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SEZNAM ZKRATEK
AGE — Advanced Glycation End-Products (produkty pokrocilé glykace)
BSA — Bovine Serum Albumin (hovézi sérovy albumin)
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HSA — Human Serum Albumin (lidsky sérovy albumin)
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NIR — Near Infrared (blizka infracervena)
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SEM — Standard Error of the Mean (sttedni chyba priméru)
SS I — Sudlow Site I (Sudlowo vazebné misto I)
SS 1l — Sudlow Site II (Sudlowo vazebné misto II)
UV — Ultraviolet (ultrafialova)

VIS — Visible (viditelna)
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1. UVOD

Lidsky sérovy albumin je hlavnim proteinem krevni plasmy. Kromé osmoregulacni
funkce je albumin také dtlezitym transportnim proteinem. Pomoci vazby na albumin jsou
distribuovany mastné kyseliny, aminokyseliny, hormony, nékteré tézké kovy a také celd
fada 1éCiv. Tento dulezity protein je béhem svého zivota v krevni plazmé vystaven
mnohym faktorim, které mohou nepiiznivé ovlivnit jeho funkci. Jednim z téchto faktor
je také neenzymaticka glykace, kterd se projevuje predevsim v piipadé onemocnéni
diabetes mellitus a mize vyrazné zhorSovat dopady tohoto onemocnéni na pacienty.
Piedmétem této bakalaiské prace bude zjistit, zda muze neenzymaticka glykace sérového
albuminu ovlivnit strukturu a biofyzikélni vlastnosti tohoto proteinu. Ptipadné jakym
zpusobem je ovlivnéna, K ¢emuz budou vyuzity spektroskopické a elektromigracni

metody.



2. PREHLED PROBLEMATIKY

2.1 Proteiny a jejich struktura

Proteiny tvoii vyznamnou skupinu biomakromolekul, jejichz syntéza je fizena kodem
genetické informace pfi procesech translace a transkripce (Dostél a kol. 2011). Vysledné
skladani bilkovin udava nativni konformaci proteini, ovSem pii extrémnich podminkach
(teplota, pH, ptisobeni rozpoustédel) mizou podléhat denaturaci, kdy dochazi k rozpadu
struktur vyssich fadt (Koolman a R6hm 2012). Role proteinl v organismu je rozmanita,
zastupuji funkce enzymii, imunoglobulinii a nékterych hormont, ¢imz jsou soucasti
signalizaCnich drah véetné odpovédi imunitniho systému. Déle tvoii dulezité strukturni
jednotky jako jsou pojivové tkané — vazy a Slachy, vlasy nebo nehty. Aktinova a
myozinova vldkna ve svalstvu umoziuji aktivitu pohybového apardtu a nékterych
vnitinich organii. V neposledni fadé plni bilkoviny dilezitou funkci pienasect plyni i

metabolitd v krvi a umoznuji jeji srazlivost (Kotyza a kol. 2007).
2.1.1 Primarni struktura proteint

Primarni strukturu proteinu udava potadi aminokyselin, které¢ jsou do linearniho fetézce
pfinaSeny tRNA pii translaci genetické informace (Dostéal a kol. 2011). Z chemického
hlediska se aminokyseliny fadi mezi substitu¢ni derivaty karboxylové kyseliny, kdy se
na a-uhliku vyskytuje aminoskupina. Lze rozliSovat dva ruzné stereoizomery (L a D).
V biologickych systémech se prevazné vyskytuji L-a-aminokyseliny, jejichZ obecny

strukturni vzorec lze vidét v obrazku ¢&. 1.

COOH
HyNe— C—=H
R

L-aminokyselina

Obr. 1: Strukturni vzorec L-stereoizomeru aminokyselin.!

Existuje 20 proteinogennich aminokyselin, které se vzajemné li§i pouze

postrannim zbytkem oznacovanym jako R. Podle vlastnosti tohoto zbytku pfi

! Pfevzato a upraveno z Dostél a kol. (2011), str. 133.



fyziologickém pH lze dale rozdé€lovat aminokyseliny dle jejich vlastnosti: nepolarni,
polarni, kysel¢ a zasadité.

Za spojeni aminokyselin je odpovédna peptidova vazba CO — NH (obrazek €. 2).
Jedna se o kovalentni vazbu mezi karboxylovou a aminovou skupinou aminokyselin.
Dulezitou vlastnosti vazby je ¢asteény charakter dvojné vazby, kdy delokalizaci
n-elektronti karbonylu a volného elektronového paru dusiku dochazi ke znemoznéni
volné otacivosti (Dostal a kol. 2011). Spojenim nékolika aminokyselin vznika fetézec
nesouci volnou aminoskupinu (N-konec) na jedné strané a druhé strané se nachazi volny
karboxyl
(C-konec). Poradi aminokyselin se pak ¢te od N-konce k C-konci, coz odpovida sméru

5’—3> v DNA.

I |
HN C R
Sen” | HN L C

| 7N | |
R, (HN COOH . g

Obr. 2: Tvorba peptidové vazby mezi dvéma aminokyselinami.?

2.1.2 Sekundérni struktura proteinti

Za sekundarni strukturu proteini je povazovano prostorové uspotradani atomd v hlavnim
polypeptidovém fetézci. Sleduji se zejména hodnoty torznich (téz dihedralnich nebo
Ramachandranovych) Ghli: ® vazby N-C, a ¥ vazby C,-CO (Sipal a kol. 1992). Pomoci
téchto uhld lze predpovidat pravdépodobnost vyskytu sekundarni struktury na zakladé
Ramachandranova diagramu stability sekundarnich struktur bilkovin. Mezi
termodynamicky nejvyznamnéjsi struktury se fadi: pravotociva a-Sroubovice (obrazek
¢. 3) a B-skladany list (obrazek €. 4). Obé struktury jsou stabilizovany vodikovymi mustky
mezi kyslikem karbonylu a —NH skupinou. U a-Sroubovice sméfuji postranni fetézce
do vnéjsiho prostredi Sroubovice a tvoii jeji obal. To ma vyznamny disledek zejména
u globularnich bilkovin, kdy lze strategickym rozmisténim polarnich a nepoléarnich

zbytkd dosdhnout tvorby hydrofilnich a hydrofobnich oblasti.

2 Pfevzato a upraveno z Dostal a kol. (2011), str. 140.



Obr. 3: Pravotociva a-Sroubovice.3
Oproti tomu se rozlisuji dvé mozné struktury B-skladanych listi: paralelni a antiparalelni
(obrazek ¢. 4). V bilkovinadch se mohou vyskytovat nepravidelné struktury a celkové

muze fetézec nabyvat vice sekundarnich struktur.
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Obr. 4: Mozné struktury B-sklddaného listu: a) paralelni, b) antiparalelni.#

2.1.3 Terciarni a kvartérni struktura proteinti

Terciarni uspofadani bilkovin je dané prostorovou organizaci vSech atomu v molekule
(Dostal a kol. 2011). Tohle uspotadani je zasadn€ ovlivnéno sekundarnimi strukturami a

jednotlivymi interakcemi mezi postrannimi fetézci, které¢ celou strukturu stabilizuji

3 Pfevzato a upraveno z:
https://www.nature.com/horizon/proteinfolding/background/figs/importance_f3.html.

4 Pfevzato a upraveno z:
https://www.nature.com/horizon/proteinfolding/background/figs/importance_f3.html.



nevazebnymi silami. Jedna se zejména o elektrostatické a hydrofobni interakce, van der
Waalsovy sily a zeslabené kovalentni vazby, které zaujimaji formu vodikovych a
disulfidickych mustki.

Kvartérni struktura proteinii zohlediiuje mozné nekovalentni spojeni vice

bilkovinnych podjednotek a jejich vzajemné uspotadani (Dostal a kol. 2011).

2.2 Lidsky sérovy albumin

Lidsky sérovy albumin (HSA) je vyznamné zastoupeny globularni protein, ktery
predstavuje az 60 % vsech bilkovin v séru s koncentraci 30-50 g -1~ (Peters 1996) a
molekulovou hmotnosti 66 500 Da (Meloun a kol. 1975). Jeho molekulova hmotnost je v
porovnani s ostatnimi globularnimi bilkovinami nizkd a je pfi¢inou nékterych
specifickych funkci albuminu jako je regulace koloidné-osmotického tlaku v Kkrvi
(Koolman a R6hm 2012).

2.2.1 Struktura lidského sérového albuminu

Albumin je tvofen fetézcem 585 aminokyselin. Pozoruhodny je ojedinély vyskyt
tryptofanu v porovnani s dal§imi bilkovinami obsazenymi v sav¢ich organismech
(Meloun a kol. 1975). Nizké zastoupeni maji také methionin: 6, glycin: 12 a izoleucin: 8.
Naopak v hojném poctu lze pozorovat cystein: 35, leucin: 61, lysin: 59 a glutamovou
kyselinu: 82. Aminokyseliny s kyselymi zbytky pfevazuji nad zasaditymi, a proto ma
albumin pii fyziologickém pH naboj -15, ktery umozZnuje rozpustnost ve vodé
(Peters 1996).

Retézec je rozdélen na 3 strukturné podobné domény, které se dale déli na
subdomény A a B. Hranice vymezuji aminokyseliny 1-197 pro doménu I, 189-385 pro
doménu II a 381-585 pro doménu III (Dockal a kol. 1999). Pii této segmentaci byla
prokazana funkéni nezavislost jednotlivych domén vzhledem k vazbé ligandi. Domény
a subdomény jsou dale stabilizovany smyckami 17 intramolekularnich disulfidickych
mustkil mezi cysteinovymi zbytky (Peters 1996). Z celkovych 35 cysteinovych zbytki se
pouze jeden (Cys-34) nepodili na tvorbé disulfidickych mustku.

Studium sekundarni struktury krystalické molekuly albuminu pomoci rentgenové
difrakéni analyzy vykazuje pritomnost 67 % a-Sroubovic (He a Carter 1992).
Hydrodynamické studie (Oncley a kol. 1946, cit. Peters 1996) minulého stoleti



piedpovédély elipsoidni tvar molekuly s rozméry 38 x 150 A, avsak bylo prokazano, ze
v krystalové formé& m4 albumin srdcoidni strukturu s rozméry 30 x 80 x 80 A (He a Carter
1992). Nazorné vyobrazeni sekundarni a terciarni struktury nativniho albuminu je

uvedeno Vv obrazku ¢. 5.

Obr. 5: Sekundarni a tercidrni struktura albuminu.>

Albumin je z pohledu kvartérni struktury monomer. Neobsahuje nebilkovinné skupiny a
jako jeden z mala sérovych proteinti neni enzymaticky glykosylovan, tudiz se nefadi mezi

glykoproteiny (Kotyza a kol. 2007).

2.2.2 Funkce a vyznam albuminu v lidském organismu

Syntéza albuminu probiha v hepatocytech a zaujima az 25 % veskeré proteosyntetické
kapacity jater (Kotyza a kol. 2007). VétSina nasyntetizovaného albuminu je ihned
vyluc¢ovana do krevniho fe¢isté a méné nez 2 g jsou uloZeny v jaternich bunikach (Quinlan
a kol. 2005), jez pti nedostatku slouzi jako aminokyselinova rezerva (Koolman a R6hm
2012). Denni produkce albuminu se pohybuje okolo 10-15 g a jeho polocas Zivota je
12-21 dni. 40-60 % albuminu je degradovano v ledvindch, jatrech a svalech. Diky vysoké
koncentraci albuminu v séru neni piekvapivé, ze ve fyziologickych procesech zastava
mnoho rozmanitych funkci, které jsou kritické pro spravné fungovani organismu.
Vzhledem ke své terciarni struktuie a flexibilit¢ albumin disponuje mnohymi

vazebnymi misty pro malé metabolity a nepolarni latky a zaroven plni funkci jejich

5 Pfevzato z https://www.rcsb.org/structure/1E78.
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prenasece. N-konec ma navic vysokou afinitu pro malé dvojmocné ionty, zejména Cu?",
Co?*, Ni?* (Rondeau a Bourdon 2011), Ca?*, Mg?* a Zn?* (Koolman a R6hm 2012). Déle
obsahuje fadu hydrofobnich kapes, v nichz se vazou nepolarni latky jako jsou bilirubin a
mastné kyseliny. Volny bilirubin, ktery je kvtli rozpustnosti v tucich toxicky, se vaze
v subdoméné IIA a je albuminem transportovan do jaternich bunék (Koolman a R6hm
2012).

V subdoménach IIA a IIIA se nachdzi dvé majoritni vazebné mista s afinitou
k barvivim a 1é¢iviim. Sudlowo vazebné misto I (SSI) je specifické pro vazani vétsich
heterocyklickych latek jako je warfarin (Sudlow a kol. 1975). Oproti tomu Sudlowo
vazebné misto II (SSII) je vaznym mistem pro aromatické slouceniny obsahujici
predevsim indolové skupiny jako je ibuprofen. Skrz obé Sudlowa mista se navic pienasi
uremické toxiny zodpoveédné za chronické selhani jater. Na volny Cys-34 se kovalentné
vazi 1é¢iva jako je cis-platina nebo D-penicilamin. Albumin hraje dulezitou roli ve
farmakokinetické aktivit¢ mnohych 1é¢iva jeho terapeuticky potencidl je predmétem
vyzkumu (Fasano a kol. 2005).

Krom¢ 1é¢iv albumin zastava transportni funkci i pro thyroidni hormony,
predevsim tyroxin, ktery se primarné vaze v SSI a sekundarné v doméné 111 nebo v oblasti
mezi doménou I a III (Petitpas a kol. 2003).

Albumin je spolu s ceruroplasminem a kyselinou mocovou jednou z
nejvyznamngéjSich latek s antioxida¢nimi G¢inky v plazmé (Rondeau a Bourdon 2011).
Tento atribut je pfifazovan zejména Cys-34, ktery se ve zdravych jedincich nachdzi az
z 70-80 % v redukované form¢. Také odhalené methioninové zbytky podléhaji oxidaci a
pfispivaji k antioxidacni funkci. Kromé& toho miiZze albumin pfenaset antioxidacni ¢inidla
nebo zadrZovat volné ptfechodné kovy, pfedevsim dvojmocné Zelezo a méd’ (Fasano a
kol. 2005), které mohou skrz Fentonovu reakci s peroxidem vodiku generovat nebezpecné
hydroxylové radikaly (Roche a kol. 2008).

Regulacni funkce albuminu na onkotickém tlaku plazmy se vzhledem k nizké
hmotnosti a afinit¢ k anorganickym iontim pohybuje mezi 75-80 % ze vSech
plazmatickych proteinii (Kotyza a kol. 2007).

V klinické praxi se pro stanoveni dlouhodobé hladiny cukru v krvi vyuziva
glykovany hemoglobin €ervenych krvinek (HbA1c) s dobou Zivota 90—120 dnli (Rondeau
a Bourdon 2011). U pacientd postizenych vaznymi zdravotnimi stavy, které mohou
ovlivilovat produkci a zivotnost ¢ervenych krvinek (naptf. selhani jater nebo krevni

transfuze), muize byt urCovani dlouhodobé hladiny cukru nevhodné. Analyzou
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glykovaného albuminu by bylo mozné provést kratkodobé¢jsi kontrolu hladiny cukru
v rozsahu 14-21 dni (Anguizola a kol. 2013). K tomu je v§ak poteba porozumét podstaté

neenzymatické glykace a vlivu této reakce na vlastnosti bilkovin.

2.3 Neenzymaticka glykace sérového albuminu

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi kapitole, albumin je jednim ze sérovych proteint, ktery
neni enzymaticky glykosylovan. Zajimavé je, ze evolucni predchidei albuminu a jemu
piibuzné proteiny podléhaji v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu posttraslacni
upravé zvané N-glykosylace (Peters 1996), kdy se oligosacharidy vazi na zbytek
asparaginu ke specifické sekvenci aminokyselin Asn-X-Ser nebo Asn-X-Thr, kde X je
jakakoli aminokyselina kromé prolinu (Mellquist a kol. 1998). Moderni lidsky sérovy
albumin tuto sekvenci postrada, neni tak posttranslacné modifikovan a netadi se mezi
glykoproteiny (Peters 1996). Pii nadbytku sacharidii vSak probihda neenzymaticka
glykace, kterd se v experimentalnim prostfedi simuluje nckolikandsobné vyssi
koncentraci glukozy (ptipadné jiného sacharidu) s albuminem a pufry.

Navazani riznych molekul na protein obecné vede k modifikaci jeho sekundérni
a terciarni struktury v disledku zmény elektrostatickych a dal$ich nevazebnych interakci,

¢imz Casto dochazi i ke zmén¢ afinity k ligandiim a ovliviiuje tak jeho funkeci.

2.3.1 Mechanismus reakce

Neenzymaticka glykace, t€Z zvana Maillardova reakce, je iniciovana nukleofilni adici
aldehydové skupiny sacharidu na primdrni amin za vratné tvorby Schiffovy baze
(Barzegar 2007). Nestabilni Schiffova baze podléha pomalé reorganizaci molekuly
na Amadoriho produkt. Pod vlivem enolizace nasleduje faze propagace, kterou
podminuje vznik deoxyglukosonii (Obsil a Pavlicek 1997). Nasledna oxidace,
polymerizace, dehydratace a reorganizace umoznuje vzniku kone¢nym produktim
pokrocilé glykace (AGE). Tyto AGE mohou byt pro okolni tkdné¢ toxické a Casto hraji
dulezitou roli v patogenezi diabetes mellitus. Nekteré studie diskutuji i vyznam vlivu

Amadoriho produkti pfi priabéhu této nemoci. (Arif a kol. 2012).
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Obr. 6: Reak¢ni schéma neenzymatické glykace proteinu:
a) faze brzké glykace, b) pokrocila faze glykace .6

Stupeni glykace proteinu zavisi na délce jeho inkubace se sacharidem, na druhu
redukujiciho sacharidu a prostfedi (pH), ve kterém reakce probiha. Na ziklad¢ préace
Barnaby a kol. (2011) lze usuzovat, ze pfi stejnych podminkach roste s délkou inkubace
I rozsah glykace. Kromé glukézy mize byt albumin glykovan i ribézou, fruktézou nebo
galaktozou. V jedné z provedenych studii (Suarez a kol. 1989, cit. Maciazek-Jurczyk a
kol. 2018) bylo zjisténo, ze fruktdza v porovnani s glukdzou reaguje S BSA samovolnéji
a intenzita fluorescence vysledného produktu je pfiblizné¢ desetkrat vyssi. To je
zpusobeno vys§im zastoupenim linearnich forem molekul sacharidd, které jsou
reaktivnéjs$i nez formy cyklické (Obsil a Pavlicek 1997). Autofti jiné studie prokézali, ze
neenzymaticka galaktosylace je pfi totoznych experimentalnich podminkach in vitro
(inkubace 7 dnti, koncentrace glukézy i galaktézy 5 mM) az 4x rychlej$i a intenzivnéjsi,
nez je glykace albuminu gluk6zou (Urbanowski a Cohenford 1982). Produkce AGE muize
probihat 1 se znehodnocenymi produkty glukézy. Aminokyselinové zbytky reaguji
napiiklad s o-oxoaldehydy nebo methylglyoxalem, které mohou byt generovany
degradaci Schiffovych bazi (Thornalley a kol. 1999).

Vzhledem k nukleofilni charakteristice jsou ke glykaci v molekule albuminu
nachylné zejména aminokyseliny lysin a arginin, ale také volna thiolova skupina

na Cys-34 (Rondeau a Bourdon 2011). Vyznamné polohy jsou pak zvyraznény

& Prevzato z Anguizola a kol. (2013), str. 65.



na obrazku €. 7, kde nachazime aminokyselinové zbytky podléhajici modifikaci s riznou
ucéinnosti pro podminky in vitro a in vivo. Rozsah této modifikace vychazi z ptistupnosti

jednotlivych aminokyselin a vyskytu funkénich skupin v jejich bezprostiedni blizkosti.
a Lys-317

Lys-136 Lys-281

Arg-410

Obr. 7: HSA s vyznaéenim afektovanych aminokyselinovych zbytki podléhajici neenzymatické
glykaci: a) lysinové zbytky, b) argininové zbytky a Cys-34.7

Identifikovanych bylo celkem 23 lysinti (Rondeau a Bourdon 2011) podléhajicich
glykaci. O dalsich, jako jsou Lys-12, Lys-233, Lys-317, Lys-351 a Lys-534, se spekuluje
(Iberg a Fliickiger 1986). Nejvyznamngj$i zménou in Vvivo prochazi Lys-525, ktera
zodpovida zhruba za tfetinu celkové glykace. O néco mén€ vyznamnou roli pak hraji
Lys-199 (okolo 5 %), Lys-281 a Lys-439. U argininu se jedna piedevsim o Arg-410
(glykovany methylglyoxalem) v oblasti Sudlowého vazebného mista I a dale Arg-114,
Arg-160, Arg-186, Arg-218 a Arg-428 (Ahmed a kol. 2005). V podminkach in vitro
zasahuje glykace zejména Lys-276, Lys-378, Lys-545, Lys-525 a Arg-10, Arg-98,
Arg-160, Arg-209 a nékolik dalsich lysini (Maciazek-Jurczyk a kol. 2018). Volna

7 Pfevzato z Rondeau a Bourdon (2011), str. 649.
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thiolova skupina v oblasti Cys-34 je velice reaktivni vV podminkach in vitro, kdy reaguje
s methylglyoxalem az z 80 % za vzniku S-karboxymethyl-cysteinu (CMC) a navic S-
karboxyethyl-cystein (CEC) in vivo (Ahmed a kol. 2007).

Jednim z divodu, pro¢ jsou glykované pravé zminéné lokace, mize byt vyskyt
kladn¢ nabitych aminokyselinovych zbytkli v jejich blizkosti, jez svym ndbojem
katalyzuji Amadoriho reorganizaci (Iberg a Fliickiger 1986).

2.3.2 Struktura glykovaného albuminu a dopad na jeho vlastnosti

Glykace je reakce doprovazena oxidaci a starnutim molekuly, které spolecné vedou ke
zméné struktury bilkoviny na sekundéarni a terciarni urovni. Spolu s konformacnimi
zménami nastava i zvySeni molekulové hmotnosti o navazané jednotky glukozy, ptipadné
jiného sacharidu. V neposledni fad¢ také dochazi ke snizeni celkového naboje molekuly
(Peters 1996).

Z hlediska zmény sekundarni struktury muze dojit k tvorbé termodynamicky
stabilngjsiho agregatu s pfeménou a-helixti na B-skladané listy vedouci k formaci
amyloidu. Naptiklad ve studii Sattarahmadyho a kol. (2008) byly po 20tydenni inkubaci
albuminu s riznymi redukujicimi sacharidy zobrazeny tfi rizné struktury vyslednych
produkti. Pro glukézu se ukézalo, ze prvni z téchto struktur jsou vétvené fetézce
globularnich agregétti o priméru 20-40 nm, nevétvena klubka vlaknitych agregétti o délce
140 nm a jemné amorfni agregaty s vétvenymi fetézci globularnich agregatii. Stejna
publikace ukazala, Zze struktura produkti po inkubaci s ribdzou nebo fruktézou je zcela
jind nez s glukézou. Pii 7denni inkubaci BSA s 1M D-ribosou byla také prokazana tvorba
globularnich agregatl, zaroven vSak nedoslo ke zméné sekundarni struktury (Wei a kol.
2009). Pii 21denni inkubaci albuminu s glukézou (koncentrace 35 mM) muize vznikat
termodynamicky stabilni globularni struktura ve stavu mezi nativni a denaturovanou
formou (Sattarahmady a kol. 2007).

V literatute se nachdzi mnoZzstvi studii s konfliktnimi vysledky tykajici se vlivu
glykace na afinitu albuminu Kk riznym ligandiim, av$ak vzhledem k hojnému vyskytu
modifikovanych aminokyselin v okoli SS I a Il je o vyzkum velky zajem. Léc¢iva jsou
specificky charakterizované dle toho, zda se vazi v SS I nebo 11, a tak 1ze pomérné snadno
vybrat selektivni sondy pro studium zmény afinity téchto mist. Nékteré¢ vyzkumné tymy,

napi. Joseph a Hage (2010), pro SS I vyuzili warfarin a jeho enantiomery, pro SS 1l byl
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pouzity

L-tryptofan. Vysledky jsou riznorodé, zobecnénim vsak lze dojit k zavéru, ze je SS Il
nachylnéjsi ke zméné afinity nez SS |. Mimo to miize glykace také ovliviiovat interakce
jednotlivych 1é¢iv mezi sebou (Anguizola a kol. 2013).

Sulfonylurea je vyznamnym farmakem se zvySenou afinitou s 2,7-3,6nasobnym
retenénim faktorem v dusledku in vivo glykace albuminu oproti nativnimu albuminu
(Basiaga a Hage 2010). Jedna se o peroralni antidiabetika, jejichZ cilem je zvySeni sekrece
inzulinu u pacientd s diabetes mellitus 2. typu. Dale byl nalezen pokles afinity in vitro u
Bromocresol purpurového barviva, salicylatu, dansylprolinu (u SSHI), fenybutazonu,
ibuprofenu, kyseliny flufenamové a diazepamu. Podrobné a piehledné je problematika
zmény afinity 1é¢iv ke glykovanému albuminu zpracovana v Review autort Anguizola a
kol. (2013). V piipad¢ albuminu glykovaného in vitro byl nalezen 50% pokles afinity
bilirubinu (Shaklai a kol. 1984).

Vzhledem k reakci Cys-34 s methylglyoxalem a doprovodné oxidaci molekuly,
kdy se thiolova skupina nachdzi v jiz oxidovaném stavu, je jednim z dalSich vyznamnych

disledku sniZzena antioxida¢ni kapacita albuminu v séru (Rondeau a Bourdon 2011).

2.3.3 Klinicky dopad glykace albuminu

Ve zdravych jedincich je glykaci modifikovano zhruba 10 % albuminu (Shaklai a
kol. 1984), v prubé¢hu onemocnéni diabetes mellitus mize koncentrace glykovaného
albuminu vzrust az 3x (Maciazek-Jurczyk a kol. 2018). Z hlediska klinickych implikaci
lze ftict, Zze nejzasadngj$i pro lidsky organismus je kumulace AGE, které vznikaji
Vv pokrocilejsich fazich reakce (Sattarahmady a kol. 2007). Hromadéni AGE v organismu
muze zpusobovat fadu komplikaci v prubéhu diabetes mellitus. Je casto spojovano
s diabetickou retinopatii, neuropatii, nefropatii nebo angiopatii (Nawale a kol. 2006).
Miizou se vSak projevit 1 poruchy systolické a diastolické funkce (Hartog a kol. 2007),
navic pfispiva k rozvoji Alzheimerovy a Parkinsonovy nemoci, aterosklerdézy nebo
Sedého zékalu (Arasteh a kol. 2014).

Provedené studie popisuji, jakym zpiisobem neenzymatickd reakce ovliviiuje
biofyzikalni vlastnosti lidského sérového albuminu — nastdva zména sekundarni a
terciarni struktury v zévislosti na délce inkubace, typu sacharidu a okolnim prostredi.

Tyto konformacni zmény pak vedou k ovlivnéni afinity k riznym ligandiim, a tudiz k
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modifikované ¢i omezené funkci proteinu. Produkty pokrocilé glykace mohou dokonce

vést k neptijemnym zdravotnim komplikacim a nékterym fatdlnim nasledkim.

2.4 Ptehled metod pouzitych pro studium glykovaného albuminu

Kwvili snadné denaturaci proteinti a degradaci vzorkd je nutné volit vhodné metody a

chemikalie, které jsou dostate¢né Setrné ke studované strukture albuminu.

2.4.1 Metody spektroskopické

Spektroskopické metody jsou vhodné pro neinvazivni studium rtiznych chemickych latek
(Cibicek a kol. 2014). Jsou zalozeny na teorii interakce elektromagnetického zateni
s hmotou, zejména absorpci a emisi. Tyto interakce jsou vystizn¢ zobrazeny na diagramu
Jablonského (obrazek ¢. 8).

H
¢ vnitini komverze a

¢ vibraéni relaxace : vnitini komverze a | absorpce

: vibraéni relaxace

oo,w»

intersystémova
konverze

. Sy
S| :nezafiva | fluorescence —i
: relaxace 3

absorpce nezariva 1
intersystémova

relaxace fosforescence

y:

Obr. 8: Jablonského diagram.8

V prvni fazi dochézi k absorpci zafeni hmotou, tedy k pfechodu energetického
stavu elektront ze zakladniho (So) na excitovany (Sn). Z excitovaného stavu pak muze
elektron podlehnout vnitini konverzi a vibrac¢ni relaxaci na nejnizsi vibrac¢ni hladinu
prvniho excitovaného stavu (S1), odkud je pfechod na zékladni hladinu uskutecnén bud’
nezarivymi prechody nebo vyzarenim fotonu, které se nazyva fluorescence. V druhém
ptripadé mize elektron z excitovaného stavu (Sp) intersystémovou konverzi piejit do stavu
tripletniho (Tn) a pokud je pfi piechodu z (T1) na zakladni singletni hladinu (So) vyzaien

foton, jedna se o fosforescenci. Kviili sou¢asné zméné elektronového a spinového stavu

8 Prevzato z Cibicek a kol. (2014), str. 27.
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pii prechodu je duilezitou charakteristikou delsi doba dohasinani. Dale se pro studium

nasich vzorkl budeme zabyvat pouze jevy absorpce a fluorescence.

2.4.1.1 UV/VIS absorp¢ni spektroskopie

Absorpéni spektroskopie je metoda, ktera sleduje zménu intenzity svétla
v disledku interakce zafeni se vzorkem ve VIS a UV oblasti (A = 190-790 nm)
(Cibicek a kol. 2014). Experiment je realizovan méfenim ubytku intenzity svétla po

prichodu vzorkem, ktery je dle platnosti Lambert-Beerova zdkona exponencidlni:
1) = 1,(2) - 1075, (1)

kde I, (4) je pocate¢ni intenzita svétla, I (4) je intenzita svétla po prichodu vzorkem, £(4)
molarni extink¢ni koeficient, ¢ koncentrace vzorku a | je délka optické drahy, tj. délka
kyvety. Molarni extink¢éni koeficient ma charakteristickou zavislost na vinové délce pro
kazdou latku, jak lze vidét na obrazku ¢. 9 pro aromatické aminokyseliny. Méficim
instrumentem je spektrofotometr, ktery vjedné roviné¢ obsahuje zdroj svétla,
monochromator, vzorek a detektor.

Vystupem méfeni je absorpcni spektrum vyjadiujici zavislost intenzity signalu,
na vlinové délce. Intenzita signalu se obvykle vynasi jako absorbance A, ktera je mirou

pohlceného svétla a vyjadiuje se nasledovné:

Iy(D)

A =log 0)

=e(A)-c-l, (2)

Absorpci nad 200 nm v bilkovinach vykazuji pouze aromatické aminokyseliny,
kterymi jsou tryptofan: 1, tyrosin: 18 a fenylalanin: 31 (Peters 1996).
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Obr. 9: Zavislost extink¢niho molarniho koeficientu aromatickych aminokyselin na vinové délce v
Uv/VvIS.®

2.4.1.2 Fluorescencni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie je dalsi metodou pro studium vzorkt na zakladé interakce
elektromagnetického zareni s hmotou. NejCastéji se ve fluorescencni spektroskopii
sleduji excitaéni a emisni spektra a dale anizotropie fluorescence nebo doba Zivota
excitovaného stavu (Cibicek a kol. 2014). Excitacni spektra vyjadiuji zavislost intenzity
zafeni na excitacni vlnové délce a jsou téméi shodna se spektry absorpénimi. Emisni
spektra pak odpovidaji zavislosti intenzity zafeni na emisni vlnové délce pfi fixni
excitac¢ni vinové délce.

Oproti absorpcni spektrofotometrii se ve fluorescencni spektrofotometrii pracuje
v L-uspotadani (Cibicek a kol. 2014). V jedné roviné se nachéazi zdroj, monochromator,
(filtr nebo polarizéator) a vzorek — ten je ozéafen excitaénim svazkem, jehoz vlnova délka
Ize selektivné filtrovat pomoci monochromatoru. Detektor je umistén kolmo vaéi zdroji,
aby se pfii detekci zabranilo interferenci excita¢niho a emisniho zateni. Mezi vzorkem a
detektorem se opét mohou objevovat prvky jako je polarizator, filtr a monochromator.

Kromé toho, ze lze pro studium vzorkd vyuzit riznych fluorescenénich sond a
znaCek, se ve tkanich vyskytuji molekuly vykazujici wnitini fluorescenci
(Lakowicz 2006). Diky vyskytu aminokyselin s aromatickymi cykly disponuje touto
vnitini fluorescenci 1 molekula albuminu. Fluorescence fenylalaninu je v bilkovinach
pozorovatelnd pouze pokud se v fetézci nenachéazi dalsi tyrosin nebo tryptofan. Tyrosin,

jak Ize vidét na obrazku €. 10, produkuje jen velmi uizka fluorescencni spektra. S ohledem

% Pfevzato z Lakowicz (2006).
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na indolovou skupinu nejdominantnéji pfispiva svou fluorescenci tryptofan. Maxima
vV emisnich spektrech odpovidaji primérnému vystaveni tryptofanovych zbytkd do

vodného prostiedi (Lakowicz 2006).
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Obr. 10: Fluorescenc¢ni spektrum aminokyselin v UV /VIS. 10

2.4.1.3 Cirkularni dichroismus

Technika méteni CD spekter vyjadiuje odliSnou efektivitu absorpce levotoCivé a
pravotoCivé kruhové polarizovaného svétla molekulou s chirdlnim centrem
(Greenfield 2009). Tato odlisnost je dana samou podstatou elektromagnetického zateni,
jez je ptiénym postupnym vinénim sestavajiciho se z vektoru intenzity elektrického pole
a magnetické indukce. U nepolarizovaného svétla kmita vektor elektrické slozky
nahodile, kdeZto v ptipadé€ kruhove a linearné polarizovaného svétla opisuje kruh, ptimku
nebo ve specialnim ptipadé€ elipsu. Opticky aktivni latky absorbuji odli$né pravotocivé a
levotocivé kruhové polarizované svétlo, kdy rekombinované svétlo je elipticky
polarizované.Vystupem je spektrum zobrazujici zavislost diferencialni dichroickeé
absorpce Ae

pro levotoCivé polarizované ¢g; a pravotolivé polarizované e svétlo nebo elipticity

na vinové délce, kde
Ae = e — ¢, (3)

pro néz plati vztah (1). Elipticita je mirou zmény kruhové polarizovaného svétla na

elipticky polarizované.

10 prevzato z Lakowicz (2006).
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2.4.2 Dialyza

Dialyza je bioanalytickou metodou nachazejici Siroké uplatnéni ve vyzkumu i klinické
praxi (Cibicek a kol. 2014). V principu se jedna se o separaci slozek smési pomoci
selektivné-permeabilni mikroporézni membrany, kterou z velké casti charakterizuje
tzv. cut off hodnota. Cut off hodnota urcuje nejvyssi molekularni hmotnost ¢astic, jimz je
umoznén volny prostup membranou. Nizkomolekularni latky takto difunduji ze smési
do dialyzac¢niho pufru, avSak makromolekuldrni latky jsou zadrzovany. Cely proces je
hnan koncentracnim spadem. Molekuly z mista vysoké koncentrace prostupuji ve sméru
gradientu do mist s nizsi koncentraci do té¢ doby, nez systém dosahne rovnovazného stavu

a rychlost difuze se ustali (Cibicek a kol. 2014).

2.4.3 Stanoveni koncentrace proteint dle metody Bradfordové

Pti této metode se postupuje vytvorenim koncentracni fady proteinu o znamé koncentraci
(nejcastéji BSA) a pfidanim cinidla Bradfordové, jez obsahuje barvivo Coomassie
Brilliant Blue G-250, ethanol a kyselinu fosfore¢nou (Bradford 1976). Barvivo ma
zaporny naboj, diky kterému se adsorpéné vaze na aromatické a bazické aminokyseliny,
a dle rozsahu reakce méni zabarveni z ptivodniho hnédého na modré. Absorbance se méii
pfi vinové délce 595 nm a vystupem je kalibracni kiivka. Koncentraci vlastnich vzorka
lze snadno dopocitat zrovnice kalibra¢ni kiivky. Tato kolorimetrickd metoda je

destruktivni a se vzorky neni mozné dale pracovat.

2.4.4 M¢fteni viskozity pomoci kulickového viskozimetru

Pfi pohybu realné tekutiny dochézi k vytvareni vrstev proudicich odliSnou rychlosti a
k pfenosu hybnosti mezi jednotlivymi vrstvami ve sméru gradientu rychlosti (Holubova
2012). Dynamicka viskozita je fyzikdlni veli¢inou popisujici vnitini tfeni mezi

proudicimi vrstvami tekutin, které odpovida prave toku hybnosti mezi témito vrstvami.
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Tangencialni napéti t 1ze vyjadiit jako

dv

T=n— (4)

kde v je rychlost proudéni, z je vzdalenost od stény (trubice) a 1 je dynamicka viskozita,
ktera zavisi na druhu tekutiny a teploté. Dusledkem existence vnitiniho tfeni pro pevné
téleso ponofené to takovéto tekutiny je piisobeni odporu prostiedi. V ptipadé méteni
viskozity pomoci kuli¢kového viskozimetru pada kulicka v kapaling€, dokud nedoséhne
mezni rychlosti, ktera se ustali pfi rovnovaze sily gravitacni F;, vztlakové F;, a vnitiniho

odporu Fg, jak je znazornéno v obrazku ¢. 11.

Capillary

Obr. 11: Kulickovy viskozimetr, 11

Odpor prostiedi pro laminarni proudéni popisuje Stokesiiv zdkon. Pro sily pfi

meteni viskozity pomoci kulickového viskozimetru plati
4
6mv = 27 (p = pi)g, ()

kde r je pramér kulicky, p je hustota kuli¢ky, v je rychlost padajici kuli¢ky, g znaci
gravitacni zrychleni, p; je hustota kapaliny a n je dynamicka viskozita (Holubova 2012).

Kulicka o hustot¢ p pada tekutinou mezi dvémi vymezenymi ryskami
0 definované draze s za Cas t. Diky snadnému vypoctu rychlosti kuli¢ky v ze zndmé drahy
a Casu se méfeni redukuje na méfeni doby dopadu kulicky t. Vzhledem k zavislosti
viskozity na teploté€ jsou viskozimetry vybaveny ohievovym termostatem a disponuji

moznosti volit thel sklonu «.

11 Prevzato z https://wiki.anton-paar.com/en/how-to-measure-viscosity/.
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2.4.5 Nativni PAGE

Gelova elektroforéza je fazena mezi elektromigracni techniky urcené pro rozdélovani
makromolekul na zaklad¢ jejich elektroforetické pohyblivosti ve stejnosmérném
elektrickém poli (Kralova a kol. 2008). Pohyblivost molekul . je charakterizovana jejich

nabojem q, viskozitou roztoku n a priméru molekul r

_ q
6mnr

He (6)

Rovnice (6) vychazi z rovnovahy sily elektrického pole a sily vnitiniho tfeni. Pii umisténi
iontl do elektrického pole se ¢astice zacnou pohybovat rychlosti

v = Uk, (7)

kde E je intenzita elektrického pole. Z rovnice (7) vyplyva, Ze malé molekuly s velkym
nabojem maji vysokou pohyblivost.

Elektroforéza miize probihat volné, v kapilafe nebo na gelovych nosicich —
polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) se uskuteCtiuje v prostiedi
polyakrylamidového gelu, ktery po zatuhnuti tvoii linearni strukturu zesitovanou
methylenovymi miistky. Koncentraci akrylamidu v gelu je mozné ovlivnit velikost pori.
Dale se rozliSuje elektroforéza horizontalni a vertikalni. U vertikélni elektroforézy byla
zavedena diskontinualni technika, kterd vyuziva dvou riznych geli s rizné€ velkymi pory.
Prvni gel ptichazejici do kontaktu se vzorky je zaostfovaci gel. Ma vétsi pory a molekuly
vV ném putuji rychleji neZ ve spodnim separa¢nim gelu. Soucasti jsou také pufry obsazené
Vv elektroforetické vané a pufr, kterym jsou fedény vlastni vzorky. Separace pak probiha
V separacnim gelu na zaklad€ pohyblivosti a na principu molekuldrniho sita. Nativni
elektroforéza znali, ze pro zachovani nativni struktury bilkovin nebyla pouzita
denaturac¢ni ¢inidla (napt. SDS). Pro zviditelnéni rozdélenych bilkovin v gelu se vyuziva
adsorpc¢nich barviv jako jsou aminocerii, methylenovd modf nebo Coomassie blue na

povrch proteinu (Kralova a kol. 2008).
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3. CILE PRACE

V reSer$ni Casti této prace jsme predstavili dosavadni znalosti problematiky
neenzymatické glykace lidského albuminu a uvedli nékteré dilezité dopady na jeho
vlastnosti i klinické implikace spojované s nemoci diabetes mellitus. Také jsme sestavili
seznam metod s vysvétlenim jejich fyzikalni podstaty, které byly pouzity pfi
experimentalnim feseni vlivu neenzymatické glykace na strukturu lidského albuminu.
Dalsi c¢asti budou vénované popisu vlastniho experimentu a jeho vysledkam.
Vysledky budou nasledné podrobeny piislusné analyze s ohledem mozného vlivu glykace

na strukturu albuminu a jeho funkci.

Cile této prace lze tedy shrnout do tii bodu:

1) Vypracovat piehled problematiky na téma glykace lidského albuminu a jeji vliv na
biologické vlastnosti a funkei albuminu.

2) Provést experimenty s cilem zjistit, zda a jakym zpiisobem muize neenzymaticka
glykace sérového albuminu ovlivnit tercidrni strukturu a biofyzikalni vlastnosti tohoto
proteinu.

3) Diskutovat naméfené vysledky s ohledem na mozny dopad glykace na funkci
albuminu.
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4. MATERIALY A METODY

4.1 Materialy

4.1.1 Pouzité chemikalie

Veskeré chemikdlie pouzité pii méfeni dosahovaly p.a. Cistoty. Pitnd voda byla

deionizovana pfistrojem Smart2Pure (TKA, Némecko).

HSA >96 %
B-D(+)glukoza
kyselina chlorovodikova — HCI

tris(hydroxymethyl)aminomethan > 99,9 %

BSA standard (1 mg/ml)

ethanol 96 %

akrylamid

peroxodisiran amonny
tetramethylethylenediamin — TEMED
glycin

glycerol

bromfenolova modf

proteinovy marker molekulové hmotnosti

4.1.2 Pouzité roztoky a pufry

Tris-HCI1 M, pH 7,4
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
¢inidlo Bradfordové

EZ Blue Staining Reagent
délici gel (12 %):
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(Sigma Aldrich, Ceska Republika)
(Sigma, Némecko)

(PENTA, Ceska Republika)
(CARL ROTH, Némecko)
(TaKaRa, Japonsko)

(PENTA, Ceska Republika)
(SERVA, Némecko)

(Sigma Aldrich, Ceska Republika)
(SERVA, Némecko)

(Sigma, Némecko)

(Sigma, Némecko)

(SERVA, Némecko)

(Sigma Aldrich, Ceska Republika)

(SERVA, Némecko)

(SERVA, Némecko)
(BIO-RAD, Ceska Republika)
(Sigma, Némecko)

4,9 ml voda

6,0 ml akrylamid (30 % wi/v)
3,8 ml Tris-HCI (1,5 M, pH 8,8)

15 ml peroxodisiran amonny
(10 % wiv)
0,006 ml TEMED



zaostiovaci gel (5 %):

migracni pufr (pH 8,3):

nandasSeci pufr:

4.1.3 Pouzité pristroje

Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader

3,4 ml voda
0,83 ml akrylamid (30 % w/v)
0,63 Tris-HCI (1 M, pH 6,6)

0,05 ml peroxodisiran amonny
(10 % wiv)
0,005 ml TEMED

1000 ml voda

25 mM Tris (3,00 Q)

190 mM glycin (14,40 g)

62,5 mM Tris-HCI (1 M, pH 6,8)
25 % glycerol

1 % bromfenolova modf

(BioTek, USA)

Life Sciences UV/Vis Spectrophotometer DU 730 (Beckman Coulter, USA)

Automated MicroViscometer

CARY Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
Spectropolarimeter J-720

pH metr PT-370

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

4.2 Metody

Data byla vyhodnocena v po¢itacovém softwaru GraphPad Prism 4 (GraphPad Software,

USA).

4.2.1 Ptiprava vzorkl

Zasobni roztok HSA byl ptipraven rozpusténim navazky 250 mg HSA v 5 ml 0,01M Tris
(pH 7,4) pfi 4 °C s teoretickou koncentraci 50 g-171. Rozpusténim 18 mg a 36 mg
B-D(+)glukézy v 1 ml vody byl namichan 0,1M a 0,2M roztok glukdzy.
Pro neenzymatickou glykaci HSA in vitro byl nasledovan postup z publikace Barzegara
a kol. (2007): zasobni roztok HSA, gluk6zy a Trisu byl smichan v pomérech uvedenych
v tabulce ¢. 1 a pii teploté 37 °C byly vzorky inkubovany po dobu 7 dni. Poté byly

doplnény 0,01M Trisem do objemu 1200 pl.
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Tabulka 1: Zastoupeni slozek roztoku pti inkubaci vzork HSA s glukézou

Vzorek Objem HSA [ul] Objem glukézy [ul] Objem Tris [ul] Vysledna
koncentrace
glukézy
[mmol -171]
K 20 0 0 0
1 20 1,7 (0,AM)* 52 6,3
2 20 3,5 (0,1M) 34 13,0
3 20 6,9 (0,1M) 0 25,7
4 20 6,9 (0,2M) 0 51,3

*Pozn.: V zavorce je uvedena koncentrace pouzitého roztoku glukozy.

4.2.2 Dialyza

Dialyza¢ni membrany (MWCO 6000-8000 Da) byly nasttihany na 5 centimetrové pasky
a vareny v kadince s vodou v mikrovinné troubé po dobu 2 minut. Membrany jsme
naplnili vzorky, uzavieli magnetickymi svorkami a vlozili do kadinky s dialyza¢nim
pufrem, kterym byl 0,01M Tris. Kadinku jsme na hodinu umistili na magnetickou
michacku pii 500 rpm a 5 °C pro udrzovani homogenity roztoku. Dialyza tak probihala
3x po dobu 1 hodiny, pficemz kazdou hodinu byl obménén dialyzaéni pufr. Dialyzované
vzorky byly z membrany vypipetovany do Cistych mikrozkumavek, kde byly uchovany

pro dalsi experimenty.

4.2.3 Stanoveni koncentrace proteinti dle metody Bradfordové

Na mikrojamkovou desticku jsme nanesli triplikat koncentra¢ni fady BSA a vlastnich
vzorkll.. Koncentra¢ni fadu jsme vytvoftili postupnym pipetovanim O, 1, 2, 3, 4,5, 7 a
10 ul BSA standardu (1 mg/ml) do jamek a doplnénim vodou na celkovy objem 10 pl.
Do dalsich jamek jsme taktéz v triplikatu pipetovali 5 pl vzorku a doplnili vodou
na 10 pl. Cinidlo Bradfordové bylo ziedéno v poméru 1 : 4 ve prospéch vody. Ke
koncentra¢ni fad€ i vzorkim jsme ptidali 200 pl tohoto zfedéného ¢inidla. Vyhodnoceni
bylo zhotoveno na spektrofotometru Synergy HTX Multi-Mode Microplate Reader do 10

minut od ptidani ¢inidla pti vinové délce 595 nm a teploté 25,9 °C.
4.2.4 Absorpc¢ni spektroskopie
Do disté kyvety z kiemenného skla (opticka draha 1 cm) bylo napipetovano 80 pl slepého

vzorku 0,01M Tris. Kyvetu jsme vlozili do kyvetového prostoru piistroje Life Sciences

UV/VIS Spectrophotometer DU 730 a uzavieli vikem. Spektrum bylo méfeno v rozsahu
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220-250 nm pii teploté 25 °C. Po kazdém méfeni jsme kyvetu vyplachovali vodou a

postup opakovali pro v§echny vzorky v potadi s rostouci koncentraci.

4.2.5 Fluorescencni spektroskopie

Do disté kyvety (opticka draha 0,5 cm) jsme napipetovali 80 pl slepého vzorku 0,01M
Tris. Kyveta byla vloZena do kyvetového prostoru piistroje CARY Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer a fluorescenéni spektra jsme méfili s parametry uvedenymi v tabulce

¢. 2.

Tabulka 2: Parametry pro méteni fluorescencnich spekter

Excita¢ni vinova délka 295 nm
Emisni vinova délka 300-450 nm
Rozevteni excitaéni Stérbiny 5nm
Rozevreni emisni Stérbiny 5nm
Rychlost skenovani 600 nm/min
Akumulace 3

Po prométeni spektra byla kyveta vyjmuta a slepy vzorek odpipetovan. Kyvetu jsme

vymyli a naplnili 80 pul prvniho vzorku a cely postup zopakovali pro dalsi vzorky.

4.2.6 Cirkularni dichroismus

Kvili nahfivani xenonové lampy jsme ptl hodiny pied vlastnim méfenim zapnuli pfistroj
Spectropolarimeter J-720. Zaroven jsme otevienim ventilu plynové nadrze zajistili pfisun
dusiku a pomoci hadice byl do pfistroje hnan priitok vody zajist'ujici chlazeni. Kyvetu
(opticka draha 0,5 cm) jsme naplnili 990 pl roztoku 0,01M Tris. Spektrum bylo méfeno
v rozsahu 180-300 nm pfi rychlosti skenovani 100 nm/min a akumulaci méfeni 3. Pti
kazdém dalSim méfeni jsme se ujiStovali, ze je kyveta smérovana vzdy stejnym
zpusobem. Pfistroj otestoval kazdy vzorek 3x a vysledné spektrum vyhodnotil jako
primér téchto 3 meéfeni. Pro vyssi absorbanci bylo nutné vlastni vzorky 30x zfedit.
Pipetovali jsme 957 pl 0,01M Tris a 33 ul ptvodnich vzorki do ¢isté mikrozkumavky.
Cely postup byl zopakovan pro vSechny vzorky.
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Pro kvantifikaci zastoupeni a-Sroubovic jsme postupovali dle vypoctl v praci Xu
a kol. (2013). Vysledky z CD spekter jsme vyjadiili jako primérnou elipticitu jednoho
aminokyselinového zbytku (MRE) pomoci rovnice

_ CDypg[mdeg]

MRE3qg = 10cml (8)

kde CD,,g je hodnota elipticity v 208 nm, cm je molarni koncentrace proteinu ve vzorku,
n = 585 je pocet aminokyselinovych zbytka v proteinu a | = 0,5 cm je opticka draha.

Zastoupeni a-Sroubovic je pak dané nasledovné

33 000 — 4000 '

a(%) = 9)

kde MRE,,g je vySe vypocitana prumérna elipticita na jeden zbytek, 33 000 odpovida
MRE hodnoté pro Ccistou a-Sroubovicovou strukturu a 4000 odpovida struktuie

nahodného klubka pii 208 nm.

4.2.7 M¢fteni viskozity

Viskozimetr Automated MicroViscometer byl umistén na pevnou podlozku. Oto¢nymi
Srouby byla pomoci zabudované libely nastavena vodorovnad poloha. Pfistroj byl
kalibrovan vodou, ktera byla pfefiltrovand skrz stiikackovy filtr s porozitou
0,22 um. Do zvolené kapilary jsme pomoci pinzety vlozili kovovou kuli¢ku a vodu nasali
sttikackou do kapilary tak, aby v ni nezlstaly vzduchové bubliny. Uzavieli jsme ji
pfislusnymi zatkami a vlozili do viskozimetru. Na obrazovce jsme nastavili pfislusny
program s volbou teploty 25 °C, thlem sklonu 50° a 6 akumulaci méteni. Po dokon¢eni

jsme kapilaru vyjmuli, promyli vodou a postup opakovali pro dalsi vzorky.

4.2.8 Nativni PAGE

Pro ucely elektroforézy bylo ihned po dialyze z kazdého vzorku odpipetovano 10 pl do
¢isté mikrozkumavky a vloZeno na 10 minut do tekutého dusiku pro rychlé zmraZeni.
Poté byly vzorky vyjmuty a skladovany v mrazéku pfi teploté -20 °C.

Pro realizaci samotné elektroforézy jsme si piipravili aparaturu urenou pro
uchyceni skel na nanasené gely. Skla byla omyta 96% etanolem a pfipevnéna do stojanku.
Namichali jsme dé€lici gel dle rozpisu v sekci 4.1.2, ktery byl ihned napipetovan mezi

pfipravena skla a zalit etanolem. Tam byl ponechan k tuhnuti na 30 minut. Za tuto dobu
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byl namichan nanéaseci a migracni pufr. Kyselost migra¢niho pufru bylo nutné upravit na
hodnotu 8,3 pomoci pH metru a 5M hydroxidu sodného. Ze zatuhlého dé€liciho gelu byl
piebytecny etanol odsat filtracnimi papiry a mezi skla byl nanesen zaostfovaci gel, do
n¢hoz jsme vlozili plastovy hiebinek na tvorbu elektroforetickych jamek. Zaostifovaci gel
tuhl 15 minut a poté z n&j byl hebinek vyjmut. V této fazi jsme vzorky, nanaseci pufr a
proteinovy marker uskladnili v mrazaku pii -20 °C, gely ulozili do sacku a spolu s
migra¢nim pufrem umistili do komorové lednice pii 5 °C.

Po opétovném rozmrazeni vzorkii, nanaSeciho pufru a proteinového markeru
molekulové hmotnosti jsme vzorky smichali s obarvenym nanaSecim pufrem v poméru
1:1 do objemu 4 ul tak, aby byly do jamek v gelu naneseny 2 pg proteinu. Roztok pufru
a vzorki byl homogenizovan pomoci stolni centrifugy. Zaroven jsme do prvni
elektroforetické jamky napipetovali 4 pl proteinového markeru, za nimz nasledovaly dalsi
vzorky dle vzristajici koncentrace. Elektroforetickou vanu jsme uzavteli vikem a ptipojili
zdroj elektrického napéti, které bylo nastaveno na 60 V a po 20 minutach zvySeno na
110 V po dobu 1 hodiny.

Po dokonceni byl gel vyjmut a obarven barvivem EZ Blue Staining Reagent. Poté
se gel promyl vodou a vysledek byl ihned vyfotografovan. Intezita prouzkt v jednotlivych
drahach byla vyhodnocena denzitometricky pomoci programu AIDA Image Analyzer
software (Raytest, Némecko).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Po pribéhu dialyzy bylo nutné stanovit koncentraci vzorki kviili mozné zmén¢ objemu.
Zhotovili jsme triplikat koncentra¢ni fady standardu BSA pipetovanim 0, 1, 2, 3,4, 5,7
a 10 ul BSA do jamek mikrotitracni desticky a doplnénim vodou do objemu 10 pl. Vlastni
vzorky byly pipetovany v objemu 5 pl a taktéz doplnény na 10 ul vodou. Ke vzorkiim i
koncentracni fad¢é standardu bylo pfidano 200 pl 4x zifedéného cinidla Bradfordové.
Absorbance byla méfena pii vinové délce 525 nm, jak je uvedeno v kapitole 4.

Hodnoty absorbance pro kazdou koncentraci byly zprimérovany ze tii méteni a
od kazdé byl odecten signal pozadi. Zavislost absorbance na koncentraci standardu byla
vynesena do grafu, ktery je zndzornén v obrazku ¢. 12. Body koncentra¢ni fady standardu
BSA jsou prolozeny linearni regresi. Svisla usecka pfedstavuje smérodatnou odchylku.

Body, u nichz neni chyba méfeni viditelnad, jsou vetsi nez samotné odchylka.

Absorbance

0.0 T T

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
c(BSA) [mg/ml]

Obr. 12: Graf kalibracni kiivky koncentrac¢ni rady BSA, rovnice grafu y = 0,9957x + 0,01847,
R? = 0,9453. Data piedstavuji priimér a SD pro n= 3.

Me¢tenim absorbance nasich vzorkii miZzeme z rovnice linearni regrese kalibracni kiivky

A-0,01847

G995, & stanovit tak koncentraci proteind v roztoku. Tyto

vyjadrit koncentraci ¢ =

vypocty jsou uvedeny v tabulce €. 3, kde je zohlednéno dvojnasobné fedéni vzorki pii

méfeni, z toho diivodu jsou koncentrace v tabulce vyndsobené dvéma.
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Tabulka 3: Data z méreni absorbance vzorki a vypocet jejich koncentrace z rovnice

kalibraéni krivky

Vzorek Aq A, Aj 2c¢q [mg/ml]  2c¢, [mg/ml]  2¢3 [mg/ml]  2¢ [mg/ml]
K 0,599 0,546 0,602 1,166 1,060 1,172 (1,13+0,04)
1 0,551 0,559 0,564 1,070 1,086 1,096 (1,08+0,04)
2 0,603 0,627 0,608 1,174 1,222 1,184 (1,19+0,05)
3 0,594 0,556 0,581 1,156 1,080 1,130 (1,12+0,02)
4 0,538 0,405 0,501 1,044 0,776 0,969 (0,9+0,2)

Z dat je evidentni, Ze koncentrace vzorku ¢. 4 byla nizsi nez u ostatnich vzorku, avSak
v ramci odchylky stale srovnatelna. Chyba tak nejpravdépodobnéji nastala v disledku
neptfesného pipetovani. Pti opakovaném méteni koncentrace vzorku €. 4 jsme dosahli

zpresnéni (1,0+0,1) mg/ml pro n = 14.

5.2 Absorp¢ni spektroskopie

Absorpcni spektroskopie je jednoduchou a spolehlivou technikou pro studium
strukturalnich zmén proteinti (Molina-Bolivar a kol. 2014). Absorp¢ni spektrum proteint
je citlivé na konformacni zmény v okoli aromatickych aminokyselinovych zbytk.
Spektra méfena dle postupu v kapitole 4 uvadime v obrazku ¢. 13a. Zde porovnavame
spektra pro neglykovany a glykovany albumin v rozsahu vinovych délek 230-350 nm.
Pro nazornost pak v obrazku ¢. 13b uvadime zavislost absorpéniho maxima pii 280 nm
na koncentraci glukozy ve vzorcich. Svislé ¢ary v grafu pfedstavuji odchylku od priméru.
Za absorpéni maximum v 280 nm jsou zodpovédné aminokyseliny tyrosin a tryptofan a
nahly vzrlst absorbance v 240 nm odpovida absorbanci peptidové vazby (Lakowicz

2006).
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Obr. 13: a) Absorp¢ni spektra pro neglykovany (K) a glykovany (1, 2, 3, 4) lidsky sérovy albumin;
b) zavislost absorbance pti 280 nm na koncentraci glukézy ve vzorcich. Data predstavuji primér a
SEM ze tf{ méfeni identického vzorku.

Grafy vykazuji trend rostouci absorbance v oblasti 245-290 nm pii vzrustajici mife
glykace albuminu. VVzhledem k tomu, Ze absorbance v této oblasti vinovych délek odrazi
absorpci aromatickych aminokyselin Trp a Tyr, poukazuji naméfené¢ zmény absorbance
na to, Ze doslo ke zméné struktury proteinu v okoli téchto aminokyselin. Ty mohou byt
vice exponovany do okolniho prostfedi, coZ se projevi zvySenou absorpci zafeni.
Z vysledku vyplyva, ze ¢im vice je albumin glykovan, tim vétsi modifikaci oblast Trp a
Tyr zbytkd podléha.

Vysledky jsou ve shodé s pracemi Szkudlarek a kol. (2016) a Raghav a kol. (2017).
V publikaci Szkudlarek a kol. (2016) navic po normalizaci spekter pozorovali vyrazny
narQst absorbance u glykovaného albuminu i v oblasti 310400 nm, ktery po 21denni
inkubaci vzorki znaci tvorbu pokrocilych produkti glykace (AGE). Nase vzorky byly
inkubovany krat§i dobu, nez je pro formaci AGE potiebné, proto podobné zavéry
nemiizeme vyvozovat. V tomto ohledu se blizime spiSe praci Arif a kol. (2012), v niz se
autoti zabyvali studiem Amadoriho produkti po tydenni inkubaci albuminu s riznymi

koncentracemi glukézy a pozorovali obdobnou zéavislost jako je v obrazku ¢. 13a.
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Z obréazku 13b je zfejmé, Zze zmeény pozorované v absorbanci vzorkd pti 280 nm byly
relativné malé vzhledem k chybam méfeni danym ptesnosti ptistroje, proto jsme v dal§im

experimentu zvolili citlivéjsi metodu, kterou je fluorescencni spektroskopie.

5.3 Fluorescencni spektroskopie

Pro kvantifikaci zmény struktury proteinu se v fadé praci vyuziva studium vnitini
fluorescence tryptofanu, ktera odrazi konformaci v jeho blizkém okoli. Tryptofan se
V lidském albuminu nachazi pouze jednou na pozici 214 v hydrofobnim misté subdomény
ITA, které odpovida SSI (Chen a Guo 2008). Tim mtizeme strukturu zkoumat selektivnéji
nez v piipad¢ absorpcni spektroskopie. Excitacni vinova délka byla zvolena, aby cilen¢
vybuzovala fluorescenci Trp-214, ktera nastava pii 295 nm. U nizSich vlnovych délek,
jak lze vidét v obrazku €. 10, dochazi k fluorescenci Trp i Tyr zbytkt (Shaklai 1984).
V obrazku ¢. 14a jsou uvedeny fluorescencni spektra glykovaného a neglykovaného
albuminu. Zavislost intenzity fluorescen¢nich maxim na koncentraci glukozy ve vzorcich

je uvedena v obrazku ¢. 14b.
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Obr. 14: a) Fluorescen¢ni spektra neglykovaného (K) a glykovaného (1, 2, 3, 4) lidského albuminu;
b) Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci glukézy ve vzorcich, svislé cary predstavuji
primér a SD ze tii méreni identického vzorku.

V téchto spektrech pozorujeme pokles intenzity fluorescence Trp-214
pfi vzristajici mife glykace albuminu. Pokles je dle Chen a Guo (2008) zpusoben
pfibliZenim jinych aminokyselinovych zbytki k tryptofanu, které zpisobuji jeho zhaseni.
Dale ve spektru pozorujeme gradudlni posun maxima intenzity fluorescence ke kratSim

vlnovym délkam, tedy z 350 nm na 342 nm, coz zna¢i zménu polarity v okoli —NH
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indolové skupiny Trp-214 (Deanna a kol. 2005) a zvySenou hydrofobicitu v této oblasti
(Chen a Guo 2008). Z tohoto divodu se ziejmé nebude jednat o zvySenou exponaci
zbytku do vodného prostiedi pro ktery je typicky spiSe cerveny posun.

Vysledky jsou ve shod¢ s pracemi Shaklai a kol. (1984) a Arif a kol. (2012).
Szkudlarek a kol. (2016) pokles intenzity fluorescence interpretovali jako zvétSovani
rigidity molekuly, avsak jini jako ¢astecné rozevieni molekuly v okoli Trp-214 (Deanna
a kol. 2005). V tomto piipadé s ohledem na modry posun ve spektru o¢ividné dochazi
k zanofovani Trp-214 do hydrofobni kapsy SSI a tim i poklesu intenzity fluorescence.

V blizkosti Trp-214 se vyskytuji aminokyseliny Lys-195, Lys-199 a Lys-212, z nichz
je 0 Lys-199 znamo, zZe podléha glykaci. Ztejmée tedy glykace pravé Lys-199, ktery je od
tryptofanového zbytku vzdilen 3,72 A, mlZe zpisobovat lokalni konformaéni zmény
Vv okoli Trp-214 (Deanna a kol. 2005).

5.4 Cirkularni dichroismus

Cirkularni dichroismus je metoda spektroskopie polarizovaného svétla vyuzivana ke
studiu sekundarni struktury proteinu. Spektrum bylo méteno, jak je popsano v kapitole 4,
v rozsahu 180-300 nm. V obrazku ¢. 15 uvadime pramér grafi z téchto tii méfeni, kde

1ze pozorovat zavislost elipticity na vinové délce v rozsahu 200-300 nm.
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Obr. 15: CD spektra neglykovaného (K) a glykovaného (1, 2, 3, 4) albuminu. Grafy jsou
zprimeérovany ze tri méreni identického vzorku.
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V CD spektru se objevuji minima pii 208 a 222 nm, jez jsou typické pro strukturu
a-Sroubovic. Zatimco tvar spektra ziistdvda neménny, s rostouci mirou glykace roste i
elipticita, coz znac¢i gradualni pokles zastoupeni a-Sroubovic. Pomoci vypoctl uvedenych
Vv praci Xu a kol. (2013) jsme stanovili procentudlni zastoupeni a-Sroubovic pii vinové
délce 208 nm, které uvadime v tabulce ¢. 4.

Tabulka 4: Zastoupeni a-Sroubovic v sekundarni struktute glykovaného lidského albuminu

Vzorek MRE [deg - cm? - mol ] Zastoupeni

a-helix
K -23858,5 68 %
1 -24741,5 72 %
2 -20489,0 57 %
3 -17663,3 47 %
4 -17283,9 40 %

Zastoupeni a-Sroubovic urcené pomoci rentgenové difrakéni analyzy je dle He a Carter
(1992) uvadéno jako 67%, coz zhruba odpovida nami zjisténé hodnoté kontrolniho
vzorku s 68% zastoupenim. Vysledky téchto vypoctl tedy povazujeme za relevantni.

Pfi inkubaci vzorku s koncentraci glukoézy 6,3 mmol - 171 pozorujeme mirny nérist
helicity a pii hyperglykemickych koncentracich dochazi k postupnému poklesu
a-Sroubovicovych struktur. V souladu s ostatnimi studiemi, které vyuzivaji CD spektra
pro studium glykovaného albuminu, pozorujeme zménu sekundarni struktury s rostouci
koncentraci glukézy v inkubovanych vzorcich. Napiiklad Barzegar a kol. (2007)
zaznamenali pokles zastoupeni a-Sroubovicové struktury pii inkubaci HSA s glukézou o
koncentraci 1 mg/ml a nartst pfi inkubaci s glukézou o koncentraci 5 mg/ml. Pokles
helicity prokézali i Sattarahmady a kol. (2008) pfi testovani vzorkd pfimo od pacientli

s diabetem.

5.5 Méfteni viskozity

Glykace muze iniciovat tvorbu proteinovych agregatd, jez byli uvedeny naptiklad ve
studiich Wei a kol. (2009) pfi tydenni inkubaci D-ribosy s BSA nebo Sattarahmady a kol.
(2008) pti 3tydenni inkubaci HSA s glukozou. Na zékladé téchto studii jsme se zabyvali
pfitomnosti agregatii v naSich vzorcich. Nejprve jsme zvolili metodu méteni viskozity
naSich vzorkil. Provadéli jsme méteni doby dopadu kulicky v kapilafe plnéné roztokem
vzorkli pomoci automatického viskozimetru s volbou teploty 25 °C, thlem sklonu 50° a

6 akumulaci méfeni, jak je popsano v postupu v kapitole 4.
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Predstava byla takova, ze agregaty budou mit vyssi hustotu, tim i viskozitu a
namétena doba dopadu kulicky bude také vyssi. Jak lze ale vidét v tabulce €. 5, variabilita
Castl byla nizké, a proto zde uvadime pouze vysledky doby dopadu kulicky pro vzorky
Kad4.

Tabulka 5: Doba dopadu kuli¢ky ve vzorcich méfena kulickovym viskozimetrem z Sesti
méfeni s SD.

Vzorek Doba dopadu [s]
K (15,960+0,006)
4 (16,92+0,09)

Vysledky vykazuji mirny nartist doby dopadu kuli¢ky u glykovanych vzorki
oproti neglykovanym. V publikaci Sattarahmady a kol. (2008) takto prométovali
viskozitu albuminu inkubovaného s 35 mM glukoézy po 0, 14, 21 a 28 dnech a pozorovali
velmi vyznamny narast dynamické viskozity 1 Stokesova prioméru. Stokestv primeér, jak
jej popisuji autofi Pabst a Gregorova (2007) je: ,.ekvivalentni prumeér odpovidajici
priumeéru koule se stejnou konecnou rychlosti klesani jako vybrana nepravidelna castice
pri lamindrnim toku v tekutiné stejné hustoty a viskozity* (str. 2). Stokestuv pramér
albuminu vypocitany z dynamické viskozity byl v této praci dvojnasobny.

Z nami ziskanych vysledki méteni doby dopadu kuli¢ky ve dvou rtiznych vzorcich
nelze vyvozovat jednoznacné zavéry o tvorb¢ agregat. Nasimi vysledky prezentujeme
zvyseni viskozity v disledku glykace, které je ale malo vyrazné. Pfesto si miZeme utvofit
pfedstavu o zméné struktury a timto podpofit zavéry o zvySujicim se priméru molekuly
pii glykaci albuminu. Pro studium pfitomnosti proteinovych agregatii v§ak musime zvolit

vhodnéjsi metodu, o které je pojednano v dalsi sekci.

5.6 Nativni PAGE

Pro jasnéj8i odpovéd’ na tvorbu agregatii ve vzorcich glykovaného albuminu jsme se
obratili k polyakrylamidové gelové elektroforéze v nativni form¢. Do jamek v gelu jsme
nanaseli 2 pg proteinu a vzorky doplnili 2 ul nandSeciho pufru obarveného
bromfenolovou modii. Elektroforéza probihala 20 minut pii 80 V a poté bylo napéti
zvy$eno na 120 V na 1 hodinu. Na obrazku ¢. 16 uvadime vyfoceny elektroforeticky gel

obarveny barvivem EZ Blue Staining Reagent.
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Obr. 16: Elektroforeticky gel nativniho albuminu (dréha K) a albuminu glykovaného
6,3 mmol - [ (draha 1); 13,0 mmol - [ (drdha 2); 25,7 mmol - I (draha 3);
51,3 mmol - ™ (draha 4) glukdzy a marker molekulové hmotnosti (draha M).

V obrazku ¢. 16 muzeme vidét, Ze s rostouci mirou glykace se vzorky v gelu vice
opozd’'uji, maji tedy mensi pohyblivost. Ze vzorce (6) plyne, Ze je elektroforeticka
pohyblivost pfimo Umérna ndboji a nepfimo Umérna viskozité prostiedi a poloméru
molekuly. Viskozitu prosttedi 1ze zanedbat, jelikoz ji povazujeme za homogenni.

Pro mensi pohyblivost vzorkli v nativni form¢ a tim splnéni rovnice (6) mohou
mit proteiny mensi naboj, vétsi polomér nebo oboji. Pfi obaleni proteinii detergentem
SDS by na poloméru molekul nezaviselo.

Zaroven si vSak lze vS§imnout zintenziviiovani prouzka v oblasti mezi 102 kDa a
150 kDa, kde se vyskytuji dimery albuminu o molekulové hmotnosti 133 kDa a dale
trimery s hmotnosti 199,5 kDa, coz prokazuje i graf v obrazku ¢. 17 zhotoven z

denzitometrického vyhodnoceni elektroforetického gelu.
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Obr. 17: Zastoupeni oligomert v zavislosti na koncentraci glukézy ve vzorcich albuminu.

Pokud by tedy dochazelo k ¢astecnému rozbaleni molekuly a exponaci
hydrofobnich ¢asti do vodného prostiedi, tvorba agregatti by byla jednou z moznosti, jak

strukturu termodynamicky stabilizovat.

35



6. ZAVER

V této bakalafské praci jsme se zabyvali vlivem neenzymatické glykace in vitro na
strukturu a vlastnosti lidského sérového albuminu. Glykaci jsme realizovali inkubaci
albuminu s riznymi koncentracemi glukozy, které odpovidaji hodnotam zvysené hladiny
cukru v krvi jako je tomu napiiklad u pacientt s diabetem. Inkubace probihala po dobu
jednoho tydne, ¢imz jsme dosahli faze tvorby Amadoriho produkti. U téchto produktt
jsme zaznamenali zmény v absorp¢nich a fluorescencnich spektrech, které naznacuji
jistou konformacni zménu v okoli aromatickych aminokyselinovych zbytkd, zejména
tyrosinu a tryptofanu. Zmény za pomoci prislusné literatury interpretujeme jako
rozbalovani molekuly albuminu pfi rostouci miie jeho glykace. Dale jsme provétili stav
sekundarni struktury glykovaného albuminu, kdy byl prokazan pocatecni nardst
a-§roubovicové struktury pii inkubaci s glukézou o koncentraci 6,3 mmol-1"! a
gradudlni pokles pfi dale rostouci koncentraci glukozy. Také jsme se pokouseli ovétit
pfitomnost bilkovinnych agregatii v glykovanych vzorcich skrze meéfeni viskozity
metodou padajici kuliCky. Méfeni neposkytovalo uspokojivé zavéry, a tak jsme zvolili
dopliujici techniku nativni polyakrylamidové gelové elektroforézy, ktera spolu s
denzitometrickym stanovenim intenzity prouzkli pfitomnost zminénych agregath
prokazuje. Souhrnnymi vysledky tak dokazujeme konformaéni zmény albuminu po
neenzymatické glykaci. ZajimavéjSich a statisticky vhodné&jSich vysledki bychom
dosahli, kdybychom méteni opakovali vzdy pro nékolik totozné ptipravenych vzorki. To
vSak z finan¢nich divodi u lidského albuminu nebylo mozné.

Mozny dopad téchto konformacnich zmén na funkci albuminu diskutujeme
Vv plném rozsahu v podkapitole 2.2.3. V naméfenych fluorescenénich spektrech
pozorujeme posun maxim ke krat§Sim vinovym délkam, za coz mulzZe byt zodpovédna
zvySena hydrofobicita prostiedi. Uz z téchto vysledku je jasné, ze dochazi k modifikaci
sil pusobicich v misté, které je dilezité pro ptenos 1é¢iv. Diky CD spekter jsme prokazali,
ze dochazi transformaci a-Sroubovic na jiné sekundarni struktury, coz mize zasadné
modifikovat strukturu kapes, kde se pfenasené latky vazou specificky. Z vysledka Ize
usoudit, ze strukturalni zmény ovliviiuji sSchopnost albuminu vazat a pienaset 1é¢iva nebo
malé metabolické latky jako je bilirubin. Glykaci také dochazi ke snizeni antioxidacni

schopnosti albuminu.
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