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Nazev disertacni prace Interakce proteind s nizkomolekularnimi latkami in vitro. Vliv glykace, latek
prirodniho pivodu a kombinace téchto faktor(i na funkci a spektralni
vlastnosti vybranych bilkovin.

Rostlinné polyfenolické latky se pfirozené vyskytuji v lidské stravé a vyznadluji se fadou biologickych a
farmakologickych vlastnosti. Maji schopnost reagovat s nejriznéjSimi proteiny véetné enzymda. Velky vyznam
ma jejich interakce se sérovym albuminem, jehoZz jednou z nejvyznamnéjsich funkci je vazani, prenos a
ukladani fady endogennich a exogennich nizkomolekularnich latek v krevnim fecisti. Jednim z cil(i prace
bylo prostudovat vztahy mezi chemickou strukturou a vazebnymi afinitami dvou vyznamnych skupin
polyfenolickych latek, konkrétné hydroxyskoficovych kyselin a katechint (flavanol(), s molekulou sérového
abuminu v in vitro modelech pomoci spektralnich (UV-Vis absorpéni spektroskopie, metoda zhaseni
fluorescence) a elektroforetickych (nativni a SDS PAGE) metod. Nékteré polyfenoly zpisobily zmény v
konformaci proteinu a byly zaznamenany urcité vztahy mezi jejich strukturou a zjisténymi vazebnymi
afinitami k sérovému albuminu.

Mezi nejvyznamnéjsi rostlinné polyfenolické latky patfi katechiny (flavanoly) zeleného ¢aje. Byla studovana
moznost interakce téchto katechinti s enzymem ERp57 v in vitro modelu metodou zhaseni fluorescence. Pro
studovani vlivu katechin(l zeleného ¢aje na reduktasovou aktivitu enzymu ERp57 v in vitro modelu byla
pouzita citliva fluorescenéni metoda vyuzivajici dieosinglutathiondisulfid jako fluorescenéni sondu. Sonda
vykazuje nizkou fluorescenci pfi vinové délce excitace a emise 520 nm/545 nm, ktera vyznamné vzroste po
redukci disulfidové vazby, tedy v pfitomnosti enzymu ERp57. Na zakladé ziskanych vysledku byl diskutovan
vztah mezi strukturou studovanych katechinu a jejich vazebnou afinitou, popf. jejich inhibi¢nim Gc¢inkem na
reduktasovou aktivitu ERp57.

Alfa-dikarbonylové slou€eniny (napf. methylglyoxal) vznikaji béhem fady metabolickych procest a také
neenzymovou glykaci proteind glukosou. Jsou povazovany za dulezité prekurzory vzniku AGEs in vivo.
Methylglyoxal se snadno vaze na aminoskupiny proteinu za tvorby kovalentnich zesiténych agregatud
(crosslink() a reaktivnich forem kysliku (ROS). Tim pfispiva ke vzniku a rozvoji riznych onemocnéni v€etné
diabetu mellitu a jeho pozdnich komplikaci. Rostlinné polyfenolické latky mohou snizovat tvorbu AGEs a tim
zpomalovat proces neenzymoveé glykace riznymi mechanismy, napf. vychytavanim reaktivnich a-
dikarbonylovych slou¢enin nebo ROS. Dal$im cilem prace bylo studium vlivu katechinli zeleného ¢aje na
neenzymovou glykaci sérového albuminu zprostfedkovanou methylglyoxalem v modelech in vitro pomoci
fluorescenénich metod pro stanoveni mnozZstvi celkovych (“nespecifickych”) AGEs (Aex/Aem = 330/410 nm)
a argpyrimidinu jako specifického AGE (Aex/Aem = 320/380 nm). Antiglykacni uc¢inek studovanych katechint
zavisel na jejich struktufe a koncentraci.

Glutathion-S-transferasy (GSTs) pfedstavuji skupinu enzym, které katalyzuji konjugaci redukovaného
glutathionu s fadou hydrofobnich latek. Jedna se o dllezité enzymy v detoxikaci riznych xenobiotik. V ramci
této prace byl studovan ucinek methylglyoxalu na strukturni a katalytické vlastnosti rekombinantni
cytosolické GST z Schistosoma japonicum v in vitro modelu pomoci spektroskopickych (UV-Vis absorpéni a
fluorescenéni spektroskopie) a elektroforetickych (nativni PAGE, SDS PAGE/western blotting) metod. Bylo
zZjisténo, Ze methylglyoxal sniZuje katalytickou aktivitu GST a zplGsobuje zmény v naboji molekuly enzymu
stejné tak jako zmény v jeho strukture (tj. zména konformace, tvorba AGEs a crosslinku) v zavislosti na
koncentraci.



