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1. UVOD

Jednou =z posttranslaénich modifikaci bilkovin je neenzymatickd glykosylace
glykace. Prvni fazi tohoto procesu je reakce redukuyjicich cukri a jejich derivata
s aminokyselinovymi zbytky argininu a lysinu. Dal8imi neenzymatickymi pfemé&nami vznikaji
rozliéné glyka¢ni produkty hromadné oznacované jako konetné produkty pokrocilé glykace
(AGEs, Advanced Glycation End Products). Glykace biomakromolekul (kromé bilkovin také
napt. nukleovych kyselin) pfispiva k patogenezi mnoha chorob a figuruje také v procesu
ptirozeného starnuti. Dusledkem hyperglykémie u diabetik je urychleni glykaénich reakci a
rozvoj charakteristickych komplikaci. Kromé cukru se glyka¢nich procesu ucastni také vysoce
reaktivni a-dikarbonylové slouéeniny. Methylglyoxal, jeden ze zastupcl téchto latek, je
fyziologickym metabolitem vznikajicim prevaZn€ rozpadem triosafosfatd v prab&hu
glykolyzy. Tento oxoaldehyd ma velmi silné glykaéni vlastnosti. Jeho reaktivita je namifena
ptednostné proti argininovym zbytkim, jejichz modifikaci vznikaji specifické AGEs (napf.

hydroimidazolony, argpyrimidin).

Tvorba glyka¢nich adukti na molekulach bilkovin naruduje uspofadani polypeptido-
vého fetézce a vede k porufe jejich funkce. Glykaci podléhaji nejen proteiny s nizkym
obratem (napf. kolagen), ale také kratce existujici proteiny jako kupf. enzymy. Jejich
modifikace je nejéastéji spojena s poklesem enzymatické aktivity. Cilem glykace mohou byt
jak plazmatické, tak cytosolické bilkoviny, a dokonce i bilkoviny bunéénych organel. Jednim
z objevenych subcelularnich proteini glykovanych in vive je mitochondridlni enzym
glutamatdehydrogenasa (GDH). Jeji glykace irn vitro a ex vivo vedla k poklesu enzymatické

aktivity a sniZeni citlivosti k allosterickym efektorim.

Tato prace je doplnénim uvedenych enzymologickych experimentl a zamé&fuje se na
strukturdlni aspekty glykace GDH. Vliv methylglyoxalu je zkouman spektralnimi metodami

absorpéni a fluorescenéni spektroskopii.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Glykace bilkovin, AGEs

Proces glykace byl popsan jiz na za¢atku minulého stoleti a to ve smyslu G&inku
aminokyselin na cukry obsazené v potravinach. Jeho biologicky dosah byl v3ak rozpoznan
teprve v poloviné 70. let v souvislosti s objevem glykovaného hemoglobinu. O zapojeni
glykace do rozvoje komplikaci diabetu a do procesu starnuti se za¢alo uvazovat aZ na sklonku
70. let (Ulrich a Cerami 2001). I v soucasnosti je toto téma aktudlni a velmi intenzivné se

zkouma.

Glykaci bilkovin zahajuje nukleofilni adi¢éni reakce mezi karbonylovou skupinou
redukujiciho cukru (napk. glukosy', fruktosy) a volnou aminoskupinou bilkoviny (tj. lysinu,
argininu nebo na N-konci). Reakce je reverzibilni, tzn. vysoce zavisld na koncentraci
reaktantl, a ddva vzniknout Schiffové bazi. Tento aldiminovy meziprodukt je nestabilni,
dochazi k tzv. Amadoriho pfesmyku za vzniku ketoaminu - Amadoriho produktu
(Obrazek 1). Vznik Schiffovy baze se odehrava v éasovém horizontu nékolika hodin, zatimco
Amadoriho pfesmyk probiha v fadu dnu a nevratné, produkty se tedy na molekulach bilkovin

hromadi.

Vznikem Amadoriho produktu glykace nekon¢i. Nasleduje série dalSich
neenzymatickych pfemén oznatovana terminem pozdni glykace. Zahrnuje ruzné piesmyky,
dehydratace, cyklizace ¢i fragmentace. Jejimi produkty jsou slouceniny vice ¢i méné zndmé
struktury souhrnné nazyvané koneéné produkty pozdni glykace (AGEs). Reakei spojenych s
jejich tvorbou se mohou uéastnit i oxidaéni procesy. Déje-li se tak, hovoii se o glykoxidaci a

vysledné produkty se nazyvaji glykoxida¢ni (Obrazek 1).

Kromé redukujicich cukru, jak je uvedeno vyse v popisu ,.klasické” glyka¢ni dréhy, se
mohou na vzniku AGEs podilet i dalsi prekurzory obsahujici karbonylovou skupinu. Dilezité
postaveni mezi nimi maji vysoce reaktivni a-dikarbonylové sloudeniny (methylglyoxal,
3-deoxyglukoson a glyoxal). Spolu s dal§imi aldehydy a ketony (dehydroaskorbat,
malonyldialdehyd, 4-hydroxynonenal, akrolein a dal&i) jsou v literatufe oznafovany jako

reaktivni karbonylové slouéeniny a jejich hromadéni je popisovano jako karbonylovy stres

" Glukosa je ve smyslu glykagniho potencialu nejméné reaktivni ze viech bé&znych cukrd. Tento fakt mohl vést k
pEirozenému vybéru glukosy coby hlavniho volného cukru in vivo (Ulrich a Cerami 2001).



(carbonyl stress). Tyto latky jsou neptetrZité produkovany metabolismem v3ech zakladnich

Zivin (Miyata, van Ypersele de Strihou et al. 1999).
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Vyjmenované a-dikarbonylové sloueniny mohou navic vznikat béhem celého
glykoxidaéniho procesu. 3-deoxyglukoson vznikd neoxidativnim pfesmykem Amadoriho
produktu a fragmentaci fruktosa-3-fosfatu, intermediatu polyolové drahy. Glyoxal se vytvari
autooxidativni degradaci glukosy (Wolfowa draha), oxidaci Schiffovy baze (Namikiho draha)
a také lipoperoxidaci {(Obrazek 2). O methylglyoxalu je pojednano v samostatné kapitole
(kap. 2.2, strana 9).

AGEs jsou tedy heterogenni skupinou molekul vznikajicich z ruznych prekurzort
riznymi zpusoby. Mnohé vytvafeji pfi¢né vazby mezi aminokyselinami bilkovin (cross-
links), ¢&asto obsahuji chromofory, nékteré fluoreskuji. Klasifikaci AGEs zachycuje

nasledujici tabulka.

Tabulka 1. Klasifikace AGEs a n&ktefi zastupci. Zpracovano podle: Ulrich a Cerami 2001

Fluorescenéni cross-linky Pentosidin’, crossliny, vesperlysiny, fluorolink

Imidazolium dilysin cross-linky (GOLD, MOLD), aginin-

Nefluorescentni cross-lmky lysin cross-linky (GODIC, MODIC), glukosepan

Pyrralin, karboxya}hy]lysiny (CML";*EEL), imidazolony,

Nevytvarejici cross-linky hydroimidazolony , argypyrimidin

* ¢asto stanovovany glykoxidadni produkt, arginin-lysin cross-link
i &asto stanovovany glykoxida&ni i lipoxidaéni produkt, vznika také p¥imou reakei glyoxalu s lysinem
wkk hlavni markery glykace u diabet. a uremickych pacientil (Thomalley, Battah et al. 2003), vznikaji
reakei argininu s MGO, GO nebo 3-DG
Ak fluorescendni AGE

Tvorba AGEs vnasi do fetézce bilkoviny nové struktury a dava ji tim padem nové
vlastnosti. Blokuje zbytky lysinu a argininu (mtiZe je i spojovat pomoci cross-linka), indukuje
konformadni zmény. Témito obecnymi mechanismy poté¢ dochdzi k narudeni biologické
funkce bilkoviny. U diabetiku je dusledkem hyperglykémie urychleni tvorby AGEs a rozvoj
charakteristickych komplikaci. AGEs ale vznikaji i za fyziologickych podminek a jejich
kumulace vprub&hu starnuti se podili na rozvoji degenerativnich onemocnéni.
Histopatologické nalezy AGEs v riznych tkanich tuto implikaci potvrzuji (Rahbar a Figarola
2002). Tyto slougeniny mohou byt viak do organismu zavledeny i z vnéjsich zdroju. Témi
jsou nékteré druhy potravin nebo tabakovy koui a AGEs v nich obsazené, tzv. glykotoxiny,

mohou do patogeneze chorob také vyrazné zasahovat (Vlassara a Palace 2003).
Existuji tfi zakladni principy, které vysvétluji, jak produkty glykace poskozuji funkce
organismu jako celku. AGEs se béhem Zivota hromadi pfedeviim na bilkovinach s nizkym

obratem (napf. kolagen, krystalin, myelin). Glykate proteint extracelulariho matrix (ECM)



ma za nasledek poruchy interakci mezi matrix a cirkulujicimi proteiny &i povrchovymi
strukturami bunék a mezi molekulami ECM navzijem. Modifikace cévniho kolagenu pfispiva
k rozvoji aterosklerdzy, chorob srdce, ledvin, sitnice apod. Glykace krystalinl oéni CoCky se

poji se vznikem Sedé¢ho zakalu.

Glykaci podléhaji i ,kratce Zijici“ vnitrobunééné a dokonce i1 subbunétné proteiny
(Thomalley, Battah ef al. 2003; Rosca, Mustata et al. 2005). Je to dano vysokym glykaénim
potencialem nékterych intraceluldrnich cukru a dalsich derivati (fruktosa, glukosa-6-fosfat,
glyceraldyhyd-3-fosfat) a obrovskou reaktivitou a-dikarbonylovych slouCenin. Glykacni
kapacita téchto intracelularmné vznikajicich latek je v porovnani s glukosou fadové vy3si
(Brownlee 2001). Dusledky glykace takovychto bilkovin jsou sice zmirfiovany jejich
vysokym obratem, ale i jejich modifikace je spjata se zménou vlastnosti a narudenim funkce.
Glykace takto miZe vést ke zvySené vnimavosti dané bilkoviny k oxida¢nimu poskozeni ¢i ke
schopnosti vazat ligandy a ke zméné antigennich vlastnosti (Vlassara a Palace 2003). V
pfipadé enzymu vede glykace ve vétSing piipadi k poklesu ¢i ztrat€ aktivity. Pri¢inou byva
modifikace aktivniho ¢&i dalSiho vazebného mista, aminokyselinové zbytky argininu a lysinu
se zde vyskytuji velmi &asto. V1iv ma i modifikace v blizkosti téchto mist. Glykace také muize
sniZovat pruznost polypeptidového Fetézce a branit tak pohybim molekuly enzymu béhem
katalyzy (Seidler 2005). Morgan (2002) zmiiiuje inaktivaci jako vysledek inkubace enzymu s

jiz glykovanym proteinem. Podobné interakce lze otekavat in vivo.

Dal3im, v posledni dobé velmi zdiraziiovanym mechanismem poSkozeni je¢ pfima
interakce AGEs se specifickymi receptory. Bilkovin, které jsou schopny AGEs véazat, bylo
identifikovano nékolik. Nejdulezitéjsi a nejvice prostudovany je RAGE (receptor pro AGEs).
Tento receptor je exprimovan ve viech tkanich, v nejvétsim mnoZstvi v plicich. Nachazi se na
povrchu makrofagli, endotelovych bun&k, neuroni a epitelidlnich bun€k glomeruld. Pfi
normalni homeostaze se vyskytuje jen ve velmi malém poctu, za patologickych stavi (napf.
diabetickd vaskulopatie) ale dochazi k up-regulaci. Interakce AGE-RAGE spousti signalni
drahu zahmujici tvorbu volnych radikald, aktivaci prozanétlivého transkripniho faktoru
NF-kB a také zvy3eni exprese samotného RAGE (Hudson, Wendt er al. 2005). Nelplna
proteazomalni degradace vnitrobunéénych AGEs vede k uvolnéni nizkomolekularnich AGEs

do obéhu, ¢imz Skodlivé pusobeni AGEs posiluje a rozsifuje (Thomas, Forbes et al. 2005).

Mira glykace urgitého proteinu zavisi na jeho struktufe, tj. poftu a pfistupnosti

modifikovatelnych zbytki, a na koncentraci a druhu glykacniho agens. U enzymu hraje také



roli ptitomnost substratu ¢i kofaktoru a aktudlni konformaéni stav. MnoZstvi glykovaného
proteinu je pak dano pomérem jeho vzniku a degradace. Nekteré bilkoviny jsou ke glykaci
nachylnéj$i nez ostatni a modernimi metodami lze uréit nejen ktera bilkovina, ale i ktery
zbytek aminokyseliny je pfednostnim cilem modifikace (Padival, Crabb er a/. 2003; Ahmed,
Dobler et al. 2005).

2.2 Methylglyoxal (MGO)

Methylgiyoxal znadmy také pod nazvy pyruvaldehyd ¢&i 2-oxopropanal je naZloutla
kapalina s charakteristickym $tiplavym zapachem. Je to fyziologicky metabolit tvofici se
nepretrzité ve vSech Zivych buiikach, zéroven ale predstavuje jedno z nejsiln&jiich glyka¢nich
¢inidel. Vznika pfedeviim v cytosolu a to nékolika mechanismy. Rozpad fosfoenoldiolatové
formy triosafosfata, glyceraldehyd-3-fosfatu a dihydroxyacetonfosfatu, se povazuje za
pievladajici. Dé&je se tak bud’to neenzymaticky nebo za ucasti triosafosfatisomerasy — unikem
meziproduktu z jejiho aktivniho centra. Dal$imi variantami vzniku MGO jsou 1) rozpad 3-DG
reverzni aldolovou reakci, 2) oxidace acetonu cytochromem P450 2E1, 3) oxidace
acetoacetatu myeloperoxidasou nebo neenzymaticky radikalovou reakci, 4) oxidace
aminoacetonu samikarbazid-senzitivnimi aminooxidasami nebo neenzymaticky radikalovou
reakci (Thornalley 1996; Kalapos 1999; Vander Jagt, Hassebrook et al. 2001; Beisswenger,
Howell et al. 2003). Aminoaceton vznika jako vedlejsi produkt degradace threoninu, zviasté
pii nedostatku CoA”,

Methylglyoxal rychle reaguje s aminokyselinovymi zbytky argininu, lysinu a cysteinu

v molekulach bilkovin®

. Na rozdil od glukosy, ktera modifikuje pfevazné volnou
aminoskupinu lysinu a N-konci, je reakce s guanidinovou skupinou argininu upfednostnéna.
Pocateéni faze reakce — tvorba glykosylaminu & hemithioacetalu — je vratna. V rovnovazném
stavu muze byt za fyziologickych podminek vice nez 99 % methylglyoxalu vazano
k proteinim a peptidim (napf. ke glutathionu) (Lo, Westwood et al. 1994). Chaplen a sp.
(1996; 1998) méfili cytosolickou koncentraci MGO v bunéénych kulturich a dodli k

hodnotam 0,7-1,2 uM a az 310 pM pro volny respektive vazany methylglyoxal. Dalsi faze

? Na vzniku MGO se tedy podili metabolismus viech zakladnich Zivin. Pfi diabetu je tvorba MGO viemi
mechanismy zvy3ena. V krvi diabetikd i v krvi a organech zvifecich modelii jsou vskutku koncentrace MGO
vy#&i (Thornalley 1996; Lapolla, Flamini et al. 2003 a dalsi).

3 MGO reaguije také s guaninem v molekulach nukleovych kyselin. MiiZe piisobit mutace a vyvolavat apoptozu.



reakce je nevratna a dava vzniknout specifickym AGEs. Tyto produkty byly charakterizovany

in vitro a také identifikovany in vivo.
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Obriazek 3. AGEs odvozené od MGO, Pievzato z; Bourajjaj, Stehouwer et al. 2003

Nejhojnéjsimi AGEs odvozenymi od MGO in vivo jsou hydroimidazolony. Vznikaji
reakci sargininem a existuji tfi strukturni izomery (MG-H1-3), z nichZ prvni prevlada
(Ahmed, Argirov et al. 2002). Hydroimidazolony odvozené od a-dikarbonylovych sloudenin
jsou podle Thornallyho méfeni (2003) u diabetikii nejéastéjSimi AGEs vubec. Dal$imi
moZnymi modifikacemi jsou tetrahydropyrimidin, argpyrimidin (odvozené od Arg), N°-
karboxyethyllysin (CEL) a cross-link MOLD (methylglyoxal-derived lysine-dimer)
(Obrazek 3). Argpyrimidin je fluorofor vznikly kondenzaci dvou molekul MGO a néslednou
reakci s argininem. Fluorescenéni spektrum argpyrimidinu se vysoce podoba spektrim
bilkovin inkubovanych s MGO, je proto povaZovany za hlavni fluorescenéni produkt této
reakce (Shipanova, Glomb et al 1997). In vitro modifikace HSA methylglyoxalem o
koncentraci 500 uM vedla pievaZné k tvorb& hydroimidazolonu, kdeZto pfi velmi vysoké

koncentraci MGO (100 mM) se tvoiil pfedevsim argpyrimidin (Ahmed a Thornalley 2002).

Viechny buriky disponuji mechanismem, pomoci ne€hoz Skodlivym d€inkum
methylglyoxalu ¢&eli - enzymatickou detoxifikaci. VétSina cytosolického MGO je
degradovana na D-laktat tzv. glyoxalasovym systémem. Ten se skladd ze dvou enzymi —
glyoxalasy I (GLX 1) a glyoxalasy II (GLX 2) — a katalytického mnoZstvi glutathionu (GSH).
MGO nejprve kondenzuje s GSH a vznikly hemithioacetal je poté konvertovan GLX I na S-
D-laktoylglutathion. Tento thioester je nasledné hydrolyzovan GLX II za vzniku D-laktitu a

regenerace glutathionu. Cilené zvy3ena exprese GLX I vedla k vyraznému snizeni vzniku
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intracelulamich AGEs u bunéénych kultur v hyperglykemickych podminkach (Shinohara,
Thornalley et al. 1998). MGO je tedy pravdépodobné jejich hlavnim prekurzorem.

Katabolismu MGO se mutZe uéastnit také aldosareduktasa (AKR1B1) - NADPH
dependentni enzym polyolové drahy. Tkani bohatou na tento enzym je napf. dfen ledvin.
Funkce reduktasy je ovlivnéna aktualnim stavem glutathionu. Pi1 jeho dostate¢ném mnoZstvi
je MGO redukovan na laktaldehyd a dale na 1,2-propandiol. Pfi nedostatku GSH vznika
redukci MGO acetol. Tento metabolit dosahuje u diabetikii zvy3enych hladin a muze byt
reoxidovan na MGO (Vander Jagt, Hassebrook et al. 2001).

Praci zabyvajicich se O¢inkem MGO na enzymy jiZ bylo publikovano nékolik (napf.
Morgan, Dean ef al. 2002; Kang 2003; Seidler a Kowalewski 2003). Jednalo se o in vivo
i in vitro experimenty, kde glykace methylglyoxalem vedla ke sniZeni enzymatické aktivity.
MGO stejné jako ostatni glyka¢ni agens modifikuje, tedy blokuje uréité aminokyselinové

zbytky a indukuje zmény na riznych urovnich organizace bilkovinné molekuly.

Zména uspofadani molekuly obvykle vede k odlisné interakci s elektromagnetickym
zafenim. Nastrojem ke sledovani téchto zmén jsou tudiZ rizné druhy spektroskopickych
méfeni, napi. metody fluorescendni (vnitini fluorescence i fluorescenéni proby), absorpéni
(napt. cirkularni dichroismus) ¢éi metody NMR. Témito metodami lze samoziejmé studovat i

vznikajici AGEs.

2.3 Elektronova spektroskopie bilkovin

Vechny molekuly interaguji s elektromagnetickym zafenim. V oblastech UV zafeni a
viditelného svétla maji fotony dostatenou energii k excitaci elektroni - pieskoku do
energeticky bohatsiho molekulového orbitalu. Ma-li k tomuto dojit, musi byt energie fotonu
rovna rozdilu energii zakladniho a excitovaného stavu. Do oblasti 200-800 nm se absorpéni
maxima latek dostavaji diky delokalizaci elektrond (konjugace, aromatické systémy).
Uskutediyji se zde pfedeviim ptechody typu m—=n*. Absorpéni spektrum je spojité, elektron
muZe pfeskodit na vicero vibratnich hladin excitovaného stavu a absorptni pés se takto
roz$ifuje. Oproti plynnému skupenstvi je spektralni 3ife dale zv&tSovana solvataci (pocet
mozZnych hladin je vy3si). Pravdépodobnost a tedy intenzita absorpce jednotlivych pfechodi

je relativné dana ptekryvem vlnovych funkei. Absolutné pak intenzita zavisi na velikosti
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a sméru tzv. tranzitniho dipélu. Dalgim efektem solventu je posun Amax podle jeho polarity
(solvatochromni posuny). Podle sméru zmény se rozliuje posun &erveny (bathmochromni,
1A) a modry (hypsochromni, |A). Tento jev spoliva v rozdilné elektrostatické interakei mezi
molekulami rozpouitédla a dipolem chromoforu®, piesnéji v rozdilné mite stabilizace
zékladniho a excitovaného stavu solventem. Roli hraje zména velikosti dipélu chromoforu
béhem excitace, tzn. typ ptechodu (lokalizace molekulovych orbitald). Konkrétné napt. u
krotonaldehydu mé zvy3eni polarity rozpoustédla za nasledek erveny posun pro piechod

n—7* a modry posun pro ptechod n—n*.
V molekulach bilkovin se nachazi vicero chromofort, nasledujici tabulka obsahuje
jejich piehled a zakladni charakteristiky.

Tabulka 2. Chromofory a fluorefory bilkovin. Zpracovano podle internetovych zdroji (WWWI1, WWW2)
Jednotky: A[nm), e[10*.M™.em™"], t[ns]. Podminky: voda, pH 7

Chromofor/ ABSORPCE FLUORESCENCE

fluorofor Amax £ Amax€Xe | Amayxemm. Q T
280" 5,6

Tryptofan 219 47 280 348 0,2 2,6
274 1,4

Tyrosin 222 8 274 303 0,14 3,6
193 48
257 0,2

Fenylalanin 206 9.3 257 282 0,04 6,6
188 60

Peptidovy 190 ~7 i

fetézec 220 ~0,1

" Tento absorpéni pas se sklada ze dvou prekryvajicich se n—n* prechodi. Prisluiné
excitované stavy se oznatuji 'L, (280 nm)} a 'L, (290 nm). 'L, je intenzivngji a je
zdkladem fluorescence tryptofanu.

Prakticky vyznamné jsou absorpéni pasy tryptofanu a tyrosinu v oblasti kolem 280
nm. Piispévek tryptofanu je dominantni. Tyto aromatické systémy v3ak vykazuji minimalni
posuny Amax v zavislosti na polarité okoli. Tryptofan exponovany vodé jevi pouze mélo
patrny &erveny posun VU¢l stejnému zbytku zanofenému v hydrofobnim jadre bilkoviny.

Zmény konformace nebo denaturace proteinu se pfesto mohou na tvaru a poloze absorpéniho

* chromofor = seskupeni pFinasejici ur&ité latce barvu, tj. absorbujici v oblasti viditeiného svétla. V 3ir§im
smyslu slova absorbujici seskupeni obecné.
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spektra projevit. Absorpéni spektroskopie je tedy do ur€ité miry pouZitelna pro strukturalni
studie. MuzZe se jednat o stabilitni méfeni ¢&i sledovéani vazby ligandu, zkoumani vazebnych
mist apod. Pomoci pfidanych naruujicich molekul (perturbanti, napi. ethylenglykolu) lze
uréit pocet zbytku tryptofanu a tyrosinu exponovanych solventu. Maximum tyrosinu se po
deprotonizaci posouva na 295 nm. Je-li tento zbytek pfistupny rozpoustédlu, lze ho

acidobazicky titrovat. Zajimavé je pouziti absorpéni spektroskopie vys$dich derivaci.

Rutinné se méfeni absorbance proteint pfi 280 nm pouZiva k jejich stanoveni. V tomto
kontextu se naopak relativni necitlivost dotyénych rezidui stava vyhodou. Hodnotu €339 1ze
spolehlivé pfedpovédét na zakladé struktury (Pace, Vajdos et al. 1995) nebo nalézt

v literatufe.

Zvlastnim piipadem absorpéni spektroskopie je sledovani rozdild absorpce
cirkulamich komponent rovinné polarizovaného svétla. Pokud je levoto€ivad a pravotociva
slozka zafeni pohlcovana chromoforem odlidné, hovotime o cirkularnim dichroismu (CD).
Vysledna polarizace je poté elipticka a spektrum CD se vynasi jako zavislost tzv. elipticity’ na
vinové délce. Spektra CD poskytuji velmi cenné informace o struktufe proteinl, napf.
procentudlni zastoupeni riznych typl sekundarni struktury. Pravidelné struktury maji
charakteristicka spektra v oblasti absorpce polypeptidového fetézce (180-230 nm). Oblast nad
260 nm lze nazvat oblasti otisku palce terciarni struktury. Odlidnosti vyplyvaji z poétu,
mobility a polarity okoli aromatickych zbytkd. V kombinaci s fizenou mutagenezi lze
zkoumat vyznam jednotlivych aminokyselin pro terciami strukturu. CD spektroskopii lze
vyuzit pfi vazebnych studiich, pii sledovani prubéhu tepelné &i chemické denaturace

a samoziejmeé také dé&je opaéného — skladani proteini (Kelly, Jess et al. 2005).

Protipélem absorpéni spektroskopie je spektroskopie fluorescenéni. Excitovany
elektron svoji energii ztraci, coZ se muZe stat n&kolika zpusoby. Po absorpci (~10°" s) se
elektron ve v3ech piipadech rychle vraci na nejnizi vibra¢ni hladinu excitovaného stavu
uvolnénim tepla (vnitini konverze, ~10"2 s). Pokud je tato hladina energeticky blizko nebo
dokonce niZe neZ nejvyssi vibra€ni hladina zakladniho stavu, dojde k dal$i vnitini konverzi
a elektron se vraci do zikladniho stavu. Pokud ma ale tato hladina vyrazn€ vy$si energii,
elektron v ni po urlitou dobu zistava (~10® ). Nyni muze elektron vyzafit foton

(fluorescence), piedat energii okolnim molekuldm ¢&i atomim (zhaSeni) nebo piejit do

3 Elipticita 8[stupn&]} = tan” (b/a) = 32.98(A.-Ap), kde b, a je velikost menii resp. vEt3i osy elipsy (Kelly, Jess et
al. 2005).
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tripletového stavu (tzv. intersystem crossing) a nasledn& vyzafit foton (fosforescence, ~10™ s,
v roztoku zfidka). Béhem trvani excitovaného stavu muZe byt fluorofor kovalentng
modifikovan a ztratit fluorescen¢ni vlastnosti (photobleaching). V pfipadé fluorescence se
elektron vraci na jednu z vibra¢nich hladin zakladniho stavu. Doba, po kterou elektron setrva
v excitovaném stavu pfed emisi fotonu, se nazyva doba Zivota fluorescence (fluorescence
lifetime, ). Vyzareny foton ma vZdy niZ8i energii nez absorbovany, fluorescenéni spektrum je
tedy vzdy posunuto do ¢ervené oblasti (Stokesiv posun). Doba Zivota fluorescence dovoluje
oproti absorpci reorientaci molekul solventu, coZ sniZuje energii excitovancho stavu. Z toho
vyplyva vyrazné vyssi citlivost polohy emisniho maxima k polarité rozpoustédla. Obecné pak
vysokou citlivost fluorescenénich méfeni ve srovnani s absorpénimi podtrhuje samotna

povaha diskutovanych jeva — vznik ,,nééeho malého* versus bytek ,,né¢eho velkého®.

Pii fluorescen¢nich experimentech se sleduje zavislost intenzity emitovaného zafeni
na riznych parametrech — vinové délce excitatniho ¢i emitovaného zafeni (klasické
fluorescenéni spektrum), ¢asu, koncentraci zhasece apod. Fluorescence v ustdleném stavu
(steady-state fluorescence) vznikd excitaci zafenim o konstantni intenzit®. Doba Zivota se
méfi po pulzni excitaci laserem nebo na zdkladé fazového posunu vzhledem k sinusoidné
modulovanému excitaénimu zafeni (time-resolved fluorescence). Sleduje se nejen cCas, ale
i kinetika poklesu intenzity. Absolutnim meétitkem intenzity fluorescence je tzv. kvantovy
vytéZek — pomér poftu emitovanych kvant ku absorbovanym neboli pravdépodobnost, Ze
elektron ztrati energii zafivym zplisobem. Intenzita se nejCastéji vyjadiuje v relativnich

jednotkach (AU - arbitrary units).

Intenzitu fluorescence sniZuje zhaSeni. MiZe byt zpusobeno endogennimi i
exogennimi atomy. Kolizni (dynamicky) mechanismus zahruje kontakt fluoroforu a zhaece
b&hem excitovaného stavu a pokles doby Zivota fluorescence. Pokud fluorofor vytvati se
zhaseCem permanentni komplex, jedna se o statické zhaSeni a doba Zivota se v tomto pfipadé
neméni. Zavislost intenzity zafeni na koncentraci zha3ele vyjadiuje tzv. Stern-Volmerova
rovnice. Zvl4$tnim ptipadem zhaseni je FRET® — nezafivy pienos energie z excitovaného
elektronu na jiny chromofor s paralelnim tranzitnim dipdlem. Mira tohoto procesu zavisi na
velikosti piekryvu spektralnich pasem donoru a akceptoru {(Demsni X Aabsorpeni) @ jejich
vzdalenosti. FRET se odehrava aZz na vzdalenost 100 A. Fluorescence muZe byt také
maskovana absorpci emitovaného fotonu okolnimi chromofory/fluorofory (vnitini filtraéni

efekt).

® FRET - Fluorescent Resonance Energy Transfer
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Dalsim typem fluorescenéniho méfeni je sledovani vektorovych charakteristik
emitovaného zafeni po excitaci rovinné polarizovanym svétlem (polarizace a anizotropie

fluorescence).

Za fluorescenéni vlastnosti proteini zodpovidaji aromatické kyseliny (viz tabulku na
strané 12). JelikoZ je podil tryptofanu na emisi fotoni dominantni, pouzivd se pro vnitini
fluorescenci bilkovin také termin tryptofanova fluorescence. Tyrosin a fenylalanin jsou velmi
slabé fluorofory. V pfipad¢ proximity aromatickych zbytku se odehrava transfer energie ve
sméru Phe — Tyr a Tyr — Trp. Vyuziti tyrosinové fluorescence v praxi se omezuje jen na
,beztryptofanové” bilkoviny. Fluorofory jsou také nékteré prostetické skupiny bilkovin ¢&i
kofaktoru enzymi (porfyriny, FMN, NAD apod.). Jejich fluorescen¢nich (nékdy i zhasecich)

vlastnosti lze vyuzit pfi vazebnych studiich.

Volny tryptofan ve vodném prostfedi (Ax=280 nm) fluoreskuje maximalné pii ~350
nm se spektralni $ifi asi 60 nm. Pozice emisniho maxima je siln¢ zavisla na polarité okoli.
Prechod do excitovaného stava 'L, zplisobuje ptesun elektronové hustoty z pyrrolového na
benzenovy kruh indolového jadra. To znamenad, Ze pozitivni naboj pobliZ benzenu &i negativni
naboj pobliZ pyrrolu zpusobi posun k niZz$im energiim (vy3$8im A) a naopak. V molekulach
proteinu se fluorescenéni maximum tryptofanu pohybuje v rozmezi 307-353 nm. Na zakladé
matematického rozkladu spekter Ize tryptofanové zbytky bilkovin rozdélit do péti diskrétnich
spektralnich tfid podle stoupajici Amax (viz nasledujici tabulku) (Reshetnyak a Burstein 2001).

Tabulka 3. Spektrilni tFidy tryptofanu Emisni A, [nm].

TFida| Em.Apnay Poznamky Zastupce
A 308 Velmi nepolarni prostfedi, Zadné H vazby v ex. stavu Azurin
S 316 Zanofeny Trp, exciplex* 1:1 s polar. skupinou souseda -
| 330-332 | Zanoteny Trp, exciplex 2:1, spektr. Site 48—50 nm Aktin
II | 340342 | Trp exponovany vazané vodé, spektr. ife 53-55 nm Albumin
III | 350-353 | Trp plné exponovany volné vodé, spektr. ife 59-61 nm | Po denaturaci

* komplex sloZeny z excitovaného fluoroforu a protéjsku v zakladnim stavu

o

Nejéastéjsi jsou tiidy I, II a IIl. Jedna se o statisticky model, spektrum vétSiny proteinu
se sklada z prispévki jednotlivych tfid. Fluorescenéni studie se provadéji nejcastdji na
bilkovinach obsahujicich jediny tryptofan. Analyza fluorescence u ,vicetryptofanovych®
bilkovin je komplikovana, 1ze vyuZzit fizené mutageneze ¢i modifikovanych zbytku tryptofanu
(napf. 5-hydroxytryptofan je selektivné excitovatelny, 4-fluorotryptofan je ,.némy*)
(Ladokhin 2000). )
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Fluorescenci tryptofanu zhasi fada molekul. Voda je jednou z nich, proto po
denaturaci bilkoviny obvykle pozorujeme kromé &erveného posunu i pokles intenzity.
V3echny polarni aminokyseliny také do jisté miry sniZuji intenzitu emitovaného zafeni. Je to
napf. asparagova a glutamova kyselina (v nenabité formé) nebo lysin a argininu (v iontové
podobé). Fluorescence je dale zha3ena exogennimi latkami — experimentdlné se nejéastéji
pouzivaji akrylamid a jodid draselny. Dal3imi zhageéi jsou kyslik (zhase¢ viech fluoroford),
peroxid vodiku a ionty né&kterych kovu (Cu2+, Pb2+ a dalsi). Mira zhaseni fluorescence
poskytuje informace o piistupnosti tryptofanového zbytku zhaZeéi. Mé&feni pfenosu energie
mechanismem FRET dovoluje uréit vzdalenost donoru a akceptoru az do hodnoty 100 A.

V této metode€ se Easto pouZiva kovalentniho fluorescenéniho znadeni.

Mobilitu tryptofanového zbytku lze vy$etfit pomoci méfeni polarizace emitovaného
zafeni. Po excitaci rovinné polarizovanym svétlem dojde k selektivni excitaci uréitych
tryptofanovych zbytkd. Pokud fluorofor vykonava rotaéni pohyby, bude vysledné zéfeni
¢astené depolarizované. Anizotropie fluorescence je jinym matematickym vyjadifenim tohoto

jevu.

Ke studiu struktury proteini se vyuzivd také kovalentnich a nekovalentnich
fluorescen¢nich prob. Kovalentnich prob existuje velké mnoZstvi, znafeny jsou primarni
aminoskupiny ¢i thiolové skupiny. Nekovalentni proby maji rizné vlastnosti, napf. fluoreskuji
pouze, pokud jsou vazany. Fluorescence ANS’ vyrazné stoupa, kdyZ se dostane do

hydrofobniho prostiedi, a lze ji vyuZit pfi studiu sklddani bilkovin.

Mnohé AGEs jsou chromofory a nékteré fluorofory. Tyto jejich vlastnosti jsou
vyuzivany k posouzeni miry glykace bilkovin jak in vivo, tak in vitro. Tkéanova fluorescence
se nejasté)i méfi pii vlnovych délkach excitace 360-370 nm a emise 430—440 nm. Byly
nalezeny pozitivni korelace mezi touto tzv. autofluorescenci a nejrizné&j$imi parametry (napf.
vék, glukosova homeostaze, poskozeni ledvin, trvani dialyzy, koufeni apod.) (Na, Stender ez
al. 2001; Wautier a Guillausseau 2001; Kessel, Hougaard et al. 2002). Absorbance AGEs
(360 nm) koreluje se zménou molekulové hmotnosti postrannich fetézch lidského sérového
albuminu (Schmitt, Gasic-Milenkovic er al. 2005). Charakteristiky dvou hlavnich AGE

fluoroforti jsou nasledujici: pentosidin 335 nm excitace / 385 nm emise a argpyrimidin

7 ANS - 1-anilinonaftalen-8-sulfonova kyselina
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320 nm excitace / 382 nm emise (Sell a Monnier 1989; Shipanova, Glomb et al. 1997).

Fluorescence téchto AGEs se vyuZiva pii stanoveni metodou HPLC.

2.4 Glutamatdehydrogenasa

Glutamatdehydrogenasa (GDH, 1.4.1.3) se nachazi ve v3ech organismech, je to
kli¢ovy enzym metabolismu uhliku a dusiku. Reverzibilné katalyzuje oxidativni deaminaci
glutamatu na o-ketoglutarat. Predstavuje spojovaci ¢lanek mezi katabolismem
a biosyntetickymi drahami, ve sméru oxidativni deaminace GDH dodava a-ketoglutarit do
citratového cyklu, v opatném sméru poskytuje dusik pro anabolické reakce. Savéi GDH
pouZiva jako koenzymy NADH nebo NADPH se srovnatelnou ucinnosti (Peterson a Smith

1999).

Obrazek 4. Homohexamer GDH. Pfevzato z: Allen, Kwagh et al. 2004

U savcu je GDH enzymem mitochondridlniho matrix. Nachazi se pfedeviim v jatrech,
ledvinach, pankreatu a mozku. Molekula GDH je homohexamer, ka?da podjednotka ma

molekulovou hmotnost ~50 kDa. Enzym vykazuje symetrii typu 3,2 — je to dimer trimerQ
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(Obrazek 4). Retézec podjednotky vytvari tii domény: doménu vézajici glutamat na N-konci,
doménu vazajici NAD a regulaéni doménu, ktera se sklada z hlavniho helixu a tzv. antény.
Oblast molekuly mezi glutamat- a NAD-vazajici doménou vytvai katalytickou $térbinu
(Obréazek 5). Béhem reakce rotuje NAD domeéna okolo hlavniho helixu, katalyticka sta se
oteviraji a zaviraji. Antény v trimeru se vzdjemné obtaceji a béhem katalyzy se také pohybuji

(Allen, Kwagh et al. 2004).

Saveéi GDH vykazuje negativni kooperativitu vazby enzymu, jeji aktivita je striktné
kontrolovana komplexnim systémem allosterickych regulatorti. Hlavnimi takovymi efektory
jsou ADP a GTP. Jejich ucinek se vysvétluyje plsobenim na abortivni komplexy
[NAD(P)H-GLU] nebo [NAD(P)"0-KG]. ADP je aktivitor enzymu, destabilizuje tyto
komplexy a rusi negativni kooperativitu. GTP je inhibitor, tyto komplexy stabilizuje. Vazba
téchto regulatorti k enzymu je vzdjemné antagonizovana (Smith, Schmidt er al. 2002).

Katalyticka 3térbina

NADPH
Trp72 Glutamaty

Obriazek 5. Detail podjednotky GDH svazanymi ligandy a vyznalenymi tryptofanovymi zbytky
(PDB 1HWZ)

Vazebné misto pro GTP lezi mezi NAD doménou a anténou. Trifosfatova ¢ast GTP

piedurduje vazbu do tohoto mista, které by tudiz mohlo fungovat jako ,.energeticky senzor’

kontrolujici funkci enzymu s ohledem na aktualni energetickou bilanci buitky. ADP se véze
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do oblasti pod hlavnim helixem prostfednictvim adenosinové €asti molekuly. Do tohoto mista
se muZe vazat i druhd molekula NAD(H). Redukovana forma pusobi inhibiéné a naopak.
Dal8imi regulatory funkce GDH jsou ATP (inhibitor i aktivator v zavislosti na koncentraci),
palmitoyl-CoA (inhibitor) a leucin (aktivator, vazba do aktivniho centra). V roztoku ma
enzym sklon linearné polymerizovat a vytvafet vlaknité struktury (Banerjee, Schmidt et al.

2003).

Allostericka regulace GDH je fyziologicky velmi dileZita. Syndrom hyperinsulinismu/
enzymu k GTP. Vy33i oxidace glutamatu v B-buitkkdch pankreatu vede k nadbytku ATP,
uzavieni K-ATP kandlu, otevieni vapnikového kandlu a sekreci inzulinu. V jatrech se zvy3uje
hladina amoniaku vy38im uvoliiovanim z glutamatu a také snizenim syntézy

N-acetylglutamatu, aktivatoru karbamoylfosfatsyntetasy (Stanley 2004).

V jedné podjednotce GDH se nachéazi nékolik aminokyselinovych zbytkl argininu a
lysinu, které se ucastni vazby v aktivnim centru &i v allosterickych mistech (Obrazek 6).
Napi. R459 interaguje s p-fosfatem ADP. Mutace R459A zplisobuje ztratu aktivovatelnosti
pomoci ADP (Smith, Peterson et al. 2001).

Jedna podjednotka bovinni GDH obsahuje tfi zbytky tryptofanu — dva v doméné
vazajici glutamat a jeden v NAD-vazajici doméné. Viechny tii tryptofany se nachazeji pii

povrchu podjednotky a jsou &astedné piistupné solventu (Obrazek 5).
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Obrazek 6. Sekvence bovinni GDH
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Vychodiska a cile prace

Tato rigordzni prace navazuje na nékteré vysledky diplomové prace autora a zkouma

dalsi aspekty glyka¢niho poskozeni proteini.

Glykace GDH methylglyoxalem in vitro vedla k inaktivaci enzymu. P#i koncentraci
MGO | mM se jednalo o piiblizné¢ 20% pokles aktivity po 2 stejné jako po 4 hodinach
inkubace. Citlivéj§im ukazatelem byla senzitivita k allosterickym efektorim, pfedevsim
k GTP. Neglykovana GDH byla timto nukleotidem inhibovana na ~ 38 % puvodni aktivity.
Zmeény se projevily jiz po 2 hodinach inkubace s 50 uM MGO a mira inhibice postupné
klesala. GDH glykovana 1 mM MGO byla po 4 hodinach inhibovéana na ~62 % své puvodni
aktivity. Z&mér identifikovat modifikované aminokyselinové zbytky pomoci tandemové
hmotnostni spektrometrie byl neispédny (Vostry 2005). Otazkou tedy zlstava, zda
pozorovany pokles aktivity a inhibovatelnosti vyplyva z piednostni modifikace ur¢itych
aminokyselinovych zbytkd zapojenych do vazby v aktivnim centru &i allosterickém misté,

nebo se jedna o efekt zmény konformace a flexibility molekuly.

Cilem prace je prozkoumat vliv methylglyoxalu na spektralni viastnosti bilkoviny, a to
se zfetelem jak na vlastni spektrum proteinu, tak na spektra vznikajicich aduktti. Métili jsme
absorpéni a fluorescentni spektra systému GDH-MGO a sledovali jejich zmény v prub&hu
inkubace. Experimenty vychézeji z nasledujicich uvah: 1) studium spekter v oblastech
prislusejicich bilkovinnym chromoforum by mohlo prozradit, zda dochazi ke konforma¢nim
zménam v disledku glykace, piipadné jakého charakteru tyto zmény jsou, 2) méfeni
fluorescence v oblasti pro argpyrimidin, jehoz vznik piedpokladame, muze poslouzit jako

ukazatel tvorby glykac¢nich produkti.
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3.2 Pouzité materialy a metody

3.2.1 Reagencie

e Glutamatdehydrogenasa (GDH, EC 1.4.1.3), bovinni jatra, suspenze v (NH4),SO,,
50 mg, Sigma

o Methylglyoxal (MGO), 40% vodny roztok, Sigma

3.2.2 Pfistroje
e Aminco Bowman Luminescence Spectrometer (Series 2)
e Hewlett-Packard 8453 (spektrofotometr)

e Heraeus Biofuge Stratos (centrifuga)

3.2.3 Ptiprava enzymu

Suspenze GDH v siranu amonném byla odstfedéna (20 tis. otddek/min., 20 min.)
a peleta resuspendovéna v 5 ml fosfatového pufru (PBS) (0,1 mM, pH 7.4). Nerozpuitény
precipitat byl odstranén filtraci. Koncentraci bilkoviny jsme stanovili spektrofotometricky
(€280 nm= 0,93 ml.cm™.mg™). Enzym byl poté nafedén na koncentraci 2 mg/ml a pouzit pfi

piipravé vzorka k inkubaci.

3.2.4 Podminky inkubace s methylglyoxalem

Methylglyoxal byl pfed pouZitim nafedén fosfatovym pufrem na dva zasobni roztoky
o koncentracich 60 mM (MGOg) a 6 mM (MGOg). Vzorky pro méfeni absorpénich
respektive fluorescenénich spekter byly pfipraveny podle tabulky (Tabulka 4). NejniZdi
koncentrace MGO pfiblizné odpovida poméru jedné molekuly glykaéniho agens k jednomu
modifikovatelnému zbytku aminokyseliny (tj. lysinu &i argininu). VSechny inkubace byly

provedeny v duplikatech za laboratorni teploty (25°C).
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3.2.5 Méfeni absorp¢nich spekter

Méteni probihalo na piistroji HP 8453 v kiemennych kyvetach s optickou drahou
1 cm. V &asovych intervalech 0, 2, 4 a 20 hodin byly odebrany alikvotni ¢asti jednotlivych
vzorku a byla zaznamenana absorpéni spektra v rozmezi vinovych délek 220-400 nm. Méreni

bylo provedeno v duplikatech za laboratorni teploty.

Tabulka 4. Piiprava vzorki (hodnoty jsou objemy v ul)

ABSORBANCE Koneéna koncentrace enzymu: 1 mg/ml

Vzorek (= vysl.[MGO]) 0 mM 1,5 mM 15 mM
n(K+R):n(MGO)* - ~1:1 ~1:10
Enzym (2 mg/ml) 1000 1000 1000
MGO 0 500 (MGOs) 500 (MGOyg)
Pufr 1000 500 500

Celk. objemn 2000 2000 2000
FLUORESCENCE Koneéna koncentrace enzymu; 0,2 mg/ml

Vzorek (= vysl.[MGO]) 0 mM 0,3 mM 1,5 mM 3 mM 15 mM
n(K+R):n(MGO)* - ~1:1 ~1:5 ~1:10 ~1:50
Enzym (2 mg/ml) 200 200 200 200 200
MGO 0 100 (MGOyg) | 500 (MGOyg) | 100 (MGOgp) | 500 (MGOg)
Pufr 1800 1700 1300 1700 1300
Celk. objem 2000 2000 2000 2000 2000

* ptiblizny pomér latkového mnozstvi lysinu a argininu ku latkovému mnozstvi methylglyoxalu

3.2.6 Mgfeni fluorescencnich spekter

Fluorescenéni spektra v ustaleném stavu byla zaznamendna pfistrojem AB2
v ¢asovych intervalech 0, 2, 4 a 20 hodin. Emitované zateni bylo detekovano v pravém uhlu
vzhledem k excitaénimu zafeni (xenonova lampa, 4 nm bandwith). Byly pouZity kiemenné
kyvety soptickou drahou 1 cm. MEFili jsme vnitini (tryptofanovou) fluorescenci (emisni
spektrum) a vn&jsi (netryptofanovou) fluorescenci (emisni i excita¢ni spektrum). Excitaéni
spektrum bylo zaznamenano pouze v ¢ase 20 hodin. Hodnoty vinovych délek a jejich rozsahi

pii rizném nastaveni pfistroje jsou uspotadany do nasledujici tabulky (Tabulka 5).

Hodnota optimalni excitaéni vinové délky u tryptofanové fluorescence byla stanovena
na zakladé provéfeni oblasti 270-300 nm a odpovida maximalni intenzité¢ fluorescence.
Nastaveni B a C vychazeji zpoznatku, ze hlavnim fluorescenénim AGE produktem

odvozenym od methylglyoxalu je argpyrimidin s maximy leZicimi pravé v této oblasti
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(viz str. 16). Méfeni byla provedena v duplikatech pii laboratorni teplote.

fluorescence je vyjadiena v relativnich jednotkach (AU).

Tabulka 5. Nastaveni spekrofluorimetru

Intenzita

FLUORESCENCE hex [Dm] hem [Dm]
A | Vnitini (tryptofanova) 288 295 - 400
Vnéjsi (emisni sp.) 320 340 - 4350

Vnéjsi (excitacni sp.) 310-380 400
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33 Vysledky

3.3.1 Absorpéni spektra

Inkubovali jsme GDH s MGO o dvou ruznych koncentracich (1,5 mM a 15 mM)
a v fasovych intervalech 0, 2, 4 a 20 hodin zaznamenali absorpCni spektra v rozsahu
220-400 nm. Pfistroj byl vynulovan na pouZity fosfatovy pufr. Naméfena spektra jsou
zachycena na obrazku (Obrézek 7 - grafy A, B, C, str. 26). Kontrolni spektrum (0 mM MGO)
se b&éhem doby &tyf hodin téméf neméni. V oblasti lokalniho minima (~240 nm) se u vzorku s
15 mM MGO do étyf hodin inkubace neobjevuji vyrazné zmény. U vzorku s 1,5 mM sice
odlisnosti nastavaji, ale jejich vyznamnost je zpochybnitelnd. Po dvacetihodinové inkubaci se
u viech vzorki hodnota absorbance v tomto lokdlnim minimu zvy3uje a sedlo spektra se
zuzuje. Organolepticky vykazovaly vzorky po dvaceti hodinach mirmou opalescenci. U viech
vzorkd po uplynuti této doby je nipadn& pozorovatelna absence sestupné ¢asti absorpéniho
pasu. Vrchol spektra je obly, absorp&ni maximum neni zcela zfeteln€ vyjadfené. Po dvou ani
po &tyfech hodinach nepozorujeme vyraznéjdi zmény v jeho poloze (~275 nm) ani intenzité.
Po dvaceti hodinach inkubace zaznamenavame kromé& mirného zvyseni intenzity také uréity

modry posun (~271 nm).

Skute¢né patrné zmény spektra souvisegjici s pfitomnosti methylglyoxalu ve vzorku lze
pozorovat v jeho sestupné &asti. Pii koncentraci MGO 1,5 mM se jednd o rozSifovani
spektralniho pasu, p¥i koncentraci desetinasobné je toto rozsifeni dale zvyraznéno a objevuje
se novy absorpéni vrchol (ptesnéji spide zlom). Tato koncentrace MGO pulsobi napadné
zmény spektra jiZz po dvou hodinach, nové ,maximum® nachazime pii vinové délce ~320 nm.
Po dvaceti hodinach (15 mM MGO) neni toto maximum patrné, je ale moZné, Ze je
maskovéano jiZz zminénou opalescenci. Vibraéni tvar spektra v oblasti 360 nm je ziejmé

charakteristikou pfistroje.

Je tfeba upozornit, Z¢ MGO samotny absorbuje pii ~278 nm, coZ piedstavuje
metodickou potiZ. V3echny vzorky byly méfeny proti fosfatovému pufru. Mezi sebou tedy
srovndvame vzorky se shodnou koncentraci MGO. Srovnani spekter na pocatku inkubace
(Obrazek 7, graf D) viak naznacuje, Ze vliv MGO na absorbanci systému je omezeny.
Absorbance multikomponentniho systému pii dané vinové délce se rovnd souttu absorbanci
jednotlivych komponent za piedpokladu platnosti Lambert-Beerova zékona. Ten plati pouze

pokud se absorbujici entity chovaji nezavisle.
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Obrizek 7. Absorpéni spektra GDH. Grafy A, B a C znazoriiji &asovy vyvoj spekter pro jednotlivé
koncentrace MGQ. Spektrum v €ase 0 hod je zobrazeno tuéné, stupefi 3edi ostatnich ¢ar edpovida dob¢ inkubace
nejsvétlejsi 2 hod, nejimavsi 20 hod. Graf C srovnava spektra vzorkil s riznymi koncentracemi MGO v Zase

0 hod. Vzorek bez MGO je zobrazen tuéné, svétlej3i ¢ara znamena 1,5 mM a tmavsi 15 mM MGO.
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3.3.2 Vnitini fluorescence GDH

Zaznamenavali jsme intenzitu fluorescence po excitaci zafenim o vinové délce
288 nm. K inkubaci jsme pouzZili 4 rizné koncentrace MGO (0,3, 1,5, 3 a 15 mM), ¢asové
intervaly byly shodné jako v piipadé méteni absorbance (0, 2, 4 a 20 hodin). Fluorescenéni
spektra vzorki s riznou koncentraci MGO pfed zapofetim (0 hod) a po uplném ukonceni

inkubace (20 hod) jsou zndzornéna na obrazku (Obrazek 8).

1[AU]

295 335 375 295 335 375
A [nm]

Obriazek 8. Emisni spektra GDH v &ase 0 (A) a 20 hodin (B). Kontrolni spektrum je zobrazeno tuéné, daldi
spektra odpovidaji barvou koncentraci MGO - nejsvétlej$i 0,3 mM, nejtmavii 15 mM. Pokles v ramci jednoho
tasu je zplsoben filtraci excitaéniho zafeni methylglyoxalem - je tieba srovnavat spektra stejnych vzorki, tedy
stejnych barev. A~ 288 nm.

V ramci jednoho ¢asu pozorujeme pokles intenzity fluorescence s rostouci koncentraci
methylgiyoxalu. Tento pokles je ale dan vzrustajicim filtraénim efektem methylglyoxalu na
excitadni zafeni (viz kapitola 3.3.1 ), je tteba porovnavat sobé si odpovidajici vzorky (na obr.
spektra stejné barvy). Vzhledem k vychozim hodnotam je intenzita fluorescence po dvaceti
hodindch u vdech vzorku niz8i. Vyrazné sniZeni nastava u vzorku s 15 mM MGO, ~26%

puvodni intenzity. U ostatnich vzorki se jedna o pokles v rozmezi 82-94% puvodni intenzity,
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oviem bez piimé zavislosti na koncentraci MGO. Casovy vyvoj maximalni intenzity
fluorescence (Tabulka 6, Obrazek 9) ukazuje, Ze béhem inkubace muzZe jeji namé&fena hodnota
jak rust tak klesat. V dob& inkubace do &tyf hodin nenalézame ve vyvoji maximalni hodnoty
fluorescence Zadnou pravidelnost. Po dvaceti hodinach se pokles jevi jako zavisly na

koncentraci MGO.

Tabulka 6. Hodnoty maximalni intenzity fluorescence ..~ 288 nm. Hodnoty jsou priimérem dvou méfeni.

MGO/ ¢as Oh 2h 4h 20h
0 mM 9.04 9.62 8.74 8.49
0.3 mM 8.61 9.99 8.19 7.76
1.5 mM 8.45 8.31 8.43 6.90
ImM 6.13 8.30 7.92 5.47
15 mM 3.86 3.79 4.59 0.99
G — B 0mM
81 N 0.3 mM
~. 1.5 mM
= 6 S~ N
< ® 3 mM
= im r//‘\\
2 T \\\\
“m 15 mM
0 T T CA 1

Obrazek 9. Zavislost maximalni intenzity fluorescence na €ase. Kontrolni spektrum je vyobrazeno tuéné.
Stupen Sedi ostatnich kiivek odpovida koncentraci MGO. A= 288 nm.

Na nasledujicim obrdzku je zndzornén vyvoj polohy emisniho maxima GDH
(Obrazek 10, str. 29). U vzorku bez methylglyoxalu a vzorki s 0,3 a 1,5 mM MGO se pozice
maxima neméni, nejvyssi intenzitu ma zafeni o vlnové délce 331 nm. Pfi koncentraci 3 mM
MGO pozorujeme po dvaceti hodinach inkubace velmi mimy Eerveny posun (333 nm),
koncentrace 15 mM MGO zpusobuje ¢erveny posun na 333 nm a na 337 nm po ¢&tyfech

respektive dvaceti hodinach.

28



— { “v337
336
r 1\‘
L } B F335
. A\ H
15 mM \ \ 334
3 mM \ <
1.5 mM F333
0.3 mM ‘_332
0 mM
: : 331
0 2 4 20
¢as [hod]

Obrazek 10. Vyvoj polohy emisniho maxima GDH. ).,= 288 nm.

3.3.3 Vné;jsi fluorescence GDH

Pfi inkubaci enzymu s MGO jsme dle dostupnych poznatki piedpokladali vznik
argpyrimidinu jako hlavniho fluorescen¢niho produktu. Fluorescenci jsme proto méfili
v rozsahu zahrnujicim fluorescenéni maximum tohoto glykaéniho produktu. Zaznamenavali
jsme emisni spektrum po excitaci pfi 320 nm. Pouzité koncentrace MGO i Casové intervaly
méfeni jsou stejné jako v predchozich kapitolach. Obrazek 11 (str. 30) znazortiuje spektra po
dvaceti hodinach inkubace. Vychozi stav je zachycen na malém obrazku vlozeném do levého

horniho rohu.

Casovy vyvoj intenzity emitovaného zafeni o vinové délce 400 nm je znézornén na
dal§im obrazku (Obrizek 12, str. 31), hodnoty intenzity fluorescence udava Tabulka 7.
Koncentrace MGO 0,3 mM emisni spektrum vcelém prubéhu inkubace nemeéni. PH
koncentraci 1,5 mM a 3 mM MGO pozorujeme narist intenzity fluorescence (zavisly na
pouZité koncentraci) v obdobi mezi ¢tyfmi a dvaceti hodinami inkubace. Maximum emise se
objevuje shodné pti 397 nm. Methylglyoxal o koncentraci 15 mM zpisobuje narist
fluorescence jiz po dvou hodinach a intenzita emitovaného zafeni s pfibyvajicim €asem
inkubace stoupa. Emisni maximum tohoto vzorku nachazime pifi 400 nm po uplynuti dvou,
&tyf 1 dvaceti hodin od potétku inkubace. U vsech spekter se vyskytuje méné zfetelny emisni

pas v oblasti 360 nm
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Obrazek 11. Vnéjdi (netryptofanova) fluorescence GDH po 20h inkubace. Kontrolni spektrum je zobrazeno
tu¢né. Na vlozeném obrazku jsou zachycena spektra v ¢ase 0 hodin. A= 320 nm.

Tabulka 7. Hodnoty intenzity fluorescence pii 400 nm }.= 320 nm. Hodnoty jsou primérem dvou méfeni.

MGO/ éas Oh 2h 4h 20h
0 mM 5.94 1.45 3.58 1.35
0.3 mM 2.49 1.92 1.67 4.05
1.5 mM 1.85 2.30 4.99 23.48
3mM 5.35 3.80 6.29 36.60
15 mM 5.62 17.10 25.46 83.15

V &ase 20 hodin jsme se zamérem bliZze charakterizovat pozorované fluorescencni
zafeni zaznamenali také excitatni spektrum viech vzorkl pfi vinové délce emise 400 nm
(Obrazek 13, str. 31). Koncentrace MGO 0,3 mM nezpusobuje pozorovatelné zmény spektra.
U ostatnich vzorki je patrny narust fluorescence pii 400 nm v zavislosti na pouZité
koncentraci methylglyoxalu. Excita¢ni maximum ma u vzorku s 1,5 mM a 3 mM MGO
polohu 329 nm, u vzorku s 15 mM MGO je posunuto smérem k ervené oblasti spektra, na
333 nm.
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Obrazek 12. Zavislost intenzity fluorescence pfi 400 nm na fase. Kontrolni spektrum je vyznadeno tuéné.
A= 320 nm.
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Obrazek 13. Excitagni spektrum vnéjsi fluorescence po 20h inkubace. Kontrolni spektrum je vyznaceno
tu¢né, A= 400 nm.
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3.4 Diskuze

Cilem této prace bylo prosettit vliv methylglyoxalu na spektralni vlastnosti enzymu
GDH. Vykonané in vitro experimenty spo&ivaly v inkubaci enzymu s riznymi koncentracemi

MGO po rizné dlouhou dobu a v nasledném méfeni absorpénich a fluorescenénich spekter.

Glutamatdehydrogenasa vykazuje pii viech koncentracich a dobé& inkubace do &tyf
hodin absorpéni maximum p#i 275 nm. Hodnota maximalni absorbance se v tomto ¢asovém
horizontu vyrazné neméni. Zadné zmény nezaznamenavame ani v oblasti lokalniho minima
(~240 nm). U vzorku s 1,5 mM MGO urit¢ zmény v oblasti tohoto minima 1 v oblasti
vrcholu spektra nastavaji, jejich vyznam je v$ak spekulativni a nemize byt vyloucena ani
experimentalni chyba. Vyraznou zménou u v8ech vzorkii po dvaceti hodinach inkubace je
absence sestupné &asti spektra. Tento jev souvisi srozptylem pfichazejiciho zafeni a byl
pozorovatelny i zrakem — vzorky na konci inkubace mimé opaleskovaly. Opalescenci muzZe
podmifovat sklon GDH k polymerizaci a také sniZeni rozpustnosti v disledku denaturace.
Enzym se vyznafuje nizkou stabilitou, po Sestnacti hodinach dialyzy ztracel veskerou
enzymatickou aktivitu (zku$enost z diplomantskych experimentl). Dal3im mechanismem,
ktery muZe piispivat k opalescenci, je tvorba cross-linki (MOLD) mezi molekulami enzymu.
Vzorky po dvaceti hodinich vykazovaly také mirny modry posun absorpéniho maxima.
Zmény tvaru spektra, které lze jednoznaéné pfic¢ist vlivu methylglyoxalu, nastavaji v sestupné
Casti spektra a jsou pozorovatelné do Ctyf hodin od pocatku inkubace. V piipadé slab3i
koncentrace MGO (1,5 mM) se jedna o postupné rozdifeni spektralniho pasu po dvou a po
¢tyfech hodinach. V kapitole 2.3 uvadime, Ze absorpéni spektrum je rozsifovano rostoucim
energetickym rozpétim mezi vibraénimi hladinami excitovaného stavu a Ze toto je zvySovéano
solvataci. Otazkou je, zda pozorované rozifeni spektra je vysledkem zmén tykajicich se
vlastnich bilkovinnych chromoforu, nebo je odrazem vzniku novych absorbuyjicich molekul. U
vzorku s 15 mM MGO je situace o néco jasnéjsi, po dvou i ¢tyfech hodinidch dochézi
k dalsimu rozsifeni spektra, objevuje se ale novy absorpéni pas, ktery toto rozSifeni
podmiriuje. Nové absorpéni ,,maximum® se objevuje pfi ~320 nm a jeho pfitomnost souvisi
s tvorbou absorbujicich glykaénich adukti na molekule enzymu. Po dvaceti hodinach (15 mM
MGO) neni toto maximum patrmé, ale je pravdépodobné, Ze je maskovano zminénou
opalescenci. In vivo se za pfevladajici AGEs odvozené od MGO povazuji hydroimidazolony.
Modifikaci HSA vysokou koncentraci MGO in vitro vznika pievazné argpyrimidin (viz
kapitolu 2.2 ). Pfedpokladany mechanismus jeho vzniku zahrnuje kondenzaci dvou molekul

MGO (vznik 3-hydroxypentan-2,4-dionu a od3té¢peni mravenéi kyseliny) a naslednou reakci
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s argininem. Tvorbu argpyrimidinu lze predpokladat i pti modifikaci GDH methylglyoxalem
o koncentraci 15 mM. Dilezity je pomér latkovych mnozstvi MGO a modifikovatelnych
zbytkl (a to spiSe pouze argininu jakozto prednostniho cile modifikace). U provedenych
experimentt je tento pomér pro arginin a 15 mM MGO ptiblizn€ 1:20. Shipanova a sp. (1997)
uvadéji, Ze maxima absorpce purifikovaného argpyrimidinu leZi v oblasti 231 a 335 nm.
Podle Kessela a sp. (2002 b) absorbuje argpyrimidin maximalné v rozmezi 320-335 nm.
Poloha ndmi pozorovaného spektralniho zlomu (320 nm) naznaguje, Ze glyka€nim produktem

podmifiujicim jeho existenci by mohl byt skute¢n& argpyrimidin.

Jiz v kapitole popisujici vysledky méfeni jsme se zminili o metodické komplikaci
experimentu — vlastni absorpci methylglyoxalu. I kdyz srovnavame pouze spektra vzorki se
stejnou koncentraci MGO, neni vliv absorpce methylglyoxalu zcela jisté eliminovan, jelikoz
se jeho ptispévek k vyslednému spektru muZe sniZovat s rostoucim ¢asem a prohlubujici se
modifikaci proteinu. Otazkou je, do jaké miry se muZe tato dvaha, vzhledem k nadbytku
MGO, vztahovat na jednotlivé typy spektralnich méfeni. Fluorescenéni spektroskopie je
citlivéjsi metodou neZ spektroskopie absorpéni, a proto by mohl tento fakt vyrazné ovlivnit
méfené velidiny.

V prvni &asti fluorescenénich méfeni jsme se zabyvali vlivem MGO na vnitini
fluorescenci GDH. Po prvotnim proméfeni emisnich a excitaénich spekter samotného enzymu
jsme zvolili zéfeni o vinové délce 288 nm za optimalni k excitaci bilkovinnych fluorofori v
dalsich experimentech. Pravé pfi excitaci nastavd interference s methylglyoxalem, ktery svoji
absorpci (maximum pii ~278 nm) pfichozi zéfeni filtruje. Z toho pak vyplyvaji odlidnosti
intenzity fluorescence jiZ na po¢atku méfeni. Problémem i pfi srovnani spekter vzorkil se
stejnou koncentraci MGO je, Ze nevime, zda se filtraéni vliv MGO b&hem inkubace realné
snizuje v dusledku postupujici modifikace proteinu. Pokud k tomu dochézi, byla by intenzita
fluorescence v pokrodilej$im stadiu inkubace nadhodnocena. Zmény intenzity fluorescence
tedy nelze snaprostou jistotou pfisuzovat konformaénim zméndm proteinu. Méfeni
fluorescence GDH ale poskytlo i pfes metodickou nedokonalost zajimavé vysledky. GDH
v nativnim stavu vykazuje emisni pas s maximem pfi vinové délce 331 nm a spektralni Sifi
~75 nm. Jedna podjednotka obsahuje tfi tryptofanové zbytky Caste¢né pfistupné solventu. Na
jednu funkéni molekuiu GDH tedy pfipadé 18 zbytkd tryptofanu. Pozice emisniho maxima by
odpovidala tryptofanu spektralni tfidy I (zanofeny tryptofan tvofici dvé vodikové vazby
v excitovaném stavu), vredlu ale pfedstavuje kombinaci parametri vSech zuéastnénych

fluorofort. Je nutno dodat, Ze k selektivni excitaci indolovych jader je zapotfebi excitatni
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vinové délky vétsi nez 295 nm, do nami méfené fluorescence mohou tedy zasahovat i
tyrosinové zbytky, kterych jedna podjednotka GDH obsahuje osmnéct. V ¢ase 0 pozorujeme
pokles intenzity fluorescence ve sméru rustu koncentrace MGO. Tento jev je zpusoben
zmifiovanym filtraénim efektem MGO. Po dvaceti hodinach se intenzita u vech vzorkia sniZi,
u vzorku s 15 mM MGO velmi vyrazné (na 26 % puvodni hodnoty versus primérmeé 88 % u
ostatnich vzorkd). Hodnoty intenzity fluorescence po dvou ani po ¢tyfech hodinach
nevykazuji staly trend. Pravidelnost nalézdame aZ v posledni fizi inkubace, kdy intenzita
fluorescence klesa a mira poklesu se zvy3uje srostouci koncentraci MGO. K poklesu
intenzity fluorescence v posledni fazi inkubace ptispiva tvorba absorbujicich AGEs. Méieni
absorpénich spekter (15 mM MGO) ukazalo narust absorbance v oblasti vlastni fluorescence
bilkoviny. Nové vznikajici produkty mohou filtrovat emitované zafeni, pfipadné se na né¢
miZe energie excitovaného stavu nezafivé pienaset (FRET). Pozice emisniho maxima se u
vzorki s0 mM, 0,3 mM a 1,5 mM MGO po celou dobu inkubace neméni. U vzorku
s koncentraci 3 mM se maximum po dvaceti hodinach posouvd o 2 nm smérem k fervené
oblasti. P nejvy3si koncentraci MGO (15 mM) se maximum posouva stejnym smérem taktez
o 2 nm, ale jiZ po ¢tyfech hodindch, po uplynuti dvaceti hodin od po¢atku inkubace pak
pozorujeme vedle vyrazného poklesu fluorescence posun emisniho maxima o dalsi 4 nm aZ na

hodnotu 337 nm.

Jak jiZz bylo uvedeno vySe, interpretaci vysledku ztézuje interference MGO
s excitaénim zafenim a navic také interference vznikajicich glykaénich produktu se zafenim
emitovanym. B&hem &tyf hodin od podatku inkubace dochazi jak ke sniZeni, tak zvy3eni
intenzity fluorescence. Za predpokladu neménného plisobeni MGO a absence absorbujicich
AGEs bychom zmény mohli pfipisovat pouze zménam v okoli bilkovinnych chromoforu.
Neni snadné vysvétlit, pro¢ se intenzita v rAmci jednoho vzorku muze i zvySovat. Modifikaci
argininu a lysinu se ztrati jejich ndboj a muZe dojit ke sniZeni zhaSeni. ZavleCeni
hydrofobnich struktur (napf. CEL) do molekuly miiZze zpusobit lokalizované shluknuti
(Seidler a Kowalewski 2003) a oslabit zhaSeni sniZenim solvatace. Otevieni molekuly na
jiném misté & pouhé piibliZeni zhasejicich aminokyselinovych zbytkl k fluoroforu by na
druhé strané mohlo zhaseni zvysit. V molekule GDH miZe dochazet ke konforma¢nim
zménam, pokles fluorescence (zvlasté po dvaceti hodinach) lze ale povaZovat za efekt vzniku
absorbujicich AGEs. K vyraznéj$imu posunu emisniho maxima dochazi pouze u vzorku
s 15mM MGO po dvaceti hodinach inkubace. Toto pozorovani v kombinaci s razantnim

ubytkem fluorescence naznacuje vy33i stupeil rozruseni organizace molekuly.
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Pro podobna méfeni je nutné se po inkubaci methylglyoxalu zbavit. Dialyza se
k tomuto uéelu vzhledem ke své zdlouhavosti a také nestabilité enzymu nehodi. Vhodna by
byla gelova chromatografie a fluorescence by pak byla méfena vzhledem ke koncentraci
proteinu stanovené nékterou z kolorimetrickych metod. Interpretaci zmén by také usnadnila
znalost chovani spekter pfi tepelné &i chemické denaturaci. Bez nadsazky lze fici, Zze GDH je
s Sesti podjednotkami, osmnacti vazebnymi misty, osmnécti zbytky tryptofanu, negativni
kooperaci pfi vazbé koenzymu apod. pfili§ slozitym modelovym systémem pro

experimentalni biochemii.

Druhou &asti fluorescenéniho méfeni bylo sledovani vné&jdi (netryptofanové)
fluorescence), v nadem piipadé sledovani fluorescence vznikajicich glykacnich produkti.
Filtra¢ni efekt MGO u tohoto méfeni nehrozi. Excitatni vinova délka (320 nm) a rozsah
emisniho spektra (340—450 nm) byly zvoleny na zakladé pfedpokladu, Ze hlavnim
fluorescenénim produktem modifikace bilkovin methylglyoxalem je argpyrimidin, jehoZ
fluorescenéni maxima se v téchto oblastech vyskytuji (Shipanova, Glomb et al. 1997). Pii
koncentraci MGO 0,3 mM (pomér ke zbytkim argininu ~2:1) nepozorujeme zadné zmény
fluorescence ani po dvaceti hodinach. Koncentrace 1,5 mM a 3 mM MGO plisobi v dob& mezi
Styfimi a dvaceti hodinami odstupiiovany narust fluorescence s maximem pii 397 nm.
Nejvyssi koncentrace MGO (15 mM) zpisobuje vyrazny narist fluorescence, vznik
fluorescenéniho produktu je patrny jiZ po dvou hodinach inkubace. Emisni maximum nastava
pii 400 nm, jeho poloha po ¢étyfech i dvaceti hodinach zustdva nezménéna. Tyto vysledky
prokazuji vznik fluorescen¢niho produktu beéhem inkubace s MGO. Mira fluorescence
odpovidd pouzité koncentraci glykaéniho agens a Casu inkubace. Po ukonleni inkubace
(20 hod) jsme pro pln&j3i charakterizaci vznikajiciho fluoroforu proméfili excitatni spektrum
vzorku pii vinové délce emise 400 nm. Vysledky odpovidaji emisnim spektrim po dvaceti
hodinach: Z4adna zména pro 0,3 mM MGO, pro 1,5 mM a 3 mM odstupfiovany narust
fluorescence se shodnym excitalnim maximem (329 nm) a pro nejvyssi koncentraci MGO
nejvy3s intenzita emitovaného zafeni s maximem excitace pfi 333 nm. Pro koncentraci
15 mM MGO ma tedy fluorescenéni produkt parametry 333/400 nm. Kessel a sp. (2002 b)
udavaji pro argpyrimidin ve vodném prostfedi parametry 335/400 nm, Shipanova (1997)
udéva hodnoty 320/382 nm. Vysledky nasich mé&feni naznacuji, Ze fluorescentnim produktem

vznikajicim v dusledku modifikace GDH methylglyoxalem je skute¢né argpyrimidin.
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4. ZAVER

Vysledky naSich experimentd naznacuji, ze glutamatdehydrogenasa b&hem inkubace
s MGO muZe prodé&lavat jisté konformaéni zmény, pravdépodobné viak nevelkého rozsahu.
Po dvaceti hodinach (GDH 1 mg/ml) pfedpokladdme agregaci molekul enzymu s moZnym
piispénim denaturace. Absorpéni spektra GDH inkubované s 15 mM MGO prozradila
pfitomnost glyka¢nich produktd absorbujicich pfi ~320 nm. Fluorescen¢ni studie odhalily
progresivni tvorbu glyka¢niho produktu s vinovymi délkami excitace 333 nm a emise 400 nm.
Timto fluoroforem je s nejvyssi pravd&podobnosti argpyrimidin, Sesti¢lenny heterocyklicky
AGE vznikajici interakci aminokyselinového zbytku argininu a dvou molekul

methylglyoxalu.

Na zaklad¢ t&chto vysledkii se piiklanime k nazoru, Ze inhibice a poruchy
regulovatelnosti GDH v dusledku glykace jsou zpusobeny spiSe blokaci modifikovatelnych

aminokyselin zapojenych do vazby ligandi nezli poviechnou zménou konformace molekuly.

V obecné roving je problematika glykace subceluldrnich proteinii stdle velmi
neprobadanou oblasti patobiochemie. Studium glykagnich reakei a jejich podilu na poSkozeni
biomolekul v mitochondriich, organelach figurujicich v patogenezi diabetu i v pfirozeném

starnuti, by mohlo odhalit nové aspekty téchto jevu.
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5. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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AGEs
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AU

CD
CEL
CML
CoA
ECM
FMN
FRET
GDH
GLX
GO
GODIC
GOLD
GSH
GTP
HSA
MG-H
MGO
MODIC
MOLD
NADH
NADPH
NMR
PBS
RAGE

3-deoxyglukoson

Adenosin difosfat

Advanced Glycation End Products
1-Anilinonaftalen-8-sulfonova kyselina
Arbitrary Units

Cirkularni dichroismus
N°-karboxyethyllysin
NE-karboxymethyllysin

Koenzym A

Extracelularni matrix

Flavin mononukleotid

Fluorescent Resonance Energy Transfer
Glutamatdehydrogenasa

Glyoxalasa

Glyoxal

Glyoxal-derived imidazoline cross-link
Glyoxal-derived lysine-dimer
Glutathion

Guanosin trifosfat

Lidsky sérovy albumin

Methylglyoxal-derived hydroimidazolone

Methylglyoxal

Methylglyoxal-derived imidazoline cross-link

Methylglyoxal-derived lysine-dimer

Nikotinamid adenin dinukleotid - redukovana forma
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat - redukovana forma

Nuklearni magneticka rezonance
Fosfatovy pufr
Receptor pro AGEs
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