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Seznam pouzitych zkratek

AG aminoguanidin

AGE produkty pokrocilé glykace

aK 8-aminokinetin

BSA bovinni sérovy albumin

FBA konjugat kyseliny boronové s fluoresceinem
K Kinetin

PK pyranylkinetin



1 Uvod a cile prace

Neenzymaticka reakce mezi redukujicimi cukry a biomolekulami, glykace, je zndma
jiz vice jak sto let. Teprve v poslednich letech je vSak davana do souvislosti se vznikem
arozvojem nemoci jako je diabetes mellitus, Alzheimerova choroba nebo onemocnéni
kardiovaskularniho systému. Také se predpoklada vyznamna role glykace v procesu starnuti.
Produktem neenzymatické glykace jsou AGE (ang. Advanced glycation-end products).
Vyvolavaji zmény na urovni bun¢k nebo celych tkani prostfednictvim zesiténi biomolekul,
moduluji funkci makromolekul a jsou schopny véazat se na bunécné receptory,
které tak blokuji v jejich prirozené funkci. Vazbou na specifické receptory dokazou aktivovat
prozanétlivou signalni dréhu.

Byla navrzena cela tada strategii, jak snizit neenzymatickou glykaci a zpomalit
nebo zamezit hromadéni AGE, popfipadé¢ zabranit jejich toxickému pusobeni. Patii
mezi né napi. omezeni piijmu kalorii, zvySeni klirens AGE nebo inhibici vazby AGE
na RAGE. Také jsou zkoumany moznosti, jak pomoci farmakoterapie predejit ¢i zpomalit
tvorbu AGE, pfipadné rozbit jiZ vytvofené zesiténi.

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo zavést metody pro rychlé hodnoceni glykace
proteinti, jednak na molekularni Grovni a jednak na Grovni celého organismu - mikroskopické
hlistice C. elegans. Konkrétné §lo o spektrofotometrické hodnoceni glykace modelového
proteinu bovinniho sérového albuminu (BSA), vizualizaci a kvantifikaci glykovanych
proteintl (BSA a proteinovych lyzati z C. elegans) znacenych konjugatem boronové kyseliny
s fluoresceinem a sledovani vlivu cukrti na délku zivota C. elegans. Tyto metody pak slouzily

k testovani protektivni aktivity vybranych fytohormont cytokinin.



2 Produkty pokrocilé glykace

Produkty pokrocilé glykace, AGE (z ang. Advanced glycation-end products),
je heterogenni skupina sloucenin vznikajicich glykaci biomolekul, piedev§im proteind.
Narozdil od enzymaticky kontrolované a pro organismus vyhodné glykosylace, glykace
je neenzymaticka reakce mezi redukujicimi cukry (gluk6za nebo galaktoza) a proteiny, lipidy
nebo nukleovymi kyselinami (Ahmed, 2005). V poslednich letech se neenzymaticka glykace
in vivo a biologicka aktivita AGE studuji ve spojitosti s nemocemi, jako je diabetes mellitus,
onemocnéni kardiovaskularniho systému, Alzheimerova choroba ataké kvili jejich
predpokladané dulezité roli v procesu starnuti.

Tvorba AGE miiZe mit za nasledek zmény na Urovni bunc¢k nebo celych tkani,
a to vytvorenim zesiténim biomolekul, pfedev§im proteini (Brownlee et al., 1986). Glykace
také ptimo postihuje (moduluje) funkci makromolekul (Hammes et al., 1996). Vznikl¢ AGE
se vazi na bunécné receptory, které pak nemohou interagovat s ptfirozenymi ligandy (Araki
etal., 1995). Vazba na receptor RAGE (receptor pro AGE) muze také spustit prozénétlivou
signalni drahu (Stern et al., 2002).

Poprvé byla neenzymaticka glykace popsana v roce 1912 francouzskym chemikem
Louis-Camille Maillardem, po kterém byla nasledné pojmenovana jedna z drah vedoucich
ke vzniku AGE. O 50 let pozdéji se John Edward Hodge zabyval zapojenim této reakce
V hnédnuti potravin béhem tepelnych tUprav. Maillardova reakce byla roky intenzivné
zkoumana v potravinafském pramyslu, protoZze produkty pokrocilé glykace dodavaji
potravindm pozadovanou chut a barvu, avSak zaroveni mohou vést ke tvorb¢ latek

S karcinogennimi nebo mutagennimi vlastnostmi.

2.1 Vznik AGE

AGE vznikaji endogenné¢ v dusledku bézné metabolické aktivity organismu,
do organismu mohou vstupovat i jako soucast tepeln¢ upravenych potravin nebo v tabakovém
koufi.

Tvorba endogennich AGE je zvySena u diabetu (Fleming et al., 2011). Rychlost tvorby
AGE mohou ovlivnit environmentalni faktory, jako je napf. koufeni nebo vyziva (Cerami

etal., 1997)
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Vznik AGE je komplikovany a ne zcela objasnény proces, zahrnujici jednoduché
I vicestupniové reakce. Klasicka Maillardova reakce probiha ve tiech krocich.

V prvnim kroku neredukujici cukr reaguje s volnou aminoskupinou biomolekuly,
nejcastéji je modifikovan postranni fetézec lysinu nebo argininu. Prabéh reakce zavisi
na koncentraci glukézy v krvi, pfesnéji feceno na jeji koncentraci v misté¢ glykace.
Rozhodujici je 1 obsah a dostupnost lysynovych a argininovych postrannich fetézct
v proteinech. To zélezi na terciarni struktuie proteinii: reaktivni skupiny na povrchu jsou

glykaci ptistupnéjsi nez ty skryté uvnitt proteinu. Produktem je nestabilni Schiffova baze.

CHzOH | CH,OH CH,0H
OH OH
/H H H2N_T H/h H/h >
OH H | . oH H R | -HO oH H i |
ORY——g—"=0 OH é/?_N_T OH ¢/C:N—T
H  OH H  OH OH H  OH

Schiff base

~

Amadori Product Open Chain Amadori Product

Obr. 1 — schéma vzniku Amadoriho produktii (Prevzato ze Zhang et al., 2009).

Ve druhém kroku vznika z Schiffovy baze stabilnéjsi ketoamin — Amadoriho produkt
(obr. 1). Postupné dochazi k pfeméné Amadoriho produkti na AGE v sérii reakci, zahrnujici
oxidace, redukce a hydratace. Tvorba AGE je nevratnd, ale jejich koncentrace zavisi nejen
na rychlosti tvorby, ale i na obratu proteinii v buitkach a ve tkénich.

Nekteré z aminokyselin jsou reaktivngj$i nez jiné. Misto glykace a kinetika celého
procesu je ovlivnéna faktory, jako je hodnota pKa dané a-aminoskupiny (nizsi hodnota pKa
znamena vysSi nukleofilitu a tim 1 rychlej$i tvorbu Schiffovy baze), vliv okolnich
aminokyselin nebo charakter vazebného mista.

Koneéné produkty glykace maji hnédavou barvu a nékteré maji fluorescenéni
vlastnosi. Jsou velmi stabilni, akumuluji uvnitf i vn¢ bun¢k, kde narusuji funkci proteint

(Ahmed, 2005).
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Krom¢ Maillardovy reakce existuji i dal$i mechanismy, vedouci ke tvorbé AGE
(obr. 2). Reaktivni slou¢eniny schopné modifikovat proteiny vznikaji napt. peroxidaci lipidu,
kdy v sérii naslednych reakcich vznikaji tzv. ALE (Advanced lipoperoxidation products)

nebo autooxidaci glukozy.

| Lipid peroxidation 1
Glucose . \
autoxidation | >
Fructose
3-P, other
tabolit
s Fructose melabolites

*Weeks to
months

«CML
*Pymnaline
*Pentosidine

Obr. 2 — schéma vzniku AGE (Prevzato z Luevano-Contreras and Chapman-Novakofski, 2010).

Dalsi moznosti je polyolova draha, ve které je glukdza pfeménéna plisobenim aldoza-
reduktazy na sorbitol, ktery je nasledné pomoci sorbitol dehydrogenazy oxidovan na fruktézu.
Jeji metabolity (a-oxaldehydy) pak interaguji s aminokyselinami za vzniku AGE (Lorenzi,
2007).

Doposud bylo popsano velké mnozstvi AGE, mezi nejstudovanéjsi patii
karboxymethyl-lysin (CML), pentosidin, pyrralin. Nékteré z nich jsou také pouzivany jako
biomarkery glykace in vivo (Ahmed, 2005).

2.2 Biologické diisledky glykace a acinky pokrocilych produkti glykace

2.2.1 Efekt na proteiny s dlouhou Zivotnosti

Jelikoz glykace proteinti a nasledny vznik AGE je proces, trvajici v fadu tydny

az mésice, jsou postizeny piedevSim proteiny s dlouhou Zivotnosti, jako jsou proteiny
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extracelularni matrix elastin, kolagen, laminin nebo fibronektin. Pfirozené¢ bunécné procesy
vedou k pomalému odstraiiovani starnoucich proteinti (Bucala and Cerami, 1992) a poskozené
proteiny jsou nahrazovany novymi, neposkozenymi. Avsak v mnoha lidskych tkéanich je tento
obrat pomalejsi nez tvorba AGE. Postupné v nich proto dochazi ke kumulaci AGE (Robert
et al., 2008). Stoupajici obsah modifikovanych proteinti v o¢ni Cocce, artériich, chrupavce

nebo kizi, zptisobuje s pribyvajicim vékem jejich tuhnuti a ztratu elasticity.

2.2.2 Efekt na proteiny s kratkou Zivotnosti

Latky s vysokym glykaénim potencidlem (napi. dikarbonylové slouceniny, glukosa-6-
fostat, fruktosa) jsou schopné glykovat i proteiny s kratkou zivotnosti. Vysoky obrat téchto
proteint sice zmirnuje negativni efekty glykace, ale i zde mize zména vlastnosti a naruSeni
ptirozené funkce casti populace protinu pfispivat k naruSeni homeostazy.

Glykace mlZe zplsobit naruSeni konformace, zménu antigennich vlastnosti, blokovat
protein-proteinové interakce ¢i snizeni schopnosti vazat ligandy (Vlassara and Palace, 2003).
U enzyml miize dojit k modifikaci aktivniho mista a naslednému poklesu nebo tplné ztraté
aktivity. Nové vznikld kovalentni vazba miize vést ke vzniku proteini odolnych vici

proteolyze (DeGroot et al., 2001).

2.3 Receptory pro AGE

AGE také interaguji se specifickymi receptory, napf. receptorem RAGE
(z ang. Receptor of AGE). Predpoklada se, Zze vazba AGE na RAGE a nasledna aktivace
signalni drahy hraje roli v fad¢ patologickych procest, zpisobenych AGE (Hofmann et al.,
1999).

RAGE je c¢lenem  imunoglobulinové nadrodiny proteini. Je kdédovan genem,
nachazejicim se na chromosomu 6 v blizkosti hlavniho histokompatibilniho komplexu III.
Patii mezi membranové receptory, jeho pfitomnost byla jist€na na povrchu rozliénych bunék,
napt. makrofagii nebo bunck endotelu. Je aktivovan riznymi ligandy, kromé AGE také
amfoterinem, nckterymi S100 proteiny a beta-amyloidem. Vazba ligandu spousti
prozanétlivou signdlni drahu (Stern et al., 2002; obr. 3), jejimz efektorem je transkripéni

faktor NFkappaB (nuclear factor kappa-B) aktivujici transkripci fady prozanétlivych genti
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(Bierhaus et al., 2005). Je znamo, ze zanét je soucasti nékterych procesti doprovazejicich

starnuti (Vlassara and Palace, 2003; Finch, 2007).

N

[ TNF-c, 1-6. vCAMT |

Obr. 3 — Signdlni drahy aktivované RAGE (Prevzato z Luevano-Contreras and Chapman-
Novakofski, 2010).

Aktivace RAGE muze vyvoldvat oxidativni stres pfimo, aktivaci adenin dinukleotid
fostat (NADPH)-oxidazy (NOX), ale i nepfimo snizenim aktivity bunénych mechanismi
pro inaktivaci volnych kyslikovych radikald (ROS). RAGE signalizace vede ke snizeni
aktivity superoxid dismutasy (SOD) a katalazy a také k poklesu koncentrace kyseliny
askorbové a redukovaného glutationu (GSH) (Bierhaus et al., 2005). SniZeni hladin GSH vede
ke sniZzeni aktivity glyoxalasy I (Glo I), hlavniho obranného systému proti methylglyoxalu,
a tim i k dalsi produkci AGE (Xue et al., 2011).

RAGE je obvykle v organismu exprimovan v nizkych koncentracich, v patologickych
stavech se jeho exprese zvySuje (Bierhaus et al.,, 2005). Po aktivaci RAGE dochazi
k oxida¢nimu stresu a indukci zanétu v dusledku zvySeni produkce cytokini a exprese
adheznich molekul na povrchu bunék. V ptipadé cév disledkem muze byt jejich
remodelace a aterogeneze (Zieman et al., 2007). Signalizace RAGE muze také vyvolavat
transdiferenciaci (pfeména termindlné¢ diferencované bunky na jinou termindlné
diferencovanou buitku odlisSného typu) epitelialnich bunék ledvin v myofibroblasty a ¢imz
dochdzi ke zhorSeni funkce ledvin (Jerums et al., 2003). DalSim piikladem by mohla byt
pfeména makrofagli na pénové builkky béhem aterogeneze (Vlassara and Palace, 2003).

V plasmé se nachazi rozpustna zkracena forma RAGE (sRAGE). Obsahuje vazebnou

doménu, ale ne transmembranovou doménu, jde tak o extracelularni protein bez signalnich
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vlastnosti (Ramasamy et al., 2009). Receptor SRAGE soutézi se signalnim receptorem RAGE
o ligandy a tim pfispiva k odstraiiovani a neutralizaci cirkulujicich ligandi (Ramasamy et al.,
2012).

Navzdory tomu, ze interakce mezi AGE a RAGE jsou studovany jiz vice nez 20 let,
stale o nich neni dostatek informaci. Jednim z divodu je nejspise velka heterogenita AGE.

RAGE je nejlépe znamym, ale ne jedinym receptorem pro AGE. Mimo jiné jsou
znamy 1 receptory MSR (The macrophage scavenger receptor) na povrchu makrofagti. MSR,
pravdépodobné SR-A a CD-36, pomahaji makrofagiim rozpoznat a nasledné i odstrafiovat
proteiny modifikované AGE (Araki et al., 1995).

Dalsi skupinou povrchovych receptorti jsou AGER1, AGER2 a AGER3, regulujici
endocytozu a degradaci AGE (Vlassara, 2001). AGER1 ptisobi proti oxidativnimu stresu,
vyvolanému AGE, inhibici signalizace RAGE (Lu et al., 2004).

2.4 Dikarbonylové slouceniny

Dikarbonylové slouceniny vznikaji v disledku nerovnovahy v metabolismu
intercelularni glukézy, ale také oxidativni degradaci Amadoriho produktd. Svymi vysoce
reaktivnimi karbonylovymi skupinami atakuji aminoskupiny biomolekul (proteinii, nukleotidii
a lipidl), obvykle v misté lysinovych, argininovych a cysteinovych zbytku za vzniku AGE.
Zvyseni koncentrace karbonylovych slou€enin v organismu je oznaovano jako karbonylovy
stres.

Vyznamnym glykanim agens je methylglyoxal (obr. 4). Vznika v cytosolu nékolika
riznymi mechanismy - nejcastéji vSak jako pfirozeny metabolit béhem glykolyzy rozpadem
triosafostatd. Dale v ramci metabolismu ketolatek, béhem
degradace treoninu a fragmentaci glykovanych proteint. 0
Methylglyoxal vznika pfevazné uvnitt bunck, ale malé se HBCH
dostavd zbunék ven a pfispivda tak ke glykaci o
extracelularnich proteini (Karachalias et al., 2010).

Glyka¢ni potencidl methylglyoxalu je piiblizné¢ 20 000X Obr. 4 ~methylglyoxal.

vy$§i nez glukézy. Za normalnich podminek je

methylglyoxal metabolizovan glyoxalasovym systémem na méné reaktivni produkty. Diky
této efektivni detoxifikaci je hladina methylglyoxalu v plasmé udrzovana na 50 000x nizsi

koncentraci nez hladiny glukézy (Beisswenger et al., 1999). Odhaduje se, ze dospély ¢lovék
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denn¢ vyprodukuje asi 3 mM methylgyloxalu, pficemz 99,7 % ztohoto mnozstvi
je metabolizovano, z velké ¢asti Glo 1. Zbytek vyvolava glykaci (Rabbani and Thornalley,
2012).

Glyoxal vznika autooxidativni degradaci glukézy (Wolfova draha), lipoperoxidaci
nebo oxidaci Schiffovy baze. Vzniklé slouceniny reaguji predev$im s argininovymi zbytky
za vzniku specifickych AGE. napf. hydroimidazolonti, nejcastéjSich AGE u diabetiki
(Thornalley, 2003), dale argpyrimidinu, tetrahydropyrimidinu nebo methylglyoxal-
lysinovému dimeru (MOLD).

Mezi dalsi dikarboxylové slouceniny lze =zafadit 3-deoxyglukoson (3-DG)
nebo glukoson.

3 Obrana proti tvorbé a kumulaci AGE

Obsah AGE v organismu je dan nejenom rychlosti jejich tvorby, ale také rychlosti,
s jakou jsou z tkani a orgdnl odstraniovany, takzvanym obratem. Mnoho bunék ma vyvinuty
vlastni vnitfni drahy, pomoci kterych se brani proti akumulaci AGE (Thornalley, 2003).
Za nejdulezitéjsi je povazovan glyoxalasovy systém, ale existuji i jiné enzymatické systémy.
Relativné novou tiidou enzymi, které dokazi rozpoznat a rozbit Amadoriho produkty, jsou

fruktosyl-amino oxidazy (FAOXs) nebo fruktosamin kinazy (Wu and Monnier, 2003).

3.1 Glyoxalasovy systém

V roce 1913, rok po prvni publikaci popisujici neenzymatickou glykaci, byl objeven
glyoxalasovy systém.

Glyoxalasovy systém se nachazi v buné¢ném cytosolu bakterii i eukaryot. Jeho funkci
je katalyza pfemény methylglyoxalu na d-laktat. Sklada se ze dvou enzymatickych systémt,
glyoxalasy 1 (GLol), glyoxalasy 2 (Glo2) a katalytického mnozstvi glutathionu. Hlavnim
fyziologickym substratem pro Glo 1 je methylglyoxal, ale pfeméiuje 1 jiné
a-oxoaldehydy. V prvnim kroku spolu spontanné reaguji a-oxoaldehyd a glutation, dochazi
ke vzniku hemithioacetalu. Ten je pfeménén Glo 1 na S-D-laktoylglutathion. Meziprodukt
je naslednou hydrolyzou Glo 2 pfeménén na laktat a glutathion (Inoue and Kimura, 1995;
obr. 5).
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Obr. 5 — schéma glyoxaldsového systému.

Glo 1 je povazovan za klicovy regulator koncentrace methylglyoxalu. V ptipadé,
ze dojde k inhibici funkce Glo 1, at’ uz v disledku nedostatku glutationu, nebo ptitomnosti
inhibitort glyoxalasy 1, dochazi k akumulaci methylglyoxalu (Thornalley et al., 1996). V roce
2008 probehl pokus se zvySenim exprese Glo 1 u C.elegans, vysledkem bylo zvySeni
pramérné délky zivota o pfiblizn¢ 30 %. Utlumeni exprese Glo 1 mélo za nasledek snizeni
délky zivota o 50 %. Z vyzkumu vyplynulo, ze Glo 1 je jeden z genti pfimo ovliviiujicim

délku zivota (Morcos et al., 2008).

3.2 Terapeutické strategie boje proti neenzymatické glykaci, tvorby AGE
a jejim dasledkim

Byla navrzena celd tada strategii, jak snizit neenzymatickou glykaci a zpomalit nebo
zamezit hromadéni AGE, pfipadné zabranit jejich toxickému pulsobeni. Zahrnuji omezeni
pfijmu kalorii, nizky pfisun AGE v potrave, deglykaéni enzymy, zvySeni klirens AGE
a inhibici vazby AGE na RAGE.

V nasledujicim textu jsou popsany moznosti, jak pomoci farmakoterapie predejit nebo

zpomalit tvorbu AGE, pfipadné rozbit jiZz vytvorené zesiténi.
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3.2.1 Latky branici neenzymatické glykaci nebo inhibujici tvorbu AGE

Jednou z prvnich znamych latek, potlacujicich neenzymatickou glykaci,

je aminoguanidin (obr. 6). Jedna se o nukleofilni hydrazin,

ktery vychytavd reaktivni karbonylové meziprodukty H

HN N
V Maillardové reakci. Pfes jeho potencidl branit glykaci \‘/ “NH,
a nasledné tvorbé AGE in vivo je jeho vyuzitelnost v terapii NH,

kvili nezddoucim uCinkim omezend. Stejné jako . -
Obr. 6 — aminoguanidin.

Pimagedin byl klinicky neuspé$n¢ testovan v terapii

diabetické nefropatie (Reddy and Beyaz, 2006).

Pyridoxamin (obr. 7) je pfirozené se vyskytujici

isoforma vitaminu Bg. Jeho mechanismus G¢inku pracuje N\ CHa
na nékolika turovnich: blokuje oxidaci Amadoriho HO >
meziproduktii;  vychytavd  reaktivni  karbonylové OH
a dikarbonylové slouceniny, odvozené od Amadoriho HN

produktl; vychytava ionty kovu, které katalyzuji oxidacni

reakce a vychytava ROS (Voziyan and Hudson, 2005). Obr. 7 — pyridoxamin.

Existuji 1 dalsi latky s reaktivnimi nukleofilnimi
funkénimi skupinami a schopnosti vychytavat reaktivni karbonyly, které jiz byly uspésné
testovany in vitro u hlodavéich modeli diabetu. Mezi né patii tennilsetam, penicillamin,

OPB-9195 a n¢které derivaty aminoguanidinu (Reddy nad Beyaz, 2006).

3.2.2 ,,AGE breakers*

Do této skupiny latek patii slouCeniny, schopné reagovat s jiz vzniklymi produkty

Maillardovy reakce a ,,rozbit* je. Takovymi latkami je napf. dimethyl-3-phenayl-thiazolium

chlorid (ALT-711), znamy jako alagebrium HaC CH,
(obr. 8), N-phenacyl-4,5-dimethylthiazolium nebo 0 H
N-phenacylthiazolium (Vasan et al., 2003). N'\/SH’
Predpokladanym cilem téchto latek jsou mista or

s dikarbonylovym  zesiténim, které chemicky

rozbijeji pomoci thiazolové (od thiazolium) Obr. 8 — alagebrium.

struktury (Vasan et al., 2003). Vysledkem
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je zvySeni cévni elasticity a zlepSeni kardiovaskularnich funkci u zvifecich modelt diabetu
ajinych chorob (Peyroux and Sternberg, 2006). Zajimavosti je, ze predpokladanym
produktem S$tépeni je karboxymethyl-lysin (CML), ktery byl identifikovan jeden z ligandu
pro RAGE, a tak by mohl vyvolavat prozanétlivou odpovéd’ (Nagai et al., 2012).

Co se tyce alagebria, firmou Alteon byly provedeny I. a II. faze klinického testovani.
Studie na krysach ptinasely slibné vysledky, avSak studie na zdravych dobrovolnicich
ukazaly, ze na lidi nema alagebrium pozadované ucinky. Divodem jsou pravdépodobné
rozdily ve spektru vznikajicich AGE. U c¢lovéka dominuje glucospan, ktery je k plisobeni

alagebria odolny [1].

3.3.3 Nutraceutika

Klicovou soucésti mechanismu tvorby vétSiny AGE je oxidace. Proto by u latek
s antioxidac¢nimi vlastnostmi a/nebo schopnosti vychytavat kovy katalyzujici oxidaci mohla
byt piedpokladana antiglykacni aktivita (Price et al., 2001). Pfirozenymi nastroji v boji proti
AGE by se tak mohly stat nékteré ziviny a vitaminy (Elosta et al., 2012). Do této skupiny
latek lze zatadit kyselinu askorbovou, niacinamid, pyridoxal, trolox, riboflavin, nebo zinek,
na kterych byla dokazana in vitro schopnost inhibovat glykaci albuminu (Tawardi and Agte,
2011).

4 Caenorhabditis elegans jako model pro studium lidskych chorob

Caenorhabditis elegans, had’atko obecné (obr. 9), je nepatogenni ptidni ¢erv, nalezici
do kmene nematoda (hlistice). Pfed vice nez 40 lety Sydney Brenner popsal vyuZiti
C.elegans jako vhodného modelového organismu (Brenner, 1974). Netrvalo dlouho
a C. elegans se stala vyznamnym nastrojem vyvojové a molekularni biologie. Poté, co byl
vroce 1998 genom C. elegans pln¢ osekvenovan (C.elegans Sequencing
Consortium, 1998), byla odhalena podobnost mezi geny lidi a téchto hlistic. Ptiblizné 40 %
gent, spojovanych s lidskymi chorobami, ma své homology v genomu C. elegans (Culetto
and Sattelle, 2000). Dnes je tato hlistice vyuZivana coby modelovy organismus pro vyzkum
hlavnich biologickych procesii i pro pochopeni patogeneze takovych nemoci, jakymi

je napt. diabetes mellitus.
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Obr. 9 — C. eleoans (Prevzato z en.wikinedia.ora)

C. elegans jako biologicky model skytd mnoho vyhod, jako je levna kultivace, snadna
manipulace, kratky generacni Cas, dobra dostupnost pracovnich nastroji (webové stranky
a fora) i samotnd struktura jejiho t¢la — pfiblizn¢ 1000 somatickych bunék rozdélenych
do riznych typd tkani (napf. svaly, nervy, stfevo) a pruhledna pokozka, umoziujici
pozorovani bunéénych procest in vivo.

V laboratotich se C. elegans péstuji na Petriho miskach, na pevném i tekutém médiu.
Zivi se bakteriemi. Za standardnich laboratornich podminek je délka jejich Zivotniho cyklu
zhruba 2-3 tydny. Po vylihnuti prodélavaji ¢tyfi larvalni stadia (L1-L4) a dosahuji dospélosti
ve tfech dnech (za pokojové teploty). Za nepiiznivych podminek, hlavné co se tyce
nedostatku potravy, mize béhem vyvoje piejit do alternativniho tfetiho larvalniho stadia-

dauer larvy. Jako dauer larva je hlistice schopna ptezit i né¢kolik mésict.

4.1Starnuti a glykace u C. elegans

Starnuti a délka zivota C. elegans je ovlivnéna jak genetickymi faktory,
tak i specifickymi faktory vnéjsiho prostiedi (Herndon 2002). Né&které faktory ovliviiujici
starnuti jsou podobné u hlistic i savcu, véetné ¢lovéka. Omezeni piijmu cukru (kaloricka
restrikce) je doposud jediny znamy zpusob, ktery uc¢inné prodluzuje délku Zivota u C. elegans
1 savell (Lakowski and Hekimi, 2002). Dalsi podobnosti je pifedpoklddand vyznamna role
oxidativniho stresu v procesu starnuti (Finkel and Holbrook, 2000). Tyto paralely naznacuji,
ze C. elegans je vhodny nastroj k ziskani informaci, které by mohly vést k prodlouzeni Zivota

u lidi (Sayed, 2011).
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Jednou z predpokladanych pficin starnuti je neenzymaticka glykace. Nadbyte¢ny
ptijem AGE a jejich chronické hromadéni ve tkanich zrychluje proces starnuti (Morcos et al.,
2008). Mezi hlavni cile reaktivnich dikarboxylovych slou¢enin patii proteiny mitochondrii.
U C. elegans bylo dokazano, Ze zvySena glykace mitochondrialnich proteinti je spojena
s tvorbou ROS (reaktivnich kyslikovych radikali) a ndslednym zvySenym poskozovanim
proteomu oxidativnimi procesy (Rabbani and Thornalley, 2008).

V roce 2009 Schlottere et al. provedli sérii pokust, pii nichz byla C. elegans
dlouhodob¢ vystavena vysoké koncentraci glukézy. U zkoumanych hlistic byla nasledné
odhalena zvySend modifikace mitochondridlnich proteini, zpisobena methylglyoxalem, déle
zvySeni tvorby ROS a celkové zkraceni délky zivota (Schlottere et al., 2009).

Klicovou obranou C. elegans proti glykaci je, stejné jako je tomu i u Clovéka,
glyoxalatovy systém. Glyoxalasa 1, pfitomna u lidi jako Glol, ma u hlistic svlij homolog-
CeGly. Bylo zjisténo, Ze zvySena exprese glyoxalasy 1 u C. elegans snizuje dikarbonylovou
glykaci mitochondridlnich proteinti, tvorbu ROS a prodluzuje délku zivota (Morcos et al.,

2008). Naopak snizeni exprese vede ke zkraceni délky Zivota.

5 Kinetin a jeho ucinek na oxidacni stres a glykaci

PrestoZze jsou fytohormony rostlinnymi bunikami produkovany ve velmi nizkych
koncentracich, maji vyrazné biologické uc¢inky. Mnoho z nich piisobi nejenom na rostliny, ale
ma také rozmanité UCinky na zivoCichy. Jednim z nich

je kinetin (Ng-furfuryladenin; obr. 10). Neékterymi autory

je povazovan za endogenni molekulu i u zivoc€ichu, kde §\0
vznikd oxidaci adeninu v DNA (Barciszewski et al., 1999)
(obrazek struktura kinetinu). HN

V lidskych bunkdch ma kinetin fadu efektd, :
od stimulace transkripce, kontroly bunétného cyklu az lj />
po ovlivnéni metabolismu vapniku (Barciszewski et al., N N

1999). Byl dokazéan i jeho pozitivni vliv na proces starnuti Obr. 10 — kinetin.
nejenom u rostlin, ale 1 u musky Zaprionus paravittiger
(Sharma et al., 1997) a lidskych fibroblastii (Rattan and Clark, 1994). Pfesny mechanismus

pusobeni kinetinu zatim nebyl pln€ pochopen, ale ptevlada presvédceni, ze brani tvorbé ROS
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a zaroven vychytava jiz vytvofené ROS (Barciszewski et al., 1999), ¢imz inhibuje oxidaci
a glykoxidaci proteint (Verbee et al., 2000).

Verbeke et al (2000) provedli sérii pokust, jejichz cilem bylo posoudit u€inek kinetinu
na proces glykace a glykoxidace. Z méfeni mnozstvi produkti AGE a pentosidinu bylo
zjisténo, ze kinetin inhiboval glykaéni proces pfiblizné o 68 %. Kinetin také omezil agregaci
BSA, kterd je béznym disledkem glykace proteini (Zhao et al., 2000). Méfenim tvorby
karbonylovanych proteinti byla zjisténa i schopnost kinetinu branit oxidaci proteind. Stejné
pokusy s adeninem odhalily, Ze adenin sice inhiboval tvorbu AGE v tom samém rozsahu jako
kinetin, ale na rozdil od néj jeho Gcinky na tvorbu pentosidinu, karbonylu a tvorbu zesiténi
BSA byly vyznamné niz$i nez u kinetinu. Diky unikatnim biologickym vlastnostem kinetinu

je jeho podavani potencialni ochranou proti oxidativnimu poskozeni (Verbeke et al., 2000).
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6 Material

6.1 Chemikalie

e AA (akrylamid) — SERVA Electrophoresis

e Aminoguanidin — Sigma Aldrich

e APS (persiran amonny) — SERVA Electrophoresis

e BIS (N,N’- methylenbisakrylamid) — SERVA Electrophoresis

e BSA (albumin z hovéziho séra) — Sigma Aldrich

e Destilovana voda — LRR Olomouc

e DMSO (Dimethylsulfoxid) — Sigma Aldrich

e Ethanol 70 % - Lach Ner s.r.o.

e Ethanol 96 % - Lach Ner s.r.o.

e FBA (boronova kyselina znacena fluoresceinem) — pfipraveno Mgr. Vaclavem
Mikem, Ph.D. z Hané

e Fruktdza - Sigma Aldrich

e Galaktoza — Sigma Aldrich

e Glukoza — Sigma Aldrich

e Methylglyoxal — Sigma Aldrich

e n-butanol — Sigma Aldrich

e Ribo6za — Sigma Aldrich

e SDS (dodecylsiran sodny) — Lach Ner s.r.o.

e Temed — Sigma Aldrich

e TRIS — SERVA Electrophoresis

6.2 Pouzité roztoky

e APS10%: 0,1 g APS; 1 ml H,O
e elfo pufr 10x (1I): 30,24 g TRIS; 144 g glycin, 10 g SDS
e PBS 10x:3,58 g Na;HPO,.12 H,0; 0,2 g KH,PO4; 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 950 ml H,O
e RIPA pufr: 1 ml RIPA; 10 pl 100mM PMSF; 1 ul leupeptin; 1 pl apropinin, 1 ul DTT
e TRIS pH 6,8: 24,23 g 1M TRIS; 200 ml HCI
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e TRIS pH 8,8: 48,46 g 1M TRIS; 400 ml HCI

6.3 Testované latky

Testované cytokiny kinetin (K), 8-aminokinetin (aK) a pyranylkinetin (PK) pochazely

Z chemické knihovny Laboratofe rastovych regulatora (Palackého univerzita, Olomouc).

6.4 Linie Caenorhabditis elegans

V experimentech s C.elegans byl pouzit kmen fem-1 s defektem v genu FEM-1
ziskany z Caenorhabditis Genetics center (CGC). Projev mutace je zavisly na teplot¢; jedinci,
vyvijejici se v prostiedi s teplotou do 20 °C jsou schopni se rozmnozovat a jedinci, jejichz

vyvoj probiha za teploty 25 °C, jsou sterilni.

6.5 Bakterialni kmeny

Jako potrava C. elegans slouzily bakterie E. coli, kmen OPS50 ziskany
z Caeenorhabditis Genetics Center (CGC). Bakterie OP50 nejsou schopny syntetizovat uracil.
Meédia urc¢end k chovu hlistic uracil neobsahuji, proto je zde rist bakterii omezen. Vyhodou

je snadngjsi pozorovani hlistic a lepsi podminky pro jejich pafeni.

6.6 Média pro pokusy s C. elegans

M9 médium (500 ml)

J 3 g Na;HPO4 (7,55 g Na;HPO,4.12 H,0)

o 1,5 g KH2PO4

o 2,5 g NaCl

. 0,125 MgSQ,4.7H,0

. Ptidat deionizovanou vodu do objemu 500 ml
o Autoklavovat
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S-basal médium (1000 ml)

5,9 g NaCl

50 ml 1M fosfore¢nan draselny pH 6,0
1000 ml deionizovana voda
Autoklavovat

Po vychladnuti roztoku pfidat 1 ml 5Smg/ml cholesterolu (rozpustény v EtOH)

S-complete médium (1000 ml)

977 ml S-basal

10 ml 1M citrat draselny pH 6,0 (sterilni)

10 ml roztok se stopovym mnozstvim kovu (sterilni)
3 ml 1M CacCl, (sterilni)

3 ml 1M MgSQ; (sterilni)

NGM agar

3 g NaCl
2,5 g peptonu (z kaseinu, pankreaticky digest)
17 g agar
Ptidat deionizovanou vodu do objemu 975 ml a michatko
Autoklavovat
Po autoklavovani zchladit na 55 °C a ptidat nasledujici komponenty:
0,5 ml 1M CacCl;, (sterilni)
1 ml 5mg/ml cholesterolu v EtOH
1 ml 1M MgSO; (sterilni)
25 ml fosfore¢nan draselny pH 6,0

Roztok na ustanoveni synchronizované populace ,,Bleaching solution* (10 ml)

1,5 ml 14% zasobni roztok HCIO
0,5 ml NaOH
8 ml MiliQwater
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7Metody

7.1 Hodnoceni glykace a vlivu glykovanych proteinti na molekularni irovni

7.1.1 Spektrofotometrické hodnoceni glykace BSA

Ve sterilnich podminkach byl pfipraven zasobni roztok BSA v koncentraci 5 mg/ml
a 0,5M zasobni roztoky glukozy, galaktdzy, ribozy a fruktozy. Testovany byly cytokiny K, akK
a PK, kter¢ byly piidavany do vysledné koncentrace 100 uM. Jako pozitivni kontrola
byl zvolen aminoguanidin.

Do 96 jamkové desticky byly napipetovany pozadované kombinace latek tak,
aby vysledné mnozstvi roztoku v jamce bylo 190 ul (obr. 11). Desticky byly inkubovany
4 dny pfi 37 °C nebo 1 den pii 50 °C.

Po uplynuti inkubacni doby byly méfeny na destiCkovém spektrofotometru Sunrise
(Tecan) fluorescen¢ni spektra latek. Vzorky byly méfeny pfi excita¢ni vinové délce 370 nm,
emisni spektrum bylo méfeno v rozsahu 400-600 nm. Jako blank slouzily jamky s DMSO.
Vysledky byly zpracovany v programu excel.

glukoza galaktoza riboza fruktoza

PBS + BSA + cukr + DMSO
X X X X X X X X X PBS + BSA + DMSO
X X X X X X X X X PBS + BSA + latka a

PBS + BSA + latka a + cukr

X X X X X X X X X PBS + BSA +latka b
PBS + BSA + latka b + cukr
X X X X X X X X X PBS + BSA + latka ¢

PBS + BSA + latka ¢ + cukr

Obr. 11 — usporadani desticky pro testovani vybrané sady latek.
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7.1.2 Znaceni glykovaného bovinniho sérového albuminu pomoci konjugiatu kyseliny

fenylboronové a fluoresceinu

Boronova kyselina znacena fluoresceinem (FBA) se specificky vaze na proteiny
S navazanym cukrem s hydroxy skupinami vzajemn¢ v pozici cis, je tedy vhodna k detekci

a kvantifikaci glykovanych proteinti (Morais et al., 2013).

7.1.2.1 Priprava glykovaného BSA

Ve sterilnich podminkach byl ptipraven zasobni roztok BSA v koncentraci 5 mg/ml
a 0,5M zasobni roztoky glukozy, galaktozy, ribozy a fruktézy. Ve druhé Casti experimentu
byla pted glykaci k roztoku BSA s cukrem ptidana i latka inhibujici glykaci. Do 1 ml BSA
bylo pfidano 1 pl kinetinu, 250 pl nebo 25 pl 0,5M zasobniho roztoku AG v PBS. BSA bylo

inkubovano s glukézou, galaktdzou, ribézou a fruktéozou 24 h pti 37 °C.

7.1.2.2 Detekce glykovanych proteinii

Po uplynuti inkubaéni doby bylo k 16 pl glykovaného BSA piidano 2 pl FBA
Vv koncentraci 0,5; 0,05 a 0,005 mM a roztok byl ponechan 1 h ve tmé& pii pokojoveé teploté.
Poté bylo k roztoku ptidano 5,3 ul SDS. Byl odebran vzorek 12 pl, odpovidajici 40 ng
proteinu a nasledné byl separovan pomoci SDS polyakrylamidové elektroforézy. Po separaci
byl gel zdokumentovan pomoci pfistroje FLA-7000(FUJIFILM). Intenzita signalu byla
vyhodnocena pomoci densitometrie v programu ImageJ. Pro vyhodnoceni byl vybran
nejintenzivngj$i proteinivy pruh o velikosti kolem 40 kDa. Statistické hodnoceni rozdilu
oproti kontrole bylo provedeno pomoci t-testu (rozdil mezi priméry), ptipadné pomoci
Wilcoxova testu, pokud distribuce €1 variace dat pouZiti t-testu neumoziiovala. Vypocty byly

udélany v online rozhrani pro program R.

7.1.3 Optimalizace extrakce proteini z C. elegans

Byla pfipravena synchronizovana populace hlistic C. elegans. V deseti 10ul kapkach

byl spocitan pocet hlistic a vypocitana velikost populace. Pozadované mnozstvi hlistic bylo
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pfeneseno do eppendorfky a opatrné¢ dvakrat promyto M9 médiem a dvakrat ddHO.
Mezi jednotlivymi promyvacimi kroky byly hlistice stoeny na stolni centrifuze 1 min
pii 10000 g tak, aby se vytvofila peletka. Poté bylo ptidano 50 ul RIPA pufru a suspenze byla
stocena 10 min pii 10000 g. Z eppendorfky bylo odebrano takové mnozstvi pufru,
aby v eppendorfce zustalo pfiblizné 30 pl tekutiny. V tomto kroku byly hlistice pfipraveny
k sonfifkaci. Na ultrazvuku HD 2200 (BANDELIN SONOPLUS) byl zvolen ¢as, pocet cyklu
a intenzita a hlistice byly sonifikovany. Fragmenty tél byly odstranény centrifugaci.
K procisténi lyzatu byly eppendorfky stoCeny ve vychlazené centrifuze 14000 g 100 min.
Supernatant byl pienesen do ¢isté eppendrofky a uschovan pfi teploté -80 °C. Veskeré pouzité
chemikalie byly vychlazené, po celou dobu izolace byly eppendorfky s hlisticemi a poté
lyzatem drZeny na ledu. Izolované proteiny byly kvantifikovany pomoci Bradfordovy metody.

Pfi optimalizaci se ménily podminky sonifikace a pocet pouzitych hlistic. Nejveétsi
pocet proteinti byl ziskdn pti sonifikaci za podminek nastaveni sonifikatoru HD 2200,
BANDELIN SONOPLUS na 2x5s (30 % maximalni intenzity), s vyuzitim pfiblizné
500 hlistic.

7.2 Optimalizace modelu C. elegans pro glyka¢ni experimenty

7.2.1 Priprava bakterialni suspenze OP50 v LB médiu

Bakterie byly naoCkovéany do ptipraven¢ho tekutého LB média. Poté byly ponechany
natiepadce pii teploté 37 °C pres noc. Nasledujici den byly sterilng rozdéleny

do piedvazenych 50 ml zkumavek. Piipravené bakterie byly skladovany pfi 4 °C.

7.2.2 Piiprava suspenze Zivych bakterii v S-complete

Zvéazené 50 ml zkumavky obsahujici bakteridlni suspenzi OP50 v LB médiu byly
centrifugovany pii 3000 g 10 min. Poté bylo tekuté LB médium slito do kadinky a peletka
byla dvakrat promyta sterilni HO. Nasledné byla voda odlita a oteviend kédinka ponechana
dnem nahoru na sterilni buni¢ing, aby doslo k odstranéni zbytkl vody. Peletka byla zvazena,
po odecteni vahy zkumavky bylo spocitino mnozstvi média, které bylo potieba pfidat,

aby vysledna koncentrace bakterii v médiu byla 60 mg/ml. Po ptidani S-comlete byla peletka
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rozsuspendovana a vysledna suspenze byla uchovana v lednici pii 4 °C po dobu maximalné

14 dni.

7.2.3 Priprava suspenze bakterii usmrcenych teplem v S-complete

50 ml zkumavky obsahujici bakteridlni suspenzi OP50 v LB médiu byly
centrifugovany pii 3000 gl10 min. Cast LB média byla slita, ve zbytku (asi 10 ml) byla
rozsuspendovana peletka. Suspenze byla rozpipetovana po 1 ml do 1,5 ml eppendorfek
avlozena do tfepacky, kde byla ponechdna 5 min pii teplot¢ 90 °C. Poté byl obsah
eppendorfek ptepipetovan do zvazené 50 ml zkumavky a sto¢en na centrifuze pti 3000 g
10 min. Tekut¢ LB médium bylo slito do kadinky a peletka byla dvakrat promyta sterilni
H,0. Nasledné byla voda odlita a oteviena kadinka ponechdna dnem nahoru na sterilni
buni¢ing, aby doslo K odstranéni zbytki vody. Peletka byla zvazena, po odeéteni vahy
zkumavky bylo spocitano mnozstvi média, které bylo potieba piidat, aby vysledna
koncentrace bakterii v médiu byla 60 mg/ml. Po pfidani S-comlete byla peletka
rozsuspendovana a vysledna suspenze byla uchovana v lednici pii 4 °C po dobu maximalng

1 tydne.

7.2.4 Piiprava NGM misek pro C. elegans

Cerstvé autoklavované NGM médium bylo rozpipetovano po 6 ml do Petriho misek
s primérem 60 ml. Po ztuhnuti média bylo na povrch agaru naneseno 30 pl bakteridlni
suspenze v LB a rozetteno do plochy. Pfed nasazenim hlistic bylo potfeba nechat misky
bud’ alespoii dva dny ulezet piipokojové teploté, nebo pies noc ve 37°C, aby doslo

k namnozeni bakterii.

7.2.5 Prenos C. elegans na novou NGM misku

Sterilnim skalpelem byl z NGM misky s vétsi populaci C. elegans vyfiznut ¢tvereéek

NGM a prenesen na ¢istou NGM misku.
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7.2.6 Ustanoveni synchronizované populace C. elegans — ,,bleaching*

Cilem tohoto postupu je usmrtit dospélce a uvolnit znich vajicka. Vyuziva
se skuteCnosti, Ze vajicka jsou viici ptisobeni chlornanu odoln€jsi nez dospéli jedinci.

Hlistice byly pomoci M9 média smyty z misek a preneseny do 1,5 ml eppendorfek.
Nasledovala centrifugace na stolni centrifuze pfi 3000 g 30 s. Supernatant byl odsan a bylo
ptidano 800 ml roztoku pro ,,bleaching®. Eppendorfky byly ptfeneseny do tfepacky, nastavené
na 1200 rpm. Ttepani probihalo do doby, nez doslo k rozpusténi hlistic, coz bylo pfiblizné
8 min. Suspenze byla sto¢ena pii 3000 g, poté byl supernatant opét odsan a peletka byla
promyta M9 médiem. Po opétovném stoceni byl dvakrat zopakovan promyvaci krok s M9
ajedenkrat s S-complete. Nasledné byla peletka pfenesena do misky s tekutym médiem
S-complete. V piipad¢, Ze byla pouzita miska s pevnym médiem, byl proveden pouze jeden
promyvaci krok. Do misek byla pfiddna suspenze bakterii tak, aby jejich vysledna
koncentrace v misce byla 6 mg/ml.

7.2.7 Experimenty s cilem ovlivnit délku Zivota C. elegans

7.2.7.1 Piiprava desek s C. elegans, hodnoceni kiivek preZiti

V suspenzi s dospélci, starymi piiblizné 3 dny, byl spocitan pocet dospélct v deseti
10ul kapkach. Ideédlni koncentrace hlistic je 80 — 100/ml. Do suspenze byly pfidany bakterie,
tak aby jejich koncentrace v suspenzi byla 6 mg/ml. Suspenze hlistic s bakteriemi byla
rozpipetovana do eppendorfek a bylo do ni pfidano dané mnozstvi zkoumané latky. Poté byla
suspenze rozpipetovana do 96 jamkové desky. Desky byly pielepeny PCR f6lii nebo zajistény
parafilmem, aby bylo zabranéno odparu. Oboji bylo potfeba kazdy tyden vyménit, aby hlistice
m¢ély dost Cerstvého kysliku.

Deska byla pfipravena tak, aby v kazdé jamce bylo idealn¢ 15 hlistic. Jamky s vice
nez 20 hlisticemi byly vyfazeny, jelikoZ by populace mohla hladovét (hladovéni prodluzuje
hlisticim délku Zivota). Hlistice byly pocitany v inverznim mikroskopu. Pocitani probihalo
dle experimentu 2-3x tydné. Z vysledkt byly sestaveny kiivky pieziti.

Pro prvni etapu byly vybrany koncentrace 15; 7,5; 3,75; 1,875 a 0,9375 mM

pro galaktozu, glukézu a aminoguanidinu. Na zaklad¢ vysledki prvni etapy byly pro dalsi
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testovani vybrany koncentrace, pti nichz nedochdzelo k akutni toxicité (Tab. 1). Praveé kviili

toxicité byl z dalSich pokust vyfazen aminoguanidin.

bakterie Zivé mrtvé
glukéza 75:25:083 |7,5;2,5;0,83
galaktoza 75:25;083 |75;25;0,83

Tab. 1 — vybrané koncentrace cukrii (v mM) pro 2. etapu experimentu viivu glykace na délku

Zivota C. elegans
Hlistice byly nasazeny na desku s vybranymi koncentracemi cukrii a s piidavkem

kinetinu nebo DMSO. Kinetin byl rozpustén v DMSO, jeho vysledna koncentrace v jamce
byla 1 mol/l. Jamky bez kinetinu, pouze s DMSO, slouzily jako kontrola.
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8 Vysledky

8.1 Spektrofotometrické hodnoceni glykace BSA

Glykace proteinid je spojena s nardstem fluorescence po excitaci UV zatenim (Tian
etal., 2001). Pro metodu spektrofotometrického hodnoceni glykace byl vyuzit modelovy
protein BSA, ktery byl po dobu 4 dni inkubovan spolecné s 0,5 M roztokem glukézy,
galaktdzy, ribozy nebo fruktozy. K reakénimu roztoku byla pfidana testovana latka, kinetin
(K), pyranylkinetin (PK) nebo 8-aminokinetin (aK) a bylo zjistovano, zda tyto cytokiny
budou vykazovat n¢jakou protiglykacni aktivitu. Jako pozitivni kontrola byl zvolen AG.

Pokus také ovefil schopnost jednotlivych cukri glykovat BSA. Nejsilngjsim

glyka¢nim ¢inidlem byla jednozna¢né ribdza, potom fruktoza, glukdza a galaktoza (obr. 12).
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Obr. 12 — BSA glykované glukozou, galaktézou, ribozou a fruktozou.

Moznost pouzit AG jako pozitivni kontrolu pfi tomto typu testovani byla ovétena jiz

14, 15 a 16), patrna byla zavislost aktivity na davce.
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Obr. 13 — schopnost AG V riznych koncentracich snizovat glykaci BSA glukozou.
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Obr. 14 — schopnost AG V riiznych koncentracich snizovat glykaci BSA galaktézou.
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Obr. 15 — schopnost AG V riiznych koncentracich snizovat glykaci BSA ribozou.
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Obr. 16 — schopnost AG V riiznych koncentracich snizovat glykaci BSA fruktozou.

Dale byla testovana schopnost vybranych cytokinini (100 pM) branit glykaci BSA
jednotlivymi cukry. Pozitivni efekt nebyl pozorovan. U vzorkl, obsahujicich aK, byla

fluorescence dokonce vyssi, latka se pravdépodobné v systému chemicky pfeménovala.

8.2. Vizualizace a kvantifikace glykovanych proteini pomoci reakce
S konjugatem kyseliny fenylboronové a fluoresceinu

Dalsi metodou sledovani glykace proteint a protektivniho uc¢inku vybranych latek byla
vizualizace glykovanych proteind. Principem metody je vazba konjugatu fenylboronové
kyseliny a fluoresceinu (FBA) na proteiny snavazanym cukrem se zachovanymi cis-
hydroxylovymi skupinami na sousednich uhlicich. Jako modelovy protein byl zvolen bovinni
sérovy albumin (BSA), ktery byl glykovan v 0,5M roztoku glukozy, galaktozy, ribozy nebo
fruktozy. Jako kontrola slouzilo DMSO vehikulum.

Experiment byl rozdélen na dvé ¢asti. Cilem prvni Casti bylo otestovat specifi¢nost
nové syntetizované znacky FBA na BSA glykovaném vybranymi cukry a zaroven najit
vhodnou koncentraci znacky pro znaceni glykovanych proteinti. Ve druhé ¢asti byla testovana

schopnost cytokinini K, aK a PK glykaci branit. Jako pozitivni kontrola byl zvolen AG.
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Pro prvni pokusy byla zvolena koncentrace FBA 2 a 1 mM. Znacka se vazala
nespecificky, kontrola davala signal podobné intenzity jako BSA glykované cukry. FBA bylo
pomoci HPLC piecisténo z ptvodnich asi 85 % na 95,2 % a byly zvoleny nové koncentrace
znacky, 0,5; 0,05 a 0,005 mM. Piecisténim byla zvySena specifita znacky, vazba na kontrolni
BSA byla pozorovana pouze v koncentraci 0,5 mM (obr. 17). Pti niz§ich koncentracich (0,05
a 0,005 mM) nebyl signal v kontrolnich vzorcich pozorovatelny. Zaroven byly dobie
viditelné rozdily mezi cukry, nejsilnéjsi signal davala riboza. Pro dal$i pokusy byla zvolena

koncentrace FBA 0,05 mM, ktera umoziiovala pozorovat produkty glykace.
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Obr. 17 - vzorky BSA glykované 0,5M glukézou, galaktozou, ribézou nebo fruktozou a
kontrolni vzorek BSA byly oznaceny FBA V koncentracich (zleva) 0,5; 0,05 a 0,005 M.
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Ve druhé c¢asti byla ovéfena schopnost AG jako pozitivni kontroly glykaci branit,
a zaroven byl testovan vliv cytokinind na glykaci. AG byl testovan v koncentraci 0,5
a 0,05 M, testované latky byly v koncentraci 100 uM. Negativni kontrolou byl vzorek BSA
s DMSO.

Pro studium vlivu AG na glykaci BSA byl k reak¢ni smési BSA a cukru (glukéza,
galaktdza, ribéza nebo fruktdza) pied zahdjenim glykace v inkubatoru piidan AG
Vv koncentraci 0,5 nebo 0,05 M. Na vysledném gelu bylo moZzno pozorovat zfetelné sniZeni
intenzity signalu u vzorkt obsahujici 0,5M AG ve srovnani s kontrolou. Vzorky, obsahujici

0,05M AG, také vykazovaly sniZeni intenzity signalu, avSak rozdil byl znatelné mensi
(Obr. 18,19 20 a 21).
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Obr. 18 — viiv riiznych koncentraci AG (0,5, 0,05 M) na vzorek BSA glykovany 0,5M

glukozou.
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Obr. 19 — vliv riiznych koncentraci AG (0,5, 0,05 M) na vzorek BSA glykovany 0,5M
galaktozou.
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Obr. 20 — viiv riiznych koncentraci AG (0,5, 0,05 M) na vzorek BSA glykovany 0,5M
ribozou.
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Obr. 21 — vliv riznych koncentraci AG (0,5, 0,05 M) na vzorek BSA glykovany 0,5M
fruktozou.

Nasledné bylo provedeno densitometrické hodnoceni gelti — hodnocena byla intenzita
dominantniho prouzku (obr. 22). Ob¢ koncentrace AG vyznamné snizovaly glykacni efekt

cukru (p<0,01; t-test) ve srovnani s kontrolnim vzorkem.

BAGO05M
AG 0,056 M
H kontrola

glukoza galaktoza riboza  fruktoza

Obr. 22 — vliv riiznych koncentraci AG (0,5, 0,005 M) na glykaci BS glukézou,
galaktozou, ribozou nebo fruktozou.
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Dale byla testovana schopnost K, aK a PK glykaci branit. K reakéni smési BSA
a glukozy nebo galaktdzy byla pred inkubaci ptfidana testovand latka v koncentraci 100 uM.
Negativni kontrolou byl vzorek BSA s DMSO a odpovidajicim cukrem.

Vzorky obsahujici kinetin na gelu vykazovaly oproti kontrole bez kinetinu snizenou

intenzitu signalu u obou cukra (Obr. 23, 24).

Kinetin Kontrola

£

Obr. 23 —vliv K na glykaci BSA 0,5M glukézou.

Kinetin Kkontrola

Obr. 24 —vliv K na glykaci BSA 0,5M galaktozou.
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Vzorky obsahujici aK a PK nevykazovaly oproti kontrole vyznamnou zménu intenzity
signalu (obr. 25, 26, 27 a 28).
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Obr. 25 —vliv aK na glykaci BSA 0,5M glukézou.

pyranylKinetin kontrola
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Obr. 26 — vliv PK na glykaci BSA 0,5M glukozou.

8-aminokinetin kontrola
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Obr. 27 —vliv aK na glykaci BSA 0,5M galaktozou.

39



pyranylkinetin kontrola

(,__.. T

s cssssssssssce

Obr. 28 — vliv PK na glykaci BSA 0,5M galaktézou.

Densitometrické hodnoceni gelt (obr. 29, 30) potvrdilo kinetinem zprostiedkované

sniZeni intenzity signalu u obou cukri ptiblizné o 35 %. aK ani PK tento ucinek nevykazuyji.
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Obr. 29 — vliv riiznych testovanych latek (K; aK; PK) na glykaci BSA glukozou. V pripade
K byl vzorek statisticky vyznamny (p<0,0003; Wilcoxoniiv test).
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Obr. 30 — viiv riznych testovanych latek (K; aK; PK) na glykaci BSA galaktozou. V pripadé
K byl rozdil statisticky vyznamny (p<0,0002; Wilcoxoniiv test).

8.3 Izolace proteini z C. elegans

Nasledujici pokusy vychazely z protokolu (http://genetics.wustl.edu/tslab/protocols/pr

otein-stuff/cytosolic-extract-using-sonication-fast/), vhodného k rychlému ziskani

cytosolického extraktu C. elegans pro naslednou imunoprecipitaci nebo imunoblot. Izolace
proteinti se nezdafila, predpokladanym divodem byla nevhodna podminka sonifikace (5x 1s).
Zaroven byla zjisténa nevhodnost zvoleného pufru, ktery obsahoval sacharézu, proto byl ke
glykaéni experimentim nevhodny. Pro dal§i pokusy byl postup wupraven, misto
homogeniza¢niho pufru byl vyuzit RIPA pufr. Experimentalné¢ byly vyzkouSeny rizné

podminky sonifikace (tab. 2).

podminka €. nastaveni sonifikatoru
1 3 cykly/3x 15s + 5 cykli/1x 15s + 3 cykly/2x 15s
2 3 cykly/3x 15s + 4 cykly/1x 15s + 3 cykly/2x 15s
3 3 cykly/3x 15s + 3 cykly/1x 15s + 3 cykly/2x 15s

Tab. 2 — podminky ¢. 1, 2, 3 nastaveni sonifikatoru pri izolaci proteinii z C. elegans
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Vysledkem byl téméf nulovy vytézek, proto byly podminky sonifikace opét

pozménény (tab. 3).

podminka €. nastaveni sonifikatoru
4 2x 5s (30 % max intenzity)
5 1x 5s (30 % max intenzity)

Tab. 3 — podminky ¢. 4, 5 nastaveni sonifikdatoru HD 2200 (BANDELIN SONOPLUS) pri izolaci
proteinii z C. elegans

Vytézek pii pouziti podminky ¢. 4 byl 12,59 pg/bunku téla C. elegans
(za predpokladu, Ze jedna hlistice ma pramérné¢ 1000 bun€k) a pii pouziti podminky ¢. 5
11,1 pg/bunku. Na zakladé téchto vysledki byla nasledné vyuzivana podminka ¢. 4, 2x 53
(30 % max intenzity). Dale byl optimalizovan pocet hlistic, ktery by pii tomto postupu piinesl
nejlepsi pomér vytézek/pocet hlistic.

Byly pfipraveny vzorky z 500; 1000; 1500 a 2000 hlistic. Sonifikace probihala v 30 pl
RIPA pufru a nastaveni sonifikatoru na 2x 5s (30 % max intenzity). Nejvyssi vytézek byl

dosazen pti vyuziti 500 hlistic, 14,8 pg/bunku (tab. 4).

pocet cervi | Spocitany vytézek (ng/bunku)
500 14,8
1000 8,1
1500 6,1
2000 4,7

Tab. 4 — dosazeny vytézek pri vyuziti riizného poctu hlistic

Po uspésné izolaci proteini nasledoval pokus izolované proteiny oznaCit FBA
a vizualizovat, ale experiment nebyl Gspé€$ny. Na vysledném gelu nebyl detekovan zadny

signal.
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8.4 Optimalizace modelu C. elegans pro glyka¢ni experimenty

Byl sledovan vliv vybranych cukrt, glukozy a galaktozy, na délku zivota C. elegans.
Na zakladé pozorovani byly vybrany koncentrace cukrli, které pravdépodobné nemély
zanasledek zkraceni zivota v dusledku akutni toxicity (zpisobené napi. metabolickym
rozvratem), ale kvuli poskozeni bun¢k a tkani neenzymatickou glykaci. Za vhodné byly
povazovany koncentrace, které zkracovaly délku Zivota populace piiblizné na jednu polovinu.

Experimenty s délkou Zivota byly rozd¢leny do dvou fazi. Cilem prvni faze bylo ziskat
predstavu o toxicité cukrii, aby mohly byt nastaveny vhodné koncentrace pro dalsi
experimenty. Také byla zjisStovana toxicita AG, latky s protiglyka¢nimi ucinky. AG byl
testovan s imyslem vyuzit ho jako pozitivni kontroly ve druhé fazi, avSak nebyla nalezena
vhodna koncentrace, mezi 4. a 7. dnem méfeni doslo v médiu k vykrystalizovani latky. Prvni
pokusy vychézely z experimenti Schlotterera et al. (2009), ktery se zabyval ustanovenim
C.elegans jako vhodného modelu pro studium vysokych koncentraci glukézy, s cukry
v koncentraci 20; 40 a 80 mM, ale v dasledku akutni toxicity do§lo k vymfieni celé populace
do druhého dne (Obr. 31).
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Obr. 31 — populace C. elegans, krmené Zivymi bakteriemi, v médiu obsahujicim

glukozu nebo galaktozu v koncentraci 20 mM.

Testované koncentrace byly snizeny na 7; 2,33 a 0,77 mM. Primérna délka zivota
uC.elegans je dle literatury 15-20 dni. 8. den experimentu, tedy piiblizné v poloviné
prumérné délky Zivota, zilo 57 % hlistic z populace krmené usmrcenymi bakteriemi a 45 %
z populace krmené zivymi bakteriemi. Pteziti u populace krmené zivymi bakteriemi bylo

piiblizn€ o 10 % nizsi oproti populaci krmené usmrcenymi bakteriemi (obr. 32).
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Obr. 32 — srovnani populaci krmenych Zivymi a usmrcenymi bakteriemi.

V populaci hlistic krmenych zivymi bakteriemi bylo v koncentraci 7 mM 8. den
méfeni nazivu 7 % populace. Mezi 8. -12. dnem doslo v této koncentraci k vymfieni celé
populace. V koncentraci 2,33 mM bylo 8. den 40 % hlistic zivych, do 12. dne ptezily 4 %.
Pfi koncentraci 0,77 mM zilo 8. den 59 % hlistic, do 12. Dne piezilo 15 % (obr. 33).
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Obr. 33 — populace C. elegans, krmena zZivymi bakteriemi, na médiu s koncentracemi
glukozy 7; 2,33 a 0,77 mM a na médiu bez cukru.

Z populace krmené zivymi bakteriemi piezilo pifi koncentraci 7 mM galaktozy
do 8. dne 15 % hlistic. Mezi 8. -12. dnem populace vyhynula. V koncentraci 2,33 mM
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galaktozy zilo 8. den 37 % hlistic, do 12. dne piezilo 8 %. Pti 0,77 mM galaktozy bylo 8. den

54 % hlistic,ve 12. den16 % (obr. 34)
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Obr. 34— populace C. elegans, krmena zivymi bakteriemi, na médiu s koncentracemi

galaktozy 7; 2,33 a 0,77 mM a na médiu bez cukru.

V populaci krmené usmrcenymi bakteriemi bylo pii 7 mM glukézy nazivu 6 % hlistic,

populace do 12. dne vymiela. Pii koncentraci 2,33 mM glukézy zilo 8. den 17 %, do 12. dne

ptezilo 8 % hlistic. V médiu s 0,77 mM glukozy zilo 8. den 32 %, 12. den 15 % hlistic (graf.

35).
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Obr. 35 — populace C. elegans, krmend usmrcenymi bakteriemi, na médiu

S koncentracemi glukozy 7; 2,33 a 0,77 mM a na médiu bez cukru.
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V médiu obsahujicim 7 mM galaktézy bylo 8. den 15 % hlistic, do 12. dne ptezily
3%. V 2,33 mM galaktdzy Zilo 8. den 29 %, 12. den 12 % hlistic. Pfi 0,77 mM bylo nazivu
20 % populace, 12. den 15 % (graf. 36).
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Obr. 36 — populace C. elegans, krmend usmrcenymi bakteriemi, na médiu

S koncentracemi galaktozy 7; 2,33 a 0,77 mM a na médiu bez cukru.

VSechny tfi koncentrace cukrti — 7; 2,33 a 0,77 mM — byly pouZity pro dalsi testovani.
Ve druhé etapé se hodnotilo, zda kinetin inhibuje toxické pisobeni vybranych
koncentraci glukozy a galaktozy (7; 2,33; 0,77 mM). Jako kontrola slouzilo médium
s obsahem DMSO. Testovaci pokusy byly provedeny ve dvou opakovani, ale pro ptiliSnou

variabilitu vysledkid nebylo mozné data spolehlivé vyhodnotit.
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9 Diskuze

Neenzymaticka glykace patfi mezi nejcastéjSi posttranslacni modifikace proteint.
Zaroven je povazovana za jeden z faktorii, stojici za vznikem a rozvojem ruznych
onemocnéni ¢i podporujici proces starnuti. Tato prace se zabyva optimalizaci metod,
vhodnych pro hodnoceni glyka¢niho potencialu riznych cukrt a schopnosti latek proti glykaci
chrénit.

Experimentalni ¢ast diplomové prace je rozdélena do dvou oddild, v prvnim
se zamétfuje na metody pro hodnoceni glykace proteinii na molekuldrni Grovni, v druhém

na arovni celého organismu, mikroskopické hlistice C. elegans.

9.1 Spektrofotometrické hodnoceni glykace BSA

Je znamo, ze produkty pokrocilé glykace maji fluorescencni vlastnosti. Mnohé z nich
maji emisni maxima v rozmezi 420-460 nm. Mé&feni fluorescence v této oblasti, obvykle
pii 440 nm, se proto pouziva ke kvantifikaci glykovanych proteini. Vzorek obsahujici
produkty glykace byl excitovan UV o vlnové délce 370 nm a bylo méfeno emisni spektrum
400-600 nm.

V ramci této metody byl zjiStovan glykaéni potencidl glukdzy, galaktdzy, ribozy
a fruktézy. Wei et al. (2009) uvadi, ze glykace BSA ribézou ve srovnani s glukézou
a galaktozou probiha nejrychleji. Provedené pokusy tyto udaje potvrdily. NejsilnéjSim
glyka¢nim c¢inidlem byla ribéza, jejiz spektrum vykazovalo nejvys$si naméfenou hodnotu
fluorescence. Naméiena hodnota fluorescence glukézy, galaktozy a fruktozy byla piiblizné
stejna (Obr. 12). Také byla ovéfena moznost vyuzit aminoguanidin (AG) jako pozitivni
kontrolu pro tento typ experimentd. AG sniZzoval fluorescenci vzorku v zavislosti
na koncentraci. Tento efekt byl patrny u vSech cukrt (Obr. 13, 14, 15 a 16).

Pfi testovani vybranych cytokinin, kinetinu (K), 8-aminokinetinu (aK)
a pyranylkinetinu (PK) nebyl pozorovan zadny pozitivni efekt. U vzorkd, které obsahoval aK,
byla fluorescence dokonce vyssi, je mozné, ze dochazelo ke zméné¢ struktury testované latky.

NevyfeSenym problémem metody je mozna fluorescence testovanych latek piipadné

jejich reakénich produkti.
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9.2 Znaceni glykovaného bovinniho sérového albuminu pomoci konjugatu
kyseliny fenylboronové a fluoresceinu

Tato metoda znaceni glykovanych proteint byla poprvé popsana Morais et al. (2012).
Ke znaCeni se vyuzivaji reakce mezi konjugatem fenylboronové kyseliny a fluoresceinu
(FBA) s ¢asnymi produkty glykace, které obsahuji dvé hydroxylové skupiny v cis poloze.
Znacené proteiny jsou nasledné rozdéleny pomoci SDS-PAGE a zviditelnény UV zéafenim.
Kvantifikaci je mozné provést denzitometricky z fotografickych snimkd.

Jako modelovy protein bylo pouzito BSA, glykované gluk6zou, galaktdézou, ribdzou
a fruktézou. Cilem prvnich experimentl bylo stanovit optimalni koncentraci FBA. Nejdiive
byly testovany koncentrace 2 a 1 mM. Ukazalo se, ze vysledny signal je pfilis silny, navic
vazba byla nespecifickd, kontrola davala stejné silny signal jako BSA glykované cukry. FBA
bylo ptecisténo pomoci HPLC na 95,2 %. Také byla snizena koncentrace FBA na 0,5; 0,05
a 0,005 mM (Obr. 17). Pii 0,5 mM byl signal stale dost intenzivni a vazba nespecificka.
P#i 0,05 mM nebyl signal v kontrolnich vzorcich pozorovatelny a znacka vykazovala dobry
pomér mezi intenzitou signalu dominantniho (Mw pfiblizn¢ 40 kDa) i slabsich, pomaleji
migrujicich prouzk.

Dalsi experiment testoval moznost vyuziti AG jako pozitivni kontroly. Byly
provedeny pokusy s AG v koncentraci 0,5 a 0,05 M. AG v koncentraci 0,5 M snizoval
intenzitu signalu u vSech cukrt pfiblizn€ o 60 %, v koncentraci 0,05 M o 20 % u galaktozy
a fruktézy, o 30 % u glukdzy a o 40 % u ribozy. Pozitivni efekt tedy byl zavisly na davce.
Rozdily byly statisticky vyznamné.

Také byly testovany cytokininy K, aK a PK, u kterych se ptredpokladala schopnost
bréanit glykaci. Pozitivni ucinek byl pozorovan v ptipadé K, ktery vyrazné€ sniZil intenzitu
signalu u glukozy a galaktozy piiblizné o 35 %. Rozdily byly statisticky vyznamné. Pozitivni
efekt K byl pozorovan i v opakovaném experimentu, provedenym tentokrate jen s glukozou
a galaktézou. U aK a PK nebyl protektivni ¢inek pozorovan.

Oproti vySe zminéné spektrofotometrické metod¢ je mozné tuto metodu pouzivat

pro testovani latek, které fluoreskuji, ptipadn€ poskytuji fluoreskujici reakéni produkty.
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9.3 Izolace proteinii z C. elegans a hodnoceni jejich glykace pomoci FBA

Glykace proteini in Vivo, jejich nasledna izolace, vizualizace a kvantifikace
glykovanych proteinii by umoznila studium dynamiky glykace v pfirozenych podminkéach
metabolismu, které in vitro nelze napodobit. Jako vhodny model pro studium glykace
glukézou byla popsana hlistice C. elegans (Schlotterer et al., 2009).

Prvni pokusy vychazely ze standardniho protokolu k ziskani cytosolického extraktu
z C. elegans [2]. Tento postup je zaloZen na rozbiti bun¢k pomoci ultrazvuku a nasledného
vyplaveni proteinit do homogeniza¢niho pufru. Izolace nebyla uspésna, proteinovy vytézek
byl minimalni. Pfi hledani pfi¢iny nezdaru byl zjiStén dalS$i nedostatek metody.
Homogenizacni pufr obsahoval sachar6zu, a proto nebyl vhodny pro glykaéni experimenty.
Jako nahrada byl zvolen RIPA pufr, ktery se béZzné vyuziva k izolaci proteinli z kultivovanych
bunck. Zéaroven byly navrhnuty a otestovdny nové podminky sonifikace. Nov€ upraveny
protokol nejlépe fungoval za podminek nastaveni sonifikatoru HD 2200, BANDELIN
SONOPLUS na 2x 5s (30 % maximalni intenzity). Dale byl optimalizovan pocet hlistic,
vyuzitych k izolaci. Bylo zjiSténo, Ze nejlepSich vysledkl je dosazeno pti pouziti asi 500
hlistic. Vytézek cCinil 14,8 pg/buniku téla hlistice (za predpokladu, Zze télo dospé€lé hlistice
obsahuje primérné 1000 bungk; ve skute¢nosti je celkovy pocet bun¢k u hermafrodita 959
a u samecku 1031).

Optimalizovany protokol byl pouzit k izolaci proteinl z hlistic vystavenych plsobeni
vysokych koncentraci cukri. Za timto Ucelem byly hlistice chovany v médiu s 3mM
koncentraci glukdzy nebo galaktdzy po 4 dny, poté byla provedena izolace. Ziskané proteiny
byly inkubovany s FBA, ale nedoSlo k jejimu navazani. Po vizualizaci gelu nebyl zjistén
Zadny signal. Pravdépodobnou pfi€inou netispéchu je nevhodné prostredi, které vytvari RIPA
pufr. Z ¢asovych divodi nebylo mozné pokusy dale optimalizovat, prozatim jsou obé metody
— izolace proteini a znateni FBA - navzijem nekompatibilni. Bude potieba dalsi
optimalizace metody izolace, zejména vymeéna pouzit¢ého RIPA pufru, aby bylo mozné obé¢

metody propojit.

9.4 Optimalizace modelu C. elegans pro glyka¢ni experimenty

Jak bylo jiz vySe zminéno, hlistice C. elegans byla popsana jako vhodny model

pro studium glykace glukdézou (Schlotterer et al., 2009). Naplni druhé casti prace, ktera
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se zabyvala hodnocenim glykace na trovni celého organismu, bylo studium vlivu cukrii
na délku zivota modelového organismu, hlistice C. elegans.

Pramérna délka zivota C. elegans je pfiblizn¢ 15-20 dni. V na$i laboratoii obvykle
trva 20-25 dni, nez dojde ke snizeni poctu jedinci pod 10 % vychoziho stavu
synchronizované populace. Predpokladali jsme, Ze pokud aplikace cukru povede ke zkraceni
délky zivota ptiblizné na polovinu, pajde jiz o disledek glykace a ne metabolického rozvratu.

Prvni experimenty vychazely zvysledki Schlotterera et al. (2009). Zvolené
koncentrace (20; 40; 80 mM) vsak byly pftilis vysoké a smrt nastala v disledku akutni toxicity
do 2. dne méteni (Obr. 31). Pti¢inou bylo, ze autofi ¢lanku péstovali hlistice na pevném
médiu, kdezto pokusy provedené v ramci této prace vyuzivaly média tekutého, ve kterém
C. elegans pravdépodobné piijme daleko vice cukri.

Na zaklad¢ téchto pokusi byly koncentrace cukrl snizeny (7; 2,33; 0,77 mM). Délka
zivota populaci zijici v médiu s 7mM cukrem byla zkracena na 8-12 dni. Je mozné
predpokladat, ze jejich smrt je dasledkem zmén, zplisobenych glykovanymi proteiny. Byl
sestaven graf, znazornujici pocet piezivajicich hlistic v zavislosti na dnu méfeni. Z grafu byla
patrna zavislost toxicity na aplikované koncentraci cukru (obr. 34, 35, 36 a 37).

V ramci pokust s délkou zivota bylo zjistovano, zdali bakterie néjak ovliviuji
glykaéni experimenty. V literatufe je popsana skute¢nost, Ze krmeni usmrcenymi bakteriemi
prodluzuje hlisticim Zivot az o 30-40 % (Carigan et al., 2002), z divodu hromadéni
a proliferace Zivych bakterii v hltanu hlistic. VSechny experimenty byly provedeny
na populacich krmenych zivymi a zaroven 1 na populacich krmenych usmrcenymi bakteriemi.
Zméteni délky Zzivota populaci péstovanych na médiu bez cukru vyplyva, Ze krmeni
usmrcenymi bakteriemi hlisticim prospiva vice nez krmeni Zivymi bakteriemi, avSak rozdil
nebyl pfili§ vyznamny (obr. 32). U populaci krmenych Zzivymi/usmrcenymi bakteriemi
péstovanych na médiich s obsahem cukru, byly ziskané vysledky pfili§ variabilni, nebylo
mozné je vyhodnotit.

Dalsim krokem byla snaha vyuzit ziskané védomosti k zavedeni C. elegans jako
modelu pro testovani latek se schopnosti branit glykaci a prodluzovat tak délku Zivota. Dalsi
experimenty mély za cil zjistit, zdali kinetin, u kterého jiz byly protiglykaéni c¢inky
prokazany in vitro, vykazuje protiglykacni aktivitu také in vivo. Kontrolou byly populace,
péstované na médiu s DMSO. Pokus byl proveden ve dvou opakovani, ale vysledky byly
natolik variabilni, Ze je nebylo mozno vyhodnotit. Pfi¢inou byly problémy neznamého

pavodu s kulturou C. elegans, které béhem experimentt nastaly.
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Vyhodou metody je maximalni pfiblizeni se redlnym podminkdm neenzymatické
glykace. Vliv metabolismu zivého systému na testované latky i vysoké koncentrace cukrii
a celkova reakce organismu nelze nahradit sebelépe nastavenymi podminkami in vitro.
Zaroven je zvoleny model nenaro¢ny na kultivaci, pokusy probihaji na velkych populacich
a ma kratkou délku zivota.

Nevyhodou je vyssi variabilita, typicka pro experimenty in vivo. Také je dilezité
odhadnout a eliminovat vSechny vlivy vné¢jSiho prostiedi, které by mohly narusit prab¢h

experimentl a ovlivnit vysledky.

51



10 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni metod pro hodnoceni neenzymatické
glykace proteinti a jejiho vlivu na mikroskopickou hlistici C. elegans. Metody by také mély
byt vhodné pro testovani latek, schopnych proti glykaci chrénit.

Nejjednodussi metodou je spektrofotometrické hodnoceni glykace proteini — cela fada
produktt pokrocilé glykace fluoreskuje po excitaci UV zafenim. Pii pokusech s modelovym
proteinem bovinnim sérovym albuminem (BSA) se mi podafilo pozorovat glyka¢ni efekt
glukozy, galaktozy, ribozy i1 fruktézy i1 znadmy protektivni efekt ,karbonylové pasti
aminoguanidinu (AG). Testované latky — cytokininy kinetin (K), 8-aminokinetin (aK)
a pyranylkinetin (PK) — fluorescenci nesnizovaly. V ptipadé aK byla fluorescence dokonce
vyssi. Divod je nejasny, v systému pravdépodobné latka reagovala.

Uspésna byla optimalizace detekce glykovanych proteinii, vyuZivajici znadeni
konjugatem kyseliny boronové s fluoresceinem (FBA). Ten reaguje s ¢asnymi produkty
glykace, které jesté maji zachovany cis-hydroxylové skupiny. Také zde se podaftilo pozorovat
schopnost AG branit glykaci BSA. Na rozdil od AG, ktery chranil proti vlivu vSech
testovanych cukrii, Km¢él protektivni efekt jen v piipadé¢ glukoézy a galaktéozy. Metoda
je jednoducha a rychld, vhodna k testovani latek. Metodu jsem se pokusila pouZit i pro detekci
glykovanych proteini v lyzatech s C. elegans, ale experiment byl netsp&sny kvili
nekompatibilit¢ znacici reakce s lyzaénim pufrem. Bude potieba hledat alternativni cesty
izolace proteinti z C. elegans.

Byly provedeny pokusy s ovlivnénim délky zivota C. elegans vysokou koncentraci
cukrd, glukozy a galaktéozy. Vysledkem bylo nalezeni vhodnych koncentraci obou cukrii
pro studium vlivu cukrii a testovani schopnosti latek branit glykaci. Samotné testovani latek

neposkytlo reprodukovatelné vysledky a bude potieba provést opakovani.
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