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GLYKACE PROTEINŮ A FOSFOLIPIDŮ: MAILLARDOVA REAKCE IN VIVO

TOMÁŠ OBŠIL a ZDENĚK PAVLÍČEK 1. Úvod

Katedra fyzikální a makromolekulami chemie, Přírodově- Vazba karbonylových sloučenin včetně redukujících
deckáfakulta, Karlova univerzita, Hlavová 8/2030,12840 c u k r ů n a v ° l n é aminoskupiny biomolekul bez katalytic-
Praha 2 kého působení enzymů se nazývá glykace (nebo starším

výrazem neenzymová glykosylace). Tato reakce byla po-
D "1 dn 20 III997 prvé popsána Louisem Maillardem1, který pozoroval hněd-

nutí bílkovin při zahřívání s cukry. Po mnoho let byla tato
reakce zajímavá pouze pro potravinářské chemiky. V potra-

„ , , vinařském průmyslu se dnes běžně používají produkty
Maillardovy reakce jako je např. sojová omáčka. Maillar-
dovy produkty jsou však také studovány z důvodů možné

1. Úvod , , „ ,, , „ , 7

karcinogemty „hnědých potravin^.
2 . Chemie glykace (Maillardovy reakce) v r o c e , 9 ? , s e ^ ^ f c g l y k a c e p r o b f h á y k a ž d é m

2.1. Iniciace glykace - tvorba Amadoriho produktů ž i v é m o r g a n i s m u 3 . Zejména ve stavech se zvýšenou kon-
2.2. Propagace - degradace Amadoriho produktů centrací cukrů v krvi, jako je diabetes mellitus nebo galak-
2.3. Terminace - tvorba AGEs tosemie. V prvních studiích zabývajících se glykací in vivo

3. Reakce glukosy s peptidy a proteiny in vitro byla studována glykace hemoglobinu a kolagenu. Byla
4. Glykace bílkovin in vivo popsána existence aduktů těchto bílkovin s cukry34. Brzy

4.1. Vliv struktury proteinu na specifitu glykace b y l a zjištěna zvýšená koncentrace těchto aduktů v krvi di-
4.2. Glykace „dlouho žijících" bílkovin abetiků. Tyto práce posléze vedly k zavedení nové klinické

. _,, , . , v - metody5 pro sledování metabolismu diabetiků (stanovuje
5. Glykace a oxidační procesy J r J

se koncentrace glykovaného hemoglobinu, tzv. HbAJC).
Cerami a jeho kolegové6'7 předpokládali, že zvýšená glyka-

5.2. Oxidační degradace Amadoriho produktů ,,,. .„ ..... x. . , . . . - . . , . , ,.,
0 ce bílkovin muže vysvětlit některé diabeticke komplikace

5.3. Volnoradikálová-glykační teorie stárnutí j a k o j e k a t a r a k t a > u r y c h i e n a ateroskleróza a neuropatie.
5.4. Enzymová generace elektronově Následovalo velké množství prací o modifikaci biologic-

excitovaných stavů kých molekul glukosou in vitro a in vivos. Souvislost mezi
6. Inhibice glykace Maillardovou reakcí a komplikacemi diabetů byla pro-

6.1. Nízká reaktivita glukosy kázána zjištěním, že fluorescenční adukty krystallinů (bíl-
6.2. Oxidace Amadoriho produktů kovin oční čočky) inkubovaných určitou dobu s hexosami
6.3. Přítomnost sloučenin reagujících m a J f s t e J n é fluorescenční vlastnosti jako krystalliny izo-

s meziprodukty Maillardovy reakce l o v a n é z č o č e k Postižených kataraktou (zákal oční čočky)9

, . „ . , tA. , , . , Koncepce, že Maillardova reakce může vysvětlit stárnutí
6.4. Enzymová deaktivace meziproduktu r '

„dlouho-žijících" molekul vedla k formulaci nové teorie
Maillardovy reakce , , , , , „ , ,

stárnutí, která je založena na tomto faktu iU'".
6.5. Odstraňování molekul modifikovaných

Maillardovou reakcí, zprostředkované buňkami
, , „ , . , , , , , , , 2. Chemie glykace (Maillardovy reakce)
6.6. Chemická degradace koncových ° J v J '

produktů glykace (AGEs) Maillardova reakce probíhá ve třech krocích. V analogii
7. Glykace fosfolipidů s řetězovými radikálovými reakcemi ji můžeme rozdělit na
8. Závěr iniciaci, propagaci a terminaci (obr. 1). Toto rozdělení je
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Obr. 1. Schéma glykace
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Obr. 2. Tvorba dimerů RNAsy v důsledku glykace

užitečné také z toho důvodu, že reakce se biologicky pro- 2 . 3 . T e r m i n a c e - t v o r b a A G E s
jevuje na třech úrovních.

Reakcemi deoxyglukosonů mohou vznikat látky jako
2 . 1 . I n i c i a c e g l y k a c e - t v o r b a jsou furfuralaldehyd, reduktony nebo pyranony. S aminy

A m a d o r i h o p r o d u k t ů deoxyglukosony reagují za vzniku pyrrolů, pyrrolinonů
a pyrrolinon reduktonů11. Tyto produkty Maillardovy re-

Reakce je iniciována neenzymovou kondenzací re- akce absorbují v UV oblasti a většinou jsou bezbarvé,
dukujícího cukru a aminu za vzniku nestabilní Schiffovy Mohou však dále reagovat s aminy a dalšími karbony-
báze. Ta podléhá přesmyku vedoucímu k více stabilnímu lovými sloučeninami na hnědé, fluoreskující sloučeniny,
Amadoriho či Heynsovu produktu (v závislosti na tom, jejichž struktura je zatím málo známá. Tyto koncové pro-
jestli reagující cukr je aldosa či ketosa). Studium glykace dukty jsou termodynamicky stabilní a tím terminují Mail-
in vitro ukázalo, že rychlost glykace je funkcí rychlosti lardovu reakci. Obecně jsou nazývány koncovými pro-
anomerizace cukru (tzn. schopnosti existovat v lineární dukty glykace (Advanced Glycation End Products, AGEs).
formě, která je více reaktivní)12. Díky tomu reaktivita cukrů
roste v této řadě: glukosa < mannosa < galaktosa < xylosa
< fruktosa < arabinosa < ribosa < 2-deoxy-D-ribosa. Re- 3 " R e a k c e glukosy S peptidy a proteiny
akční rychlost je také nepřímo úměrná počtu atomů uhlíku M Vltro
v molekule cukru. Proto je nejnižší pro hexosy a nejvyšší
pro triosy (např. glyceraldehyd). Fosforylované cukry jsou Ve snaze vysvětlit molekulární podstatu komplikací
mnohem reakti vnější než jejich nefosforylované protějšky. doprovázejících diabetes byla věnována velká pozornost

reakci glukosy s peptidy a proteiny in vitro.
2 . 2 . P r o p a g a c e - d e g r a d a c e První důkaz tvorby Amadoriho produktů na hemoglo-

A m a d o r i h o p r o d u k t ů binu byl publikován v práci Koeniga a kol.16. V této práci
autoři ukázali pomocí 'H-NMR spektroskopie strukturní

Amadoriho produkty se buď nevratně oxidují (vzniká identitu mezi 1-deoxyfruktosyl- valylhistidinem izolova-
N-karboxymethylalkylamin)13 nebo dojde k rozkladu na ným z B řetězce glykovaného hemoglobinu HbAIC a syn-
původní amin a 1-, 3-, nebo 4-deoxyglukoson. Při vyšším tetickým Amadoriho produktem valylhistidinu. Také bylo
pH Amadoriho produkty enolizují v pozici mezi druhým zjištěno, že Amadoriho produkty vznikají při reakci glycer-
a třetím uhlíkem a eliminují amin z prvního uhlíku za aldehydu s hemoglobinem S, přičemž glyceraldehyd byl
vzniku 1-deoxyglukosonů (1-DG). Při nižším pH se ke- považován za potenciální činidlo proti srpkovité ané-
toaminy přesmykují a enolizují v pozici mezi prvním a dru- mii1 7 > 1 8.
hým uhlíkem za vzniku 3-deoxyglukosonů (3-DG). Někte- I když problematice chemie a biologie Amadoriho pro-
ré diketony touto cestou tvoří 4-deoxyglukosony (4-DG). duktů vázaných na bílkoviny byla věnována velká pozor-
Deoxyglukosony jsou velmi reaktivní sloučeniny, které nost, prací zabývajících se studiem přesné struktury prote-
opět reagují s volnou aminoskupinou a tím propagují Mail- inových AGEs je poměrně málo. Pongor a kol.19 inku-
Iardovu reakci a způsobují tak nevratné molekulární změny bovali poly-L-lysin a hovězí sérový albumin s glukosou po
proteinů tvorbou heterocyklických produktů a inter- a in- dobu 28 dní. Pozorovali značné zvýšení absorbance a fluo-
tramolekulárních můstků"' 1 4 ' 1 5. rescence (maximum excitace 370 nm, maximum emise
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440 nm). Polypetid byl poté kysele hydrolyzován a po jejich pKa. Nižší hodnota pišfa a tím vyšší nukleofilita
vysušení alkalizován hydroxidem amonným. Vzniklá tma- urychluje tvorbu Schiffovy báze. Ale ukazuje se, že i další
vě žlutá sloučenina byla rozpuštěna v chloroformu. Slou- faktory významně ovlivňují distribuci Amadoriho produk-
čenina byla identifikována jako furoylimidazol. Další stu- tů na molekule bílkoviny. Okolní aminokyselinové zbytky
dium ukázalo, že tato sloučenina vznikla kondenzací kysele ovlivňují kinetiku Amadoriho přesmyku Schiffovy báze
hydrolyzovaného Amadoriho produktu s volným amonia- v každém místě, kde dochází ke glykaci23.
kem a furylglyoxalem, který se uvolnil z glykované bílko-
viny. Inkubace polylysinu s glukosou při teplotě 37 °C ve Tabulka I

fosfátovém pufru (pH 7,4) vedla ke značnému z v ý š e n í F a k t o r y ovlivňující kinetiku a místo glykace bílkovin
fluorescence a polymerace polylysinu20. Inkubace glyko-
vaného polymeru v přítomnosti [3H]-L-lysinu měla za ná- j W v y struktury proteinu
sledek, že lysin byl rychle inkorporován do glykovaného _ ^ ^ „ 0 ^ ^
polylysinu s následným uvolněním fluoreskující nízko- - okolní funkční skupiny
molekulární sloučeniny. Struktura fluoreskující sloučeniny 2 M s m vázající ugandy

zůstala neobjasněná. _ m f s t a v á z a j í c f i o n { y p u f m

Schopnost glukosy síťovat bílkoviny a ovlivňovat tak _ a l l o s t e r j c k á a a k t i v n f c e n t r a

jejich biologickou funkci byla detailně studována v práci * ,. r r ,J J ?i P r o difosfoglycerat
Ebla a kol.21. Jako modelová bílkovina byla použita ri- „ . . , , . , ,

* pro tosforylovane meziprodukty
bonukleasa (RNasa). Analýza glykovaného proteinu po- . , . ... ,

- vazebná místa pro amontove hgandy
mocí elektroforézy v polyakryl-amidovém gelu v přitom- „. , , , ,

, , , ,r , , , - , . o . pro glykosoaminoglykany
nosti dodecylsulfatu sodného ukázala tvorbu dimeru a tn-

, . , , , . , , T ^ I i _ i i P r o n i a s t n e k y s e h n ymeru, závislou na době glykace. Polymerace byla reakce
„ v . , , , , , , . i i i . i -vazebná místa pro jiné Hgandyprvního radu vzhledem ke koncentraci glukosy, ale byla

také přibližně reakcí prvního řádu vzhledem ke koncentraci
. ,„ . „ - i JI - •• - i i_'i ' * pro farmaka
bílkoviny. Tyto výsledky naznačuji, ze reakce probíhá po- r

,, , , I _ . - I - W J I - - L - u u i J 3. Interakce na dlouhé vzdálenostidle schématu na obr. 2. V dalších pracích byla studovaná
struktura můstků. Výsledky "c-NMR spektroskopie uká- ~ * ^ ™ indukované allosterické efekty
žali, ž e s e jedná o pyranosovou s t r u k t u r u 2 2 . - s o I n é m ů s t k y a v o d í k o v é v a z b y

Struktura koncových produktů glykace je stále nejasná.
Byla popsána řada sloučenin vzniklých glykaci modelo-
vých systémů. Tyto AGEs pak byly použity pro přípravu 4 . 2 . G l y k a c e „ d l o u h o ž i j í c í c h " b í l k o v i n
protilátek, které umožnily detekci AGEs in vivo. Příčina
nevelkého pokroku ve studiu struktury AGEs bílkovin spo- Krystalliny (bílkoviny oční čočky) jsou extrémně
čivá ve složitosti koncových produktů glykace, v jejich „dlouho žijící" bílkoviny, které se během života téměř
labilitě vůči kyselé hydrolýze, v malém výtěžku Maillar- vůbec neobměňují. Proto mohou být glykaci silně zása-
dový reakce a ve vzniku množství artefaktů během kyselé ženy. U diabetických pacientů byla prokázána zvýšená
hydrolýzy, která je nezbytným krokem k jejich izolaci22. glykace těchto bílkovin24-25. Glykace krystallinů se také

zvyšuje během stárnutí organismu.
Glykace má vliv na tvorbu agregátů krystallinů vá-

4. Glykace bílkovin in vivo zaných disulfidickými můstky26, přičemž 95 % agregátů
mohlo být úplně disociováno pomocí p-merkaptoethanolu.

4 . 1 . V l i v s t r u k t u r y p r o t e i n u Také bylo zjištěno, že glykace ovlivňuje i tvorbu nekova-
na s p e c i f i t u g l y k a c e lentně vázaných agregátů. Koncentrace glykovaných krys-

tallinů v čočkách postižených senilní kataraktou (zakalení
Některé aminoskupiny proteinu jsou více reaktivní než čočky v důsledku stárnutí) byla přibližně poloviční vzhle-

jiné. Faktory ovlivňující kinetiku a místo glykace bílkovin dem ke koncentraci v čočkách zakalených diabetickou ka-
jsou uvedeny v tabulce I. taraktou. Nicméně koncentrace agregátů vázaných disul-

Velký vliv na reaktivitu oc-aminoskupin proteinu má fidickými můstky byla stejná u obou typů katarakty. Z toho
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plyne, že glykace nebude jedinou příčinou senilní kata-
rakty. Výsledky této studie ukazují, že glykace krystallinů
má značný vliv na tvorbu agregátů vázaných disulfidickými
můstky, a tím může přispívat ke vzniku katarakty.

Jiným typem „dlouho žijících" bílkovin jsou kolageny.
Už nízká koncentrace produktů glykace způsobuje fyzi-
kální změny kolagenů. Glykace bazální glomerulární mem-
brány byla celkem podrobně zkoumána v práci Cohena
a kol.27. Bazální membrána tvoří třetí vrstvu glomerulár-
ního filtru28. Vliv glykace na bazální glomerulární mem-
bránu je mnohem silnější než na vlákna kolagenu. Byly
pozorovány jasné změny pružnosti a permeability kapilár.
Glykovaný kolagen typu IV bazální membrány měl několi-
kanásobně redukovanou afinitu vůči fibronektinu a heparan
sulfátu. Tyto protein-protein interakce mají zásadní
význam pro optimální filtrační činnost bazální membrány.

Tento jev může vysvětlit ztenčení bazální membrány u dlou-
hodobého diabetů mellitu. To pak způsobuje diabetickou
mikroangiopatii následovanou selháním ledvin .

V prácí Sella a Monniera30 byl pomocí 'H-NMR
a hmotnostní spektroskopie identifikován fluorofor, který
se nazývá pentosidin. Tento fluorofor byl izolován z ko-
lagenu tvrdé mozkomíšní pleny starých lidí. Pentosidin
vzniká reakcí Amadoriho produktu pentos s argininovým
zbytkem (obr. 3).

Další charakteristickou komplikací diabetů je periferní
neuropatie, projevující se segmentální demyelinací31.
Myelin je během diabetů silně glykován. Zvýšená propust-
nost endoneurálních kapilár vůči bílkovinám krevní plaz-
my způsobuje pronikání těchto bílkovin do periferních
nervů. To pak vede k poškození této tkáně32.

5. Glykace a oxidační procesy

5 . 1 . A u t o o x i d a c e

Všechny a-hydroxyaldehydy podléhají oxidaci (auto-
oxidaci) za katalýzy přechodných kovů33. Tato oxidace
vede ke vzniku reaktivních ketoaldehydů, peroxidu vodíku
a reaktivních meziproduktů jako jsou hydroxylové radikály
(obr. 4).

Wolff a Dean34 ve své práci studovali příspěvek auto-
oxidace glukosy na modifikaci hovězího sérového albu-
minu (BSA). Autoři ukázali, že autooxidace glukosy při-Obr. 3. Pentosidin navázaný na peptidový řetězec

Obr. 4. Mechanismus autooxidace monosacharidů
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spívá k tvorbě koncových produktů glykace. Autooxidace báze, tak Amadoriho produkty mohou produkovat volné
glukosy in vitro produkuje H 2 O 2 a ketoaldehydy. Tvorba radikály. Volné radikály nejen způsobovaly fragmentaci
ketoaldehydů byla snížena přítomností chelatačního činidla glyko váných bílkovin, ale během této oxidační fragmen-
DETAPAC (kyselina diethylentriaminopentaoctová). To táce docházelo k další produkci radikálů. To bylo do-
naznačuje, že tato reakce je katalyzována kovy přechodné kumentováno iniciací peroxidace lipidů v přítomnosti gly-
valence. Nicméně další přidání Cu2 + nemělo žádný vliv na kovaných bílkovin. K stejnému závěru dospěl i Sakurai
průběh reakce. a kol.40, kteří ve své práci iniciovali peroxidaci lipidů gly-

Tento rozpor se dá vysvětlit tím, že v reakční směsi je kovaným polylysinem v přítomnosti Fe 3 + a ADP.
velmi malá koncentrace autooxidovatelného enediolu. Dal- Je zřejmé, že mezi glykací a produkcí volných radikálů
ší přidání kovu tudíž nemůže ovlivnit rychlost reakce. existuje jasná souvislost. Ukazuje se přitom, že rychlost
Stejný efekt byl pozorován také u autooxidace glyceralde- Maillardovy reakce a akumulace AGEs je urychlována
hydu33. volnými radikály. Rigorózní důkaz této hypotézy zatím

DETAPAC přítomná v reakční směsi snižuje vazbu nebyl publikován, ale existují určité náznaky podporující
glukosy na BSA. Ani v tomto případě však další přidání tuto myšlenku. Např. u krys s diabetem indukovaným strep-
Cu2 + nezvyšuje vazbu glukosy na BSA. Tyto výsledky tozotocinem se zvýšená glykace projeví kolem 18. týdne
ukazují na to, že produkty autooxidace glukosy přispívají života. Vysoké dávky vitamínu E podávané těmto krysám
k vazbě glukosy na protein a k tvorbě chromoforů a fluoro- potlačí zvýšení glykace hemoglobinu41. To naznačuje, že
fórů (koncových produktů glykace). antioxidanty jsou schopné inhibovat glykaci a že volné

Během autooxidace vzniká peroxid vodíku a volné ra- radikály v nepřítomnosti antioxidantů urychlují glykaci
dikály. Ty mohou oxidovat některé aminokyselinové zbyt- a akumulaci AGEs.
ky a přispívat tak ke konformačním a fluorescenčním změ-
nám bílkoviny, nebo k její fragmentaci. Autooxidační pro- 5 . 3 . V o l n o r a d i k á l o v á - g l y k a č n í
cesy spojené s glykací tak mohou hrát významnou roli t e o r i e s t á r n u t í
v oxidativním stresu34- .

Je stále otázkou, do jaké míry se při glykaci uplatňuje Tato teorie stárnutí je založena na hypotéze, že stárnutí
Amadoriho přesmyk či autooxidace monosacharidů na organismu je způsobeno kombinací poškození iniciova-
vzniku dikarbonylových sloučenin. Tvorba volných rádi- ných volnými radikály a Maillardovou reakcí. Toto propo-
kálů a reaktivních forem kyslíku během glykace však byla jení odstraňuje nedostatky glykační teorie stárnutí, např. jak
jednoznačně prokázána33"37. Hunt a kol.38 ukázali, že sa- může zanedbatelně nízká intracelulární koncentrace gluko-
motná glukosa, nebo glykované LDL indukují lipoperoxi- sy způsobovat taková intracelulární poškození, která jsou
dači lipidové části LDL a fosfolipidových liposomů in vitro pozorována během stárnutí. Na druhé straně doplnění vol-
při koncentracích glukosy odpovídající hyperglykémii in noradikálové teorie Maillardovou reakcí pomůže vysvětlit
vivo. Reakce byla urychlena přídavkem Cu2 + a inhibována některé problémy této teorie, např. zhoršení renálních a kar-
přítomností chelatačního činidla. To ukazuje na volno- diovaskulárních funkcí s věkem, které nelze vysvětlit pouze
radikálový mechanismus této reakce. volnoradikálovou teorií. Možné propojení42 mezi volnými

radikály a glykací je znázorněno na obr. 5.
5 . 2 . O x i d a č n í d e g r a d a c e

A m a d o r i h o p r o d u k t ů 5 . 4 . E n z y m o v á g e n e r a c e e l e k t r o n o v ě
e x c i t o v a n ý c h s t a v ů

Volné radikály mohou být produkovány nejen autooxi-
dací volných hydroxyaldehydů, ale také oxidací Amado- Některé enzymy katalyzují reakce produkující elek-
riho produktů39. V této práci byla studována produkce tronově excitované sloučeniny. Příkladem takového en-
superoxidového anionradikálu (Oj") ve vzorcích glyko- zymu je křenová peroxidasa (HRP, EC 1.11.17). Křenová
váných a neglykovaných bílkovin. Ve vzorcích glykova- peroxidasa může např. katalyzovat oxidaci 2-methylpro-
ných bílkovin byla produkce superoxidového anionradi- panaluza vzniku tripletového acetonu43. Excitační energie
kalu 50 krát větší než u vzorků obsahujících neglykované produktů pak může indukovat tvorbu volných radikálů
bílkoviny. Autoři použitím fenyl-t-butylnitronu jako spi- a reaktivních forem kyslíku44. Bylo zjištěno, že HRP kata-
nové pasti (spin trap) pomocí ESR ukázali, že jak Schiffovy lyžuje oxidaci alifatických Schiffových bází doprovázenou
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Obr. 6. Oxidace Schiffovy báze za katalýzy HRP

TabulkaII 6 . 2 . O x i d a c e A m a d o r i h o p r o d u k t ů
Relativní reaktivita vybraných redukujících cukrů

Amadoriho produkty mohou být oxidovány. Jako
Redukující cukr Relativní rychlost tvorby výsledek oxidace Amadoriho produktů byl identifikován

N-karboxymethyllysin (CML)13. Tato degradace způso-
Schiffovy báze AGEs buje změnu povrchového náboje bílkovin (proteiny ztrácejí

kladný náboj a získávají negativní náboj). Jelikož tyto
2-Deoxy-D-ribosa - 217 změnyjsou nevratné, mohou mít vliv na biologickou funkci
D-Ribosa 16,6 129 bílkovin. Nicméně degradace Amadoriho produktů zne-
2-Deoxy-D-glukosa - 26 možňuje tvorbu AGEs a polymeraci bílkovin46. CML byl
D-Arabinosa - 16,4 zjištěn v lidské moči a v hydrolyzátu bílkovin lidské oční
D-Fruktosa 7,5 - čočky13. To naznačuje, že oxidační degradace Amadoriho
D-Xylosa 4,8 7 produktů na CML probíhá in vivo.

D-Galaktosa 4,6 4,6
D-Mannosa 5,3 3 6 . 3 . P ř í t o m n o s t s l o u č e n i n
D-Glukosa 1 1 r e a g u j í c í c h s m e z i p r o d u k t y

M a i l l a r d o v y r e a k c e

Brownlee a kol.47 ve své práci ukázali, že aminoguani-
chemiluminiscencí45 (obr. 6). Excitační energie produktů d i n m ů ž e blokovat tvorbu AGEs a zesilování proteinů jak
této enzymově katalyzované oxidace může přispívat koxi- v modelových systémech in vitro, tak i u kolagenu dia-
dačním procesům, které jsou spojeny s glykací. betických myší. Zjistili, že aminoguanidin reaguje před-

nostně s deoxyglukosony, které propagují Maillardovu re-
akci. Přítomnost aminoguanidinu v reakční směsi tak za-

6. Inhibice glykace brání vzniku AGEs.
Dalšími inhibitory glykace jsou ibuprofen a kyselina

6 . 1 . N í z k á r e a k t i v i t a g l u k o s y acetylsalicylová. U těchto látek byly prokázány antika-
taraktové účinky48.

Základní obranou organismu proti Maillardově reakci
je to, že jako metabolický zdroj energie byla evolucí vy- 6 . 4 . E n z y m o v á d e a k t i v a c e
brána glukosa. V porovnání s jinými cukry a hydroxyalde- m e z i p r o d u k t ů M a i l l a r d o v y r e a k c e
hydy je nejméně reaktivní (tab. II). U zdravého člověka je
koncentrace reaktivních cukrů a aldehydů v buňkách Jaterní enzym oc-ketoglutaraldehydrogenasa může v pří-
i v plazmě nízká.. Kromě glukosy je koncentrace karbony- tomnosti NADH odbourávat 3-deoxyglukosony. Znamená to,
lových sloučenin v plazmě silně závislá na činností jater že meziprodukty Maillardovy reakce mohou být enzymově
a ledvin. Buňky i plazma kromě toho také obsahují velké degradovány.
množství volných nízkomolekulárních aminů, které soutěží Některé koncové produkty glykace (AGEs) mají cyto-
s proteiny při reakci s glukosou a tak působí jako fyzio- toxické a mutagenní schopnosti, které mohou být spojeny
logické inhibitory glykace46. s aktivací49 prostřednictvím cytochromu P-450.
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Obr. 7. Mechanismus účinku PTB štěpícího meziproteinové můstky

Obr. 8. Schéma fosfatidylcholinu (PC) a fosfatidylethanol-
aminu (PE)
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Enzymy štěpící Amadoriho produkty u člověka zatím
nebyly nalezeny. Bylo však zjištěno, že bakterie střevní flóry
obsahují enzymy, které metabolizují Amadoriho produkty46.

6 . 5 . O d s t r a ň o v á n í m o l e k u l
m o d i f i k o v a n ý c h M a i l 1 a r d o v o u
r e a k c í , z p r o s t ř e d k o v a n é b u ň k a m i

Makrofágy mají schopnost odstraňovat molekuly nebo
buňky, které jsou modifikované AGEs50-51. Některé buňky
totiž mají specifické receptory rozpoznávající modifikované
bílkoviny, a tím zabraňují hromadění AGE-bílkovin. Tyto re-
ceptory byly také nalezeny na povrchu endoteliálních buněk51.

6 . 6 . C h e m i c k á d e g r a d a c e k o n c o v ý c h
p r o d u k t ů g l y k a c e

Vasan a kol.52 navrhli novou sloučeninu, která je schop-
na štěpit glukosové můstky způsobující zesíťování bílkovin
jak in vitro tak in vivo. Jedná se o N-fenacylthiazolium
bromid (PTB) (obr. 7).

7. Glykace fosfolipidů

Prací zabývajících se neenzymovou glykosylací fosfo-
lipidů bylo zatím publikováno velmi málo. Mezi první
publikace v této oblasti patří sdělení Bucaly a kol.53. V této



Obr. 9. Iniciace peroxidace lipidů podle Hickse a kol.54

práci byla studována reakce glukosy s fosfatidylethanol- Oxidace lipidové složky LDL hraje ústřední roli v pa-
aminem (PE), fosfolipidem s volnou aminoskupinou (obr. 8). togenezi aterosklerózy. Nicméně procesy iniciující oxidaci
Bylo zjištěno, že reakce glukosy sPE vede ke vzniku AGEs lipidů in vivo jsou zatím velmi málo známy. Autoři53

vázaných na lipidy. Tvorba AGEs byla sledována prostřed- předpokládají, že oxidace indukovaná glykací by mohla
nictvím změn absorpce, fluorescence a imunochemických vysvětlit vznik oxidačních procesů in vivo. Otázkou zů-
vlastností. Glykace lipidů byla doprovázena výraznou oxi- stává mechanismus tvorby volných radikálů během gly-
dací fosfolipidových zbytků nenasycených mastných ky- kace. Bucala a kol.53 se domnívají, že k tvorbě volných
selin. Rychlost tvorby AGEs (detegovaná pomocí imu- radikálů dochází zejména v pozdní fázi Maillardovy reakce
nologické metody ELIS A s protilátkami proti proteinovým při vzniku AGEs, který je doprovázen řadou intra- a inter-
AGEs) byla srovnatelná s rychlostí oxidace fosfolipidů molekulárních přesmyků a oxidačně-redukčních reakcí,
a růstem intenzity fluorescence. Glykace jiného fosfoli- Možnost iniciace peroxidace lipidů prostřednictvím auto-
pidu, fosfatidylcholinu (PC), nevedla k tvorbě AGEs ani oxidace glukosy považují za druhořadou,
k lipoperoxidaci. PC má totiž aminoskupinu blokovanou Jiný mechanismus iniciace a propagace peroxidace li-
třemi methylovými zbytky (obr. 8), takže nemůže reagovat pidů glykací byl navržen v práci Hickse a kol.54. Autoři
s glukosou. předpokládají, že hydroperoxidy lipidů reagují s enol for-

Glykační pokusy byly prováděny se suspenzí fosfo- mou glukosy (obr. 9a). Rychlost tohoto procesu je závislá
lipidů a s LDL (LDL byly izolovány z krve zdravých na rychlosti enolizace glukosy. Hydroperoxidy lipidů (kte-
a diabetických subjektů). Při glykaci LDL in vitro bylo ré jsou v malém množství normálně přítomny např. v bio-
zjištěno, že tvorba lipidových AGEs probíhala rychleji než logických membránách) mohou však reagovat i s enol
tvorba apoproteinových AGEs. Souběžně s tím byly lipo- formou Amadoriho produktu (obr. 9b). To znamená, že
proteinové lipidy silně oxidovány. Jestliže byl do inkubační Amadoriho produkty se mohou podílet na iniciaci a propa-
směsi přidán aminoguanidin, došlo k inhibici glykace li- gaci peroxidace lipidů.
pidů i apoproteinů. Zároveň byla inhibována i oxidace Další důkaz o glykaci fosfolipidů in vivo podal Pam-
lipidů a vznik glykofluoroforů. Lipidy LDL izolované plona a kol.55. Pomocí HPLC a GC/MS technik izolovali
z diabetiků vykazovaly signifikantně vyšší stupeň oxidace z membránových fosfolipidů jaterních buněk diabetických
než tomu bylo u LDL zdravých lidí a měli 4x větší obsah krys derivát Amadoriho produktu. Jednalo se konkrétně
lipidových AGEs. Z toho vyplývá, že ke glykaci fosfolipidů o tzv. 5-HMF (5-(hydroxymethyl)-2-furfuraldehyd). Tato
dochází in vivo. Poměr mezi stupněm oxidace lipidů látka se získá kyselou hydrolýzou Amadoriho produktu,
a množstvím AGEs (tzn. úrovní glykace) byla podobná Z těchto prací vyplývá, že ke glykaci aminofosfolipidů
jako u pokusů prováděných na LDL in vitro. in vivo dochází. Tento proces indukuje peroxidaci zbytků
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