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1. Uvod

Vazba karbonylovych slougenin véetné redukujicich
cukril na volné aminoskupiny biomolekul pez katalytic-
kého pusobeni enzymil se nazyvad glykace (nebo starSim
vyrazem neenzymovd glykosylace). Tato reakce byla po-
prvé popsana Louisem Maillardem', ktery pozoroval hnéd-
nuti bilkovin pfi zahfivani s cukry. Po mnoho let byla tato
reakce zajimava pouze pro potravinaiské chemiky. V potra-
vinaiském primyslu se dnes bé&zné pouzivaji produkty
Maillardovy reakce jako je napf. sojovd omacka. Maillar-
dovy produkty jsou vsak také studovany z divodii mozné
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karcinogenity ,.,hnédych potravin“.

Vroce 1971 se zjistilo, glykace probihd v kazdém
zivémorganjsmulZejména ve stavech se zvySenou kon-
centraci cukril v krvi, jako je diabetes mellitus nebo galak-
tosemie. V prvnich studiich zabyvajicich se glykaci in vivo
byla studovdna glykace hemoglobinu a kolagenu. Byla
popsana existence aduktii téchto bilkovin s cukry?“. Brzy
bylazjigténa zvysend koncentrace t&chto aduktd v krvi di-
abetikil. Tyto prace posléze vedly k zavedeni nové klinické

metody’ pro sledovéni metabolismu diabetikil (stanovuje
J [ )

se koncentrace glykovaného hemoglobinu, tzv. HbA ).
Ceramiajeho kolegové®” predpokladali, Ze zvysend glyka-
L e N 0200 0 ‘Xl € Alalnelal-21 1:1
ce bilkovin muze vysvétlit nékteré diabetické komplikace
jako je katarakta, urychlend ateroskleréza? neuropatie.
Ndsledovalo velké mnoZstvi praci o modifikaci biologic-
kych molekul glukosou in vitro a in vivoS. Souvislost mezi
Maillardovou reakci a komplikacemi diabetu byla pro-
kézéana zjisténim, Ze fluorescen¢ni adukty krystallinti (bil-
kovin o¢ni ¢ofky) inkubovanych uréitou dobu s hexosami
maji stejnéfluorescenéni vlastnosti jako krystalliny izo-
lovanézcocekpostizenychgataraktou (zakal o¢ni dotky)?

Koncepce, ze Maillardova reakce mlze vysvétlit starnuti
r ]

starnuti, kterd je zaloZena na tomto faktuf%11,

2. Chemie glykace (Maillardovy reakce)

BJ

Maillardova reakce probihé ve tfech krocich. V analogii
s fetézovymi radikdlovymi reakcemi ji miZzeme rozdélit na
(obr. 1). Toto rozdéleni je
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Obr. 1. Schémaglykace
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Glukosa + Protein ——p —p Glukosa-protein

Obr. 2. Tvorba dimerit RNAsy v disledku glykace

uziteCné také z toho divodu, Ze reakce se biologicky pro-
jevuje na tiech tirovnich.
2.1.

Iniciace glykace - tvorba

Amadoriho produktt

Reakce je iniciovdna neenzymovou kondenzaci re-
dukujiciho cukru a aminu za vzniku nestabilni Schiffovy
baze. Ta podléha pfesmyku vedoucimu k vice stabilnimu
Amadoriho ¢i Heynsovu produktu (v zavislosti na tom,
jestli reagujici cukr je aldosa ¢i ketosa). Studium glykace
in vitro ukazalo, ze rychlost glykace je funkci rychlosti
anomerizace cukru (tzn. schopnosti existovat v linearni
formé, kterd je vice reaktivni)!2. Diky tomu reaktivita cukrii
roste v této fadé: glukosa < mannosa < galaktosa < xylosa
< fruktosa < arabinosa < ribosa < 2-deoxy-D-ribosa. Re-
akeni rychlost je také nepiimo iimérna poctu atomti uhliku
v molekule cukru. Proto je nejnizsi pro hexosy a nejvyssi
pro triosy (napr. glyceraldehyd). Fosforylované cukry jsou

Moewr

mnohem reakti vnéjs$i nez jejich nefosforylované protéjsky.

2.2. Propagace -
Amadoriho

degradace
produktd

Amadoriho produkty se bud’ nevratné oxiduji (vznika
N-karboxymethylalkylamin)!3 nebo dojde k rozkladu na
ptvodni amin a 1-, 3-, nebo 4-deoxyglukoson. Pfi vy$$im
pH Amadoriho produkty enolizuji v pozici mezi druhym
a tfetim uhlikem a eliminuji amin z prvniho uhliku za
vzniku [-deoxyglukosonu (1-DG). Pfi niz§im pH se ke-
toaminy presmykuji a enolizuji v pozici mezi prvnim a dru-
hym uhlikem za vzniku 3-deoxyglukosonii (3-DG). Nékte-
ré diketony touto cestou tvofi 4-deoxyglukosony (4-DG).
Deoxyglukosony jsou velmi reaktivni slouceniny, které
opét reaguji s volnou aminoskupinou a tim propaguji Mail-
lardovu reakci a zptisobuji tak nevratné molekularni zmény
proteinli tvorbou heterocyklickych produktii a inter- a in-
tramolekuldrnich mastka"''*'".

N

— Protein-protein

Protein

2.3. Terminace - tvorba AGEs

Reakcemi deoxyglukosoni mohou vznikat 1itky jako
jsou furfuralaldehyd, reduktony nebo pyranony. S aminy
deoxyglukosony reaguji za vzniku pyrroldi, pyrrolinont
a pyrrolinon reduktoni!!. Tyto produkty Maillardovy re-
akce absorbuji v UV oblasti a vétSinou jsou bezbarvé.
Mohou vsak dale reagovat s aminy a dalSimi karbony-
lovymi slouceninami na hnédé, fiuoreskujici slouceniny,
jejichz struktura je zatim malo zndma. Tyto koncové pro-
dukty jsou termodynamicky stabilni a tim terminuji Mail-
lardovu reakci. Obecné jsou nazyvany koncovymi pro-
dukty glykace (Advanced Glycation End Products, AGEs).

3. Reakceglukosy s peptidy 4 proteiny
in vitro

Ve snaze vysvétlit molekularni podstatu komplikaci
doprovazejicich diabetes byla vénovdna velkd pozornost
reakci glukosy s peptidy a proteiny in vitro.

Prvni diikaz tvorby Amadoriho produkti na hemoglo-

binu byl publikovan v praci Koeniga a kol.'0. V této praci
autofi ukazali pomoci 'H-NMR spektroskopie strukturni
identitu mezi 1-deoxyfruktosyl- valylhistidinem izolova-
nym z B fetézce glykovaného hemoglobinu HbA;- a syn-
tetickym Amadoriho produktem valylhistidinu. Také bylo
zjisténo, ze Amadoriho produkty vznikaji pifi reakci glycer-
aldehydu s hemoglobinem S, pricemz glyceraldehyd byl
povazovan za potencidlni Cinidlo proti srpkovité ané-
mii'7v'8,

I kdyz problematice chemie a biologie Amadoriho pro-
dukti vazanych na bilkoviny byla vénovana velka pozor-
nost, praci zabyvajicich se studiem presné struktury prote-
inovych AGEs je pomé&rné malo. Pongor a kol.!? inku-
bovali poly-L-lysin a hovézi sérovy albumin s glukosou po
dobu 28 dni. Pozorovali zna¢né zvySeni absorbance a fluo-
rescence (maximum excitace 370 nm, maximum emise
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440 nm). Polypetid byl poté kysele hydrolyzovan a po
vysuseni alkalizovan hydroxidem amonnym. Vznikla tma-
v& Zluté slouéenina byla rozpusténa v chloroformu. Slou-
¢enina byla identifikovana jako furoylimidazol. Dalsi stu-
dium ukdzalo, Ze tato sloucenina vznikla kondenzaci kysele
hydrolyzovaného Amadoriho produktu s volnym amonia-
kem a furylglyoxalem, ktery se uvolnil z glykované bilko-
viny. Inkubace polylysinu s glukosou pfi teploté 37 °C ve

M\ vy

jejich pK,. Nizsi hodnota pK, a tim vys§i nukleofilita
urychluje tvorbu Schiffovy baze. Ale ukazuje se, Ze i dalsi
faktory vyznamné ovliviuji distribuci Amadoriho produk-
th na molekule bilkoviny. Okolni aminokyselinové zbytky
ovliviiuji kinetiku Amadoriho pfesmyku Schiffovy bédze
v kazdém misté, kde dochézi ke glykaci®.

Tabulka I

fosfatovém pufru (pH 7,4) vedla ke znacnému zvySeniFaktory ovliviiujici kinetiku a misto glykace bilkovin

fluorescence a polymerace polylysinu®. Inkubace glyko-
vaného polymeru v pfitomnosti [*H]-L-lysinu mgla za na-
sledek, Ze lysin byl rychle inkorporovan do glykovaného
polylysinu s ndslednym uvolnénim fluoreskujici nizko-
molekularni slouc¢eniny. Struktura fluoreskujici slou¢eniny
zGstala neobjasnéna.

Schopnost glukosy sifovat bilkoviny a ovliviiovat tak
jejich biologickou funkci byla detailné studovéna v préici
Ebla a kol.2). Jako modelové bilkovina byla pouZita ri-
bonukleasa (RNasa). Analyza glykovaného proteinu po-
moci elektroforézy v polyakryl-amidovém gelu v pfitom-
nosti dodecylsulfatu sodného ukdzala tvorbu dimerti a tn-
mertl, zdavislou na dobé glykace. Pdlymerace byla reakée
prvniho fddu vzhledem ke Koncentraci ‘ghikdsy, alé-byld
také priblizné reakci prvniho fadu vzhledem ke koncentraci

bilkoviny. Tyto vysledky naznacuji, ze reakce probihd po-
dfe schématu na obr: 2! V’dalsich pracich bylh studovdna
struktura mustk(. Vysledky 13C-NMR spektroskopie uka-
zali, e sejednd o pyranosovou strukturu®2.

Struktura koncovych produkti glykace je stale nejasna.
Byla popsana fada slouéenin vzniklych glykaci modelo-
vych systémil. Tyto AGEs pak byly pouZity pro piipravu
protilatek, které umoznily detekci AGEs in vivo. PriCina
nevelkého pokroku ve studiu struktury AGEs bilkovin spo-
¢iva ve slozitosti koncovych produkti glykace, v jejich
labilité vici kyselé hydrolyze, v malém vytézku Maillar-
dovy reakce a ve vzniku mnoZzstvi artefakti béhem kyselé
hydrolyzy, ktera je nezbytnym krokem k jejich izolaci™.

4. Glykace bilkovin in vivo

4.1.Vliv struktury proteinu
na specifitu glykace

Nekteré aminoskupiny proteinu jsou vice reaktivni nez
jiné. Faktory ovliviiujici kinetiku a misto glykace bilkovin
jsou uvedeny v tabulce 1.

Velky vliv na reaktivitu o-aminoskupin proteinu méa

.1 Viivystruknupjjoteinu
— plaminoskupiny
- okolni funk¢ni skupiny

2 Mistavdzajligandy
— mistavézajicfionty pufru
— allosterickdaaktivnicentra
* pro difosfoglycerat
* pro fosforylované meziprodukty
- vazebnd mista pro aniontové ligandy
* pro glykosoaminoglykany
* promastné kyseliny
-vazebnd mista pro jiné ligandy
* pro kationty

* pro farmaka

r
3. Interakce na dlouhé vzddlenosti

~ ligandemy, 3,kovang 2llosterické efekty
solné mustky a vodikové vazby

4.2. Glykace , dlouhoZijicich” bilkovin
Krystalliny (bilkoviny o¢ni ¢ocky) jsou extrémné
,dlouho Zijici" bilkoviny, které se béhem zivota témér
viibec neobméfiuji. Proto mohou byt glykaci silng zasa-
zeny. U diabetickych pacientll byla prokdzdna zvySena
glykace téchto bilkovin®™-*. Glykace krystallint se také
zvySuje béhem starnuti organismu.
Glykace ma vliv na tvorbu agregdtd krystallinti va-
zanych disulfidickymi mastky™, pric¢emz 95 % agregitt
mohlo byt tipIng disociovdno pomoci B-merkaptoethanolu.
Také bylo zjisténo, Ze glykace ovliviiuje i tvorbu nekova-
lentné vazanych agregiatii. Koncentrace glykovanych krys-
tallini v CoCkach postizenych senilni kataraktou (zakaleni
CoCky v disledku starnuti) byla pfiblizné€ polovi¢ni vzhle-
dem ke koncentraci v ¢oCkach zakalenych diabetickou ka-
taraktou. Nicméné koncentrace agregitl vazanych disul-
fidickymi mustky byla stejnd u obou typti katarakty. Z toho
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plyne, ze glykace nebude jedinou priCinou senilni kata-
rakty. Vysledky této studie ukazuji, ze glykace krystallint
ma znaény vliv na tvorbu agregatii vazanych disulfidickymi
mustky, a tim muze prispivat ke vzniku katarakty.

Jinym typem ,,dlouho Zijicich" bilkovin jsou kolageny.
Uz nizka koncentrace produkti glykace zpusobuje fyzi-
kélni zmény kolagend. Glykace bazalni glomeruldrni mem-
brany byla celkem podrobné zkouména v praci Cohena
a kol.”. Bazalni membréna tvofi tieti vrstvu glomeruldr-
niho filtru®™. Vliv glykace na bazélni glomeruldrni mem-
branu je mnohem silngj§i nez na vldkna kolagenu. Byly
pozorovany jasné zmény pruznosti a permeability kapilar.
Glykovany kolagen typu IV bazdlni membrany mél nékoli-
kanésobné redukovanou afinitu vii¢i fibronektinu a heparan
sulfatu. Tyto protein-protein interakce maji zasadni
vyznam pro optimalni filtraéni ¢innost bazalni membrany.
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Obr. 3. Pentosidin navdzany na peptidovy fetézec
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Tento jev mize vysvétlit ztenceni bazdlni membrany u dlou-
hodobého diabetu mellitu. To pak zptsobuje diabetickou
mikroangiopatii nasledovanou selhdnim ledvin

V praci Sella a Monniera3® byl pomoci 'H-NMR
a hmotnostni spektroskopie identifikovan fluorofor, ktery
se nazyva pentosidin. Tento fluorofor byl izolovdn z ko-
lagenu tvrdé mozkomisni pleny starych lidi. Pentosidin
vznikd reakci Amadoriho produktu pentos s argininovym
zbytkem (obr. 3).

Dalsi charakteristickou komplikaci diabetu je periferni
neuropatie, 31,
Mpyelin je béhem diabetu silné glykovan. ZvySena propust-
nost endoneurélnich kapildr vii¢i bilkovinam krevni plaz-
my zpusobuje pronikdni téchto bilkovin do perifernich

nervii. To pak vede k poskozeni této tkdné”.

projevujici se segmentdlni demyelinaci-

5. Glykace a oxida¢ni procesy

5.1.Autooxidace

Vsechny c-hydroxyaldehydy podléhaji oxidaci (auto-
oxidaci) za katalyzy pfechodnych kovi”. Tato oxidace
vede ke vzniku reaktivnich ketoaldehydti, peroxidu vodiku
a reaktivnich meziproduktii jako jsou hydroxylové radikaly
(obr. 4).

Wolffa Dean™ ve své praci studovali piispévek auto-
oxidace glukosy na modifikaci hovéziho sérového albu-

minu (BSA). Autofi ukazali, ze autooxidace glukosy pfi-

OH O O-,

R_CH C—C‘——H

Enediol radikdl anion

o - 0,
0,- °
OH O O
LW
R—CH-C—C—H
Dikarbonylové sloucenina
HO,.
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spiva k tvorbé koncovych produkti glykace. Autooxidace
glukosy in vitro produkuje H,O, a ketoaldehydy. Tvorba

baze, tak Amadoriho produkty mohou produkovat volné
radikaly. Volné radikaly nejen zptisobovaly fragmentaci

ketoaldehydi byla sniZena piitomnosti chelata¢niho ¢inidla glyko vanych bilkovin, ale b&hem této oxidaéni fragmen-

DETAPAC (kyselina diethylentriaminopentaoctova). To
naznacuje, ze tato reakce je katalyzovdna kovy pfechodné
valence. Nicméng dalsi pfidani Cu?t nemé&lo Zadny vliv na
prubéh reakce.

Tento rozpor se da vysvétlit tim, ze v reakéni smési je
velmi mald koncentrace autooxidovatelného enediolu. Dal-
§i pfidani kovu tudiz nemuize ovlivnit rychlost reakce.
Stejny efekt byl pozorovan také u autooxidace glyceralde-
hydu®.

DETAPAC pfitomnd v reakéni smési snizuje vazbu
glukosy na BSA. Ani v tomto piipadé vSak dalsi pridani
Cu?* nezvyduje vazbu glukosy na BSA. Tyto vysledky
ukazuji na to, Ze produkty autooxidace glukosy pfispivaji
k vazbé glukosy na protein a k tvorbé chromoforti a fluoro-
for (koncovych produktd glykace).

Béhem autooxidace vznika peroxid vodiku a volné ra-
dikédly. Ty mohou oxidovat nékteré aminokyselinové zbyt-
ky a ptispivat tak ke konformacnim a fluorescenénim zmé-
nam bilkoviny, nebo Kk jeji fragmentaci. Autooxida¢ni pro-
cesy spojené s glykaci tak mohou hrat vyznamnou roli
v oxidativnim stresu34:35,

Je stéle otazkou, do jaké miry se pri glykaci uplatiiuje
Amadoriho pfesmyk ¢i autooxidace monosacharidi na
vzniku dikarbonylovych slouc¢enin. Tvorba volnych radi-

tace dochazelo k dalsi produkci radikalti. To bylo do-
kumentovano iniciaci peroxidace lipidd v pfitomnosti gly-
kovanych bilkovin. K stejnému zdvéru dospél i Sakurai
a kol.”, ktefi ve své prci iniciovali peroxidaci lipidt gly-
kovanym polylysinem v piitomnosti Fe>* a ADP.

Je ziejmé, Ze mezi glykaci a produkci volnych radikald
existuje jasnd souvislost. Ukazuje se pfitom, Ze rychlost
Maillardovy reakce a akumulace AGEs je urychlovana
volnymi radikaly. Rigordzni dikaz této hypotézy zatim
nebyl publikovan, ale existuji uréité ndznaky podporujici
tuto myslenku. Napf. u krys s diabetem indukovanym strep-
tozotocinem se zvySend glykace projevi kolem 18. tydne
zivota. Vysoké davky vitaminu E podavané témto krysam
potlaéi zvyseni glykace hemoglobinu®'. To naznaduje, Ze
antioxidanty jsou schopné inhibovat glykaci a Ze volné
radikdly v nepfitomnosti antioxidantd urychluji glykaci
a akumulaci AGEs.

5.3. Volnoradikdlovad-glykacni
teorie stdrnuti

Tato teorie starnuti je zaloZzena na hypotéze, Ze starnuti

organismu je zptsobeno kombinaci poskozeni iniciova-
nych volnymi radikaly a Maillardovou reakci. Toto propo-

k4l a reaktivnich forem kysliku béhem glykace vSak byla jeni odstratiuje nedostatky glykac¢ni teorie starnuti, napf. jak

jednozna¢né prokazéana™"”’. Hunt a kol.*® ukézali, Ze sa-
motnd glukosa, nebo glykované LDL indukuji lipoperoxi-
daci lipidové ¢asti LDL a fosfolipidovych liposomti in vitro
pii koncentracich glukosy odpovidajici hyperglykémii in

miize zanedbatelné nizk4 intraceluldrni koncentrace gluko-
sy zpasobovat takova intraceluldrni poskozeni, ktera jsou
pozorovana béhem starnuti. Na druhé strané doplnéni vol-
noradikalové teorie Maillardovou reakci pomtize vysvétlit

vivo. Reakce byla urychlena piidavkem Cu?* a inhibovdna nékteré problémy této teorie, napt. zhorseni rendlnich a kar-

pfitomnosti chelata¢niho ¢inidla. To ukazuje na volno-
radikdlovy mechanismus této reakce.

SE2  @xidiating
Amadoriho

degradace
produkti

Volné radikdly mohou byt produkovany nejen autooxi-
daci volnych hydroxyaldehydti, ale také oxidaci Amado-
riho produkti®. V této prici byla studovdna produkce
superoxidového anionradikdlu (Qj") ve vzorcich glyko-
vanych a neglykovanych bilkovin. Ve vzorcich glykova-
nych bilkovin byla produkce superoxidového anionradi-
kdlu 50 krat vétsi nez u vzork(l obsahujicich neglykované
bilkoviny. Autofi pouzitim fenyl-t-butylnitronu jako spi-
nové pasti (spin trap) pomoci ESR ukazali, Ze jak Schiffovy

diovaskuldrnich funkcis vékem, které nelze vysvétlit pouze
volnoradikalovou teorii. MoZné propojeni* mezi volnymi
radikély a glykacije zndzornéno na obr. 5.

5.4. Enzymova generace elektronové
excitovanych stavl
Neékteré enzymy Katalyzuji reakce produkujici elek-
tronové excitované slouCeniny. Piikladem takového en-
zymu je kfenova peroxidasa (HRP, EC 1.11.17). Kfenova
peroxidasa miZe napf. katalyzovat oxidaci 2-methylpro-
panalu za vzniku tripletového acetonu®. Excitaén{ energie
produkti pak mize indukovat tvorbu volnych radikald
a reaktivnich forem kysliku®. Bylo zji§téno, ze HRP kata-
lyzuje oxidaci alifatickych Schiffovych bazi doprovdzenou

563



WIA e} mazoysod
nsowsndoid JuAgo Augurz -
UNS YORIASO JUSqe|SIZ -
JUIR MazONR0q
nua3e[oy nezoysod
uasky YosA03PINU JUSZ0X$0d
JUPUOYQ0IMI [U3Z0}30d
DPHIPeL DRARIAYOAA S0BATIRU]
UIAON[q 3ovIAWAI0g

ﬂ

SHOV

pnwig)s nsadead A 20ey4(3 v nieyIpes YyoLujoA 30)BIIUI JUZON 'S 190

‘nsoudoyos upereda guazawo
‘eURIGO PUIUNG B [UJLPIXONIUR BUGR[SQ

rl e~

jueprxonue juediogk
o__uu_.“....nmw..c i ol i +— ; m.m_;owuﬁ_ H-H“Mwoxwow
udungq ‘AMNYI[OUWOINBUW IUIUINUZOJ Sakiaians KRR
JLIpUOYOOII [USZOYS0q
L\ unjasky YoAAospInu JuaZoy$oq
WINUIE)S JUBJOALA
0yunjsAp e £qoioy)

Aeyiper 2ujoa Hnynpoid AUIAGH[Iq QUBAOYAID

pinpoxd oyuopewry g

»  XATYMIAVH INTOA

20eNA[3 ussfAZ ‘NUBPIXOTIUR 22RIIUDUOY TUZIUS ‘AfeyIpel sujoa odiuedio ‘npidi] soeprxoiad

378 BAORIYOS

I

(ApAyspreAxo1pAy-ejie
suil oqau) esoynj

D M<OM®

nuidnys 035 ogau op[e
‘AxospAy-gj[e yowinyesqo UILARNO[S 2LPIX0OINY k1ko08ed 9  eYHOIQOUSY
hEOm_.xOuum 5 ; nhumﬁu.m.wm e
0svd v Auenjoq ¢
SUIPUOYOONN “¢ Apionsaq ¢
ngqIoyse ‘ 1deu ‘uIuanols AseprxQ T uozp ‘g
Q0BALINE BUBOAAA ATENIpEI TWIAUJOA hEmuOumoEom & | umxcuonh: 1

dlorpz muadopuy  sfoipz uueSoxy

564



Rl RI

| | )
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|

Schiffova bize

Obr. 6. Oxidace Schiffovy baze za katalyzy HRP

Tabulka II
Relativni reaktivita vybranych redukujicich cukri

Redukujici cukr

Relativni rychlost tvorby

Schiffovy baze AGEs
2-Deoxy-D-ribosa - 217
D-Ribosa 16,6 129
2-Deoxy-D-glukosa = 26
D-Arabinosa - 16,4
D-Fruktosa 7,5 -
D-Xylosa 4.8 7
D-Galaktosa 4.6 4,6
D-Mannosa 5,3 3
D-Glukosa 1 1

o 45 Selowe, ' o
chemiluminiscenci™ (obr. 6). Excitaéni energie produktd
této enzymove katalyzované oxidace mize prispivat koxi-
dacnim procestim, které jsou spojeny s glykaci.

6. Inhibice glykace

6.1. Nizkd reaktivita glukosy

Zékladni obranou organismu proti Maillardové reakci
je to, Ze jako metabolicky zdroj energie byla evoluci vy-
brana glukosa. V porovndni s jinymi cukry a hydroxyalde-
hydy je nejméné reaktivni (tab. IT). U zdravého clovéka je
koncentrace reaktivnich cukrli a aldehydi v buikich
i v plazmé nizkd. Kromé& glukosy je koncentrace karbony-
lovych slou¢enin v plazmeé silné zavisld na ¢innosti jater
a ledvin. Buniky i plazma kromé toho také obsahuji velké
mnozstvi volnych nizkomolekuldrnich amind, které soutézi
s proteiny pii reakci s glukosou a tak ptsobijako fyzio-
logické inhibitory glykace®.

PIU
EL
O R R—C=0

+

HRP

== HCONHR,

6.2.0xidace Amadoriho produkti

Amadoriho produkty mohou byt oxidovany. Jako
vysledek oxidace Amadoriho produktli byl identifikovan
N-karboxymethyllysin (CML)13. Tato degradace zpiiso-
buje zménu povrchového nédboje bilkovin (proteiny ztraceji
kladny naboj a ziskavaji negativni ndboj). Jelikoz tyto
zmeény jsounevratné, mohou mit vliv na biologickou funkci
bilkovin. Nicméné degradace Amadoriho produktli zne-
moZituje tvorbu AGEs a polymeraci bilkovin*. CML byl
zjistén v lidské moci a v hydrolyzatu bilkovin lidské o¢ni
¢ocky"”. To naznaduje, Ze oxidaéni degradace Amadoriho
produktti na CML probiha in vivo.

6. 3. Pfitomnost sloudenin

reagujicichs meziprodukty
Maillardovy reakce

Brownlee a kol." ve své praci ukézali, Ze aminoguani-
din mazélokovat tvorbu AGEs a zesilovani proteinti jak
vmodelovych systémech in yirro, tak i u kolagenu dia-
betickych mysi. Zjistili, Z¢ aminoguanidin reaguje pfed-
nostné s deoxyglukosony, které propaguji Maillardovu re-
akci. Pfitomnost aminoguanidinu v reakéni smési tak za-
brani vzniku AGEs.
Dalsimi inhibitory glykace jsou ibuprofen a kyselina
acetylsalicylova. U téchto latek byly prokdzany antika-
taraktové Géinky™.

6.4. Enzymovd deaktivace
meziproduktd Maillardovy reakce

Jatern{ enzym o-ketoglutaraldehydrogenasa miize v pri-
tomnosti NADH odbourévat 3-deoxyglukosony. Znamené to,
ze meziprodukty Maillardovy reakce mohou byt enzymové
degradovany.
Neékteré koncové produkty glykace (AGEs) maji cyto-
toxické a mutagenni schopnosti, které mohou byt spojeny

s aktivaci® prosttednictvim cytochromu P-450.
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Obr. 8. Schéma fosfatidylcholinu (PC) a fosfatidylethanol-
aminu (PE)

OH

Enzymy S$tépici Amadoriho produkty u ¢lovéka zatim
nebyly nalezeny. Bylo vsak zjiSténo, Ze bakterie stfevni fléry
obsahuji enzymy, které metabolizuji Amadoriho produkty®.
6.5. Odstrafiovani molekul
modifikovanych Maillardovou
reakci, zprostfedkované bunkami

Makrofagy maji schopnost odstraiiovat molekuly nebo
buiiky, které jsou modifikované AGEs "1, Nikteré buiiky
totiz maji specifické receptory rozpoznavajici modifikované
bilkoviny, a tim zabratiuji hromadéni AGE-bilkovin. Tyto re-
ceptory byly také nalezeny na povrchu endotelidlnich bunék!.
6.6.Chemickd degradace koncovych
produktid glykace

Vasan a kol.* navrhli novou slouéeninu, kter4 je schop-
na §tépit glukosové miistky zptisobujici zesif ovani bilkovin
jak in vitro tak in vivo. Jedna se o N-fenacylthiazolium
bromid (PTB) (obr. 7).

7. Glykace fosfolipidu

Praci zabyvajicich se neenzymovou glykosylaci fosfo-
lipidd bylo zatim publikovano velmi malo. Mezi prvni
publikace v této oblasti patf{ sdéleni Bucaly a kol.”. V této
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Obr. 9. Iniciace peroxidace lipidii podle Hickse a kol.™

praci byla studovdna reakce glukosy s fosfatidylethanol-
aminem (PE), fosfolipidem s volnou aminoskupinou (obr. 8).
Bylo zjisté€no, ze reakce glukosy s PE vede ke vzniku AGEs
vazanych na lipidy. Tvorba AGEs byla sledovana prostied-
nictvim zmén absorpce, fluorescence a imunochemickych
vlastnosti. Glykace lipidli byla doprovazena vyraznou oxi-
daci fosfolipidovych zbytkil nenasycenych mastnych ky-
selin. Rychlost tvorby AGEs (detegovand pomoci imu-
nologické metody ELIS A s protildtkami proti proteinovym
AGEs) byla srovnatelna s rychlosti oxidace fosfolipidil
a rustem intenzity fluorescence. Glykace jiného fosfoli-
pidu, fosfatidylcholinu (PC), nevedla k tvorbé AGEs ani
k lipoperoxidaci. PC ma4 totiz aminoskupinu blokovanou
tfemi methylovymi zbytky (obr. 8), takze nemiiZe reagovat
s glukosou.

Glykacni pokusy byly provddény se suspenzi fosfo-
lipidd a s LDL (LDL byly izolovany z krve zdravych
a diabetickych subjektl). Pii glykaci LDL in vitro bylo
zjisténo, ze tvorba lipidovych AGEs probihala rychleji nez
tvorba apoproteinovych AGEs. Soubézné s tim byly lipo-
proteinové lipidy silné oxidovany. Jestlize byl do inkubaéni
smési prfiddin aminoguanidin, doslo k inhibici glykace li-
pidli i apoproteind. Zirovenn byla inhibovdna i oxidace
lipidd a vznik glykofluoroforti. Lipidy LDL izolované
z diabetikil vykazovaly signifikantné vys$i stupenn oxidace
nez tomu bylo u LDL zdravych lidi a méli 4x vétsi obsah
lipidovych AGEs. Z toho vyplyva, Ze ke glykaci fosfolipidt
dochazi in vivo. Pomér mezi stupném oxidace lipidQ
a mnozstvim AGEs (tzn. drovni glykace) byla podobna
jako u pokusti provadénych na LDL in vitro.
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Oxidace lipidové slozky LDL hraje tstiedni roli v pa-
togenezi aterosklerézy. Nicméné procesy iniciujici oxidaci
lipidG in vivo jsou zatim velmi mélo znidmy. Autofi®
predpokladaji, ze oxidace indukovana glykaci by mohla
vysvétlit vznik oxida¢nich procesli in vivo. Otézkou zl-
stavd mechanismus tvorby volnych radikald béhem gly-
kace. Bucala a kol.” se domnivaji, Ze k tvorbé volnych
radikali dochézi zejména v pozdni fizi Maillardovy reakce
pii vzniku AGEs, ktery je doprovazen fadou intra- a inter-
molekularnich presmykli a oxida¢né-redukénich reakci.
Moznost iniciace peroxidace lipidil prostfednictvim auto-
oxidace glukosy povazuji za druhotradou.

Jiny mechanismus iniciace a propagace peroxidace li-
pidti glykaci byl navrzen v praci Hickse a kol.”. Autofi
predpokladaji, ze hydroperoxidy lipidd reaguji s enol for-
mou glukosy (obr. 9a). Rychlost tohoto procesu je zavisla
na rychlosti enolizace glukosy. Hydroperoxidy lipidt (kte-
ré jsou v malém mnozstvi normalné pfitomny napi. v bio-
logickych membrdnidch) mohou vSak reagovat i s enol
formou Amadoriho produktu (obr. 9b). To znamend, Ze
Amadoriho produkty se mohou podilet na iniciaci a propa-
gaci peroxidace lipidu.

Dalsi dikaz o glykaci fosfolipidi in vivo podal Pam-
plona a kol.”. Pomoci HPLC a GC/MS technik izolovali
z membranovych fosfolipidi jaternich bunék diabetickych
krys derivat Amadoriho produktu. Jednalo se konkrétné
o tzv. 5S-HMF (5-(hydroxymethyl)-2-furfuraldehyd). Tato
latka se ziskd kyselou hydrolyzou Amadoriho produktu.

Z téchto praci vyplyvd, ze ke glykaci aminofosfolipidt
in vivo dochazi. Tento proces indukuje peroxidaci zbytkd



nenasycenych mastnych kyselin fosfolipidd. Z tohoto dui-
vodu miiZe mit glykace fosfolipidti in vivo vliv na lipid-lipi-
dové a lipid-proteinové interakce v biologickych mem-
brandch a ovliviiovat tak biologické funkcebiomembran3.

8. Zavér

Vysledky poslednich let ukdzaly, Ze proces glykace,
probihajici v organismech, ma pro patogenezi rtiznych
onemocnéni vétsi vyznam, nez se z pocatku piedpokladalo.
Zejména t€snd souvislost mezi glykaci a oxida¢nimy pro-
cesy, ktera vedla i k zavedeni pojmu glykooxidace, a dii-
leZitost tzv. koncovych produktl glykace (AGEs) ptinasi
nové podnéty k vyzkumu. Vedle bilkovin, které jsou v sou-
vislosti s glykaci studovany jiz fadu let, se v posledni dobé
objevily fosfolipidy bunéénych membran jako dal$i mozny
substrat glykaci.

Ukolem tohoto pfehledného referdtu je ukdzat na di-
lezitost glykaci bilkovin a biologickych membran, na jejich
souvislost s oxida¢nimi procesy, vcetné tulohy volnych
radikald a na dusledky glykaci pro vznik onemocnéni.
Uvedené moznosti inhibice glykace pak naznacuji sméry
pri hleddni moZné terapie.
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T. Obsil and Z. Pavli¢ek (Department of Physical and
Macromolecular Chemistry, Faculty of Science, Charles
University, Prague): Glycation of Proteins and Phospho-

lipids: Maillard Reaction in vivo

Glycation of proteins is extensively studied in living
processes, especially with respect to various pathological
states. Recently, the following new features in glycation
reaction were discovered: A close connection between gly-
cation and oxidation process, important role of free ra-
dicals, and importance of phospholipids as glycation sub-
strates. The review summarizes the current knowledge of
glycations in living organism, including various types of
their inhibition and thus the potential therapy.
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