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Uvod

V cytoplazme buniek sa bezne vyskytuju dva typy
redoxnych systémov, ktoré reguluju oxida¢no-redukény
stav inych proteinov — tioredoxinovy (Trx) a glutation-
glutaredoxinovy (GSH-Grx) systém'. Streptomyces coeli-
color A3(2) (podobne ako vSetky streptomycéty) predsta-
vuje vhodny modelovy organizmus pre Stadium Trx systé-
mu, pretoze tato gram-pozitivna pddna baktéria nema
funkény GSH-Grx systém, nedokdze syntetizovat' gluta-
tion. Miesto neho mé k dispozicii nizkomolekulovy mono-
tiol obsahujuci sacharid, nazgvany mykotiol. Ulohu mé
podobnu ako glutation, je redoxnym ,,pufrom® a chrani
aktinomycéty voci toxicite vyvolanej kyslikom. Redoxna
reguldcia streptomycét je vSak vylucne pod kontrolou Trx
systému pozostavajuceho z tioredoxinu, tioredoxin reduk-
tazy (TrxR) a koenzymu NADPH”.

V mnohych organizmoch sii mnohé funkcie zastupené
iba jedinym funkénym tioredoxinom. V gendéme S. coeli-
color A3(2) vsak bolo identifikovanych viacero tioredoxi-
novych génov. Ztoho tri gény koéduju tioredoxiny
(Pristupové cisla: TrxA — SCO3889, TrxA2 — SCO5438,
TrxA3 — SCO0885), dalsie dva koduju pravdepodobné
tioredoxiny (Pristupové cisla: SCO1084 a SCO5419), je-
den gén koduje TrxR (Pristupové cislo: SCO3890) a dva
gény koduju pravdepodobné TrxR (Pristupové disla:
SCO6834 a SCO7298). Predpoklada sa, ze vsetky gény
koduji proteiny s ocakavanymi oxido-redukénymi schop-
nostami ato predovSetkym vd’aka ich dvom cysteinom
lokalizovanym v aktivnom mieste. Ich biologicka tloha
ostava vsak nezodpovedana.

Redukovana forma [Trx-(SH),] obsahuje dve tiolové
skupiny, ktoré mézu byt efektivne vyuzité a katalyzovat
redukciu mnohych vystavenych disulfidov. Z tohto dovodu
Trx mdze interagovat’ s mnozstvom proteinovych substra-
tov dvoma spOsobmi: Prvym je interakcia so substratom
prostrednictvom elektronového transportu a to: regulaciou
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aktivity jednoduchym redoxnym mechanizmom zaloZe-
nom na reverzibilnej oxidacii dvoch tiolovych sku-
pin cysteinov na disulfid, sprevadzanej prenosom dvoch
elektrénov a dvoch protonov. Druhym je Strukturdlna mo-
dulécia proteinovej aktivity, naviazanim na substrat.

Vsetky tioredoxiny sa sekvencne podobaju
v rozmedzi od 27-69 % najlepSie preStudovanému tiore-
doxinu pochadzajicemu z E. coli’. Tioredoxiny sa
vyznacuju vel'mi podobnou 3D S§truktirov, nazvanou ,,Trx
fold*“*. Trojrozmernti 3truktaru tioredoxinu tvori pat cen-
tralnych B-listov, obklopenych $tyrmi a-helixami’. Aktiv-
ne miesto je zlozené z dvoch susediacich cysteinov vo
vysoko konzervovanom motive, -Cys-Gly-Pro-Cys-. Oxi-
dovana forma proteinu je redukovana elektronmi
z NADPH cez flavinovy enzym TrxR.

Fyziologické funkcie tioredoxinu v réznych organiz-
moch st velmi réznorodé. Od beznych zikladnych re-
dukénych reakcii po vel’ky pocet odlisnych Specializova-
nych funkcii, zahfiiajuc ich konzervovanu tlohu ako vyso-
kokapacitny vodikovy donorovy systém pre redukujuce
enzymy (napr. jeho tloha v syntéze DNA pre jeho schop-
nost’ posobit’ ako vodikovy donor pre esencidlny enzym
ribonukleotidreduktazu) ako aj vysokoSpecializovant
funkciu napr. v replikacii T7 fagovej DNA. Ukazalo sa, ze
chloroplastové fotosyntetické enzymy aktivované svetlom
su tiez regulované cez tiolovi redoxnt kontrolu.
V poslednych rokoch sa vyskum zaobera hlavne ulohou
tioredoxinu ako ochrancu pri oxidatnom strese a jeho
funkciou pri kontrole programovanej bunkovej smrti,
apoptozy’. Tieto funkcie zavisia od disulfidreduktdzovej
aktivity tioredoxinu, ale aj od zasoby NADPH a aktivity
tioredoxinreduktazy.

Vzhl'adom na zlozity Zivotny cyklus sa predpoklada,
ze streptomycéty budii mat’ aj komplexny redoxny systém.
Paget aspol. vo svojej praci zistili, ze vystavenie hyf
S. coelicolor priamemu oxida¢nému stresu spdsobi intrace-
lularnu oxidaciu tiolov. Tento stav aktivuje o® faktor, pod-
porujuci produkciu Trx a TrxR a aj samotného " faktora’.
ot faktor (25kDa), kédovany génom sigR bol
u S. coelicolor identifikovany ako stcast’ systému, ktory
vnima a odpoveda na stav, kedy dochadza k oxidacii tiolov
a to priamou reguldciou transktipcie génov, ktoré st zahr-
nuté v uchovavani tiol-disulfidovej redoxnej homeostazy.
Predpoklada sa, Ze existencia znacného mnozstva sigma
faktorov reagujtcich na stres, méze zodpovedat’ za neza-
visla  regulaciu  roéznych  stresovych  regulonov
v 8. coelicolor®. Az 45 r6znych opisanych ECF sigma fak-
torov dokaze reagovat’ na externé stimuly a st schopné
aktivovat’ gény zahrnuté: v disulfidovom strese, uchovava-
ni homeostazy bunkovej steny atiez gény vyuzivané pri
vyvoji vzduiného mycélia’.

Kedze v S. coelicolor bol prestudovany zatial' iba
jeden tioredoxin (TrxA, SCO3889) a Ciastocne TrxR
(SC0O3890)°, v praci sme sa zamerali na preStudovanie
d’alsich dvoch tioredoxinov oznacenych ako TrxA2
a TrxA3.



Chem. Listy 106, 398—403 (2012)

Material a metody
Chemikalie

V praci sme pouzili komeréne dostupné chemikalie
a reagencie analytickej kvality.

Bakterialne kmene a plazmidy

Vsetky pouzité bakterialne kmene a plazmidy st zhr-
nuté v tab. I. Spory kmena Streptomyces coelicolor A3 (2)
sme ziskali darom od prof. D. A. Hopwooda a boli kultivo-
vané podl'a Hopwooda a spol.'’. Bunky E. coli boli kulti-
vované pri teplote 37 °C v LB médiu s 100 pg ml™ ampici-
linom pripade ak obsahovali plazmid pET-15b (cit.'?).

Amplifikacia, klonovanie a expresia

Genomova DNA S. coelicolor A3(2) bola izolovana
postupom podl'a Hopwood a spol.'". Na PCR reakciu boli
pouzité oligonukleotidové primery TrxA2S: AGA AGA
AGC ATA TGC CCG AGG TGA CGG AC, TrxA2E:
GAA GAA GAG GAT CCT CAG ACC ACG TCG GC,
TrxA3S: GGA ATT CCA TAT GAC CAG CAC CGT
GGA ACT, TrxA3E: CGC GGA TCC CTA CTG GCC
TTC CTG GCC. Primery boli navrhnuté podl'a DNA sek-
vencii génov trxA2 (SCO5438) a trxA3 (SCO0885). Ako
templat sa pouzila gendémovd DNA. Amplifikované gény
boli klonované do expresné¢ho plazmidu pET-15b cez klo-
novacie miesta BamHI a Ndel na 5’a 3’-koncoch. Rekom-
binantym plazmidom pET-15b-TRxA2 alebo pET-15b-
TrxA3 boli transformované bunky E. coli BL21(DE3).
Takto pripravené nadprodukéné kmene E. coli BL21-trxA42
a E. coli BL21-trxA3 rastli v LB médiu s 100 ug ml™" am-
picilinom pri teplote 37 °C do OD 0,6—0,7. Do takto naras-
tenych kultdr sme pridali izopropyl-1-tio-f-D-galakto-
pyranozid (IPTG) do vyslednej koncentracie 1 mM a inku-
bovali sme dalSie 3 h za rovnakych podmienok. Bunky
boli usadené centrifugaciou a pelety uskladnené pri teplote
-20 °C.
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Purifikacia a imunodetekcia TrxA2 a TrxA3

Pelety buniek E. coli IB831 boli suspendované v roz-
toku obsahujucom 100 mM Tris-HCI pH 8,0 a 2 mM ED-
TA a disruptované pouzitim Soniprep 150 (MSE, Crawley,
Velké Britania). Cytoplazmaticku frakciu s nadproduko-
vanou MDH sme ziskali po ultracentrifugacii pri 39 000 g
pouzitim ultracentrifigy Beckman L8-S0M/E (Beckman
PA, CA, USA). Supernatanty boli aplikované na Specifické
chelatacné kolony His.Bind Resin (Novagen, USA). Po
vyplaveni neSpecifickych proteinov a zvySovanim koncen-
tracie imidazolu v rozmedzi od 100 do 400 mM boli po-
stupne eluované rekombinantné bielkoviny. VSetky frakcie
boli analyzované na 12-15% SDS-PAGE géloch a farbené
Coomassie Brilliant Blue R-250 (cit.").

Pred imunoanalyzou boli vzorky najskér podrobené
elektroforéze v 15% SDS-PAGE géloch a po prebehnuti
prenesené na nitrocelul6zovii membranu (Hybond-ECL-
Nitrocellulose, Amersham, Velk4 Britania). Membrany
boli blokované 10 mM TrisHCl pH 8,0; 150 mM NaCl,
0,05% Tween obsahujuc 5 % susené mlieko a inkubované
s afinitne Cistymi anti-His protilatkami (Novagen). Imuno-
detekcia bola uskutocnend pomocou protilatok IgG HRP
(Promega) nariedené v pomere 1:5000, podl'a ECL proto-
kolu (Amersham, Velka Britania).

Stanovenie aktivity tioredoxinov

Na stanovenie aktivity tioredoxinov boli pri laboratér-
nej teplote uskuto¢nené nasledovné eseje:

Aktivacia spendtovej malatdehydrogendzy

Experiment sme uskuto¢nili podla Scheibe a spo
Reakéna zmes (2 ml) obsahovala: 100 mM Tris-HCI
pH 8,0; 5mM DTT; 0,25 mM NADPH, extrakt zo Spena-
tovych  chloroplastov  (priblizne 85 pug proteinov)
a prislusné mnozstvo TrxA2 alebo TrxA3 (priblizne 40 az
80 pg proteinov). Reakéna zmes bola inkubovana 60 min
pri laboratornej teplote a Startovanad pridavkom kyseliny
oxaloctovej (OAA) do vyslednej koncentracie 2 mM. Hla-
dina oxidovaného NADPH bola sledovana na spektrofoto-
metri HITACHI U-2001 pri vinovej dizke 340 nm pocas
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Tabulka I

Zoznam pouzitych bakteridlnych kmetiov a plazmidov

Kmen/Plazmid Popis Zdroj
Kmene

E. coli MM294
E. coli BL21(DE3)

F', endAl, hsdR17, (ry myg"), supE44, thi-1
F~, ompT, hsdsg(r 3 mg™), gal, dem (DE3)

firma Novagen

firma Novagen

1B 988 nadexpresny kmen pre TrxA zo S. coelicolor citacia 10

1B 989 nadexpresny kmen pre TrxR zo S. coelicolor citacia 10
Plazmid

pET-15b Pr;— expresny vektor, ktory priddva na N-koniec proteinov sekvenciu firma Novagen

His.Tag
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90 sekund. Jednotka enymovej aktivity malatdehydrogena-
zy (MDH) je vyjadrena ako mnozstvo enzymu, ktoré¢ kata-
lyzuje premenu 1 pmol NADPH za minatu pri danych
podmienkach. Vzhl'adom na pouzity surovy extrakt Spena-
tovych chloroplastov, stanovend bola objemova aktivita
MDH.

Reakcia s inzulinom

Reakcie sme uskutocnili modifikovanym postupom
podla Holmgrena'’. Reakéni zmes (1 ml) obsahovala:
100 mM K-fosfatovy tlmivy roztok pH 7,5; 0,2 mM
EDTA, 1mg inzulinu a prislusné tioredoxiny. Reakcia
bola Startovana pridavkom DTT a priebeh bol sledovany
ako zmena absorbancie pri vinovej dizke 650 nm na spek-
trofotometri HITACHI U-2001.

Reakcia DTNB
Princip a postup metddy redukcie kyseliny ditionitro-
benzoovej (DTNB) je popisany vpraci Luthman

a Holmgren'®. Reakénd zmes (1 ml) obsahovala: 100 mM
K-fosfatovy tlmivy roztok pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 mM
DTNB; 0,5 mM NADPH a TrxA2 alebo TrxA3. Reakcia
bola Startovana pridanim TrxR S. coelicolor a cely priebeh
reakcie bol sledovany zvySovanim absorbancie pri vinovej
dizke 412 nm na spektrofotometri HITACHI U-2001. Jed-
notka enzymovej aktivity je definovand ako mnoZstvo enzy-
mu potrebného pre oxidaciu 1 nmol koenzymu NADPH za
minatu. 1 mol redukovaného tioredoxinu premiefia DTNB
na 2moly kyseliny 5’-tio-2-nitrobenzoovej (TNB)
s molarnym extinkénym koeficientom 13 600 M cm™.
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Vysledky a diskusia

Spomedzi vsetkych identifikovanych Trx
u S. coelicolor méa najvyssiu sekvencnu identitu (43,6 %)
uz davnejSie charakterizovany TrxA prave s TrxA2
a TrxA3 (obr. 1). Tioredoxiny vsetkych organizmov maja
typicku Struktiru a konzervované aktivne miesto s redox
aktivnym disulfidom so sekvenciou -WCGPC- (cit.'"). Ich
biologicka funkcia a aktivita v§ak moZze byt’ rdzna. Pritom-
nost’ viacerych tioredoxinov bola zistena u mnohych orga-
nizmov a predpokladd sa, Ze mnohondsobnost’ tioredoxi-
nov poskytuje organizmom lepSie vybavenie na to, aby sa
vyrovnali s redoxnym stresom.

Gény trxA2 atrxA3 koédujuce dalSie tioredoxiny
S. coelicolor boli amplifikované reakciou PCR (pouzitim
oligonukleotidov TxA2S, TrxA2E, TrxA3S, TrxA3E
agenomove] DNA S coelicolor ako templatom)
a klonované do expresného vektora pET-15b. Nadexpresia
génov bola indukovana pridanim IPTG do média. Nadpro-
dukované proteiny s predpokladanou velkost'ou okolo
11 500 Da pre TrxA2 a 14 700 Da pre TrxA3, boli purifi-
kované afinitnou chromatografiou na kolone His.Bind
Resin so sekvenciou 6 histidinov na N-konci. Rekombi-
nantné proteiny boli eluované 0,2—0,3 M imidazolom
v eluénom tlmivom roztoku. Vzorky boli analyzované SDS
-PAGE elektroforézou v 15% géloch a tiez imunodetek¢-
nou analyzou (obr.2). Takymto postupom sme ziskali
priblizne 0,4 mg TrxA2 al mg TrxA3 z200ml E. coli
buniek.

Preukédzatel'nou funkciou vSetkych tioredoxinov je
schopnost’ poskytovat’ redukéné ekvivalenty pre oxidore-
duktazy. Jednym z dostupnych enzymov primarneho meta-

50

TrxA (1) — VAGTLKHVTDDSF
Trz2 (1) ——m e VPEVTDADF
TrxA3 (1) e MTSTVELTKENF
SCO5438 (1) MSGVVDLAAVKQAQEAKAKAEQARAEAARTGGAGAVSPADLVIDVDEAGE
SC01084 (1) ————m———mm VPRWRRNGGALVRGODDGKRSEGTAVRVDAADL
Consensus (1) TYVEVTDA F
51 100
TrxA (14) EQDVLK--NDKPVLVDFWARWCGPCROIAPSLEAIAAEYGDKIEIVKLNI
Trx2 (10) AAEVIG--SELPVIVEETADWCPPCROMAPVLS ALAEEEGDRFRVVOLNV
Trxza3 (13) DOTVIDN---EFVLIDEWAEWCGPCKOFGPVYEKAA-EANPDLVFGKVDT
SCO5438 (51) ESDVLQRSTEVPVWWIDFWAEWCEPCKQLSPVLERLAVEYNGRFLLAKIDV
SC01084 (34) GAELGPR——-ATLVQFSS-AFCAPCRATRRVIGEVA-GLVPGVAHVEIDA
Consensus (51) EADVL E PVLIDFWAEWCGPCRQIAPVLE LA E  RI IVKIDV
101 150
TrxA (62) DENPGTAAKYGYMSIPTLNVYQGGEVAKTIVGAKPK-AAIVRDLEDFIAD
Trx2 (58) DQNPATTNAYKVLSMPTFMVFRGGEPVKSMVGSRPK-RRLLEELADVV -~
TrxA3 (59) EAQPELAQAFGISSIPTIMIVREQVAVFAQPGALPE-AALTDVIGOARKL
SCO5438 (101) DANQMIMQOEGVQGIPAVEAVVAGOALPLFQGAAGE-QQIRQTLDOLVQV
5C01084  (79) EGHLELVRALDVLKTPTIVLVLDADGRVVRRATGOPRRADVIAALGEAY-—
Consensus  (101) DANP L QAFGVLSIPTLMVV AG V GA PK A II 1GD V

Obr. 1. Sekven¢né porovnanie tioredoxinov (vratane pravdepodobnych tioredoxinow) identifikovanych v S coelicolor A3(2)
uskutoénené pomocou programu Vector NTI (Informax Incorporated, USA). Konzervované aminokyseliny si oznacené X, podobné

aminokyseliny ako ,X* identické aminokyseliny ako ,.X“ aslabo podobné st zvyraznené ako ¥. Sekvencia aktivneho miesta je

pod&iarknuta
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Obr. 2. Izolacia a imunodetekcia tioredoxinov S. coelicolor. Al,
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B1l: SDS-PAGE (15% w/v) TrxA2 aTrxA3 S. coelicolor

z nadprodukénych kmenov E. coli BL21-trxA2, resp. E. coli BL21-trxA3. Draha €. 1: Bunkovy extrakt po sonikacii, 2. supernatant po
ultracentrifugacii, 3. frakcia eluovana po naneseni vzorky na kolonu, 4. frakcia eluovand po naneseni nanasacieho tlmivého roztoku,
5. frakcia eluovanad po naneseni premyvacieho pufiu, 6.-10. frakcie eluované po naneseni elu¢ného tlmivého roztoku s koncentraciami
imidazolu 0,1 M; 0,2 M; 0,3 M; 0,4M a 1 M, 11. frakcia eluovana po naneseni ukoncovacieho tlmivého roztoku. (drahy 10 a 11 v obrazku
B1 st vynechané). A2, B2: Western blot analyza, imunodetekcia vzoriek TrxA2 a TrxA3 separované SDS-PAGE elektroforézou boli
naviazané na nitrocelul6zovi membranu a blokované s anti-His protilatkami. Poradie nanesenych vzoriek je paralelné s poradim vzoriek

nanesenych na elektroforézu

bolizmu, ktorého aktivita moze byt ovplyvnena hladinou
aktivneho Trx, je NADP zavisla MDH, avsak nie NAD
zavisla MDH, ktora je aktivna v prostredi fyziologického
pH. Tioredoxin je schopny redukovat $pecifické disulfidy,
¢im aktivuje MDH a tym sa aktivne miesto MDH stava
pristupnym pre substrat oxalacetat'®. Principom stanovenia
bolo sledovanie vplyvu Trx na aktivitu Spenatovej MDH,
pricom aktivita oboch bielkovin je zavisla od koenzymu
NADPH. Aktivitu MDH sme stanovili v reakcii s OAA.
Uvedenym experimentom sme potvrdili schopnost’ tiore-
doxinov aktivovat' chloroplastovi MDH zo Spenatu.
TrxA2 a TrxA3 maji vyssiu objemovu aktivitu ako TrxA
(tab. IT). Tato metdda je vhodné pre rychle stanovenie akti-
vity tioredoxinov.

Vsetky doteraz Studované tioredoxiny katalyzovali
redukciu inzulinu, preto sme sa rozhodli otestovat’ aj nase
proteiny. Ak je tioredoxin aktivny (redukovany) a schopny
redukovat’ dve disulfidové vézdy medzi inzulinovymi
vlaknami A a B, dochadza k zakaleniu roztoku inzulinu
v désledku precipitacie jeho jedného volného vlakna. Za-
kal mozno pozorovat’ v kyvete aj vol'nym okom. Intenzita
zakalu v priebehu reakcie vzrastd, z tohto dovodu mozno
reakciu sledovat’ spektrofotometricky. Pouzitim vyssich
koncentracii tioredoxinov sme dosiahli rychlejsi priebeh
reakcie. Ako vidno na obr. 3, pridanie 8,4 uM tioredoxi-
nov do reakcie spdsobuje vyrazny narast absorbancie, a to
uz po 20 min. V praci Stefankova a spol.'” bolo popisané,
ze k redukcii inzulinu v pritomnosti TrxA doslo uz po cca
14 min, pricom krivka zavislosti pre 16 uM TrxA bola
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identicka s 8 uM TrxA, ¢o potvrdzuje, Ze reakcia bola
saturovana uz pri koncentracii 8 uM TrxA. Meranim
TrxA2 a TrxA3 s koncentraciou okolo 16 uM sme dosiahli
podobny efekt saturovanej reakcie. NizSie koncentracie
pouzitych tioredoxinov spOsobujii neskorSie objavenie
zakalu a samozrejme aj pomalsi priebeh redukcie disulfi-
dovych vizieb inzulinu. Ako vidiet’ na obr. 3, v kontrolnej
reakcii bol zaznamenany minimalny narast absorbancie,
ato az po 30min od zaciatku reakcie, ktory sa uz
v d’alSom priebehu nemenil. Uskutoénenymi experimenta-
mi sme potvrdili redoxnt aktivitu nadprodukovanych d’al-
Sich tioredoxinov S. coelicolor.

DTNB je vo vSeobecnosti povazovana za vhodny
disulfidovy substrat, a preto je Casto vyuzivand v reakciach
pre stanovenie aktivity tioredoxinreduktdz. Principom re-

Tabulka II
Aktivécia Spenatovej malatdehydrogendzy (SMDH) pomo-
cou tioredoxinov

Vzorka Objemova A Aktivacia
aktivita [U ml™]

SMDH 5,0 0 0

SMDH+TrxA 5,6 0,6 +

SMDH+TrxA2 6,5 1,5 +

SMDH+TrxA3 6,7 1,7 +
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Obr. 3. Inzulin-reduktazova aktivita tioredoxinov TrxA2 a TrxA3 S. coelicolor. DTT zavisla redukcia disulfidovych vézieb inzulinu
s rozliénymi koncentraciami tioredoxinov. Ako kontrola bola uskutoénena redoxna reakcia inzulinu s DTT bez pritomnosti tioredoxinov.
V reakciach boli sledované zmeny absorbancii v &ase pri vinovej dizke 650 nm. a) TrxA2: ¢ kontrola, l 2,8 pM TrxA2, A 5,6 uM
TrxA2, x 8,4 uM TrxA2; b) TrxA3: # kontrola, Bl 2,8 uM TrxA3, A 5,6 uM TrxA3, x 8,4 uM TrxA3

akcie je prenos elektronov z NADPH na tioredoxin pro-
strednictvom aktivnej TrxR. Redukovny tioredoxin je po-
tom reoxidovany prostrednictvom DTNB, ktord tu vstupu-
je ako konecny elektronovy akceptor a jedna molekula
DTNB je Stiepend na dve molekuly TNB. Takyto elektro-
novy transport je podstatou funkcie tioredoxinového systé-
mu vo vacsine organizmov, rovnako ako aj v S. coelicolor
v pripade TrxA (cit.'®). Aktivitu pouZitej TrxR sme potvr-
dili vreakcii s TrxA. Uskuto¢nili sme rad experimentov
s identickou reakciou, kde sme namiesto TrxA pouzili
dalsie tioredoxiny S. coelicolor — TrxA2 a TrxA3. Ani
v jednom pripade sme nezaznamenali pozitivny priebeh
reakcie, t.j. zmeny absorbancie pocas priebehu reakcie boli
nulové. Podobné vysledky boli ziskané v reakciach, kde
boli pouzité¢ tioredoxiny Trxl zFE. coli aTrxl zo
S. aureofaciens'®". Uvedenymi experimentami sa potvrdi-
lo, Zze bakteridlne tioredoxinreduktazy si vysoko-
Specifické enzymy schopné redukovat’ len tioredoxin pri-
slusného organizmu a nie su schopné vyuzivat’ disulfidové
vizby inych proteinov’®?'. Kede afinita TrxR je vo&i
TrxA2 a TrxA3, nemeratelne nizka, predpokladdme, Ze
tioredoxiny by mohli byt v S. coelicolor pouzivané v inom
systéme ako v tioredoxinovom, resp. uplatiujiice sa
v inom mechanizme, ktory zatial nebol prestudovany.
Taktiez je mozné Ze tieto proteiny exprimuje baktéria za
Specifickych rastovych podmienok. Inou pri¢inou moéze
byt, ze Struktura tychto dvoch tioredoxinov sa mierne odli-
Suje od TrxA, vdaka ¢omu je afinita vo¢i DTNB ako sub-
stratu niz§ia.

Zaver

Podarilo sa nam pripravit nadprodukéné kmene
a purifikovat’ d’alSie tioredoxiny (TrxA2 a TrxA3) pocha-
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dzajuce z bakterialneho modelu S. coelicolor A3(2). Tiore-
doxiny TrxA2 a TrxA3 vykazuji aktivitu pri Standartne
pouzivanych biochemickych metédach — pri aktivacii Spe-
natovej malatdehydrogenazy a tiez v reakcii s inzulinom.

Tato publikacia bola vytvorena realizaciou projektu
BIOMAKROI1 ITMS:26240120003, BIOMAKRO?2
ITMS:26240120027 na zaklade podpory operacného prog-
ramu Vyskum a vyvoj financovaného z Eurdpskeho fondu
regiondlneho rozvoja a grantu VEGA 1/0371/09.
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Comenius University, Bratislava, © Institute of Molecular
Biology, Slovak Academy of Sciences, Bratislava): Ex-
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The thioredoxin system is a significant redox regula-
tor in all organisms. Thioredoxins in bacteria are the major
dithiol reductants in the cytosol (or an advanced equivalent
to dithiotreitol of cells) thanks to the low redox potentials
(Holmgren, 1985). In the genome of the studied model
Streptomyces coelicolor A3(2) several genes were revealed
which code proteins forming the thioredoxin system. It
seems that this gram-positive soil bacteria have a very
complex redox system, with a variety of reducing possibi-
lities. In this work cloning, purification and characteriza-
tion of further thioredoxins (TrxA2 and TrxA3) are de-
scribed. Both proteins were overexpressed in E. coli cyto-
plasma as soluble active hexahistidine fusion proteins and
isolated as homogenous substances.



