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2 Uvod

Oxidoreduktazy jsou enzymy, které katalyzuji oxida¢né-redukéni reakce.
Zastupce této skupiny mizeme nalézt ve vSech zivych organismech. Do této skupiny
enzyml se fadi i thioredoxin, coz je protein s katalyticky aktivnim mistem, které
funguje na bazi redukce cilovych proteinii a nasledné regeneraci pomoci ptitomného
reduk¢niho ¢inidla. Aktivni misto s tzv. CXXC motivem obsahuje dva zbytky cysteinu,
které jsou schopny mezi sebou tvofit disulfidicky miistek za soucasné redukce substratu.
V organismech je tento protein soucasti tzv. thioredoxinového systému, ktery je
zodpovédny za udrzovani cilovych proteinti v redukovaném stavu.

Aktivni misto se dvéma zbytky cysteinu tak mize vystupovat jako cil pro mnoho
molekul, které funguji na bézi inhibice thioredoxinu. Aktivita thioredoxinu, jinymi
slovy jeho inaktivace, mize byt sledovana pomoci insulinového testu. Jednd se o
spektrofotometrickou metodu, zalozenou na méfeni vzniku precipitdtu pii redukci
disulfidickych vazeb obsazenych v insulinu.

Ve spojeni s biomakromolekulami se v poslednich letech stale ¢astéji vyuzivaji
1 metody elektrochemické, diky kterym lze sledovat oxidacné-redukéni vlastnosti
studovan¢ho proteinu nebo také analyzovat interakce mezi proteinem a dal$imi latkami.
Jednou z elektrochemickych metod, ktera ma ve studiu proteini velké uplatnéni, je
chronopotenciometrickd  rozpoustéci analyza. Ta ndm umoziiuje sledovat
elektrokatalytické procesy poskytované pravé proteiny, jako je napiiklad katalytické
vylu€ovani vodiku (pik H). Dal$im vyznamnym signalem, ktery CPS analyza poskytuje
je pik S, ktery souvisi s redukci vazby mezi zbytky cysteinu a povrchem rtutové

elektrody.



3 Cile prace

Jednim z cili této diplomové prace je aplikace insulinového testu pro méteni
aktivity vybranych oxidoreduktaz. Insulinovy test je nastrojem, kterym se da snadno
monitorovat aktivita ¢i inaktivace oxidoreduktaz a toho Ize vyuzit napt. pii studovani
inhibice enzymi s oxidoreduktazovou aktivitou.

Je znamo, ze thioredoxin ve svém aktivnim misté obsahuje dva zbytky cysteinu,
coz umoznuje toto oxidacné-redukéni aktivni misto enzymu inhibovat pomoci
sloucenin, které s -SH skupinami ochotné reaguji. Pro tento ucel byly vybrany latky
majici ve své molekule cyklopentendienovou strukturu. Cyklopentendiony jsou
slouceniny, které obsahuji dvojnou vazbu v blizkosti dvou karbonylovych skupin. Ta je
diky sousedstvi se skupinami pulsobici zapornym mezomernim efektem nachylna
pro adiéni reakce zahdjené nukleofilnim atakem. Pfedpokladanym mechanismem
inhibice je thiolovd Michaelova adice, ve které by mély zminéné slouc¢eniny fungovat
jako Michaelovy akceptory, resp. inhibitory oxidoreduktaz. Dal§im cilem diplomové
prace bylo provéfit vybrané derivaty cyklopentendionu jakozto inhibitory thioredoxinu

izolovaného z E. coli.

R R
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Schéma Michaelovy adice

V literatuie je také popsano, Ze oxidoreduktazy mohou specificky interagovat
s povrchy kovovych materiali. Poslednim cilem této studie je proto zkoumani aktivity
oxidoreduktaz po jejich interakci s kovovymi povrchy, predev§im povrchem Ag-Hg
amalgamy. Uvedené by mohlo v budoucnosti poslouzit pfi studiu biokompatibility

dentalnich materiala.

SH inhibice S
—_—
SH S

Schematicky zndzornénd inhibice thioredoxinu po vazbé CXXC motivu na povrch

amalgamového materialu



4 Teoreticka cast

Literarni reSerSe této diplomové prace je zameéfena na informace o
oxidoreduktazach, ptfedevSim o thioredoxinu, jeho vlastnostech, funkcich, struktute a

vyskytu. Dale budou zminény i metody vyuzivané pfi studiu tohoto proteinu.

4.1 Oxidoreduktazy
Oxidoreduktazy patii do tfidy enzymi katalyzujici oxidacné-redukeni reakce.
Tato pocetnd tiida je rozdélena do dalSich 24 podskupin v zavislosti na jejich

substratové specifité?.

4.1.1 Peroxiredoxin

Peroxiredoxiny (Prxs) jsou rozmanita skupina enzymi, ktera je v organismech
zodpovédna za antioxidacni aktivitu a u savcll zaroven zprostfedkovavaji ptenos
bunéénych signald®. Prxs byly poprvé identifikovany jako nova skupina peroxidaz
vroce 1994 (cit.?). V poslednich 20 letech se peroxiredoxiny fadi mezi jedny
z nejstudovangjsich proteind, a to také diky jejich katalytické schopnosti, kapacité pro
reverzibilni i irevezribilni hyperoxidaci (reakci s peroxidem vodiku) a v neposledni fadé
také diky jejich neobvyklé schopnosti zaujmout vicero oligomernich stavii, které mohou
vykazovat riiznou aktivitu napf. chaperonovou aktivitu*>,

Peroxiredoxiny jsou povazovany za dulezit¢ bunécné ,,ochrance” pied
oxida¢nim stresem ve vSech zZivych organismech. Jsou zodpovédné za odstranéni vice
nez 90 % bunénych peroxidl, coZ je zaruceno jejich katalytickou silou a pfitomnosti
v mnoha intracelularnich kompartmentech u eukaryot®.

Kwvtli rozdilné povaze peroxiredoxini byla jejich klasifikace problematicka. To
vSak vyftesili Nelson a kol. tak, Ze roztiidili Prxs na zakladé€ podobnosti jejich sekvence
do nasledujicich Sesti skupin: Prx1/AhpC, Prx5, Prx6, Tpx, PrxQ/BCP a AhpE’. Pro
Prxs je charakteristickd jejich stavba zaujimajici tzv. thioredoxinovy motiv
(z ang. thioredoxin fold; zminén nize v textu), ktery je typicky pro vSechny zastupce
thiol-disulfidickych oxidoreduktaz®.
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4.1.2 Thioredoxin

Thioredoxin je protein ze skupiny oxidoreduktdz, ktery mizeme nalézt ve
viech organismech od prokaryotickych archei az po ¢&lovéka®. Prvni objev tohoto
proteinu byl uskute¢nén v roce 1964 v organismu Escherichia coli, kde byl tento enzym
pozorovan jako donor elektronii pro ribonukleotidreduktdzu — enzym potiebny pfi

A Nekolik let poté byl také popsan jako vazebny partner pro

syntéze DN
methioninsulfoxidreduktazu v E. coli'? a 3’-fosfoadenylsulfat (PAPS) reduktazu®®.
Béhem studia thioredoxinu a mechanismu jeho ptisobeni bylo postupné zjisténo, Ze
tento enzym neni vyuzivan pouze jako reduktant pro zminéné enzymy, ale uplatiuje se
také jako regulacni prvek pii genové expresil®,

Téméf ve vSech organismech hraje klicovou roli v mnoha zékladnich bunéénych

procesech jako je napf. biosyntéza deoxyribonukleotidl, regulace fotosyntézy,

regenerace pii poskozeni oxida¢nim stresem nebo aktivace transkripénich faktort

Dalsi ptiklady funkci thioredoxinu jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulka 1. Role thioredoxinu v riznych organismech. Prevzato z literatury™.

Organismus Role thioredoxinu Poznamka
Syntéza DNA Trx je  donorem  vodiku  pro
ribonukleotidreduktdzu'®
Vsechny . . . .
. Redukce disulfidu cilového proteinu Trx je kliCovym proteinem pro udrzeni
organismy
intracelularnich  proteinii  (obsahujici
disulfid ) v redukovaném stavu'®2
Ucast na redukci H,0; prostiednictvim | Mnoho peroxiredoxinti katalyzuji
Prxs redukci H,O; (prevence pied ROS) za
Vétsina Udasti Trx?+2
organismu
Oprava proteind prostfednictvim redukce | Trx je vodikovy donorem pro methionin-
methioninsulfoxidu sulfoxidreduktazy?*2°
Podjednotka T7 DNA polymerazy Zvysuje procesivituZ®
E. coli fagy
Podili se na sestaveni viru Trx je hostitelskym proteinem E. coli
(T7, f1, M13 ] ym P
fig) vyzadovanym pro sestaveni faga a jeho
ag
export?’-28
Bakterie a Donor vodiku 3'-fosfoadenosin-5'- Schopnost redukce siry v sulfatu na
kvasinky fosfosulfat (PAPS) reduktazy sifi¢itan?%-%0
Rostli Regulace fotosyntetickych enzymi v Regulace fotosyntézy prostfednictvim
ostliny _
chloroplastu ferredoxinu®!

11
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Redoxni regulace transkripcnich faktortt | Rtzné transkripéni faktory jsou

aktivovany ¢i inhibovany Trx®

Regulace apoptdzy Trx-(SH), vytvaii komplex s ASK1
(kinazou 1, regulujici signal pro
apoptozu), ¢im brani pienosu signalu

smérem k apopt6ze™

Imunomodulace Extracelularni Trx je jak cytokin, tak

. chemokin; fragment Trx stimuluje
Savci

eozinofily34-36

T¢hotenstvi Syntéza Trx z cytotrofoblastu napomaha

implantaci embrya a nastupu

t&hotenstvi®’3°
Porod Chrani pred hyperoxii*
CNS Trx vylu¢ovany z gliovych bunék

podporuje pteziti neuronl pfi

ischemii/reperfuzi*

Molekulova hmotnost jednoho primérného thioredoxinového polypeptidového
fetézce odpovida asi 12 kDa. Tento enzym muze byt pfitomny ve dvou forméch a to
bud’ v redukované Trx-(SH)2 ¢i oxidované Trx-Sz, kdy mezi sebou ptitomné siry vytvaii
disulfidicky mustek*?. Trx-S; je redukovan pomoci p¥itomného redukéniho &inidla (in
vivo pomoci NADPH a thioredoxinreduktazou — dohromady tvofici tzv. thioredoxinovy
systém) viz schéma 1. Diky tomu se Trx podili na redoxnich reakcich prostfednictvim
reverzibilni oxidace svého aktivniho centra obsahujici dva zbytky cysteinu, ¢imZz
katalyzuije dithiol-disulfidické vyménné reakce*?.

Urceni primarni struktury thioredoxinu bylo pfedmétem mnoha vyzkumi.
Objasnéni této struktury bylo u¢inéno az v roce 1968 u thioredoxinu izolovaného z
E. coli, kdy bylo zjisténo, ze se tento enzym sklada ze 108 aminokyselinovych zbytka
obsahujici nyni jiz dobfe znamou sekvenci aktivniho mista Trp-Cys®2-Gly-Pro-Cys®
(cit.*?). 90 % vsech aminokyselinovych zbytkil tohoto malého globularniho proteinu je
obsazeno vjeho sekundarni struktufe (alfa helixu nebo beta skladaném listu), u

ostatnich proteini je to obvykle méné nez 70 % (cit.*).
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. TrxR
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Schéma 1. Schématické zndazornéni redukce substrdtu thioredoxinem (TrX) a ndslednd redukce

oxidovaného thioredoxinu do pivodniho stavu thioredoxinreduktazou (TrxR).

Struktura thioredoxinu se v riznych organismech 1isi. Existuji v§ak urcitd mista
¢i sekvence, kde se aminokyseliny shoduji. Tim je nejen aktivni misto enzymu, ale i
dalsi strukturni aminokyseliny. To je demonstrovano tabulkou 2, kde je pro srovnani

uvedena procentualni homologie fetézce thioredoxinu u vybranych organismt*,

Tabulka 2. Homologie aminokyselinovych zbytki V FetezCi thioredoxinu napric¢ riznymi

organismy vyjddrena v procentech. Upraveno dle cit**.

—| S| =
- =] E‘ — i —_ —_
g 2|3 2|22 g|g|5 3
o | Tl =l Tlae|le|la] = —
— ™~ 5 ™~ ~ —_— = 5 — o o4 —
g 5|55 ¢e|S|F|8|8lf S 2T g 3|3
3 T = =~ [~] = by E -E E E : ] g w _E =
=|5S|5| 8|38 |8|S|SElw|ls|S| 2 3|%|
|| E|2| S| 8|B|&|5|S|2|8|e|le|lm|B8]|®
S| =Rl 2| E|R|IEBE| & 2| 5| 8|85 %E £ = &
MU | u s |<|<| 2|2 |S|S|.&|.&|2|3 |28 |T
Organismus
E. coli 100 | 50 48 48 47 43 47 56 44 67 46 30 27 27 26 27 27
C. nephn‘ dii 100 | 51 50 52 29 56 52 45 52 50 30 30 32 30 32 30
C. nephn‘ dii €2 100 | 44 | 43 35 50 40 43 50 41 30 29 33 31 35 34
Anabaena 7119 100 ( B84 | 39 52 51 51 52 57 30 26 29 26 29 30
A. nidulans R2 100 | 42 50 50 | 47 52 54 | 31 27 28 27 30 31
Anabaena 7120 100 | 35 37 30 39 32 23 21 21 21 22 22
R. sphaeroides 100 (54 |46 |52 |43 |31 |31 |32 (30 (32 |31
Rs. rubrum 10040 (52 |43 |31 |31 (28 |26 |28 | 30
Chlorobium 100 | 44 |41 |20 |28 |29 |30 |30 |30
Chromatium 100|456 |31 |26 |25 |24 |25 | 26
§penét m 100 | 29 25 27 26 26 26
Spenatf 10029 |33 |32 |33 |35
Kuie 100 | 68 69 69 63
Zajic 00|79 | 88 | 87
My$ 100 | 84 | 83
Teleci brzlik 100 | 90
Clovek 100

13



Ptestoze je podobnost primarni aminokyselinové sekvence ostatnich thioredoxinid vici
thioredoxinu z E. coli pouze 26—67 %, jejich tfirozmérné struktury jsou vSechny velice

podobné (tzv. thioredoxinovy motiv, viz obrazek 1).

a2
T
B2t | opriiwes | peffas:
N motif C motif

Obrazek 1. Thioredoxinovy motiv. Pomoci Sipek jsou znazornény [-skladané listy a obdélnik

znazoriuje a-helix. Prevzato z literatury®,

Doposud jedinymi enzymy, které jsou schopné thioredoxin v organismu
redukovat, jsou thioredoxinreduktazy, které za pomoci NADPH funguji jako soucast
thioredoxinového systému. Pivodné byly tyto enzymy nalezeny v E. colill.
Thioredoxinreduktaza patii do skupiny EC 1.8.1., kterd vyuZziva jako kofaktory NAD*
nebo NADP* (cit.l). Tyto enzymy se skladaji ze dvou identickych podjednotek
spojenych nekovalentni vazbou, kde kazdd podjednotka obsahuje FAD jako
prostetickou skupinu, NADPH vazebné misto a aktivni misto sredoxné aktivnim
disulfidem. Elektrony jsou v tomto systému pienaseny z NADPH prostiednictvim FAD
na disulfid v aktivnim mist& TrxR, které pak redukuje substrat*® (viz schéma 1).

U sav¢i TrxR se navic projevuje Sirokd specificita k substratu a to diky tomu, Ze
je zde piitomné dalsi aktivni misto na C-konci Cys-SeCys (kde SeCys je selenocystein)
které se v TrxR u E.coli nenachazi. V sav¢ich organismech se nachazi dvé formy tohoto

enzymu a témi jsou TrxR1 a TrxR2%,
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4.1.2.1 Thioredoxin z E. coli
Jak jiz bylo zminéno vyse, thioredoxin je znam jiz od roku 1964 a objasnéni jeho

primarni struktury pak pfislo o étyii roky pozdéji, tedy v roce 19684,

Primarni struktura thioredoxinu z E. coli:

10 20 30 40 50
SDKITIHLTDD SFDTDVLKAD GAILVDEFWAE WCGPCKMIAP ILDEIADEYQ

60 70 80 90 100
GKLTVAKLNI DONPGTAPKY GIRGIPTLLL FKNGEVAATK VGALSKGQLK
EFLDANLA

V roce 1971 byl thioredoxin z E. coli poprvé krystalizovan a jeho tfirozmérna
struktura byla poté ur€ena pomoci rentgenostrukturni analyzy v roce 1975 pfi rozliSeni
2,8 A a pozdéji pii 1,68 A #2. Objasnéni téchto struktur vedlo nejen k pochopeni a
porozuméni katalytické aktivity této disulfidické oxidoreduktazy, ale také k rozsifeni
jeho vyuziti a aplikace®.

Ttirozmérnd struktura thioredoxinu je vyobrazena na obrazku 2, kde je
znazornéno hydrofobni jadro typicky sloZené z péti B-skladanych listl, tii paralelnich a
dvou antiparalelnich, obklopenych ¢tyfmi  o-helixy. Disulfidicky  mistek
(S-S) v aktivnim misté enzymu, ktery je tvofen 32. a 35. aminokyselinou, je umistén za
B2 na N-konci a2 (cit.**). Spojenim téchto dvou zbytkli cysteinu tak vznika jakysi
vystupek a thioredoxin je tak piikladem proteinu, ktery své aktivni misto nema
schované¢ ve své kavité. Aktivni misto enzymu obsahujici disulfidicky mustek je
piistupné pouze z jedné strany tohoto proteinu. Povrch této strany molekuly je plochy a
hydrofobni. Tato oblast tak miize byt zapojena ve vazbé thioredoxinu k jinym
proteinovym molekulam a vytvafet protein-proteinové interakce®®. Jedna tfetina tohoto
proteinu je na svém C-konci typickd vyskytem hydrofobnich aminokyselinovych

zbytktl, dal§i dvé tretiny na N-konci obsahuji mnoho zbytki kyselych*2,
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Obrazek 2. Trirozmerna struktura thioredoxinu z E. coli. Pomoci Sipek je vyznaceno pét
[-skladanych listii (b1 — S5) a spirdlovité jsou znazornény ctyri a-helixy (ol — a4). Na obrazku

Jje také viditelny C a N konec a disulfidicky miistek v aktivnim misté. Prevzato z literatury®.

Jak je ukazano v tabulce 1, thioredoxin zastava dulezit¢ funkce ve vSech
organismech. Trx z E. coli navic plsobi jako esencidlni slozka pii replikaci DNA
bakteriofaga T7. Protein gp5 bakteriofaga T7 ma slabou, avSak vyznamnou katalytickou
aktivitu jako 5°-3° DNA polymeraza®. Vazba thioredoxinu a vytvofeni komplexu
gp5:Trx (v poméru 1:1) jej pak pfeméni ve vysoce produktivni DNA polymerazu a také
3’-5"exonukleazu®t 474748,

Pro produkci a dalsi vyuziti thioredoxinu z E. coli je jiz dostupna fada
rekombinantnich expresnich systémtll. Pro védecké ucely je Casto vyuzivan detailné
charakterizovany Trx produkovany E. coli kmene K12 (cit.**). Tento kmen obsahuje
derivat plazmidu pBR 325 (klonovaci vektor) do kterého byl vlozen fragment obsahujici
gen pro thioredoxin (trxA)*.

Po chemické strance je thioredoxin-Sz kysely protein (pI 4,5). V hodnotach pH
pod 4,5 agreguje a vytvaii dimery a po lyofilizaci nerozpustné multimery®.

Redukovana forma thioredoxinu snadno podléhd oxidaci kyslikem pfitomnym ve
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vzduchu za neutrdlniho pH, rychleji pak ve vy$$ich hodnotach pH°. Thioredoxin

vykazuje mimofadnou tepelnou stabilitu, pfedeviim v oxidovaném stavu (Trx-Sz)>°.

4.1.2.2 Thioredoxin v sav€ich buiikach

U savct se thioredoxin vyskytuje ve dvou izoformach. Tou prvni je cytosolicky
Trx1, ktery mtze byt translokovan do jadra a za jistych podminek také vyloucen ven
Z buiiky. Druhou formou je Trx2, ktery se nachazi v mitochondriich. Existuje vSak také
treti forma thioredoxinu (Trx80), ktery nedisponuje oxidacné-redukénimi vlastnostmi a
neni tak ani redukovan thioredoxinreduktazou (viz obrazek 4).

Lidsky thioredoxin ma Sirokou Skalu ptisobnosti. Tento enzym je také identicky
k ADF (z angl. adult T-cell leukemia-derived factor), ktery byl ptvodné
charakterizovan jako rustovy faktor vylucovany T-lymfrotropni
virem-I-transformovanou leukemickou buné¢nou linii. Reguluje také DNA-vazebnou
aktivitu rlznych transkripénich faktori jako jsou napt. NF-kB, glukokortikoidovy
receptor a nepfimo také reguluje aktivitu AP-1 (z angl. activator protein 1)

prostfednictvim faktoru Ref-1 (redox faktor-1 = redox/DNA-reparaéni enzym)°1>4,

Trx8

oxidace

Trx a TrxR2

(mitochondrialni) )

N
e

Trx
/ (vylu¢ovany)

Trx

(vazany na membranu)

\

Obrazek 4. Thioredoxinovy systém v bunkdch savcii. Obrdzek schematicky popisuje lokalizaci
thioredoxinu a thioredoxinreduktdzy v riuznych bunécénych kompartmentech — v cytosolu, jadre,
vazany na membranu, extraceluldrni (Trx a Trx80) a se specifickymi izoenzymy v mitochondrii

(Trx2 a TrxR2). Upraveno dle cit*,
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4.1.2.3 Thioredoxin ve fotosyntetizujicich organismech

V rostlinnych bunkéch se thioredoxin vyskytuje ve vice izoformach, nez tomu
bylo napt. u savct. Odlisné formy tohoto proteinu se vyskytuji témét ve vSech Castech
buniky, a to jak v cytosolu, jadie, mitochondriich, endoplazmatickém retikulu tak i1 v
chloroplastech®-’.

Cytoplazmatické thioredoxiny, které se nachazeji vné plastidii rostlinnych
bun¢k, se oznacuji jako typ-h. Tato heterogenni skupina je rozdélena do tfi dalSich

S Dal§im typem je napiiklad

podskupin, kdy kazd4d obsahuje nékolik isoforem
nukleothioredoxin, ktery miizeme nalézt v jadie, o-typ je pak specificky pro
mitochondrie®®®°, V chloroplastech se typicky vyskytuji 4 formy thioredoxinu. Typy m-
a f-Trx slouzi jako spojka v Fdx/Trx (ferredoxin/thioredoxinovy systém) systému pro
ptenos redoxniho signalu z FTR (ferredoxin:thioredoxinreduktaza) k cilovému enzymu
pii fotosyntéze (viz schéma 2). Zbyvajici dva typy thioredoxinu X- a y-Trx se uplatiiuji
V obrané pfed oxida¢nim stresem, dosud neni zndmo, ze by tyto formy byly priméarné

vyuzivany pro regulaci jinych enzymii*® 51-%3,

S—S HS._ SH
Svétlo E\ A : I
\ . . nzym ;
| I Thioredoxin JAS (aktivovany) N\ 2H+'>0,
\‘ pemeea ; S H)O
Fotosystem | Hall, 2
: Tma
. Fdxox “ N Enzym
Thioredoxin (inaktivovany)
SH SH 2 »

Schéma 2. Fdx/Trx systém fotosyntetizujicich organismii — schématické zndzornéni prenosu

signdlu k cilovym enzymiim. Prevzato z literatury®,

Jak jiz bylo zminéno vySe, nékteré typy thioredoxinu hraji vyznamnou roli
v Fdx/Trx systému pii fotosyntéze. Elektrony transportované fotosystémy béhem
fotosyntézy redukuji ferredoxin. Redukovany ferredoxin pak milZe interagovat
senzymem FTR, kterd pfeménuje svétlem aktivovany elektronovy signal
na tzv. ,thiolovy* signdl, ktery je pfenesen na jeden z mnoha typl thioredoxinu

pfitomny v plastidech. Takto redukovany thioredoxin interaguje se specifickymi
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disulfidickymi misty na cilovych proteinech. Tento systém tak funguje jako jakési
,,oko** chloroplastu, umoziiujici biochemicky odpovidat na svétlo a tmu®?.

Mechanismus redukce thioredoxinu je zde nasledujici: FTR katalyzuje redukci
disulfidické vazby dvéma elektrony pfenesenymi jeden po druhém pomoci
jednoelektronového donoru. Tim dochézi prostfednictvim vymeény elektront ke vzniku
»dithiolového signalu®, ktery miize byt pienesen na Trx. Kvuli tomu, ze Fdx
(ferredoxin), jakozto elektronovy donor, je schopen transportovat jen jeden elektron a
pouze jedna molekula Fdx mlze enzymem interagovat, FTR musi uskutecnit dva takové
jednoelektronové pienosy z Fdx po sobé. Cely tento proces je popsan schematicky (viz

schéma 3)%2°9¢,

[4Fe-45]3%* [4Fe-45]3*
Fdx
§ (C85) R s (C85)
s —Fe~ N\ e S\—Fe \
(€78)g '\ N His (c7e)g ! |~ His
o .“'*Fel___s o Pro FT“'FeS—S
ro Fe —| 8 S (C57) e — S (C87) o-
\l < osEe Y, \| ~ §°(C57)
8 —Fe | s —Fe /
(c74)S (C74)s
\ /Pro \ /Pro
s 1cs5) s {¢ss)
Resting FTR One electron
reduced FTR 2
A Fdx
Trx
HS ™/ N _Trx
HS [4Fe-45]%* S\S/
5 (c8s5)
S —Fe
cie)g ! . +
(C78)s l-‘}Fell—\s His H
Pro Fe— |8
\ / \l ~ | S (ca?)/s‘(cs'r)
$§ —Fe
c74
¢ 18 \ Pro
Two electron ({55)
reduced FTR
4 Y
Trx
S/
[4Fe-451%* /N [AFe-451%
g (C85) S (C83)
s —Fe \ ATrx s—Fe N\
([€76)g '\ His . (c76)g ! |~ His Trx
S kel Mg s - ore T™Fe—5 HS ™
Pro Fe~|S |'S (cs7) e Fe7|S\‘ 8 (C87) s
/ \s \Fe Y8 (C5T) Fdx \s —Fe” s’ s
J— C74 —
(c74)S H F.m/ (€74)s Pro
Two electron S (&5 Oneelectron o (C55)
reduced FTR 5 reduced FTR 3

Schéma 3. Reakcni schéma redukce thioredoxinu ferredoxinem prostiednitcvim FTR. Prevzato

z literatury®’.
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4.2 Metody vyuzivané pri studiu oxidoreduktaz

Pro pochopeni a dalsi studium procesii s oxidoreduktazami spojenych, jiz byla
vyvinuta fada metod pro analyzu jejich aktivity, urCeni struktury nebo také jejich
redoxniho stavu. Mezi €asto vyuzivané metody pro studium struktury patii nukleérni
magnetickd rezonance (NMR), kterd ndm umozniuje ziskat informace o konformaci a
vzdalenosti mezi blizkymi atomy, dale rentgenova strukturni krystalografie, kdy je
ziskan difrak¢éni obrazec a mapa elektronové hustoty nebo také kryoelektronova
mikroskopie (Cryo-EM), ktera poskytuje obraz celkového vzhledu molekuly®®.

Pro stanoveni aktivity oxidoreduktdz se vyuzivaji nejcastéji metody optické
(spektrofotometrie, fluorimetrie apod.). Jednou z dalsich vyuzivanych metod vhodnych

pro studium téchto proteint je také elektrochemie.

4.2.1 Elektrochemie

Latky vykazujici biologickou aktivitu byvaji velice Casto elektrochemicky ¢i
povrchové aktivni, tim je umoznéno tyto latky studovat pomoci polarografickych nebo
voltametrickych metod. Principem téchto metod je méfeni proudu v zavislosti na
potencialu, ktery je vkladan na pracovni elektrodu, kterd je v pfimém kontaktu se
zkoumanym roztokem®®.

V piipadé, ze dojde ke styku elektrochemicky aktivni latky a pracovni elektrody
s vloZenym potencidlem, dochdzi k vyméné elektronii. Popsany proces je oznafovan
jako faradaicky dg&j (viz schéma 4a)’%"!. Dale mize dochazet také k adsorpci studované
latky na povrch elektrody. V tomto ptipad€ hovotime o d¢jich adsorpéné/desorpénich
(viz schéma 4b). Zdrojem elektrochemické reakce mohou byt nejen zminéné proudy
faradaické, ale také kinetické®®. Ke vzniku kinetickych proudi dochazi vlivem
chemické reakce studované latky (viz schéma 4c). Soucet vSech uvedenych piispevki
nese udaj o koncentraci analyzované latky. Kromé tohoto kvantitativniho tdaje mizeme
studovanou latku pomoci elektrochemického méfeni také identifikovat®®. To Ize odvodit
z potencialu, pii kterém dochazi k elektrochemické preméné’®. Dalsim tidajem, ktery
muzeme pomoci elektrochemické analyzy ziskat je napt. reaktivita ¢i piipadné
mezimolekulové interakce. Tyto informace se promitnou na zméné tvaru, vysky nebo

jinych dalgich parametrii vzniklych pika®®.
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Schéma 4. Schématické znazornéni a) faradickych, b) adsorpcné/desorpcnich a c) kinetickych

déjii probihajicich na povrchu elektrody. Prevzato z literatury®.

Napéti vkladané na pracovni elektrodu miize byt ménici se linedrné nebo muize
byt vnaseno v podobé pulzil, coz napomdha odstranéni negativniho vlivu nabijeciho
proudu elektrody®®. Do modernich pulznich elektrochemickych technik, které spadaji do
potenciostatickych metod se fadi diferencni pulzni voltametrie (DPV) nebo voltametrie
s vklddanym pravouhlym napétim (SWV)Y"3. Vyuzivany jsou vSak i metody
galvanostatické a to potenciometrie ¢i chronopotenciometrie. Pfi studiu interakce
zkoumanych latek s povrchem elektrody, tj. adsorpcéné/desorpénich d€jii se cCasto
uplatnuji fazové citlivée metody, které jsou schopny rozpoznat pfitomné zmény
v kapacité elektrodové dvojvrstvy®®. V tomto piipadé se nejéast&ji vyuziva impedanéni

spektroskopie ¢i voltametrie se stfidavou slozkou napéti (ACV)™,

4.2.1.1 Elektrody a jejich interakce s biomolekulami
Pro biochemickou aplikaci existuje Siroka Skala pracovnich elektrod. Kazda

elektroda je vzdy charakterizovdna tzv. potencidlovym oknem®. Ke sledovani

redukénich d&ji se stile nejéastéji pouzivaji elektrody rtutové & amalgamové’ 7,
V posledni dob¢ jsou katodické déje pozorovany také pomoci bizmutovych elektrod, a
to predeviim pii analyze nizkomolekularnich latek””. Siroké vyuziti v elektrochemii
nalézd také uhlik, ktery je vyuzivan pro vyrobu uhlikovych elektrod nejcastéji ze
skelného grafitu (GCE) nebo pyrolytického grafitu (PGE)®°. Tyto elektrody jsou vhodné
jak pro anodickou, tak i katodickou polarizaci. Elektrody vyrobené ze vzacnych kovi se

vyuzivaji spie pouze pfi studiu reakci anodickych®®. Elektrochemické metody
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s vyuzitim riznych elektrod jsou ¢astym néstrojem ve vyzkumu struktury biopolymert

jako jsou zejména nukleové kyseliny ¢&i proteiny’®.

4.2.1.1.1 Proteiny

Proteiny jsou makromolekularni latky slozené zruznych kombinaci 21
biogennich aminokyselin. Pro elektrochemickou analyzu jsou vSak zasadni zejména
cystein, tyrosin a tryptofan (viz obrazek 5 IV.)®°. Vedle takovych proteinii, které
obsahuji pouze tyto elektrochemicky aktivni aminokyseliny existuji i jiné proteiny,
které ve své struktufe maji i dal$i neproteinova redoxné aktivni centra®®. Takové
proteiny vykazuji mimotadnou elektrochemickou aktivitu souvisejici také s modifikaci

neproteinové slozky (viz obrazek 5 1.)°%2

Tyto oxidovatelné ¢i redukovatelné
prostetické skupiny nejsou pro vyuziti modernich elektrochemickych metod pii studiu
proteini esencialni®,

Red/ox
neproteinove slozky |,

Lys, Arg, His, Cys A"
1. \/

I

i

: Il. Cys (S-S)

. m! Fyr. Tepf, .

i i
elektrokatalyza redukce Hg-S komplexu 4 !

(CHER) Y
oxidace

- katodické déje anodicke déje ad

Rtutova elektroda Uhlikova elektroda

Obrazek 5. Katodicke (vlevo) a anodické (vpravo) elektrochemické odezvy proteimi. Prevzato

z literatury®.

Pro studium proteini pomoci elektrochemickych metod na rtutové elektrodé je
zasadni vyskyt cysteinu, popf. cystinu (dimer cysteinu obsahujici disulfidickou
skupinu). Sira a aminokyseliny ve své struktufe siru obsahujici maji ke rtuti vyzna¢nou
afinitu a velice dobfe se na ni kovalentné¢ vazi za tvorby Hg-S vazby, kterou lze
elektrochemicky redukovat®®. Tato redukce poskytuje tzv. pik S (viz obrazek 5 IL),

ktery se pohybuje v hodnotach potenciadlu okolo -0,6 V. Dilezitymi veli¢inami je pii
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tomto méfeni potencial a vySka piku, coz se odviji od mnozstvi ptitomnych cysteinti
v molekule a jejich dostupnosti k povrchu elektrody®® 8°,

Diilezité misto v elektrochemii peptidii zaujima tzv. Brdi¢kova reakce®®’. Jedna
se o katalytickou reakci, ktera probiha za pfitomnosti proteinti obsahujici —SH skupinu a
iontl kobaltu®. Zpiisobeny vznik katalytického vylu¢ovani vodiku se pak na vysledném
zaznamu projevuje vyskytem jedné nebo dvou polarografickych vin ¢i voltametrickych
pikt. Dalsim typem katalytickych proudi, za které jsou proteiny a peptidy zodpoveédné
je tzv. prenatriova vIna®®. Pro jeji vznik vak neni nezbytna piitomnost -SH skupin ani
iontdl kovi®. Za poslednich dvacet let se viak ukézalo, Ze na misté prenatriové viny
muzeme pii vyuziti modernich chronopotenciometrickych metod nalézt dobfe vyvinuty
katalyticky pik H (viz obrazek 5 II1)®¥°! Tento pik citlivé odrazi zmény struktury
proteinu zpusobené denaturaci, agregaci, posttranslaéni modifikaci nebo interakci
molekuly s dalsimi latkami, a to az na femtomolarni Grovni (pfi pouziti adsorptivni
pienosové rozpoustéci techniky)®®. Dosud neni s jistotou prokazano, které funkéni
skupiny za katalytickym vylucovanim vodiku stoji. Tento jev je pfisuzovan predevsSim
cysteinu, lysinu, argininu a histidinu® %, Metoda byla také vyuzita pro analyzu
oxidované a redukované formy thioredoxinu v pfitomnosti HNE, ktery se selektivné

véze do aktivniho mista proteinu®.

4.2.2 Stanoveni aktivity

Nejvyuzivangj§im nastrojem pro testovani aktivity thioredoxinu nebo
thioredoxinreduktazy je spektrofotometrie. Principem je redoxni reakce, kde hraje
klicovou roli Trx nebo TrxR a konkrétni substrat. V in vitro studiich se pro stanoveni
aktivity thioredoxinu v oxidacné-redukénich reakcich pouzivaji rizné substraty,
nejuzivanéj§im je vSak stdle insulin obsahujici ve svém oxidovaném stavu tfi

disulfidické vazby.

4.2.2.1 Insulin jako substrat redoxni reakce

Thioredoxin-S; obsahuje oxida¢né-redukéni aktivni misto, které je in vivo
redukovano v ramci thioredoxinového systému za vyuZiti thioredoxinreduktdzy a
NADPH. Toho se vyuziva i v in vitro studiich, kde TrxR a NADPH (viz Rovnice 1 a 2)

mohou byt zaménéna za vybrana reduk¢ni ¢inidla jako jsou napt. DTT nebo TCEP.
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4.2.2.1.1 Spektrofotometrické stanoveni aktivity Cistého proteinu

Tento test muze byt pouzit jako zakladni metoda pro stanoveni aktivity jak
thioredoxinu, tak thioredoxinreduktazy. Pti provadéni reakce je nejprve smichan
insulin, NADPH a Tris/EDTA puftr, do kontrolniho vzorku se pak piida pouze TrxR a
do vzorku testovaného TrxR spolu s Trx (pfi stanoveni aktivity Trx). Nutno
poznamenat, ze pro prub¢h reakce je pfidavek EDTA nezbytny, a to z toho diivodu, aby
pritomné tézké kovy =z okoli neinterferovaly s testovanymi proteiny. Reakce je
monitorovana pii 340 nm, kdy dochazi k poklesu absorbance v zavislosti na spotiebé
NADPH. M¢éfeni je provadéna za laboratorni teploty. Probihajici reakce v méfeném

vzorku je popsdna pomoci rovnic 1 a 2 a znazornéna na obrazku 6 (cit.)®.

Rovnice 1:  Thioredoxin-S; + NADPH + H* xR, thioredoxin-(SH)2 + NADP*

Rovnice 2:  Thioredoxin-(SH)2 + insulin-S; — thioredoxin-S; + insulin-(SH)2

cooocooes el oooe—o—o

—0.20

—0.40 — 32 uM
c linear 48 uM

decrease u

f?j =0.60 1 4f absorbance
< due to

0.80 NADPH consumption 50uM

e 270 uM \
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B-chain
precipitation

I I I I I
1 2 3 4 5
Time (min)

Obrazek 6. Spektrofotometrické stanoveni aktivity thioredoxinu a thioredoxinreduktazy

V zavislosti na jeho koncentraci S vyuzitim NADPH jako redukéniho cinidla. Prevzato

z literatury®.
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4.2.2.1.2 End-point analyza (analyza vysledného produktu)

Metoda popsana v predchozim bod¢ vSak neni vzdy aplikovatelné pro testovani
komplexné&jsich biologickych vzorku, jako jsou napiiklad bunécéné ¢i tkanové extrakty.
Vétsinou je tomu tak proto, Zze jsou ve vzorku pritomné interferujici
NADPH-metabolizujici enzymy, které mohou zpiisobit vysoké pozadi a je pak slozité
takové vysledky interpretovat.

Tato metoda je zaloZena na stanoveni mnozstvi thiolovych skupin, které¢ byly
vytvofeny redukci insulinu. Redukce je nejprve zastavena pomoci guanidin
hydrochloridu a vzniklé -SH skupiny se nechaji nasledné¢ reagovat s DTNB (kyselina
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova) za vzniku zlutého zbarveni.

Jako prostiedi je v této reakci pouzit HEPES puft, déle je ptidana EDTA, insulin
jako substrat a NADPH. Do této smési se pfida nalezité mnozstvi TrxR jako kontroly a
do méteného vzorku TrxR spolu s Trx. Takto vytvorené roztoky se nechaji inkubovat
20 minut pii 37°C. Dale se ptida denaturacni smés slozena z DTNB a roztoku

wrwe

je pak vypogitano pomoci vysledného grafu (viz obrazek 7)%.
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Obrazek 7. End-point analyza s vyuzitim DTNB pro stanoveni volnych -SH skupin insulinu.

Prevzato z literatury®,
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4.2.2.1.3 Dithiotreitol jako redukcni Cinidlo

Tato metoda popisuje alternativni zpisob analyzy stanoveni aktivity Trx, a to
bez nutnosti pouziti TrxR. Jako reduk¢ni €inidlo v této metodé vystupuje DTT. Tvorba
redukovaného insulinu je jednoduse monitorovéna turbidimetrickym meéfenim, kdy je
sledovan vznik zdkalu vzniklého precipitaci redukovaného insulinu. Regenerace
thioredoxinu-S; prostiednictvim DTT je mnohem rychlejs$i nez ptima redukce insulinu
dithiotreitolem®.

Reakéni smés tvofi insulin, PE pufr, fosfatovy pufr, EDTA, Trx a DTT. Po
pridavku reduk¢niho cinidla je okamzité provedeno méfeni. Referencni kyveta je
pfipravena stejnym zpusobem, pouze stou vyjimkou, Ze neobsahuje stanovovany
protein. Méfenou veli¢inou je absorbance, a to pfi vinové délce 650 nm (viz obrazek 8).

Vznik precipitatu nemusi byt vzdy linearné zavisly na rychlosti redukce insulinu®,
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Obrazek 8. Spektrofotometrické stanoveni aktivity thioredoxiny s vyuzitim DTT jako redukcniho

cinidla. Prevzato z literatury®,
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4.3

Inhibitory thioredoxinového systému

Pro svd mnohd wuplatnéni v zZivych systémech se thioredoxin, potazmo

thioredoxinovy systém, staly také cilem nckterych inhibi¢nich studii. PfedevSim je

cileno na samotné thioredoxinreduktazy, které v in vivo systémech Trx aktivuji. Z toho

vyplyva, ze v piipad¢ inhibice TrxR bude inaktivovan i Trx, a tak miZe dochdzet

k aktivaci apoptozy®.

Jako inhibitory thioredoxinu jiz funguji néktera chemoterapeutika, ktera dokazi

vyvolat i apoptozu nadorovych bungk®. Latky, které inaktivuji selenocysteinové aktivni

misto savéi TrxR jsou predevsim slouCeniny na bazi zlata, platiny, dale nitrosové

slougeniny nebo také nékteré flavonoidy®. Ptiklady vybranych inhibitord jsou uvedeny

v tabulce 3.

Tabulka 3. Inhibitory thioredoxinového systému. Prevzato z literatury®.

Biologicky Zatazeni Molekularni Klinické studie Obchodni
aktivni latka cil nazev
Imidazolvlové 2. faze klinického
PX-12 20y Trxl testovani na rakovinu .
disulfid .
slinivky
SAHA | HDAC inhibitory Trx1 Schvéleno FDA na kozni Zolinza
lymfom T-bunék
Schvaleno FDA na 1é¢bu
Cisplatina Slo?f}e,nmy. TrxR rakome.(ce.l.St(? . Platinol
obsahujici platinu v kombinaci s jinymi
1é¢ivy)
. Slouceniny Puvodné schvaleno na .
Auranorfin | - o hujici zlato TR écbu artritidy Ridoura
Sloudenin Schvaleno FDA na 1é¢bu
ATO ceniny TrxR akutni promyelocytarni Trisenox
obsahujici arsen o
leukémie
Ve fazi klinického
MGd Texafyriny TrxR testovani pro vice typi Xeytrin
rakoviny
Ve fazi klinického
Aromatické teStO’VVE_lnl jako dorrilnkrove
DNCB . . TrxR 1é¢ivo pro zvySeni -
nitroslouceniny L VAN
citlivosti pii 1é¢bé
melanomu
. Ve fazi klinického
Kurkumin, Polyfenol TrxR testovani ice typl -
flavonoidy y estovani pro vice typi
rakoviny
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Lidsky thioredoxin byl také pfedmétem in vitro inhibi¢ni studie s vyuzitim
sloucenin rtuti. PIn¢ redukovany Trx1 na vSech svych pét cysteinovych zbytkl vaze rtut
z HgCl, a MeHg a ztraci tak svou aktivitu®®.

Inhibice kovy byla zkoumana také na Trx z E coli a to konkrétné kadmiem, které
interagovalo piimo s aktivnim mistem enzymu®’. Jednim z dalgich inhibitorti samotného
thioredoxinu z E. coli je naptiklad 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), ktery je hlavnim
aldehydickym produktem pochézejicim z n-6 polynenasycenych mastnych kyselin jako
je kys. linolova, linolenova a arachidonova. Inaktivace thioredoxinu pomoci HNE je
prokézana neschopnosti redukovat insulin. Aktivita Trx pfitom neni obnovena ani po

odstranéni HNE, coz ukazuje na fakt, Ze inhibice je ireverzibilni®.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Insulinovy test

Aktivita thioredoxinu byla testovana s vyuzitim insulinového testu®. Reakéni
smés byla pfipravena tak, ze byl smichan thioredoxin (Trx), insulin, EDTA (coz je
nutné pro piipadné vyvazani t€zkych kovl, které by mohly negativné ovlivnit prib¢h
reakce) v prostiedi fosfatového pufru (pH 7). Reakce byla zahajena ptidavkem
dithiotreitolu (DTT) kde je insulin redukovan aktivnim (redukovanym) thioredoxinem,
coz je provazeno vznikem sraZeniny, kterd byla stanovena spektrofotometricky pfi

650 nm (viz graf 1).

Insulinovy test
0.12
0.1
0.08

- ® Blank
0.06

Agso

®Trx
0.04

0.02

0
0 10 20 30 40 50 60 70

t [min]

Graf 1. Insulinovy test. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7; 150 uM hovezi insulin; 2 mM
EDTA, 5 uM Trx a 0,33 mM DTT. Méreno pri 650 nm.

Ptitomnost redukcniho ¢inidla (napt. DTT) zajiStuje regeneraci thioreduxinu.
Déle byl zkoumdn vliv dalSich redukcnich Ccinidel na pribéh Stépeni insulinu.
Srovndvany byly dvé oxidoreduktdzy, thioredoxin a peroxiredoxin. Méfeni probihalo za
stejnych podminek, jako je popsdno vySe. Z grafu 2 je patrné, ze DTT efektivné
redukuje thioredoxin podobné jako ¢inidlo TCEP®. Z pribéhu kiivek je vidét, ze tyto
dv¢ reakce maji rozdilnou kinetiku. Redukce pomoci TCEP je efektivnéjsi v poc¢atecni

fazi reakce, kdezto pti pouziti DTT je nastup reakce pomalejsi. Ob¢ reakce vSak spé&ji
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do stavu termodynamické rovnovahy. Pti pouziti NADPH a NADH jako redukéniho
ginidla v insulinovém testu s thioredoxinem se jevilo jako neefektivni. V literatute® je
nicmén¢ reakce s NADPH popséna, ale pouze za soucasného pouziti dalsiho enzymu —
thioredoxinreduktazy. Samotné NADH ¢i NADPH zde pravdépodobné vystupuji jako
velice slaba redukéni cinidla a nejsou vtomto systému schopny thioredoxin
regenerovat, resp. redukovat.

Dalsi testovanou oxidoreduktazou byl peroxiredoxin (Prx) v pfitomnosti DTT.
Tato reakce slouzila jako negativni kontrola, jelikoz peroxiredoxin neni katalyticky

aktivni za zvolenych experimentalnich podminek!%:,

Insulinovy test - modifikace

0.14
0.12 Blank
0.1 ® Trx+ NADH
2 0.08 ® Trx+ NADPH
T
0.06 ® Prx+DTT
o Trx+ DTT
0.04
® Trx+ TCEP

0.02

0

0 10 20 30 40 50 [+11] 70

t [min]

Graf 2. Insulinovy test. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7, 150 uM hovezi insulin; 2 mM
EDTA, 5 uM Trx/Prx a 0,33 mM DTT/NADH/NADPH/TCEP. Méfeno pri 650 nm.

5.1.1 Aktivita thioredoxinu

Dale byla za optimalnich experimentalnich podminek (graf 2) proméfena
oxidoreduktazova aktivita thioredoxinu pfi jeho riznych koncentracich v ptitomnosti
DTT a TCEP. Vysledky jsou znazornény v grafech 3 a 4. Srostouci koncentraci
thioredoxinu mlzeme pozorovat zvySenou tvorbu srazeniny insulinu, coz se projevilo

ve zvyseni absorbance pii 650 nm.
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Reakce v zavislosti na koncentraci Trx pfi pouZziti DTT

0.14
0.12
® Blank
- 0.1
] ®0,5uMTrx
< 0.08
® 1uM Trx
0.06
®2,5uMTrx
0.04
® 5uM Trx
0.02
0
0 20 40 60
t [min]

Graf 3. Insulinovy test. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7; 150 uM hovezi insulin;
2 mM EDTA,; 5/2,5/1/0,5 uM Trx a 0,33 mM DTT. Méreno pii 650 nm.

Reakce v zavislosti na koncentraci Trx pii pouZziti TCEP

0.14
0.12
0.1
0.08 ® Blank
8 @ 0,5uMTrx
< 0.06
® 1uM Trx
0.04 ®2,5uMTrx
0.02 ® 5uM Trx
0
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Graf 4. Insulinovy test. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufr pH 7; 150 uM hovezi insulin;
2 mM EDTA,; 5/2,5/1/0,5 uM Trx a 0,33 mM TCEP. Méreno pii 650 nm.

Pro konstrukcei kalibracni kiivky byla absorbance odectena po 30 min reak¢éniho
Casu. S rostouci koncentraci thioredoxinu absorbance linearné€ nartstala, R? = 0,9879

(viz graf 5).

31



Koncentracni zavislost
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Graf 5. Zména absorbance pri 650 nm s rostouci koncentraci thioredoxinu po 30 min reakcéniho

Casu. Dalsi detaily viz graf 3.

5.2 Interakce s cyklopentendiony

Jak jiz bylo popsano v teoretické ¢asti, thioredoxin obsahuje v aktivnim misté dva
vicinalni zbytky cysteinu. Ty mohou byt cilem pro vazbu fady nizkomolekularnich
ligandli, pomoci kterych miiZeme inhibovat oxidoreduktazovou aktivitu. Jednou
z alternativ mohou byt cyklopentendiony (CPD), ptedpokladané Michaelovy akceptory

(viz schéma 5).

+ HS—R, —>
s—Ry

Schéma 5. Schematické zndzornéni zpiisobu inaktivace Trx pomoci CPD prostiednictvim

thiolové Michaelovy adice.
K testovani byly jednotlivé cyklopentendiony (viz obrazek 10) vybrany tak, aby

bylo dosazeno maximalni rozpustnosti ve vodném prostfedi a zaroven, aby vybrané

latky obsahovaly odliSné substituenty majici rtizny vliv na reaktivitu téchto sloucenin.
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AcO

Obrazek 10. Struktury jednotlivych cyklopentendioni (latky 1-6).

Uvedené latky 1-6 byly ziskany z depozitu Ustavu 1ékaiské chemie a biochemie
lékatské fakulty na Univerzité Palackého v Olomouci, které byly pfipraveny dle
publikovaného postupul®?,

Pti pfipravé zasobnich roztoki CPD byla snaha se co nejvice pfriblizit
fyziologickému prostiedi. Pfimé rozpusténi latek 1-6 ve fosfatovém pufru (pH 7) vedlo
ke vzniku sraZeniny. Proto byly jednotlivé CPD nejprve rozpoustény v DMSO o vysoké
koncentraci (50 mM) a nasledn¢ nafedény ve fosfatovém pufru (pH 7). Ptipravené
zasobni roztoky CPD v DMSO byly skladovany pii 4 °C. Pufrované pracovni roztoky,

které nevykazovaly zakal, byly pfipraveny de novo pied provedenim kazdé analyzy.

5.2.1 Spektrofotometrické méreni

Ptipravené pufrované roztoky CPD byly smichany s roztokem thioredoxinu tak,
aby vysledné koncentrace Trx:CPD byly v molarnim poméru 1:1; 1:2,5 a 1:5. Takto
vytvofené smési byly inkubovany pfi teplot¢ 37 °C po dobu 30 minut. Nasledné byl

k inkubacni smési pridan pufr a roztoky insulinu a EDTA. Ptipravena reak¢ni smés byla
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pipetovana po tripletech do 96-jamkové desticky a reakce byla zahdjena pridavkem
DTT. Méfeni probihalo za podminek insulinového testu popsanych v oddile 5.1.
Analyza byla pro kazdou latku a koncentraci provedena vzdy ttikrat a vysledné hodnoty

byly zprimé&rovany a vlozeny do grafu (viz grafy 6-11).
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Inhibice pomoci latky 6
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Grafy 6 — 11. Inhibice thioredoxinu v pritomnosti CPD. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufi pH 7;
150 uM hoveézi insulin; 2 mM EDTA; 5uM Trx; 0,33 mM DTT a 5/12,5/25 uM latky 1-6. Méreno
pri 650 nm.

Z vyslednych grafii 6-11 je patrné, Ze reakce neméla v ptitomnosti CPD klasicky
pribéh, ktery je zndzornén kontrolni kiivkou (bez CPD). Aktivita enzymu byla tedy
pfidavkem CPD snizena. Z poklesu kiivek a prodlouZeni ¢asu potiebného k zahajeni
reakce je také ziejmé, ze inaktivace thioredoxinu je zavisla jak na koncentraci CPD, tak
na Case. Jednotlivé latky byly setazeny dle jejich schopnosti inhibovat thioredoxin (viz

graf 12).

Inhibice pfit =30 minut

120

100

Trx
Latka6 | .
80 Latka 1 Latka 3
; Latka 2 | 15
Latka 4
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0

Graf 12. Sloupcovy graf zndzornujici aktivitu enzymu v procentech pri case 30 minut a

=]

Aktivita enzymu v %
=

=]

koncentraci cyklopentendionit 5 uM. Smérodatné odchylky jsou zndzornény svétle zelenou

barvou (n=3).
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5.2.2 Elektrochemické méreni

Spektrofotometricka analyza insulinového testu po interakci thioredoxinu s CPD
ukazala, ze tyto latky jsou schopny enzym inaktivovat, ale z téchto vysledki neni
mozné fici, zda inhibice probihd v aktivnim misté nebo celkovou zménou struktury
proteinu. K provéieni vyse uvedeného byl zvolen elektrochemicky piistup®® 1%,

Roztoky cyklopentendioni byly smichany s thioredoxinem a inkubovéany 30
minut pii 37 °C. Inkuba¢ni smées byla poté podrobena elektrochemickému méieni za
vyuziti chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy pomoci rtutové kapkové visici
elektrody. Analyza byla pro kazdou latku provedena vzdy tiikrat a vysledné primérné

hodnoty byly vlozeny do grafu (viz grafy 13-24).
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Grafy 13 - 24: Chronopotenciogramy thioredoxinu (1 uM) a jeho smési s jednotlivymi CPD
(1 uM Trx a 5 uM CPD). Rozpoustéci proud -20 uAd (pro levy sloupec) a -60 uA (pro pravy
sloupec). Adsorpce 60 s pri potencialu 0 V. Méreno metodou CPSA (in situ) za pouziti HMD
elektrody, zakladni elektrolyt fosfatovy pufr pH 7.

Na grafech 13, 15, 17, 19, 21 a 23 jsou ukazany CPS zaznamy naméfené pii
rozpoustécim proudu -20 pA. Pfi potencialu -0,6 V byl pozorovan pik S thioredoxinu
(Servena kiivka), ktery Ize prisoudit redukci vazby Hg-S%. Uvedena Hg-S vazba vznika
mezi povrchem pracovni elektrody a zbytky cysteinu v molekule Trx. V ptipadé
vytvofeni vazby mezi ligandem (napf. latka 1-6) a témito zbytky cysteinu obecné
dochazi k poklesu piku S. Po inkubaci Trx s latkami 1-6 K statisticky prikaznému
poklesu piku Snedoslo. Vgrafech 15 a 17 je pik Spro latky inkubované
s thioredoxinem dokonce vyssi, coZ jsou pravdépodobné dva piekryvajici se piky, kdy
jednim z nich je pik S a druhym je redukéni pik latek 2 a 3, jelikoz obé tyto latky
obsahuji redukovatelnou nitro skupinu'®. Piitomné piky se v této oblasti ukazaly i pii
analyze samotnych cyklopentendiont (v grafu neni zndzornéno).

Analyzou stejnych inkubacnich smési Trx s latkami 1-6, ale pfi rozpoustécim
proudu -60 pA byly ziskany grafy 14, 16, 18, 20, 22 a 24. Na téchto grafech je zachycen
pik H, ktery je zodpovédny za katalytické vylucovani vodiku (CHER). Tento jev je
pfisuzovan predev§im aminokyselinAm cysteinu, lysinu, argininu a histidinu®
(vyznaceny v molekule Trx na obrazku 11). Na uvedenych chronopotenciogramech si
muzeme vSimnout, ze vySka piku H thioredoxinu oproti jeho smési s CPD je né€kolikrat

vétsi, coz mize souviset s interakcemi aminokyselinovych zbytkl poskytujicich pik H
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s latkami 1-6. To pravdépodobné vede k tomu, Ze tyto aminokyselinové zbytky jiz
nemohou byt zapojeny do katalytické reakce CHER. Detailni vliv koadsorpce Trx a
testovanych cyklopentendionli zkouman nebyl.

Déle byla nalezena souvislost mezi vySkami naméfenych piki H Trx a
inhibi¢nimi G¢inky zkoumanych CPD. Jak je patrno zgrafu 12, nejucinngjSimi
inhibitory thioredoxinu byly latky 4 a 5. To také koresponduje s nejvyssimi rozdily
mezi CPS odezvami nativniho Trx a Trx inkubovaného s latkami 4 a 5 (grafy 20 a 22).
Pokles vysky piku H po navazani nizkomolekularniho ligandu byl pozorovan i
v pifpadé sérového albuminul® nebo Na*/K* ATP4zy'%. Oba proteiny byly inkubovany
s methylglyoxalem, ktery se selektivné vazal na zbytky aminokyselin, které jsou

zapojeny do CHER0>106,
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Obrdazek 11. Modely thioredoxinu s vyznacenymi Lys — Sedd, His — oranzova; Arg — fialova;
aktivni misto obsahujici Cys — modrd; prvky sekundarni struktury: beta skladany list — Zluta,

alfa-helix — cervend. Vytvoreno v The PyMOL Molecular Graphics System (PDB: 3dyr).

5.3 Interakce s kovovymi povrchy

Dalsi alternativou inhibice thioredoxinu je chemisorpce resp. vytvofeni vazby
mezi zbytky cysteinu a kovovymi povrchy'®. Ve své praci jsem se zaméfila na
testovani interakce Trx s amalgamovym praskem (AgSA) o slozeni 70/30 (Hg/Ag,
w/w)!%, Po inkubaci AQSA s thioredoxinem bylo provedeno méfeni pomoci
insulinového testu. Z diivodu sedimentace materidlu nebylo mozné pouzit 96-jamkové

desticky. Analyza byla proto provadéna v kiemenné kyveté (viz graf 25).
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Inhibice pomoci AgSA prasku
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Graf 25. Inhibice thioredoxinu amalgamovym prdskem. Podminky: 0,1 M fosfatovy pufir pH 7;
150 uM hovezi insulin; 2 mM EDTA; 5uM Trx; 0,33 mM DTT a 10/40/100/200 mg AgSA.
Mereno pri 650 nm.

Do sloupcového grafu (viz graf 26) byla vynesena aktivita enzymu po 30

minutdich méfeni a je zde vidét, ze pii pouziti hmotnosti 200 mg AgSA dochazi

k inhibici az z vice neZ 90 %.

Graf zavislosti aktivity Trx na hmotnosti AgSA
prasku po 30 minutach

100
80
60
40
’ B
0]
0 10 40 100 200

Magsa [ME]

Aktivita enzymu v %

Graf 26. Sloupcovy graf zndzornujici aktivitu enzymu v procentech pri case 30 minut

V zavislosti na pouzité hmotnosti AgSA.

42



Dosazené vysledky jsou Vvdobrém souladu snedavno zvefejnénymi
srovnavacimi analyzami aktivity oxidoreduktaz FTT1103, kde byl Trx pouzit jako
referenéni protein'®. Ziskané vysledky by mohly byt v budoucnosti pouzity k vyvoji

jednoduchého testu reaktivity (biokompatibility) dentalnich amalgamovych materialt.
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6 Experimentalni ¢ast

V této cCasti diplomové prace jsou popsany provadéné experimenty, jejich

podminky a veskeré pouzivané vybaveni.

6.1 Chemikalie

Thioredoxin z Escherichia coli, lidsky peroxiredoxin 1, hovézi insulin, teleci
sérovy albumin (BSA), hydroxid sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova (HCI),
hydrogenfosfore¢nan draselny (K2HPOjs), dihydrogenfosfore¢nn draselny (KH2POs),
dithiothreitol (DTT), tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP), disodna sul
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), ethanol, kyselina trihydrogenfosfore¢na
(H3PO4), B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana tetrasodna stl (NADPH),
B-nikotinamidadenindinukleotid redukovana disodna sul (NADH), Coomassie Brilliant
Blue G-250, chlorid sodny (NaCl), 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
kyselina (HEPES), dimethylsulfoxid (DMSO), amalgamovy prasek AgSA 70/30
(Hg/Ag, w/w) ptipraven dle postupu viz cit. 103, kyselina
4-((2,5-dioxocyklopent-3-en-1-yliden)methyl)benzoova (latka 1), 2-(2,5-dimethoxy-4-
nitrobenzyliden)cyklopent-4-en-1,3-dion (latka 2), 2-(2-nitrobenzyliden)cyklopent-4-
en-1,3-dion (latka 3), 4-(cyklopent-4-en-1,3-dion-2-yliden)-2-methoxyfenyl 2,3,4,6-
tetra-O-acetyl-p-D-glukopyranosid (latka 4), 4-(cyklopent-4-en-1,3-dion-2-yliden)fenyl
2,3:5,6-di-O-isopropyliden-a-D-manopyranosid (latka 5), 2-(4-hydroxybenzyliden)-
cyklopent-4-en-1,3-dion (latka 6). Latky 1-6 byly piipraveny o Cistoté¢ > 98% dle
protokolul®?, Pokud neni uvedeno jinak, byly vyse uvedené substance dodany firmou

Sigma-Aldrich nebo Merck v ¢istoté p.a.

6.1.1 Roztoky
Pro ptipravu roztokl byla pouzita deionizovana voda (dd H20) pfipravend pomoci

zafizeni Ultrapur, Watrex (Praha, Ceské republika)
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6.1.1.1 Bradfordovo ¢inidlo

0,01% Coomassie Brilliant Blue G-250:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 bylo rozpusténo v 50 ml 95% ethanolu, dale
bylo pfiddno 100 ml 85% kyseliny trihydrogenfosforeéné a doplnéno dd H>O do

objemu 1 1.

6.1.1.2 Fosfatovy pufr

0,1 M fosfatovy pufr pH =7:

87,09 g hydrogenfosfore¢nanu draselného bylo rozpusténo v 500 ml dd H»O. Ve
stejném mnozstvi vody bylo rozpusténo 68,045 g dihydrogenfosforecnu draselného.
Z prvniho roztoku bylo odebrano 61,5 ml a smichdno s 38,5 ml druhého roztoku.

Vysledné pH bylo upraveno ptidavkem ptislusné soli ¢i hydroxidu sodného na pH 7.

6.1.1.3 Zasobni roztok 0,02 M EDTA
0,9306 g EDTA bylo za soucasného zahfivani a sonifikace rozpusténo ve 125 ml dd

H.0.

6.1.1.4 Zasobni roztoky 50 mM CPD
Jednotlivé cyklopentendiony (latky 1-6) byly navazeny a rozpustény v DMSO s

vyslednou koncentraci 50 mM.

6.1.1.5 HEPES pufr

2,38 g kyseliny 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonové bylo rozpusténo v 80 ml
dd H20, tento roztok upraven pomoci hydroxidu sodného na pH 7 a dopInén dd H>O do
objemu 100 ml

6.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko),
Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendorf, Némecko),

Laboratorni vahy Sartorius Secura (Sartorius, Némecko),

Magneticka michacka IKA RH basic KT/C (Slabo, Ceska republika),
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pH metr inoLab Level 1 (Schoellerlnstruments, Ceska Republika) se sklenénou
kombinovanou elektrodou SenTix41 (WTW, Némecko),

Spektrofotometr pro méfeni v 96-jamkovych destickach Infinite M200 (Tecan,
Svycarsko),

Systém pro elektrochemickou analyzu pAutolab IIT analyzator (EcoChemie, Holandsko)
v tiielektrodovém uspotadani: pomocné platinova elektroda, referencni Ag/AgCl/3M
2

KCl a pracovni rtutova kapkova visici elektroda o plose 0,4 mm

Metrohm 663 VA Stand (Metrohm, Svycarsko),

soucasti systému

Termomixér Eppendorf (Eppendorf, Némecko),

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko),

Tiepacka Reax Top (Heidolph, Némecko),

UV-Vis spektrofotometr UV-2401 PC (Shimadzu, Japonsko),

Ultrazvukova termostatickéd vodni lazeni Elmasonic S 10 H (Elma, Némecko)

6.3 Insulinovy test

1 mg thioredoxinu byl rozpustén v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH = 7 a poté
rozdélen na alikvoty po 50 pl. Tyto alikvoty byly skladovany do dalSiho méteni pfi
-80°C. Dale byl ptipraven vzdy Cerstvy roztok DTT o koncentraci 0,1 M ve fosfatovém
pufru, ktery byl poté¢ 10x nafedén. Nasledné byl pfichystan Cerstvy roztok insulinu
rozpu$ténim 3 mg hovéziho insulinu v 300 ul HEPES pufru za vzniku zékalu, ktery byl
odstranén piidavkem hydroxidu sodného. Nasledné bylo do Eppendorfovy zkumavky
napipetovano 139,75 ul fosfatového pufru; dale 20 ul EDTA (koncentrace v reakcni
smési 2 mM); 17,4  pl  insulinu  (koncentrace  vreakéni  smési
0,13 mM) a 16,25 ul thioredoxinu z E. coli (koncentrace v reakéni smési 5 pM). Takto
smichané reagencie byly po 64,5 ul pfeneseny do 96-jamkové desticky po tripletech.
Nakonec bylo do kazdé¢ jamky ptiddno 2,2 pl dithiotreitolu (koncentrace v reakéni smési
0,33 mM). Piipravena desticka byla okamzité¢ vloZzena do spektrofotometru. Méfeni

absorbance probihalo 60 minut pii vinové délce 650 nm®°.
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6.3.1 Modifikace insulinového testu

6.3.1.1 Pouziti TCEP jako redukéniho Cinidla
Postup je obdobny jako v bodé 6.3, kdy pouze krom¢& DTT byl pouzit TCEP o vysledné
koncentraci 0,33 mM.

6.3.1.2 Pouziti NADH jako redukc¢niho ¢inidla
Postup je obdobny jako v bodé¢ 6.3, kdy pouze krom¢ DTT byl pouzit NADH o

vysledné koncentraci 0,33 mM.

6.3.1.3 Pouziti NADPH jako redukéniho ¢inidla
Postup je obdobny jako v bod¢ 6.3, kdy pouze kromé DTT byl pouzit NADPH o

vysledné koncentraci 0,33 mM.

6.3.1.4 Pouziti peroxiredoxinu
Postup je obdobny jako v bod€ 6.3, kdy byl kromé thioredoxinu pouzit peroxiredoxin o

vysledné koncentraci 5 pM.

6.4 Inhibice Trx cyklopentendiony — spektrofotometrické méreni

Nejprve  byly postupnym fedénim pfipraveny roztoky jednotlivych
cyklopentendionti ve fosfatovém pufru tak, ze byl odebran alikvot z roztoku CPD v
DMSO a ten byl natfedén do fosfatového pufru. Roztoky jednotlivych CPD byly poté
smichany s 16,25 ml thioredoxinu Vv nasledujicim poméru molarnich koncentraci
(CPD:Trx) 1:1, 2,5:1 a 5:1. Takto ptipravené smeési se nechaly inkubovat 30 minut pii
37° C. Po inkubaci bylo ke smési ptfidano EDTA a insulin, tak jak bylo popséno v bod¢
6.3. Pridani DTT spustilo reakci. Méteni probihalo za podminek popsanych v bodé 6.3.

Analyza byla provedena vZdy trikrat pro kazdou latku a pro kazdou koncentraci.

6.5 Inhibice Trx cyklopentendiony — elektrochemické méreni

K analyze byly pfipraveny inkubacni smési popsané v bod¢ 6.4. Ty byly nasledné
preneseny do elektrochemické cely obsahujici jako zékladni elektrolyt fosfatovy pufr o
koncentraci 0,1 M. Vzorky byly do fosfitového pufru namichdny o vysledné
koncentraci 1 puM Trx a 5 uM CPD. Vysledné smési byly podrobeny

chronopotenciometrické rozpoustéci analyze za konstantniho proudu (CPSA). Prométen

47



byl také samotny thioredoxin i jednotlivé cyklopentendiony. Analyza byla provedena

vzdy tiikrat pro kazdou inkubacni smés vSech CPD s thioredoxinem i samotnych CPD.

Parametry méreni CPSA:

Rozpoustéci proud: -20/-60 pA
Pocatecni potencial oV
Koncovy potencial -2V
Cas adsorpce: 60 s

6.6 Inhibice Trx amalgamovym praskem

50 ul alikvoty thioredoxinu ve fosfatovém pufru (pfipravené dle bodu 6.3) byly
postupné smichany s jemné namletym amalgamovym praskem AgSA 70/30 (Hg/Ag,
w/w) o hmotnostech 10, 40, 100 a 200 mg'®®. P¥ipravené suspenze se nechaly inkubovat
30 minut pii 37 °C. Poté byly pfidany vSechny dalsi reakéni komponenty (fosfatovy
pufr, EDTA, insulin). Pfidavkem DTT byla zahajena reakce. Méfeni probihalo
v kfemennych kyvetdch za podminek popsanych v bod¢ 6.3. Pro kaZzdou hmotnost
AgSA bylo méfeni provedeno tiikrat.
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[ Zavér

Jednim zcili této diplomové prace bylo studium oxidoreduktdz, zejména
thioredoxinu, pomoci insulinového testu. Pro analyzy byla pouzita metodika, ktera je jiz

popsana v literatuie®®

. Dale byla studovana zavislost aktivity oxidoreduktaz na
vybranych redukénich €inidlech a poté i na jejich koncentraci.

Dalsim vyty¢enym cilem této prace bylo studium thioredoxinu po interakci
s cyklopentendiony, jakozto potenciondlnimi inhibitory Trx. Tyto latky byly zvoleny
proto, ze ve své molekule obsahuji dvojnou vazbu, aktivovanou pro nukleofilni adi¢ni
reakce a mohly by tak s ptitomnymi CPDs interagovat. Vzhledem ke skutecnosti, ze
thioredoxin ve svém aktivnim misté obsahuje dva zbytky cysteinu, ptedpokladalo se, ze
zpusob inhibice bude mit charakter thiolové Michaelovy adice. Fakt, Ze inhibice
probihd, potvrdilo jiz prvni spektrofotometrické méteni inkubacni smési thioredoxinu
s jednotlivymi CPDs (latky 1-6). Byl pozorovan pokles aktivity Trx pro inkubacni smés
(Trx:CPD, 1:1) oproti pozitivni kontrole, ktera CPDs neobsahovala. Dal$imi méfenimi
byl také potvrzen inhibi¢ni efekt se zvySujici se koncentraci CPD (Trx:CPD az 1:5).
Prvotni spektrofotometrické experimenty tudiZ prokazaly inhibi¢ni uc¢inek CPDs na
aktivitu thioredoxinu. Z provedenych analyz vSak nebylo mozné urcit, zda inaktivace
thioredoxinu probihala prostfednictvim vazby do aktivniho mista. Za timto ucelem byly
vyuzity elektrochemické metody. Pomoci chronopotenciometrické analyzy provadéné
pfi rozpoustécim proudu -20 pA byly ziskdny chronopotenciogramy s pikem S, coz
ukazalo, ze se CPDs do aktivniho mista proteinu s nejvetsi pravdépodobnosti nevazi. To
bylo také podpofeno dalSim chronopotenciometrickym meéfenim pii rozpoustécim
proudu -60 pA, kdy byl sledovan pik H. Bylo zjisténo, Ze pii analyze samotného
thioredoxinu je pik H nejvyS$si a samotné cyklopentendiony naopak pik H
neposkytovaly vitbec. Pfi analyze inkubaéni smési Trx-CPD pak dochézelo k rapidnimu
poklesu vysSky piku H oproti samotnému thioredoxinu a také jeho plochy.
Pravdépodobnym vysvétlenim je to, Ze cyklopentendiony vytvaiely s thioredoxinem
nekovalentni nespecifické hydrofobni interakce, ¢imz z velké ¢asti zamezily nékterym
aminokyselinovym zbytklim se podilet na katalytické reakci vylucovani vodiku a tim
dochézelo ke snizovani diskutovaného piku H.

Dale byla provadéna analyza thioredoxinu po interakci s amalgamovym praskem

s cilem ovéfit reaktivitu amalgdmového materialu. Ziskanymi vysledky bylo potvrzeno,
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ze analyzovany materidl vytvari kovalentni vazbu s pfitomnymi sirnymi skupinami
thioredoxinu a dochazi tak k inaktivaci proteinu.

Pomoci provedenych méfeni a analyz byly studovany piedevSim interakce
thioredoxinu a ovlivnéni jeho aktivity. To pfineslo nové poznatky a rozsifeni znalosti
Vv oblasti novych potencidlnich inhibitort tohoto proteinu.

Thioredoxin si svym zastoupenim vyslouzil velky zdjem a pozornost a stal se
predmétem spousty vyzkumt a studii. I pfesto, ze je tento protein, ¢i skupina proteinii
znama jiz nékolik desitek let, stile je mnoho neobjasnéného a pravdépodobné i

neobjeveného, a to z oblasti vyskytu, funkce i potencionalnich inhibitorti a 1éCiv.
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8 Seznam zkratek

ACV
ADF
AgSA
Arg
AP-1

ASK-1

CHER
CPD
CPSA
Cryo-EM
Cys
DNA
DPV
DTNB
FAD

Fdx
Fdx/Trx systém
FTR
GCE

His
HMDE

HNE

voltametrie se stfidavou slozkou napéti

Adult T cell leukemia-derived factor

silver solid amalgam (stfibrna amalgama)

arginin

activator protein 1 (protein fungujici jako transkrip¢ni faktor)
kinazou 1 regulujici signal pro apoptézu (apoptosis signal
regulating kinase 1)

reakce katalytického vylucovani vodiku

cyklopentendion

rozpoustéci chronopotenciometrie za konstantniho proudu
kryoelektronova mikroskopie

cystein

deoxyribonukleova kyselina

diferen¢ni pulzni voltametrie

kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova
flavinadenindinukleotid

ferredoxin

ferredoxin/thioredoxinovy systém
ferredoxin:thioredoxinreduktaza

elektroda ze skelného uhliku

histidin

rtut'ova kapkova visici elektroda

4-hydroxy-2-nonenal
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Lys
NF-xB
NMR
PAPS
PGE
Prx(s)
Ref-1
ROS
SWv
Trx

TrxR

lysin

nukleédrni faktor kappa B

nukledrni magnetické rezonance
3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat

elektroda z pyrolytického grafitu
peroxiredoxin(y)

redox faktor-1 = redox/DNA-repara¢ni enzym
reaktivni formy kysliku

voltametrie s vkladanym pravouhlym napétim
thioredoxin

thioredoxinreduktiza
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