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Abstract. D������� ������������ �� ����������� �� �����-D������� ������������ �� ����������� �� �����-
���g� ������������ ������ �� �������� g�������� ��� 
�������� (AGE�). H��������� (HPA) �� � ���q�� ����g����-
������, w���� ������� ������� ������� ������g������ (HSPG�) 
��������g ��������-1 (S��-1) �� ������� ��������� ��������g� 
���� ��g������ ��� ������������. T�� ������� ����� w�� 
���� ��� �� ��������� ��� ���� �� C-������ (�� ���) �� HPA 
in AGE inflammatory response in macrophages. Cell viability 
w�� �������� ����g MTT �����, ��g������ �����, ELISA ��� 
����� �������� ������-α (TNF-α), ��������k��-1β (IL-1β) 
������, �RNA �x�������� �� RT-PCR ��� ������� ��g�����g 
��z��� ����� ��� HPA ��������. I� ��� ������� �����, w� ����� 
���� ������������ w��� ����-HPA ��������, w���� ����g��z�� 
��� C-������ �� HPA ��������� ��������g� ��g������, 
��������� �� IL-1β ��� TNF-α �� w��� �� ��������� HPA 
��z������ �������� ��� ��������� S��-1 ������� �x�������� �� 
AGE-������� ��������g��. C������� w��� ����-HPA ����-
���� ������������, ��-������������ w��� ����-HPA ���� S��-1 
���������� �������� ��������g� ��g������, ��� ��������� �� 
IL-1β ��� TNF-α significantly in AGE-induced macrophages. 
I� ��������, ������������ w��� ����-HPA �� ����-HPA ���� S��-1 
���������� ��� ��� ���k���� ����g� ��� �RNA ������ �� IL-1β 
��� TNF-α ������������� AGE-������� ��������g��. T�� 
������� ���w�� ���� C-������ �� HPA �������� AGE-������� 
macrophage migration and inflammatory cytokine release via 
S��-1 ������� �x��������. F����������, C-������ �� HPA ��� 
���� � k�� ���� �� �������� �������� ������������-���������� 
inflammatory response.

Introduction

A������� g�������� ��� �������� (AGE�) (������ �� 
non-enzymatic modification of proteins, lipids and nucleic 
����� �� g������), ����������� �� ��������� �����g�������, 
��� ����������� ��� �������� �������� ������������� (1). 
AGEs evoke inflammatory response-associated macrophage 
migration, filtration and inflammatory cytokine release (2,3). 
A�����g� AGE� ��� ������������ ��� �������� ��� �������� 
�������� �������������, k��w���g� ��g�����g ��� ������������ 
between AGEs and inflammatory response involving macro-
phage migration, filtration and inflammatory cytokine release 
�� ����� �������.

H��������� (HPA), � ���q�� ��� �������� ���������� 
����-β-D-g������������, ������� ������� ������� (HS) ������ 
��� ���������g �� �x����������� �����x ��� ��g������� �� ��� 
������� �� ���� HS-���k�� ��������� ���� �� g��w�� �������, 
and cytokines (4,5). Previous findings showed that deletion 
�� ��� C-������ �� HPA g�������� ��z���������� �������� 
HPA (6). T���, ��� C-�������� ������ ��� �� ��������� ��� 
HPA ��z������ ��������. O� ��� ����� ����, ����� ���� ��� � 
������ �� HS-��������� ����-������� ������g������ ��g����� 
�� HPA (7). S�������-1 (S��-1), � ������ �� ��� �������� 
������, w���� ��������� HP ������g������ (HSPG�), ��������� 
��� �������� �� �������� ���� ��g������ ��� ������������ 
��������� �� ������g �����k���� ��� ����k���� (8,9). A ����� 
��� ���w� ���� HPA ��� ��� ������� �� ��g����� S��-1 �x����-
���� (10).

B���� �� ��� ����� �������, w� ���������� ���� HPA ��� 
������� AGE�-������� ������������ �������� ��� S��-1 
������� �x��������. T��������, w� �x������ ��� �������� 
���w��� C-������ �� HPA ��� S��-1 �� AGE-������� �����-
phage migration and inflammation. Inflammatory response 
��������� ��������g, ����� �������� ������-α (TNF-α) 
��� ��������k��-1β (IL-1β), w��� ������� �� �������� ��� ���� �� 
C-domain of HPA between AGEs and inflammatory response 
�� ��������g��.

Materials and methods

Cell culture. M�������g� ����� (��� C��� B��k �� ��� S���g��� 
I��������� ��� B����g���� S�������, C������ A������ �� 
S�������, S���g���, C����) w��� �������� �� RPMI-1640 
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������ ���������g 10% ����-����������� ����� ������ 
serum (FBS), 100 U/ml penicillin and 100 µg/ml strepto-
mycin. Cells were cultured at 37˚C in a humidified incubator, 
�� w���� ��� ������������� �� CO2 w�� 5%, ��� w��� ���� �� 
��� �x��������� g��w�� �����.

Cell viability analysis by 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide (MTT) assay. M�������g�� w��� 
������ �� 5x104 cells/ml and incubated with or without AGEs 
(S���g��� Y�x�� B����������g� C�., L��., S���g���, C����), 
��� �������� �g����� C-������ �� HPA (W���� B����� 
B��-E�g�������g C�., L��., W����, C����) �� ����-HPA ���� 
S��-1 �������� (R&D S������, I��., M����������, MN, USA) 
w�� ������� ��� ������� ������� �� ���� (4-24 �). A���� ������-
����, MTT �������� w�� ����� �� ���� w��� ��� 4 �. DMSO w�� 
����� �� �������� ��� �����z�� �������� ������. F������, ��� 
������ w��� ���� �� � ���������� ������ ����� ��� ���� ���� �� 
���� w��� w�� ���������.

Cell treatments. T�� ����� w��� ������� w��� AGE� (0, 25, 
50 and 100 mg/l), and anti-HPA or anti-HPA plus Syn-1 
�������� ��� 24 �, ������������, ��� w��� �����z�� �� 
��g������ �����. RT-PCR ��� ��z���-���k�� ���������-
���� ����� (ELISA) w��� ��������� �� �������� ��� ���� 
�� C-������ �� HPA ��� S��-1 �� AGE-������� �����-
���g� ��g������ ��� ������� �� ������������ ����k��� 
IL-1β �� TNF-α. S����q������, ��� ����� w��� ������� w��� 
100 mg/l AGEs, and anti-HPA antibody for 24 h. This was 
�����w�� �� �������� w��� ��� ���� �� ������� ��g�����g 
��z��� ����� �� ����� �� �x����� ��� ������� �� C-������ 
�� HPA �� HPA ��z��� �������� �� AGE-������� �����-
phages. Finally, the cells were treated with 100 mg/l AGEs, 
��� ����-HPA �������� ��� 24 �, ��� ��������� ��� w������ 
���� �������� �� ������ �� ��� ���� �� ��� C-������ �� HPA �� 
AGE-������� S��-1 �x��������.

Migration assay. M�������g�� w��� ������ ���� ��� ����� 
������� �� 6-w��� T����w��� ������ (B����� D��k�����, 
Franklin Lakes, NJ, USA) with 8 µm pores. Medium containing 
2% FBS w�� ���� �� ��� ��w�� �������. A���� 6 �, ��� ����� 
were removed from the upper surface of the filter with cotton 
swabs. Macrophages migrated to the Transwell were fixed 
w��� 4% ����������������. M�g����� ��������g�� w��� ���� 
������� w��� ������x���� ��� �����q������ ������� (6 ������ 
fields/slide).

ELISA for TNF-α, and IL-1β. T�� ������ �� TNF-α ��� IL-1β 
�� ������� ������������ w��� ���������� ����g ELISA k��� 
(W���� B����� B��-E�g�������g C�., L��.) ��������g �� ��� 
������������'� ������������. T�� ������ �� TNF-α ��� IL-1β 
were quantified using a standard curve established by a serial 
�������� �� �������� �������������.

Detection of mRNAs by RT-qPCR. T���� RNA ���� �����-
���g�� w�� �������� w��� TRIz�� ���g���. I������� RNA w�� 
�������� ����������� ���� ������������� DNA �� R�����A�� 
F���� S����� �DNA S�������� k�� (F��������, V������, 
L��������). RT-qPCR w�� ���� ��� F���� S����� DNA ��� 
to further amplify specific cDNA fragments over 35 cycles 
����g RNA PCR k�� (T�k��� B����������g� C�., L��., D�����, 

C����). T�� ������ �� TNF-α ��� IL-1β w�� ���������� ��� 
�������z�� �� ��� ������ �� GAPDH �DNA.

Western blot analysis. T���� ���� ������� w��� �������� �� 
������������ �������� ���������g �������� ���������� ��� PMSF. 
Purified proteins were subjected to SDS-PAGE, transferred 
���� � �������������� �������� ��� ������ w��� ����-S��-1 
�������� (���������� g��� IgG, 1:1,000 �������� ��� ���. 
no. AF3190 ). A second peroxidase-conjugated Ab (polyclonal 
������ IgG, 1:10,000 �������� ��� ���. ��. BA1060) w�� ���� 
��� ��� �������� w�� �������� ����g �������� ������������-
���� ��������� ������. A���-GAPDH �������� (���������� 

F�g��� 1. T�� ��������� �� ��������g�� ������� w��� AGE�, ����-HPA 
��� S��-1 ��������. T�� ��������� �� ��������g�� w�� �������� ����g 
MTT. (A) M�������g�� w��� ������� w��� AGE� (0, 25, 50, 100, 200, 
400 and 800 mg/l) for 4, 8, 12, 16, 20 and 24 h. (B) Macrophages were 
pretreated with anti-HPA before culture with 25, 50 and 100 mg/l AGEs 
��� 4, 8, 12, 16, 20 ��� 24 �. (C) M�������g�� w��� ���������� w��� ����-
HPA plus anti-Syn-1 antibody before culture with 25, 50 and 100 mg/l 
AGE� ��� 4, 8, 12, 16, 20 ��� 24 �. T�� ������� ��� ��� ���� �� 6 ������� 
w���� (���� ± SEM). *P<0.05, �� �������� �� ��� ������� g����. A�� �� ��� 
�x��������� w��� ��������� ������������� �� ����������. AGE�, �������� 
g�������� ��� ��������; HPA, ����������; S��-1, ��������-1.
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g��� IgG, 1:1,000 �������� ��� ���. ��. ��-48167) w�� ���� �� 
� ������g �������.

Heparan degrading enzyme assay for HPA activity. T�� 
������ w�� ��������� ���� ���� ������� �����. HPA �������� 
w�� �������� ����g � ������� ��g�����g ��z��� ����� k�� 
(O���, S��g�, J����). A �������� ����� w�� ����������� ����g 
��� ���������; ���� ��z��� �������� �� ��� x-�x�� ��� ��� �����-
�������g ���������� �� ��� �-�x��. T�� ��z������ �������� 
w�� ���� ���������� ������������g �� ���� ������'� �������� 
����������.

Statistical analysis. D��� w��� �x������� �� ���� ± SEM. 
S���������� �������� w�� ��������� �� SPSS ����������� ����-
w��� (SPSS, I��., C����g�, IL, USA) ����g ���-w�� �������� 
�� �������� (ANOVA). P<0.05 w�� ���������� �� �������� � 
statistically significant difference.

Results

Cell viability. C��� ��������� w�� ��������� ��g���������� 
following exposure to AGE concentrations of 200 µM and 
higher for 24 h. No significant difference of the cell viability 
was observed in 25-100 mg/l AGE-treated macrophage 
�����w��g 4-24 � ���������� (F�g. 1A). T��������, w� ����� ��� 
concentration of AGEs ≤100 mg/l, as these concentrations did 
not change the cell viability significantly in the 4-24 h incuba-
����.

Subsequently, macrophages were pre-treated with 10 µg/ml 
antibody that recognized the C-domain of HPA, and 10 µg/ml 
anti-Syn-1 antibody, before culture with 25-100 mg/l AGEs for 
4 to 24 h except control group. No significant change in macro-
���g� ��������� w�� �������� �� ��� ������� �������������� ��� 
24 h (Fig. 1B and C). Therefore, 25-100 mg/l AGE incubation 
with macrophages for 24 h after pretreatment with 10 µg/ml 

Figure 2. C-domain of HPA mediates AGE-induced macrophage migration via Syn-1. Cells were cultured with 25, 50 and 100 mg/l AGEs for 24 h with or 
w������ ���-��������� w��� ����-HPA �� ����-HPA ���� ����-S��-1 ��������, ������������. T�� ��g������ w�� �������� �� T����w��� ������. R������ w��� 
�������z�� �� ��� ������ �� ��������g�� ���� ��g����� �� ��� ������� g����. T�� ������� ��� ��� ���� �� 6 ������� w���� (���� ± SEM). *P<0.05. A�� �� ��� 
�x��������� w��� ��������� ������������� �� ����������. HPA, ����������; AGE�, �������� g�������� ��� ��������; S��-1, ��������-1.
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anti-HPA antibody, and 10 µg/ml anti-Syn-1 antibody was 
�������� ��� ������� �x���������.

C-domain of HPA mediates AGE-induced macrophage 
migration via Syn-1. AGEs (25-100 mg/l) induced a non-linear 
concentration-dependent significant increase for 24 h in macro-
���g� ��g������. P����������� w��� ��� �������� ����g��z�� 
��� C-������ �� HPA, ������� ���������g ��� AGE-������� 
macrophages migration significantly (Fig. 2). These results 
��������� ���� C-������ �� HPA �������� AGE�-������� 
��������g� ��g������. C������� w��� ����-HPA �������� 
������������, ��� ��-������������ w��� ����-HPA �������� 
��� ����-S��-1 �������� ���k���� �������� ���� ��g������ �� 
25-100 mg/l AGE-induced macrophage but not to the levels 
����� �� ��� ������� (F�g. 2). T���� ������� ��gg����� ���� 
AGE-������� ��������g� ��g������ ��� �� �������� �� 
C-������ �� HPA ��� S��-1.

C-domain of HPA mediates the release of TNF-α and IL-1β 
via Syn-1 in AGE-induced macrophages. W� �������� ���� 
��������� �� A��-1 ��������g�� w��� AGE� �������� � 
���-������ �������������-��������� �������� �� ��� ��������� 
�� IL-1β ��� TNF-α significantly. Moreover, pretreatment 
with anti-HPA antibody significantly inhibited the secretion 
�� IL-1β ��� TNF-α, w������ ��� ���������� w�� ���k���� 

���������� �� ��-������������ w��� ����-HPA ��� S��-1 
��������, w���� ������������ �� ����-HPA �� ����-HPA 
plus Syn-1 antibody did not significantly affect the mRNA 
������ �� IL-1β ��� TNF-α �� ��� ��������� ������������� �� 
AGE-induced macrophages, respectively (Fig. 3A and B). 
T���� ������� ��gg����� ���� C-������ �� HPA �������� 
the release of inflammation cytokine IL-1β ��� TNF-α �� 
AGE-������� ��������g� ��� S��-1 ������������� �� IL-1β 
��� TNF-α �RNA �x��������.

AGE stimulation increased HPA enzyme activity and 
decreased Syn-1 protein C-domain dependence-domain. D��� 
from earlier studies confirmed that HPA enzyme activity and 
Syn-1 were crucial for inflammation. HPA enzymatic activity 
w�� �������� �� ����� ��g�������� �� S��-1 �� ����� �� ������� 
S��-1 ������g ����k����. T� ������� ��� ������ �� C-������ 
�� HPA �� HPA ��z��� �������� ��� S��-1 �������, w� 
selected the maximum concentration of AGEs (100 mg/l) that 
������� ��� ��x���� ���� ��g������ ��� ��������� �� IL-1β 
��� TNF-α. W� �������� ���� AGE� �������� HPA �������� 
and inhibited the protein expression of Syn-1 significantly 
�� ��������g��. M�������, ������������ w��� ��� �������� 
���� ����g��z�� C-������ �� HPA ��g���������� ��������� 
HPA �������� ��� �������� ��� ������� �x�������� �� S��-1 �� 
AGE-������� ��������g�� (F�g. 4). T���� ������� ��������� 

Figure 3. C-domain of HPA mediated release of inflammatory factor TNF-α ��� IL-1β �� AGE-������� ��������g�� ��� S��-1. C���� �������� w��� 25, 
50 and 100 mg/l AGEs for 24 h with or without pre-treatment with anti-HPA antibody recognized C-domain of HPA or anti-HPA plus Syn-1 antibody. (A) The 
�RNA ������ �� TNF-α ��� IL-1β w��� �������� w��� RT-qPCR. (B) T�� ��������� �� TNF-α ��� IL-1β �� ����������� w�� �������� �� ELISA. T�� ������� 
��� ��� ���� �� 6 ������� w���� (���� ± SEM). *P<0.05. A�� �� ��� �x��������� w��� ��������� ������������� �� ����������.  HPA, ����������; TNF-α, ����� 
�������� ������-α; IL-1β, ��������k��-1β; AGE�, �������� g�������� ��� ��������; S��-1, ��������-1; ELISA, ��z���-���k�� ������������� �����.
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���� AGE� �������� HPA ��z��� �������� ��� ��������� S��-1 
������� �x�������� ���� �� ���� w�� �������� �� �� �������� 
�� C-������ �� HPA. T���, C-������ �� HPA ����� ��g����� 
inflammatory response via HPA enzyme activity associated 
w��� S��-1 �������.

Discussion

AGE� ��� ������������ ������� �� ��������g� ���� 
����g�� �� ��� ��������� ����������� ���������� ����������� 
��� �������� �������� ������������� (1). P������� ������� ���� 
shown that AGEs evoke inflammation (11). However, the key 
�������� ����������� ��� ����� ������������� ������� �������. 
T�� ������� ����� �������� ���� C-������ �� HPA �� ������� 
��� AGE-������� ��������g� ������������ �������� ��� 
��g������ ��� S��-1 �x��������.

O�� ������� �x�������� w�� ����� �� ������ ��� ����������� 
AGE ������������� ��� ���� ��� ������� �x������������� �� 
MTT �����. Ex������ �� ��������g� �������� �� ���������g 
�������������� �� AGE� ��� 4, 8, 12, 16, 20 ��� 24 � �������� �� 

����- ��� ����-��������� ����������, ��� ��������� ���� ��� 
���� �������� �� ���� ���������. M��k�� ���������� w�� �������� 
following treatments with AGE concentrations of 200 mg/l or 
��g��� ��� 4, 8, 12, 16, 20 ��� 24 �. T�� ������� ��� ��� ������ 
any differences in the range of 25-100 mg/l for 24-h incubation 
������. T���, w� ����� ��� ������������� �� AGE� �� ��� ���� 
than 100 mg/l for 24 h culture for further experimentation 
in the present study. Subsequently, pretreatment with 10 µg/
ml anti-HPA antibody or 10 µg/ml anti-HPA plus 10 µg/ml 
����-S��-1 �������� �������� � ��������� �������� ��� ��� 
���k�� ���������� �� ��� ��������� �� ��������g�� ��������� 
at 25, 50 and 100 mg/l AGEs, respectively. We utilized 
preincubation of 10 µg/ml anti-HPA antibody, and 10 µg/ml 
anti-Syn-1 plus 10 µg/ml anti-HPA antibody along with tested 
AGE ������������� ���g� ��� 24 �, �� ������� �x��������� �� 
��������g��.

HPA is the unique and specific functional endoglycosidase. 
Ex����������� HPA �x����� ��� ��z������ �������� �� ������ HS 
������ ���� HSPG�. I� �������� �� ���������g �� ��� �x���-
�������� �����x �� ������� ���� ��g������ ��� ������� ���� 
HS-linked molecules such as cytokines involved in inflamma-
���� (12). R����� ���� ������������ ���� ��� COOH-�������� 
������ (C-������) �� HPA w�� �������� ��� HPA ��z������ 
�������� (6).

W� ������� ��� ���� �� C-������ �� HPA �� AGE-������� 
macrophage migration and release of inflammatory cytokines. 
T���� ������� ��������� ���� ��� C-������ �� HPA ����-
ated the AGE-induced macrophage inflammatory response. 
R����� ���� ���� ����� ������� ���� ��������� ��� ���� ���� 
S��-1, � ������ �� HS ������g�����, ��g������ ������� 
inflammatory processes involving cell migration and binding 
cytokines (8,13,14). In the lung, Syn-1 attenuated allergic lung 
inflammation by suppressing Th2 cell recruitment (15). In 
����� ���������� ���������� ��� ���������g, S��-1 ��������� 
against exaggerated inflammation and adverse infarct healing, 
������� �������g ������� ���������� ��� ����������� (16). 
F����������, �� ����������� �����, ���� �� S��-1 �������� �� 
� ���-������������ ��������� (17). I� ��� ������� �����, 
��� ��������� �� ������� AGE-������� ��������g��, w��� 
����-HPA �� ����-HPA ���� ����-S��-1 ��������, ��� ��� ��g���-
������� ������ ��� �RNA �x�������� �� TNF-α ��� IL-1β. T��� 
������ �������� ���� C-������ �� HPA ��� S��-1 ��� ��g����� 
��� ������� �� TNF-α ��� IL-1β �����g� ����-�������������

Moreover, in the present study, AGEs led to a significant 
�������� �� �x����������� HPA �������� ��� ���� �������� 
�� ���������� �� ��� ������������ �� �������� ����g��z�� 
C-domain of HPA. The above observation clearly defined the 
���� �� C-������ �� AGE-������� HPA ��z������ �������� �� 
��������g�. O� ��� ����� �� HPA ��z��� �������� ���������� 
w��� C-������ �� HPA ��� S��-1 ������� �x�������� (HPA 
��g����� HSPG ������� S��-1), ��� ������� ������� ��������� 
���� AGE� ����� �������� S��-1 ������� �x�������� ��� 
AGE-������� HPA �������� ���������� w��� C-������ �� HPA.

In conclusion, the present findings show that C-domain 
�� HPA �������� AGE-������� ������������-���������� 
��������g�� ��������g HPA ��z������ �������� ��� S��-1 
������� �x��������. T�� ����� �������� ����� ����g��� ���� 
��� ���� �� C-������ �� HPA �� AGE-������� ��������g� 
inflammatory response associated with vascular complication 
�� ��������.

F�g��� 4. E������ �� C-������ �� HPA �� ��� HPA �������� ��� S��-1 ������� 
in AGE-induced macrophages. Cells were cultured with 100 mg/l AGEs 
��� 24 � w��� �� w������ ���-��������� w��� ����-HPA �������� ����g��z�� 
C-�������� �� HPA. (A) T�� ��z��� �������� �� HPA w�� ��������� �� 
������� ��g�����g ��z��� �����. (B) T�� S��-1 ������� �x�������� w�� 
��������� �� w������ ���� ��������. T�� ������� ��� ��� ���� �� 6 ������� 
w���� (���� ± SEM). A�� ��� �x��������� w��� ��������� ������������� 
�� ����������.*P<0.05 significantly different from control (0 mg/l) and AGEs 
at 100 mg/l; #P<0.05 significantly different from AGEs at 100 mg/l. HPA, hep-
�������; AGE�, �������� g�������� ��� ��������; S��-1, ��������-1.
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