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Abstrakt:

Proteiny s thiolovymi skupinami interaguji sionty kovl v organismu. Udrzuji jejich
homeostdzu, tGcCastni se bunécné signalizace, chrani buriku pfed ucinky toxickych kova a
detoxikuji je. Tato price je zameéfena na proteiny s thiolovymi skupinami glutathionu a
metalothioneinu a jejich Gc¢inky na selen. Metoda studia je elektrochemicka.

Abstract:

Proteins with thiol groups interact with metal ions in the human body. They maintain their
homeostasis, participate in cell signaling, protect the cell against the effects of toxic metals
and detoxify them. This work is focused on proteins with thiol groups glutathione and
metallothionein and their effects on selenium. The method of study is electrochemical.
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1. Uvod

wvees

razantni zménu Zivotniho stylu lidi, na kterou nejsou adaptovéni. Je to mélo fyzické aktivity,
nadmeérnd konzumace jidla, ale i1 zneCisténi Zivotniho prostiedi. Obrovské mnoZstvi
Skodlivych latek zatéZuje lidi kazdy den pozivanim jidla, pitim vody i dychdnim vzduchu.
Obranné mechanismy, které si lidé za miliény let evoluce vytvofili, jsou dnes mnohem
aktivné&jsi, nez kdykoli dfive.

Tezké kovy patii mezi tyto Skodlivé latky. Vyznamné mechanismy ochrany organismu
pfed t€Zkymi kovy jsou zaloZeny na interakci t€Zkého kovu s proteiny s thiolovou skupinou
SH. Mezi tyto proteiny patii glutathion (GSH) a metalothionein (MT). Oba tyto proteiny plni i
fadu dalSich funkci nez je detoxikace tézkych kovu. Podobné jako interaguji s tézkymi kovy,
interaguji 1 s jinym latkami a pravé cilem tohoto studia je poodhalit jaky maji vztah k selenu.
Selen je mikroprvek nutny pro spravnou funkci organismu. Selenoproteiny Casto mivaji
obdobn¢ jako thioly antioxida¢ni funkce a také se podili na detoxikaci téZkych kovi. Funkce
glutathionu je navic na selen v4zdnd. Selen se ovSem také pii zvySeném piijmu stiva brzy

toxickym. Je proto Zadouct zjistit jak glutathion a metalothionein se selenem interaguji.



2. Selen

2.1. Objev selenu

Selen byl pravdépodobné poprvé pozorovan jiz okolo roku 1300, kdy alchymista Arnold
Villanov ve své knize Rosarium Philosophorum popsal Cervenou siru, ktera zustala v troubé
po vypafeni nativni siry. Pravdépodobné se jednalo o Cervenou alotropickou modifikaci
selenu. [1-3]

Jednozna¢né€ byl selen objeven vyznamnym Svédskym chemikem Jonsem Jacobenem
Berzelienem. Berzelien se spolu se svym pfitelem chemikem Johannem Gahnem stal
vlastnikem tovdrny pro vyrobu kyseliny sirové. Berzelien a Gahnem spolu studovali latky
pouzivané pii vyrob€ kyseliny sirové a jejich pozornost upoutala Cervend latka, kterd
zUstavala po spalovani siry. Nejprve si mysleli, Ze se jedna o elementarni tellur objeveny jiz
pted 30 lety. V zafi 1817 o tom Berzelien napsal do Londyna svému pfiteli Dr. Marcetovi.
Pozdgji se Berzelien rozhodl latku prostudovat pozornéji a zjistil, Ze ma od telluru odliSné
vlastnosti. V tunoru 1818 znovu napsal Dr. Marcelovi, tentokridte o objevu nového prvku.
Objev selenu se tak datuje na rok 1817 nebo 1818. Nézev selen je z feckého slova Selene, coz
znamend Me¢sic. Berzelien ho takto pojmenoval podle telluru, jehoZ ndzev vychdzi
z latinského slova Tellus, coz znamena Zemé€. [4-7]

2.2. Vlastnosti selenu

Selen je vzacny minerdl, vyskytujici se vétSinou v ruddch siry a telluru. Svymi vlastnostmi
se podoba sife. Prozatim bylo objeveno Sest alotropnich forem selenu, mezi néz patii Cervené
zbarvenda amorfni forma, Sedd krystalickd forma a dile tmavé hnéd4 a stiibfité Sedd forma.
Selen patii mezi polovodice, tedy latky, které se mohou za urcitych okolnosti chovat jako
izolanty nebo vodice elektrického proudu. Vystavenim elektromagnetickému zafeni generuje
elektricky proud. Soli oxidd selenu s elektropozitivné€jSimi prvky se oznacuji jako selenany
(SeO4'2) a selenicitany (SeO3'2). Elementarni selen miZe byt redukovan na selenid (Se'z) nebo
oxidovan na jiZ zminé€ny selenicitan (Se™). Elementarni selen je ve vodé nerozpustny, ale
mnohé zjeho soli jsou rozpustné. Selen se vyskytuje v organickych i anorganickych
sloucCenindch. Selen patii mezi reaktivnéj$i prvky. Snadno reaguje s vodikem, fluorem,
chlorem a bromem. Déle reaguje s kyselinou dusi¢nou, kyselinou sirovou a také fadou kovi
kdy vznikaji selenidy. U tézkych kovi vykazuje zvySenou afinitu, zejména k rtuti, déle ke
kadmiu, olovu, hliniku, zlatu a stfibru. Pfi dostatku kysliku selen hoti modrym plamenem za

vzniku SeQ; s charakteristickym zdpachem shnilého kifemene. [8]



Vybrané vlastnosti selenu jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1 — Vybrané vlastnosti selenu

Nazev prvku Selen

Znacka Se

Skupina Nekov
Atomové Cislo 34

Atomova hmotnost 78,96
Elektronova konfigurace [Ar] 4s® 3d™ 4p*
Skupenstvi Pevné

Hustota pfi 293 K

4,81 g/cm? (krystalicka forma)

Teplota tani

221 °C, 490,15 K (krystalicka forma)

Teplota varu

685 °C, 958,05 K (krystalicka forma)

Oxidacni stavy

VIIVILT-II

Pauliho elektronegativita

2,55

lonizacni energie

1. 941 kJ-mol™

2. 2045 kJ-mol™

3.2973,7 kl-mol™

Atomovy polomér 120 pm
Kovalentni polomér 12014 pm
Van der Waals(v polomér |190 pm

Krystalova struktura

Hexagonalni

2.3. Selen ve vyzivé

Selen byl dlouho povazovin za vyhradné toxicky prvek. Teprve v roce 1957 byl poprvé
popsén pozitivni vliv selenu na organismus. Tehdy némecky biochemik Klaus Schwarz
zkoumal divod nekrézy jater potkant, které krmil drozdim torula. Po ndhradé torula drozd{
pekafskym drozdim (Saccharomyces) nekréza jater u potkani vymizela. Zjistil, Ze torula
drozdi bylo selenodeficitni a tak objevil i prvni selenodeficitni onemocnéni. Na selen tak
zaCalo byt nahliZeno i jako na organismu prospéSny prvek. [9, 10]

Selen je esencidlnim prvkem, ktery se oproti jinym esencidlnim mikroprvkim stava pfi
vysSich ddvkach rychle toxickym. Doporuceny denni piijem selenu se udava 50 — 80 ug. [11]

Selen se v organismu tucastni fady biologickych mechanismi. Vyznamné se uplatiiuje
zejména v ochrannych mechanismech. M4 antioxida¢ni GCinky, podporuje imunitni systém
proliferaci aktivovanych T lymfocytu [12, 13], vytvafi inertni komplexy se Skodlivymi prvky
jako je kadmium, olovo, rtut nebo hlinik [12]. Nékteré funkce selenu pracuji v kooperaci
s vitaminem E, ktery je také duleZitou soucasti antioxida¢niho systému [14, 15]. Lidé
s dostate€nym piijmem selenu jsou méné ohroZeni onemocnénim rakoviny [16, 17] a
kardiovaskularnimi chorobami [12, 18, 19].

vvvvv

pozivanych potravin pak ofechy, jatra, syry, ryby, obiloviny, vejce, vepfové maso, kufeci



maso, houby. MnoZstvi selenu v potravinich, respektive v rostlinnych pletivech a Zivo€iSnych
tkdnich, se odviji od jeho mnoZstvi v piidé. V zemich severni a stfedni Evropy, véetné Ceské
republiky, je mnoZzstvi selenu v pudé velmi nizké. Nizké mnoZstvi selenu v potravinich
Castecné teSi dovoz potravin. Ke zvySeni obsahu selenu v pidé se pouzivaly hnojiva
s obsahem selenitu sodného, tento zpusob suplementace se ale pfili§ neujal, kvili Spatné
regulovatelnosti mnozstvi selenu. Anorganicky selen se pfidava hospodarskym zvitatim do
krmiv k prevenci selenodeficitnich chorob. [11, 20]

Nedostatkem selenu jsou ohroZeni zejména kurdci, t&€hotné a kojici Zeny, lidé
s nevyvazenou stravou, jako mohou byt napiiklad vegetaridni a lidé se zazivacimi potiZemi.
Akutni nedostatek selenu se projevuje svalovou slabosti a bolesti svalid. Selenovy deficit
muZe vést k oslabeni imunity, ke kardiovaskuldrnim chorobdm, ekzémum, neplodnosti,
Sedému zdkalu a porucham metabolismu hormonu $titné Zlazy [12, 21-23]. Nedostatek selenu
lze teSit dpravou jidelnicku, nebo suplementaci selenu. K suplementaci se pouZzivaji jak
organické tak i anorganické formy selenu.

Piijem 5-ti ug.kg'1 selenu za den je jeSt€ povazovano za netoxickou davku, ale zdlezi také
na formé selenu. Anorganicky selen je toxiCtéjSi neZ selen organicky. Chronickd otrava
selenem zacind pfiblizn€ od piijmu 1000 pg selenu za den. [24-26] Piiznaky se zacinaji
projevovat po nékolika mésicich. Projevy jsou morfologické zmény vlasi a nehtu, pfi jeste
vysSich pifjmech selenu pak vypaddvani a ldmavost vlast a nehtd, bolesti svali, koZni
vyrazky, kazivost a vypadavani zubd, deprese, nervozita, zvraceni. Akutni otrava selenem se
projevuje rendlnim a srde¢nim selhdvanim, respiraénimi problémy, apatii a t€Zkou hypotenzi,
kterd je prvnim pfiznakem vyustujicim ke smrti postizené osoby [27]. Divodem zvySeného
mnoZstvi selenu v potravé muze byt jeho nadmérna suplementace, nebo potraviny z oblasti
s vysokym mnoZstvim selenu v pidg, které jsou v Cin& nebo Americe a dile i znedisténi

Zivotniho prostredi. [25]

2.4. Metabolismus selenu

Anorganické slouCeniny selenu jsou v zaZivacim traktu vstiebdvdny pasivni diftzi.
Vstiebavatelnost je mnohem niZ§i nez u organickych sloucenin selenu. Anorganické
slouceniny selenu mohou byt metabolizovdny na selenoproteiny, ale nejsou schopny byt
zasobnim zdrojem selenu v organismu a jsou z téla vyluCovany. Navic anorganické soli
selenu jsou pro-oxidanty. [25, 28]

Organické slouceniny selenu se v zaZivacim traktu vstfebavaji aktivnim transportem. Savci
enzymy pfi translaci nerozliSuji mezi methioninem a selenomethioninem. Do proteint je tak
nespecificky zatazovan selenomethionin a vznikd tak zdsobni zdroj selenu pro organismus.
[25]
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Metabolické drahy selenu zacinaji rozkladem slouCenin selenu na selan (H,Se).
Rozklddany jsou anorganické i organické slouceniny selenu a to vcetné selenocysteinu
ptijatého potravou. Rozklad selenocysteinu, selenomethionu a seleniCitanti na selan je
znazornén na Obr. 1. [29]

NH 2.
SeCH,CHCOOH O ESCHQCHzCHEOOH Se0;
NHz ;ﬁ Selenicit
eCH,CHCOOH ¢gCH{s SeCHzﬁ:::OOH 4652 enicitan
NH: NHCH,COOH GSH ass 1
Selenocystein Glutathion reduktaza \QGSSG
GSH GSSeSG
HSeCH,CH,CHCOOH HOOCCHGH,CHSeCH,CCOOH  HSeCH,CHCOOH Glutathion
;:Hz —> NH; NHy —» NH, GSH reduktaza
N::HZN : Selenocystein GSSeH
b o . —CH28eCHCHCHCOOH ) ) .
W\EOEBIC NH; Selenocystein p-lyaza Alanin GSH Clutathion
NTHEN HoSe reduktaza
Ly I N& & ,—cn,gr"cn LCHLHOOC Selan (Selenovodik)
phady NHg
CH3SeCH,CH-CHCOOH
NH2
Selenomethionin

Obr. 1 — Metabolické drahy pfemény vybranych slou€enin selenu na selan (pfevzato a
upraveno z [29])

Selan se pfi zvySeném mnoZstvi selenu v organismu methyluje a vylucuje z téla dechem
nebo moci [30]. Dale se selan mize oxidovat na oxid seleniCity [30], u n&jz byla napiiklad
zjiSténa protirakovinnd ochrannd funkce indukci apoptézy [31]. Selan také slouzi k tvorbe
selenocysteinu pro syntézu selenoproteinti. Metabolické drahy vychazejici ze selanu jsou pak
zndzornény na Obr. 2.

v -Glutanyl-SeMeSeCys Selan (selenovodik) Ser-tRNA "**
H,Se
SeMeSeCys \
B-Lyaza HSePO."
CH.SeH
3 € O2
)/ Selenoproteiny
(CH,).SeH (dech) \
) H,0,+0,

/ Y
SeO2

Selenocukry + (CIL,),Se (urea)

Obr. 2 — Metabolické drahy selanu
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Selenocystein pfijaty potravou nelze pro syntézu selenoproteind piimo pouzit.
Selenocystein zafazeny v proteinech vznikd ze serinu navdzaného na tRAN®*. Mechanismus
je nésledujici. Selenocystein ma svou specidlni tRNA>* s antikodonem UGA. Na rozdil od
ostatnich tRNA mé tRAN®® dlouhou variabilni smycku. Seryl~tRAN-syntedzou je serin
prenesen na tRNAS za vzniku seryl~tRNA>*. Selenocysteinsyntedzou je pak serin pfeménén
na dehydroalanin. Nésledné je dehydroalanin pfeménén na selenocystein pfijetim -SeH
skupiny ze selenofosfitu (HSePOs?). Pii¢emZ selenofosfat vznikd za pomoci
selenofosfat-syntedzy ze selenidového anionu (HSe) a ATP. K inkorporaci 20 standartné
kédovanych aminokyselin slouzi translacni faktor Ef-Tu. U bakterii byl objeven specidlni
translacni faktor selB slouZici k inkorporaci 21. aminokyseliny - selenocysteinu do proteinu
pii translaci. Bakterie nekddujici tento protein nejsou schopny syntetizovat selenoproteiny. U
eukaryotickych bun¢k, ale zatim nebyl objev analog tohoto translacniho faktoru [25, 30, 32-

35]. Serin, dehydroalanin a selenocystein jsou zndzornény na Obr. 3.

Serin Dehydroalanin  Selenocystein
I i I
HoC
HO/\T/J\OH o YLLOH HSE/\‘)LOH
L NH, NH,

Obr. 3 — Chemicka struktura serinu, dehydroalaninu a selenocysteinu

2.5. Selenoproteiny
Selenoproteiny jsou proteiny obsahujici aminokyselinu selenocystein. Odhaduje se, Ze
savci syntetizuji okolo 100 selenoproteint z nichz bylo jiz ptes 30 identifikovano [36]. Zde

jsou popsany nékteré ze znamych selenoproteint.

2.5.1. Glutathion peroxidazy

Rodina enzymu glutathionu peroxiddz (GPx), jsou enzymy s peroxiddzovou aktivitou pro
peroxid vodiku a hydroperoxidy lipida (lipoperoxidy). Kofaktorem GPx je glutathion (viz.
kap. 3.1.3). Struktura GPx také umoziiuje pfenos selenu a byl i1 zjiStén silny vztah, mezi
mnozZstvim selenu v erytrocytech a GPx aktivitou. Toho lze vyuZzit k prvotnimu
biochemickému vySetfeni mnoZstvi selenu v téle. Bylo objeveno 8 izoforem GPx (GPx1 —
GPx8) [37]. Jedna se o tetrametry, kde kazdy fetézec obsahuje jeden atom selenu s vyjimkou
GPx4, kterd je monomerem [38]. Pfiblizné¢ 30% selenu v plasmé je vdzdno na GPx. [36]

Dosud nejlépe jsou zndmy GPx1 az GPx4. GPx1 byla prvnim objevenym selenoproteinem
a zarovei je to nejcastéji se vyskytujici se GPx. Nachdzi se v cytoplazmé bunék tkani, témér u
vSech savcu vystavenych peroxidim. Aktivita GPx1 je fizena kindzami c-Alb a Arg tyroxin,

které se na GPx1 vazi. Aktivita téchto kindz je fizena oxidativnim stresem [39]. GPx2 se
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nachdzi v gastrointersticidlnim traktu, kde je nejdilezit€jSim selenoproteinovym
antioxidantem v tra¢niku. GPx3 se vyskytuje v plasmé a proximdlnich tubulech ledvin. GPx4
reaguje s lipoperoxidy a je schopen i oxidace nizkohustotnich lipoproteinti. Chrani predev§im
muzsky reprodukéni systém. Aktivita Gx4 je pii nedostatku selenu zachovavédna prednostné,
pied GPx1. [36]

2.5.2. Thioredoxin reduktazy

Jedna se o rodinu 3 enzymu. Thioredoxin reduktazy (TRxR) jsou jediné zndmé enzymy
redukujici thioredoxiny. Thioredoxiny jsou proteiny, vyskytujici se ve vSech organismech
plnicich biologické funkce, mezi néZ patii redoxni signalizace. TRxR spolu s NADPH a
thioredoxiny vytvaii systém tvorici disulfidické vazby [40]. TRxR md také antioxidacni
ucinky [41]. TRxR stimuluje proliferaci normdlnich i rakovinovych buné€k, u nichZ se
vyskytuje ve zvySenych koncentracich. [36]

Clovék syntetizuje 3 TRxR izoenzymy. TRxRI1 se vyskytuje v cytoplasmé TRxR2
v mitochondriich a TRXR3 chréni muZsky reprodukéni systém. [42]

2.5.3 Selenoprotein P

Priblizn€ 60% selenu v plasmé je vdzdno na selenoprotein P (SelP), ktery ve formé
selenocysteinu v sobé obsahuje 10 atomu selenu. Je také bohaty na cystein. SelP spolu s GPx
na sebe vazou piibliZzné 90% plasmatického selenu a oba tyto proteiny mohou slouZit k jeho
transportu. SelP se Casto vyskytuje vdzany na membrdnu, mé proto nejspiSe i dalsi funkce.
Pravdépodobné mezi né patii antioxidacni G¢inky a muZe slouzit i k detoxikaci ionta rtuti,

kadmia a dals{ l4tek, s nimiz vytvaii komplexy. [36, 43]

2.5.4. Selenoprotein W

Selenoprotein W (SelW) se u savet vyskytuje v n€kolika formach. Jejich pfiblizna délka je
86 aminokyselin s jednim selenocysteinem. U dvou forem SelW je na cysteinovy zbytek
vazan GSH. SelW je soucésti svalového metabolismu. Vyskytuje se v tkdnich, predev§im
v koncetinovych svalech, srdci a mozku. Neurdlni buiikky chrdni navdzanim velice toxické
methylrtuti. M4 také antioxida¢ni uCinky, jeho syntéza se pfi oxidativnim stresu zvySuje. [34,
36]

2.5.5. Jodthyronin 5’-dejodazy

Jedna se o tfi enzymy vyskytujici se v raznych ¢astech lidského organismu a se spoleénym
vyskytem ve Stitné Zldze, kde spolecné katalyzuji dejodizaci prohormonu tyroxinu T4 na
trijodthyronin T3. Ke zjiSténi funkce Stitné Zlazy se Casto monitoruje pomeér T4 ku T3 (resp.
T3 ku T4) v krvi. S vékem se tento pomér zhorSuje ale suplementaci selenu je to mozné
zlepsit. Z pomeru T4 ku T3 lze také zjistit stav selenu v organismu. [36]
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2.5.6. Selenofosfat synteaza

U eukaryotickych buné€k je zndma4 selenofosfat syntedza 1 a 2 (SPS1 a SPS2). Jak jiz bylo
zminéno selenofosfat syntedzy slouZzi k syntéze selenoproteind syntézou anorganického
selenofosfitu. Syntéza selenofosfitu ale také reguluje biologickou dostupnost organického
selenu a tak chrani organismus pfed velkymi ddvkami organického selenu. SPS1 neobsahuje
selenocystein zatimco SPS2 ano. In vivo bylo zjiSténo, Ze za nepfitomnosti SPS1 a

pritomnosti SPS2 dochdzi k syntéze selenoproteinti, za opacnych podminek ovSem ne. [36, 44]
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3. Thioly

Thioly jsou latky obsahujici jednovazebnou thiolovou (sulfanylovou) skupinu —SH,
vazanou na akyl nebo aromaticky kruh. Jsou tedy sirnou obdobou alkoholii nebo fenold
(obsahuji skupinu —OH). Mohou tedy byt oznacovany jako thioalkoholy a thiofenoly. Thioly
v piirodé vznikaji rozkladem sirnych aminokyselin cysteinu a methioninu. Charakteristickou
vlastnosti thiolti s malou molekulovou hmotnosti je jejich nepfijemny zapach. [11, 45]

Atom siry je podobny atomu kysliku, je tedy na misté srovnani thioalkoholt, které maji
funkéni skupinou —SH, a alkoholt, které maji funk¢ni skupinou —OH. JelikoZ je sira méné
elektronegativnéjsi nez kyslik, je S—H vazba mén¢ polarni nez O-H vazba. Atom siry je vétsi
nez atom kysliku, také valencni orbitaly siry jsou diftizni a tak dochdzi k méné efektivnimu
piekryvu s atomem vodiku. Proto je vodikova vazba S-H mén¢ stabilni nez vodikova vazba

O-H. [45]

3.1. Glutathion
3.1.1. Objev glutathionu

V roce 1888 de Ray-Paihade drcenim kvasinek s elementarni sirou zjistil, Ze obsahuji ldtku
zodpovédnou za tvorbu sirovodiku. Nasledné objevil stejnou latku i v hovézi svaloving,
hové&zich jéatrech, ovéim mozku, jehné€Cim tenkém stfevu, rybi svaloving, vajeCném bilku,
cerstvé ovei krvi a v Cerstveé natrhanych hlavickach chiestu. Také zjistil, Ze tato latka je
stabilngjsi v zimé& neZ v 1ét€ a je posSkozovdana reakci s chlérem, jédem a bromem. Tuto latku
pojmenoval philothion podle feckych slov ,,milujici siru®. Véfil v jeji dulezitou biologickou
roli, nebot’ se zddla byt pfitomna ve vSech zivych burikidch. Pfedpokladal, Ze tato latka
obsahuje labilni vodik a na zdkladé myslenky A. Hefftera doSel k zavéru, Ze obsahuje cystein,
na ném?z je tento labilni vodik navédzén. [46-50]

A. Hefferd a V. Arnold na mnoha ZivociSnych tkdnich prokdzaly pozitivni nitroprusidovou
reakci, coZ poukazuje na pritomnost silného redukéniho Cinidla. Za néj byl povaZzovén cystein
se svou thiolovou skupinou. A. Hefferd také ptedpoklddal, Ze litky obsahujici thiolovou
skupinu sniZzuji oxidacni stress bunék. F. Hopkinsovy se podafilo tuto liatku za pomoci vody
izolovat, avSak nespravné urcil, Ze se jednd o dipeptid cysteinu a kyseliny glutamové a latku
pfejmenoval z philothionu na glutathion. V roce 1927 byla publikovdna prace Huntera a
Eaglese, ktefi stejnym postupem jako Hopkins izolovali stejnou latku, ale s niZ§im
procentudlnim zastoupenim siry. Spravné predpovedéli, Ze se jednd o tripeptid, ale Hopkins
jejich praci zpochybnil, Ze litku neziskali Cistou a stile trval na dipeptidovém sloZeni
glutathionu. Naésledujicich né&kolik let bylo sloZeni glutationu kontroverzni. Nakonec
nezdvisle na sobé Hopkins a Kendallem zjistili, Ze kromé& cysteinu a kyseliny glutamové
glutathion obsahuje i glycin [51-53]. Struktura glutathionu byla odvozena z chemickych studii
a syntéz. [54, 55]
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3.1.2. Struktura glutathionu

Glutathion je tripeptid sklddajici se z kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu. Mezi
kyselinou glutamovou a cysteinem je zvlastni y-vazba. U rostlin se vyskytuji i homology
glutathionu, kdy je misto glycinu navazana jind aminokyselina. Funkce téchto homologi jsou
pravdépodobné stejné. V burikdch se glutathion vyskytuje v redukované nebo v oxidované
formé jako disulfid glutathionu. Struktura redukovaného glutathionu (GSH) a oxidovaného
glutathionu (GSSG) je na Obr. 4. [56-58]

GSH GSSG

Obr. 4 — Chemicka struktura redukovaného glutathionu (GSH) a oxidovaného glutathionu
(GSSG)

3.1.3. Funkce glutathionu

GSH chrdni bunky pfed reaktivnimi kyslikovymi radikdly (ROS) poskytovanim
elektronového kompletu (H", €). Dochézi k tomu tak, Ze dva GSH jsou oxidovany a ndsledné
disulfidovou vazbou spojeny za vzniku GSSG. Tato reakce je katalyzovana glutathion
peroxiddzou (GSH-Px), jejiZ kofaktorem je GSH [59, 60]. Reakci lze popsat ndsledujici
chemickou rovnici:

2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,O

GSSG muze byt preveden zpét na GSH. To se dé€je pomoci enzymu glutathion reduktiza
za ucasti redukcnich ekvivalentt z pent6zového cyklu. [59]. Tuto reakci 1ze popsat nasledujici
chemickou rovnici:

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP?*

Celkové mnoZstvi glutathionu a pomér GSH/GSSG vkrvi je dobrym markrem
oxidativniho stressu organismu. Vysoky pomér GSH/GSSG muze byt indikaci oxidativnich
poSkozeni, jako jsou Alzheimerova choroba, amyotrofickd laterdlni skler6za, astma
bronchiale, diabetes mellitus, idiopatickd plicni fibr6za, onemocnéni kardiovaskuldrniho
systému, Parkinsonova choroba, syndrom dechové tisn€, retinopatie, revmatoidni artritida,
Wernerav syndrom. [61-64]

GSH se podili na detoxikaci tézkych kovi. Za ucinku enzymu glutathion S-transferaza
GSH konjuguje s elektrofilnimi latkami a i s nekterymi hydrofébnimi latkami. Tato aktivita

vede k detoxikaci tézkych kovd, lipidovych peroxidi a dal$ich xenobiotik. [65, 66]
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GSH muze také redukovat disulfidové vazby vytvofené mezi cytoplasmatickymi proteiny.
Tyto reakce jsou katalyzovdny enzymy glutaredoxiny. [67-69] Tato chemicka reakce lze
popsat nésledujici chemickou rovnici:

2 GSH + RSSR — GSSG + 2 RS

Z dalSich funkci lze jmenovat, Ze GSH se d€astni metabolismu Zeleza, podili se na syntéze
oxidu dusnatého [70], transportuje aminokyseliny pfes bunécnou membrinu [71], d€astni se

metabolickych drah, vedouci k syntéze a opravé DNA a podili se i na proteosyntéze.

3.2. Metalothionein

3.2.1. Objev metalothioneinu

Metalothionein (MT) byl objeven vroce 1957, kdy Margoshes a Valee izolovali
z ledvinové kiry koné protein vazajici kadmium. Byl identifikovan jako ldtka s nizkou
molekuldrni hmotnosti, bohatd na thiolové skupiny. Vzhledem k vysokému obsahu kovu a své
nezvyklé bioanorganické struktute, byl zafazen mezi metaloproteiny. Béhem ndsledujicich
tiech desetileti byl identifikovan i u ostatnich Zivocicht a byla poodhalena jeho spojitost
s dal§imi kovy, zejména zinkem a meédi. MT podobné proteiny byly nalezeny i u rostlin a hub.
[72-74]

3.2.2. Struktura metalothioneinu

Metalothioneiny jsou rodina jednofetézcovych proteini s molekulovou hmotnosti 500 az
14000 Da. U savcu je molekulovd hmotnost MT pfiblizné 6000 Da. MT ma schopnost vazat
na sebe kovy a to jak fyziologicky se v burice vyskytujici kovy, mezi néz patii zinek, selen,
meéd’ a Zelezo tak na sebe vaze i nékteré toxické kovy, mezi néz patii rtut, kadmium, arzen,
stifbro, platina a olovo. Kovy védze thiolovou skupinou cystein, jenZ je ve struktufe MT
zastoupen piiblizn€é z 30%. MT se vyskytuje pfedev§im v jéitrech, ledvindch, stfevech a
slinivce bfisni. Existuje vice typu MT. U ¢lovéka se MT déli do Ctyf skupin a to na MT1
s podskupinami A, B, E, F, G, H, L, M, X, dile MT2, MT3 a MT4. Rozdily ve funkcich
jednotlivych forem MT dosud nejsou zcela objasnény. [75, 76]
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Struktura metalothioneinu s navdzanymi 7 atomy zinku je zndzornéna na Obr. 5.

p-doména . .

Obr. 5 — Struktura metalothioneinu s navdzanymi 7 atomy zinku (pfevzato a upraveno z [77])

3.2.3. Funkce metalothioneinu

MT je na sebe schopen vézat az sedm dvojmocnych nebo dvanict jednomocnych atomu
kovia. Jednotlivd mista, kde dochéazi k navazovani téchto kovi vykazuji raznou afinitu
k riznym kovim. MT tak plni dulezitou roli pfi detoxikaci té€zkych kovi z organismu.
Fyziologicky se vyskytujici kovy mohou byt zMT vytésnény kovy toxickymi. MT
s navazanymi téZkymi kovy ndsledné putuje do ledvin, kde se vylu€uje. Kovy, které nejsou na
MT navézény, ptipadn€ byly z MT vyté€snény, indukuji expresy dalSich MT. [78, 79]

MT se podili na ochrané€ pred volnymi reaktivnimi kyslikovymi radikdly (ROS), oxidaci
cysteinu. Dva cysteiny se oxiduji na cystin, ¢imz se také narusuje schopnost MT na sebe vazat
kovy. Pfi zvySeném oxida¢nim stresu se tak z MT uvolni ionty kovi, které indukuji expresy
dalsich MT. [78, 80]

Byla prokdzdna zvySend syntéza MT v rychle proliferujicich burikdch, regenerujicich se
buitkkdch a rakovinnych bunkéch. Pfedpokladd se vztah mezi vysokou expresi MT a
neoplastickym bunécnym rastem. Proto 1ze MT povazovat za nddorovy marker. MT ovSem
bunky pred pusobenim nékterych cytostatik chrani. Pred elektrofilnimi cytostatiky jsou buriky
chranény nukleofilitou MT. Byla vypracovdna studie, jenZ na myS$i bunécné linii se zvySenou
expresi MT, prokdzala ochranné u¢inky MT pied ucinky doxorubicinu [81], ale bylo i zjisténo,
Ze chrani burky i pfed toxickymi ucinky latek jako je 1-P-d-Arabinofuranosyl. Z toho se
usuzuje na jeSte dals$i ochranné mechanismy MT, neZ je jednoduchd kovalentni vazba. Bylo i
prokézéno, Ze zvySend exprese MT vede k anti-apotickému dc¢inku. [74, 82, 83]

MT také pusobi jako prenaSeC zinku v bunécné signalizaci. MiZe prenaset zinek mezi
jednotlivymi proteiny, nebo jej zadrZovat. Je tak napiiklad schopen regulovat expresy genu
inhibovanych proteiny s motivy zinkovych prsti. MT muze inaktivovat tyto proteiny

navazanim zinku, ¢imzZ se tyto proteiny z DNA vyvdzi a umozni se tak transkripce genu. [84]
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4. Elektrochemické stanoveni thiolu

4.1. Voltametrie

Voltametrie je elektroanalytickd metoda, pfi niZ se méii velikost proudu protékajiciho pres
polarizovatelnou pracovni elektrodu v zdvislosti na potencidlu (resp. napéti), ktery je na tuto
elektrodu vklddan. Toto napéti je vztazeno k nepolarizovatelné referencni -elektrode
s konstantnim potencidlem. [85-88]

Pouzivd se dvouelektrodové nebo tfielektrodové zapojeni. Ttielektrodové zapojeni je
vhodngéjsi nebot” jsou tak potlaceny nékteré rusivé vlivy. Jednd se zejména o proud, ktery by
bez pomocné elektrody protékal pres referencni elektrodu a zptusoboval by tak zménu jejiho
sloZeni. Pti tiielektrodovém zapojeni proud protékd pies pracovni a pomocnou elektrodu.
Pracovni elektroda muZe byt ze zlata, stiibra, platiny, dédle z uhliku nebo rtuti. Rtut’ jako
pracovni elektroda maze byt bud’ amalgamova nebo v kapalné podobé jako visici rtutova
kapkova elektroda (HMDE). Voltametrické metody vyuZivajici HMDE se oznacuji jako
polarografické. Referenc¢ni elektroda byva nej€astéji argentinchloridova (Ag/AgC 1/3M KCl).
Pomocnd elektroda se vyrdbi ze zlata, stfibra, nebo platiny. Obvodové schéma a pracovni
usporadani elektrod tfielektrodového zapojeni polarografie je zobrazeno na Obr. 6.
Uspotdddni HMDE je zobrazeno na Obr. 7.

Potenciostat a

Zdroj napéti méfidlo proudu
“ Piivod
inertniho plynu
- 1 [r] [w] []a
Ampérmetr
Voltmetr
r e
a W o
oAl vl L
Elektrolyt

Obr. 6 Vlevo — obvodové schéma tiielektrodového zapojeni, Vpravo — pracovni uspofadani
elektrod; a — pomocnd elektroda, r — referencni elektroda, w — pracovni elektroda
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Obr. 7 — Uspotaddani HMDE

Pii polarografii je mozno na HMDE vkladat potencial od -2,6 V do +0,4 V. Pti napéti
menSim nez -2,6 V dochdzi k rozkladu vody (v pifipadé elektrolytu se zaCnou pii vysSich
napétich vyluCovat kationy), pfi napéeti vyssim nez 0,4 V dochdzi k rozpousténi rtuti.

Pokud neni v elektrolytu obsazena zadnd elektroaktivni latka tzv. depolarizitor, systémem
neprochdzi Zadny proud. Pfiddni depolarizitoru se projevi zménou proudu, z jehoZ velikosti
1ze urcit koncentraci depolarizatoru a z pulvlnového potencidlu lze urcit druh depolarizatoru.
Potencidl depolarizdatoru se mize ménit se svou koncentraci. Mohou nastat 4 piipady a to, Ze
potencidl se z ménici koncentraci depoldrizatoru nemeéni, potencial s vzrustajici koncentraci
depoldrizatoru stoupd, pak jde o limitné diftzni de€j, potencidl s vzrastajici koncentraci
depolarizatoru klesd, pak jde o adsorpéni d€j a potencidl s vzrustajici koncentraci
depoldrizatoru misty klesd a misty stoupd, pak jde o d¢j kineticky. Celkovy zaznamenany
proud je sloZen z nékolika riznych proudd.

Diftzni proud je pfimo umeérny koncentraci depolarizdtoru, ktery se v elektrolytu difizi
dostava k pracovni elektrodé, kde pfijimé elektrony z elektrolytické reakce. Kapacitni neboli
nabijeci proud je zpusoben vkladanim napéti na rtutovou kapku. Ta ziskava naboj, ke
kterému jsou pfitahovdny opacné€ nabité ionty. Vznika tak elektrickd dvojvrstva, coZ je vlastné
kondenzator. K dosaZeni urcitého potencidlu je nutno kondenzator, resp. rtutovou kapku nabit
kapacitnim proudem. Migra¢ni proud se vyskytuje v piipad€, Ze depolarizitorem jsou ionty.
Elektrické pole mezi elektrodami zptsobuje migraci (pohyb) nabitych Castic v elektrolytu coz

ovliviiuje mnoZstvi depolarizitoru, ktery se dostdva k pracovni elektrod€. Kineticky proud je
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u depolarizatord, jejichZ koncentrace je na povrchu elektrody je fizena chemickou reakci a jeji
rychlosti ale ne difizi. Adsorbéni proud je zpusoben adsorpci oxidované nebo redukované
latky na povrchu elektrody pfi reverzibilnimi redoxnich reakci n€kterych organickych latek.
Katalyticky proud vodiku vznikd snizenim prepéti vodiki v disledku malé koncentrace
katalyzatoru. [89-91]

Podle prubéhu vklddaného potencidlu a meéfeni proudu se rozliSuje nékolik
polarografickych technik. U klasické polarografie je prub€h napéti linearni. Tato metoda je
nejméné citlivd, coz je zpusobeno srovnatelnym proudem nabijecim s proudem
elektrolytickym. Citlivéjsi metodou je stiidava polarografie (AC polarografie), u které je na
linedrné stoupajici napéti superponovan sinusovy prubéh. Vyuzivd se o 90° fazove
posunutého nabijeciho proudu oproti proudu elektrolytickému. Fdizovym usmérnénim se pak
ziskdva pouze proud elektrolyticky. U ,,square wave* polarografie jsou na linedrné stoupajici
napéti superponovany pravouhlé impulzy surCitou frekvenci. Méfi se diftzni proud
s odfiltrovanou stejnosmérnou slozkou na konci pravouhlych impulzid. U metody normélni
pulzni polarografie je ke konci doby Zivota kapky na konstantni napéti superponovin
pravouhly impulz. Tento impulz se vklada na poslednich 100 ms doby Zivota kapky a proud
se m&fi pouze poslednich 20 ms. Po odkdpnuti kapky se postup opakuje, ale s vy$§im
pravouhlym impulzem. Vysledkem normélni pulzni polarografie je polarografickd vlna.
Nejrozsifenéjsi a nejcitlivejsi polarografickou metodou je diferencni pulzni polarografie. U
této metody jsou na linedrné stoupajici napéti nebo skokoveé stoupajici napéti superponoviny
male pravouhlé impulzy. Méf{ se rozdil proudi nékolik milisekund pted zacatkem a nékolik
milisekund prfed koncem napétového pulzu. Obrizek polarizace HMDE u metody diferen¢ni

pulzni polarografie je na Obr. 8. [92]
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Obr. 8 — Obrazek polarizace HMDE; Vlevo — diferen¢ni pulzni polarografie s linearné
stoupajicim napétim; Vpravo - diferencni pulzni polarografie se skokoveé stoupajicim napétim
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Mimo metody, kdy je analyzovédna latka smiSena s elektrolytem, kde dochdzi k jejimu
méfeni, byla vyvinuta adsorptivni pfenosova rozpoustéci technika. Principem je ponofeni
HMDE piimo do roztoku se vzorkem, kde nasledné¢ probéhne akumulace analyzované latky
na povrich HMDE. HMDE se déle opldchne a ponofii do elektrochemické cely s elektrolytem.

Tato metoda ma nizsi detek¢ni limit a vyssi citlivost. [93]

4.2. Brdi¢kova reakce

Pii pouZiti voltametrie je moZno thioly ve vzorcich stanovovat redukci nebo oxidaci SH
skupiny, nebo pomoci Brdickovy reakce. Brdi¢kav roztok se skldada z amonného pufru (NH3
+ NH4Cl) s vysokym pH a chloridu hexaamminokobaltit¢ho komplexu ([Co(NH3)]Cl3).
Brdickav roztok musi byt chlazen na pfiblizné 4°C, je-li v prostiedi s pokojovou teplotou, pak
dochazi jiz béhem nékolika minut k vypafovani amoniaku a brdi¢kiv roztok se tak degraduje.
Prabéh Brdickovy reakce je nasledujici.

Pfi elektrochemickém méfeni bez piitomnosti latky obsahujici —SH skupinu dojde ke
vzniku dvou piki. Prvni pik je zpusoben redukci Co™ — Co" za vzniku [Co(NH;3)e]*.
Potencidl tohoto piku je E, = -0,3 V. Nésledné probéhne hydrolyza hexaamminkobaltitého
komplexu na hexaaquakobalnatnaty komplex dle nasledujici reakce:

[Co(NH3)6]** + 6 H,O — [Co(H,0)6]** + 6 NH;

Vznikly amoniak zvysi pH, ¢imZ umozni dalsi redukci kobaltu. Druhy pik je zptisoben
redukei Co™ — Co". Potenciél tohoto pikujeE, =-1,2 V.

Pti elektrochemickém meéfeni za ptitomnosti latky obsahujici -SH skupinu dojde ke vzniku
Styf pikdl z nichZ dva jsou katalytické. Prvni pik je zpasoben opét redukci Co™ — Co" za
vzniku [Co(NH3)s]**. Potencidl tohoto piku je také Ep = -0,3 V. Po-té opét probéhne
hydrolyza hexaamminkobaltitého komplexu na hexaaquakobalnatnaty komplex a néasleduje
tato reakce:

[Co(H,0)]** + R(SH), — RS>Co + 6 H,O + 2 HY

Druhy pik je zpiisoben redukci Co™ — Co” ale nyni Co" vdzaného v thiolovém komplexu.
Prabéh této reakce je:

RS,Co+2e — CoO + R(S),

Skupina R(S"), z této reakce okamZité po svém vzniku piijme protony z NH4" a obnovi se
na svou puvodni formu R(SH),. Tato obnovend sloucenina je opét schopna vazat dalsi
hexaaquakobalnatnaty komplex [Co(H,0]6]**. Treti pik je oznaCovan jako Catl a jeho
potencidl je E, =-1,35 V. Ctvrty pik je oznadovan jako Cat2 a jeho potencidl je E,=-148 V.
Presny mechanismus vzniku téchto pika zatim neni objasnén, ale Cat2 pik je zfejmeé zptsoben
redukei H jontd z reakce mezi R(SH), a [Co(H,0)s]** na povrchu rtutové elektrody. Ukédzka

prubéhti voltamograma je zobrazena na Obr. 9.
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-0.3 —0.8 —-1.3 -1.8
Potencial (V)
Obr. 9 — Ukazka voltamogramt Brdi¢kovy reakce; ¢arkovana ¢dra znazoriuje voltamogram

zakladniho elektrolytu bez ptidaného proteinu, plnd ¢ara znazoriiuje voltamogram zakladniho
elektrolytu s ptfidavkem proteinu s SH skupinou.

Bylo zjisté€no, Ze vyska Cat2 piku je zdvisld na koncentraci latky obsahujici SH skupinu, je
tedy mozno Brdickovu reakci vyuzit ke stanovovani koncentrace téchto latek [94]. Brdickova
reakce se vyuZziva ke stanoveni MT jako markeru zneciSténi Zivotniho prostredi [95-106], dale
i stoupd jeji vyznam pfi klinickém stanovovani koncentrace thiold, 1ze ji vyuzit napiiklad ke

stanoveni MT u pacientti s nidorovym onemocnénim [107, 108].
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5. Cile prace

Byly stanoveny nésledujici cile prace:

1. Optimalizovat elektrochemickou metodu pro analyzu thiolt

2. Elektrochemicky analyzovat interakce L-cysteinu, glutathionu a metalothioneinu se
selenem

3. Interpretovat vysledky
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6. Materialy a metody

6.1. Pouzite chemikalie

ACS (Sigma Aldrich, USA)

L-cystein (Sigma Aldrich, USA)

Redukovany glutathionu (Sigma Aldrich, USA)

Metalothionein II (Sigma Aldrich, USA)

Fragment metalothioneinu — sekvence aminokyselin: KCCCSCCPVG (Clonestar, CR)
NaySeO3 (Sigma Aldrich, USA)

NH; (Sigma Aldrich, USA)

NH,4CI (Sigma Aldrich, USA)

[Co(NH4)6]Cls (Sigma Aldrich, USA)

Vsechny vzorky byly rozpustény anebo fedény v ACS vod¢, uchovdvany byly v lednici pfi
4 °C.

Ptiprava 2 1 Brdickova roztoku (amonného pufru):

53,49 g NH4Cl se rozpusti v 1 1 ACS. K roztoku se pfidd 0,9898 g [Co(NH4)6]Cls a prilije se
1 1 1M NH; uchovavaného pfi 4 °C. Vznikly Brdicklv roztok se fadné€ promichd a uchovava

se pii 4 °C.

6.2. Pouzité pristroje

Automatickd pipeta 0,1 — 2,5 pl (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 0,5 — 10 pl (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 2 — 20 ul (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 10 — 100 pl (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 20 — 200 pl (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 100 — 1000 pl (Eppendorf, Némecko)
Automatickd pipeta 1000 — 5000 pl (Eppendorf, Némecko)
Chladnicka - Fagor Innovation

Viéha - Analytical balances Cubis® (Sartorius, Némecko)
Ttepacka - Biometra WT17

Autolab Metrohm 663 VA Stand (Metrohm, Svycarsko)
GPES 4.9 (Eco Chemie, Nizozemsko) — PC program
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6.3. Mérici metoda

Elektrochemické stanoveni thiola a jejich interakci se selenem je pomoci diferencni pulzni
voltametrie s Brdickovym roztokem jako zdkladnim elektrolytem na elektrochemickém
analyzdtoru Autolab. Jednd se o tifelektrodové zapojeni s visici rtutovou kapkovou elektrodu
(HMDE) jako pracovni elektrodou, referencni elektroda je Ag/AgCl/3M KCl a pomocna

elektroda je platinova.
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7. Vysledky a diskuze

V teoretické casti jiz bylo feCeno, Ze selen je soucasti selenoproteint, které velmi Casto
hraji v organismu ochranou roli. Maji antioxida¢ni GCinky a detoxikuji z t&€la Skodlivé prvky
jako je rtut, kadmium, olovo, hlinik, atd. U nékterych selenoproteinii dochdzi pfi zvySeném
oxidanim stresu k zvySeni jejich syntézy. Samotny selen se ale, v porovnani s ostatnimi
organismu prospeSnymi prvky, stdva pfi zvySeném mnoZstvi rychle toxickym a je potieba ho
ztéla vyloucit. GSH a MT jsou thioly, které diky svym thiolovym skupindim maji také
antioxidacni funkce a jsou také schopny z téla detoxikovat Skodlivé prvky. Mohou ale rovnéz
interagovat i s dal$Sim prvky, mezi né€z patii pravdépodobné i selen. Maze byt proto zajimavé
sledovat jak se budou chovat tyto thioly k anorganicky vdzanému selenu. Vysoké koncentrace
selenu mohou vypovidat o preddvkovéni timto prvkem a jeho akutni nutnosti ho z téla co
nejrychleji vyloucit. Naproti tomu vysoké koncentrace GSH a MT mohou byt dasledkem
vystaveni organismu $kodlivym latkam, coZ muZe byt spojeno se zvySenou potiebou selenu
jakoZto ochranného prvku.

Pro elektrochemické méfeni interakci mezi thioly a anorganicky vdzanym selenem, je
nejprve nutno optimalizovat elektrochemickou detekci. Ndsledné zméfit kalibracni grafy pro
jednotlivé analyty a zméfit interakce thiolll se selenem za ruznych koncentraci. Mimo selenu,
GSH a MT je dédle méfen cystein, ktery je z hlediska thiolovych interakci funkéni jednotkou
GSH a MT, a déle je méten fragment MT.

7.1. Optimalizace elektrochemické detekce

Jelikoz dochdzi k vyparovani NH3 z Brdickova roztoku, je potfeba Brdickiiv roztok chladit
a pravideln€ ménit. Brdickav roztok v nddobce se vzorkem nebyl pii méfenich chlazen, proto
byl ménén po kazdém meéfeni. Je tedy Zadouci pouZivat co nejmensi mnoZstvi BrdiCkova
roztoku. MnoZstvi 2 ml je dostatecné pro ponofeni vSech tif elektrod v nddobce. Vzorky byly
vzdy v mnozstvi 5 pl smichdny s 1995 ul Brdi¢kova roztoku. Plocha rtutové kapky byla 0,4
mm?. Po kaZdém méfeni bylo odkdpnuto nékolik kapek, aby byl povrch kapky dokonale
hladky (naruSeni povrchu je zplsobeno stirdnim rtutové kapky szméfenym vzorkem
s pracovni elektrody). Délka akumulace vzorku na rtutovou kapku byla 240 s. Probubldvani
elektrolytu argonem pro vytésnéni kysliku neni nutné provadét.

Parametry diferen¢ni pulzni polarografie jsou: potencidl depozice vzorku O V, rozsah
potencial je od 0,7 Vdo 1,85 V skrokem 0,00503 V. Modula¢ni amplituda (velikost
impulzu) je 0,02505 V a modulacni ¢as (délka impulzu) je 0,05 s.
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7.2. Méreni interakci thioli se selenem
BRDICKOVA REAKCE
Pred kazdou sérif méfeni byl zméfen zdkladni elektrolyt (Brdic¢kiv roztok). Voltamogram

z4kladniho elektrolytu je na Obr. 10.

5000 nA

-0.500 0750 1000 | 1250 1500  -1.750 _2.000
Potencial [V]

Obr. 10 — Voltamogram zdkladni elektrolytu — Brdi¢kova roztoku
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KALIBRACNI GRAF PRO SELEN

Velikost Cat2 piku s vzrastajici koncentraci selenu linedrné stoupd. Rovnice piimky je
y = 4,621x — 1,624 a faktor spolehlivosti je R? = 0,988. Potencidly pikd s vzristajici
koncentraci selenu klesaji, jednd se tedy o adsorp¢ni déj. Kalibracni graf velikosti Cat2 pika

selenu je na Obr. 11, potencidly Cat2 pikt selenu na Obr. 12 a ukdzka voltamogramu pro
selen je na Obr. 13.
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Obr. 11 — Kalibra¢ni graf velikosti Cat2 pikt selenu
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Obr. 12 — Potencidly Cat2 pika selenu
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Obr. 13 — Ukdzka voltamogramu pro selen; Se = 87,5 ug/ml
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KALIBRACNI GRAF PRO CYSTEIN
Velikost Cat2 piku s vzrustajici koncentraci cysteinu logaritmicky stoupa. Rovnice

logaritmického proloZeni je y = 55,28In(x) + 118,0 a faktor spolehlivosti je R* = 0,985.
Potencidly pika s vzrustajici koncentraci cysteinu stoupaji, jedna se tedy o d€j limitné diftzni.
Kalibra¢ni graf velikosti Cat2 pikt cysteinu je na Obr. 14, potencidly Cat2 pika cysteinu na

Obr. 15 a ukédzka voltamogramu pro cystein je na Obr. 16.
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Obr. 14 — Kalibra¢ni graf Cat2 pik cysteinu
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Obr. 15 — Potencidly Cat2 piku cysteinu
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Obr. 16 — Ukézka voltamogramu pro cystein; Cys = 0,625 pg/ml
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KALIBRACNI GRAF PRO GLUTATHION
Velikost Cat2 piku s vzrustajici koncentraci glutathionu linearné stoupa. Rovnice piimky je

y = 0,610x + 18,91 a faktor spolehlivosti je R* = 0,991. Potencidly pikd s vzristajici
koncentraci glutathionu klesaji, jednd se tedy o adsorp¢ni d¢j. Kalibracni graf velikosti Cat2
pikd glutathionu je na Obr. 17, potencidly Cat2 pikt glutathionu na Obr. 18 a ukézka

voltamogramu pro glutathion je na Obr. 19.
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Obr. 17 - Kalibra¢ni graf Cat2 pikt glutathionu
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Obr. 18 - Potencidly Cat2 pikt glutathionu
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Obr. 19 - Ukéazka voltamogramu pro glutathionu; GSH = 62,5 ug/ml
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KALIBRACNI GRAF PRO METALOTHIONEIN

Velikost Cat2 piku s vzrastajici koncentraci metalothioneinu linedrné€ stoupd. Rovnice
piimky je y = 2083x + 8,994 a faktor spolehlivosti je R% =0,994. Potencidly pika s vzrustajici
koncentraci metalothioneinu klesaji, jednd se tedy o adsorp¢ni d&j. Kalibracni graf velikosti
Cat2 pikt metalothioneinu je na Obr. 20, potencidly Cat2 pikti metalothioneinu na Obr. 21 a

ukdzky voltamogramu pro riznd molarni mnoZstvi metalothioneinu jsou na Obr. 22.
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Obr. 20 - Kalibracni graf Cat2 pikti metalothioneinu
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Obr. 21 - Potencidly Cat2 pikti metalothioneinu

Mt 1,56 uM
Mt 3,13 uM
Mt 6,25 uM

LU “AI Mt 25 pM

Mt 50 pM

-0,50 -0,75 -1,00 -1,25 -1, 50 -1, 75
Potencial [V]

Obr. 22 - Ukézka voltamogramu pro metalothionein; MT = 0,025 pg/ml
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KALIBRACNI GRAF PO FRAGMENT METALOTHIONEINU
Kalibra¢ni graf pro fragment metalothioneinu (sekvence aminokyselin: KCCCSCCPVG),
nebylo moZno sestrojit, nebot’ Cat2 piky voltamogrami nebyly jednoznatn€ vyhodnotitelné.

Ukézka voltamogramu pro fragment metalothioneinu je na Obr. 23.
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Obr. 23 — Ukdzka voltamogramu pro fragment metalothioneinu; fragment MT = 0,05 pg/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A CYSTEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujictho s cysteinem s konstantnim mnozstvim
cysteinu (Cys = 0,625 pg/ml) s vzristajici koncentraci selenu linearné stoupa. Rovnice
pHmky je y = 5,116x + 94,37 a faktor spolehlivosti je R* = 0,993. Potencialy pikii s vzristajici
koncentraci selenu klesaji, jednad se tedy o adsorp¢ni d€j. Graf velikosti Cat2 pika selenu
interagujiciho s cysteinem je na Obr. 24, potencialy Cat2 pik( na Obr. 25.

P1i nejvyssich koncentracich selenu a cysteinu doSlo po nékolika hodindch od namichani

vzorku ke zbarveni vzorkt do Zluta, zbarveni ale nebylo piili§ vyrazné.
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Obr. 24 — Velikost Cat2 pika cysteinu interagujiciho se selenem; Cys = 0,625 pg/ml
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Obr. 25 — Potencialy Cat2 pikt cysteinu interagujiciho se selenem; Cys = 0,625 pg/ml

34



Velikost Cat2 piku selenu interagujictho s cysteinem s konstantnim mnoZstvim selenu
(Se = 43,75 pug/ml) s vzrustajici koncentraci cysteinu linearné stoupa. Rovnice piimky je
y = 1204x + 197,00 a faktor spolehlivosti je R* = 0,998. Potencidly piki s vzristajici
koncentraci selenu stoupaji, jednd se tedy o limitn¢ difizni déj. Graf velikosti Cat2 pikt je na

Obr. 26, potencidly Cat2 pikt na Obr. 27 a ukazka voltamogramu je na Obr. 28.
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Obr. 26 - Velikost Cat2 pikt cysteinu interagujiciho se selenem; Se = 43,75 pug/ml
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Obr. 27 - Potencialy Cat2 pikt cysteinu interagujiciho se selenem; Se = 43,75 pg/ml
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Obr. 28 — Voltamogram cysteinu interagujiciho se selenem; Cys = 0,625 pg/ml,
Se =43,75 pg/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A GLUTATHIONU

Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s glutathionem s konstantnim mnoZstvim
glutathionu (GSH = 125 pg/ml) s vzrustajici koncentraci glutathionu stoupd. Pti koncentraci
Se = 25 pg/ml dojde ke skokovému narustu velikosti Cat2 pika. Rovnice piimky pied touto
skokovou zménou je y = 11,56x + 55,65 a faktor spolehlivosti je R* = 0,812. Rovnice pifmky
po této skokové zmene je y = 5,15x + 898,9 a faktor spolehlivosti je R? =0,984. Potencidly
pikt s vzrastajici koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsorpcni d€j. Graf velikosti Cat2
pikt selenu interagujiciho s glutathionem je na Obr. 29, potencialy Cat2 piki na Obr. 30.
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Obr. 29 - Velikost Cat2 pikt glutathionu interagujiciho se selenem; GSH = 125 pg/ml
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Obr. 30 - Potencialy Cat2 pikt glutathionu interagujiciho se selenem; GSH = 125 ug/ml
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s glutathionem za ruznych koncentraci téchto
analytd s vzrastajicimi koncentracemi téchto latek stoupd. Rovnice pifimek a faktory
spolehlivosti pro jednotlivdi méteni ptfi linedrnim proloZeni jsou uvedeny v Tab. 2. Graf
velikosti Cat2 pika za riznych koncentraci selenu a glutathionu je na Obr. 31, potencialy Cat2
pikt na Obr. 32 a ukazka voltamogramu je na Obr. 33.

Lze vypozorovat, Zze do koncentrace selenu Se = 21,25 pg/ml velikosti Cat2 pikt stoupaji
pozvolné, ale pii koncentraci selenu Se = 25 pg/ml, velikosti Cat2 pikii zacnou stoupat velmi
vyrazn€. OvSem od téchto vyssich koncentraci selenu neni narust Cat2 piki, v zdvislosti na
narastu koncentrace selenu, linearni. Namichany vzorek selenu a glutathionu se témét ihned
zbarvoval do vyrazné cCervené barvy. Zajimavé bylo, Ze pifi nejvySSich namichanych
koncentracich selenu a glutathionu ke zbarveni doSlo aZ po cca. 10 minutdch a nebylo tak
vyrazné, coz by mohlo korespondovat s nelinearnimi prubéhy pfi vysSSich koncentracich
selenu. Potencidly pik(i s ménici se mi koncentracemi téchto latek méli stoupajici i klesajici
tendenci, jedna se tedy o kineticky dg;.
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Obr. 31 - Graf velikosti Cat2 piki za raznych koncentraci selenu a glutathionu
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=®—Se =50 ug/ml Se =100 pg/ml

Tab. 2 - Rovnice piimek a faktory spolehlivosti glutathionu interagujictho se selenem za
riznych koncentraci téchto analytd a pfi linearnim proloZeni

Obr. 32 - Potencialy Cat2 pikt za raznych koncentraci selenu a glutathionu

Se [ug/ml] smérnice primky faktor spolehlivosti R”
2,5 0,934x - 3,030 0,985
12,5 1,343x + 43,45 0,858
18,75 0,853x + 139 0,781
21,25 1,505x + 163,8 0,886
25 4,463x +427,2 0,704
50 5,433x + 374 0,883
100 5,855x +492.3 0,847
|
|
|
|
|
|
|
II
I||I
E f/ I\.I f!lf
g /f"(\\ / I'I N\ /f"
T T T \«/ T - T \\\H_/u d
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Obr. 33 - Voltamogram glutathionu interagujiciho se selenem; GSH = 125 pg/ml,
Se =40 pg/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A METALOTHIONEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s metalothioneinem s konstantnim mnoZzstvim
metalothioneinu (MT = 0,025 pug/ml) s vzrastajici koncentraci metalothioneinu je nejprve bez
vyrazné€jSich zmen, pii koncentracich selenu od Se = 25 pg/ml zacne linedrné€ stoupat.
Rovnice piimky pro oblast bez vyraznéjsich zmén velikosti Cat2 pikl je y = -0,155x + 59,97 a
faktor spolehlivosti je R? = 0,107. Rovnice piimky pro oblast stoupani velikosti Cat2 pikl je
y = 4,298x - 42,75 a faktor spolehlivosti je R* = 0,974. Potencidly pik{l s vzristajici
koncentraci selenu klesaji, jednad se tedy o adsorp¢ni d€j. Graf velikosti Cat2 pika selenu

interagujictho s metalothioneinem je na Obr. 34, potencidly Cat2 pikia na Obr. 35.
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Obr. 34 - Velikost Cat2 piki metalothioneinu interagujiciho se selenem; MT = 0,025 ug/ml;
déle grafy rozdé€luji méfeni na Cast bez vyraznych zmén velikosti Cat2 pikt a ¢ast linearné
stoupajici

0 20 40 60 80 100 120 140

-1.46

-1.48

-1.5

-1.52

Potencial [V]

-1.54

-1.56

-1.58 -

Se [ug/ml]

Obr. 35 - Potencialy Cat2 pikti metalothioneinu interagujiciho se selenem; MT = 0,025 pug/ml
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s metalothioneinem s konstantnim mnoZzstvim
selenu (Se = 87,5 pg/ml) s vzrustajici hodnotou metalothioneinu linedrné klesa. Rovnice
piimky je y = -4606x + 5111,9 a faktor spolehlivosti je R? = 0,959. Potencialy piku
s vzrustajici koncentraci selenu stoupaji, jedna se tedy o limitné difizni dé&j. Graf velikosti

Cat2 piki je na Obr. 36, potencidly Cat2 piki na Obr. 37 a ukdzka voltamogramu je na
Obr. 38.
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Obr. 36 - Velikost Cat2 pikti metalothioneinu interagujiciho se selenem; Se = 87,5 ug/ml
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Obr. 37 - Potencidly Cat2 pikti metalothioneinu interagujiciho se selenem; Se = 87,5 ug/ml
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Obr. 38 - Voltamogram metalothionein interagujiciho se selenem; MT = 0,025 pg/ml,
Se = 87,5 ug/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A FRAGMENTU METALOTHIONEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujictho s fragmentem metalothioneinu (sekvence
aminokyselin: KCCCSCCPVG) s konstantnim mnoZstvim fragmentu metalothioneinu
(fragment MT = 0,05 pg/ml) s vzrustajici koncentraci selenu linearné stoupa. Rovnice piimky
je y = 4,696x - 9,529 a faktor spolehlivosti je R? = 0,997. Potencidly pika s vzrastajici
koncentraci selenu klesaji, jednad se tedy o adsorp¢ni d€j. Graf velikosti Cat2 pika selenu
interagujiciho s cysteinem je na Obr. 39, potencialy Cat2 pik na Obr. 40.
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Obr. 39 - Velikost Cat2 pikl fragmentu metalothioneinu interagujiciho se selenem;
fragment MT = 0,05 pg/ml
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Obr. 40 - Potencialy Cat2 pikt fragmentu metalothioneinu interagujiciho se selenem;
fragment MT = 0,05 pg/ml
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s fragmentem metalothioneinu s konstantnim
mnoZzstvim selenu (Se = 87,5 pug/ml) s vzrustajici koncentraci fragmentu metalothioneinu
linedrné klesa. Rovnice piimky je y = -170,0x + 398,2 a faktor spolehlivosti je R? = 0,945.
Potencidly pika s vzrastajici koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsorpcni dé&j. Graf
velikosti Cat2 piku selenu interagujiciho s cysteinem je na Obr. 41, potencidly Cat2 pik{l na
Obr. 42 a ukdzka voltamogramu je na Obr. 43.
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Obr. 41 - Velikost Cat2 piku fragmentu metalothioneinu interagujiciho se selenem;
Se =87,5 pg/ml
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Obr. 42 — Potencialy Cat2 piku fragmentu metalothioneinu interagujiciho se selenem;
Se = 87,5 pg/ml
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Obr. 43 - Voltamogram fragmentu metalothionein interagujiciho se selenem;
fragment MT = 0,05 pg/ml, Se = 87,5 pg/ml
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SHRNUTI ELEKTOCHEMICKYCH PRUBEHU MERENYCH ANALYTU
Shrnuti elektrochemickych pribéht méfenych analytt je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3 - Porovnani smeérnic proloZeni méfeni jednotlivych analytl a jejich interakci a
potencidlové déje

Analyty Smérnice prolozeni Potencialovy déj
Selen 4,621x Adsorpcni
Cystein 55,28In(x) Limitné diftzni
Glutathion 0,610x Adsorpcni
Metalothionein 2083x Adsorpcni
Cystein+Selen; Cys = konst. 5,116x Adsorpcni
Cystein+Selen; Se = konst. 120x Limitné difazni
Glutathion+Selen; GSH = konst. * 5,15x Adsorpcni
Glutathion+Selen; Se = konst. ** 5,855x Kineticky
Metalothionein+Selen; MT = konst. *** 4,298x Adsorpcni
Metalothionein+Selen; Se = konst. -4606x Limitné difazni
Fragment MT+Selen; Fragment MT = konst. 4,696x Adsorpcni
Fragment MT+Selen; Se = konst. -170x Adsorpcni

* rovnice piimky po skokové zméné priibéhu, viz. Obr. 29
** yybrano pro Se = 100 pug/ml, viz Tab. 2

*4% pro stoupajici ¢ast zdvislosti interakci, viz. Obr. 34

Jak jiz bylo popsdno v Kap. 4.2., vznik Cat2 piku je pravdépodobné zpiisoben redukci H"
iontd z reakce mezi R(SH), a [Co(H20)s]** na povrchu rtutové elektrody. Z méfeni vyplyva,
Ze i selen (NaySeOs) zpusobuje vznik Cat2 piku. AvSak mechanismus vzniku Cat2 piku, musi
byt v tomto pfipadé€ jiny, neZ jaky byl popsan v Kap. 4.2.

Cystein jako jediny analyt v méfenich mél logaritmickou zavislost velikosti Cat2 pikd na
své koncentraci. Stejné tak, jako jediny analyt m¢l limitné€ diftizni potencidlovy d¢j. Zajimavé
je porovndni glutathionu a metalothioneinu. Oba tyto analyty maji své hodnoty proloZeny
piimkou a oba maji potencidlové déje adsorpcni. Také procentudlni zastoupeni cysteinovych
zbytkd maji oba analyty pfiblizné stejné, jelikoz glutathion se sklada ze 3 aminokyselinovych
zbytkd, z nichZ 1 je cysteinovy zbytek a metalothionein se skldada z 61 aminokyselinovych
zbytkd, z nichz 20 je cysteinovymi zbytky. Pfesto smérnice metalothioneinu je o nékolik fada
vys$§i. To muazZe jednak souviset s vyssi adsorbacni tendenci metalothioneinu (porovnani Obr.
18 a Obr. 21), ale také je mozné, Ze cysteinové zbytky se snaze redukuji na povrchu rtutové
elektrody v rdmci 1 molekuly metalothioneinu, nez 2 molekul glutathionu.

Vzajemné interakce analytl jsou popsany v Casti interpretace vysledku, kterd je dale v této
kapitole.
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POCTY INTERAGUJICICH MOLEKUL
Hmotnost molekul se uddva v Daltonech, které odpovidaji jednotce g/mol. 1 Dalton je
pfiblizné 1,66%10% kg. Ze zndmych hmotnosti jednotlivych molekul, pak Ize urcit pocty
interagujicich molekul v jednotlivych méfenich. Molekulové hmotnosti a pfepocty na kg
jednotlivych métenych latek jsou uvedeny v Tab. 4.
Tab. 4 — PfepoCty hmotnosti mérenych latek

Analyt Molekulova hmotnost [Da] | Hmotnost [Kg]
Selen 78,96 1,31%¥10%
Cystein 121 2%107
Glutathion 307 531%107
Metalothionein 1T 6042 1%10*
Fragment metalothioneinu 1002 1,66*1 0

Z grafu zavislosti velikosti Cat2 pikd na interakci konstantni koncentrace metalothioneinu
a proménné koncentrace selenu (Obr. 34) je patrno, Ze pii koncentraci MT = 0,025 pug/ml a
Se = 25 pg/ml dojde v této zavislosti ke zlomu. Do této koncentrace selenu se velikost Cat2
piki pfiblizné neméni, pii dalsim zvySovani selenu zdvislost zacne linearné stoupat. Po
piepoctu této zlomové koncentrace na pocty molekul vychdzi, MT = 2,5%10'2 molekul a
Se = 1,91*10" atomd. Pomér téchto litek tedy je 76400 atomi selenu na 1 molekulu
metalothioneinu.

Pokud se do tohoto vypoctu vlozi fakt, Ze jedna molekula metalothioneinu obsahuje 20
cysteinovych zbytkd, vychdzi pomér 1 cysteinovy zbytek na 3820 atomu selenu. V bézné
koncipovanych in vitro interak¢nich studiich se pomér interagujicich molekul provadi
v poméru 1:1000 [109], coZ je i tento piipad. Muze se tedy konstatovat, Ze metalothionein

reaguje se selenem a mize byt povaZzovan za novy zpusob metabolizace tohoto prvku.
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INTERPRETACE VYSLEDKU

Zvysujici se koncentrace vSech méfenych thiolt i selenu, zvySovali velikost Cat2 piku
méfenych voltamogramd. VSechny tyto latky mimo cystein vykazovali linedrni zavislost
koncentrace na velikosti Cat2 pikt. U cysteinu byla tato zavislost logaritmicka.

Pfi interakcich cysteinu a selenu, nebyla na vysledném voltamogramu patrna Zadna
katalyticka reakce. Prubéhy velikosti Cat2 piku a potencidlové déje pfiblizovali tomu analytu,
jehoz koncentrace byla ménéna.

Pii interakcich glutathionu a selenu dochézelo k vyraznému cervenému zbarveni. Pfi
niz§ich koncentracich selenu byly narasty Cat2 pika linedrni, bez patrné katalytické reakce.
Po zvyseni selenu nad urCitou hranici (25 pg/ml), kdy dochazi k vyraznému narastu pikd,
ziejmé€ dochazi ke katalytické reakci mezi glutathionem a selenem. Z prubéhti grafi pak
vyplivd, Ze k t€émto reakcim zacind dochdzet pouze v zdvislosti na koncentraci selenu, nikoli
poméru glutathionu a selenu.

Pfi interakcich metalothioneinu a selenu bylo patrné, ze velikost Cat2 piku klesd se
vzrustajici koncentraci metalothioneinu. Je tedy pravdépodobné, Ze metalothionein na sebe
véaze selen, coz vysvétluje klesajici tendenci Cat2 pikt. Naopak, pfi stoupajici koncentraci
selenu je velikost Cat2 piki pfiblizné stéle stejnd, a po prekroCeni urcitého poméru selenu ku
metalothioneinu za¢ne dochézet k vzrastu velikosti Cat2 pikd. Smérnice piimky této linearné
stoupajici ¢asti grafu je pak téméf shodnd se smérnici ptimky kalibra¢niho grafu selenu, viz.
Obr. 11, Obr. 34 a Tab. 3. Z toho lze usoudit, Ze metalothionein, jiZ neni schopen interagovat
s dal§imi atomy selenu. Tento zlom v prubéhu nastava pii koncentracich MT = 0,025 pg/ml a
Se = 25 pug/ml. Po pfepoctu hmotnosti vychdzi pomér 76400 atomu selenu na
1 metalothionein. Takto ovSem nelze presné urcit, kolik na sebe vdZe metalothionein atomu
selenu.

Pfi interakcich fragmentu metalothioneinu a selenu bylo patrné obdobné chovani jako u
metalothioneinu. Se zvySujici se koncentraci fragmentu metalothioneinu dochédzelo ke
snizovani velikosti Cat2 pikd, ovSem s mnohem mirnéjsi tendenci neZ jak tomu bylo u
metalothioneinu, viz. Obr. 36, Obr. 41 a Tab. 3. Pfi zvySovani koncentrace selenu dochdzelo
ke zvySovani velikosti Cat2 piki, znovu s pfiblizné stejnou smeérnici piimky jako u
kalibracniho grafu pro selen, viz. Obr. 11, Obr. 39 a Tab. 3. Lineédrni nestoupajici ¢ast, ktera
byla pozorovdna u metalothioneinu zde nebyla patnd, lze ale predpoklddat, Ze by kni
dochédzelo pfi velmi malych koncentracich selenu. Fragment metalothioneinu se tak
pravdépodobné chova obdobné jako metalothionein, ale neni ve svych interakcich tak Gcinny.
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8. Zaveér

Byly zkoumdny interakce anorganicky védzaného selenu s biologicky aktivnimi thioly.
Jednalo se o cystein, glutathion, metalothionein a fragment metalothioneinu. Ke studiu
interakci bylo vyuzito diferencni pulzni polarografie. Z naméfenych prabéhti vyplivaji
nasledujici interakce. Mezi selenem a cysteinem pravdépodobné k Zddnym interakcim
nedochdzi. Mezi selenem a glutathionem dochazi ke katalytickym reakcim pfi vysokych
koncentracich selenu. Metalothionein na sebe pravdépodobné vdze selen. Obdobné i fragment

Vs o s

metalothioneinu na sebe vaze selen, ale s mens$i dc¢innosti.
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Seznam zkratek

ACS - voda spliiujici pozadavky na Cistotu Americké Chemické Spole¢nosti
Cys - L-cystein

DNA - deoxyribonukleonové kyselina

GSH - redukovand forma glutathionu

GSH-Px - glutathion peroxiddza

GSSG - oxidovand forma glutathionu

HMDE - visici rtutova kapkova elektroda

MT - metalothionein

NADPH - redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
ROS - reaktivni kyslikové radikaly

Se - selen

SelP - selenoprotein P

SelW - selenoprotein W

SPS - selenofosfat syntedza

T3 - trijodthyronin

T4 - tyroxin

tRNA - transferova ribonukleonova kyselina

TRxR - thioredoxin reduktdza
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