy jsou tvofeny pusobenim lysyloxidazy na n€kolik specifickych lysinovych
a hydroxylysinovych zbytcich boc¢nich fetézci. Nabidka dvou, tfi a ctyffunkCnich
pfi¢névazebnych aminokyselin muze slouzit k tvorbé intra a intermolekularnich vazeb
vzniklych reakci aldehydické skupiny s volnou amino skupinou. Profil typu pficnévazebnych
aminokyselin, ktery se li§i podle typu tkané a jejiho stari, je typickym prikladem
posttranslacni bilkovinné heterogenity a snad i1 zdrojem tkanové a v€kové zavislé funkéni
heterogenity kolagenu [40], [41].

Pro pii¢né pruhované (s periodou opakovani 67 nm) vlaknité kolageny existuji dva
zpusoby tvorby pricné vazby: jeden zalozeny na aldehydech odvozenych od lysinu, druhy na
aldehydech odvozenych od hydroxylysinu. Cesta ptes aldehydy odvozené od lysinu prevlada
v dospélé kuzi, rohovce, sklere, potkani ocasni §lase. Hydroxyaldehydova (hydroxylysinova)
cesta prevlada v kosti, chrupavce, vazech a vnitinich pojivovych tkanich v téle [42].

Vedle téchto pri€névazebnych slozek, které jsou témér s urcitosti fyziologické povahy,
dochazi pravdépodobné k tvorbé jiné kategorie pfiénych vazeb vzniklych reakci kolagennich
struktur s reaktivnimi metabolity, kterd neni enzymaticky fizena ani zprostiedkovana.

Z tohoto hlediska jsou nejCast&ji uvazovany reakce s glukozou [17].

2.4.1 Neenzymaticka glykace a jeji vliv na organizmus

Kolagen patif do skupiny proteini s pomalym metabolickym obratem, a proto u néj
mize dochazet k postupné neenzymatické glykaci za vzniku produktl posttranslaénich
modifikaci. Glykace hraje diilezitou roli v patogenezi starnuti, ale i v patologickych situacich
napf. v pfipadé diabetes mellitus, vede navzdory pfisné kontrole ke komplikacim
zpusobenymi modifikacemi proteind. Vé&tsina poskozujicich u€inku je zpusobena vznikem
glukozou zprostiedkovanych intermolekularnich pfiénych vazeb. Tyto piicné vazby snizuji
pruznost a propustnost té€chto tkani a snizuji metabolicky obrat.

Schopnost glukozy zprostredkovat pri¢nou vazbu bilkovin pojivové tkané pii starnuti

byla poprveé popsana Monnierem a spol. [43].

32



Glykaci se nazyva reakce karbonylovych skupin redukujicich cukri s volnymi
aminoskupinami bez katalytického pusobeni enzymii (nebo star§im vyrazem neenzymaticka
glykosylace). Tato reakce byla poprvé popsana Louisem Maillardem [44], ktery pozoroval
hnédnuti bilkovin pfi zahfivani s cukry. Touto reakei, nazvanou Maillardova reakce, se od 20.
let minulého stoleti Siroce zabyvaji potravinafsti chemici. V roce 1971 bylo popsano, Zze
glykace probiha vkazdém zivém organismu [45], zejména ve stavech se zvySenou
koncentraci cukri v krvi, jako je diabetes mellitus nebo galaktosemie. V prvnich studiich
zabyvajicich se glykaci in vivo byla studovana glykace hemoglobinu a kolagenu. Byla
popsana existence aduktu téchto bilkovin s cukry [45], [46].

Neenzymaticka glykace probiha ve trech krocich. V analogii s fetézovymi
radikalovymi reakcemi ji mizeme rozdélit na iniciaci, propagaci a terminaci (Obr. 4). Toto
rozdé€leni je uzitecné také z divodu, Ze reakce se biologicky projevuje na tfech trovnich.

V prvni etap€ reakce vznikaji tzv. ranné produkty glykace. Reakce je iniciovana
neenzymatickou kondenzaci redukujiciho cukru a aminu za vzniku nestabilni Schiffovy baze.
Ta podléha presmyku vedoucimu k vice stabilnimu Amadoriho € Heynsovu produktu (v
zavislosti na tom, jestli reagujici cukr je aldosa ¢i ketosa).

Pti propagaci dochazi k degradaci Amadoriho produkti. Amadoriho produkty se bud’
nevratné oxiduji (vznika N-karboxymethylalkylamin) [47], nebo dojde k rozkladu na plivodni
amin a 1-,3-, nebo 4-deoxyglukoson. Pfi vyssim pH Amadoriho produkty enolizuji v pozici
mezi druhym a tfetim uhlikem a eliminuji amin zprvniho uhliku za vzniku 1-
deoxyglukosonu. Pti niz§im pH se ketoaminy presmykuji a enolizuji v pozici mezi prvnim a
druhym uhlikem za vzniku 3-deoxyglukosont. Neékteré diketony touto cestou tvofi 4-
deoxyglukosony. Deoxyglukosony jsou velmi reaktivni slouCeniny, které opét reaguji
s volnou aminoskupinou a tim propaguji neenzymatickou glykaci a zpusobuji tak nevratné
molekularni zmény proteint tvorbou heterocyklickych produkti a inter- a intramolekularnich
mustka [48], [49].

Poslednim krokem této reakce je terminace, pri které dochazi k tvorbé konecnych
produktu glykace anglicky pojmenovanych Advanced Glycation End Products (AGE;).
Reakcemi deoxyglukosoni mohou vznikat latky jako jsou furfuralaldehyd, reduktory nebo
pyranony. S aminy deoxyglukosony reaguji za vzniku pyroll, pyrolinonti a pyrolinon
reduktont [50]. Tyto produkty neenzymatické glykace absorbuji v UV oblasti a vétSinou jsou
bezbarvé. Mohou vsSak dale reagovat saminy a dal§imi karbonylovymi slou¢eninami na
hnédé, fluoreskujici slouceniny, jejichz struktura je zatim malo znama. Tyto koncové

produkty jsou termodynamicky stabilni a tim terminuji neenzymovou glykacéni reakci.
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Uloha téchto produktd ve starnuti je kromé toho v soudasné dob& zdliraznéna
prokazanim jejich pritomnosti v nukleovych kyselinach. Bylo prokazano, ze glukdza reaguje
nejdfive z lysinovym zbytkem za vzniku reaktivniho meziproduktu, ktery nasledné mize
reagovat s jednoduchou nebo dvojitou Sroubovici DNA [51], [52].

Mimo kolagenu mohou i jiné bilkoviny reagovat s redukujicim cukrem za vzniku AGE
produkti. Jedna se napf. o krystalin v ocni CoCce [53], hemoglobin [54], plazmatické
bilkoviny jako je albumin [55]. Obdobné produkty mohou vznikat i1 pfi reakci s jinymi
metabolity obsahujicimi keto nebo aldehydickou skupinu, jako jsou lipoperoxidacni produkty.
Albumin modifikovany 4-hydroxy-trans-2-nonenalem (HNE) je moznym biomarkerem
oxidativniho stresu [56]. Modifikacim podléhaji i lipoproteiny o nizké hustoté — LDL [57] a

dalsi.
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Vzhledem k nezadoucim G&inkim glykace na fyziologickou funkci bilkovin
v organizmech byly studovany moZznosti blokace této reakce. Z tohoto pohledu je tfeba
zminit, 7e burky i plazma také obsahuji velké mnozstvi volnych nizkomolekularnich amind,
které soutézi s proteiny pri reakci s glukézou a tak pusobi jako fyziologické inhibitory
glykace [59]. Brownlee a kol. [60] ve své praci ukazali, ze aminoguanidin je schopen
blokovat tvorbu AGE; a zesitovani proteinu jak v modelovych systémech in vitro, tak i u
kolagenu diabetickych mysi. Zjistili, ze aminoguanidin reaguje pfednostné€ s deoxyglukosony,
které propaguji neenzymovou glykaci. Pfitomnost aminoguanidinu v reakéni smési tak
zabrani vzniku AGE produktd. DalSimi inhibitory glykace jsou ibuprofen a kyselina
acetylsalicylova. U téchto latek byly prokazany antikataraktove Gcinky [61]. Vasan a kol. [62]
popsali novou slouCeninu, ktera je schopna $tépit glukézové mustky zptsobujici zesitovani
bilkovin jak in vitro tak in vivo. Jedna se o N-fenacylthiazoliumbromid (PTB).

Makrofagy maji schopnost odstranovat molekuly nebo buriky, které jsou modifikované
AGE produkty [63], [64]. Nékteré bunky totiz maji specifické receptory rozpoznavajici
modifikované bilkoviny a tim zabranuji hromadéni AGE-bilkovin. Tyto receptory byly také
nalezeny na povrchu endotelialnich bunék [64].

Amadoriho produkty mohou byt oxidovany. Jako produkt oxidace Amadoriho
produktu byl identifikovan N-karboxymetyllysin (CML) [65]. Tato modifikace zpusobuje
zménu povrchového naboje bilkovin (proteiny ztraceji kladny naboj a ziskavaji negativni
naboj). Jelikoz tyto zmény jsou nevratné, mohou mit vliv na biologickou funkci bilkovin.

Nektere koncové produkty glykace (AGE;) maji cytotoxické a mutagenni schopnosti,
které mohou byt spojeny s jejich aktivaci prostfednictvim cytochromu P-450 [66]. Koncové
produkty glykace (AGE;) byly objeveny v makrofazich, endotelovych bunkach, v hladkych
svalovych burikach a aterosklerotickych placich [67].

Diabetes mellitus je rozsifenou nemoci tykajici se okolo 4 % celkové svétové populace
[68]. VétSina vaznych komplikaci spojenych se starnutim a diabetem mellitus maji obdobny
zaklad v dysfunkcich sitnicovych kapilar, ledvinové tkané a kardiovaskularniho systému.
Tyto zmény jsou urychleny u diabetickych pacientd s hyperglykemii, u nichz dojde
k nahromadéni koncovych produkti glykace (AGE;) [69], které jsou hlavni pricinou
pfed€asnych onemocnéni a imrti.

Glykovany hemoglobin (HbA,.) je jednou z forem hemoglobinu, jehoz koncentrace
slouzi k identifikaci hladiny glukézy v plazmé€ i po Ctyfech tydnech. Pacienti s diabetes

mellitus maji €asto zvySenou hladinu HbA,. ZvySena hladina HbA,. ukazuje na slabou
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glukézovou toleranci. Glykovany hemoglobin je pfi¢inou nephropatii a retinopatii u diabetes
mellitus. Lze tedy konstatovat, ze hemoglobin HbA,. je bran jako marker pri diabetu [70].

Krystaliny (bilkoviny o¢ni €ocky) jsou také v prib&hu starnuti glykovany. Glykace ma
vliv na tvorbu agregatli krystalini vazanych disulfidickymi mustky [47]. Koncentrace
glykovanych krystalin v CoCkach postizenych senilni kataraktou (zakaleni Cocky v dusledku
starnuti) je obdobna v porovnani ke koncentraci glykovanych krystalini v €ockach
zakalenych diabetickou kataraktou. Bessems a kol. [71] ve své praci predstavili lanthionin,
bilkovinu v occe postizené kataraktou, ktera také podléha glykaci za tvorby pricnych vazeb

Dalsi charakteristickou komplikaci diabetu je periferni neuropatie, projevujici se
segmentalni demyelinizaci [72]. Myelin je b¢hem diabetu silné¢ glykovan. Zvysena
propustnost endoneuralnich kapilar vaéi bilkovinam krevni plazmy zpusobuje pronikani
téchto bilkovin do perifernich nervi. To pak vede k poskozeni této tkane [73].

Jinym typem ,,dlouho zijicich“ bilkovin jsou kolageny. Uz nizka koncentrace produkti
glykace zpusobuje fyzikalni zmény kolagenu. Vliv glykace na bazalni glomerularni
membranu byl zkouman v praci Cohena a kol [74]. Rovnéz byly pozorovany jasné zmény
pruznosti a permeability kapilar. Tyto tkané a jejich optimalni funkCnost je zavisla na integrité
struktury kolagenni tkan€. Modifikace téchto vlastnosti pomoci glykace je vysledkem
pozdéjsich komplikaci.

Produkty postiranslaCnich modifikaci kolagenu budou rozebrany v nasledujici

kapitole.

2.4.2. Produkty posttranlacnich modifikaci kolagenu

Kolagen patfi do skupiny proteini s pomalym metabolickym obratem, a proto u néj
dochazi k neenzymatické glykaci za vniku produkti posttranslacnich modifikaci (viz vyse).
Vzniklé modifikace mohou byt monotopické nebo polytopické (projevujici se jako intra- nebo
intermolekularni priéné vazby). Na tvorbu pri€nych vazeb a jejich mechanismus jako prvni
mechanismy jejich vzniku: 1) enzymaticky iniciované pficné vazby vznikajici béhem vyvoje
a zrani kolagenu 2) neenzymaticky iniciované pfi¢né vazby vznikajici béhem nasledného
dozravani kolagenu v tkanich [76]. Prvni typ byva oznafovan jako fyziologicka pri¢na vazba,
druhy typ odpovida patofyziologickym situacim. Neenzymatickou glykaci rozumime reakci
mezi volnou amino skupinou aminokyseliny (lysin, arginin, N-koncova aminokyselina)

bilkoviny a oxo skupinou cukru (napf. redukujici cukr). Fyziologické projevy glykaénich
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reakci se mohou uplatnit zejména u bilkovin s pomalym metabolickym poloCasem, t;.
zejména u pomalu metabolizovanych bilkovin pojiva. Je znamo, ze kolagenni fibrily jsou
fyziologicky stabilizovany kovalentnimi pfiénymi vazbami [17]. Kolagenni pfi¢né vazby
mezi kolagennimi molekulami jsou odvozeny od lysinu nebo hydroxylysinu aminokyseliny v

kolagennim a-fetézci.

2.4.2.1. Enzymaticky iniciované pri¢né vazby

Mechanismus vzniku téchto pricnych vazeb zavisi na specifickych enzymech,
aminokyselinovych zbytcich a kvarternim strukturnim usporadani molekul proteind.
Kolagenni pfi¢na vazba vznika oxidativni deaminaci e-amino skupiny specifickych
lysinovych a hydroxylysinovych zbytkt v telopeptidové oblasti kolagenu. Tato reakce je
katalyzovana peptidyllysyl oxidazou. Oxidovany lysin rychle reaguje s dalSimi lysiny nebo
hydroxylysiny na lysinonorleucin nebo hydroxylysinonorleucinové pficné vazby.

Do této skupiny enzymatickych pricnych vazeb patfi lysiny a hydroxylysiny odvoyené od
alysinu a hydroxyalysinu, které dale reaguji se sousedicimi aldehydy v polypeptidovém
retézci za vzniku kyselych kondenzacnich produktu (ACP) nebo reaguji s nemodifikovanym
lysinovym a hydroxylysinovym zbytkem za vzniku intermolekularni pfi€né vazby nazyvané
dehydroxylysino-norleucin (de-HLNL), dehydrohydroxylysino-norleucin (deH-HLNL) nebo
dehydrodihydroxylysino-norleucin (deH-DHLNL). Lysino-norleucinova pfi¢na vazba mezi
dvéma kolagennimi molekulami mize reagovat s dalsim lysinem v tfeti kolagenni molekulu,
ktera vede k tvorbé trivalentni pfi¢né vazbe.

Keto-iminy patii také do skupiny enzymaticky iniciovanych prficnych vazeb. Tyto
hydroxy-lysyl-aldehydy podléhaji Amadoritho preusporadani za tvorby hydroxylysino-5-
ketonorleucinu (HLKNL). Tento keto-imin mize byt kysele hydrolyzovan a poté redukovan
borohydridem za vzniku dihydroxylysino-norleucinu (DHLNL) (Obr. 5). V kosti a ostatnich
kalcifikujicich tkdnich mohou také vznikat mezi hydroxylysinem a lysinem pfi¢né vazby.
Prikladem takove pricné vazby je lysino-5-ketonorleucin (LKINL).

Reakci intramolekularniho produktu kyselé aldolové kondenzace (tj. ACP) s histidinem
vznika aldolhistidin a ten muze dale reagovat s dal§im lysinovym zbytkem za tvorby

tetrafunk¢ni pri€né vazby histidinohydroxymerodesmosinu (HHMD).
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Obr. 5. Schéma biosyntézy kolagennich pricnych vazeb odvozenych od lysinu a
hydroxylysinu (prevzato [77]).

Jednotlivé enzymaticky tvorené produkty posttransla¢nich modifikaci

Lysino-norleucin (LNL): Vznika reakci allysinu a lysinu (Obr. 6)

Hydroxylysino-norleucin (HLNL): Prvni redukovatelna pri¢na vazba izolovana z nativniho
kolagenu. Tato pricna vazba byla objevena v pokozce [76]. Biosyntéza HLNL se ubira dvéma
sméry. Aldimin odvozeny od allysinu a hydroxylysinu a ketoforma lysino-5-ketonorleucin
odvozeny od hydroxyallysinu a lysinu jako vysledek spontanniho Amadoriho usporadani

(Obr. 6).

Dihydroxylysino-norleucin (DHLNL): Vznikd odvozenim 2z hydroxyallysinu a
hydroxylysinu. Tato pfi¢na vazba se vyskytuje v kosti a dentinu [77] (Obr. 6).

Dehydrohydroxylysinonorleucin (deH-HLNL): Tato intermolekularni pricna vazba byla

objevena Baileyem [78]. Telopeptidové lysiny obsazené v chrupavkach a kostech jsou vysoce
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hydroxylovany za vzniku dehydro-dihydroxylysinonorleucinu, ktery se vétSinou preusporada
v hydroxylysino-keto-norleucin, deH-HLNL v pokoZzce [79] reaguje s histidinovym zbytkem
za vzniku zralého histidinohydroxylysino-norleucinu (HHLNL) a opét v chrupavce dochazi k

hydroxylaci telopeptidovych lysinu za vzniku hydroxylysyl-pyridinolinu (HL-Pyr).

Histidinohydroxymerodesmosin (HHMD): Je pfitomen ve vét§iné kolagennich typu,
zejména se nachazi v pokozce [80], nedavno byl objeven i v rohovce [81]. Jeho struktura se
jevi jako vysledek interakce intramolekularniho produktu aldolové kondenzace s histidinem a

hydroxylysinem. (Obr. 7a.)

Aldol-histidin: Je popsan v hovézim kolagenu [77] (Obr. 7b.).

Hydroxyaldolhistidin: Jeho struktura je konzistentni s kondenza¢nimi produkty jako jsou

alysin, hydroxyalysin a histidin [77].

i i i
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2Ny \ 2N
H,C HyC H,C
255 \ \
CH, CH, CH—OH
/ / /
H,C H,C H,C
\ N AN
NH NH NH
/ 4 /s
/CH2 /CH—OH CH__OH
7/
\ \ \
CH, CH, CH,
/ / /
HN—HC'_ HN—HC Ho,N—HC
ﬁ—OH ﬁ—OH ﬁ—OH
o) O o)
Lysino-norleucin Hydroxyiysino-norleucin Dihydroxylysino-norieucin

Obr. 6. Lysino-norleucin, hydroxylysino-norleucin, dihydroxylysino-norleucin (pfevzato
[77)).
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Pyridinoliny: Tyto pricné vazby jsou stabilni v kyselém prostredi, jsou citlivé k UV zareni a
fluoreskuji. Hydroxylysyl-pyridinolin (HL-Pyr) byl poprvé identifikovan Fujimotou a kol.
[82], tato vyzrala pri¢na vazba je slozena ze dvou hydroxylysyl-aldehydovych zbytka a
hydroxylysinu ~ (Obr. 8 b), proto se dominantné¢ vyskytuje ve vice hydroxylovanych
kolagenech, jako je kolagen typu II nachéazejici se v chrupavce. Nizkéa hladina pyridinolinu je

v kosti, kde je Caste€né zastoupen [83].

a)
NH. - CH - COOH ng
< ~ -~ HC 0T -~ CE, - CH
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; ‘ i { ?'
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o Z I | H
COOH (CH, )
g B
N, = CH = COGH
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123 | 2

CH N N COOH
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Obr. 7. a) Histidinohydroxymerodesmosin a b) aldol-histidin (prevzato [77]).
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Obr. 8 Tvorba charakteristickych  vyzralych  pficnych  vazeb a) Histidino-
hydroxylysinonorleucin (HHL) odvozeny od dvojfunkéniho hydroxylysinonorleucinu
(HLNL) a histidinu b) pyridinoliny odvozené od dvojfunkénich keto-imina (hydroxylysino-5-
ketonorleucin HLKNL a lysino-5-ketonorleucin LKNL) a aldehydid hydroxylysylovych
telopeptida. (prevzato [76]).

N-hexosyl-lysin a N-hexosyl-hydroxylysin: Mohou byt izolovany z kolagenni chrupavky a

pokozky. Vyskytuji se fyziologicky v tkanich, nicméné jejich koncentrace stoupa s vékem.
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2.4.2.2. Neenzymaticky iniciované pricné vazby

Piiéné vazby odvozené od neenzymatické glykace (tj. reakce volné aminoskupiny
aminokyseliny s redukujicim cukrem) se vyskytuji zejména u dualezitych patobiologickych
procest. Patologické efekty procesu nazyvajiciho se neenzymatickd glykace se odrazeji v
degenerativnich zmé&nach béhem starnuti, jako jsou chronické komplikace u diabetes mellitus,
renalniho onemocnéni, mohou byt také rozpoznany jako neurologické onemocnéni -
Alzheimerova choroba dale vrozvoji revmatoidni artritidy, osteogenesis imperfekta. Je
mozné predpokladat, Ze neenzymatické glykace ucinkuji jako zesilovae oxidacniho
poskozeni. Glykooxidace je spojovana se zvySenym oxidacnim stresem. Pocet té€chto pficnych
vazeb ve svalovych tkanich roste s pribyvajicim vékem.

Mezi nejvyznamnéjsi zatim identifikované piicné vazby neenzymatické glykace patfi
pentosidin (viz nize), dale crossline (Obr. 9) [84], vesperlysiny, (A, B, C) (Obr. 10 a),
crossline A a B (Obr. 10 b), 1-alkyl-2-formyl-3 4-diglukosyl-pyrol (AFGP) (Obr. 11),
imidazoliové slouCeniny: N N(-di(N*-lysino))-4-metyl-imidazolium (metylglyoxal-lysin
dimer, MOLD) izolovany in vitro inkubaci N®-hippuryllysinu a metylglyoxalu [85] a
N N(-di(N*~lysino))imidazolium (glyoxal-lysin dimer, GOLD), ale také pentosidinu-podobné

fluorescenéni produkty, imidazolysin, déale furosin.

Pentosidin: Fluorescentni pricna vazba s imidazopyridinovou strukturou (Obr. 12 a).
Pentosidin byl charakterizovan Sellem a Monnierem [86] v lidské plené mozkomiSni. Vznika
reakci pentozy (ribozy) s amino skupinou lysinu a argininu. Jeho struktura byla ovérena
syntézou lysinovych a argininovych zbytkd s pentozou (Obr. 12 b) Drivejsi studie dokazuji,
ze pentosidin je ve velké mife nahromadén v tkanich podléhajicim starnuti a jeho tvorba
v téchto tkénich urychluje prabéh diabetu mellitus a urémii [87, 88]. Dale studie ukazuji,
pentosidin jako glykooxidacni marker pokroc€ilé Maillardovy reakce starnuti, diabetu mellitus,
a uremii [89]. Koncentrace pentosidinu je zvysSena ve starnoucich tkanich bohatych na
kolagen [90, 91], dale v o€ni Cocce [92], kde dochazi k oxidaci kyseliny askorbové (Obr. 13)
a také je zvySena u diabetické nefropatie [88]. Pentosidin je také pritomen v plazmatickych
proteinech diabetickych pacientu [93], v koznim kolagenu [86, 88, 94, 95], v bazalni
glomerularni membrane [86, 96]. Typicka vinova délka fluorescence pro tuto pricnou vazbu

je A =335 ex/385 em.
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Vesperlysiny: Tii fluorescenéni pficné vazby, vesperlysiny A, B a C byly detekovany

kyselou hydrolyzou in vitro u glykovaného hovéziho albuminu [97].

Crivsslne

Obr. 9. Struktura crosslinu  (prevzato [98]).
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(pfevzato [86]).
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Dale mezi lysinové modifikace patfi tyto nefluorescencni produkty posttranslacnich
modifikaci:
pyralin, karboxymethyllysin (CML), ktery byl detekovan u in vitro glykovanych protein(
v moc€i a o¢ni Cocce [99] (Obr. 14) a karboxyethyllysin (CEL), homolog CML, ktery byl také
detekovan v ocfni Cocce a jeho hladina se zvySuje sveékem [100] (Obr. 15),
karboxymethylornithin (CMO) (Obr. 16), N”-karboxymethylarginin (CMA) (Obr. 17a) a také
a- N-(4-0x0-5-dihydroimidazol-2-yl)-1-ornitin (a-NFC-1) (Obr. 17b).

Pyralin: Je jednim z dulezitych pyrolu, jez vznika béhem Maillardovy reakce. Pro in vivo
studie se konjugat pyralinu pouziva jako monoklonalni protilatka [101]. Pozorovani zvySené
pyrazinové imunoaktivity u starnoucich a diabetickych ledvin siln€ naznacuje probéhlou
rozvinutou Maillardovu reakci. Vznik téchto od glukozy odvozenych pyrold ma vyznam pro
patologicky vznik a vyvoj diabetické nefropatie (Obr. 18). Pyralin ma také schopnost
kondenzovat sdm se sebou za tvorby éterovych nebo methylenovych pyrolovych mustka,

které mohou predstavovat pfi¢né vazby mezi kolagennimi fibrilami.

(lj() ?0 CH;,
, - /
H?— (CH,),~NHCH,COy H(I:— (CH,)y~NH~— C:- H
TH TH CO,
CML CEL
Obr. 14. Karboxymethyllysin (pfevzato [102]). Obr. 15. Karboxyethyllysin (prevzato

[102]).
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Obr. 16. Tvorba karboxymethylornithinu (prevzato [103]).
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Obr. 17 a) Struktura N®- karboxymethylargininu, b) struktura a- N®-(4-0x0-5-

dihydroimidazol-2-yl)-1-ornithinu (a-NFC-1) (prevzato [104]).
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Tribzové cukry jsou velmi reaktivni, dileZitou ulohu hraji glyceraldehyd a
glyceraldehyd-3-fosfat. Noveé objevené triosidinové piicné vazby maji vyznamnou ulohu
v posttranslaéni modifikaci kolagena [105]. Inkubaci glyceraldehydu s N(a)-acetyl-L-lysinem
a N(o)-acetyl-L-argininem byly izolovany ¢tyfi nové pyridinové slozky Maillardovy reakce
nazyvané triosidiny. Dva z nich lysin-hydroxy-triosidin[1-(5-amino-5-karboxypentyl]-3-[(5-
amino-5 karboxypentylamino)methyl]-5-hydroxypyridinium] a arginin-hydroxy-triosidin [2-
(4-amino-4-karboxybutylamino)-8-[(5-amino-5-carboxypentyl)-6-hydroxy-3,4-dihydro-
pyrido[2,3d]pyrimidin-8-ium] jsou fluorescencni, lysin-lysin a lysin-arginin pri¢né vazby.
Jejich struktura byla identifikovana pomoci NMR a hmotnostni detekce. Dalsi dva UV-aktivni
lysinové  adukty, trihydroxy-triosidin  [1-(5-amino-5-karboxypentyl)-3,4-dihydroxy-5-
(hydroxymethyl)pyridinium] a triosidin  karbaldehyd [1-(5-amino-5-karboxypentyl)-3-
formylpyridinium] byly také identifikovany pomoci MS. VsSechny struktury vyzaduji Sest
derivovanych uhliki jako &ast heterocyklického kruhu. Pouze nova priéna vazba arginin-
hydroxy-triosidin byla vytvorena z glyceraldehydu-3-fosfatu jako metabolicky meziprodukt
glykolyzy. Lysin-hydroxy-triosidin a arginin-hydroxy-triosidin byli detekovany v lidské a
praseci rohovce.

Mezi argininové modifikace fadime slouCeniny jako jsou hydroimidazolony a
argpyrimidiny.

Tyto pricné vazby jsou tvoreny modifikaci argininovych zbytkii v kolagenu.
Imidazolony vznikaji reakci glyoxalu, methylglyoxalu a 3-deoxyglukosonu s argininovym
zbytkem [106]. Argpyrimidiny jsou naopak tvoreny reakci dvou methylglyoxalovych molekul
a argininové peptidové vazby [107] (Obr. 19). Tato slouCenina byla popsana Shipanovou

[108]. Do téchto modifikaci patti i zmifiovany N”-karboxymethylarginin (CMA) (Obr. 17a)
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Arginine Modifications
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Obr. 19. Argininové modifikace, a) Imidazolony b) Argpyrimidin (prevzato [76]).
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2.5. Separace, analyza a identifikace produkti posttranslaénich

modifikaci

V sou€asnosti nejpouzivanéj§i metody pro charakterizaci proteinii vyuzivajicich
technik MS spojené se separacnimi technikami jsou (HPLC, 2-DE, CE). Tyto techniky
umoZziiuji stanoveni velkého poCtu analytil, které musime separovat a charakterizovat v jedné
globalni analyze smési proteinu. Zatimco projekt sekvence lidského genomu pracoval
s desitkami tisic gent [109], celkovy poCet moznych proteinii v organizmu se odhaduje az
viadu miliond [110]. Proteiny jsou znacné rtznorodé, lisi se velikosti, nabojem 1
hydrofobicitou. Mnohé z nich jsou navic posttranslacné modifikovany nebo tvori komplexy
s jinymi proteiny, ¢i nukleovymi kyselinami, ale i napf. s kovy apod.

Cesta k odhaleni vsech lidskych proteind bude jesté dlouhd a namahava, protoze je
tfeba charakterizovat kazdy protein kodovany lidskym genomem, porozumét jeho funkeci,
struktufe, molekularnim interakcim, vzajemnou provazanosti jejich tvorby a regulacim

v ruznych typech bunek a za riznych fyziologickych podminek.
2.5.1. Separace proteinu

Jednou z nejvyuzivanéjSich metod pfi proteomické analyze je kombinace
vysokoucinné dvoudimenzionalni gelové elektroforézy (2-DE) slouzici k separaci proteinu,
s hmotnostni spektrometrii (MS) vyuzivanou k identifikaci proteinovych skvrn z gell.
Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE) je dnes zakladni metodou separace komplexnich
proteinovych smési. Nejprve jsou proteiny v prvnim sméru rozdéleny podle svych naboju
(podle izoelektrickych bodl, pl), a poté vkolmém sméru podle svych molekulovych
hmotnosti. Vysledkem je tzv. proteinova mapa, v niz kazdy protein zaujima charakteristickou
pozici. Pres své nesporné prednosti ma 2-DE nékteré nedostatky, napf. nizkou ucinnost
solubilizace membranovych proteind a omezeni v déleni hydrofobnich proteint ¢i proteini o
extrémni velikosti nebo naboji [111]. Elektroforeticky separované proteiny jsou pfimo na gelu
Stépeny proteazou (typicky trypsin) a vysledné peptidy jsou vyextrahovany a identifikovany
hmotnostni spektrometrii technikou matrix assisted laser desorption ionization (MALDI) nebo
electrospray 1onization (ESI-MS). V pokrocilém stadiu muze byt ale také spojena i

s technikou HPLC-MS. Signaly peptidt a jejich fragmenti jsou urCeny s takovou presnosti, Ze
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porovnani pika ur€itého peptidu a jeho fragmentace s databazemi (napt. Swiss-Prot/TrEMBL)
vede k identifikaci proteinu vcetné jeho modifikaci [112].

Vedle pristupu kombinujiciho 2-DE s hmotnostni spektrometrii se objevuji nové, na
gelové elektroforéze nezavislé pristupy, jednim znich je napf. technologie
multidimenzionalni proteinové identifikace (MudPIT-multidimensional protein identification
technology).

Jiny pristup, ktery je zalozeny na hmotnostni spektrometrii, vyuZiva izotopem
kodované afinitni znacky (ICAT-isotope coded afinity tags), které reaguji se sulthydrylovymi
skupinami proteinii a obsahuji raménko, které muze byt deuterované, a biotinovou znacku.
Objevuji se i dalSi postupy separace jako je technika diferencniho fluorescencniho znaceni
proteinti (DIGE) &i fluorescencni detekce separovanych proteinu.

Pro stanoveni a kvantifikaci peptidi se pouziva i elektromigracnich metod. Metodu
RP- HPLC lze také pouzit pro stanoveni smési peptidd, ale tato metoda je vice G€innégjsi ve
spojeni HPLC/CE.

Studium proteomiky vyuziva nové hmotnostné¢ spektrometrické metody (MS),
zabyvajici se zejména vyhodnocenim peptidu a produkti glyko-oxidaci, které maji lépe
porozumét roli neenzymatické glykace u chronickych onemocnéni a v procesu starnuti [113].

Pro peptidovou/proteinovou analyzu se ukazala jako slibna metoda spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Metodou kapalinové chromatorafie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) Ize spolehlivé kvantifikovat peptidy a
nasledné i proteiny

Nejpouzivanéj§i MS technikou v analyze proteinu Ci peptidu je v souCasnosti beze
sporu hmotnostni spektrometrie s ionizaci MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
lonization) [114], ale také MALDI time of flight-MS (MALDI-TOF-MS), pro identifikaci
proteint se vyuziva také 2DE HPLC/MS. Nejjednodussi zpusob realizace 2DE-HPLC je
zobrazen na (obr. 20) [115]. V prvni dimenzi je vzorek obsahujici peptidy vzniklé
enzymatickym S§tépenim smési proteind nanesen automatickym davkovacem na kolonu
obsahujici silny katex. Kazda z frakcei je nejprve vedena na rekoncentracni kolonku, kde dojde
k zachyceni eluovanych peptidi. Poté dojde k prepnuti rekoncentracni kolonky do druhé
dimenze (prutok fizeny napf. nano pumpou) a postupnym gradientem organické faze dochazi

k vymyti peptidi na analytickou kolonu.
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Obr. 20. Online 2DE-HPLC se semikontinualnim gradientem [115].

2.5.2. Aplikace proteomiky v analyze proteinu

Proteomiku lze podle aplikaci rozdé€lit do tfi hlavnich oblasti [116]. Prvni je
mikrocharakterizace proteind, ktera se vyuziva pro identifikaci proteini a pro studium jejich
posttranslacnich modifikaci. Mikrocharakterizace proteini nam pomaha zjistit, jaka je aktivni
a funk¢ni forma, ve které se proteiny vyskytuji v organizmu. Druhou oblasti je tzv. srovnavaci
proteomika, zabyvajici se porovnavanim hladin proteinu. Tato technika je velmi dulezita a
pouzivana pro studium rozdilnych stavli organizmu, napr. patologickych ¢i normalnich, a pro
vyhledavani proteind, jejichz vyskyt ¢i hladina dany stav charakterizuji. Vysledky srovnavaci
proteomiky mohou byt vyuzitelné pfi diagnostice a 1é€bé fady nemoci. Posledni oblasti je
studium interakci typu protein-protein. Sledovani interakci typu protein-protein mize slouzit
napft. k identifikaci multienzymovych komplext ¢i k hledani substratu a ligandt pro enzymy a

receptory.

2.5.3. Analyza produktu posttransla¢nich modifikaci (glykaci)

In vitro a in vivo glykace vedou jak k polymerizaci riznych proteinu tak i k tvorbé
monotypicky navazanych molekul na proteinu. Pro urCeni stupné glykace bilkovin je uzivano
mnoha rozdilnych metod [117], [118]. K analyze polymerizovanych proteini se pouziva
gelova elektroforéza, lze také pouzit nektery z typu gelové permeacni chromatografie. Pro

analyzu  monotopickych  proteinovych modifikaci se pouziva iontové-vyménné
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chromatografie [45] nebo nékteré metody fokusace (chromatofokusing, izoelektricka
fokusace). K analyze nekterych typi glykaci (modifikace proteind vyuzivajici reaktivity
vicinalnich hydroxy skupin cukri) lze pouzit metody afinitni chromatografie. V soucCasné
dobé je s oblibou pouzivana boratova afinitni chromatografie [119]. V poslednich letech byl
zaznamenan velky pokrok v oblasti pfimého spojeni separatnich a spektralnich technik. V
prvnim kroku se smés latek rozdéli separacni technikou vhodnou pro danou smés napi. HPLC
technikou, (napf. HPLC metoda byla také vyvinuta a pouzita pro stanoveni glykovaného
hemoglobinu HbA . [76], [120]), kapilarni elektroforézou, nebo planarni chromatografii a ve
druhém kroku po rozdéleni latek se vhodnou spektralni metodou (napt. hmotnostni
spektrometrie, UV/VIS spektrometrie, IC spektrometrie) ziskaji strukturni informace o
jednotlivych slouceninach. V optimalnim pripadé je mozné identifikovat jednotlivé slozky
neznamé smeési nebo alespon Castecné odvodit jejich struktury [114]. Pro stanoveni
hemoglobinu HbA,; bylo vyvinuto vice technik nez jen HPLC. Mezi nejcastéji pouzivané
metody radime iontoveé-vymeénnou chromatografii, afinitni chromatografii,
isoelektrofokusing, spektrofotometrické metody a imuno metody [121].

Pro stanoveni vznikajicich produkti posttranslatnich modifikaci se pouzivaji
chromatograficke techniky mezi né€z radime plynovou chromatografii (GC) a kapalinovou
chromatografii. Pro stanoveni glykovanych aminokyselin a peptidia [113], byly pouzity
techniky sprazené s hmotnostni detekci jako jsou LC-ESI-MS. Technika matrix-assisted laser-
desorption ionization-MS (MALDI-MS) byla také pouzita pro proteinovou analyzu [122],
napf. slouCenina znama jako N®-karboxymetylarginin (CMA) byla identifikovana pomoci
MALDI-MS a magnetické rezonance. Pro stanoveni proteinii se také pouziva technika
nazvana fast atom bombarded (FAB-MS), tato technika byla poprvé pouzita pro zjisténi
hladiny pentosidinu [86], pro stanoveni karboxymethyllysinu byla pouzita plynova
chromatografie ve spojeni shmotnostni detekci (GC/MS) [65]. Dalsi jiz zmifiovanou
technikou pro stanoveni posttranslatnich produkti je boratova afinitni chromatografie,
iontov€ vymeénna chromatografie. Také sem patii metody jako jsou polyakrylamidova gelova
elektrochromatografie, chromatofokusing, SDS-PAGE, také nuklearni magneticka rezonance
(NMR  spektra), imuno metody jako jsou enzymoimunoanalyzy (enzyme-linked
ImunoSorbent Assay, ELISA) a radioimunoanalyzy (radioimmunoassay, RIA) [101], [123] se
pouzivaji zejména pro stanoveni karboxymetyllysinu (CML) [65], karboxyetyllysinu (CEL),
karboxymethylornitinu (CMO) a pentosidinu [86], [124], [90]. Fluorescenni pficné vazby se
stanovuji zejména fluorescenci. Triosidiny jsou stanovovany HPLC technikou s fluorescenéni

detekel.
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3. CILE PRACE
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Cilem predlozené prace bylo ziskat poznatky o glykaci (neenzymatické glykosylaci)
pojivovych bilkovin vcetné tdaji o chemické povaze latek, které prfi glykacnich reakcich
vznikaji.

Jednotlivymi cily prace bylo:

Odhalit zmény kolagenu u experimentalnich zvirat v zavislosti na jejich fyziologickém
stavu (hypertriglyceridemicka zvirata, dlouhodobé podavani cukru) v rozdilnych tkanich se
zaméfenim na pri¢né-vazebny element-pentosidin.

Vyvinout U€inné analytické metody a postupy umoziujici analyzu posttranslaéné
modifikovanych proteini. Tyto metody zahrnuji metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie, kapilarni elektroforézy, jejich vzajemného propojeni a také i primé spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Vyvinuté metodiky aplikovat na analyzu modifikaci konkrétnich
bilkovin — albumin a kolagen.

Pokusit se identifikovat reaktivni mista modifikaci a identifikovat vzniklé modifikace.

Porovnat reaktivity jednotlivych latek (oxo-sloucenin) s bilkovinami, a to vedle

analyticko-separacnich metod 1 spektralnimi metodami.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

58



4.1. CHEMIKALIE

Vsechny uvedené chemikalie pouzité pro tuto studii byly dostupné,; '\//ysokém stupni
cistoty. Triflourooctova kyselina, acetonitril, metanol, chloroform, heptafluorbutyrova
kyselina, fenol, 2-merkaptoetanol, Tris(hydroxymetyl)aminometan hydrochlorid (Tris-HCI)
byly ziskany od firmy (Merk, Darmstadt, Germany) fenylizothiokyanat byl ziskan od firmy
Pierce (Rockford, IL, USA), kolagen typu I, glukoza, riboza, glyoxal, glutaraldehyd,
kolagenaza (E.C. 3.4.243., 08 U/mg), I1-heptansulfonat sodny, lysin, bromkyan,
malondialdehyd a N"-acetylarginin, BIS (N,N-metylenbis-akrylamid) a akrylamid, amonium
persulfat (APS), bromfenolova modr (3,3,5,5-tetrabromfenolsulfoftalein),
tetrametyletylendiamin  (TEMED), glycerol, SDS, proteinové molekularni markery
(ovalbumin,  glyceraldehyd-3-fosfat. dehydrogenaza, karboanhydraza, trypsinogen,
laktalbumin), diglycin, tetraglycin, pepsin, trypsin, albumin byly ziskany od Sigmy (St. Louis,
MO, USA), HCI, NaCl, chlorid vapenety a fosfat sodny byly ziskany od Lachemy (Brno,
Ceska Republika), octova kyselina od Lach-Ner (Neratovice, Ceska Republika), glycin byl
ziskan od Reanal (Budapest, Hungary), VSechny roztoky byly pfipraveny z ultra €isté vody
milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA),

4.2. INSTRUMENTACE

4.2.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie a vysokoucinna kapalinova

chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

V této studii bylo pouzito pristroje HPLC 1100 LC/MSD (Hewlett-Packard, Agilent,
Palo Alto, CA, USA), skladajiciho se zdegaséru, binarni pumpy, autosampleru,
termostatované kolony, spektrofotometrick¢ho detektoru. Pro spojeni HPLC s MS byla
pouzita ionizace elektrosprejem za atmosférického tlaku (API-ESI-MS). Tento HPLC systém
byl také pouzit pro analyzu kolagenu typu I, kde byly pouzity detektory s diodovym polem.
Pro ovéreni pentosidinu bylo pouzito fluorescencniho detektoru. Tento HPLC systém byl také

spojen s iontovou pasti hmotnostniho spektrometru (Agilent LC-MSD Trap XCT-Ultra).
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4.2.2. Kapilarni elektroforéza a kapilarni elektroforéza spojena

s hmotnostni spektrometrii

Pro stanoveni kolagenu typu I byla pouzita kapilarni elektroforéza typu P/ACE 5000
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA), sestavajici se z kifemenné kapilary délky 40/47
nebo 50/57 cm k detektoru, spektrofotometrického detektoru. Pro stanoveni posttranslacnich
modifikaci byla elektroforéza spojena s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti (Agilent

LC-MSD Trap XCT-Ultra) a byla pouzita kiemenna kapilara o délce 100 cm a priméru 75

um
4.2.3. Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Elektroforéza byla provedena systémem Mini-Protean 3-Electrophoresis (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA).

4.3. MATERIAL A METODY

4.4. POKUSY INVIVO

4.4.1. Zvirata pro pokusy

Vzorky kiZze, aort a ocasnich Slach byly odebrany z potkani kmene Wistar, Lewis a
HTG chovanych v oddé&leni experimentalni hypertenze Fyziologického ustavu AVCR. HTG
potkani byli vyselektovani z puvodniho kmene Wistar. Laboratorni potkani byli chovani
oddélené po jednom v kazdé chovné nadobé€ a krmeni dietou DOS 2b. Zvirata vybrana pro
pokusy byla Sest mésicu stard. Pri pokusu byli potkani rozdéleni do dvou skupin. Prvni
(kontrolni) skupinu tvorila zvifata krmena standardni dietou. Druhou skupinu tvorila zvifata

napajena vodou o vyssim obsahu fruktozy (10%).

4.4.2. Zpracoviani tkani

Byly odebrany ¢asti thorakalni aorty (2-4 cm dlouhé), vzorky dorzalni kiize (4x4 cm) a
vzorky ocasnich Slach (kolagenni vlakno). Ze vzorkli byla odstranéna prebyte¢na tkan,
material byl omyt izotonickym roztokem NaCl a delipidovan pomoci postupné extrakce

v chloroformu a methanolu 2:1(v/v) po dobu 3 dnia. Poté byly vzorky vlozeny do roztoku
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NaCl, kde se louhovaly dalsi tfi dny. Nakonec byly vzorky tkani omyty vodou a vysuSeny
(24h pii 110 °C).

4.4.3. Méreni pentosidinu

Vzorky proteinu (kiZe, ocasnich §lach a aort) byly kysele hydrolyzovany v 1 ml HCI
(6 mol/l HCl s 2 % fenol) po dobu 20h pfi 110 °C pod dusikovou atmosférou. Poté bylo 200
ul hydrolyzatu zlyofilizovano a rozpusténo v 25 ul 2 % heptafluorobutyrové kyseliné (HFBA)
a 10 pl vzorku bylo nastfiknuto na HPLC kolonu (Atlantis; reverse-phase C18; 50 x 3,9 i.d.
mm; Waters). Eluce probihala v gradientu: A) voda s 0,1 % HFBA a B) acetonitril s 0,085 %
HFBA od 0 % B do 9 % B po dobu 2 min, gradient pokracoval od 9 % do 17 % B po dobu 21
min, dale 25 min od 17 % do 100 % B. Poté byla kolona ekvilibrovana 100 % A 10 minut.
Priatok mobilni faze byl 0,8 min/l a kolona byla temperovana na 40 °C. Eluent byl sledovan

pomoci fluorescencniho detektoru pfi 332ex/378em.

4.4.4. Priprava pentosidinového standardu

Pentosidinovy standard byl pfipraven dle modifikované metody popsané¢ Dyerem a
spol. [125]. Pripraveny vodny roztok (1000 ml, 100 mmol/l N*-acetylarginin, lysin a glukdza
v 200 mmol/l fosfatovém pufru o pH 9.0) byl zahfivan pii 65 °C jeden den. Poté byl vodny
roztok lyofilizovan a tento produkt byl dale extrahovan ve 200 ml methanolu. Po odpafreni
methanolu byl zbytek rozpustén ve 150 ml vody (s 0,1 % HFBA) a 1 ml alikvotu byl
extrahovan na Sep-Pak C-18 kolonce (Waters). Frakce bohata na pentosidin byla eluovana
s 15 % acetonitrilem (s 0,1 % HFBA). Eluat byl zkoncentrovan, vysusen a rozpustén v 1 %
trifluoroctové kyselin€ (TFA). Pentosidin byl precistén ve dvou krocich pomoci HPLC na
Supelcosil LC-318 koloné (250 x 4,6 mm i.d, 5 um, 300 A). Pfitomnost pentosidinu byla

potvrzena méfenim jeho fluorescenéniho spektra.

4.4.5. Aminokyselinova analyza

K aminokyselinové analyze byla pouzita metoda predkolonové derivatizace
s fenylizothiokyanatem (PICO-TAG systém; Waters), poté nasledovala separace vysledného
produktu na HPLC na obracené fazi (C,g, Pico-Tag kolona 300 x 3,9 i.d. mm; Waters)
v acetatovém pufru (pH 6,4; 0,14 mmol/l) v acetonitrilovém gradientu. Kysela hydrolyza byla
provedena v parach HCl s 1 % fenolem (6 mol/l HCI pii 105 °C) po dobu 18 hodin.

Hydrolyzat byl odparen do sucha a opét rozpustén ve vodé k odstranéni kyseliny.
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Vsechna data byla vyjadiena s relativni standardni odchylkou (SD). Statistické
analyzy dat byly provedeny vypoctem pouzitim Studentova f-testu, se statisticky vyznamnou

odchylkou P < 0,05.

4.5. POKUSY INVITRO

4.5.1. Priprava glykovanych vzorku

4.5.1.1. Priprava glykovaného vzorku hovéziho sérového albuminu

Hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci 1 mg/ml byl rozpustén v0,2 M
fosfatovém pufru o pH 7,4 a inkubovan pti 37°C (96 h) s jednotlivymi slouCeninami
obsahujicimi oxo-skupinu (glukoza, riboza, glyoxal, glutardialdehyd). Koncentrace vSech

reaktantt byly 100 mmol/l. Za stejnych podminek byly inkubovany kontrolni skupiny.

4.5.1.2. Priprava glykovaného vzorku kolagenu typu L

Kolagen typu I (z hovézi kiize) o koncentraci 10 mg/10ml byl suspendovan v 0,2 M
fosfatovém pufru o pH 7,4 a inkubovan pii 37 °C po dobu 48 h s jednou z nasledujicich oxo-
sloucenin: glukézou (180 mg/10 ml), ribézou (150 mg/10 ml) nebo malondialdehydem (164
1l/10 ml). Po inkubaci byly vzorky zcentrifugovany (2000 g/5 min), supernatant odstranen a
zbytek byl dvakrat promyt vodou a centrifugovan. Za stejnych podminek byly inkubovany

kontrolni skupiny.

4.5.1.3. Odsoleni vzorku albuminu

Vzorky byly odsoleny na kolonce Econo-Pac 10 DG (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Nejprve byla kolonka promyta pufrem (20 mmol/l NHsHCOs, pH = 7,8) v dalsim
kroku byla kolonka naplnéna 3 ml vzorku albuminu (1 mg/ml), timto vzorkem byla kolonka
promyta, nasledné byla kolonka opét promyta 4 ml pfipraveného pufru a tyto frakce jiz byly
sbirany. Vzorky byly poté lyofilizovany.
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4.5.2. Stépeni vzorku

4.5.2.1. Stépeni vzorkii hovéziho sérového albuminu (BSA)

Odsolené vzorky albuminu byly nafedény na koncentraci 3 mg/ml ve 20 mmol/I
NH4HCO; pufru o pH = 7,8 a $tépeny trypsinem (1:50, enzym:substrat). Kontrolni vzorky
byly pripraveny za stejnych podminek inkubaci vzorku s enzymem. Inkubace probihala pfi 37
°C po dobu 36 hodin. Poté nasledovala 5-ti minutova centrifugace pti 2000 x g, supernatant

obsahoval nastipané peptidy, vzorky byly uchovany pri - 18 °C.
4.5.2.2. Stépeni vzorki kolagenu typu I

4.5.2.2.1. Stépeni kolagenu kolagendzou
Kolagen (1mg/ml) byl Stépen bakterialni kolagenazou v poméru (kolagen/kolagenaza,
50:1, w/w). Inkubace probihala pfi 37 “C po dobu 48 h v kolagenazovém aktivacnim pufru
(200 mmol/l NH4HCOs3, 1 mmol/l CaCl,, pH =7,8). Kontrolni vzorek byl pripraven inkubaci
vzorku s enzymen za stejnych podminek jako vzorek kolagenu. Po inkubaci byly vzorky 5

min centrifugovany pfi 2000 x g. Supernatant byl oddélen a uchovan pfi -18 °C.

4.5.2.2.2. Stépeni kolagenu proteindzou K
Kolagen (1mg/ml) byl Stépen proteinazou K v poméru (kolagen/proteinaza, 50:1,
w/w). Inkubace probihala pfi 37 °C po dobu 48 h v10 mM Tris-HCI pufru o pH 7,5.
Kontrolni vzorek byl pfipraven inkubaci vzorku s enzymen za stejnych podminek jako vzorek
kolagenu. Po inkubaci byly vzorky 5 min centrifugovany pii 2000 x g. Supernatant byl

oddé€len a uchovan pii -18 °C.

4.5.2.2.3. Stépeni kolagenu bromkyanem a ndsledné stépeni trypsinem
Vzorky kolagenu byly nejdfive redukovany merkaptoethanolem (25 %) v 200 mM
NH4HCOs o pH 7, po dobu 18 hodin. Merkaptoethanol byl odparen a vzorek zlyofilizovan. K
5 mg vzorku byly pfidany 2 ml 70 % HCOOH a roztok byl pod dusikovou atmosférou
probublan dusikem. Poté bylo pridano 35 mg krystalického CNBr, opét probublano dusikem a
ponechano stat pfi laboratorni teploté (25 “C) 20 hodin. Poté byl CNBr odpafen na vyhiivané
plotynce. K odparku bylo pridano 10 ml H,0 a byl zlyofilizovan. Lyofilizat byl rozpustén ve 2
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ml H,0. Vzorky kolagenu byly nasledné $tépeny trypsinem (kolagen/trypsin, 50:1, w/w) a
inkubovany pii 37 °C po dobu 48 h v pufru (200 mmol/l NH;HCO3 pH =7,8). Kontrolni
vzorky byly pfipraveny za stejnych podminek. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany 5 min.

pii 2000 x g supernatant oddélen a uchovan pfi— 18 °C.

4.5.2.3. Priprava interniho standardu pro CE albuminu
0,48 mg diglycinu a 0,48 mg tetraglycinu bylo rozpusténo ve 100 ul zakladniho pufru,
pro analyzu byly pfidany do vzorku 2 ul diglycinu a 1 ul tetraglycinu jako interni standardy

pro porovnani migra¢nich ¢ast jednotlivych vzorku.

4.5.2.4. Priprava interniho standardu pro CE kolagenu

0,1 mg diglycinu (Gly-Gly) bylo rozpusténo ve 100 ul vody (1 mg/ml). B&€hem
experimentu bylo do prvni frakce vzorku pridano 10 pl diglycinu, do druhé frakce 6 pl
diglycinu, do tfeti frakce 23 pl diglycinu, do ¢tvrté 6 pl diglycinu, do paté frakce 11 pl
diglycinu, do Sesté frakce 10 pl diglycinu a do sedmé frakce 15 pl diglycinu.

4.5.3. Analyza hovéziho sérového albuminu (BSA)

4.5.3.1. Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC) nestépeného BSA
Chromatografické analyza nestépeného BSA byla provedena na kolon¢ Supelcosil LC-
304 (25 cm x 4,6 mm, i.d., 30 nm velikost pora, 5 um) (Supelco, Bellefonte, PA). Bylo
nastfiknuto 10 pl vzorku (1 mg/ml). Vzorek byl eluovan pomoci linearniho gradientu mezi
mobilnimi fazemi: A (voda s 1% HCOOH) (v/v) a B (methanol-voda 75:25 50,75 %
HCOOH) (v/v), kdy gradient 0-100 % (v/v) B probihal 50 min pfi pritoku mobilni faze
4ml/min, poté nasledovala eluce 100 % B po dobu 5 min. Pred dalsi analyzou byla kolona
promyta 20 min pufrem A. Kolona byla temperovana na teplotu 25 "C. Nestépeny albumin

byl detekovan pfi vinové délce A=280 nm.

4.5.3.2. HPLC analyza peptidu tryptického stépeni BSA

Kolona Zorbax Eclipse XDB-18 (150 mm x 2,1 mm, i.d., 10 nm velikost poru, 5 um),
Rockland Technologies (Hewlett-Packard) byla pouzita k separaci tryptickych Stépi BSA.
Byl proveden nastrik 10 ul vzorku (1 mg/ml). Separace vzorku bylo dosazeno pomoci

linearniho gradientu mezi mobilnimi fazemi: A (voda s 0,1 % HCOOH) a B (methanol-
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acetonitril 1:1 s 0,075 % HCOOH). Gradient probihal od 0 do 100 % B 50 min pfi priitoku
mobilni faze 0,25 ml/min, nasledovala eluce 100 % B po dobu 5-ti minut. Kolona byla pred
kazdou analyzou ekvilibrovana 5-ti minutovym promytim pufrem A a temperovéana na teplotu

25 °C. Tryptické §tépy albuminu byly detekovany pii vinové délce A=214 nm.

4.5.3.3. HPLC/MS analyza nestépeného albuminu

Chromatograficka analyza nestépeného BSA byla provedena na kolon€ Supelcosil LC-
304 (25 ¢cm x 4,6 mm, i.d, 30 nm velikost poéra, 5 um) (Supelco, Bellefonte, PA). Bylo
nastiiknuto 10 pl vzorku (1 mg/ml). Vzorek byl eluovan pomoci linearniho gradientu mezi
mobilnimi fazemi: A (voda s 1% HCOOH) (v/v) a B (methanol-voda 75:25 s0,75 %
HCOOH) (v/v), kdy gradient 0-100 % (v/v) B probihal 50 min pfii pritoku mobilni faze
4ml/min, poté nasledovala eluce 100 % B po dobu 5 min. Pred dalsi analyzou byla kolona
promyta 20 min pufrem A . Kolona byla temperovana na teplotu 25 °C. Nestépeny albumin
byl detekovan pfi vinové délce A=280 nm.

HPLC/ESI-MS analyza byla provedena pomoci kvadrupdlového hmotnostniho
spektrometru s ionizaci elektrosprejem za atmosférického tlaku (API-ESI) v pozitivnim
modu. Analyza probihala za nasledujicich podminek (podminky analyzy byly optimalizovany
metodou FIA, flow injection analysis): pratok susiciho plynu (Nz) 10 L/min; teplota susiciho
plynu 350 °C; nebulizaéni tlak 1,7 x 10° Pa (25 psi); napéti na kapilate 4500 V; hmoty iontd
byly méreny v rozmezi m/z (jejich poméru naboje/hmota) 200-1500; fragmentor byl nastaven

na 80 V.

4.5.3.4. HPLC/ESI-MS analyza peptidu tryptického Stépeni albuminu

Tato analyza byla provedena pomoci kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru
s ionizaci elektrosprejem za atmosférického tlaku (API-ESI) v pozitivnim modu. Analyza
probihala za nasledujicich podminek (podminky analyzy byly optimalizovany metodou FIA,
flow injection analysis): prutok susiciho plynu (N;) 10 L/min; teplota susiciho plynu 350 °C;
nebulizaéni tlak 1,7 x 10° Pa (25 psi); napé€ti na kapilare 4500 V; hmoty iontu byly méreny

v rozmezi m/z (jejich poméru naboje/hmota) 200-1500; fragmentor byl nastaven na 80 V.

4.5.3.5. Kapilarni elektroforéza (CE) nestépeného albuminu
Separace byla provedena pri 10 kV v kifemenné kapilare (47 cm celkova délka, 40 cm
k detektoru, 75 um 1.D.) pfi 20 °C. K detekci byl pouzit fotometricky UV detektor (214 nm).

Separace vzorku probihala ve fosfatovém pufru jako zakladnim elektrolytu (50 mmol/l, pH =
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2,5). Vzorky byly nafedény vodou (1:1) a nastiiknuty hydrodynamicky (3,45 kPa, 1s). Pred
analyzou byla kapilara promyta pufrem (4 min). Po analyze byla kapilara promyta pufrem (1
min), vodou (Imin), 1 mol/l NaOH (3 min), vodou (1 min), 3 mol/l HCI (1 min) a vodou (1

min).

4.5.3.6. Kapilarni elektroforéza peptida tryptického §tépeni albuminu

Separace byla provedena v kiemenné kapilafre (57 cm celkova délka, 50 cm
k detektoru, 75 um L.D.) pri 20 °C. K detekci byl pouzit fotometricky UV detektor (214 nm).
Separace vzorku probihala ve fosfatovém pufru jako zakladnim elektrolytu (50 mmol/l) a
dvou pH (7,0 a 2,5). CE separace byla provedena pii 15 kV (pH 7,0); nebo pri 10 kV
v piipadé pH 2,5. Vzorky byly nafedény vodou (1:1) a nastfiknuty hydrodynamicky (3,45
kPa, 1 s). Pred analyzou byla kapilara promyta pufrem (5 min). Po analyze byla kapilara
promyta pufrem (1 min), vodou (1 min), 1 mol/l NaOH (3 min), vodou (1 min), 3 mol/l HCI

(1 min) a vodou (1 min).

4.5.3.7. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) modifikovaného BSA

Polyakrylamidovéa elektroforéza byla provedena na soupravé BIORAD Mini-
PROTEAN IIIL. Separacni gel (10 %) byl pfipraven smichanim 2,45 ml vody; 1,25 ml Tris-
HCI (1,5 mol/l; pH 8,8); 50 ul SDS (10 % (w/v)); 1,25 ml akrylamidu (30 % w/v)) a bis-
methylenakrylamidu (0,8 % (w/v)); 25 ul amonium persulfatu (APS) (10 % (w/v)) a 25 ul
TEMEDU. Gel polymeroval 45-60 min pfi pokojové teploté. Poté byl pfipraven fadici gel (4
%) smichanim 3,05 ml vody; 1,25 ml Tris-HCI (0,5 mol/l; pH 6,8); 50 ul SDS (10 % (w/v)),
0,65 ml akrylamidu (30 %) a bis-methylenakrylamidu (0,8 %); 25 ul APS (10 % (w/v)) a 5 ul
tetramethylethylendiaminu (TEMED). Tento gel se prevrstvil na separacni gel. Polymerace
radiciho gelu trvala 35-45 min. Lyofilizované vzorky proteind byly rozpustény ve vzorkovém
pufru (4 ml destilované vody; 1 ml 0.5 M Tris-HCI; pufru o pH 6,8; 0,8 ml glycerinu; 1,6 ml
10 % SDS; 0,4 ml 2-merkaptoetanol a 0,2 ml 0,05 % bromfenolové modie) a povareny po
dobu jedné minuty a aplikovany na elektroforézu (4-20 ul). Elektroforéza probihala pfi
pokojové teploté 60-90 min pfi 150 V. Proteiny byly gely obarveny Coomassie briliant blue
(0,25 % (m/v)) a nasledné¢ odbarveny 1 % (v/v) kyselinou octovou po dobu 120 min.
Vysledky separace byly naskenovany ploSnym skenerem (hp scanner 7400c; Hewlett-
Packard).

Metoda aminokyselinové analyzy (viz. kap. 4.4.5.) byla také pouzita pro analyzu

vzorkl kolagenu.
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4.5.4. Analyza kolagenu

4.5.4.1. Separace peptidu kolagenu §tépeného kolagenazou na obracené fazi HPLC
Chromatograficka separace byla provedena na kolon€ Jupiter Proteo 9 nm, 250 x 2
mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA), s pouzitim Synergi MAX-RP, 4 mm x 2.0 ID
predklonky. Separace bylo dosazeno pomoci linearniho gradientu mezi mobilni fazi A (voda-
trifluoroctova kyselina, 100:0,1; v/v) a B (acetonitril-trifluoroctova kyselina, 100/0,085; v/v).
Koncentrace mobilni faze byla linearné zvySena od 0 % B do 30 % B po dobu 30 min a od 30
% B do 100 % B po dobu dalsich 20-ti minut. Kolona byla promyta 100 % B dalSich 5,5
minut. Pratok mobilni faze kolonou byl 0,25 ml/min, kolona byla tempetovéana na 25 °C, eluat
byl méfen UV detekci pii A = 214 nm. Bylo sbirano sedm frakci (v ¢ase od 0 od prvni frakce

do 32,1 min v posledni frakct).

4.5.4.2. Kapilarni elektroforéza peptidii kolagenu $t€peného kolagenizou

Separace byla provedena pii 10 kV v kfemenné kapilare (57 cm celkové délky, 50 cm
k detektoru, 75 um I.D.) pri 20 °C. K detekci byl pouzit absorpéni UV detektor (214 nm).
Separace vzorkt probihala ve 100 mM heptansulfonatu sodném (jako iontoveé parujici ¢inidlo)
rozpu$téném v 100 mM fosfatovém pufru o pH 2,5 jako zakladnim elektrolytu. Vzorky byly
nastfiknuty hydrodynamicky (3,45 kPa, 10 s). Pred analyzou byla kapilara promyta pufrem (4
min). Po analyze byla kapilara promyta pufrem (1 min), vodou (1min), 1 mol/l NaOH (3

min), vodou (1 min), 3 mol/l HCI (1 min) a vodou (1 min).

4.5.4.3. HPLC/MS analyza modifikovaného kolagenu §tépeného CNBr/trypsinem
Chromatograficka separace byla provedena na koloné Jupiter Proteo 9 nm, 250 x 2
mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Separace probihala v linearnim gradientu mezi
mobilni fazi A (voda-kyselina trifluorooctova, 100:0,03; v/v) a fazi B (acetonitril-kys.
trifluorooctova, 100:0,025; v/v). Separace byla nejdrive izokraticka po dobu 2 minut 2 %
mobilni faze B, poté separace pokraCovala gradientovou eluci do 35 % B po dobu 40 minut.
Nakonec byla kolona 10 promyvana 100 % B. Pred kazdou analyzou byla kolona
ekvilibrovana promytim 2 % mobilni fazi B po dobu 10 minut. Prutok mobilni fazi byl 0,25
ml/min, kolona byla temperovana na teplotu 25 °C. Absorbance vzorku byla méfena pri

vinové délce 214 nm.

67



MS/MS analyza byla provedena pomoci on-line spojeni HPLC s hmotnostnim
spektrometrem s iontovou pasti pfi ionizaci elektrosprejem za atmosférického tlaku (API-ESI)
(Agilent XCT-Ultra). Analyza probihala za nasledujicich podminek: pritok suSiciho plynu
(N2) 10 L/min; teplota suSiciho plynu 350 °C; nebulizacni tlak 1,7 x 10° Pa (25 psi); hmoty
iontti byly méfeny v rozmezi m/z, 100-2200 (MS-standardni méd, MS/MS- roz§ifeny mod),
Analyza byla provedena v auto MS/MS moédu, fragmentor byl nastaven na 80 V.

4.5.4.4. Kapilarni elektroforéza peptidu kolagenu stépeného CNBr/trypsinem

Separace byla provedena pfi 10 kV v kiemenné kapilare (57 cm celkové délky, 50 cm
k detektoru, 75 um I.D.) pii 20 °C. K detekci byl pouzit fotometricky UV detektor (214 nm).
Separace vzorkt probihala ve 100 mM heptansulfonatu sodném (jako iontové parujici ¢inidlo)
rozpusténém v 100 mM fosfatovém pufru o pH 2,5 jako zakladnim elektrolytu. Vzorky byly
nastiiknuty hydrodynamicky (3,45 kPa, 10 s). Pfed analyzou byla kapilara promyta pufrem (4
min). Po analyze byla kapilara promyta pufrem (1 min), vodou (1min), 1 mol/l NaOH (3

min), vodou (1 min), 3 mol/l HCI (1 min) a vodou (1 min).

4.5.4.5. Kapilarni elektroforéza peptidii kolagenu §tépeného CNBr/trypsinem ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (CE/MS)

Separace byla provedena pfi 15 kV v kiemenné kapilafe (100 cm celkové délky, 20
cm k detektoru, 75 um 1.D.) pfi 20 °C. K detekci byl pouzit fotometricky UV detektor (214
nm). Separace vzorku probihala v 3,3 M CH3COOH jako zakladnim elektrolytu. Vzorky byly
nastiiknuty hydrodynamicky (3,45 kPa, 50 s). K analyze byl pouZit spektrometr s iontovou
pasti (Agilent LC-MSD Trap XCT-Ultra). Priutok obalové (sheath) kapaliny o sloZzeni 5 mM
octan amonny/izopropanol; (1:1; v/v) byl 3 pl/min.

Pred analyzou byla kapilara promyta pufrem (20 min). Mezi jednotlivymi méfenimi
byla kapilara rovnéz promyta pufrem (5 min). Po analyzach byla kapilara promyta pufrem (1
min), vodou (Imin), 1 mol/l NaOH (20 min), vodou (1 min), 3 mol/l HCI (20 min) a vodou (1
min).

Podminky MS analyzy byly stejné jako u HPLC/MS kromé téchto hodnot: prutok
suSictho plynu (N2) 8 I/min; teplota susiciho plynu 150 °C; nebulizacni tlak 5 psi; napéti na
kapilare 3500 V; hmoty iontd byly méfeny v rozmezi m/z, 100-1500 (MS-standardni méod,
MS/MS-rozsireny mod); analyza byla provedena v auto MS/MS médu.

Vzorky kolagenu inkubovaného s ribézou, malondialdehydem (MDA) a glukdzou

byly porovnany s kontrolnimi vzorky kolagenu.
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4.5.4.6. Lyofilizace

Lyofilizace vzorkid byla provedena pomoci pfistroje Janetzky LGA-OS za vakua pri

teploté -20 "C po dobu 24 hodin.

4.5.5. Spektroskopicka méreni
Absorbance vrozmezi 190-400 nm byla méfena pomoci ChromSpec
spektrophotometru (Weiss, Jena, NDR). Vzorky kolagenu typu I, kize a Slach byly pro

méfeni naredény 1 : 3 a St€peny proteinazou K nebo kolagenazou. Meéfeni bylo provedeno

proti kontrolnimu vzorku.
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5. VYSLEDKY
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5.1. POKUSY IN VIVO
5.1.1. Analyza pentosidinu

5.1.1.1. Aminokyselinova analyza

Obsah kolagenu a elastinu byl stanoven aminokyselinovou analyzou tj. obsahem
glycinu (okolo 33 % zbytkil v kolagenu a elastinu), hydroxyprolinu (specificky pro kolagen) a
histidinu (okolo 13 % v elastinu) u vzorkd tkani (kiize, Slacha a aorta) zkoumanych
kontrolnich a fruktozou krmenych laboratornich potkant

Aminokyselinova analyza vSak neprokazala zadné signifikantni rozdily v obsahu
kolagenu a elastinu u kontrolnich zvitat a zvirat krmenych fruktozou. Obsah elastinu byl vyssi
(okolo 30 % suché vahy) u vSech vzorku aort v porovnanim se vzorky Slach a kizi (vSech
skupin potkant), coz bylo oCekavano, ale zadné jiné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi

skupinami potkant (HTG, Wistar a Lewis) nebyly prokazany.

5.1.1.2. Méreni pentosidinu

Pro tyto experimenty byly pouzity potkani kmene Wistar, Lewis a HTG. Tyto kmeny
byly vybrany jako zastupci reprezentujici geneticky model hypertenzi s doprovodnymi
metabolickymi  poruchami lipidového a sacharidového metabolizmu [126]. Bylo
predpokladano, ze pravé modely téchto laboratornich zvifat jsou vhodné pro studium
posttranslac¢nich produkt glykace zpisobené lipoperoxida¢nimi a glyka¢nimi reakcemi.

U potkan(i napajenach vodou neni koncentrace pentosidinu u téchto tii skupin
laboratornich zvirat (Wistar, Lewis, HTG) vyznamné rozdilna (Obr. 20). Bylo popsano, ze
koncentrace glukozy v krvi neni za téchto podminek vyznamné rozdilna [127]. Proto neni asi
prekvapenim, ze hladina pentosidinu (pficné vazebného produktu posttranslaéni
neenzymatické modifikace) neni signifikantné rozdilna.

U potkani napajenych vodou s 10 % fruktézou je situace rozdilnd. MnoZstvi
pentosidinu bylo signifikantné zvy$eno prijmem fruktozy v potravé u vSech sledovanych
skupin potkant, u vzorkl aort a kiize, ale také u vzorki slach HTG potkant (Obr. 21,22,23).
Je treba zdlraznit, ze hladiny glukozy v krvi byly zvySeny o 60-80 % u zvifat pijicich vodny
roztok fruktozy, oproti kontrolnim zvifatum pijicim vodu [127]. Bylo zjisténo, ze mnoZstvi
pentosidinu v Slachach potkanii (Wistar a Lewis) napajenych vodnym roztokem fruktozy je

vyssi nez u kontrolnich zvifat (rozptyl hodnot je také vyssi). Lze konstatovat, ze hladiny
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pentosidinu ve vzorcich §lach, aort a kuzi potkani napajenych roztokem fruktozy jsou

statisticky vyznamné vyssi.

Kontroly kmene Wistar, Lewis a HI'G

Pentosidin [ngimg)

Vigta Lews HTG
glacha kuze aprta

Obr. 20. Obsah pentosidinu u kontrolnich potkant: ocasni §lachy, kiize a aorty HTG, Wistar,

Lewis. Koncentrace je vyjadrena jako ng/mg celkového proteinu.

Kmen Lewis

Pertosidin (ngfmg)

iz aorta acita

kantrola 10°uF

" 3lacha slacha T kize
kontrola 15%%F kontrola 19%F

Obr. 21. Obsah pentosidinu v tkanich potkani kmene Lewis: kontrolni potkani a potkani
napajeny vodou s 10 % fruktozy (10 % F). Statisticka signifikace: *P<0.02. Koncentrace je

vyjadiena jako ng/mg celkového proteinu.

72



Kmen Wistar

Pentasidin  {(nglmag)
- b

ng

4 “lacha 3 b aat ety
boubrods  $OMF fkoantmls  MRLF hostods 3R F

e S R LT LA L AL AL T S SR LN LR L SR S8 8 S SRS S R S SR, SR N A S8 ARS8 St

Obr. 22. Obsah pentosidinu v tkanich potkani kmene Wistar: kontrolni potkani a potkani
napajeny vodou s 10 % fruktézy (10 % F). Statisticka signifikace: *P<0.05, **P<0.01 a

*¥*%P<0.001. Koncentrace je vyjadrena jako ng/mg celkového proteinu.
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Obr. 23. Obsah pentosidinu v tkanich potkani kmene HTG: kontrolni potkani a potkani
napajeny vodou s 10 % fruktozy (10 % F). Statistickda signifikace: *P<0.05, **P<0.02.

Koncentrace je vyjadiena jako ng/mg celkového proteinu.
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5.2. POKUSY IN VITRO

5.2.1. Analyza hovéziho sérového albuminu (BSA)

5.2.1.1. Polyakrylamidova gelova elektroforéza modifikovaného BSA

Na obr. 24 je prezentovana polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
modifikovaného hovéziho sérového albuminu rozdilnymi oxo slouceninami. Nemodifikovany
BSA a albumin podrobeny reakci s glukézou vykazuje na gelu jednu ostrou zoénu okolo
relativni molekulové hmotnosti 66 x 10° (molekulova hmotnost albuminu), zatimco
modifikovany albumin srozdilnymi oxo sloueninami (gluk6za, riboza, glyoxal,
glutardialdehyd) vykazuje malou zménu zény BSA vrozmezi vysSich molekulovych
hmotnosti s doprovodnym jevem rozsifujici se zony BSA. Zda se, ze na polyakrylamidovém
gelu je v zonach odpovidajicim modifikovanému BSA pritomno nékolik nekompletné

rozdélenych latek.
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Obr. 24. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) nemodifikovaného albuminu a
albuminu modifikovaného jednotlivymi oxo-slou¢eninami. Zleva: nizkomolekularni markery:
hovézi sérovy albumin (M; 68.000), ovalbumin (M; 45.000), glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza M, 36.000), karboanhydraza (M; 29.000), trypsinogen (M; 24.000), a-
laktalbumin (M, 14.000); (fada 1) 4 pl nemodifikovaného BSA; (fada 2) 4 pl BSA
modifikovaného glukozou; (fada 3) 4 pl BSA modifikovaného riboézou; (fada 4) 4 ul BSA
modifikovaného glyoxalem; (fada 5) 8 pul BSA modifikovaného glyoxalem; (fada 6) 4 ul BSA
modifikovaného glutardialdehydem; vpravo: 1 mg/ml BSA 0.5 pl.

5.2.1.2. HPLC analyza albuminu (BSA)

Na obr. 25 je HPLC/UV analyza nemodifikovaného i modifikovaného BSA ukazujici
zietelné ostry pik odpovidajici nemodifikovanému BSA. Dokonce po modifikaci BSA
glukézou se neobjevila Zddna zmeéna retenéniho ¢asu. P¥ modifikaci BSA ribozou a
glyoxalem se jasné projevila zména ve struktufe proteinu zvySenim retenéniho Casu.

V ptipad€¢ modifikace BSA glutardialdehydem nedoslo k eluci zadného proteinového piku.
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Obr. 25. HPLC/UV analyza nemodifikovaného BSA (A) (albumin eluovan ve 22 min.), (B)
BSA modifikovany glukozou, (C) BSA modifikovany ribézou, (D) BSA modifikovany

glyoxalem, (E) BSA modifikovany glutardialdehydem. Analyza byla provedena na koloné

Supelcosil LC-304,

linearni gradient, mobilni faze. A (voda s 1% HCOOH) (v/v) a B

(methanol-voda 75:25 s 0,75 % HCOOH) (v/v), X-osa: retencni ¢as, Y-osa: absorbance pri

280 nm.

5.2.1.3. HPLC/ESI-MS analyza neStépeného BSA

Pii pouziti spojeni hmotnostni spektrometrie s HPLC (obr. 26) pro analyzu

nemodifikovaného albuminu a albuminu modifikovaného gluk6zou ziskame obdobny zdznam
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jako u pouziti HPLC s UV detekci (obr. 25). V pfipad€ modifikace BSA ribozou, glyoxalem a
glutardialdehydem nedoslo k detekci Zadného piku. ESI-hmotnostni spektrometrie neni
schopna detekovat proteiny o relativni molekulové hmotnosti vy§§i nez 100.000, mizeme
tedy rici, ze vSechny oxo-sloucCeniny, kromé glukézy, maji modifika¢ni (pri€né vazebné)
vlastnosti a zpusobuji riznou polymerizaci (zesitovani) proteint. Nejvetsi tcinnost z téchto

oxo-modifikatora mél ztejmé glutardialdehyd (Obr. 26).
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Obr. 26. HPLC/ESI-MS analyza nemodifikovaného BSA (A) (albumin se eluoval ve 22 min.),
(B) BSA modifikovany glukézou, (C) BSA modifikovany rib6zou, (D) BSA modifikovany
glyoxalem, (E) BSA modifikovany glutardialdehydem. Analyza byla provedena na koloné
Supelcosil LC-304, linearni gradient, mobilni faze: A (voda s 1% HCOOH) (v/v) a B
(methanol-voda 75:25 s 0,75 % HCOOH) (v/v), X-osa: reten¢ni ¢as, Y-osa: celkovy iontovy

proud.
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5.2.1.4. Aminokyselinova analyza BSA

Aminokyselinova analyza nativniho a modifikovaného BSA odhalila dramatické
snizeni obsahu lysinu a méné dramatické snizeni obsahu argininu u vSech St€penych
glykovanych vzorkd BSA (Tab. 2). Relativni snizeni obsahu argininu a lysinu je rozdilné u

ruznych oxo reaktant. Pro lysin se ukazuje nejreaktivnéjsim modifikatorem glutardialdehyd.

Tab. 2. Celkova aminokyselinova analyza (aminokyselinové zbytky na 100 aminokyselin

v peptidovém fetézci) modifikovaného BSA pred Stépenim trypsinem.

k‘;;"(;l'i‘r‘l’a A B c D E T
Asx 9.8 74 10.2 11.0 118 8.9
Gix 13.9 12.8 15.6 176 17.9 13.1
Ser 45 5.8 55 32 36 53
Gly 38 8.1 5.3 5.3 49 28
His 25 19 19 26 23 28
Arg 3.3 26 17 13 25 43
Thr 5.3 7.4 56 3.2 32 5.8
Ala 8.2 8.0 9.2 97 10.1 7.8
Pro 46 8.4 5.0 49 5.0 46
Tyr 3.9 20 3.4 23 27 35
Val 6.4 76 7.5 78 7.4 63
Met 05 2.2 0.4 05 0.3 08
Cys 35 3.3 28 24 18 58
lle 26 3.1 3.1 35 3.2 25
Leu 12.7 12.0 15.4 17.0 16.4 10.8
Phe 49 4.4 56 6.3 58 5.0
Lys 9.5 3.1 17 17 1.0 9.9

Naméfené hodnoty jsou zprimérnovany pro tfi meéfeni. A) nativni BSA, B) BSA
modifikovany glukézou, C) BSA modifikovany rib6zou, D) BSA modifikovany glyoxalem,
E) BSA modifikovany glutardialdehydem, T) teoretické slozeni BSA z databaze SwissProt.
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5.2.1.5. Analyza peptidu tryptického Stépeni BSA

Pouzitim separa¢ni techniky HPLC s UV nebo MS detekci a kapilarni elektroforézou
modifikovaného BSA jsme ziskali peptidové mapy tryptického st€épu BSA (Obr. 27-34). Z
obr. 27 je ziejmé, ze modifikace zalezi na povaze pouzitého modifikatoru, glukéza jako mirny
modifikator nabizi bohaty profil tryptickych peptidi, zatimco albumin modifikovany ribézou
poskytuje méné bohaty profil. Protoze reakce proteini s dioxo-slouceninami (glyoxal,
glutardialdehyd) vede k jejich odolnosti vii¢i enzymatickému Stépeni, |ze usuzovat, ze tyto
proteiny jsou vysoce modifikovany, dochazi ke vzniku pri¢nych vazeb mezi dioxo-
slouCeninami a volnou amino skupinou (lysin, arginin). Tyto pri¢né vazby mohou byt bud’
inter- nebo intramolekularni. BohuZel nevime, ktera z técho pricnych vazeb je zodpoveédna za
snizeni citlivosti k proteolytickému Stépeni.

Dalsi informace o peptidovych zménach a jejich struktufe nam poskytuji UV-VIS
absorp¢ni spektra zjisténa on-line pfi HPLC analyze. Jak jiz bylo popséano, reakce peptidi
s oxo-slouceninami vedou k tvorbé barevnych produktu [128], [129]. V nékterych ptipadech
jsou barevné zmény dokonce viditelné pouhym okem. Obr. 28 A-C ukazuje peptidové mapy
s modifikovanymi UV spektry (jsou uvedeny pouze oblasti z celkového profilu, kde doslo ke
spektralnim zménam). Byly studovany nasledujici tyty modifikatora glukoza (Obr. 28 A),
riboza (Obr. 28 B) a glutardialdehyd (Obr. 28 C). Ve viech téchto peptidovych profilech byly
nalezeny peptidy vykazujici absorpci pfi 280 nm. Nebyl nalezen zadny obdobny peptid u

nemodifikového albuminu.
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Obr. 27. HPLC/UV peptidova mapa tryptickych $t€pi A) nemodifikovaného BSA, B) BSA
modifikovany gluk6zou, C) BSA modifikovany rib6zou, D) BSA modifikovany glyoxalem,
E) BSA modifikovany glutardialdehydem. Analyza byla provedena na kolon¢ Zorbax Eclipse
XDB-18, linearnim gradientem mezi mobilnimi fazemi: A (voda s 0,1 % HCOOH) a B
(methanol-acetonitril 1:1 s 0,075 % HCOOH), X-osa: retencni ¢as, Y-osa: absorbance pri 214

nm.
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Obr. 28 A. HPLC/UV tryptickd peptidovd mapa modifikovaného BSA a zmény UV
absorpéniho spektra. A) BSA modifikovany glukozou, detekce pfi 280 nm (spektrum piku
sretenénim Casem 16 min), X-osa, retencni €as, Y-osa; detekce absorbance specifikované

vinové délky. Spektrum métreno pri 210-450 nm.
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Obr. 28 B. HPLC/UV trypticka peptidova mapa modifikovaného BSA a zmény UV
absorpcniho spektra. B) BSA modifikovany ribézou, detekce pri 280 nm (spektrum piku

s retenénim ¢asem 19.3 min), X-osa; retencni Cas, Y-osa; detekce absorbance specifikované

vinové délky. Spektrum méreno pfi 210-450 nm.
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Obr. 28 C. HPLC/UV trypticka peptidovd mapa modifikovaného BSA a zmény UV
absorpéniho spektra. C) BSA modifikovany glutardialdehydem, detekce pfi 278 nm
(spektrum piku s retenénim Casem 9.5 min). Pik v 8.6 min mél dvé absorp&ni maxima pii 224-

251 nm. X-osa: retencni Cas, Y-osa: absorbance pri specifické vinové délce.
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Pfi pouziti techniky ESI-MS pro detekci a charakterizaci jednotlivych tryptickych
peptidd byl ziskdn chromatograficky profil prezentovany v obr. 29. Profil byl podobny jako
profil ziskany pomoci UV detekce (obr. 27). Jsou zde opét vidét bohaté peptidové profily u
nemodifikovaného BSA a BSA modifikovaného glukézou. Na obr. 30 jsou prezentovany
vysledky detailnéj§i analyzy tryptickych peptidovych §tépi. Byla ziskadna peptidova mapa
nativniho BSA, BSA modifikovaného gluko6zou, ribézou, glyoxalem a glutardialdehydem.
Identifikované peptidy jsou oznaceny Cisly. Relativni molekulové hmoty jsou uvedeny v tab.
3.

Jiz dfive bylo publikovanano, Zze Lys 548 v peptidové sekvenci 548-557
(KQTALVELLK) je velmi reaktivni [130]. V naSich analyzach byl tento peptid nalezen pod
pikem Cislo 30 (Obr. 30) a pii reakci BSA s gluk6zou tento pik mizi (to znamena, Ze tento
peptid byl modifikovan). Dalsi reaktivni lysinové zbytky citlivé na modifikaci glukdzou jsou
Lys 309 (fragment 300-309, pik Cislo 21), Lys 597 (fragment 588-607, pik Cislo 18), Arginin
220 (fragment 219-220, pik Cislo 1). Nékteré s glukozou nereaktivni peptidy zanikaji pouze
po reakci s glutardialdehydem (nejvice reaktivni oxo-sloucenina). Tyto peptidy maji lysinové
zbytky na pozicich 88 (fragment 76-88, pik Cislo 15), 256 (fragment 249-256, pik &islo 22) a
dalsi podrobnosti viz. tab. 3 a obr. 30-34.

Dal8i metodou pro stanoveni posttranslacnich modifikac¢nich produkti BSA byla
kapilarni elektroforéza. CE analyza tryptickych peptidi BSA ve fosfatovém pufru pH 7,0 jako
zakladnim elektrolytu (obr. 35) umoziuje neuplnou separaci peptidi nemodifikovaného
albuminu stépeného trypsinem. Hovézi sérovy albumin modifikovany glukézou vykazuje jiny
profil. Po modifikaci BSA ostatnimi (vice reaktivnimi) oxo-slou¢eninami nebyl pii pH 7 v CE
profilu detekovan zadny pik. Toto chovani je pravdépodobné pricinou interakce proteina se
sténou kapilary pri tomto pH. V prfipadé modifikace BSA glukozou vede k mirnym zménam
peptidového profilu. Modifikace BSA vice reaktivnimi oxo-slou¢eninami ma za nasledek
hlubsi zmény v peptidovém profilu. Tento profil peptida tedy pfi daném pH (7) dobfe odrazi
zmeny struktury molekuly albuminu pri posttranslacni modifikaci k zabranéni_interakce
peptida se sténou kapilary byl pouzit fosfatovy pufr o pH 2,5 (obr. 36). V tomto piipadé byla
ziskana dobfe rozdélena peptidovd mapa pro nemodifikovany a glukézou modifikovany
albumin. Znacné zmény profilu byly objeveny dle oCekavani po modifikaci BSA s vice
reaktivnimi oxo-slouCeninami. CE separace pii pH 2,5 se pritom velmi podobad HPLC

separaci.
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Obr. 29. HPLC/ESI-MS A) tryptickd peptidova mapa nemodifikovaného BSA, B) BSA
modifikovany glukozou, C) BSA modifikovany ribézou, C) BSA modifikovany glyoxalem,

D) BSA modifikovany glutardialdehydem. X-osa: retencni ¢as, Y-osa: celkovy iontovy proud.
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Obr. 30. A) HPLC/ESI-MS tryptickd peptidova mapa nemodifikovaného BSA, X-osa:
retendni Gas, Y-osa: celkovy iontovy proud. Cisla piki se vztahuji k nemodifikovanym

tryptickym peptidum, jednotlivé piky jsou specifikovany v tab. 3.
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Obr. 31. HPLC/ESI-MS trypticka peptidova mapa albuminu modifikovaného glukézou. X-
osa: retencni Cas, Y-osa: celkovy iontovy proud. Cisla pikd se vztahuji k nemodifikovanym

tryptickym peptidim, jednotlivé piky jsou specifikovany v tab. 3.
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Obr. 32. HPLC/ESI-MS trypticka peptidova mapa albuminu modifikovaného rib6zou. X-osa:
retenéni Cas, Y-osa: celkovy iontovy proud. Cisla pikd se vztahuji k nemodifikovanym

tryptickym peptidim, jednotlivé piky jsou specifikovany v tab. 3.
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Obr. 33. HPLC/ESI-MS trypticka peptidova mapa albuminu modifikovaného glyoxalem, X-
osa: retenéni &as, Y-osa: celkovy iontovy proud. Cisla pikii se vztahuji k nemodifikovanym

tryptickym peptidim, jednotlivé piky jsou specifikovany v tab. 3.
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Obr. 34, HPLC/ESI-MS trypticka peptidova mapa albuminu modifikovaného
glutardialdehydem. X-osa: retenéni &as, Y-osa: celkovy iontovy proud. Cisla piki se vztahuji

k nemodifikovanym tryptickym peptidim, jednotlivé piky jsou specifikovany v tab. 3.
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Tab. 3. Identifikace relativnich molekulovych hmotnosti peptidovych fragmentl ziskanych
HPLC-ESIMS analyzou. A) trypticka peptidova mapa nemodifikovaného BSA, B) BSA
modifikovany glukézou, C) BSA modifikovany ribézou, D) BSA modifikovany glyoxalem a
E) BSA modifikovany glutardialdehydem. Tuéna cisla odpovidaji  peptidim
nemodifikovaného BSA.

cislo fragment. A B C D E
piku | aminokyselinové slozeni
1 30(219-220), QR 302.1 | 763.6; 763.6;, |763.6;|763.6;
69(496-498), VTK 346.1 (4832.8;| 1187.4 |1187.4|677.6;
552.2 | 2423 15592
346.1
2 34(233-235), ALK or 53(372- | 330.2 | 330.1 330.1 330.2| O
374), LAK 287.1 | 287.1 2871 287.2
31(221-222), LR 387.2 | 387.2 3871
74(545-547), QIK 474.2 | 474.2
36(242-245, LSQK
3 64(456-459), VGTR 431.2 | 431.2 431.2 431.1 0
7(35-36), FK 293.1 | 293.1 293.1
3321
4 63(452-455), SLGK 403.2 | 403.2 403.2
5 60(434-436), YTR 438.2 | 438.2 438.2 0
28(210-211), EK 2751 | 275.1 275.1
487.2 0 0 0
424.1 0 0 0
8 42(281-285) ADLAK 516.2 | 516.2 516.2; 553.2
553.2
9 6(29-34), SEIAHR 711.4 | 711.4 711.3 0 0
40(264-266), VHK 382.1 | 382.2 382.1
10 68(490-495), TPVSE K 659.4 | 659.3 659.3 659.2| O
11 49(341-346), NYQEA K 751.3 | 751.3 751.2 0 0
12 33(229-232), FGER 507.2 | 507.2 0 8583; |263.1;
360.1 817.3 | 345.1
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Tab. 3. Pokradovani

Cislo fragment. A B C D E
piku| aminokyselinové slozeni
13 72(524-528), AFDEK 608.2 | 608.2; 680.1 680.1 | O
37(246-248), FPK 390.1 | 7525; 390.1 390.1
537
390.1
14 78(562-568), ATEEQ LK 817.5 | 817.4; 817.7 0
13(101-105), VASLR 544.3 | 576.3 544.3 544.3
445.2 | 5443 4451
445.2
15 11 (76-88), TCAVD ESHAG |[1346.9| 1346.9 1346.9 1346.7| O
CEK 648.3 | 648.3
27(205-209), IETMR
16 5(25-28), DTHK 499.3 | 499.3 499.4 0
1661.2
17 17(131-138), DDSPD LPK 885.5 | 885.5; 957.5; 0 0
957.5; 701.3,
701.3; 597.2;
836.4, |645.3,570.4
645.3
18 81 to 82(588-607), EACFA [ 2032.4 0 0 0 0
VEGPK LVVST QTALA
19 8(37-44), DLGEE HFK 973.7 | 973.5 0 0 0
20 39(257-263), LVIDL TK 788.6 | 788.5 788.5 788.5. | O
64(456-459), VGTR 431.2 | 431.2 576.3
35(236-241), AWSVA R 688.4 | 688.3 688.3
21 | 45(300-309), ECCDK PLLEK | 1175 | 1021.7 0 0 0
22 38(249-256), AEFVE VTK 921.7 | 921.6 921.6; 921.6; |367.
532.2:841.4| 7213 | 2
23 1940 0 0 8415 | O
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Tab. 3 Pokracovani

Cislo fragment. A B C D
piku aminokyselinové slozeni
24 3815.7 |3815.5; 0 0
914.3;
3574.4
25 | 57(402-412), HLVDE PQNLI K | 1305 | 1305; | 1305; 793.3 0
18
983.5;
19
157 .6;
2223
26 22(161-167), YLYEI AR 926.7 | 926.3 926.3 0
27 | 82(598-607), LVWST QTALA |1001.8|1001.5| 1001.5; |71023.4;
1023.5 |1001.6
28 61 to 62(437-451), KVPQV | 1639.4(1639.4;| 1639.5 0
STPTL VEVSR 3345
29 51 to 52(360-371), RHPEY |1439.2(1439.2;| 1511.3; 528.2
AVSVL LR 4624.4;| 1697.3;
3684.9| 528.2; 784
30 75 to 76(548-557), KQTAL 1142 0 0 0
VELLK
31 10(66-75), LVNEL TEFAK 1162.9 (1162.9;| 1162.7 0
4338.8;
1712.8;
1304,
30 221.
6
32 5188.7 |5188.8,; 1282.7 0

3699.4




Tab.3. Pokracovani
Cislo fragment. A B C D
piku| aminokyselinové slozeni
33 62 to 65(438-468), VPQVS 3342 | 3851; 584.3 2156.9
TPTLV EVSRS LGKVG TRCCT 19
KPESE R 243.7;
584.3
34 76(549-557), QTALV ELLK [1013.8 [1013.8; 963.4 963.3
963.4
35 | 59(421-433), LGEYG FQNAL |1479.2(1478.9; 0 0
IVR 3832.5;
526.2
36 14 to 17(106-138), ETYGD 3831 |3832.5 755.3, 561.3;
MADCC EKQEP ERNEC 561.3,777.3| 755.3
FLSHK DDSPD LPK 526.2
37 | 47(319-336), DAIPE NLPPL 1956 |1955.5 0 1955.8
TADFA EDK
38 5264.7 | 5264.9 851.3; 0
873.3; 720.3
39 2506.2|1014.4;,, 1014.4, 0
833.4; 1036.4
5634.6
40 | 45(300-309), ECCDK PLLEK |1177.8| 996.5; 1177.8; 996.5
501.6; 996.5
1177.9
41 4476.3 | 4476.1 0 0
42 29(212-218), VLTSS AR 731.4 | 731.4; 1031.4; | 731.4;
1031.4 731.4 1031.3
43 4984.8 | 4984.8 1750.5 1750.6
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Obr. 35. CE/UV trypticka peptidova mapa nativniho a modifikovaného BSA pri pH 7,0. A)
Nativni BSA, B) BSA modifikovany gluk6zou, C) BSA modifikovany rib6zou, CE separace
probihala v 50 mmol/l fosfatovém pufru; pH 7,0; délka kapilary 50/57 cm.
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Obr. 36. CE/UV trypticka peptidova mapa nativniho a modifikovaného BSA pfi pH 2,5. A)
Nativni BSA, B) BSA modifikovany glukézou, C) BSA modifikovany ribozou, D) BSA
modifikovany glyoxalem, E) BSA modifikovany glutardialdehydem. CE separace probihala v
50 mmol/l fosfatovém pufru; pH 2,5; délka kapilary 40/47 cm.
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5.2.2. Analyza kolagenu

5.2.2.1. Analyza kolagenazovych peptidu metodou spojeni HPLC a CE

Vzhledem k tomu, Ze pii Stépeni kolagenu kolagenazou vznikd slozité spektrum
peptidd, je tfeba k jejich analyze vyvinout ucinngjsi separacni metody. V nasi laboratofi byla
v pfedchozich letech vyvinuta metoda off-line spojeni HPLC a CE pro analyzu téchto peptidi
[131]. Tato metoda byla sice relativné Uspésna, ale vzhledem k tomu, Ze se jednd o velmi
slozitou smés peptidu, je vylepSeni separace velmi zddouci. Obzvlaste HPLC separace nebyla
dostatecné GcCinna.

Byl proveden vybér zruznych typl téchto kolon od rozdilnych vyrobci a jako
nejucinnéjsi byla vyselektovana HPLC metoda na obracené fazi (RP-HPLC) s kolonou Jupiter
Proteo 90 A. Tato metoda byla schopna &aste¢né rozdélit 46 pikl peptidd z kize potkana
(kolagen typu I a III) (Obr. 37).
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Obr. 37. Chromatograficky profil kolagenazového $tépu kolagenu z kiize potkana (kontroly),

jednotlivé frakce jsou oznaceny F1-F7. Jejich detailni profily jsou vidét na obr. 38.
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K separaci stejného spektra peptidi bylo také pouzito kapilarni elektroforézy
v optimalizované soustavé s iontové-parujicim ¢&inidlem. Touto metodou byly ziskany
podobné profily jako u HPLC (slozita, Spatné déliteina smés pikl).

Na zakladé predchozich zkuSenosti byla vyvinuta metoda off-line spojeni téchto dvou
metodik (HPLC a CE). Tato metoda je zalozena na separaci kolagenazového sté€pu do sedmi
frakci a ty poté analyzovany metodou kapilarni elektroforézy. Jednotlivé frakce (1-7) byly
sbirany od kazdého typu vzorku a dale separovany metodou kapilarni elektroforézy. Do kazdé
frakce byl pridan vnitini standard (Gly-Gly) pro lepsi rozpoznani a srovnavani jednotlivych
elektroforetickych profili. '

Byl analyzovan komer¢né dostupny kolagen typ I (z hovézi kiize) a kiize laboratornich
potkand. Tato metoda spojeni HPLC a CE umoznuje rozpoznat pies 160 peptidovych pikl jak
je zrejmé z elektroferogramu, kde je znazornéno vSech sedm frakci (Obr. 38). Je treba uvést,
Ze na prezentovaném elektroferogramu byla pouzita stejna stupnice odezvy detektoru na ose
y. tento zaznam tedy dava prehled o relativnim zastoupeni jednotlivych frakci. Tyto zdznamy
Ize dale zvétsit pro podrobnou analyzu separovanych peptidii (viz. nize).

Takto vyvinuta metoda byla pouZzita pro studium posttranslacnich modifikaci
kolagenu. Bylo zjisténo, ze peptidové profily kontrolniho kolagenu a kolagenu inkubovaného
glukézou nebo ribézou in vitro se 1isi.

Hlavni zmény byly zejména u prvni a druhé RP-HPLC frakce u vzorki komercné
ziskaného kolagenu (Obr. 39 a Obr. 40). a u ¢tvrté RP-HPLC frakce vzorkl kize (Obr. 41).
Nejvice zmén v elektroforetickém profilu bylo nalezeno u vzorkid komeréniho kolagenu
inkubovaného ribézou (6 zmén) ( Obr. 39 a Obr. 40) a tfi zmény u vzorku kize (Obr. 41).
Srovnanim profilu kontrol a gluk6z u komer¢né ziskaného kolagenu nebyly objeveny zadné
signifikantni zmény. V této analyze byla také sledovana reaktivita a specifita obou cukri
(glukbza a riboza). Obr. 41 také ukazuje vyrazné zmény u vzorku kuze inkubovanych
ribozou. Tyto pokusy mely objasnit chemizmus posttranslatnich modifikaci proteini
s jednotlivymi cukry. Z téchto analyz vyplyva, ze ribéza interaguje s proteinem ve vySsi mire
a tvori vice posttranslacnich produktt u obou typu vzorkl- komeréné ziskaného kolagenu a
vzorkii kize potkanid. V pfipadé interakce proteinu sribozou dochazi k vy$§i tvorbé
modifikaci nez je tomu u proteinu glykovaného glukézou. To vysvétluje vznik novych
modifikaci u ribozy (objeveny tii zmény) oproti glukoze (objevena jedna zména) (Obr. 41).
Podobna reaktivita posttranslacnich zmén byla objevena i u albuminu (viz. kap. 5.2.1.).
Analyzy vsech kolagent/tkani byly naméfeny Ctyrikrat (rizné vzorky) a statisticky vyznamné

zmény byly ovéfeny pouzitim Studentova /-testu, P<0,05.
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Obr. 38. CE profil jednotlivych sedmi HPLC frakci kolagennich peptidi po Stépeni
kolagenazou (vzorky kontrol kOze). IS- interni standard, x-osa: migraCni cas; y-osa:

absorbance pfi 214 nm.
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Obr. 39. Zvétsena sekce elektroforetického profilu kolagenazovych peptidu prvni HPLC
frakce z komer¢né ziskaného kolagenu. Kontrolni kolagen (C.), inkubovany s glukozou (Gc),
inkubovany s ribézou (R), x-0sa: migraCni Cas; y-osa: absorbance pfi 214 nm. Vyznamné

zmény (pokles nebo vzrust) jsou znazornény Sipkami.
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Obr. 40. Zvétsena sekce elektroforetického profilu kolagenazovych peptidd druhé HPLC
frakce z komeréné ziskaného kolagenu. Kontrolni kolagen (C.), inkubovany s glukézou (G),

inkubovany s rib6zou (R.), x-osa: migracni Cas; y-osa: absorbance pri 214 nm. Vyznamné

zmeény (pokles nebo vzriist) jsou znazornény Sipkami.
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Obr. 41. Zvétsena sekce elektroforetického profilu kolagenazovych peptida ¢tvrté HPLC
frakce kontrolniho kolagenu z kiize (Cs), inkubovany s gluk6zou (Gs), inkubovany s rib6zou

(Rs), x-osa: migracni Cas, y-osa: absorbance pifi 214 nm. Vyznamné zmény (pokles nebo

vzrust) jsou znazornény Sipkami.
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5.2.2.2. Analyza peptidu kolagenu po Stépeni CNBr/trypsinem metodou CE-UV

Obr. 42 piedstavuje celkovy UV (214 nm) elektroforeticky profil kolagennich peptidu
ziskanych pomoci CNBr §tépeni a naslednym St€penim trypsinem. Na tomto zdznamu byly
objeveny Cetné zmény v profilu pikd (jejich snizeni, nebo zvyseni), zmény jsou oznaceny
Sipkami. VSechny profily byly normalizovany s ohledem na dominantni pik, ten byl pouzit
jako interni standard. Peptidova mapa kolagenu inkubovaného s rib6ézou se liSila od kontrol
deviti zménami. U vzorka peptidi kolagenu inkubovaného malondialdehydem (MDA) byly
objeveny tii zmény a u vzorkid peptidi kolagenu inkubovaného s glukézou nebyly objeveny
vyrazné zmény v profilu. Ribéza je tedy nejvice reaktivni oxo-slouceninou v porovnani

s obéma ostatnimi (glukdza, malondialdehyd) [132], dochazi k reakci s nejvice peptidy.
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Obr. 42. Kapilarné elektroforeticky peptidovy profil kolagenu po stépeni CNBr/trypsinen.
Kolagen inkubovany s rib6zou (Ribose), malondialdehydem (MDA) a glukdzou (Glucose)
byl porovnavan s kontrolnim vzorkem (Controls). ZvySeni a sniZeni pika proti kontrole je

indikovano Sipkami. (UV detekce méfena pii A = 214 nm).
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5.2.2.3. MS/MS analyza peptidu kolagenu po $tépeni CNBr/trypsinem

Pro identifikaci zmén zpUsobenymi glykaci kolagenu bylo pouZito metody
vysokou&inné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s iontovou
pasti (LC-MS/MS) a kapilarni elektroforézy ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s iontovou
pasti (CE-MS/MS). Analyzu modifikovanych kolagenti mizeme rozd¢lit do dvou skupin: a)
glykace cukry, b) modifikace s pomoci lipo-peroxidaénich produktti (malondialdehyd).

Pro analyzu spektrometrickych dat a odhaleni konecnych produktl posttranslacnich
modifikaci kolagenu jsme pouzili proteomicky software Spectrum Mill  pro analyzu
hmotnostné-spektrometrickych dat. Sekvence kolagenu typu I (fetézec a;) byla pouzita
z databaze SwisProt (P02453). V odpovidajicim fetézci  a, nebyly nalezeny Zzadné
signifikantni (reprodukovatelné) modifikace.

Pomoci téchto analyz jsme byli schopni determinovat nejenom dany typ modifikace,
ale také urcit misto modifikace, tj. konkrétni aminokyselinu v sekvenci. Hlavnim cilem této

studie bylo tedy predevsim identifikovat typ a glykaéni misto posttranslacnich modifikaci.

5.2.2.3.1. Ribézou a glukozou modifikované vzorky

Vysledky glykace pomoci glukozy a ribozy byly principialn€ obdobné, avSak riboza
byla  vyrazn€¢  reaktivng)§i.  Hlavnim  typem  detekované  modifikace  byla
karboxymethyllysinova (CML) modifikace. Ackoliv bylo nalezeno nékolik dalSich moznych
typl modifikaci jako je napr. Imidazolon A typ, tyto modifikace nebyly pfitomny u vSech
glykovanych vzorkt. Analyzy byly provedeny vzdy pro Sestice vzorkt. Karboxymethyllysin
byl nalezen na pozici 1095 (K 1095), ale také tato modifikace byla pfitomna i1 u
naglykovanych vzorki kolagenu. Dalsi modifikace byly nalezeny u obou  vzorka
glykovanych glukozou a ribézou sm/z 8574 a 517.3 patficim obéma peptidim s CML
modifikaci na pozicich 504 a 1032 (tab.4). Analyzy byly provedeny vzdy pro Sestice vzorku.

Pivodni  sekvence neglykovanych peptidovych iontovych  markerad  byly
GFPGADGVAGPK, kde P je hydroxylovany prolin P 495 a DGSPGAK s hydroxylovanym
prolinem P 1029 (tab. 4). U neglykovaného kolagenu, je vzorek §tépen trypsinem na pozicich
K 504 K 1032. Avsak pokud je lysin modifikovan na CML, tak peptid nemize byt §té€pen u
takto modifikovaného lysinu a proto dochazelo ke §tépeni na dal$im reaktivnim misté pro
trypsin (tj. arginin). Ribéza byla, v souladu s pfedchozimi vysledky, mnohem reaktivngjsi a
CML modifikace byla nalezena navic (oproti gluk6ze) na lysinu K 750, K 861 a K 519.

MS/MS spektra neglykovanych a glykovanych peptidd jsou srovnavany s modifikaci
K 504 (Obr. 43 a 44 a) a jejich stanoveni je prezentované v tabulkach 5-6. Z hlediska analyzy
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posttranslatnich modifikaci proteinu je dulezité identifikovat co nejvetSi mnozstvi peptidd
z proteinové struktury. V pripadé prezentovanych vysledku bylo dosazené pokryti 77 %
struktury vyzralého kolagenu, tj. kolagen po odstépeni propeptidu (a retézec se sestava pouze
z 1054 aminokyselin, v molekule chybi aminokyselina cystein) u kontrolnich 1 glykovanych
vzorku. Na Obr. 45 jsou znazornény ribozou modifikované vzorky vhodnych peptidi (77 %)

s 29 lysiny z 38 identifikovanych.

Tab.4. Nalezené peptidy neglykovanych (nahofe) a glykovanych peptida (dole) metodou
HPLC-MS/MS (P — hydroxylovany prolin, K — karboxymethyllysin), RT-migracni ¢as

| Misto modifikace | Peptid RT m/z
[min]
| Glykace rib6zou a glukézou
P: 495 GFPGADGVAGPK 24.7 544.8
P: 495; K: 504 GFPGADGVAGPKGPAGER 24.9 857.4
P: 1029 DGSPGAK 3.2 647.3
P: 1029; K: 1032 DGSPGAKGDR 6.1 5173

Glykace ribozou

P: 756 GADGAPGK 55 6883
P: 756; K: 750 GDAGPKGADGAPGK 14.3 636.8
P: 840, 851, 858, | GDAGPPGPAGPAGPPGPIGNVGAPGPK 25.9 775 4
860
| P: 858, 860; K: 861 | VGAPGPKGAR 15.5 500.2
[P:513 GAPGPAGPK 15.1 384.2
| P: 513,522 K 519 | GAPGPAGPKGSPGEAGR 16.8 7773
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Obr. 43. Fragmentova spektra neglykovaného peptidu (MH" = 1088.5, m/z = 544 8, z = 2)
s hydroxylovanym prolinem P 495, namérena metodou HPLC-MS/MS.
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Obr. 44 a, b) Fragmentovd  spektra CML  modifikovanych  peptidi
GFPGADGVAGPKGPAGER (MH" = 1713.8, m/z = 857.4, z = 2, Am/z spojenych s CML
modifikaci: + 58.0) a) namerena metodou HPLC-MS/MS, b) metodou CE-MS/MS.
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Tab. 5. Identifikace MS/MS spekter ptivodniho peptidu (pred glykaci).

Fragmento- | Iont | Teoretickd | Rozdil | Frag. Iont | Teoreticka | Rozdil
vany iont hmotnost | hmot- iont hmotnost | hmot-
[m/z] [Da] nosti [m/z] [Da] nosti
[Da] [Da]
y-ions b-ions
301.12 V3 301.20 -0.08 | 788.05 by 788.36 -0.31
372.20 Va4 372.24 -0.04 | 717.24 bg 717.33 -0.09
471.29 ys 471.30 -0.01 618.23 by 618.26 -0.03
528.35 V6 528.33 0.02 561.08 bs 561.24 -0.16
643.30 y7 643.35 -0.05 | 446.12 bs 446.21 -0.09
714.39 Vs 714.39 0.00 357.13 | b-H20O 357.15 -0.17
771.37 Y9 771.41 -0.04 | 318.05 b3 318.15 -0.10
884.43 Y10 884.46 -0.03 | 204.87 b, 205.10 -0.23
44283 Yio | 442.74 0.09 a-ions
433.97 yio | 433.73 0.24 | 177.02 a 177.10 -0.08
H,0
418.11 as 418.21 -0.10

Tab. 6. Identifikace MS/MS spekter K 504-CML modifikovaného peptidu (po glykact).

| Fragmento- | Iont | Teoret. | Rozdil | Frag. Iont Teoret. Rozdil
vany iont hmotnost | hmot- | iont hmotnost | hmotnosti
[m/z] |Da] nosti | [m/z] [Da] [Da]
[Da]
y-ions b-ions
361.14 y3 361.19 -0.05 | 13537 bys 1353.66 0.08
4
529.23 ys 529.28 -0.05 -—- b3 1185.58 ---
586.33 Y6 586.31 0.02 | 11283 b2 1128.55 -0.23
2
755.61 y7- 755.39 0.22 --- b1 942.44 -
NH;
869.45 Vs 869.47 -0.02 --- bio 845.39 ---
926.49 Vo 926.49 0.00 | 788.31 by 788.36 -0.05
997.56 Y10 997.53 0.03 | 770.31 | bo-H,O 770.35 -0.04
1096.56 Yil 1096.60 -0.04 | 699.41 | bs-H,0 699.31 0.10
1153.75 V12 1153.62 0.13 --- b, 618.26 ---
1268.79 V13 1268.65 0.14 --- bs 561.24 ---
699.41 yis 698.86 0.55 --- bs 446.21 ---
755.61 yis | 755.38 0.23
828.37 yi7 | 828.92 -0.55
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Obr. 45. Sekvence hovéziho kolagenu databaze SwisProt (P 02453, alfa 1, typ I) po glykaci

ribozou. Peptidy zjisténé MS/MS analyzou jsou oznaceny tucn€, modifikované lysiny (K)

jsou podtrzené. Propeptidy jsou odliSeny malym pismem.

5.2.2.3.2. Malondialdehydem modifikované vzorky

Zatimco CML modifikace byla nalezena u obou typi ribozou i glukdzou

modifikovanych vzorki, reakce kolagenu s malondialdehydem nezasahuje stejné glykaéni

misto a typ modifikace. Kvalitativni MS/MS spektra ukazuji, ze pouze u dvou vzorkd byla

objevena argpyrimidinova modifikace R 321 v peptidové sekvenci PGPAGARGN, ktera byla

také objevena u jednoho kontrolniho vzorku.
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5.2.2.4. CE-MS/MS analyza
CE-MS/MS analyza poskytla podobné vysledky jako HPLC-MS. Rovnéz tato analyza

byla rozdélena do dvou sekci na zakladé chemizmu reaktantu.

5.2.2.4.1. Ribozou a glukozou modifikované vzorky

V elektroferogramu ribozou glykovanych kolagennich vzorka (Obr. 46) byly
identifikovany tfi CML-modifikované peptidy. Jejich peptidové sekvence byly
GFPGADGVAGPKGPAGER (migracni ¢as = 45.1 min) s K 504 modifikovanym lysinem
(Obr. 44 b), VGAPGPKGAR (migracni ¢as = 39.8) s K 861 modifikovanym lysinem (Obr.
47 a) a DGSPGAKGDR (migracni ¢as = 40.9 min) s K 1032 modifikovanym lysinem (Obr.
47b).
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Obr. 46. CE-MS profil kolagenniho vzorku glykovaného ribézou.
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Obr. 47 a, b) Fragmentova spektra CML modifikovanych peptidi VGAPGPKGAR (MH" =
909.5, m/z = 500.2, z = 2, Am/z spojena s CML modifikaci: + 58.0) a DGSPGAKGDR (MH"
=517.2, m/z=959.5, z=2, Am/z spojena s CML modifikaci: + 58.0) naméfena metodou CE-
MS/MS.
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U glukozou modifikovanych vzorkli kolagenu byly metodou CE-MS/MS detekovany
dva CML modifikované peptidy s migraénimi casy 45.1 a 39.6 minut. Zatimco prvné
jmenovany peptid o sekvenci (GFPGADGVAGPKGPAGER) byl také objeven metodou
HPLC-MS/MS, druhy peptid (VGAPGPKGAR) u glukézou modifikovanych vzorka
metodou HPLC-MS/MS nebyl detekovan (byl detekovan pouze ve vzorcich modifikovanych

ribdzou).

5.2.2.4.2. Malondialdehydem modifikované vzorky
Metodou CE-MS/MS nebyly nalezeny zadné modifikované peptidy. Metoda kapilarni

elektroforézy vykazovala nizsi citlivost nez HPLC.

5.2.3. Spektroskopickda méreni

5.2.3.1. Spektroskopicka méreni vzorku kolagenu typu I, kuze a Slach Stépenych
proteinazou K
Byla méfena absorbéni spektra vzorki kolagenu typu I, kiize a slach v rozmezi 190-

400 nm. Vysledky jsou ziejmé z tabulek 7 a 8 a obr. 48-50.

Z tab.7 vyplyva, ze pusobenim glyoxalu vnika nové absorpéni maximum A 323 nm pro $lachu
a kazi a 303 nm pro vzorek kolagenu typu I, na rozdil od inkubace s ostatnimi modifikatory
(glukdza, ribdza, glutardialdehyd). Pusobenim glyoxalu dale vznika dal$i men$i maximum
v oblasti 280 nm. V pripad¢ inkubace vzorku kolagenu typu I, kiize a Slach glutaraldehydem

Stépenych proteinazou K byly naméreny kratsi vinové délky nez pusobenim glyoxalu.
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Tab. 7.  Spektroskopickd méreni jednotlivych vzorkidl (kolagen typ I, kuze a Sslacha
s jednotlivymi modifikatory) §tépenych proteindzou K s vinovymi délkami (znazornéno na

obr. 48-50)

Vzorek Vinova délka

A (nm)
Kolagen typu 1 + pufr 278
Kolagen I + pufr +glukodza 278
 Kolagen I + pufr + riboza 278

| Kolagen I + pufr + glyoxal 270, 303
Kolagen I + pufr + glutardialdehyd 270
Kuze + pufr 276
Kize + pufr + glukoza 276
Kize + pufr + riboza 279

Klze + pufr + glyoxal 280, 323
Kaze + pufr + glutardialdehyd 269
Slacha + pufr 278
Slacha + pufr + glukdza 278
Slacha + pufr + riboza 280

 Slacha + pufr + glyoxal 280, 322
| Slacha + pufr + glutardialdehyd 268
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Obr. 48. Absorb¢ni spektrum modifikovaného kolagenu typu I §tépeného proteinazou K.

Absorb¢ni maxima jsou oznacena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. A) Slacha

+ puft, B) §lacha + pufr + glukéza, C) Slacha + pufr + ribéza, D) Slacha + pufr + glyoxal, E)

Slacha + pufr + glutardialdehyd.

Obr. 49. Absorbéni spektrum modifikovanych vzorkl kaze Stépenych proteinazou K.
Absorb¢ni maxima jsou oznacena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. A) §lacha
+ pufr, B) slacha + pufr + glukoéza, C) §lacha + pufr + rib6za, D) §lacha + pufr + glyoxal, E)
Slacha + pufr + glutardialdehyd.
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Obr. 50. Absorbéni spektrum modifikovanych vzorkli §lach S§té€penych proteinazou K.
Absorbcni maxima jsou oznacena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. A) Slacha
+ pufr, B) §lacha + pufr + glukoéza, C) slacha + pufr + ribéza, D) §lacha + pufr + glyoxal, E)
Slacha + pufr + glutardialdehyd.
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5.2.3.2. Spektroskopicka méreni vzorku kolagenu typu I, kuze a Slach Stépenych
kolagenazou
Byla méfena absorblni spektra vzorku kolagenu typu I, kize a Slach v rozmezi 190-
400 nm. Touto metodou byly ziskany nasledujici vysledky Tab. 8.
Plsobenim glyoxalu na vzorky $lach pokusnych zvifat bylo opét naméfeno nové

absorp¢ni maximum. U vzorka kuZe a kolagenu typu I toto maximum naméreno nebylo.

Tab. 8. Spektroskopicka méfeni jednotlivych vzorkd (kolagen typ I, kize a S§lacha
s jednotlivymi modifikatory) st€penych kolagenazou s vinovymi délkami (znazornéno na obr.

50-53).

l Vzorek Vinova délka
I A (nm)
Kolagen typu I + pufr 279
Kolagen I + pufr +glukéza 283
Kolagen I + pufr + rib6za 280
Kolagen I + pufr + glyoxal 285
Kolagen I + pufr + glutardialdehyd 307
Kaze + pufr 280
Kaze + pufr + glukdza 278
Kize + pufr + ribéza 278
Kize + pufr + glyoxal -
Kaze + pufr + glutardialdehyd -

Slacha + pufr 278
. Slacha + pufr + glukdza 278
| Slacha + pufr + riboza 278
| Slacha + pufr + glyoxal 323

| Slacha + pufr + glutardialdehyd -

Data uvedena v grafech na obr. 48, 49, 50, 51, 52, 53 byla prevedena do tabulek ¢.7 a 8..
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Obr. 51. Absorb¢ni spektrum modifikovanych vzorki kolagenu typu 1 Stépenych
kolagenazou. Absorbéni maxima jsou oznaCena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 8. A) §lacha + pufr, B) Slacha + pufr + glukéza, C) Slacha + pufr + rib6za, D) §lacha

+ pufr + glyoxal, E) slacha + pufr + glutardialdehyd.
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?
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Obr. 52. Absorbéni spektrum modifikovanych vzorkd kize stépenych kolagenazou.
Absorbéni maxima jsou oznacena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8. A) kiize
+ puft, B) klize + pufr + glukoza, C) kiize + pufr + riboza, D) kiize + pufr + glyoxal, E) kize
+ pufr + glutardialdehyd.
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Obr. 53. Absorbéni spektrum modifikovanych vzorkua Slach Stépenych kolagenazou.
Absorb¢ni maxima jsou oznacena Sipkou a jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8. A) §lacha
+ pufr, B) Slacha + pufr + glukéza, C) slacha + pufr + ribéza, D) Slacha + pufr + glyoxal, E)
Slacha + pufr + glutardialdehyd.
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6. DISKUZE
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6.1. POKUSY INVIVO

6.1.1. Méreni pentosidinu

Namétené hodnoty jsou v souladu s jiz publikovanymi Gdaji ([133], [134] a [135]),
kde byl pentosidin nalezen v kuzi diabetickych pacientti, aortach diabetickych potkanu a psu,
a v psi ohance. V ocasnich §lachach byly popsany nizsi hladiny pentosidinu nez v aortach
[133]. Zjisténa data a jejich zavislosti plné odpovidaji predpokladim. V aortach HTG potkani
byl nalezen v zavislosti na obsahu triglyceridd vys$i obsah pentosidinu u vSech tii druhl
tkani. Podle predpokladu obsah pentosidinu byl zvySeny pii zvySeném pfijmu cukru
(fruktozy). Kaze, ocasni §lachy a aorty Sest mésict starych potkan(i kmene HTG nemély
zménénou extracelularni matrix (alesponi z hlediska obsahu kolagenu a elastinu) a rovnéz
nezménény obsah pentosidinu ve srovnani s ostatnimi druhy potkant (kmen Lewis a Wistar).
Jednim ze zasadnich parametri, urCujicich miru glykace je koncentrace glukézy v plasmé
zvitat. Tyto koncentrace jsme nemé&fili, ale literatura [127] uvadi, ze hladiny glukozy v séru

zvifat, byly vyrazné€ vyS$si u zvifat napajenych vodou s 10 % roztokem fruktozy nez u kontrol.

6.2. POKUSY IN VITRO

K podrobné analyze posttransla¢nich zmén kolagenu, jejich produkti, je tfeba pouzit
co nejméné destruktivnich metod Stépeni struktury bilkoviny. Kysela, ale 1 alkalicka
hydrolyza proteini muze vést k tvorbé artefaktt, které mohou byt omylem povazovany za
»normalni“ (fyziologické) produkty modifikace. Z tohoto pohledu, lze napf. zminit [2-(2-
furoyl)-4(5)-furanyl-1H-imidazol] (FFI) produkt, jehoz objeveni roku 1984 jako glykacniho
produktu [136] bylo oznameno v roce 1988 v prestiznim Casopise The Journal of Biological
Chemistry [137]. Jesté tentyz rok bylo prokazano, ze se jedna o artefakt vznikly pii alkalické
hydrolyze [138]. Je zajimavé, ze jest€ nekolik let po tomto ,upfesnéni vychazely védecké
publikace zabyvajici se stanovenim tohoto produktu v glykovanych tkanich.

Z téchto divodia byly pro detailni studium struktury proteinu v piedlozené praci
pouzity rizné metody enzymatického Stépeni. K témto analyzam bylo tieba vyvinout
analytické metody umoznujici separaci a naslednou analyzu nestépenych modifikovanych

proteintl.
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6.2.1. Modifikace hovéziho sérového albuminu (BSA)

Aplikace souboru chromatografickych a elektroforetickych metod jako jsou
HPLC/UV, HPLC/MS, PAGE, CE/UV umoziiuje ulinny vyzkum neenzymatickych
posttranslatnich modifikaci BSA glykovaného riznymi modifikatory. Tyto modifikace
poukazuji na dilezZitost reakce proteini s modifikatory ucastnicich se nékterych
fyziologickych procesu, jako je napf. starnuti. Zmény v HPLC/UV, HPLC/MS a CE/UV
tryptickych peptidovych mapach jak modifikovaného, tak i1 nemodifikovaného albuminu,
sveédCi o strukturalni zavislosti reakce mezi volnou amino skupinou proteinu a oxo-
slouCeninou. Wada a kol. [130] jiz dfive publikovali skutecnost, ze peptidova sekvence 548-
557 (KQTALVELLK) obsahujici glykaéni misto Lys 548 je velmi reaktivni. V naSich
analyzach se tato peptidova sekvence vyskytuje pod pikem ¢. 30 v kontrolni analyze (obr. 30)
a jak bylo oCekavano, jak tento pik, tak i samotny peptid po reakci s glukézou zanikl. To
znamena, ze tato sekvence je velmi reaktivni. Ostatni lysinové zbytky citlivé k modifikaci
glukézou jsou Lys 309 (fragment 300-309, pik 21), Lys 597 (fragment 588-607, pik 18) a
arginin 220 (fragment 219-220, pik 1).

6.2.2. Modifikace kolagenu

Biosyntéza kolagenu je vicekrokovy proces charakterizovany modifikaci proteint.
Mnohé z téchto modifikaci jsou specifické pravé pro kolagen. Béhem syntézy se hydroxylaci
prolinovych a lysinovych zbytkl vytvaii hydroxyprolin (Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Po
sekreci do extracelularniho prostoru jsou C- a N- konce propeptidi odstranény coz umoziiuje
seskupovat molekuly kolagenu ve fibrily. Nasledné¢ mohou byt kolagenni molekuly vystaveny
posttransla¢nim modifikacim (tvorba kovalentnich pfi¢nych vazeb). VSechny tyto modifikace
vyzaduji pusobeni enzymu [6]. Neenzymatické modifikace kolagenu jsou v literatute Siroce
diskutovany [139], nékteré, jako napt. pentosidin [86] ¢i CML [65] jsou i detekovany a
kvantifikovany, ale stale v podstaté chybi informace o konkrétnich vazebnych mistech v

proteinu (sekvence).

6.2.2.1. HPLC a CE analyza posttranslacné modifikovaného kolagenu
V proteomickém vyzkumu jsou Siroce pouzivané tzv. sprazené techniky. V principu se
jedna o izolaci, separaci proteinu, jeho nastépeni a naslednou analyzu spektralnimi metodami.

Tyto metody jsou dobre aplikovatelné pro hydrofilni rozpustné proteiny. Pravé z hlediska
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nerozpustnych proteind, mezi které rozhodné& patfi i strukturéalni bilkovina kolagen, je tfeba
zvolit jiny piistup. Tento pfistup je zalozen na pfesné definovaném Stépeni proteinu, nasledné
separaci a analyze vzniklého bohatého spektra peptidii. V proteomickém vyzkumu jsou (vedle
dvoudimenzionalni elektroforézy) velice €asto pouzivany metody HPLC a CE. Tyto metody
umozfiuji uziti multidimensionalniho pfistupu pro rozliSeni smési velkého poctu proteinii
nebo peptidi a zjednodusuji jejich MS identifikaci. V prezentované praci byly nalezeny
spolehlivé metody pro stanoveni neenzymatickych posttranslanich modifikaci kolagenu.
Vysledkem téchto separacnich HPLC a CE metod je peptidové mapovani, které nasledovalo
po specifickém enzymatickém S$tépeni. Vyuzitim téchto separacnich metod je mozné
detekovat nékolik minoritnich, ale vyznamnych rozdild v komplexni sadé peptidi. Tyto
rozdily jsou zpusobeny neenzymatickymi reakcemi volnych amino skupin proteind
s aldehydickymi cukry (glukozou a ribézou). Céstetnému objasnéni chemizmu
posttranslacnich modifikaci proteini glykovanymi riznymi modifikatory, napomohli
Dolhofer a kol. [132] (pouzili vice reaktivni oxo-modifikator glutardialdehyd). V porovnani
s metodou plosné gelové elektroforézy, klasicky pouzivané pro separaci proteind, maji
metody HPLC a CE vysSsi citlivost, rychlejsi ¢as analyzy, mensi nastfikovy objem vzorku a
moznost automatizace. Spojeni HPLC a CE je velmi vyhodné, z hlediska vysoké GcCinnosti
[140]. Moore a Jorgenson pouzili on-line spojeni RP HPLC-CE pro stanoveni smési peptidi
[141]. Pro identifikaci proteinu je v literatufe hojné citovana metoda HPLC/CE spojena

s hmotnostnim spektrometrem poskytujici vysoké rozliSeni [142].

6.2.2.2. HPLC/MS a CE/MS analyza posttranslacné modifikovaného kolagenu
Hmotnostni spektrometrie (MS), zejména ve spojeni s HPLC nebo CE, je moderni
technikou pro stanoveni proteinové sekvence, ale i posttranslacnich modifikaci a urceni
presného mista jejich glykace. Techniku HPLC-MS pro stanoveni kolagenu pouzili ve své
publikaci Verzijl a kol. [143]. Uginnost separace peptidti pomoci kapilarni elektrororézy je
mnohem vysSi nez v pripadé HPLC [144]. Existuje vice metod pro stanoveni peptidi/proteint
vyuzivajicich jak techniky HPLC, tak i CE v kombinaci s MS, ale velmi slibna je pravé
z dGvodu separa¢ni G€innosti metoda CE-MS [145]. Jako prvni popsali metodu CE-ESI-MS
bez pfidané doplfikové obalové (sheath) kapaliny Olivares a kol.[146], ale vice je pouzivana
metoda CE-ESI-MS s pritomnosti této obalové (sheath) kapaliny [147]. Spojeni metod CE-
ESI-MS vidy vyZaduje optimalizaci jednotlivych parametri (napéti na kapilafe, prutok

obalové kapaliny atd.) [148].
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V této praci byly vyuzity techniky HPLC-MS/MS a CE-MS/MS ke stanoveni
presnych glykacnich mist, ktera jsou nejvice modifikovana CML. NaSe vysledky urcily,
privilegovana glykaéni mista kolagenu typu I modifikovaného ribézou nebo glukozou.
Témito misty byly lysiny 504 a 1032 (MS/MS spektra umoznila pfesna stanoveni sekvence
modifikovaného peptidu kolagenu). Tyto vysledky jsou v souladu se zavéry ostatnich autort,
ktefi nalezli CML modifikaci majoritné zastoupenou u tkarnovych proteinl, Castecné 1 u
kolagenu [65].

Pri studiu kolagenu bylo pouzito §tépeni CNBr a nasledné trypsinem. Typickym
mistem pro Stépeni trypsinu je lysin (a arginin). V pripadé, ze je lysin modifikovany (v naSem
pripadé CML), ke st€peni u takto zmérnieného lysinu nedochazi . To bylo dokumentovano ve
vSech pripadech modifikace-kolagenu. Peptid s CML byl vzdy del§i o jednu sekvenci
obsahujici lysin napf. GFPGADGV AGPKGPAGER.

LC-MS/MS analyzy kolageni glykovanych lipido-peroxidacnim produktem (MDA)
ukazaly rozdilné vysledky oproti glukdéze nebo riboze. Vyssi reaktivita MDA vede
pravdépodobné k vyssi tvorbé pricné-vazebnych interakci.

CE-MS/MS analyza poskytla podobné vysledky jako HPLC-MS. Vzhledem k
citlivosti metody CE-MS/MS nebyly u malondialdehydem modifikovanych vzorki nalezeny
zadné modifikované peptidy. Nizsi citlivost metody CE-MS/MS byla zpusobena velkym
nafedénim smési peptidi/proteinii dopliikovou obalovou (sheath) kapalinou.

Identifikaci CML u glykovanych proteini popisuje Ahmed a kol. [65], ktefi pro
stanoveni CML (po kyselém nastépeni) pouzili techniku GC/MS a HPLC. Stanovenim a
kvantifikaci CML jako modifikacniho produktu AGE, se zabyvali také Merbel a kol [149],
kteri tento produkt stanovili v lidské plazmé technikou ELISA. Koncentrace CML byla
v tomto pripad€ 4,13 pg/ml. Ve vSech dosud popsanych pripadech se jedna pouze o stanoveni

pritomnosti CML (at’ kvalitativni ¢i kvantitativni) a ne v identifikaci modifikaci.

6.2.3. Spektroskopicka méreni

Absorbéni spektra vzorku kuze a slach modifikovanych glyoxalem (obr. 49 a 50) jsou
velmi podobna tvorbou nového absorpéniho maxima. Tuto tvorbu dvou absorpcnich maxim
lze vysvétlit tim, ze dochazi k tvorbé novych sloucCenin posttranslacnich modifikaci. Lze
ocekavat, ze se mize jednat napf. o aromatické heterocyklické slouceniny, které jsou samy o

sob€ chromofory. Nékteré z takovych sloucenin jsou popsany i v potravinaiské literature
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[150]. Porovnanim spektralnich méfeni vzorkd §t&penych proteinazou K se vzorky stépenymi
kolagenazou je ziejmé, ze proteinaza K je vhodn&j§im enzymem pro sledovani zmén
posttranslaénich modifikaci nez kolagenaza. Porovnanim absorb¢niho spektra vzorku
kolagenu typu I Stépeného proteinazou K (obr. 48) oproti vzorku Stépeného kolagenazou na
(obr. 51) jsou lépe patrné zmény stupné glykace jednotlivymi modifikatory.

Absorbéni spektra u modifikovanych vzork( ktze a Slach Stépenych kolagenazou na
(obr. 52 a 53) jsou podobna, ale stim rozdilem, Ze u modifikovanych vzorkii kiize
(modifikované glyoxalem a glutardialdehydem) nema naméfené spektrum zadna vyznamna
absorpéni maxima, to potvrzuje, ze kolagenaza neni vhodnym enzymem ke Stépeni vzorkl
(Slachy a kaze) pro tuto studii.

Z uvedenych absorb&nich spekter jednotlivych vzorku je patrné, ze u vzorku kolagenu
typu I a Slach modifikovanych glyoxalem a glutardialdehydem (v pfipadé kolagenu I) dochazi
ke zvySovani absorb&niho maxima. Tuto zménu lze vysvétlit tvorbou posttranslacnich
modifikaci (tvorba dvou absorbénich maxim). Glykaci bilkovin dochazi ke zméné jejich
fyzikalnich a spektralnich vlastnosti (zména barvy ¢i fluorescence). Literatura uvadi
fluorescenci fluorescencnich sloucenin méfenou pii 350 ex/400em nm [151]. Linda B.
Lingelbach a kol. [152] méfili pentosidin fluorescenci pri 370 ex/440 em nm, stejné€ jako Deyl
a kol.[153], kteri mérili glyka¢ni produkty (pentosidin) pri stejné fluorescenci (370 ex/440 em
nm). Bylo konstatovano, ze samotné méfeni fluorescence pro stanoveni produkta
posttranslacnich modifikaci neni dostatecné, je tfeba separovat a analyzovat pfimo produkty
glykace. Fluorescence, pii kterych se méfi glykace jednotlivych produktd vznikajicich pfi
reakci s cukry jsou: pro pentosidin 335 ex/385 em nm [86], [95], produkty pokrocilé glykace
370ex/440em nm [154], [155], fluorofor LM-1360ex/460em nm [156] a 3-
deoxyglukoson/butylamin 370ex/455em nm [157]. Literatura uvadi také vinovou délku UV
295 nm mérenou u glykacnich produkta [158], [159] a [160].
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7. ZAVER
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Pfi studiu pentosidinu jako pokroéilého glykacniho produktu bylo zjisténo, Ze hladina
pentosidinu neni zavisla na hladiné triglycerid a nebo jejich metabolickych produktl. Vyssi
obsah triglyceridi v krvi HTG potkani nemél vliv na obsah pentosidinu u vSech tri druhi
tkani. Bylo zjisténo, ze tii-tydenni podavani 10 % roztoku fruktozy zvySuje obsah pentosidinu
v aorté a kuzi u viech tii druhd potkanu (Lewis, Wistar a HTG). Vyssi obsah pentosidinu byl
také objeven v ocasni §lase potkani kmene Lewis a HTG, ale tyto zmény nejsou prilis
vyznamné. Nebyly také objeveny zadné vyznamné zmeény v obsahu kolagenu a elastinu mezi
kontrolnimi potkany a potkany napajenymi roztokem o vyssim obsahu fruktozy.

Pfi studiu posttranslaénich modifikaci albuminu bylo zjisténo, Ze vyznam a Gcinnost
jednotlivych oxo-slouenin roste ve sméru glukdza — ribéza — glyoxal — glutardialdehyd.
Mirna posttranslacni modifikace BSA byla objevena pri reakci s glukdézou. V tomto pfipadé
se jedna hlavné o monofunkéni modifikace. NejiCinn¢jsim modifikatorem byl
glutardialdehyd. Pfi reakci s nim dochazi k nejintenzivné€jsi modifikaci a vznika velké
mnozstvi inter- a intra-molekularnich pfi€nych vazeb. Bylo zji§téno, ze nejreaktivnéj§im
glykanim mistem pro tvorbu pri€nych vazeb u albuminu je lysin 548, dale lysin 309, lysin
597, arginin 220. Méné reaktivnimi misty jsou lysiny v poloze 88, 256, 263, 495, 528 a
argininy v poloze 105, 218, 222 a2 459.

Pozornost byla zaméfena na studium posttranslacnich modifikact hlavni bilkoviny
pojivove tkang, kolagenu. Byly vyvinuty nové spolehlivé analytické metody (HPLC, CE) a
jejich spojeni pro stanoveni neenzymatickych posttranslacnich modifikaci kolagenu. Témito
metodami byla prokazana vyssi reaktivita ribdzy ve srovnani s glukézou.

Byly nalezeny a optimalizovany metody k identifikaci glykacnich mist kolagenu.
HPLC-MS/MS a CE-MS/MS metody umoziily nalézt presna mista modifikace pokrocilych
produktt glykace. Bylo zjisténo, ze kolagen a; typu I glykovany glukézou nebo ribbdzou
preferuje tato glykaéni mista: lysiny 504 a 1032. Ve vyzralém kolagennim peptidu bylo
identifikovano 17 modifikacnich mist zahrnujicich jednu z reaktivnich sekvenci (PKG, AKG),
ze kterych bylo pouze pét glykovanych (obsahujici lysiny 504, 519, 750, a 861 s PKG
reaktivni sekvenci a 1032 s AKG reaktivni sekvenci). Byly také objeveny dalsi ¢tyfi PKG
reaktivni sekvence a Sest AKG reaktivnich sekvenci, které odpovidaji spektrim
neglykovanych peptidi. Peptidy s lysiny 276 a 447 (AKG reaktivni sekvence) chybély.
MS/MS spektra prokéazala pritomnost CML u glykovaného kolagenu. Vyssi pocet CML
modifika¢nich mist pro ribozu (5) ve srovnani s glukézou (2) je v souladu s jeji vysSi

reaktivitou. Reaktivita ribozy je pricinou vyssi tvorby karboxymethyllysinu. Lze tedy fici, ze
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rozdilna reaktivita u riboz a glukéz ukazuje, ze lysin na pozicich 504 a 1032 je reaktivné;si
nez lysin na pozicich 519, 750 a 861.

Zavérem lze TFici, Ze vliv glykacnich reakci na organizmus je velmi Siroky. U kolagenu
byl prokazan vzrust modifikaci a pficnych vazeb. Tvorba téchto vazeb je vysvétlovana prave
reakci bilkovin s Amadoriho produkty vznikajicimi pfi glykaci. Glykace patfi mezi ty reakce,
které podstatné ovliviiuji zivot organizmi, a to jak pfi starnuti, tak i pri patologickych
projevech. To je i jednim z divodi, proc se jeji vyzkum v poslednich letech prudce rozviji.
Cilem predlozené prace bylo pfispét do tohoto vyzkumu.

Proteomicky pristup k analyze a stanoveni modifikaci proteini byl také vyuzit v

dalSich vyzkumech jako napt. ur€eni proteinti ve skorapkach ptacich vajec.
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