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Abstrakt:

Proteiny s thiolovymi skupinami interaguji s iontgova v organismu. Udrzuji jejich
homeostazu, dastni se buftné signalizace, chrani #ku pred &inky toxickych kowi a
detoxikuji je. Tato prace je zaena na proteiny s thiolovymi skupinami glutathioau
metalothioneinu a jejichdinky na selen. Metoda studia je elektrochemicka.

Abstract:

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

Evoluci se organismyipasobuji prostedi, v @mz Ziji. Moderni doba sebouipesla
razantni zranu Zivotniho stylu lidi, na kterou nejsou adaptavde to malo fyzické aktivity,
nadnérna konzumace jidla, ale i zfsteni Zivotniho progedi. Obrovské mnoZzstvi
Skodlivych latek zatuje lidi kazdy den pozivanim jidla, pitim vody yathdnim vzduchu.
Obranné mechanismy, které si lidé za milibny leblege vytvdili, jsou dnes mnohem
aktivnejsi, nez kdykoli dive.

Tézké kovy pati mezi tyto Skodlivé latky. Vyznamné mechanismy ragly organismu
pied t£Zzkymi kovy jsou zaloZzeny na interakézkého kovu s proteiny s thiolovou skupinou
SH. Mezi tyto proteiny péit glutathion (GSH) a metalothionein (MT). Oba tpimteiny pini i
fadu dalSich funkci nez je detoxikae&gKkych kovi. Podob# jako interaguji ssZkymi kovy,
interaguji i s jinym latkami a préwilem tohoto studia je poodhalit jaky maji vztaketenu.
Selen je mikroprvek nutny pro spravnou funkci oigam. Selenoproteingasto mivaji
obdobrt jako thioly antioxid&ni funkce a také se podili na detoxikadkiych kovi. Funkce
glutathionu je navic na selen vazana. Selen senovdké pi zvySeném fjmu stava brzy
toxickym. Je proto Zadouci zjistit jak glutathiomatalothionein se selenem interaguiji.



2. Selen

2.1. Objev selenu

Selen byl pravépodobré poprvé pozorovan jiz okolo roku 1300, kdy alchytaigrnold
Villanov ve své knize Rosarium Philosophorum pogsavenou siru, kteranstala v troub
po vypdeni nativni siry. Prawgbodobr se jednalo ocervenou alotropickou modifikaci
selenu. [1-3]

Jednoznéné byl selen objeven vyznamnym Svédskym chemikem elindacobenem
Berzelienem. Berzelien se spolu se svyiitepem chemikem Johannem Gahnem stal
vlastnikem tovarny pro vyrobu kyseliny sirové. Bs#ien a Gahnem spolu studovali latky
pouzivané P vyrob¢ kyseliny sirové a jejich pozornost upoutalarvena latka, ktera
zustavala po spalovani siry. Nejprve si mysleli, gégesina o elementarni tellur objeveny jiz
pied 30 lety. V z& 1817 o tom Berzelien napsal do Londyna svérititelp Dr. Marcetovi.
Pozdji se Berzelien rozhodl latku prostudovat pozgira zjistil, Ze ma od telluru odlisSné
vlastnosti. V unoru 1818 znovu napsal Dr. Marceldentokrate o objevu nového prvku.
Objev selenu se tak datuje na rok 1817 nebo 1848eWselen je ¥eckého slova Selene, coz
znamena Msic. Berzelien ho takto pojmenoval podle tellurehgZz nazev vychazi
z latinského slova Tellus, coZz znamena Zej#-7]

2.2. Vlastnosti selenu

Selen je vzacny minerdl, vyskytujici s&Smou v rudach siry a telluru. Svymi vlastnostmi
se podoba 8. Prozatim bylo objeveno Sest alotropnich forelense mezi 8z pati ¢erverg
zbarvena amorfni forma, Seda krystalicka forma la tdav hnéda a stibiit¢ Seda forma.
Selen pai mezi polovodie, tedy latky, které se mohou z&itych okolnosti chovat jako
izolanty nebo vodie elektrického proudu. Vystavenim elektromagnetivk&d&eni generuje
elektricky proud. Soli oxidl selenu s elektropoziti¢fgimi prvky se oznauji jako selenany
(SeQ?) a selentitany (Se@?). Elementarni seleniiie byt redukovan na selenid Beebo
oxidovan na jiz zmitny seleniitan (Sé%. Elementarni selen je ve vbderozpustny, ale
mnohé zjeho soli jsou rozpustné. Selen se vyskytuprganickych i anorganickych
sloweninach. Selen pat mezi reaktivijSi prvky. Snadno reaguje s vodikem, fluorem,
chlorem a bromem. Dale reaguje s kyselinou @hai, kyselinou sirovou a takadou kowt
kdy vznikaji selenidy. U&kych kowi vykazuje zvySenou afinitu, zejména k rtuti, da&e k
kadmiu, olovu, hliniku, zlatu aiébru. Ri dostatku kysliku selen hiomodrym plamenem za
vzniku SeQ s charakteristickym zapachem shnilélierkene. [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

lonizaéni energie

1. 941 kJ-mol™

2. 2045 kJ-mol™

3.2973,7 kJ-mol™

Atomovy polomér 120 pm
Kovalentni polomér 12014 pm
Van der Waalslv polomér | 190 pm
Krystalova struktura Hexagonalni

2.3. Selen ve vyziv é

Selen byl dlouho povazovan za vyhradoxicky prvek. Teprve v roce 1957 byl poprvé
popsan pozitivni vliv selenu na organismus. Tehdgatky biochemik Klaus Schwarz
zkoumal divod nekrézy jater potkain které krmil drozdim torula. Po naheatbrula drozdi
pekaskym drozdim (Saccharomyces) nekroza jater u patkgmizela. Zjistil, Ze torula
drozdi bylo selenodeficitni a tak objevil i prvrélenodeficitni onemo@mi. Na selen tak
zatalo byt nahlizeno i jako na organismu pr&spy prvek. [9, 10]

Selen je esencialnim prvkem, ktery se oproti jingsencialnim mikroprvkm stava p
vysSich davkach rychle toxickym. Dopoemy denni fijem selenu se udava 50 — 89, [11]

Selen se v organismucastni fady biologickych mechanisin Vyznami se uplaiuje
zejména v ochrannych mechanismech. M4 antigrid&inky, podporuje imunitni systém
proliferaci aktivovanych T lymfocyt[12, 13], vytvdi inertni komplexy se Skodlivymi prvky
jako je kadmium, olovo, rtunebo hlinik [12]. Nkteré funkce selenu pracuji v kooperaci
s vitaminem E, ktery je takéukZitou sodasti antioxidaniho systému [14, 15]. Lidé
s dostatenym pijmem selenu jsou ménohroZzeni onemo@mim rakoviny [16, 17] a
kardiovaskularnimi chorobami [12, 18, 19].

Bohatymi zdroji selenu v potravjsou paratechy a slunégnicova seminka, zdargji
pozivanych potravin pakiechy, jatra, syry, ryby, obiloviny, vejce, wepé maso, kieci



maso, houby. MnoZstvi selenu v potravinach, respektrostlinnych pletivech a Zi¥@nych
tkanich, se odviji od jeho mnozstvi &. V zemich severni aisdni Evropy, vetrs Ceské
republiky, je mnoZstvi selenu wige velmi nizké. Nizké mnozZstvi selenu v potravinach
casténé teSi dovoz potravin. Ke zvySeni obsahu selenuidé pse pouzivaly hnojiva
s obsahem selenitu sodného, tentdspp suplementace se alé&lip neujal, kwvili Spatné
regulovatelnosti mnozstvi selenu. Anorganicky seengidava hospod&kym zvfatim do
krmiv k prevenci selenodeficitnich chorob. [11, 20]

Nedostatkem selenu jsou ohrozeni zejménaadiu €hotné a kojici Zeny, lidé
S nevyvazenou stravou, jako mohou bytifldad vegetariani a lidé se zazivacimi potizemi.
Akutni nedostatek selenu se projevuje svalovouostiba bolesti sval Selenovy deficit
muze vést k oslabeni imunity, ke kardiovaskularninorobam, ekzéilm, neplodnosti,
Sedému zakalu a poruchAm metabolismu hotn®itné Zlazy [12, 21-23]. Nedostatek selenu
Ize eSit Upravou jidelgku, nebo suplementaci selenu. K suplementaci seipajil jak
organicke tak i anorganické formy selenu.

Pifjem 5-ti pg.kg* selenu za den je jé§povazovano za netoxickou davku, ale zaleZi také
na fornt selenu. Anorganicky selen je tokijSi nez selen organicky. Chronicka otrava
selenem z&na piblizné od pijmu 1000 pug selenu za den. [24-26]iPnaky se zé&naji
projevovat po #kolika mesicich. Projevy jsou morfologické zmy viasi a nehd, pii jeSt
vysSich pijmech selenu pak vypadavani a lamavost ivlasnehl, bolesti sval, kozni
vyrézky, kazivost a vypadavani Zyldeprese, nervozita, zvraceni. Akutni otrava setfese
projevuje renalnim a srdeim selhavanim, respifiaimi problémy, apatii a¢¢kou hypotenzi,
ktera je prvnim fiznakem vydgujicim ke smrti postizené osoby [27]a@dem zvySeného
mnoZstvi selenu v potraynaze byt jeho nadirna suplementace, nebo potraviny z oblasti
s vysokym mnoZstvim selenu ugg, které jsou \Cingé nebo Americe a déle i ztigtni
Zivotniho prostedi. [25]

2.4. Metabolismus selenu

Anorganické slogeniny selenu jsou v zazivacim traktu festavany pasivni difazi.
Vstiebavatelnost je mnohem niZ8i neZz u organickych ¢eldn selenu. Anorganické
sloweniny selenu mohou byt metabolizovany na seleneprgt ale nejsou schopny byt
zasobnim zdrojem selenu v organismu a jsodlaz vylucovany. Navic anorganické soli
selenu jsou pro-oxidanty. [25, 28]

Organické sloteniny selenu se v zazivacim trakturgbtivaji aktivnim transportem. Sav
enzymy @i translaci nerozliSuji mezi methioninem a selenttmominem. Do proteih je tak
nespecificky zgazovan selenomethionin a vznika tak zasobni zd¥igins pro organismus.
[25]
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Metabolické drdhy selenu &aaji rozkladem slatenin selenu na selan £5e).
Rozkladany jsou anorganické i organické skminy selenu a to ¢éetn® selenocysteinu
piijatého potravou. Rozklad selenocysteinu, selenbimeti a seleditand na selan je
znazorrn na Obr. 1. [29]

SeCHcHCOOH XM : °°°H=°Hz°HC°°H 800,™
NH, Selenicitan
6CH,CHCOOH $§°”‘S i e 4GSH
NH; kil GSH GSSG%
Selenocystein Glutathion reduktaza \\QGSSG
GSH G58eSG
HSeCH,CH,CHCOOH HOOCCHCH,CHzSeCH,CCOOH  HSeCH,CHCOOH Glutathion
RHz 5 NH;p NHz —> NH, GSH reduktaza
H::HzN . Selenocystein GSSeM
b Hz8eCHCHCHCOOH i
W @oﬁrc o zc Selenocystein B—lyészA lanin Gsflutathlon
NH; o ¢ H.Se eduktaza

T’N I, N, & HO' ,—cn.g 'cHch,CHooou
ey

'P

CH3SeCH,CH,CHCOOH
NH,

Selenomethionin

Obr. 1 — Metabolické drahy@meny vybranych sloéenin selenu na selanirgvzato a
upraveno z [29])

Selan (Selenovodik)

Selan se ) zvySeném mnozZstvi selenu v organismu methylujglacuje z €la dechem
nebo mai [30]. Dale se selan e oxidovat na oxid selefiy [30], u nejz byla napiklad
zjiSténa protirakovinna ochranna funkce indukci apoptfd]. Selan také slouzi k tvatb
selenocysteinu pro syntézu selenoprateMetabolické drdhy vychéazejici ze selanu jsou pak
znézorgny na Obr. 2.

v -Glutanyl-SeMeSeCys Selan (selenovodik) Ser-tRNA “**
Y H,Se
SeMeSeCys \
\[i—Lyéza HSePO.
CH.SeH
3 € O2
/ Selenoproteiny
(CH,).SeH (dech) \
i H,0,+0,

/ Y
SeO2

Selenocukry + (CH,),Se (urea)
Obr. 2 — Metabolické drahy selanu
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Selenocystein ffjaty potravou nelze pro syntézu selenoprateipiimo pouzit.
Selenocystein #azeny v proteinech vznika ze serinu navazanéh®A&T* Mechanismus
je nasledujici. Selenocystein méa svou specialniA®Ns antikodonem UGA. Na rozdil od
ostatnich tRNA méa tRARF® dlouhou variabilni smiku. Seryl~tRAN-syntedzou je serin
prenesen na tRNZ°za vzniku seryl~tRNA® Selenocysteinsyntedzou je pak sefengnén
na dehydroalanin. Naslegine dehydroalanin fi@nenén na selenocysteinfigtim -SeH
skupiny ze selenofosfatu (HSeP®) Ficem? selenofosfat vznikd za pomoci
selenofosfat-syntedzy ze selenidového anionu (H&EATP. K inkorporaci 20 standaétn
kodovanych aminokyselin slouzi transia faktor Ef-Tu. U bakterii byl objeven specialni
transl&ni faktor selB slouzici k inkorporaci 21. aminokysg - selenocysteinu do proteinu
pii translaci. Bakterie nekodujici tento protein pejschopny syntetizovat selenoproteiny. U
eukaryotickych bugk, ale zatim nebyl objev analog tohoto tratisibo faktoru [25, 30, 32-
35]. Serin, dehydroalanin a selenocystein jsou amény na Obr. 3.

Serin Dehydroalanin  Selenocystein
o 0 0

HO on M€

NH,

OH HSe OH
NH, MH;

Obr. 3 — Chemicka struktura serinu, dehydroalaailselenocysteinu

2.5. Selenoproteiny

Selenoproteiny jsou proteiny obsahujici aminokyselselenocystein. Odhaduje se, Ze
savci syntetizuji okolo 100 selenoprotiein nichz bylo jiz pes 30 identifikovano [36]. Zde
jsou popsany ¢které ze znamych selenoprotigin

2.5.1. Glutathion peroxidazy

Rodina enzym glutathionu peroxidaz (GPx), jsou enzymy s peréaxavou aktivitou pro
peroxid vodiku a hydroperoxidy lipid(lipoperoxidy). Kofaktorem GPx je glutathion (viz.
kap. 3.1.3). Struktura GPx také umaje prenos selenu a byl i zji&t silny vztah, mezi
mnozstvim selenu v erytrocytech a GPx aktivitou.hdolze vyuzit k prvotnimu
biochemickému vyS&tni mnoZstvi selenu ¢le. Bylo objeveno 8 izoforem GPx (GPx1 —
GPx8) [37]. Jedna se o tetrametry, kde kai@afzec obsahuje jeden atom selenu s vyjimkou
GPx4, ktera je monomerem [38[ilflizné 30% selenu v plasije vazano na GPx. [36]

Dosud nejlépe jsou znamy GPx1 az GPx4. GPx1 bylaipr objevenym selenoproteinem
a zarova je to negastji se vyskytujici se GPx. Nachazi se v cytopladurek tkani, téngi u
vSech sawvt vystavenych peroxian. Aktivita GPx1 jetizena kindzami c-Alb a Arg tyroxin,
které se na GPx1 vazi. Aktivitéchto kindz jetizena oxidativnim stresem [39]. GPx2 se
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nachazi v gastrointersticialnim traktu, kde je dkg#it¢jSim selenoproteinovym
antioxidantem v tréniku. GPx3 se vyskytuje v plagna proximalnich tubulech ledvin. GPx4
reaguje s lipoperoxidy a je schopen i oxidace rimktotnich lipoproteiin Chrani pedevsim
muzsky reprodudni systém. Aktivita Gx4 je ip nedostatku selenu zachovavarragmosts,
pred GPx1. [36]

2.5.2. Thioredoxin reduktazy

Jedna se o rodinu 3 enzgmrhioredoxin reduktazy (TRXR) jsou jediné znameyemy
redukujici thioredoxiny. Thioredoxiny jsou protejnyyskytujici se ve vSech organismech
plnicich biologické funkce, mezi¢h pati redoxni signalizace. TRxR spolu s NADPH a
thioredoxiny vytvdi system tveéici disulfidické vazby [40]. TRXR ma také antioxita
Gcinky [41]. TRxR stimuluje proliferaci normalnich rakovinovych busk, u nichz se
vyskytuje ve zvysSenych koncentracich. [36]

Clovek syntetizuje 3 TRxR izoenzymy. TRxR1 se vyskytyjeytoplasnd, TRxR2
v mitochondriich a TRxR3 chrani muzsky reprothiksystém. [42]

2.5.3 Selenoprotein P

Priblizn¢ 60% selenu v plasinje vazano na selenoprotein P (SelP), ktery ve dorm
selenocysteinu v sélbbsahuje 10 atoinselenu. Je také bohaty na cystein. SelP spoluxs GP
na sebe vazourplizné 90% plasmatického selenu a oba tyto proteiny mahouzit k jeho
transportu. SelP s&asto vyskytuje vazany na membranu, ma proto ngspialsi funkce.
Pravd&podobré mezi r& pati antioxid&ni inky a mize slouzit i k detoxikaci ioit rtuti,
kadmia a dalSi latek, s nimiz vyti&omplexy. [36, 43]

2.5.4. Selenoprotein W

Selenoprotein W (SelW) se u sawgyskytuje v kolika formach. Jejichifblizna délka je
86 aminokyselin s jednim selenocysteinem. U dvaenfo SelW je na cysteinovy zbytek
vdzan GSH. SelW je soasti svalového metabolismu. Vyskytuje se v tkanfitedevsim
v korcetinovych svalech, srdci a mozku. Neuralniibou chrani navazanim velice toxické
methylrtuti. M& také antioxidai Cinky, jeho syntéza sefipoxidativnim stresu zvysSuje. [34,
36]

2.5.5. Jodthyronin 5’-dejodazy

Jedna se aitenzymy vyskytujici se viiznychéastech lidského organismu a se spojen
vyskytem ve Stitné Zlaze, kde spwié katalyzuji dejodizaci prohormonu tyroxinu T4 na
trijodthyronin T3. Ke zji&ni funkce Stitné Zlazy s&asto monitoruje post T4 ku T3 (resp.
T3 ku T4) v krvi. S ¢kem se tento po#én zhorSuje ale suplementaci selenu je to mozné
zlepSit. Z pondru T4 ku T3 lze také zjistit stav selenu v organis36]
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2.5.6. Selenofosfat synteaza

U eukaryotickych bukk je znama selenofosfat synteaza 1 a 2 (SPS1 a)SR&Jjiz bylo
zmirgno selenofosfat synteazy slouzi k syntéze seleibeipiio syntézou anorganického
selenofosfatu. Syntéza selenofosfatu ale také wggldiologickou dostupnost organického
selenu a tak chrani organismugg velkymi ddvkami organického selenu. SPS1 nealjsah
selenocystein zatimco SPS2 ano. In vivo bylo &)$t Ze za nedftomnosti SPS1 a
piitomnosti SPS2 dochazi k syntéze selenoprtei@ opé&nych podminek ovSem ne. [36, 44]
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3. Thioly

Thioly jsou latky obsahujici jednovazebnou thiolovgsulfanylovou) skupinu —SH,
vadzanou na akyl nebo aromaticky kruh. Jsou tedyosirobdobou alkohdl nebo fenai
(obsahuji skupinu —OH). Mohou tedy byt ozo@any jako thioalkoholy a thiofenoly. Thioly
v prirodk vznikaji rozkladem sirnych aminokyselin cysteinmathioninu. Charakteristickou
vlastnosti thial s malou molekulovou hmotnosti je jejich tigemny zapach. [11, 45]

Atom siry je podobny atomu kysliku, je tedy na #histovnani thioalkohdl které maji
funkéni skupinou —SH, a alkohil které maji funkni skupinou —OH. Jelikoz je sira n&n
elektronegativ§Si nez kyslik, je S—H vazba m&polarni nez O-H vazba. Atom siry jétsi
nez atom kysliku, také valémi orbitaly siry jsou difazni a tak dochézi k maéfektivnimu
piekryvu s atomem vodiku. Proto je vodikova vazba 8wt stabilni nez vodikova vazba
O-H. [45]

3.1. Glutathion

3.1.1. Objev glutathionu

V roce 1888 de Ray-Paihade drcenim kvasinek s elgmmé sirou zjistil, Ze obsahuji latku
zodpowdnou za tvorbu sirovodiku. Nasledmbjevil stejnou latku i v hazi svalovirg,
howzich jatrech, o¥%im mozku, jeh&cim tenkém gevu, rybi svalovis, vaje&ném bilku,
cerstvé ovi krvi a v ¢erstw natrhanych hlavkach chiestu. Také zjistil, ze tato latka je
stabilrgjSi v zime nez v |é¢ a je poSkozovana reakci s chlérem, jédem a brorieno. latku
pojmenoval philothion podléeckych slov ,milujici siru“. Wil v jeji dalezitou biologickou
roli, neba se zdala byt ifitomna ve vSech Zivych bBkach. Redpokladal, Ze tato latka
obsahuje labilni vodik a na zaktahysSlenky A. Hefftera doSel k zé&w, Ze obsahuje cystein,
na remz je tento labilni vodik navazan. [46-50]
reakci, coZz poukazuje nd&ifpmnost silného redékihocinidla. Za rj byl povazovan cystein
se svou thiolovou skupinou. A. Hefferd takéegpokladal, Ze latky obsahujici thiolovou
skupinu snizuji oxidéni stress butk. F. Hopkinsovy se podido tuto latku za pomoci vody
izolovat, avSak nespravrurtil, Ze se jedna o dipeptid cysteinu a kyseliny @juové a latku
piejmenoval z philothionu na glutathion. V roce 192yla publikovana prace Huntera a
Eaglese, kté stejnym postupem jako Hopkins izolovali stejnodéitkli, ale s nizSim
procentualnim zastoupenim siry. Spraypiedpovdéli, Ze se jedna o tripeptid, ale Hopkins
jejich praci zpochybnil, Ze latku neziskafistou a stale trval na dipeptidovém slozeni
glutathionu. Nasledujicich ¢kolik let bylo slozeni glutationu kontroverzni. Nalec
nezavisle na s@Hopkins a Kendallem zjistili, Ze kraicysteinu a kyseliny glutamové
glutathion obsahuje i glycin [51-53]. Strukturatgiihionu byla odvozena z chemickych studii
a syntéz. [54, 55]
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3.1.2. Struktura glutathionu

Glutathion je tripeptid skladajici se z kyselinyutgimové, cysteinu a glycinu. Meazi
kyselinou glutamovou a cysteinem je zvlasgpiazba. U rostlin se vyskytuji i homology
glutathionu, kdy je misto glycinu navazana jina mokiyselina. Funkcetthto homolog jsou
pravdépodobré stejné. V bitkdch se glutathion vyskytuje v redukované nebo idavané
formé jako disulfid glutathionu. Struktura redukovanéglatathionu (GSH) a oxidovaného
glutathionu (GSSG) je na Obr. 4. [56-58]

GSH GSSG

Obr. 4 — Chemicka struktura redukovaného glutathi@SH) a oxidovaného glutathionu
(GSSG)

3.1.3. Funkce glutathionu

GSH chrani bbky pred reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS) poskytovén
elektronového kompletu (He). Dochazi k tomu tak, Ze dva GSH jsou oxidovamasleds
disulfidovou vazbou spojeny za vzniku GSSG. Tatakce je katalyzovana glutathion
peroxidazou (GSH-Px), jejiz kofaktorem je GSH [®®]. Reakci Ize popsat néasledujici
chemickou rovnici:

2 GSH + ROOH- GSSG + ROH + kD

GSSG niize byt geveden zg na GSH. To sed&k pomoci enzymu glutathion reduktaza
za (tasti reduknich ekvivaleni z pent6zového cyklu. [59]. Tuto reakci Ize popsatledujici
chemickou rovnici:

GSSG + NADPH + H— 2 GSH + NADP

Celkové mnozZstvi glutathionu a pém GSH/GSSG v krvi je dobrym markrem
oxidativniho stressu organismu. Vysoky ponGSH/GSSG nize byt indikaci oxidativnich
poSkozeni, jako jsou Alzheimerova choroba, amywmtkéf lateralni skleréza, astma
bronchiale, diabetes mellitus, idiopaticka plicibréza, onemoaimi kardiovaskularniho
systému, Parkinsonova choroba, syndrom dechové, tistinopatie, revmatoidni artritida,
Wernefiv syndrom. [61-64]

GSH se podili na detoxikactzkych kowi. Za &inku enzymu glutathion S-transferaza
GSH konjuguje s elektrofilnimi latkami a i €kterymi hydrofébnimi latkami. Tato aktivita
vede k detoxikaciZkych kowi, lipidovych peroxid a dalSich xenobiotik. [65, 66]
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GSH mizZe také redukovat disulfidové vazby vytené mezi cytoplasmatickymi proteiny.
Tyto reakce jsou katalyzovany enzymy glutaredoxif®z-69] Tato chemicka reakce lze
popsat nasledujici chemickou rovnici:

2 GSH + RSSR> GSSG + 2 RS

Z dalSich funkci Ize jmenovat, Ze GSH sasitni metabolismu Zeleza, podili se na syntéze
oxidu dusnatého [70], transportuje aminokyselifgspbugcnou membranu [71],dastni se
metabolickych drah, vedouci k syntéze a opfaMA a podili se i na proteosyntéze.

3.2. Metalothionein

3.2.1. Objev metalothioneinu

Metalothionein (MT) byl objeven vroce 1957, kdy iashes a Valee izolovali
z ledvinové kry kor¢ protein vazajici kadmium. Byl identifikovan jakatka s nizkou
molekularni hmotnosti, bohatéa na thiolové skupWghledem k vysokému obsahu kovu a své
nezvyklé bioanorganické strukey byl za&azen mezi metaloproteiny.¢éBem nésledujicich
tiech desetileti byl identifikovan i u ostatnich Zimbwi a byla poodhalena jeho spojitost
s dalSimi kovy, zejména zinkem &an. MT podobné proteiny byly nalezeny i u rostlihwb.
[72-74]

3.2.2. Struktura metalothioneinu

Metalothioneiny jsou rodina jedietzcovych proteifi s molekulovou hmotnosti 500 az
14000 Da. U savcje molekulova hmotnost MTiilizn¢ 6000 Da. MT ma schopnost vazat
na sebe kovy a to jak fyziologicky se viloe vyskytujici kovy, mezidz pati zinek, selen,
méd’ a Zelezo tak na sebe vazZzeskterée toxické kovy, mezidk pati rtut, kadmium, arzen,
stiibro, platina a olovo. Kovy véze thiolovou skupinoystein, jenz je ve struktet MT
zastoupen iblizné¢ z 30%. MT se vyskytuje ipdevsim v jatrech, ledvinach,festech a
slinivce WisSni. Existuje vice typp MT. U ¢lovéka se MT dli do ¢tyi skupin a to na MT1
s podskupinami A, B, E, F, G, H, L, M, X, dale MTiIT3 a MT4. Rozdily ve funkcich
jednotlivych forem MT dosud nejsou zcela objasn [75, 76]
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Struktura metalothioneinu s navazanymi 7 atomyzigkznazoréna na Obr. 5.

Obr. 5 — Struktura metalothioneinu s navazanyntoma zinku (fevzato a upraveno z [77])

3.2.3. Funkce metalothioneinu

MT je na sebe schopen vazat az sedm dvojmocnych dednact jednomocnych atém
kovi. Jednotliva mista, kde dochazi k navazovachto kowi vykazuji iznou afinitu
k raiznym kowim. MT tak pini dilezitou roli @i detoxikaci tZkych kowi z organismu.
Fyziologicky se vyskytujici kovy mohou byt z MT ¥gteny kovy toxickymi. MT
s navazanymiggkymi kovy nasled& putuje do ledvin, kde se vyduje. Kovy, které nejsou na
MT navazany, fipadré byly z MT vytsreny, indukuji expresy dalSich MT. [78, 79]

MT se podili na ochranpied volnymi reaktivnimi kyslikovymi radikaly (ROS)xidaci
cysteinu. Dva cysteiny se oxiduji na cystitmz se také narusuje schopnost MT na sebe vazat
kovy. Fi zvySeném oxidénim stresu se tak z MT uvolni ionty Kgwkteré indukuji expresy
dalSich MT. [78, 80]

Byla prokdzana zvysena syntéza MT v rychle praljfeich buikach, regenerujicich se
bunkadch a rakovinnych hikach. Redpoklada se vztah mezi vysokou expresi MT a
neoplastickym buwtnym ristem. Proto Ize MT povazovat za nadorovy marker. &¥em
bunky pred pisobenim Bkterych cytostatik chrani.i®d elektrofilnimi cytostatiky jsou ky
chrarény nukleofilitou MT. Byla vypracovana studie, jend mysSi bu&né linii se zvysenou
expresi MT, prokazala ochrannéinky MT pied (Einky doxorubicinu [81], ale bylo i zji8ho,
Ze chrani biikky i pred toxickymi &inky latek jako je 1B-d-Arabinofuranosyl. Z toho se
usuzuje na je&tdalSi ochranné mechanismy MT, neZ je jednoduckalkotni vazba. Bylo i
prokazano, ze zvysena exprese MT vede k anti-dgsotia €inku. [74, 82, 83]

MT také pisobi jako penaSé zinku v buréné signalizaci. NZze @genaSet zinek mezi
jednotlivymi proteiny, nebo jej zadrZzovat. Je tadpiklad schopen regulovat expresy gen
inhibovanych proteiny s motivy zinkovych pistMT miZe inaktivovat tyto proteiny
navazanim zinkuwimz se tyto proteiny z DNA vyvazi a umozni se takskripce genu. [84]
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4. Elektrochemické stanoveni thiol U

4.1. Voltametrie

Voltametrie je elektroanalytickd metoddi piz se ndti velikost proudu protékajiciha'es
polarizovatelnou pracovni elektrodu v zavislostipmencialu (resp. nafl), ktery je na tuto
elektrodu vkladan. Toto n&p je vztazeno k nepolarizovatelné refemein elektrod
s konstantnim potencialem. [85-88]

Pouziva se dvouelektrodové nehdelektrodové zapojeni. ifelektrodové zapojeni je
vhodrgjSi nebd jsou tak potléeny rekteré ruSivé vlivy. Jedna se zejména o proud, Kbsry
bez pomocné elektrody protékakep referetni elektrodu a zjsoboval by tak z&nu jejiho
slozeni. B trielektrodovém zapojeni proud proték&e$ pracovni a pomocnou elektrodu.
Pracovni elektroda @ite byt ze zlata, 8bra, platiny, dale z uhliku nebo rtuti. Rtjako
pracovni elektroda fize byt bd’ amalgamova nebo v kapalné poé&ghko visici rtwova
kapkova elektroda (HMDE). Voltametrické metody viuajici HMDE se oznaji jako
polarografické. Referéni elektroda byva néasgji argentinchloridova (Ag/AgC |/3M KCI).
Pomocnd elektroda se vyrdbi ze zlatéibst, nebo platiny. Obvodové schéma a pracovni
uspdadani elektrod itelektrodového zapojeni polarografie je zobrazere @br. 6.
Uspaadani HMDE je zobrazeno na Obr. 7.

Potenciostat a
Zdroj napéti méiidlo proudu

I | Piivod J

inertniho plynu
DN
| [r] [w] []a

Ampérmetr

Voltmetr

00 L

Elektrolyt

Obr. 6 Vlevo — obvodové schéniéetektrodového zapojeni, Vpravo — pracovni dadéni
elektrod; a — pomocna elektroda, r — reférgérelektroda, w — pracovni elektroda
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Obr. 7 — Usptadani HMDE
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Pti polarografii je mozno na HMDE vkladat potencia 62,6 V do +0,4 V. P napeti
menSim nez -2,6 V dochazi k rozkladu vody fipad elektrolytu se z&nou @i vysSich
napstich vylutovat kationy), pi napsti vy$Sim nez 0,4 V dochazi k rozpaumstrtuti.

Pokud neni v elektrolytu obsazena Zadna elektroaiktatka tzv. depolarizator, systémem
neprochazi zadny proudri€ani depolarizatoru se projevi Znou proudu, z jehoz velikosti
Ize ukit koncentraci depolarizatoru a alpinového potencialu Ize &it druh depolarizatoru.
Potencial depolarizatoru seae nenit se svou koncentraci. Mohou nastati#pgady a to, Ze
potencial se z gmici koncentraci depolarizatoru n&m potencial s vistajici koncentraci
depoléarizatoru stoupa, pak jde o linditmifGzni &j, potencial s vZistajici koncentraci
depolarizatoru klesa, pak jde o adswoip &k a potencial s vistajici koncentraci
depolarizatoru misty klesa a misty stoupa, pakgd#j kineticky. Celkovy zaznamenany
proud je sloZen z&kolika raiznych proud.

Difazni proud je pimo un¥rny koncentraci depolarizatoru, ktery se v elektioldifazi
dostava k pracovni elektredkde @ijima elektrony z elektrolytické reakce. Kapacitraboli
nabijeci proud je Zsoben vklddanim n&p na rtwovou kapku. Ta ziskava naboj, ke
kterému jsou fitahovany opéné nabité ionty. Vznika tak elektricka dvojvrstvazge viastr
kondenzator. K dosazeniciteho potencialu je nutno kondenzator, resgiavou kapku nabit
kapacitnim proudem. Migtai proud se vyskytuje vifpact, Ze depolarizatorem jsou ionty.
Elektrické pole mezi elektrodami @gobuje migraci (pohyb) nabityafastic v elektrolytu coz
ovliviiuje mnozstvi depolarizatoru, ktery se dostava kgnai elektrod. Kineticky proud je
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u depolarizatat, jejichZz koncentrace je na povrchu elektrodiizena chemickou reakci a jeji
rychlosti ale ne difuzi. Adsothi proud je zpsoben adsorpci oxidované nebo redukované
latky na povrchu elektrodyipreverzibilnimi redoxnich reakci¢kterych organickych latek.
Katalyticky proud vodiku vznika sniZzenimigpsti vodiki v disledku malé koncentrace
katalyzatoru. [89-91]

Podle ptibéhu vkladaného potencialu a ¢éreni proudu se rozliSuje ¢kolik
polarografickych technik. U klasické polarografee gitibeh nagti linearni. Tato metoda je
nejmér citliva, coz je zfisobeno srovnatelnym proudem nabijecim s proudem
elektrolytickym. CitliwjSi metodou je $tdava polarografie (AC polarografie), u které je na
linearre stoupajici nafti superponovan sinusovy gmeh. Vyuzivd se o 90° fazev
posunutého nabijeciho proudu oproti proudu elej|icdému. Fazovym usénnénim se pak
ziskava pouze proud elektrolyticky. U ,square wapelarografie jsou na line&frstoupajici
nagti superponovany pravouhlé impulzy sitou frekvenci. Mii se difazni proud
s odfiltrovanou stejnosénnou slozkou na konci pravouhlych imp@lzJ metody normalni
pulzni polarografie je ke konci doby Zivota kapkg konstantni nagpi superponovan
pravouhly impulz. Tento impulz se vklada na posiedril00 ms doby Zivota kapky a proud
se n&ti pouze poslednich 20 ms. Po odkapnuti kapky seupospakuje, ale s vy3Sim
pravouhlym impulzem. Vysledkem normalni pulzni potaafie je polarograficka vina.
NejrozsfergjSi a nejcitlivjSi polarografickou metodou je diferam pulzni polarografie. U
této metody jsou na linea&frstoupajici nafti nebo skoko¥ stoupajici nafti superponovany
male pravouhlé impulzy. Bti se rozdil proudl nékolik milisekund fged z&atkem a #kolik
milisekund ged koncem nafyoveho pulzu. Obrazek polarizace HMDE u metody difemi
pulzni polarografie je na Obr. 8. [92]
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Modulaéni amplituda
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Obr. 8 — Obrazek polarizace HMDE; Vlevo — difeneinpulzni polarografie s line&n
stoupajicim nagiim; Vpravo - diferetini pulzni polarografie se skok®&sgtoupajicim nafiim
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Mimo metody, kdy je analyzovana latka smiSena ldmllytem, kde dochézi k jejimu
meéieni, byla vyvinuta adsorptivniignosova rozpoudti technika. Principem je poreni
HMDE pfimo do roztoku se vzorkem, kde naskegmokzthne akumulace analyzované latky
na povrch HMDE. HMDE se déle oplachne a pomo elektrochemické cely s elektrolytem.
Tato metoda ma nizsi detak limit a vySSi citlivost. [93]

4.2. Brdi ékova reakce

P pouZziti voltametrie je mozno thioly ve vzorcictasovovat redukci nebo oxidaci SH
skupiny, nebo pomoci Brgkovy reakce. Brdikav roztok se sklddd z amonného pufru gNH
+ NH4CI) svysokym pH a chloridu hexaamminokobaltitéhomiplexu ([Co(NH)g]Cls).
Brdickav roztok musi byt chlazen nédilplizné 4°C, je-li v prostedi s pokojovou teplotou, pak
dochazi jiz Bhem rékolika minut k vypdovani amoniaku a brékuv roztok se tak degraduije.
Prabéh Brdickovy reakce je nésledujici.

Pti elektrochemickém gfeni bez pitomnosti latky obsahujici —SH skupinu dojde ke
vzniku dvou pik. Prvni pik je zpsoben redukci Cb — Cd' za vzniku [Co(NH)¢*".
Potencial tohoto piku jeB= -0,3 V. Nasled& probthne hydrolyza hexaamminkobaltitého
komplexu na hexaaquakobalnatnaty komplex dle nagtédeakce:

[Co(NHg)g]** + 6 HO — [Co(H:0)e]** + 6 NH;

Vznikly amoniak zvySi pH¢EIimZ umozni dalSi redukci kobaltu. Druhy pik jeigpben
redukci C8 — C0. Potencial tohoto piku je,E -1,2 V.

Pt elektrochemickém gteni za pitomnosti latky obsahujici -SH skupinu dojde keikan
styt piki z nichZ dva jsou katalytické. Prvni pik jeiispben opt redukci C8' — Cd' za
vzniku [Co(NH)¢]**. Potencial tohoto piku je také Ep = -0,3 V. Posi@t probshne
hydrolyza hexaamminkobaltitého komplexu na hexakojp@natnaty komplex a nasleduje
tato reakce:

[Co(H,0)e]?* + R(SHY — RSCo + 6 HO + 2 H

Druhy pik je zfisoben redukci Co— Cd ale nyni C8 vazaného v thiolovém komplexu.
Prabéh této reakce je:

RSCo +2 é— CoO + R(9:

Skupina R(9: z této reakce okamzipo svém vzniku fijme protony z NH" a obnovi se
na svou fivodni formu R(SH) Tato obnovena sléenina je opt schopna vazat dalSi
hexaaquakobalnatnaty komplex [Ce()¢*". Tieti pik je ozneovan jako Catl a jeho
potencial je E=-1,35 V.Ctvrty pik je ozn@ovan jako Cat2 a jeho potenciél jgE-1,48 V.
Presny mechanismus vznikéchto piki zatim neni objasm, ale Cat2 pik jeigjm¢ zpasoben
redukci H ionti z reakce mezi R(Skg [Co(HO)e]** na povrchu rttové elektrody. Ukazka
prab¢hi voltamograni je zobrazena na Obr. 9.
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-0.3 —0.8 -1.3 —1.8
Potencial (V)
Obr. 9 — Ukézka voltamogranBrdi¢ckovy reakcegarkovan&éra znazatuje voltamogram

zakladniho elektrolytu bezipaného proteinu, plnéara znazatuje voltamogram zakladniho
elektrolytu s pidavkem proteinu s SH skupinou.

Bylo zjiStno, Ze vyska Cat2 piku je zavisla na koncentrdkylabsahujici SH skupinu, je
tedy mozno Brdikovu reakci vyuZzit ke stanovovani koncentraahto latek [94]. Brdikova
reakce se vyuziva ke stanoveni MT jako markerdigtdai zivotniho prosedi [95-106], dale
I stoupa jeji vyznamipklinickém stanovovani koncentrace thiplze ji vyuzit napiklad ke
stanoveni MT u paciefnts nadorovym onemoénim [107, 108].
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5. Cile prace

Byly stanoveny nasledujici cile prace:

1. Optimalizovat elektrochemickou metodu pro analjroli

2. Elektrochemicky analyzovat interakce L-cysteiglutathionu a metalothioneinu se
selenem

3. Interpretovat vysledky
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6. Materialy a metody

6.1. Pouzité chemikalie

ACS (Sigma Aldrich, USA)

L-cystein (Sigma Aldrich, USA)

Redukovany glutathionu (Sigma Aldrich, USA)

Metalothionein Il (Sigma Aldrich, USA)

Fragment metalothioneinu — sekvence aminokysel®@CESCCPVG (ClonestatR)
NaSeQ (Sigma Aldrich, USA)

NH; (Sigma Aldrich, USA)

NH,4CI (Sigma Aldrich, USA)

[Co(NH4)6|Cl3 (Sigma Aldrich, USA)

VSechny vzorky byly rozpu&ty aneborediny v ACS vod, uchovavany byly v ledniciip
4 °C.

Priprava 2 | Brdtkova roztoku (amonného pufru):

53,49 g NHCI se rozpusti v 1 | ACS. K roztoku séida 0,9898 g [Co(Nk)e]Cls a [ilije se
11 1M NHz uchovavanéhoip4 °C. Vznikly Brdicktv roztok seradre promicha a uchovava
se (i 4 °C.

6.2. Pouzité p Fistroje

Automaticka pipeta 0,1 — 2,8 (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 0,5 — 10 (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 2 — 2@ (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 10 — 100 (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 20 — 200 (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 100 — 10Q0 (Eppendorf, Nmecko)
Automaticka pipeta 1000 — 5000 (Eppendorf, Nmecko)
Chladnika - Fagor Innovation

Véaha - Analytical balances Cubis® (Sartoriugni¢cko)
Trepaka - Biometra WT17

Autolab Metrohm 663 VA Stand (Metrohm, Svycarsko)
GPES 4.9 (Eco Chemie, Nizozemsko) — PC program
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v v

6.3. MéFici metoda

Elektrochemické stanoveni thioh jejich interakci se selenem je pomoci difénémulzni
voltametrie s Brdikovym roztokem jako z&kladnim elektrolytem na ealeghemickém
analyzatoru Autolab. Jedna seftelektrodové zapojeni s visici ftwvou kapkovou elektrodu
(HMDE) jako pracovni elektrodou, refekamn elektroda je Ag/AgCI/3M KCI a pomocna
elektroda je platinova.
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7. Vysledky a diskuze

V teoretickécasti jiz bylofe¢eno, Ze selen je séésti selenoprotein které velmicasto
hraji v organismu ochranou roli. Maji antioxétid (€inky a detoxikuji z&la Skodlivé prvky
jako je rte, kadmium, olovo, hlinik, atd. Ugkterych selenoproteindochazi p zvySeném
oxidatnim stresu k zvySeni jejich syntézy. Samotny saenale, v porovnani s ostatnimi
organismu prosgnymi prvky, stavaip zvySeném mnozstvi rychle toxickym a je ifgdta ho
z la vylowit. GSH a MT jsou thioly, které diky svym thiolovymskupindm maji také
antioxidani funkce a jsou také schopnyekatdetoxikovat Skodlivé prvky. Mohou ale raién
interagovat i s dalSim prvky, meziznpati pravdpodobr i selen. Mize byt proto zajimavé
sledovat jak se budou chovat tyto thioly k anorglaypivdzanému selenu. Vysoké koncentrace
selenu mohou vypovidat aggavkovani timto prvkem a jeho akutni nutnosti hélaz co
nejrychleji vylowit. Naproti tomu vysoké koncentrace GSH a MT moloyti disledkem
vystaveni organismu Skodlivym latkdm, coiza byt spojeno se zvySenou jsitou selenu
jakozZto ochranného prvku.

Pro elektrochemické é&heni interakci mezi thioly a anorganicky vazanymesem, je
nejprve nutno optimalizovat elektrochemickou deteK@sledr zmerit kalibracni grafy pro
jednotlivé analyty a zgfit interakce thiok se selenem zadiznych koncentraci. Mimo selenu,
GSH a MT je déle gien cystein, ktery je z hlediska thiolovych interdakmkéni jednotkou
GSH a MT, a déle je &ien fragment MT.

7.1. Optimalizace elektrochemické detekce

JelikoZz dochéazi k vygavani NH; z Brdickova roztoku, je pdeba Brdtkuv roztok chladit
a pravidelg menit. Brdickav roztok v nddobce se vzorkem nebjil méfenich chlazen, proto
byl ménén po kazdém ®gteni. Je tedy Zzadouci pouzivat co nejmenSi mnoBstlickova
roztoku. Mnozstvi 2 ml je dostadi®e pro ponteni vSechii elektrod v nadobce. Vzorky byly
vzdy v mnoZzstvi Jul smichany s 1994l Brdickova roztoku. Plocha rtové kapky byla 0,4
mn?. Po kaZdém #teni bylo odkapnuto dkolik kapek, aby byl povrch kapky dokonale
hladky (naruSeni povrchu je gobeno stiranim rtové kapky s zmrrenym vzorkem
s pracovni elektrody). Délka akumulace vzorku mdotou kapku byla 240 s. Probublavani
elektrolytu argonem pro w§gnreni kysliku neni nutné provéd

Parametry difereimi pulzni polarografie jsou: potencial depozice rkmoO V, rozsah
potenciah je od 0,7 Vdo 1,85 Vs krokem 0,00503 V. Modula amplituda (velikost
impulzu) je 0,02505 V a modulai ¢as (délka impulzu) je 0,05 s.
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7.2. Méreni interakci thiol d se selenem
BRDICKOVA REAKCE

Pred kazdou sérii tiieni byl zngéien zakladni elektrolyt (Brdkav roztok). Voltamogram
z&kladniho elektrolytu je na Obr. 10.

5000 nA,

a/'
- \ -

-0.500 0750 -1.000 1250 1500 1750 2.000
Potencial [v]

Obr. 10 — Voltamogram zakladni elektrolytu — Bikaiva roztoku
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KALIBRA CNi GRAF PRO SELEN

Velikost Cat2 piku s vasstajici koncentraci selenu linedrstoupa. Rovnice ifmky je
y = 4,621x — 1,624 a faktor spolehlivosti j¢ R 0,988. Potencidly pik s vziistajici
koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsogj. Kalibracni graf velikosti Cat2 pik

selenu je na Obr. 11, potencidly Cat2ip#ielenu na Obr. 12 a ukazka voltamogramu pro
selen je na Obr. 13.

700 -

y=4.621x-1.624
R?=0.988

600 -
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400 -
300
200

Velikost piku [nA]

100 -+

0 20 40 60 80 100 120 140

Se [ug/ml]

Obr. 11 — Kalibrani graf velikosti Cat2 pikselenu
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-1.49 +
-1.5
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-1.53 4
-1.54 4
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-1.56 -
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-1.58 4
-1.59 -

Potencial [V]
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Obr. 12 — Potencialy Cat2 gilselenu

-0.500 -0.750 -1.000 -1.250 -1.500 -1.750 -2.000
Potencial [v]

Obr. 13 — Ukazka voltamogramu pro selen; Se = 8@/l
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KALIBRA CNi GRAF PRO CYSTEIN
Velikost Cat2 piku s viistajici koncentraci cysteinu logaritmicky stoupaovice

logaritmického proloZeni je y = 55,28In(x) + 1180faktor spolehlivosti je R= 0,985.
Potencialy pilt s vziistajici koncentraci cysteinu stoupaji, jedné sg tedsj limitn¢ difuzni.

Kalibracni graf velikosti Cat2 pik cysteinu je na Obr. 14, potencidly Cat2tpdysteinu na
Obr. 15 a ukazka voltamogramu pro cystein je na Ofr

350 y =55.28In(x) + 118.0
300 m R2=0985
E 250 -
2 200 -
o
% 150 -
=
2 100 -
50 -
0
0 5 10 15 20 25 30
Cys [ug/ml]

Obr. 14 — Kalibrani graf Cat2 pik cysteinu

0 5 10 15 20 25 30
0

-0.2 -

-0.4 -
= 06 -
®
S 0.8 -
[0
e -1
a

-1.2 4 /

14 r . *
-16

Cys [ug/ml]

Obr. 15 — Potencialy Cat2 gilcysteinu
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-0.500 -0.750 -1.000 -1.250 -1.500 -1.750 -2.000
Potencial [V]

Obr. 16 — Ukézka voltamogramu pro cystein; Cys628,ug/ml
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KALIBRA CNi GRAF PRO GLUTATHION

Velikost Cat2 piku s viistajici koncentraci glutathionu linedrstoupa. Rovniceifmky je
y = 0,610x + 18,91 a faktor spolehlivosti j¢& R 0,991. Potencidly pik s vzfistajici
koncentraci glutathionu klesaji, jedné se tedy soggini &&j. Kalibracni graf velikosti Cat2
pika glutathionu je na Obr. 17, potencialy Cat2 tpiglutathionu na Obr. 18 a ukazka
voltamogramu pro glutathion je na Obr. 19.
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<
L 80 -
E;
& 60
3
= 40
(]
>

20 -

0
40 60 80 100 120 140
GSH [pg/ml]
Obr. 17 - Kalibrani graf Cat2 pik glutathionu
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Obr. 18 - Potencialy Cat2 pilglutathionu
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Obr. 19 - Ukazka voltamogramu pro glutathionu; GS6R,5 pg/ml
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KALIBRA CNi GRAF PRO METALOTHIONEIN

Velikost Cat2 piku s viastajici koncentraci metalothioneinu line&irstoupa. Rovnice
piimky je y = 2083x + 8,994 a faktor spolehlivostie= 0,994. Potencialy piks vzfistajici
koncentraci metalothioneinu klesaji, jedné se ®ddsorpni &j. Kalibracni graf velikosti
Cat2 piki metalothioneinu je na Obr. 20, potencidly Catdipfietalothioneinu na Obr. 21 a
ukazky voltamograiinpro tizna molarni mnozstvi metalothioneinu jsou na Opr. 2

250 -+
y=2083.x + 8.994
200 -~ R?=0.994

150 -

100 -

Velikost piku [nA]
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0

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
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Obr. 20 - Kalibréni graf Cat2 pik metalothioneinu
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Obr. 21 - Potencialy Cat2 piknetalothioneinu
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Mt 3,13 uM
Mt 6,25 uM

100 “AI Mt 25 uM
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-0,50 -0,75 -1,00 -1,25 -1, 50 -1, 75
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Obr. 22 - Ukazka voltamogramu pro metalothioneif; #0,025 pg/ml
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KALIBRA CNi GRAF PO FRAGMENT METALOTHIONEINU
Kalibracni graf pro fragment metalothioneinu (sekvence akyselin: KCCCSCCPVG),

nebylo mozno sestrojit, neb&at2 piky voltamogramnebyly jednoznéné¢ vyhodnotitelné.
Ukézka voltamogramu pro fragment metalothioneinogedbr. 23.

1000 nA

0500 20750 -1.000 1250 4850 4750  -2000
Potencial [V]

Obr. 23 — Ukazka voltamogramu pro fragment met@&oitinu; fragment MT = 0,05 pg/mi
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MERENI INTERAKCE SELENU A CYSTEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s cysteines konstantnim mnozstvim
cysteinu (Cys = 0,625 pg/ml) s wstajici koncentraci selenu lineéristoupa. Rovnice
piimky je y = 5,116x + 94,37 a faktor spolehlivostif = 0,993. Potencialy piks vzfistajici
koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsomij. Graf velikosti Cat2 pik selenu
interagujiciho s cysteinem je na Obr. 24, potegctat2 piki na Obr. 25.

Pt nejvyssSich koncentracich selenu a cysteinu dp8loekolika hodinach od namichani
vzorki ke zbarveni vzorkdo Zluta, zbarveni ale nebyléilE vyrazné.
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Obr. 24 — Velikost Cat2 pikcysteinu interagujiciho se selenem; Cys = 0,62mug
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Obr. 25 — Potencialy Cat2 gikysteinu interagujiciho se selenem; Cys = 0,62mug
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s cysteine konstantnim mnoZstvim selenu
(Se = 43,75 pg/ml) s vistajici koncentraci cysteinu lineérstoupa. Rovnice ifmky je
y = 120,4x + 197,00 a faktor spolehlivosti j¢ R 0,998. Potencidly pik s vziistajici
koncentraci selenu stoupaiji, jedna se tedy o lidtfizni . Graf velikosti Cat2 pik je na
Obr. 26, potencialy Cat2 pikna Obr. 27 a ukazka voltamogramu je na Obr. 28.
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Obr. 26 - Velikost Cat2 pikcysteinu interagujiciho se selenem; Se = 43,7Bjug/
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Obr. 27 - Potencialy Cat2 pilcysteinu interagujiciho se selenem; Se = 43,78ug/
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Obr. 28 — Voltamogram cysteinu interagujiciho dersam; 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 glutati@m s konstantnim mnoZstvim
glutathionu (GSH = 125 ug/ml) s vigtajici koncentraci glutathionu stoupdi. Eoncentraci
Se = 25 pg/ml dojde ke skokovémuisiu velikosti Cat2 pik Rovnice pimky pred touto
skokovou zndnou je y = 11,56x + 55,65 a faktor spolehlivostRfe= 0,812. Rovniceifimky
po této skokové zimé je y = 5,15x + 898,9 a faktor spolehlivosti jé R0,984. Potencialy
pika s vzistajici koncentraci selenu klesaji, jedna se teagsorgni &&j. Graf velikosti Cat2
pika selenu interagujiciho s glutathionem je na Obyp2®encialy Cat2 pikna Obr. 30.
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Obr. 29 - Velikost Cat2 pikglutathionu interagujiciho se selenem; GSH = 1@l
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Obr. 30 - Potencialy Cat?2 pilglutathionu interagujiciho se selenem; GSH = 1@snl
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s glutati®@m za &znych koncentracié¢thto
analyti s vzfistajicimi koncentracemiéehto latek stoupa. Rovnicetfimek a faktory
spolehlivosti pro jednotliva steni @i linearnim proloZeni jsou uvedeny v Tab. 2. Graf
velikosti Cat2 pik za fiznych koncentraci selenu a glutathionu je na Ohrp8tencialy Cat2
piki na Obr. 32 a ukazka voltamogramu je na Obr. 33.

Lze vypozorovat, Ze do koncentrace selenu Se =531¢gZml velikosti Cat2 pik stoupaji
pozvolrg, ale i koncentraci selenu Se = 25 pug/ml, velikosti Qaitdh zatnou stoupat velmi
vyrazré. OvSem oddchto vysSich koncentraci selenu neniiséCat2 pik, v zavislosti na
naristu koncentrace selenu, linearni. Namichany vzeed&nu a glutathionu se téfrhned
zbarvoval do vyrazh c¢ervené barvy. Zajimavé bylo, Zefi pnejvyssSich namichanych
koncentracich selenu a glutathionu ke zbarveniodaZlpo cca. 10 minutach a nebylo tak
vyrazné, coz by mohlo korespondovat s nelinearrmbehy pri vysSSich koncentracich
selenu. Potencidly piks meénici se mi koncentracemichto latek ndli stoupajici i klesajici

tendenci, jedna se tedy o kinetickyj.d
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Obr. 31 - Graf velikosti Cat2 pikza iznych koncentraci selenu a glutathionu
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Potencial [V]

GSH [ug/ml]

——Se = 12,5 pg/ml =#—Se = 18,75 ug/ml=>¢=Se = 21,25 ug/ml

——Se =2,5 ug/ml
Se =100 pg/ml

=¥=Se = 25 pg/ml

—®—Se =50 pg/ml

Obr. 32 - Potencialy Cat2 pika iznych koncentraci selenu a glutathionu

Tab. 2 - Rovnice fimek a faktory spolehlivosti glutathionu interagiljio se selenem za

raznych koncentraciéthto analyt a @i linearnim prolozeni

Se [ug/ml] sn¥rnice piimky | 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
|
|
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// \_/ - \\\\_//
-0.500 -0.750 -1.000 -1.250 -1.500 -1.750 -2.000
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Obr. 33 - Voltamogram glutathionu interagujicihcsséenem; GSH = 125 pg/ml,

Se =40 pg/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A METALOTHIONEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s metatthinem s konstantnim mnoZzstvim
metalothioneinu (MT = 0,025 pug/ml) s vgtajici koncentraci metalothioneinu je nejprve bez
vyrazrgjSich zngn, @i koncentracich selenu od Se = 25 pg/ménealinears stoupat.
Rovnice gimky pro oblast bez vyrazjgich znén velikosti Cat2 pik je y = -0,155x + 59,97 a
faktor spolehlivosti je R= 0,107. Rovniceifimky pro oblast stoupani velikosti Cat2 i
y = 4,298x - 42,75 a faktor spolehlivosti je R 0,974. Potencidly pik s vziistajici
koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsomij. Graf velikosti Cat2 pik selenu
interagujiciho s metalothioneinem je na Obr. 34epaialy Cat2 pik na Obr. 35.

500 - %0
z *
1l & 60 z
450 3 3 — — 4
= 40 y=-0.155x+59.97
400 1/ ¢ R2=0.107
= 20
> *
350 - o
—_
<é 0 10 20 30
= 3007 Se [ug/ml]
=}
=
Q. 250 *
@ 600
2 200 < 500 y=4.298x-42.75
= i ot 2
g 3 400 R2=0.974
2 300
150 - o
£ 200
2 100
100 - . . |
0 50 100 150
50 ' L < L 2
Se [ug/ml]
0
0 20 40 60 80 100 120 140
Se [pg/ml]

Obr. 34 - Velikost Cat2 pikmetalothioneinu interagujiciho se selenem; MTG286,ug/ml;
dale grafy roz8luji méieni natast bez vyraznych zin velikosti Cat2 pik acast linears
stoupajici
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Obr. 35 - Potencialy Cat2 pikmetalothioneinu interagujiciho se selenem; MTG28,ug/ml
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s metatathinem s konstantnim mnoZstvim
selenu (Se = 87,5 ug/ml) s ustajici hodnotou metalothioneinu line&rklesa. Rovnice
piimky je y = -4606x + 5111,9 a faktor spolehlivofi R = 0,959. Potencidly pik
s vziiistajici koncentraci selenu stoupaiji, jedna se tedlynitné difazni . Graf velikosti

Cat2 piki je na Obr. 36, potencialy Cat2 pika Obr. 37 a ukdzka voltamogramu je na
Obr. 38.
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Obr. 36 - Velikost Cat2 ptkmetalothioneinu interagujiciho se selenem; Se,5 gg/ml
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Obr. 37 - Potencialy Cat2 piknetalothioneinu interagujiciho se selenem; Se,5 gg/ml
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Obr. 38 - Voltamogram metalothionein interagujicieoselenem; MT = 0,025 pg/ml,
Se = 87,5 pg/ml
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MERENI INTERAKCE SELENU A FRAGMENTU METALOTHIONEINU

Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s fragreamt metalothioneinu (sekvence
aminokyselin:. KCCCSCCPVG) s konstantnim mnozstvimagrhentu metalothioneinu
(fragment MT = 0,05 pg/ml) s vitstajici koncentraci selenu linedstoupa. Rovniceiffmky
je y = 4,696x - 9,529 a faktor spolehlivosti j& R 0,997. Potencidly piks vzfistajici
koncentraci selenu klesaji, jedna se tedy o adsomij. Graf velikosti Cat2 pik selenu
interagujiciho s cysteinem je na Obr. 39, potegctat2 piki na Obr. 40.
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Obr. 39 - Velikost Cat2 ptkfragmentu metalothioneinu interagujiciho se setene
fragment MT = 0,05 pg/ml
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Obr. 40 - Potencialy Cat2 pikragmentu metalothioneinu interagujiciho se setene
fragment MT = 0,05 pg/ml
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Velikost Cat2 piku selenu interagujiciho s fragreemtmetalothioneinu s konstantnim
mnozstvim selenu (Se = 87,5 pg/ml) st&tajici koncentraci fragmentu metalothioneinu
linearrs klesa. Rovnice ifmky je y = -170,0x + 398,2 a faktor spolehlivogtiR? = 0,945.
Potencialy pil s vzfistajici koncentraci selenu klesaji, jedna se tedysorgni dj. Graf
velikosti Cat2 pik selenu interagujiciho s cysteinem je na Obr. élenxialy Cat2 pik na
Obr. 42 a ukazka voltamogramu je na Obr. 43.
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Obr. 41 - Velikost Cat2 piku fragmentu metalothiomenteragujicino se selenem;
Se =87,5 pg/ml
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Obr. 42 — Potencialy Cat2 piku fragmentu metalatiiou interagujiciho se selenem;
Se =87,5 pg/ml
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Obr. 43 - Voltamogram fragmentu metalothioneinriaggijiciho se selenem;
fragment MT = 0,05 pg/ml, Se = 87,5 pg/mi
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SHRNUTI ELEKTOCHEMICKYCH PR UBEHU MERENYCH ANALYT U
Shrnuti elektrochemickych foéhi mérenych analyt je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3 - Porovnani stmic proloZeni niteni jednotlivych analyita jejich interakci a
potencialove ge

Analyty Smérnice prolozeni Potencialovy déj
Selen 4,621x Adsorpéni
Cystein 55,28In(x) Limitné difdzni
Glutathion 0,610x Adsorpéni
Metalothionein 2083x Adsorpcni
Cystein+Selen; Cys = konst. 5,116x Adsorpcni
Cystein+Selen; Se = konst. 120x Limitné difuzni
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 difuzni
Fragment MT+Selen; Fragment MT = konst. 4,696x Adsorpcni
Fragment MT+Selen; Se = konst. -170x Adsorpcni

* rovnice @imky po skokové zgné prabéhu, viz. Obr. 29
** yybrano pro Se = 10Qg/ml, viz Tab. 2

Iy 2

*** pro stoupajicicast zavislosti interakci, viz. Obr. 34

Jak jiz bylo popséno v Kap. 4.2., vznik Cat2 pikpjavépodobré zpisoben redukci H
ionti z reakce mezi R(Skia [Co(HO)s)*" na povrchu rttové elektrody. Z r¥eni vyplyva,
Ze iselen (Ng&5eQ) zpisobuje vznik Cat2 piku. AvSak mechanismus vznikt2 @&ku, musi
byt v tomto gipad: jiny, nez jaky byl popsan v Kap. 4.2.

Cystein jako jediny analyt v &enich ngl logaritmickou zavislost velikosti Cat2 gikna
své koncentraci. Stejrtak, jako jediny analyt g limitné difazni potencialovy &. Zajimavé
je porovnani glutathionu a metalothioneinu. Oba tghalyty maji své hodnoty prolozeny
piimkou a oba maji potencialovéje adsorpni. Také procentudlni zastoupeni cysteinovych
zbytki maji oba analytyifiblizné stejné, jelikoz glutathion se sklada ze 3 aminekgsvych
zbytkd, z nichz 1 je cysteinovy zbytek a metalothioneins&ladd z 61 aminokyselinovych
zbytki, z nichz 20 je cysteinovymi zbytkyiésto smirnice metalothioneinu je ctkolik radi
vySSi. To niiZze jednak souviset s vysSi adsa@riaendenci metalothioneinu (porovnani Obr.
18 a Obr. 21), ale také je mozné, Ze cysteinovékylse snaze redukuji na povrchutdué
elektrody v ramci 1 molekuly metalothioneinu, neth@lekul glutathionu.

Vzajemné interakce anatyjsou popsany vasti interpretace vysledkktera je dale v této
kapitole.
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POCTY INTERAGUJICICH MOLEKUL
Hmotnost molekul se udava v Daltonech, které odymvijednotce g/mol. 1 Dalton je
priblizné 1,66*10%" kg. Ze zndmych hmotnosti jednotlivych molekul, da& ukit pocty
interagujicich molekul v jednotlivych &enich. Molekulové hmotnosti argpaity na kg
jednotlivych néfenych latek jsou uvedeny v Tab. 4.
Tab. 4 — Pepaity hmotnosti nsfenych latek

Analyt Molekulova hmotnost [Da] Hmotnost [Kg]
Selen 78,96 1,31*180
Cystein 121 2*10°
Glutathion 307 5,31*16°
Metalothionein || 6042 1*16°
Fragment metalothioneinu 1002 1,66*10"

Z grafu zavislosti velikosti Cat2 pikna interakci konstantni koncentrace metalothianein
a prongnné koncentrace selenu (Obr. 34) je patrno,iz&gncentraci MT = 0,025 pg/ml a
Se = 25 pug/ml dojde v této zavislosti ke zlomu. tBtm koncentrace selenu se velikost Cat2
pika priblizné neneni, @i dalSim zvySovani selenu zavislostcza linearg stoupat. Po
piepaitu této zlomové koncentrace na&po molekul vychazi, MT = 2,5*18 molekul a
Se = 1,91*18’ atomi. Pon¥r tschto latek tedy je 76400 atdmselenu na 1 molekulu
metalothioneinu.

Pokud se do tohoto vyptu vilozi fakt, Ze jedna molekula metalothioneinwsatiuje 20
cysteinovych zbytk, vychazi porr 1 cysteinovy zbytek na 3820 atdnselenu. V Bzné
koncipovanych in vitro interakich studiich se po#n interagujicich molekul provadi
v poneru 1:1000 [109], cozZ je i tentoripad. MiZze se tedy konstatovat, Ze metalothionein
reaguje se selenem aibe byt povazovan za novyigob metabolizace tohoto prvku.
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INTERPRETACE VYSLEDK U

Zvysujici se koncentrace vSecheienych thioti i selenu, zvySovali velikost Cat2 piku
meienych voltamograih VSechny tyto latky mimo cystein vykazovali linearzavislost
koncentrace na velikosti Cat2 pikJ cysteinu byla tato zavislost logaritmicka.

Pri interakcich cysteinu a selenu, nebyla na vyslednéltamogramu patrna Zzadna
katalyticka reakce. BRbehy velikosti Cat2 piku a potencialovée priblizovali tomu analytu,
jehoz koncentrace byladména.

P interakcich glutathionu a selenu dochazelo k zsému cervenému zbarveni. P
nizSich koncentracich selenu byly ity Cat2 pik linearni, bez patrné katalytické reakce.
Po zvySeni selenu nadc¢uou hranici (25ug/ml), kdy dochazi k vyraznému ridtu piki,
ziejm¢ dochazi ke katalytické reakci mezi glutathionensedenem. Z pib¢hia grafi pak
vypliv4, Ze ké&mto reakcim z&na dochazet pouze v zavislosti na koncentrachseleikoli
pomeru glutathionu a selenu.

Pi interakcich metalothioneinu a selenu bylo patrae, velikost Cat2 pik klesa se
vzrastajici koncentraci metalothioneinu. Je tedy ptpwdobné, Ze metalothionein na sebe
vaze selen, coz vystluje klesajici tendenci Cat2 pgikNaopak, @i stoupajici koncentraci
selenu je velikost Cat2 pikpriblizné stale stejna, a pagkraieni ukitého pondru selenu ku
metalothioneinu zme dochazet k vistu velikosti Cat2 pik Snernice gimky této linearg
stoupajicicasti grafu je pak tést shodna se sémici piimky kalibraniho grafu selenu, viz.
Obr. 11, Obr. 34 a Tab. 3. Z toho Ize usoudit, Btatothionein, jiZ neni schopen interagovat
s dalSimi atomy selenu. Tento zlom vilpthu nastavaip koncentracich MT = 0,02pg/ml a
Se = 25 ug/ml. Po pepaitu hmotnosti vychazi pofm 76400 atom selenu na
1 metalothionein. Takto ovSem nelzEeg® urcit, kolik na sebe vaze metalothionein atom
selenu.

Pri interakcich fragmentu metalothioneinu a selenlo Ipatrné obdobné chovani jako u
metalothioneinu. Se zvySujici se koncentraci fragmemetalothioneinu dochazelo ke
snizovani velikosti Cat2 pik ovSem s mnohem mi§i tendenci nez jak tomu bylo u
metalothioneinu, viz. Obr. 36, Obr. 41 a Tab. B.Z9ySovani koncentrace selenu dochazelo
ke zvySovani velikosti Cat2 pik znovu s @iblizné stejnou srarnici primky jako u
kalibratniho grafu pro selen, viz. Obr. 11, Obr. 39 a TabLinearni nestoupaji¢ast, ktera
byla pozorovdna u metalothioneinu zde nebyla palré,ale pedpokladat, Ze by k ni
dochazelo p velmi malych koncentracich selenu. Fragment moétédneinu se tak
pravdépodobré chova obdob&jako metalothionein, ale neni ve svych interak¢adh(®inny.
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8. Zaveér

Byly zkoumany interakce anorganicky vazaného selsiiologicky aktivnimi thioly.
Jednalo se o cystein, glutathion, metalothioneifragment metalothioneinu. Ke studiu
interakci bylo vyuZito diferemi pulzni polarografie. Z nattenych ptéibeha vyplivaji
nésledujici interakce. Mezi selenem a cysteinemvgdpodobré k Zadnym interakcim
nedochazi. Mezi selenem a glutathionem dochazi dtalytickym reakcim  vysokych
koncentracich selenu. Metalothionein na sebe grodbbre vaze selen. Obdobn fragment
metalothioneinu na sebe vaze selen, ale s meémgiasti.

46



Seznam pouzite literatury

[1]
[2]

[3]
[4]

[5]
[6]

[7]

[8]
[9]

[10]

[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

REILLY, C. Selenium in food and healtBlackie Academic and Profession4b96.
BAUER, F. Selenium and Soils in the Western tgdi States. ElectroniGreen
Journal 1997

FRANKLYN Julian a kol.A Survey of the Occul2001. ISBN 1-84327-087-0
BERZELIUS J. J. Additional Observations on ligh and SeleniumAnnals of
Philosophy 1818. vol. 11, p. 373.

JORPES, J. E. Berzelius: his life and work. @9University of California Press.
WEEKS M. E. The discovery of the elements. Véllurium and seleniumlournal of
Chemical Education1932, vol 9, no. 3, p. 474.

RINGNES, V. Origin of the Names of Chemical Elents.Journal of Chemical
Education 1989, p. 731.

NEWTON, D .E.Chemical element2010, vol. 2.

OLDFIELD J. E. A brief history of selenium remeh: From alkali disease to prostate
cancer (from poison to preventiomerican Society of Animal Scien2€02.
SCHWARZ K., FOLTZ C. M. Selenium as an intelgpart of factor 3 against dietary
necrotic liver degeneratiodournal of the American Chemical Socjet957.

DOSTAL J.Biochemie pro bakal&. 2005, Brno-Kravi Hora: Vydavatelstvi MU.
RAYMAN M. The importance of selenium to humhealth.Lancet 2000, vol. 356, p.
233-241.

ARTHUR J.R., MCKENZIE R. C., BECKETT, G. J. I8gium in the Immune System.
Journal of Nutrition 2003, vol. 133, p. 1457-1459.

KVICALA, J. Selen v antioxidativni ochrérorganismuDiabet. Metabol. Endokrin.
VyZzivag 2001, vol. 4, p. 32-33.

MURRAY K. a kol.Harprova Biochemige2. vydani : Jintany: H&, 1998. ISBN 80-
85787-38-5

WASOWICZ W. The Role of Essential ElementsOmridative StressComments on
Toxicology 2003, vol. 9, p. 39-48.

IP C. Lessons from Basic Research in Selenanad Cancer Preventiodournal of
Nutrition, 1998, vol. 128, p. 1845-1854.

ODEH R.M. CORNISH L. A. Natural Antioxidant ffothe prevention of
AtherosclerosisPharmacotherapyl995, vol. 15, no. 5, p. 645-659.

COMBOS G. F. CLARK L.C. TURNBULL B. W. An angdis of cancer prevention
by seleniumBioFactors 2001, vol. 14, p. 153-159.

FAJT Z. a kol. Selena jeho vyznam pro zdravatav prasat - revievVeterinastvi,
2009, vol. 4.

a7



[21]

[22]

[23]
[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]
[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

FRUSTACI A. a kol. Selenium- and zinc-deficiecardiomyopathy in human
intestinal malabsorption: preliminary results ofle®um/zinc infusion. Hearfailure,
2012, vol. 14, no. 1.

KVICALA J. Increase of Selenium Status of Inhabitants)imdrichohradecko, South
Bohemia.Journal of Nutrition 2003, vol. 133, p. 203-282.

ZADAK Z. VyZiva v intenzivni gé 2002, Praha: Grada. ISBN 80-247-0320-3
YANG G. Endemic selenium intoxication of hunsan China.The American Journal
of Clinical Nutrition, 1983, vol. 35, p. 1076-1088.

SUNDE R. A. BOWMAN A. RUSEEL R. MPresent Knowledge in nutritior2001,
Washington DC: ILSI Press.

HAWKES W. CH. ALKAN F.Z., OEHLER L. AbsorptigrDistribution and Excretion
of Selenium from Beef and Rice in Healthy Nort Amnan Men.The Journal of
Nutrition, 2003, vol. 133, p. 3434-3442.

BARCELOUX D.G. SeleniumClinical Toxicology 1999, vol. 37, no. 2, p. 145-172.
WOLFFRAM S. a kol. Absorption a metabolism sélenium: difference between
inorganic and organic sourcé&iotechnology in the Feed Industr999.

NAKAMURO K., OKUNO T. HASEGAWA T. Metabolism oSelenoamino Acids
and Contribution of Selenium Methylation to TheioxIcity. Journal of Health
Science2000, vol. 46, no. 6, p. 418-421.

LUTEN J.Marine functional food2009: Wageningen Academic Publisher. p. 174.
YAMING W. a kol. Effects of Selenium DioxidenoApoptosis, Bcl-2 and p53
Expression, Intracellular Reactive Oxygen Specied &alcium Level in Three
Human Lung Cancer Cell Line$eh Chinese-German journal of clinical ontology
2004, vol. 3, no. 3, p. 141-146.

ARTEEL G.E., SIES H. The biochemistry of selen and the glutathione system.
Environmental Toxicology and Pharmacolog@®01, vol. 10, p. 153 — 158.

BURK R.F. Molecular biology of selenium withmplications for its metabolism.
Faseb Journagl1991, vol. 5, no. 9, p. 2274-2279.

DOLPH L. a kol. Selenium Its Molecular Biology and Role in Humanalkde

2. vydani : Sprrineer. ISBN 0-387-33826-8

ROZSYPAL StanislavJvod do molekularni biologiet. vydani 2006, Brno: Stanislav
Rozsypal. ISBN 80-902562-5-2

BROWN K.M. ARTHUR J.R. Selenium, selenoproteisnd human health: a review.
Public Health Nutrition 2001, vol. 4, no. 2B, p. 593-599.

REGINE D. a kol. The Peroxiredoxin and Glutatie Peroxidase Families in
Chlamydomonas reinhardtlzenetics 2008, vol. 179, no. 1, p. 41-57.

DONI M. G. a kol. Glutathione peroxidase, selen, and prostaglandin synthesis in
platelets American Physiological Society981.

48



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]
[51]
[52]
[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

CAO C. a kol. Glutathione peroxidase 1 is fated by the c-Abl and Arg tyrosine
kinasesJournal of biological chemistr2003, vol. 278, no. 41, p. 39609-39614.
STEWART E. ASLUND J. F. BECKWITH J. Disulfiddond formation in the
Escherichia coli cytoplasm: an in vivo role revérsa the thioredoxinsThe EMBO
Journal 1998, vol. 17, no. 19, p. 5543-5550.

LILLIG C., ARNE H. Thioredoxin and Related Maules—From Biology to Health
and DiseaseéAntioxidants & Redox Signaling@007, vol. 9, no. 1, p. 25-47.

CONRAD M. a kol. Essential role for mitochomar thioredoxin reductase in
hematopoiesis, heart development, and heart fundilmlecular and Cell Biology
2004, vol. 24, no. 21, p. 9414-9423.

CHUNYING CH. a kol. The roles of serum selemiand selenoproteins on mercury
toxicity in environmental and occupational exposteviron Health Perspecf006.
vol. 114, no. 2, p. 297-301.

XU X. a kol. Selenophosphate synthetase Zsemtial for selenoprotein biosynthesis.
Biochemical journgl2007. vol. 404, no. 1, p. 115-120.

SVOBODA J. a kol.Organick& chemie. 2005, Praha: Vydavatelstvi VSCHT Praha.
ISBN 80-7080-561-7

RAY-PAILHADE, J. C. R. Acad. Sci., 1888, vdl06, p. 1683-1694.

RAY-PAILHADE, J. Bull. Soc. Hist. Nat. Touloes 1888, p. 173-180.
RAY-PAILHADE, J. C.R. Sess./Assoc. F. Av. SEt., 1893, vol. 1, p. 193.
RAY-PAILHADE, J. Bull. Gen. Ther. CLIV, 1907f. 740-742.

HEFFTER A. Med. Naturwiss. Arch., 1908, vo).dl 81-103.

HOPKINS F. GJournal of biological chemistry1929, vol. 84, p. 269-320.

KENDALL E. C. MacKENZIE B. F. MASON, H. L.Staff Meetings of the Mayo
Clinic 4, 1929, p. 264-266.

KENDALL E. C. MASON H. L. MacKENZIE, B. F.Journal of biological chemistry
1930, vol. 88, p. 409-423.

SIMONI R. HILL R. VAUGHHAN M. The Discovery ofslutathione by F. Gowland
Hopkins and the Beginning of Biochemistry at Camige University.Journal of
biological chemistry

HOPKINS F.G. DIXON M. On Glutathione. II. A Bimostable Oxidation-Reduction
System.Journal of biological chemistry1922, vol. 54, p. 527-563.

NOCTOR G. a kol. Glutathione: biosynthesis,tat®lism and relationship to stress
tolerance explored in transformed plarksurnal of Experimental Botany998, vol.
49, p. 623-647.

MAY M. J. a kol. Glutathione homeostasis irapis: implications for environmental
sensing and plant developmeinurnal of Experimental Botang998, kol. 49, p. 649-
667.

49



[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]
[73]

[74]

[75]

MEISTER A., ANDERSON M. GlutathioneAnnu Rev Biochenil983, vol. 52, p.
711-760.

MEISTER A. Glutathione Metabolism and Its Sziee Modification. Journal of
biological chemistry1988, vol. 263, p. 17205-1720.

EPP O., LADENSTEIN R., WENDEL A. The refinethcture of the selenoenzyme
glutathione peroxidase at 0.2-nm resolutiBaropean journal of biochemistri983,
vol. 133, no. 1, p. 51-69.

PAOLISSO G. a kol. Oxidative stress and adwuagcage: results in healthy
centenariansl Am Geriatr Soc1998, vol. 46, no. 7, p. 833-838.

MASELLA R. a kol. Novel mechanisms of naturahtioxidant compounds in
biological systems: Involvement of glutathione agthtathionerelated enzymes.
Journal of Nutritional Biochemistry2005, vol. 16, p. 577-586.

ROSSI R., MILZANI A., DALLE-DONN. Blood glutdtione disulfide: in vivo factor
or in vitro artifact?Clinical chemistry 2002, vol. 48, p. 742-753.

DOSTALEK M. Oxidativni stres, biomarkery oxiidlenino stresu.Postgradualni
medicina 2007, vol. 4.

SHEEHAN D. a kol. Structure, function and ewodn of glutathione transferases:
implications for classification of non-mammalian nmigers of an ancient enzyme
superfamily Biochemical journal2001, vol. 360, p. 1-16.

WILCE M.C., PARKER M. Structure and functiorf glutathione S-transferases.
Biochimica et biophysica actd994, vol. 1205, no. 1, p. 1-18.

HOLMGREN A. GLEASON F. Thioredoxin and relatgatoteins in procaryotes.
FEMS Microbiol Rey 1988, vol. 4, no. 4, p. 271-297.

HOLMGREN A. Thioredoxin and glutaredoxin: srhalulti-functional redox proteins
with active-site disulfide bond8iochem Soc Trand988, vol. 16, no. 2, p. 95-96.
HOLMGREN A. Thioredoxin and glutaredoxin syste Journal of Biological
Chemistry 1989, vol. 264, no. 24, p. 13963—-13966.

HARBRECHT B. G. a kol. Glutathione regulatetrin oxide synthase in cultured
hepatocytesAnn Surg, 1997, vol. 225, no. 1.

JAMES D. a kol. Amino Acid Transport in, Norirand Glutathione-Deficient Sheep
ErythrocytesBiochemical Journal1976, vol. 154, p. 43-48.

KAGI J., CHEN Y., EPSTEIN P.NExperientia Suppl| 1987, vol. 52, p. 25-61.
MARGOSHES M., VALLEE B. L. A cadmium proteirrdm equine kidney cortex.
Journal of the American Chemical Socjet957, vol. 79, no. 17, p. 4813-4814.
THIRUMOORTHY N. a kol. Metallothionein: An owveilew. World Journal of
Gastroenterology2007, vol. 13, no. 7, p. 993-996.

MARGOSHES M., VALLEE B. L. A cadmium proteirrdm equine kidney cortex.
Journal of the American Chemical Socjet957, vol. 79, no. 17, p. 4813-4814.

50



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]
[89]

[90]
[91]

[92]

[93]

SCHAFFER A., KAGI J. H. R. Biochemistry of Malothionein.Biochemistry 1988,
vol 27, p. 8509-8515.

PETRLOVA J. a kol., Attomole voltammetric dat@nation of metallothionein.
Electrochimica Acta2006, vol 51, p. 5112-5119

COYLE P.P. a kol. Metallothionein: The multypose protein.Cellular and
Molecular Life Science 2002, vol. 4, no. 59, p. 627-647.

KRIZKOVA S. a kol. Metallothionein - a promising todbr cancer diagnostics.
Bratislava Medical Journal2009, vol. 110, no. 2, p. 93-97.

KUMARI M., V. HIRAMATSU., H. EBADI M. Free rattal scavenging actions of
metallothionein isoforms | and IFree Radical Resear¢ii988, vol. 29, no. 2, p. 93—
101.

KANG Y.J., CHEN Y., EPSTEIN P. Suppression dixorubicin cardiotoxicity by
overexpression of catalase in the heart of transgemce. Journal of biological
chemistry 1996, vol. 271, p. 12610-12616.

ABDEL-MAGEED A.B., AGRAWAL K. Activation of nwlear factor kappaB:
potential role in metallothionein-mediated mitogeresponseCancer Researgt998.
vol. 58, no. 11, p. 2335-2338.

BHARTI A.C., AGARWALL B. Nuclear factor-kapp@8 and cancer: its role in
prevention and therapfiochem Pharmacology002, vol. 64, p. 883-888.

ZENG J. a kol. Thionein (apometallothioneingnc modulate DNA binding and
transcription activation by zinc finger containifagtor Sp1 FEBS Letters1991. vol.
279, no. 2, p. 310-312.

SCHOLZ F.Electroanalytical Metods, Guide to Experiment amppKcations 2002.
GALUS, Z. Fundamentals of Electrochemical analysiSecond Edition. 1994,
Warsaw: Polish Scientific Publisher PWN.

KISSIMMGER P. T. a HEINEMAN W. R. Laboratory Techniques in
Electroanalytical Chemistryed. S. Edition. 1996, New York.

SCHOLZ F., MEYER BChemical Society review$994, vol. 34.

BAREK J., OPEKAL.F., STULIK K.Elektroanalytickd chemie2005: Univerzita
Karlova.

KUTA J., HEYROVSKY J.Zéaklady polarografieed.C. AV. 1962, Praha.

GARAJ J. a kol.,Fyzikalne a fyzikalnochemicke analyticke metédg. V.t.a.e.
literatury. 1977, Bratislava.

KUTA J., KALVODA R. Moderni polarografické a voltanieké metody.Chemické
listy, 1980, vol. 74, p. 674-693.

POSTBIEGLOVA |, PALEEK E. Adsorptive stripping voltammetry of
biomacromolecules with transfer of the adsorbe@rdayournalof Electroanalytical
Chemistry 1986, vol. 214, p. 359-371.

51



[94]

[95].
[96]
[97]
[98]
[99]
[100]
[101]

[102]
[103]
[104]

[105]
[106]
[107]
[108]
[109]

RASPOR B. Elucidation of the mechanism of tBedicka reaction.Journal of
Electroanalytical Chemistry2001, vol. 503, p. 159-162.

RASPOR B. a kolScience of the Total Environmg8004, vol. 333, p. 99-108.
HUSKA D. a kol.Sensors and Actuators B-Chemic2008, vol. 8, p. 1039-1047.
ZORITA I. a kol.Biomarkers 2005. vol. 10, p. 342-359.

KUKACKA J. Faseb Journal2006. vol. 20, p. A75.

PETRLOVA J. a kolSensors and Actuators B-Chemjc2007, vol. 127, p. 112-119.
VACEK J. a kolBioelectrochemistry2004, vol. 63, p. 347-351.

EL HOURCH M., DUDOIT A., AMIARD J. C.Analytical and Bioanalytical
Chemistry 2004, vol. 378, p. 776-781.

DINIZ M. S. a kol.Biomarkers 2007, vol. 12, p. 589-598.

STROUHAL M. a kolBioelectrochemistry2003, vol. 60, p. 29-36.
LADHAR-CHAABOUNI R. GARGOURI R., CHAFFAI A. HInternational Journal
of Environment and Pollutiqr2007, vol 30, p. 593-605.

KRIZKOVA S. a kol.Czech Journal of Animal Scien@907, vol. 52, p. 143-148.
ADAM V. a kol. Sensors and Actuators B-Chem|c2007, vol. 7, p. 2419-2429.
PRJSA R. a kol Clinical chemistry 2005, vol. 51, p. A56.

ADAM V. a kol. Chemicke listy2008, vol. 102, p. 51-58.

ADAM V. a kol. Electroanalysis, 2005, vol. 17. 1649-1657.

52



Seznam zkratek

ACS - voda spiujici pozadavky naistotu Americké Chemické Spdaleosti
Cys - L-cystein

DNA - deoxyribonukleonové kyselina

GSH - redukovana forma glutathionu

GSH-Px - glutathion peroxidaza

GSSG - oxidovana forma glutathionu

HMDE - visici rtwova kapkova elektroda

MT - metalothionein

NADPH - redukovany nikotinamid adenin dinukleotasfat
ROS - reaktivni kyslikové radikaly

Se - selen

SelP - selenoprotein P

Selw - selenoprotein W

SPS - selenofosfat synteaza

T3 - trijodthyronin

T4 - tyroxin

tRNA - transferova ribonukleonova kyselina

TRxR - thioredoxin reduktaza
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