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Koncowe produkty zaawansowanej glikacji, tzw. AGEs (ang. advanced glycation end-
products), powstaja na skutek nieenzymatycznej reakcji Maillarda, w ktdrej nastepujace po
sobie etapy ostatecznie prowadza do powstania Silnie usieciowanych zwigzkow. Trwale
agregaty AGEs kumulujg si¢ w organizmie, prowadzac do zaburzen homeostazy. Glikacja
zachodzi pomiedzy grupa karbonylowa cukrow redukujacych 1 niskoczasteczkowych
aldehydow a grupami zasadowymi biatek, lipidow, i kwasow nukleinowych. AGEs moga
powstawa¢ endogennie w wyniku reakcji rozmaitych metabolitow w organizmie, jak rowniez
mogg by¢ otrzymywane poza organizmem podczas termicznego przetwarzania Zywnosci. Z
powodu duzej roéznorodno$ci substratow oraz warunkéw w jakich moze zachodzi¢ proces
glikacji, powstate produkty stanowig heterogenng grupe zwigzkdéw o zrdéznicowanych
wlasciwosciach biologicznych 1 fizyko-chemicznych. Glikacja nasila si¢ w chorobach
metabolicznych, ktorym towarzyszy stres oksydacyjny, np. w cukrzycy, miazdzycy, chorobie
Alzheimera i w nowotworach. Poznanie szczegdétowych mechanizméw prowadzacych do tych
patologii jest kluczem do prawidlowej diagnostyki, kontrolowania postgpu choroby i
opracowania skutecznych metod leczenia. AGEs mogg takze stanowi¢ markery diagnostyczne
dla okreslonych stanéw patologicznych, jednak wciaz jest za mato informacji na temat struktur
oraz wlasciwosci biologicznych gromadzacych si¢ w organizmie produktéw glikacji

umozliwiajacych opracowanie czutych 1 swoistych metod diagnostycznych.

Weczesniejsze badania naszego zespolu wykazaly obecno$¢ w organizmie ludzkim
nowego antygenu AGE, ktorego modelowy analog strukturalny otrzymano na skutek glikacji
biatek z melibiozg w warunkach bezwodnych (produkt MAGE, ang. Melibiose-derived AGE).
Celem niniejszej pracy doktorskiej byto wyizolowanie naturalnie wystepujacego MAGE z krwi
ludzkiej, identyfikacje rodzaju biatka no$nikowego oraz charakterystyke za pomocg metod

spektrometrycznych i immunochemicznych.

W pracy zsyntezowano szereg modelowych biatkowych produktow glikacji (w tym
MAGE) poddajac glikacji wybrane biatko (mioglobing) przez rézne cukry i aldehydy z
wykorzystaniem wcze$niej zoptymalizowanej metody mikrofalowej oraz konwencjonalnej
reakcji glikacji w roztworze. Analiza widm absorpcyjnych i fluorescencyjnych poszczegolnych

AGEs pozwolita na opisanie ich wilasciwosci fizykochemicznych i wskazanie réznic w



otrzymanych strukturach w zalezno$ci od zastosowanej metody syntezy. Otrzymane wyniKi
potwierdzity, ze produkty MAGE wykazuja odmienng struktur¢ i wiasciwosci od
konwencjonalnych AGEs opisywanych dotad w literaturze. Ponadto, otrzymano
niskoczgsteczkowy produkt MAGE (LMW-MAGE), ktérego wiasciwos$ci fluorescencyjne i
struktura odpowiadajg modyfikacjom obecnym na biatkowym produkcie MAGE (HMW-

MAGE), co potwierdzono za pomocg analizy spektrometrii mas.

W toku badan prowadzonych w ramach pracy doktorskiej, wyselekcjonowano
pojedynczy klon mysich komoérek hybrydowych produkujacych przeciwciata anty-MAGE
stosujgc metode seryjnych rozcienczen i potwierdzono swoistos¢ wigzania epitopu MAGE na
produktach HMW-MAGE i LMW-MAGE, przy jednoczesnym braku reakcji z innymi
konwencjonalnymi AGEs. Mysie przeciwciata monoklonalne anty-MAGE oczyszczone
metoda powinowactwa na zlozu z immobilizowanym HMW-MAGE, wykorzystano do
wydzielenia z krwi ludzkiej naturalnego produktu MAGE. Wyniki badan spektrometrycznych
I immunochemicznych wykazaty obecno$¢ epitopu MAGE na takich biatkach jak albumina
krwi, 19G i IgA. W surowicy pacjentdow z cukrzycg ten antygen zidentyfikowano glownie na

albuminie 1 IgG, natomiast u 0s6b zdrowych na immunoglobulinach typu G 1 A.

Identyfikacja surowiczych biatek, na ktorych obecny jest antygen MAGE dostarcza
nowej wiedzy na temat procesu glikacji w organizmie czlowieka. Ponadto, specyficzne
przeciwciata anty-MAGE postuza do opracowania testu do oznaczania poziomu produktow
MAGE w tkankach. Na podstawie zsyntezowanego LMW-MAGE uzywanego jako wzorca
mozliwy bedzie ilosciowy pomiar MAGE w probkach biologicznych.



