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ABSTRAKT 
 

 

Práce se zabývá studiem vztahu buněčné viability a koncentrace glutathionu po 

působení toxinů s různým mechanismem účinku. U buněčných linií A549 a Jurkat byl 

studován účinek CDDP, DEM, DMSO a tBHP. Ke studii byl využit WST-1 test pro sledování 

životaschopnosti buněk po expozici toxinům. Hladina intracelulárního glutathionu byla 

stanovena pomocí fluorescenční sondy monochlorobiman s fluorometrickou detekcí. 

Buněčné linie A549 a Jurkat byly inkubovány 1, 3, 6, 18, 21 a 24 hodin s vybranými 

toxiny o různé koncentraci. Bylo zjištěno, že u buněčné linie Jurkat dochází k poklesu 

viability před poklesem koncentrace intracelulárního glutathionu po expozici DMSO a tBHP. 

U působení toxinu DEM na buňky Jurkat a ovlivnění buněk A549 všemi vybranými toxiny 

předchází pokles GSH poklesu buněčné viability. Z celkových výsledků vyplývá, že buněčná 

linie A549 je k působení námi vybraných toxických látek méně citlivá než buněčná linie 

Jurkat. 
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 ABSTRACT 
 

 

The thesis deals with studying cell viability and glutathione concentration after 

treatments with toxins of different mechanism of action. CDDP, DEM, DMSO a tBHP 

treatments were studied on A549 and Jurkat cell lines. The WST-1 test was used for 

monitoring cell viability after toxin exposure in this study. A level of intracellular glutathione 

was determined by a fluorescence probe monochlorobimane followed by fluorometric 

detection. 

 The A549 and Jurkat cell lines were incubated for 1, 3, 6, 18, 21 and 24 hours with 

selected toxins at various concentrations. We found that a decrease of cell viability is 

preceded by depletion of intracellular glutathione after exposure to DMSO and tBHP in Jurkat 

cells. The reduction of GSH levels is preceded by reduction of cell viability after exposition 

of DEM to Jurkat cells and after treatment of A549 cells with all selected toxins. In 

conclusion, the A549 cells are less sensitive to the acting of selected toxins than the Jurkat 

cells. 
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ÚVOD 

Hlavní roli při zániku buňky hraje děj zvaný oxidační stres. Při takovéto reakci 

dochází v buňce ke vzniku nebezpečných volných radikálů. Příčinou oxidačního stresu mohou 

být různé toxiny, xenobiotika, patogeny a další látky poškozující buňku. Plíce jsou tak jedním 

z často postižených orgánů při toxickém působení těchto látek. Aby byly lépe pochopeny 

mechanismy působení toxických látek na plicní buňky, využívá se ve výzkumné oblasti 

k tomto účelu buněčná linie A549 adenokarcinomu lidských plic. Stejně tak se v dnešní době 

často setkáváme s onemocněními leukemických buněk. Pro účely jejich zkoumání se využívá 

imortalizovaná buněčná linie lidských T-lymfocytů Jurkat.   

V každé buňce nalezneme antioxidační systém, který buňky chrání před působením 

nebezpečných látek a tím může zabraňovat vzniku oxidačního stresu. Jedním z takových 

antioxidantů je tripeptid glutathion. Glutathion se podílí na odstraňování reaktivních forem 

kyslíku (ROS) a způsobuje tak detoxikaci některých xenobiotik. Oxidační stres vede tedy ke 

snížení hladin GSH a jeho následné depleci. Nemusí zde ale vždy dojít k narušení buněčné 

struktury. Charakteristiky GSH se využívá především v antioxidační terapii u nádorového 

bujení. Z tohoto důvodu je třeba pochopit mechanismus deplece glutathionu v závislosti na 

oxidačním stresu, aby mohla být předepsána vhodná antioxidační terapie. Zároveň je třeba si 

uvědomit souvislost deplece glutathionu a případné buněčné viability. 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Typy buněčné smrti 

Po dlouhou dobu byly typy buněčné smrti rozděleny do několika mechanismů 

z hlediska fyziologického a patologického, ale i podle morfologických a jiných znaků, jež 

buňka vykazuje. Tímto způsobem byla buněčná smrt rozdělena do několika typů. Ovšem 

v dnešní době je buněčná smrt definována i na základě biochemických a funkčních 

perspektiv, protože byly odhaleny i jiné cesty, které vedou k buněčné smrti. Jedná se o nové 

definice pojmů vnitřní a vnější apoptózy, nekrózy a s ní související nekroptózy. V tomto 

novém hledisku definice buněčné smrti nebyla opomenuta ani buněčná smrt zprostředkovaná 

pomocí autofagie (Galluzzi et Vitale, 2018; Kroemer et al., 2008).  

V posledních desetiletích došlo k odhalení několika mechanismů, které vedly 

k eliminaci poškozených buněk za pomoci regulované buněčné smrti. Tyto mechanismy však 

mají dva odlišné scénáře. Prvním z nich je, že k regulované buněční smrti dochází, aniž by 

bylo narušeno exogenní prostředí buňky, kdy se tedy jedná o fyziologickou buněčnou 

eliminaci, tedy programovanou buněčnou smrt (Galluzzi et Vitale, 2018). Do tohoto prvního 

typu řadíme apoptózu a autofagii (Eisenberg-Lerner et al., 2009). Druhou cestou je buněčná 

smrt způsobena narušením intracelulárního či mimobuněčného prostředí. Je důležité říci, že 

zde dochází k adaptaci buňky na působení intenzivního či dlouhodobého stresu a dochází tak 

k obnovení homeostázy. Ovšem tyto adaptační odezvy jsou pouze na úrovni zachování 

biologické rovnováhy buněk, čímž dochází k udržení homeostázy i na úrovni organismu či 

kolonie. Dochází právě k odstranění zbytečných nebo potenciálně nebezpečných typů buněk 

(Galluzzi et Vitale, 2018). Na základě tohoto mechanismu pracuje nekróza, která je tedy 

typem regulované buněčné smrti, ale nespadá do buněčné smrti programované (Eisenberg-

Lerner et al., 2009). 
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Tabulka I : Přesné terminologie související s buněčnou smrtí dle Nomenclature 

Committee on Cell Death 2018 (Galluzzi et Vitale, 2018)  

Buněčná smrt 

nevratná degenerace životně důležitých buněčných funkcí 

s následnou ztrátou buněčné integrity (propustnost 

plasmatické membrány či buněčná fragmentace) 

Programovaná buněčná 

smrt (PCD) 

zvláštní forma regulované buněčné smrti, která se vyskytuje 

za fyziologického scénáře. Netýká se poruch homeostázy a 

nevyskytuje se v souvislosti s nedostatečnou adaptací na stres 

Regulovaná buněčná smrt 

(RCD) 

forma buněčné smrti, která je výsledkem aktivace jednoho 

nebo více signálních transdukčních modulů, a proto může být 

farmakologicky nebo geneticky regulována (do určité míry) 

Autofagie 
forma regulované buněčné smrti, která mechanicky závisí na 

mechanismu autofagie nebo jejích součástech 

Nekroptóza 

metoda regulované buněčné smrti vyvolaná poruchami 

extracelulární nebo intracelulární homeostázy, která kriticky 

závisí na MLKL, RIPK3 a kinázové aktivitě RIPK1. 

 

1.1.1 Apoptóza 

Název programované buněčné smrti „apoptóza“ poprvé použil J. F. Kerr ve své 

publikaci, kde se zabýval objevem a popsáním regulované buněčné smrti (Kerr et al., 1972). 

Apoptóza je primární formou regulované buněčné smrti, jejíž mechanismus a charakter je 

v dnešní době již relativně dobře definován (Ashkenazi et Salvesen, 2014). Hlavní roli v 

této nejčastěji probíhající programované buněčné smrti zastává skupina specializovaných 

bílkovinných enzymů. Jedním a nejčastějším z nich je protein p53, který má v buňce kontrolní 

funkci. Protein p53 je aktivován ve chvíli, kdy je buněčná DNA poškozena takovým 

způsobem, že buňka není schopna provést ochranné mechanismy. Dochází tak ke kumulaci 

proteinu p53 v jádře a cytoplazmě, čímž koncentrace tohoto proteinu je zvýšena natolik, že 

napomáhá permeabilizaci membrány mitochondrií. Zároveň protein p53 rozhoduje jak o 

zastavení růstu buňky, tak o případné buněčné smrti. (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Chipuk 

et al., 2004; Hohenberge, 2005; Xu et al., 2006). 

Typickým znakem pro apoptózu je viditelná změna v morfologii buňky, kterou může 

být odloučení buňky od bazální membrány a okolních buněk. Tím se buňka svrašťuje, dochází 

k jejímu zakulacení a tvorbě tzv. puchýřků, které mohou být povrchové, ale i dynamické a 



17 

 

jsou výsledkem oddělení plazmatické membrány od cytoskeletu. Puchýřky nacházející se na 

povrchu buněk upozorňují na počáteční stádium apoptózy. Oproti tomu dynamické puchýřky 

se tvoří v pozdním stádiu a zapříčiňují změnu tvaru buňky. Zároveň během tohoto procesu 

dochází ke kondenzaci jádra a fragmentaci DNA (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Sebbagh et 

al., 2001).  

U apoptózy se uplatňují dvě základní dráhy, které vedou k následné buněčné smrti. 

Jednou z těchto signálních drah je dráha vnitřní. Ta zprostředkovává většinu proapoptotických 

signálů a je řízena působením faktorů rodiny BCL-2 a Bax. Druhou možnou cestou aktivace 

apoptózy je vnější dráha, která je spuštěna aktivací smrtících domén TNF-receptorové 

nadrodiny, jež se nachází na plasmatické membráně. Tyto domény mohou být spuštěny 

pomocí iniciátorů buněk, mezi které patří CD95, TRAIL-R1 a TNFα/TNFR1. Domény tak 

spustí apoptózu pomocí vazby na specifické receptory, které se nachází na povrchu buněk. 

Tato dráha je tedy aktivována pomocí vazby ligandu smrti na receptory, kdy receptory tvoří 

trimery a skrze adaptorové proteiny dochází k aktivaci kaspáz (Gyrd-Hansen et Meier, 

2010). Díky indukci posttranslačních modifikací dochází také k regulaci kaspáz, kdy se 

uplatňuje indukce pomocí ligandu TRAIL. Dochází tak ke stabilizaci kaspázy a tím se zvyšuje 

její účinnost (Xu et al., 2014). 

Apoptóza může být regulována i pomocí antiapoptických molekul BCL-2. Tyto 

molekuly integrují signalizaci stresu a tím podporují přežívání buněk. BCL-2 jsou tedy 

ukazatelem, zda rakovinová buňka přežije, nebo podlehne apoptické smrti. Bylo však 

dokázáno, že mnoho proteinů pocházejících z rodiny BCL-2 vykazovalo aktivitu pro 

potlačení nádoru. Oproti tomu nadměrná exprese proteinů z rodiny BCL-2 podporovala 

přežívání rakovinové buňky (Delbridge, 2015). 

Z hlediska mikroskopického jsou apoptické buňky ve světelném mikroskopu patrné 

jako malé, shluklé, je viditelný kondenzovaný chromatin a fragmentace DNA v jádře 

(Ashkenazi et Salvesen, 2014; Sláma et al., 2006).  

1.1.2 Nekróza 

Další formou buněčné smrti je nekróza (Ashkenazi et Salvesen, 2014; 

Nikoletopoulou, 2013). Zda buňka umírá v důsledku apoptózy či nekrózy závisí na povaze 

signálu pro buněčnou smrt, typu tkáně, fyziologii tkáně a prostředí (Zeiss, 2003). Nádorové 

buňky se však vyznačují i tím, že jsou rezistentní k programované buněčné smrti, tedy 

apoptóze a autofagii a uplatňuje se u nich mechanismus nekrózy (Murphy et al., 2013; Wu et 

al., 2012). I přes to, že v historii byla za formu buněčné smrti považována pouze apoptóza, 
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následné vědecké výzkumy zaměřené na nekrózu odhalily, že buňky s nekrotickou morfologií 

mohou zanikat pomocí regulované nekrózy (Degterev et al., 2005; Quyjang et al., 2012). 

Tento proces probíhá u buněčné linie, která je na apoptózu rezistentní. Dochází k indukci 

pomocí TNF-α a TNFR1, zatímco je apoptóza blokována (Ashkenazi et Salvesen, 2014; 

Tonnus et al., 2018). Opět u nekrózy hrají hlavní roli receptory smrti a jejich ligandy. Jak již 

bylo uvedeno, může jím být TNF-α, ale také FasL a TRAIL (Quyang et al., 2012). U tohoto 

procesu regulované nekrózy byly identifikovány kinázy RIPK a PARP1, které jsou 

v regulované nekróze klíčovou komponentou a později se začala používat zkrácená forma této 

nekrózy, tedy nekroptóza (Degterev et al., 2005; Quyang et al., 2012). Nekroptóza je forma 

regulované buněčné smrti, která je vyvolána poruchami buněčného mikroprostředí (Galluzzi 

et Vitale, 2018). Nekroptóza se stala velmi diskutovaným tématem, a to díky jejímu 

charakteru. Jedná se o typ regulované buněčné smrti, kdy dochází ke kritické indukční fázi 

pomocí apoptózy, ale její morfologický charakter vyplývá z náhodné nekrózy (Ashkenazi et 

Salvesen, 2014). 

Nekróza ale stále kriticky přispívá k různým patofyziologickým procesům. Jsou jimi 

například rejekce transplantátu, sepse, infarkt myokardu, autoimunitní poruchy a další 

(Tonnus et al., 2018). Zároveň byl odhalen fakt, že ROS a tím zvýšení mitochondriální 

aktivity, stejně tak jako peroxidace lipidů, hrají jednu z hlavních rolí při nekrotické buněčné 

smrti (Ashkenazi et Salvesen, 2014). Z hlediska morfologického u nekrózy dochází 

k integraci plazmatických membrán, tím dochází k tzv. bobtnání organel, především 

mitochondrií, a zvětšování objemu cytoplazmy. Po procesu bobtnání přichází ruptura organel, 

ale i samotné cytoplazmatické membrány, následuje kondenzace chromatinu a imploze buněk. 

Jádro je během takového procesu zvětšeno, ale jak již bylo uvedeno, nedochází k jeho 

porušení, jako je tomu například u apoptózy (Ashkenazi et Salvesen, 2014; Nikoletopoulou, 

2013).  

Z mikroskopického hlediska je nekróza snadno odlišitelná od apoptózy. Ve světelném 

mikroskopu je patrné zvětšení buněk a jejich rozpad. Oproti tomu v elektronovém 

mikroskopu můžeme pozorovat shluk chromatinu, zvětšení organel a následný rozpad 

buněčné membrány (Sláma et al., 2006). 

1.1.3 Autofagie 

Z hlediska fyziologie je autofagie nezbytná pro správný vývoj organismu a udržování 

jeho homeostázy (Klionsky, 2008). Pokud je ale stálost vnitřního prostředí narušena, dojde ke 

změně růstu a vývoje buňky (Überall, 2010). Autofagie zprostředkovává odstranění 
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dysfunkčních proteinů a organel (Ramirez-Sagredo et al., 2016). Jedná se o proces, kdy 

jednotlivé buňky stráví vlastní buněčný materiál pomocí intracelulárních vezikulů (= 

autofagosomů), jež se účastní cesty rozkladu pomocí lysozomu, se kterým se později spojí. 

Dochází tedy k odstraňování částí buňky, které jsou poškozené či zcela nepotřebné tzv. 

„samopožíráním“. Zároveň autofagie zabraňuje hromadění proteinů a podporuje lepší 

adaptaci v případě nepříznivých podmínek, jakými jsou hypoxie, nedostatek živin nebo vznik 

oxidačního stresu. (Klionsky, 2008; Kroemer et al., 2008; Ramirez-Sagredo et al., 2016). 

Autofagii lze také popsat jako děj, při kterém vzniká nový útvar s membránou, tzv. fagofor. 

Takový útvar se postupně rozšiřuje, nastává obalení molekul určených pro likvidaci, tím je 

uzavřena dvoumembránová struktura a vzniká autolysozom, v němž dochází k rozložení 

obsahu, který je po vypuštění zpět do cytosolu využit pro syntézu dalších potřebných 

molekul, či jako zdroj energie (Parzych et Klionsky, 2014). Tento mechanismus je 

uplatňován při vzniku buněčného stresu, především z nedostatku živin, například při 

hladovění, čímž dochází k rozkladu proteinů (Ramirez-Sagredo et al., 2016; Überall, 2010). 

Na rozdíl od apoptózy, kdy dochází ke kolapsu cytoskeletu a štěpení DNA v časné fázi, 

degradace organel probíhá ve fázi pozdější programované buněčné smrti. U autofagie je tomu 

jinak. Zde dochází k rozpadu organel ve fázi rané a k degradaci cytoskeletu až ve fázi 

pozdější. Co mají ale apoptóza a autofagie společného je, že nejsou provázeny zánětlivou 

reakcí okolní tkáně, jako je tomu u výše uvedeného procesu buněčné smrti nekrózy (Überall, 

2010).  

Autofagii lze dělit na základě selektivity jednotlivých organel. Mezi selektivní 

autofagii spadá mitofagie, retikulofagie, pexofagie, ribofagie či xenofagie (Johansen et 

Lamark, 2011). Obecně však autofagii můžeme dělit dle cesty poškozených částí buňky do 

lysozomů. První typ je způsoben rozpadem proteinů pomocí autofagozomů, kdy dojde ke 

vzniku dvoumembránového vezikulu uvnitř buňky. Autofagozom poté oddělí materiál pro 

degradaci od zbytku buňky. Následně tyto organely splynou s lysozomy a zde proběhne 

hydrolýza bílkovin pomocí enzymů. Druhým typem je proces, kdy jsou pomocí vchlípení 

lysozomální membrány ničeny organely jako jsou ribozomy nebo peroxizomy. Struktury 

těchto organel nasedají právě na lysozomální membránu, kde jsou invaginovány. Poslední typ 

autofagie je zprostředkován pomocí chaperonů. Dochází k rozpadu cytoplazmatických 

proteinů, které jsou rozpoznány, rozbaleny a transportovány přes lysozomální membránu. Zde 

se váží na membránové proteiny (Überall, 2010; Lynch-Day et Klionsky, 2010). 

V poslední době je často diskutován vztah mezi nádorovým onemocněním a samotnou 

autofagií. Je známo, že nádorová buňka vykazuje nekontrolovatelné množení bez závislosti na 
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typu tkáně. Dochází u ní k rychlému množení buněk a je zde potlačena buněčná smrt, tedy i 

samotná apoptická dráha. Některé nádorové buňky ale vykazují různé typy autofagické 

aktivity. Není však stále jasné, zda se jedná o autofagii bránící vzniku nádoru, či zda se tento 

typ autofagie podílí na růstu samotného nádoru. Autofagie však působí jako mechanismus, 

který chrání organismus před oxidačním stresem pomocí odstranění organel, z čehož plyne 

teorie, že tento mechanismus spíše podporuje přežívání nádorové buňky (Überall, 2010). 

Tabulka II: Typy buněčné smrti a jejich morfologie (Kroemer et al., 2008; upraveno dle 

Galluzzi et Vitale, 2018) 

Typ buněčné 

smrti 
Morfologické znaky Další informace 

Apoptóza 

oblý tvar buňky 

stažené pseudopodie 

zmenšení jádra 

modifikace cytoplazmatických organel 

pohlcení fagocyty 

Typ programované 

buněčné smrti bez 

patologie tkáně 

Nekróza 

zduření cytoplazmy 

prasknutí plazmatické membrány 

zvětšení cytoplazmatických organel 

snížená kondenzace chromatinu 

Regulovaná smrt buňky 

s patologickým 

postižením okolní 

tkáně, může být i 

fyziologická 

Autofagie 

ztráta kondenzace chromatinu 

masivní vakuolizace cytoplazmy 

zdvojení membrány u vakuol 

bez pohlcení fagocyty 

Buněčná smrt za 

pomocí autofagie 
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1.2 Oxidační poškození buněk  

Ještě před tím, než dojde k výše uvedeným dějům buněčné smrti, musí být daná buňka 

nějakým způsobem a do jisté míry poškozena. Jedním z tomu napomáhajících dějů je i 

oxidační stres buňky, který může vést později až k její smrti. To znamená, že za normálních 

podmínek buňka vykazuje rovnováhu mezi ROS a antioxidanty. V každé z buněk probíhají 

metabolické dráhy, ve kterých se uplatňují především oxidačně-redukční reakce. Během 

tohoto procesu vznikají volné radikály, které mohou způsobovat poškození činnosti 

buněčných struktur či blokovat jejich funkci. Rovnováha v buňce je tak narušena ve prospěch 

ROS. V tomto případě pak dochází ke zvýšené tvorbě volných radikálů a antioxidační systém 

organismu již nezvládá eliminovat tyto složky. Buňka je tak vystavena oxidačnímu stresu, 

díky němuž dochází k navození apoptózy (Soga, 2012). Ke vzniku oxidačního stresu může 

docházet při porušení tvorby či distribuce antioxidantů, ale také při zvýšeném příjmu ROS 

nebo dlouhodobému vystavení zátěže. Následkem je poté poškození buněčných struktur 

lipidů, proteinů, DNA a dalších biomolekul (Dudzinska et al., 2018). 

Na základě rovnováhy oxidantů a antioxidantů je možné oxidační stres detekovat. 

Prvním způsobem je stanovení ROS, o kterých bude pojednáno v kapitole 1.2.2. Dále lze pro 

detekci využít i hladiny jednotlivých buněčných antioxidantů, které se uplatňuje ve funkci 

antioxidačního obranného systému (Kohen et Nyska, 2002; Štípek et al., 2000). 

1.2.1 Oxidanty a antioxidanty 

Kyslík, který je součástí děje zvaný oxidační stres, může být redukován na vodu. 

Mezikrokem této reakce je vznik superoxidového radikálu, peroxidu vodíku a hydroxylového 

radikálu. Molekulární kyslík se nachází v tripletovém stavu jako diradikál, ale může se 

vyskytovat i jako singletový kyslík. Kyslíkové radikály mohou vznikat jako alkylové nebo 

peroxidové radikály pocházející z lipidů. Oxidanty mohou být také generovány jako vedlejší 

produkty rentgenového a mikrovlnného záření (Sies, 1997). Volné radikály mají schopnost 

molekulám odebrat jeden elektron, což znamená, že mají oxidační účinek. Oproti tomu jejich 

opakem, jsou tzv. antioxidanty, které tomuto působení zabraňují (Racek, 2003).  

 Antioxidant je tedy látka, která brání vzniku volných radikálů a tím jejich 

mechanismus působení zpomaluje a snižuje jejich reaktivitu a toxicitu (Huang et al., 2005). 

Antioxidantem může být látka splňující určité podmínky. Je to tedy látka či sloučenina, která 

může reagovat s ROS v místě jejich vzniku. Zároveň při reakci ROS a samotného 

antioxidantu nesmí vznikat ještě více reaktivní forma ROS a zároveň buňka musí obsahovat 
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dostatek určitého antioxidantu, aby mohla být zaručena správná reakce s ROS a tím i 

efektivní ochrana buňky (Kalač, 2003). 

 Dle lokalizace lze antioxidanty dělit na extracelulární a intracelulární. Extracelulární 

antioxidanty působí v prostředí, které se nachází vně samotné buňky a jejich význam je také 

menší, než u antioxidantů, které působí přímo uvnitř buňky. Takové antioxidanty řadíme do 

skupiny intracelulárních a zaujímají hlavní postavení v boji proti volným radikálům. Zároveň 

lze antioxidanty dělit dle lokálního působení, tedy na který volný radikál daný antioxidant 

působí. O těchto antioxidantech bude pojednáno v kapitole Antioxidační systém buněk níže 

(Racek, 2003). 

1.2.2 Reaktivní formy kyslíku (ROS) 

Reaktivní formy kyslíku jsou důležité pro signalizační reakce v buňkách (Mittler, 

2017). ROS vykazují vysokou reaktivitu, díky níž jsou postupně poškozeny struktury buňky, 

její proteiny, lipidy a DNA. Zároveň může docházet i k nádorové transformaci (Liou et Storz, 

2010). Mezi reaktivní formy kyslíku patří volné kyslíkové radikály. Tyto radikály obsahují 

jeden nebo více nepárových elektronů. Jsou jimi například superoxid, hydroxylový radikál 

nebo singletový kyslík (Mittler, 2017). Peroxid vodíku a kyselina chlorná poté spadají do 

neradikálových derivátů kyslíku (Liou et Storz, 2010).  

K tomu, aby byly ROS produkovány, může dojít díky přenosu elektronu na molekulární 

kyslík. Tím dojde ke vzniku superoxidového radikálu, který je pomocí protonů z vody měněn 

na peroxid vodíku a molekulární kyslík za působení enzymu superoxiddismutasy (Reth, 

2002).  

Oxidační děje a tím produkce ROS převážně probíhají v mitochondriích a 

peroxisomech, kde dochází k redukci kyslíku na vodu pomocí přijetí čtyř elektronů. Pokud 

však mechanismus redukce není správný, dochází ke vzniku toxických derivátů (Liou et 

Storz, 2010). 

Metodické stanovení ROS a tím zjištění ukazatele oxidačního stresu v buňce lze provést 

pomocí elektronové spinové rezonanční spektrometrie. Principem této metody je přímá 

detekce a zároveň identifikace volných radikálů vznikajících v průběhu oxidačního stresu. 

Z tohoto důvodu je metoda ESR velmi citlivá (Tarpey et al., 2004). 

1.2.3 Volné radikály (VR) 

Volné radikály, které jsou důležitou součástí ROS. VR jsou produkovány během 

buněčného metabolismu a mají významnou roli v buněčné signalizaci, apoptóze a transportu 

iontů (Kuruntas, 2015). Jedním z nich je i superoxidový radikál. Tento derivát vzniká adicí 



23 

 

elektronu na molekulární kyslík z (Harrison et al., 2003). Účastní se lipoperoxidace, ale jeho 

reaktivnost je menší, než je tomu například u radikálu hydroxylového (Holeček, 2005). Má 

ovšem delší poločas života než hydroxylový radikál a z toho důvodu může prostupovat do 

mitochondriálního matrix, kde například působí poškození DNA (Kohen et Nyska, 2002). 

Současně je jedním z radikálů, který dává vzniku jiným volným radikálům, jako je právě 

hydroxylový radikál či peroxid vodíku. 

Peroxid vodíku je sám o sobě poměrně stabilní, ovšem je schopen reagovat s redoxně 

aktivními přechodnými kovy. Takto způsobenou reakcí vzniká reaktivní hydroxylový radikál. 

Hydroxylový radikál je považován za počáteční molekulu oxidačního poškození biomolekul 

v organismu a jeho vznik je také spjat s ionizací (Pláteník, 2009). Poločas jeho života je však 

velmi krátký, proto není schopen dostat se až do jádra samotné buňky. Poškozuje tedy pouze 

mitochondriální biomolekuly a z toho důvodu nemusí být příčinou vzniku oxidační poškození 

(Kohen et Nyska, 2002). 

Jak již bylo řečeno, peroxid vodíku spadá do tzv. neradikálových derivátů kyslíku. Za 

posledních pět let se do vědeckého popředí dostal fakt, že ne všechny ROS musí být 

považovány za toxické produkty. Jedním z nich je i peroxid vodíku, který je signalizační 

molekulou udělující cílovou specifitu oxidací thiolů. Mechanismus, kdy je signální molekula 

ROS přenesena na cílový protein v závislosti reakce s antioxidanty, může být závislý právě na 

hladinách peroxidu vodíku v buňce (Reczek et Chandel, 2015).   
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1.3 Antioxidační systém buněk 

Vznik ROS a volných radikálů v těle buňky vyvolává mechanismus zvaný oxidační 

stres. Vzhledem k tomu, že buňky mají svůj vlastní antioxidační systém, jsou díky němu 

schopny tyto škodlivé molekuly eliminovat, čímž nemusí v těle buňky dojít k oxidačnímu 

stresu, a dojde tak k jeho potlačení (Aitken et al., 2008; Reczek et Chandel, 2015). 

Antioxidanty mohou regulovat oxidační poškození přímou reakcí s volnými radikály, nebo 

nepřímo pomocí aktivního enzymu (Kurutas, 2015). Hlavní úlohou antioxidačního systému 

je tedy obrana buněk proti VR, kdy dochází ke snížení reaktivity VR na méně agresivní 

molekulu. Antioxidační systém buněk můžeme rozdělit na enzymatický a neenzymatický. U 

enzymatického antioxidačního systému, se uplatňují enzymy. Jsou jimi například 

superoxiddismutasa (SOD), glutathionperoxidasa (GPx) a glutathiontransferasa (GST).  

Na obrázku 1 je patrný mechanismus působení jednotlivých antioxidačních enzymů 

(Aitken et al., 2008; Holeček, 2005; Štípek, 2000). 

 

 

Obrázek 1: Enzymatický antioxidační systém buňky (Aitken et al., 2008) 

 

1.3.1 Superoxiddismutasa (SOD) 

SOD katalyzuje přeměnu superoxidu na peroxid vodíku a vyskytuje se v buňce jako 

dimer. Zároveň ve své molekule může obsahovat měď, zinek či železo (Aitken et al., 2008; 

Holeček, 2005; Štípek, 2000). Je jedním z nejsilnějších enzymatických antioxidantů, kdy 
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katalyzuje konverzi superoxidových aniontů na kyslík a peroxid vodíku, což již bylo řečeno. 

Peroxid vodíku je následně odstraněn katalázou nebo pomocí GPx. SOD v buňce existuje ve 

dvou formách. První formou je cytosolická a druhou mitochondriální. Tento enzym 

neutralizuje superoxidové ionty pomocí svého aktivního místa na iontu kovu (Kurutas, 

2015). 

1.3.2 Glutathionperoxidasa (GPx) 

Dalším enzymem je tedy glutathionperoxidasa (GPx). Tento enzym se v buňce ve 

většině případů nachází ve formě tetrameru, a to především v cytosolu a mitochondriích, kde 

jeho molekula obsahuje prvek selen. Jeho hlavní funkcí je přeměna hydroperoxidů na méně 

škodlivé sloučeniny a vodu (Aitken et al., 2008; Holeček, 2005; Ighodaro et Akinloye, 

2017; Štípek, 2000). Z hlediska metabolismu glutathionu katalyzuje oxidaci glutathionu na 

hydroperoxid. Na základě přítomnosti i nepřítomnosti selenu v glutathionperoxidase, se tento 

enzym může vyskytovat až v osmi formách. Jednou z forem, která závislost na selenu 

nevykazuje je nazývána glutathion-S-transferasa (Ighodaro et Akinloye, 2017; Kurutas, 

2015).   

1.3.3 Glutathion-S-transferasa (GST) 

Posledním zmíněným enzymem je glutathion-S-transferasa (GST), která se uplatňuje 

především u mechanismu detoxikace některých xenobiotik a zároveň je schopna napomáhat 

mechanismům, které odstraňují produkty vzniklé v průběhu peroxidace. Katalyzuje tedy 

konjugaci redukovaného glutathionu, který já následně z buňky vytlačován (Aitken et al., 

2008; Holeček, 2005; Štípek, 2000). Jedná se o opačnou reakci, jako tomu bylo u 

glutathionperoxidasy. Tedy GST katalyzuje přeměnu peroxidu vodíku zpět na oxidovanou 

formu glutathionu (Kurutas, 2015).   

1.3.4 Neenzymatické antioxidanty 

V případě uplatnění neenzymatického antioxidačního systému buňky jsou do ochrany 

proti ROS řazeny různé vysoko- a nízkomolekulární antioxidanty. Jejími zástupci jsou 

například melatonin, transferin, feritin, albumin, vitamíny E a C a především samotný 

glutathion a jeho prekurzor N-acetyl-L-cystein (NAC) (Kurutas, 2015; Rahman, 2007). 

Melatonin stimuluje výše uvedené antioxidační enzymy, zároveň stabilizuje buněčnou 

membránu, čímž napomáhá obraně proti oxidačnímu poškození. Mezi jeho další funkce 

můžeme zařadit stimulaci hladin intracelulárního glutathionu a jeho zvýšení v buňkách 

(Kurutas, 2015). 
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Dalším enenzymatickým antioxidantem je N-acetyl-L-cystein, který stejně jako 

glutathion obsahuje thiolovou aktivní skupinu. NAC je prekurzorem glutathionu, který je díky 

němu syntetizován za pomoci deacetylace na cystein, a tak lze udržet jeho intracelulární 

hladinu zvýšenou a pomoci zachytávání volných radikálů. Nadále NAC může poskytovat 

chelátové místo pro kovy a z tohoto důvodu je využíván jako antioxidant využívající se při 

otravě těžkými kovy (Kuruntas, 2015). 

 

1.4 Glutathion 

Glutathion spadá do neenzymatického antioxidačního systému a účastní se několika 

biochemických dějů. Jsou jimi detoxikace, produkce koenzymů a recyklace vitamínů. Těmito 

mechanismy napomáhá v buňkách při ochraně proti škodlivým ROS a chrání tak i samotné 

bílkoviny, které jsou později využity při opravách DNA. Za pomoci enzymu glutathion 

peroxidasy je převeden z jeho redukované formy na oxidovanou formu, čímž je schopen 

udržovat redoxní potenciál uvnitř buňky (Rahman, 2007).  

S glutathionem přímo reaguje hydroxylový radikál, zatímco ostatní známé radikály, 

jako jsou superoxidový radikál či peroxid vodíku potřebují k reakci příslušné enzymy. Mezi 

takové enzymy patří glutathion-S-transferasa, čímž za jejího působení dojde k eliminaci VR, 

který je následně vyloučena z buňky (Racek, 2003; Rahman, 2007). 

Glutathion je jedním z nejdůležitějších antioxidantů v lidském organismu a také 

klíčovým regulátorem intracelulárních redoxních dějů. Je tomu z důvodu thiolového místa, 

které obsahuje (Ghibelli et al., 1999). Glutathion je tedy nízkomolekulárním thiolem (Tausz, 

2000). Právě díky této thiolové skupině je glutathion schopen tvořit disulfidické můstky. 

Z tohoto důvodu zaujímá významnou roli v obraně buněk (Shao et al., 2008). Nadále 

glutathion obsahuje glutamát, cystein, glycin, které jsou vzájemně pospojovány peptidickými 

vazbami. Jedná se tedy o tripeptid (Ganduli et al., 2007). V dnešní době je role metabolismu 

glutathionu velmi diskutována díky reakci organismu na těžké kovy, xenobiotika a dalších 

(Tausz, 2000). Glutathion má ještě několik dalších funkcí. Podílí se totiž na obraně 

organismu proti patogenům, kdy dochází k akumulaci glutathionu v buňce, čímž musí být i 

zvýšena jeho syntéza. Zároveň má schopnost procházet membránových prostorem organel, 

účastnit se regulace buněčného cyklu a chránit proteiny, aby nebyly denaturovány v průběhu 

oxidačního stresu. Při aktivaci těchto mechanismů se uplatňuje právě thiolová skupina 

glutathionu, která je v tomto procesu oxidována a tím vzniká tzv. glutathionsulfid (GSSG) 

(Noctor et al., 2002).  
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Intracelulární organely obsahují 10-15 % z celkového množství glutathionu (Lang et 

al., 2000). V buňce ho pak můžeme nalézt ve dvou formách, kde struktura těchto obou typů je 

patrna na obrázku 2, kde můžeme i vidět, že GSSG vzniká spojením dvou jednotek GSH za 

působení volných radikálů a ROS (Tausz, 2004). Mezi jeho nejvýznamnější funkce a 

v dnešní době nejvíce sledované, je schopnost regulovat buněčný cyklus včetně buněčné 

diferenciace, proliferace a programované buněčné smrti (Lang et al., 2000). 

 

 

Obrázek 2: Struktura GSH a GSSG (Převzato z: Lang et al., 2000)  

 

1.4.1 Syntéza glutathionu a jeho degradace 

Glutathion je v buňce syntetizován pomocí adice cysteinu na glutamát a následně adicí 

glycinu (Lang et al., 2000). Pro jeho syntézu je tedy třeba L-glutamátu a L-cysteinu a glycinu 

(Marengo et al., 2016). K syntéze tohoto antioxidantu dochází téměř ve všech buňkách 

organismu, ale největší produkcí disponují hepatocyty. Z jaterních buněk může být GSH 

transportován do krevního oběhu. Tímto vzniká GSH sérového typu, který je v jiných 

buňkách organismu využit pro syntézu GSH právě díky zdroji cysteinu (Forman et al., 2009). 

GSH se účastní odstranění peroxidů a xenobiotik za působení GSH-S transferas (GST) a GSH 

peroxidas (GPx). Zároveň je významným redukčním činidlem obsaženým v intracelulární 

části buňky. K syntéze GSH dochází v cytosolu buňky. Do tohoto děje jsou zapojeny i 

příslušné enzymy, bez kterých by tyto reakce vůbec neproběhly. Jsou jimi 

glutamátcysteinligasa, gama-glutamyltransferasa a glutathionsyntetasa (Lang et al., 2000). 

S těmito enzymy se setkáme v tzv. γ-glutamylovém cyklu, který je patrný na obrázku 

3. Tento cyklus dává vzniku jedné molekuly glutathionu (Noctor et al., 2002). Do tohoto 

cyklu se řadí dvě ATP-dependentní reakce, během nichž dochází k syntéze a degradaci 
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glutathionu. Zároveň je zde zahrnuto šest reakcí, které jsou katalyzovány pomocí enzymů. 

V prvním kroku vykonává svou funkci enzym γ-glutamylcysteinsyntetasa, který katalyzuje 

vznik γ-glutamylcysteinu. Druhý krok představuje reakci mezi γ-glutamylcysteinem a 

glycinem. Tato reakce je katalyzována glutathionsyntetasou (GS) a vzniká zde samotný 

glutathion (GSH) (Kalinina et al., 2014).  

 

 

Obrázek 3: γ-glutamylový cyklus (Kaur et al., 2009) 

 

Stejně tak jako dochází k syntéze glutathionu, musí také docházet k jeho degradaci. 

K tomuto ději dochází v buněčném cytosolu či vakuolách (Noctor et al., 2002). V GSH může 

dojít k hydrolýze vazby mezi cysteinem a glutamovou kyselinou za katalýzy γ-

glutamyltransferasy (GGT), která přenáší zbytek γ-glutamylu na aminokyselinu. Tímto 

mechanismem je zprostředkován import komplexu do buňky. Zde se uplatňuje další typ 

enzymu, γ-glutamylcyklotransferasy, která štěpí vzniklou vazbu γ-glutamylu na 

aminokyselinu. Vzniká 5-oxoprolin a příslušná aminokyselina. 5- oxoprolin je poté převeden 

na kyselinu glutamovou pomocí působení oxoprolinas. Kyselina glutamová je následně 

substrátem pro γ-glutamylcysteinsyntetasu, která opět vstupuje do prvního kroku γ-

glutamylového cyklu. Těmito mechanismy je glutathion znovu syntetizován, ale může být i 

opět degradován. Vše záleží na potřebách dané buňky. (Kalinina et al., 2014). 

Existuje však další cesta degradace, kdy dochází k odštěpení glycinu při uplatnění 

karboxypeptidasy, který se vyskytuje v cytosolu a vakuolách buněk. V těchto organelách je 

odštěpován glycin z glutathionových konjugátů a GSSG (Noctor et al., 2002). 
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1.4.2 Metabolismus glutathionu 

Metabolismu glutathionu se účastní podobné enzymy jako syntézy. Ovšem zde jsou 

uplatňovány γ-glutamyltransferasa, γ-glutamylcyklotransferasa a 5-oxoprolinasa. Na povrchu 

membrány, kam je přenesen glutathion, se vyskytuje γ-glutamyltransferasa. Je to enzym, 

který na sebe váže cystein a methionin. Dojde zde k přenosu glutamylového zbytku z GSH na 

aminokyselinu za vzniku glutamylové aminokyseliny a cysteinylglycinu. Cysteinylglycin je 

dále štěpen a využit při syntéze GSH. Výše uvedená aminokyselina přechází zpět do nitra 

buňky. Následuje reakce, kdy dochází ke vzniku aminokyseliny a 5 – oxoprolinu, který 

podléhá hydrolýze za pomoci enzymu 5-oxoprolinasy a tento děj se neustále opakuje (Noctor 

et al, 2002). 

Vzhledem k antioxidačnímu působení glutathionu a využití jeho intracelulárních 

hladin v průběhu onkologické léčby je třeba jeho hladinu také stanovit. Mezi rutinně známé 

metody, které se mohou využívat při stanovení glutathionové deplece, můžeme řadit 

kapalinovou a plynovou chromatografii, spektrometrii či elektrochemické metody (Gaubin et 

al., 2000). Vzhledem ke složení glutathionu, zde není přítomnost fluoro- nebo chromoforů. 

Z tohoto důvodu je třeba samotný GSH před stanovením derivatizovat na jeho thiolové 

skupině (Kanďár, 2016; Camera et Picardo, 2002). Z toho důvodu výše uvedeným 

metodám v dnešní době velmi konkurují metody fluorescenční. Je tomu na základě vysoké 

citlivost, kterou vykazují a také díky jejich specifitě. Mezi tyto fluorescenční metody patří 

fluorescenční sondy na bázi orto-ftalaldehydu, monochlorobimanu či monobromobimanu. 

Vzhledem k tomu, že koncentrace glutathionu v buňce je také ukazatelem buněčné viability, 

budou tyto metody diskutovány v další kapitole (Čapek et al., 2017). 
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1.5 Viabilita buněk 

Viabilitou buněk se rozumí tzv. životaschopnost a zároveň vykázání její enzymové 

aktivity (Mascotti et al., 2000). Barer a Harwood ve svém článku z roku 1999 uvedli definici 

viability buněk (Barer et Harwood, 1999). Dle nich se jedná o předpoklad, že buňky mají 

schopnost přežití po obecně uznávanou dobu. Jedná se tedy o přežití buněk po období, kdy 

dochází k buněčné proliferaci a tím udržení viability daného druhu buňky. Viabilita 

kultivovaných buněk je také závislá na vhodně naředěných kultivačních médiích, teplotě 

kultivace, okolních vlivech, a především sterilitě práce (Barer et Harwood, 1999; 

Tihelková, 2012).  

Zároveň buněčná viabilita závisí na stáří buněčné kultury a počtu pasáží, kterými dané 

kultury prošly. Stáří buněčné kultury a počet pasáží má samozřejmě vliv na rychlost dělení 

buněk, expresi povrchových receptorů či tvorbu intracelulárních enzymů, které jsou potřebné 

k buněčnému metabolismu. Právě z tohoto důvodu byly buněčné linie transformovány ze 

stavu nestabilizovaných buněčných linií na tzv. imortalizované, tedy nesmrtelné. Tímto 

způsobem v dalších generacích buněk již nedochází k senescenci. Výjimkou jsou však buňky 

pocházející ze tkáně nádoru, které již mají neomezenou mitotickou aktivitu a tím vykazují 

dlouhodobou viabilitu bez transformace. Mezi buněčné linie nestabilního typu řadíme 

příkladem buňky MRC-5, WI-38 a HEL-299. Oproti tomu mezi stabilní linie a tím tedy linie 

ideální k využití výzkumných experimentů patří buněčné linie A549, BHK-21, HeLa a K-562 

(Šebek, 2018). 

Dalším faktorem působícím na viabilitu buněk je zamrazení a rozmrazení buněk. Tyto 

kroky se potýkají s obsahem nitrobuněčné vody, která může tvořit krystaly, jež jsou schopny 

narušit buněčnou membránu a tím dochází k nežádoucím účinkům a prasknutí buněk. (Šebek, 

2018). 

Pro detekci viability se používají různá barviva. Jsou jimi například trypanovová modř 

či neutrální červeň. Na základě buněčného poškození dochází pak k akumulaci daného 

barviva v těle buňky, čímž buňka pozorovaná v mikroskopu vykazuje barevný obraz. Oproti 

tomu buňka, která má vysokou životaschopnost a není nikterak poškozena, zůstává 

neobarvena. Je zde tedy hodnocen poměr živých a mrtvých buněk (Mascotti et al., 2000; 

Niles et al., 2009). Zároveň se viabilitou buněk rozumí schopnost buňky produkovat 

metabolity za pomocí aktivních enzymů. Tato buněčná funkce je též využívána pro detekci 

viability, kdy detekovaným metabolitem může být i samotný GSH (Circu et al., 2012). 



31 

 

1.5.1 Přehled testů a hodnocení viability 

Buněčné kultury jsou vzhledem k etice a náročnosti testování in vivo testovány in 

vitro. Je tomu i z důvodu vystavení buněk určité toxické látce či některým chemikáliím, které 

by mohly při testování in vivo poškodit živý organismus svými nežádoucími účinky. Tyto 

okolní faktory mohou způsobit poškození buňky a tím změnu její proliferace a viability. Pro 

hodnocení takových změn je využívána řada testů, které poskytnou informaci o stavu dané 

buněčné kultury. Pro testování viability je možné využít testy, které udávají počet mrtvých 

buněk, kdy buňky vykazují reakci na toxickou látku (= cytotoxicita buněk), nadále lze využít 

testy pro stanovení životaschopnosti buněk a poté testy pro celkový počet buněk, který je 

založen na principu počítání živých a mrtvých buněk (Celis, 2006).  

U těchto testů dochází ke sledování, jak daná látka či léčivo působí na buněčnou 

membránu, růst a buněčnou proliferaci. Principem metod, které dávají informace o buněčné 

viabilitě měřené pomocí detekce úrovně metabolismu, je pak schopnost buňky redukovat 

určitou sloučeninu (barvivo), jakou může být MTT, XTT, MTS a SRB (Celis, 2006).   

1.5.1.1 Testy na základě barvení buněk 

Prvním využívaným testem je test viability trypanovou modří. Trypanová modř je sůl 

toluidin-diazo-diamino-naftoldisulfonové kyseliny, která se využívá pro detekci poškození 

buněčné membrány. Jak již bylo uvedeno výše, barvivo nemůže prostupovat buněčnou 

membránou, pokud není poškozena. V opačném případě dochází k jeho akumulaci do 

membránového prostoru (Mascotti et al., 2000). Živé buňky tedy nevykazují známky 

barvení, oproti tomu mrtvé buňky jsou zbarveny modře. Hodnocení se provádí v Bürkerově 

komůrce či speciální skleněné destičce. Tímto lze tedy odlišit mrtvé a živé buňky. Metoda 

hodnocení viability pomocí trypanovové modři patří mezi tzv. kolorimetrické metody a je 

nejčastější detekční metodou viability (Mascotti et al., 2000). Dříve byly obarvené buňky 

počítány ručně pomocí hemocytometru. Ovšem v dnešní době modernizace je tato metoda 

doplněna o přístrojové vybavení, což zvyšuje jak efektivnost, tak reprodukovatelnost metody. 

Snižuje se tak tedy faktor lidské chyby, protože zacházení se vzorkem buněčné kultury je 

částečně automatizováno a jsou zde využity i zobrazovací techniky. Nevýhodou však je, že 

nelze rozeznat buňky poškozené apoptózou od buněk poškozených nekrózou (Louis et Siegel, 

2011). 

Oproti předchozí metodě, kdy dochází k akumulaci barviva na buněčnou membránu, u 

testu cytotoxicity s neutrální červení se toto barvivo váže v lysozomech živých buněk. Do 

lysozomů je barvivo vázáno skrze polysacharidy či vplouváním do kyselého prostředí těchto 
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organel. Po inkubaci následuje spektrofotometrické proměření, před kterým dojde k přidání 

rozpouštědla, jež na sebe naváže uvolněné barvivo. Zde platí pravidlo, že mrtvé buňky na 

sebe neutrální červeň nejsou schopny navázat (Louis et Siegel, 2011; Mahto et al., 2010). 

Jedná se o test s vysokou citlivostí, který je specifický přímo pro cytotoxicitu (Mahto et al., 

2010). 

Veškeré tyto metody mají oproti mechanickým analyzátorům nevýhody. Určují totiž 

pouze fyziologický stav buněk a může zde docházet k falešně pozitivním výsledkům (Moniri 

et al., 2014). 

1.5.1.2 Počítání buněk 

Pro detekci viabilních buněk se počítání buněk kombinuje s některou z výše 

uvedených metod barvení buněk. Jedním z typů určující poměr živých a mrtvých buněk po 

předchozím obarvení, je počítání buněk v Bürkerově komůrce. Tato metoda je velmi přesná a 

lze určit procentuální zastoupení životaschopných buněk. Velikost mikročtverce je vybírána 

na základě koncentrace buněčné suspenze. V dalším postupu se využívá vzorce, do kterého se 

dosadí počty buněk a počty zahrnutých čtverců včetně zohlednění objemu kapaliny. 

Výsledkem je pak koncentrace buněk na mililitr zkoumané suspenze (Šebek, 2018). 

V dnešní době je i využíváno přístrojové techniky, tedy analyzátorů buněčných částic. 

Tyto přístroje pracují též na mikroskopickém principu a lze zde určit jak koncentraci buněčné 

suspenze, tak zastoupení viabilních buněk, pro což se opět využívá barvení buněčných kultur 

pomocí trypanové modři či neutrální červeně (Šebek, 2018). 

1.5.1.3 Testy na základě detekce metabolitů 

Třetí skupinou detekce buněk jsou metody, které jsou založeny na principu funkce 

metabolismu příslušné buňky. Principem těchto metod je reakce, při níž přidaný substrát 

reaguje s vyloučeným metabolitem z buňky, k němuž došlo při ruptuře cytoplazmatické 

membrány (Niles et al., 2009).  

Prvním typem testu je test MTT. Zkratkou MTT se rozumí 3-[4,5-dimethylthiazol-2-

yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, který je redukován na formazan, jenž má fialovo-červené 

zbarvení. Tento redukční mechanismus je zprostředkován na membráně mitochondrií živých 

buněk pomocí buněčných enzymů dehydrogenas. Mrtvé buňky tyto redukční schopnosti již 

nevykazují, a proto je lze snadno odlišit. Vzhledem k tomu, že zde vzniká barevný produkt, 

jeho detekce je spektrofotometrická. Finální hodnotou je úroveň absorbance, na základě které, 

je hodnocena životnost buněk. Čím vyšší je vykázána tato hodnota, tím vyšší je počet živých 
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buněk. Množství redukovaného formazanu je tedy přímo úměrné počtu viabilních buněk. 

Stejně tak jako je tomu u testu viability pomocí trypanovové modři se tato metoda řadí mezi 

kolorimetrické (Schlerliess, 2011; Stockert et al., 2012; Riss, 2004). U této metody 

nalezneme některé nevýhody. V oblasti stanovení cytotoxicity může efektivnost MTT 

formazanové formace snížit některé inhibitory dýchacího řetězce či redukční činidla. 

Nevýhodou v principu provedení je, že barvivo formazanu vzniklé z MTT je totiž extrémně 

nerozpustné ve vodě, proto se musí před spektrofotometrickým měřením provést další 

extrakční krok. Je jím extrakce vytvořeného pigmentu pomocí organického rozpouštědla. 

Tímto mezikrokem může dojít ke znehodnocení kultury. I přes to je MTT test častou 

využívanou metodou (Präbst et al., 2017; Schlerliess, 2011; Stockert et al., 2012; Šebek, 

2018).  

Dalším typem testu může být test XTT. Tento test patří mezi kolorimetrické metody a 

je velmi jednoduchý, rychlý a spolehlivý. Jeho princip je založen opět na redukci tetrazoliové 

soli 2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilidu (XTT) opět za 

pomoci mitochondriálních dehydrogenáz. Redukce probíhá na oranžově zbarvený formazan, 

který je za pomoci spektrofometru měřen ve formě absorbance a jeho množství je úměrné 

počtu viabilních buněk. Nevýhodou XTT testu je nemožnost vytvoření kalibrační křivky 

právě kvůli citlivosti tetrazoliových solí k různým proměnným. Oproti MTT testu má však 

test XTT vyšší citlivost, lepší dynamický rozsah a je méně náročný na manipulaci 

(Halberstadt et Emerich, 2011).  

Předposledním uvedeným testem je stanovení hladiny glutathionu za pomoci MCB. 

Tento test se též využívá pro stanovení hladiny metabolitu buňky. Je jím výše zmíněný 

glutathion, kdy pomocí tohoto testu je měřena GSH deplece. Metoda využívá 

monochlorobimanu (MCB) jako barviva z důvodu jeho vysoké afinity právě ke GSH. 

Barvivo, které s GSH reaguje, vykazuje fluorescenční signál oproti nezreagovanému, které je 

téměř nefluorescenční. Intenzita fluorescenčního signálu odráží množství GSH, který je 

přítomen v buňkách. Na základě jeho hladiny je možné uvažovat viabilitu buňky. Tato 

metoda MCB má výhody především v rychlosti stanovení koncentrace GSH a zároveň 

vykazuje vysokou citlivost a specifitu. Mezi nevýhody tohoto testování však na druhé straně 

patří hodnocení výsledků, kdy je koncentrace GSH udávána v procentuálním zastoupení 

(Čapek et al., 2017; Kamencic et al., 2000).  

 Posledním typem testu je WST-1 test. Jeho principem je redukce tetrazoliových solí na 

barevné sloučeniny formazanu. K této reakci dochází za příspěvku mitochondriálních 

dehydrogenas, které se vyskytují v životaschopných buňkách. Tato metoda spadá mezi 
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chemosenzitivní, kolorimetrické metodys a na základě životaschopných buněk lze detekovat 

přímo jejich počet bez použití další extrakce. Je tomu z důvodu, že barvivo WST-1 je 

rozpustné ve vodě a není zde nevýhoda přidání dalšího kroku, jako je tomu u testu MTT a 

XTT. Z toho důvodu WST-1 test poskytuje citlivou a přesnou metodu pro detekci viability a 

proliferaci buněk. Má však pouze jedinou nevýhodu, jíž je pomalejší obarvování buněk oproti 

testu XTT (Präbst et al., 2017). 

Mezi nejvíce používané metody pro stanovení glutathionu patří kapalinová 

chromatografie. Její obrovskou výhodou je vysoká specifičnost, citlivost, a to především ve 

využití detekce pomocí UV, hmotnostního spektrometru či elektrochemické detekce. Stejně 

tak jako ostatní metody se zde však můžeme setkat s některými nevýhodami. Jsou to vysoké 

náklady na provedení analýzy a časová náročnost analytického provedení.  

Druhou nejčastěji používanou metodou je metoda spektrofotometrická. Tato metoda 

nabízí vysokou citlivost a též krátkou dobu měření, čímž se liší od kapalinové chromatografie. 

Nicméně obrovskou nevýhodou je promítnutí interferujících sloučenin, které glutathion 

inhibují. I v porovnání s těmito dvěma metodami jsou přesto v dnešní době nejčastěji 

upřednostňovány testy na základě fluorimetrického stanovení.  

Ty vykazují vysokou citlivost a specifičnost. Mezi tyto metody spadá OPA, jenž je 

využívána více než metoda pomocí fluorescenční sondy MCB. Oproti metodě OPA má 

metoda MCB podstatnou výhodu v mechanismu detekce průniku MCB přes membránu 

buňky, kde dochází k přímé reakci s thioly. Tato metoda je zároveň velmi citlivá, specifická a 

rychlá a její využití nalezneme především v rutinním stanovení hladin GSH (Čapek et al., 

2017; Nauen et Stumpf, 2002).  
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1.6 Toxické poškození buněk 

Testování cytotoxicity in vitro se za poslední dobu stalo nedílnou součástí při objevech 

léčiv. Léčiva jsou totiž považována za potenciálně cytotoxické látky. Takovéto testování je 

nákladově efektivní, charakterizuje toxický potenciál nových léčiv a zároveň je výhodou 

včasného a rutinního provedení testování. Cytotoxicita například zabraňuje buněčné 

proliferaci, způsobuje výrazné morfologické změny, negativně ovlivňuje replikační činnost 

buňky a snižuje viabilitu. Výsledný cytotoxický účinek na buňku je také značně závislý na 

délce expozice, složení dané látky a mechanismu účinku (Niles et al., 2009). 

1.6.1 Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu 

Jak již bylo řečeno, glutathion se v buňce nachází v oxidované a redukované formě. 

V organismu redukovaná forma převažuje nad oxidovanou, ale při tvorbě ROS se poměr mění 

ve prospěch GSSG, který následně začne z buněk unikat (Balendiran et al., 2004; Kumar et 

Bachhawat, 2010). K tomuto procesu dochází při působení některých toxinů. Z počátku se 

buňky snaží narušení obranyschopnosti vyrovnat, ale později bohužel dochází ke zvratu 

v buněčném metabolismu. Může tak docházet ke snížení hladiny GSH (Kaur et al., 2009; Nel 

et al., 2006). Mimo buňku je pak převaha GSSG (Balendiran et al., 2004; Kumar et 

Bachhawat, 2010). 

Pokud vezmeme v potaz vztah GSH a účinku cytostatik, platí zde nepřímá úměra, 

protože čím nižší je koncentrace GSH, tím vyšší je citlivost buněk na dané cytostatikum. 

Tohoto mechanismu je využíváno i v protinádorové chemoterapii. U většiny nádorových 

onemocnění je ale koncentrace GSH v buňkách zvýšena. Dochází tedy k ochraně nádorové 

buňky, která poté vykazuje větší odolnost vůči cílené léčbě (Balendiran et al., 2004). 

Zároveň na buňku mohou působit určité toxiny nebo látky, které GSH vychytávají a 

dochází tak k jeho depleci. Takovou látkou může být například diethylmalonát (DEM) nebo 

buthioninsulfoximin (BSO). U DEM dochází k vychytávání a následné depleci glutathionu a 

tím zastavení růstu buněk. Oproti tomu u BSO je blokován enzym důležitý pro syntézu GSH. 

Dojde tedy k blokaci syntézy GSH a vyčerpání stávajícího GSH, což má za následek změny 

uvnitř buňky (Gaubin et al., 2000; Nicola et Ghibelli, 2014). 

Jak již bylo řečeno, hladina GSH vykazuje hlavní úlohu při udržování homeostázy 

buněk, jež brání buňku před působením ROS. Ve chvíli, kdy dojde ke snížení hladiny GSH 

pod prahovou hladinu na základě působení volných radikálů, dojde k aktivaci apoptické 

signálizace. Buňka tedy není schopna udržet svou životaschopnost na určité úrovni a hyne. 
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Opakem je však zvýšení hladiny GSH, která buňku chrání a případně může udržovat její 

životaschopnost (Circu et al., 2012). 

V průběhu stárnutí buněk a postupným snižováním buněčné viability dochází 

k poklesu hladin antioxidantů v buňce, a tedy i glutathionu. Tento mechanismus vyvolává 

větší riziko vzniku oxidačního stresu a zároveň se snižuje účinnost antioxidantů v buňce. Je to 

buď kvůli jejich nedostatku, či zvýšené tvorbě ROS (Mulgund et al., 2015). 

Glutathion má také vliv na buněčnou proliferaci. Hladina GSH hraje ústřední roli při 

regulaci redoxního stavu buňky a je nezbytný pro redoxní buněčnou signalizaci. Intracelulární 

glutathion má antioxidační roli a reguluje tedy děje vedoucí k oxidačnímu stresu a opačně 

(Ashtiani et al., 2011). 

Hladina glutathionu v buňkách a jeho metabolismus má zásadní význam pro studium 

buněk a jejich toxicity (Čapek et al., 2017). Pokud daná buňka vykazuje toxické poškození, 

dochází ke zvýšení hladiny oxidovaného glutathionu GSSG. K depleci glutathionu poté 

dochází v situaci, kdy dojde k uvolnění cytochromu c z mitochondrií a tím je buňka vystavena 

apoptické smrti. Po podání puromycinu, který by měl způsobit apoptózu buňky. Ve studii 

Dr. Ashtiana, byl na jednu stranu v cytosolu buňky detekován cytochrom c, který vedl 

k inhibici syntézy glutathionu a jeho následné depleci, to ale nemělo vliv na životaschopnost 

buňky ještě před tím, než došlo k aktivaci apoptického signálu (Ashtiani et al., 2011). Ve 

chvíli, kdy ale došlo k odstranění puromycinu, byl cytochrom c zredukován pomocí obnovené 

syntézy glutathionu a buňka vykazovala normální viabilitu bez jakéhokoliv poškození. Bylo 

tomu z důvodu, že buněčná smrt byla způsobena toxinem, jenž vedl k apoptóze, ale smrt jako 

taková nebyla způsobena samotným vyčerpáním glutathionu. Z toho vyplývá, že uvolnění 

cytochromu c není dějem, který by vedl k apoptóze, ale pouze narušuje rovnováhu v buňce, 

která může vést k apoptóze. Uvolnění cytochromu c tedy vede k depleci GSH, ale může tomu 

být i naopak. Prevencí buňky proti apoptóze je vytlačování glutathionu vně buňky (Ashtiani 

et al., 2011). 

Několik studií ukázalo, že rakovinotvorné buňky vykazují adaptivní mechanismy na 

oxidační stres zvýšením exprese antioxidačních enzymů. Tím dochází k detekci zvýšené 

hladiny GSH a tím k vyšší antioxidační kapacitě dané buňky, která brání oxidačnímu stresu 

uvnitř rakovinotvorné buňky a tato buňka je pak schopna přežívat (Marengo et al., 2016).  

Další důležitou roli v rakovinotvorných buňkách hrají telomery a jejich délka, což jsou 

ukazatele buněčného dělení. Pokud vezmeme v potaz souvislost, mezi délkou telomer a 

samotným glutathionem, zjistíme, že změny v hladinách glutahionu indukují změny v aktivitě 

telomerázy a také může docházet ke změnám v regulaci buněčného cyklu a tím i viabilitě 
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buněk. Na základě znalosti hladiny glutathionu lze pak předpokládat, jaké další děje se 

v buňce budou odehrávat. Klíčovým enzymem pro kontrolu syntézy glutathionu je GCS. 

Produkce tohoto enzymu je v případě působení xenobiotik na buňku zvýšena. Pokud tedy 

dochází k produkci ROS ve vysoké koncentraci, pro buňku to má fatální následky a dochází 

tak k její smrti. Oproti tomu, pokud je ROS v buňce přítomen pouze v koncentracích nižších, 

dochází k syntéze glutathionu a tím buněčné proliferaci. Buňka tedy nehyne (Ashtiani et al., 

2011). Působení některých cytotoxinů na buňky tedy značně mění hladinu intracelulárního 

glutathionu. Například ve studii Janga je uvedeno, že buňky A549 byly inkubovány s 

sanguinarinem, což mělo za následek depleci glutathionu a následnou apoptickou smrt těchto 

rakovinových buněk. A právě z tohoto důvodu je glutathion hlavním ukazatelem cytotoxicity 

a může být využit při léčbě některých nádorových onemocnění (Jang et al., 2008). 

Snížení hladiny glutathionu značí o průběhu buněčné smrti, apoptózy. Ke snížení 

hladiny GSH dochází ale již před rupturou plazmatické membrány nebo ještě před 

fragmentací DNA buňky, což značí, že apoptóza je značně závislá na snížení hladiny GSH 

(Dalton et al., 2004; Franco et al., 2006; Valverde et al., 2006). Oxidačním stresem 

vyvolaným xenobiotiky, prooxidanty, toxiny či chemoterapeutiky dochází ke generaci ROS, 

tím oxidaci glutathionu na formu GSSG, která je transportována z buněk a tím dojde 

k vyčerpání GSH v intracelulárním prostředí. K tomu, aby byl GSH syntetizován zpět, je 

zapotřebí NADPH a G6PD. Ovšem v průběhu apoptózy dochází k depleci NADPH a 

inaktivaci G6PD. Právě z tohoto důvodu nemůže dojít k resyntéze GSH. Ovšem v cytosolu by 

mohlo dojít k využití dehydrogenas, které by mohly regenerovat NADPH, ale pokud klesne 

jejich hladina, k čemuž dochází při oxidačním stresu buňky, zvýší se tím hladina GSSG a tím 

se zvýší citlivost buňky k cytostatiku. Buňka tak podléhá oxidačnímu stresu a následuje její 

zničení pomocí apoptózy (Lee et al., 2002). Eflux glutathionu způsobuje poškození redoxního 

potenciálu, ovšem k tomuto mechanismu dochází i při působení xenobiotik či jiných toxinů, 

kdy tyto škodlivé látky jsou vytlačovány z buňky pomocí membránových transportérů, což 

také přispívá ke glutathionové depleci (Blair, 2006; Nepravishta et al., 2012). 

1.6.2  Toxicita tBHP 

Tert-butyl hydroperoxid je hepatotoxické činidlo, které v buňkách vyvolává oxidační 

stres způsobený vznikem volných radikálů. Z tohoto důvodu se také využívá při studiu účinků 

oxidačního stresu na některých buněčných liniích. Zároveň je tBHP schopen procházet 

buněčnou membránou. Pokud je tento toxin použit v nižších koncentracích, způsobuje 

buněčnou smrt pomocí apoptózy. Oproti tomu při využití dávek vyšších již způsobuje 
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nekrózu (Haidara et al., 2002). Vzhledem k tomu, že tBHP je schopen vyvolat oxidační stres 

buňky, při kterém je zatížen antioxidační systém, může být proces jeho působení úzce spjat i 

se samotným GSH (Circu et al., 2012). Zde ale může docházet k uplatnění NAC (N-acetyl-

cystein) jakožto vedlejšího produktu glutathionu. Tento antioxidant má díky svým 

cysteinovým zbytkům možnost udržet glutathion v potřebné hladině a zároveň chránit 

metabolismus buňky a tím i její viabilitu (Kerksick et Willoughby, 2005). Ve studii Circu a 

kolektivu byl NAC podán ještě před vnesením toxické látky do buňky (Circu et al., 2012). 

NAC je pak schopen blokovat oxidační mechanismy vedoucí ke spuštění apoptického signálu, 

a to především při působení tBHP. Dochází zde tedy pouze k dočasné ztrátě poměru 

GSH/GSSG. V případě podání NAC jakožto post-oxidační léčby bohužel zprostředkování 

apoptické cesty vedoucí ke smrti buňky není potlačeno (Circu et al., 2012).  

Mechanismus účinku tBHP může být buď závislý na metabolismu železa, kdy dochází 

ke vzniku volných radikálů a tím k vyvolání oxidačního stresu, nebo způsobuje depleci 

redukovaného glutathionu, což má za následek například vznik zlomů vláken DNA. O 

působení tBHP tedy může rozhodovat jak jeho koncentrace, tak testovaný druh buněčné linie 

(Lazzé et al., 2003). Uvnitř buňky dochází k detoxikaci tBHP pomocí glutathionperoxidasy 

na GSSG. Zároveň dochází k regeneraci GSSG na GSH za pomoci NADPH a 

glutathionreduktasy. V takovém případě buňky vykazují zvýšené hladiny GSH, a navíc 

změnu metabolického profilu v porovnání s kontrolou. Ve chvíli, kdy dojde k redukci 

veškerých zásob GSH, nemůže dojít k úplné metabolizaci tBHP. Bylo totiž zjištěno, že 

samotný tBHP snižuje koncentraci GSH. Tím se tBHP kumuluje a vzniká nadbytek tert-

butoxylových či tert-butylperoxylových radikálů, které poškozují funkci mitochondrií, 

proteinů, lipidů a tím vedou k buněčné smrti. Díky tomuto mechanismu poškození buňky 

dochází in vitro k uvolnění laktátdehydrogenasy do kultivačního média, čímž jsme poté 

schopni provést detekci dehydrogenas a vyjádřit tak buněčnou viabilitu pomocí 

dehydrogenasové aktivity (Long et al., 2004; Wang et al., 2018). 

1.6.3 Toxicita dimethylsulfoxidu (DMSO) 

Dalším toxinem je dimethylsulfoxid, jenž má různorodé biologické účinky. Lze ho 

využít jako toxin i jako léčivo. V roce 1940 se začal využívat v průmyslu jako rozpouštědlo a 

později byl poprvé DMSO použit jako léčebná indikace při intersticiální cystitidě. Od té doby 

se DMSO podrobil několika studiím. Mezi jeho biologické účinky patří modulace syntézy 

kolagenu, vliv na neutrotransmitery a tím i samotnou nervovou soustavu, ale také působí 

změny morfologie fibroblastů a hepatocytů. Dále vykazuje myorelaxantní efekt a zachovává 
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stabilitu lysosomálních membrán, je schopen uvolňovat histamin a tím způsobuje 

vasodilataci. Zároveň vykazuje vysokou schopnost prostupovat přes jakoukoliv bariéru. 

Společně s cisplatinou se DMSO využívá ke zmírnění nefrotoxicity a zároveň nové studie 

ukázaly, že toto spojení potlačuje šíření karcinomu plic. Účinky DMSO ale stále nejsou úplně 

prozkoumány, a proto stále přetrvává nejistota v jeho použití, z velkého hlediska i ve 

veterinární medicíně (Madruga et al., 2017).  

DMSO efektivně proniká kůží, ovšem dříve byl zaměřen výsledek účinku pouze na 

lokální, nikoliv systémové vlastnosti této látky (Capriotti et Capriotti, 2012).  

1.6.4 Toxicita cisplatiny (CDDP) 

Cisplatina byla poprvé využita v pokusu pro výzkum růstu E. coli za použití platinové 

elektrody. Docházelo zde ke tvorbě cisplatiny jakožto meziproduktu, což způsobovalo úhyn 

bakterií. Následně byl toxin zkoumán detailněji a zjistilo se, že je schopen vyskytovat se ve 

stereoizomerech cis a trans. Stereoizomer cis, tedy cisplatina, je účinnější (Lippert, 1999). 

Cisplatina se tedy začala využívat při léčbě nádorových buněk jako chemoterapeutikum a byla 

zapsána jako léčivo především při boji proti rakovině vaječníků a varlat (Carpenter, 2010). 

Stejně tak jako jiné toxiny, má i samotná cisplatina některé nežádoucí účinky. Jsou jimi 

nefrotoxicita, neurotoxicita a ototoxicita. Zároveň cisplatina vyvolává pocity na zvracení až 

zvracení (Kelland, 2007). Dalšími komplikacemi, se kterými se u léčby pomocí cisplatiny 

můžeme setkat, jsou rezistence nádorových buněk a její vznik, či úplné potlačení žádoucí 

reakce cisplatiny na nádorovou buňku (Stordal et al., 2007). Některé buňky již mají vrozenou 

rezistenci vůči cisplatině, jiné tuto rezistenci mohou získat. Mezi tyto buňky řadíme například 

buňky karcinomu ovarií, kde dochází k mutaci v genu BRCA2, který je úzce spjat s opravou 

DNA, čímž brání cisplatině poškodit danou buňku (Sakai et al., 2008; Stewart, 2007). 

Účinek cisplatiny je docílen pomocí několika mechanismů. První z nich je 

intracelulární aktivace cisplatiny po proniknutí do nitra buňky, kdy dojde k odštěpení ligandu 

a vzniku mono- nebo disubstituovaných metabolitů. Zde je tedy uplatněn mechanismus 

alkylace. Poté je uplatněn mechanismus druhý, tedy že je cisplatina schopna se vázat na 

cílové struktury uvnitř buňky (Florea et Büsselberg, 2011; Wheate, 2010). Následkem toho 

dochází k interakci cisplatiny s DNA, což způsobuje blokaci replikace a transkripce, čímž 

jsou ovlivněny některé signální dráhy buňky, které později vedou k buněčné smrti. 

Mechanismus blokace replikace či transkripce je ale závislý na typu aduktu cytostatika a 

vlákna dvoušroubovice DNA (Todd et Lippard, 2009). Buněčný systém je však schopen 

typy aduktů rozpoznat pomocí proteinů, což je jeden z prvních obranných mechanismů při 
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interakci buňky s cisplatinou. Tyto opravné proteiny jsou tedy zodpovědné za sled signální 

dráhy, která postupně vede ke smrti buněk (Cepeda et al., 2007; Siddik, 2003). 

U průběhu apoptózy bylo pojednáno o proteinu p53, který by mohl souviset 

s toxikologií cisplatiny. Protein p53 hraje totiž svoji roli při opravách DNA, následném 

zastavení buněčného cyklu a spuštění buněčné apoptózy. p53 je aktivován právě blokací 

transkripce, což je způsobeno působením cisplatiny. Tímto krokem lze pozastavit buněčný 

cyklus. Ve zdravé buňce má tedy funkci obrany proti změnám, jež by vedly ke vzniku nádorů, 

ale již u vzniklé nádorové buňky je tento protein zmutován, čímž dochází ke ztrátám jeho 

funkce a buněčné proliferaci (Siddik, 2003; Wang et Lippard, 2005). 

Cisplatina je toxin, který má schopnost akumulovat se v buňkách a tím indukovat 

tvorbu ROS, což vyvolává v závislosti na jeho koncentraci a délce jeho působení určitý typ 

buněčné smrti. Při vystavení buňky malé koncentraci cisplatiny po dlouhou dobu vede toto ke 

spuštění apoptických signálů a tím buněčné smrti pomocí apoptózy. Oproti tomu při vystavení 

buňky vysoké koncentraci cisplatiny stačí krátká doba k tomu, aby buňka uhynula za pomoci 

nekrózy (Brozovic et al., 2010; Filipski et al., 2009; Rabik et al., 2007).  

Cisplatina se může uvnitř buňky vázat i na thiolové skupiny za pomoci glutathion-S-

transferasy, ale i neenzymaticky. Thiolovou skupinu obsahuje například glutathion a v této 

chvíli, kdy dojde k navázání cisplatiny, dochází k cisplatinové inaktivaci. Ovšem pokud se 

jedná o buňky rezistentní, hladina GSH může být zvýšena. Čím vyšší hladiny GSH, tím větší 

pravděpodobnost rezistence nádorových buněk na cisplatinu (Amptoulach et Tsavaris, 2011; 

Goodman et al., 2011; Rabik et Dolan, 2007). Vzhledem k tomu, že cisplatina je toxinem 

interagujícím s GSH, narušuje značně i samotný antioxidační systém buněk a je schopna 

inhibovat některé antioxidační enzymy. Jsou jimi například glutathion-S-transferasa a 

glutathionperoxidasa, čím dochází ke vzniku ROS v nitru buňky. Toto působení se projevuje 

především na snížení membránového potenciálu u mitochondrií vedoucímu ke zborcení 

metabolismu buňky a její následné smrti apoptózou (Khynriam et Prasad, 2002; Rybak et 

al., 2007; Saad et al., 2004). 

1.6.5 Toxicita diethylmaleátu (DEM) 

Diethylmaleát (DEM) je maleátový ester, který vzniká kondenzací kyseliny maleinové 

a ethanolu. Jeho úlohou je vychytávání glutathionu, čímž způsobuje jeho depleci (Gaubin et 

al., 2000). Účinky DEM na intracelulární hladiny GSH byly zkoumány po dobu několika let. 

Mechanismus snižování koncentrace GSH za pomoc DEM je způsoben reakcí GSH s DEM za 

katalýzy glutathion-S-transferasy. Při této reakci dochází k vychytávání GSH a tím se zvyšuje 
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akumulace ROS uvnitř buňky, což vede k její smrti. Tento mechanismus samozřejmě závisí 

na koncentraci a čase působení DEM (Gaubin et al., 2000; Sen et Packer, 2002). Buňky, 

které byly vystaveny účinku DEM, vykazovaly rychlý a trvalý pokles hladiny GSH oproti 

kontrolním buněčným kulturám. Zároveň na tomto základě hladiny GSSG vzrostly již po 

12 hodinách a do 24 hodin zůstaly zvýšeny, čímž hladiny GSH po 24 hodinách inkubace 

klesly téměř na nulu (Casey et al., 2002; Gaubin et al., 2000). DEM také indukoval změnu 

regulace metabolismu GSH u rakovinných buněk. Zdá se, že DEM modifikuje mikroprostředí 

transformovaných buněk a tím omezuje jejich růst (Priya et al., 2014). Ovšem k takovému 

efektu nedochází z příčin zvýšení propustnosti buněčné membrány, či narušení mitochondrií, 

jako je tomu u některých jiných toxinů, ale pouze vychytáním GSH a jeho deplecí (Spiess et 

al., 2010). 
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2 CÍL PRÁCE 

1) Využití buněčných linií A549 a Jurkat pro optimalizaci stanovení buněčné viability a 

koncentrace glutathionu. 

 

2) Charakterizovat vztah buněčné viability a glutathionové deplece při studiu 

cytotoxicity u cisPt, diethylmaleátu, Cd, tBHP či jiných. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Pomůcky a přístroje 

• Automatický pipetor Accujet-Pro (BrandTech Scientific, Německo) 

• CASY counter (Roche, Švýcarsko) 

• Centrifuga Labofuge 400 (HERAEUS Instruments, Německo) 

• Inkubátor Memmert (IndiaMART, Indie) 

• Invertovaný mikroskop Primo Vert (Carl Zeiss, USA) 

• Kultivační lahve, misky a další plastové pomůcky pro buněčné linie (TPP, Švýcarsko) 

• Laminární box Airstream (ESCO, USA) 

• Lednice a mrazák (Liebherr, Německo) 

• Mikrotitrační destičky 96jamkové (Nunc, Dánsko) 

• Pipety Eppendorf (Eppendorf, Německo) 

• Spektrofotometr a spektrofluorometr Tecan Spark (Tecan, Rakousko) 

 

Software 

• Tecan SparkControl 

• Microsoft Office – Word, Excel (Microsoft, USA) 

3.2 Seznam použitých chemikálií 

• Cell proliferation reagent WST-1 (Roche, Německo) 

• Cisplatina, cisPt (Mr = 300,05; Sigma Aldrich, USA) 

• Diethylmaleát, DEM (Mr = 172,18; Sigma Aldrich, USA) 

• Dimethylsulfoxid, DMSO (Mr = 78,13; Sigma Aldrich, USA) 

• Fluorescenční sonda monochlorobiman, MCB (Mr = 226,66; Sigma Aldrich, USA) 

• Tert-butylhydroperoxid, tBHP (Mr = 146,23; Sigma Aldrich, USA) 

3.3 Kultivace buněk A549 

Pro kultivaci buněk A549 byly použity tyto chemikálie: 

• Buněčná linie adenokarcinomu lidských plic, A549 (ATCC, USA) 

 

• Minimum Essential Medium, MEM (Sigma Aldrich, USA) 

• RPMI 1640 (Biowest, Francie) 

• Fetální bovinní sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIMCO, USA) 
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• Glutamin, GLU (GIBCO, USA) 

• Pyruvát sodný, PYR (GIBCO, USA) 

• 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonová kyselina, HEPES (GIBCO, 

USA) 

• Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA) 

• Trypsin (GIBCO, USA) 

• Fosfátový pufr (pH 7,4), 10× koncentrovaný, PBS (GIBCO, USA) 

• Kompletní kultivační medium: MEM doplněné o 10% (v/v) fetálního bovinního séra, 

pyruvát, glutamin, HEPES, penicilin a streptomycin 

• Kultivační médium bez fenolové červeně: RPMI médium doplněné o 10% (v/v) 

fetálního bovinního séra, pyruvát, HEPES, penicilin a streptomycin 

• Inaktivační medium: kultivační medium MEM doplněné o 20% fetálního bovinního 

séra 

 

Buněčná linie A549 byla kultivována ve výše uvedeném kompletním kultivačním 

médiu. Výsledná denzita buněk A549 dosahovala 500 tis. buněk. Buňky A549 byly 

kultivovány při teplotě 37 °C a 5 % CO2 až do dosažení cca 70-80 % konfluence. Této 

hodnoty bylo dosaženo přibližně po každých třech až čtyřech dnech, kdy byla také provedena 

pasáž buněk. Výsledné množství buněk bylo vypočteno za pomoci přístroje CASY counter 

(Roche, Švýcarsko). Následně byly nasazeny 96jamkové destičky z potřebné suspenze o 

koncentraci buněk 15 tis. na jamku za použití kompletního kultivačního média. Toto médium 

bylo v době experimentu vždy čerstvé a veškeré experimenty byly provedeny za použití 4. až 

20. pasáže buněk.  

3.4 Kultivace buněk Jurkat 

Pro kultivaci buněk Jurkat byly použity tyto chemikálie: 

• Buněčná linie lymfoblastomu lidských T-lymfocytů, Jurkat (ATCC, USA) 

 

• RPMI 1640 (Biowest, Francie) 

• Fetální bovinní sérum, FBS (Fetal Bovine Serum) (GIMCO, USA) 

• Glutamin, GLU (GIBCO, USA) 

• Neesenciální aminokyseliny, NAA (GIBCO, USA) 

• Pyruvát sodný, PYR (GIBCO, USA) 
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• 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonová kyselina, HEPES (GIBCO, 

USA) 

• Penicilin/Streptomycin, P/S (GIBCO, USA) 

• Fosfátový pufr (pH 7,4), 10× koncentrovaný, PBS (GIBCO, USA) 

• Kompletní kultivační medium: RPMI doplněné o 10% (v/v) fetálního bovinního séra, 

pyruvát, glutamin, neesenciální aminokyseliny, HEPES, penicilinu a streptomycinu 

• Kultivační médium bez fenolové červeně: RPMI médium doplněné o 10% (v/v) 

fetálního bovinního séra, neesenciální aminokyseliny, glutamine, pyruvátu, HEPES, 

penicilinu a streptomycinu 

 

Buněčná linie Jurkat byla kultivována ve výše uvedeném kompletním kultivačním 

médiu. Výsledná denzita buněk Jurkat dosahovala 500 tis. buněk. Buňky Jurkat byly 

kultivovány při teplotě 37 °C a 5 % CO2 až do dosažení cca 70-80 % konfluence. Této 

hodnoty bylo dosaženo přibližně po každých sedmi dnech, kdy byla také provedena pasáž 

buněk. Zároveň každé tři až čtyři dny docházelo k výměně média. Výsledné množství buněk 

bylo vypočteno za pomoci přístroje CASY counter (Roche, Švýcarsko). Následně byly 

nasazeny 96jamkové destičky z potřebné suspenze o koncentraci 60 tis. buněk na jamku za 

použití kultivačního média bez fenolové červeně. Toto médium bylo v době experimentu 

vždy čerstvé a veškeré experimenty byly provedeny za použití 3. až 11. pasáže.  

3.5 Příprava roztoků 

Fosfátový pufr 

 Pro přípravu fosfátového pufru bylo smícháno 45 ml deionizované vody s 5 ml 

fosfátového pufru. Takto připravený pufr byl skladován v lednici při teplotě 4 °C, kdy doba 

uchování nepřekročila dobu 14 dnů.  

 

Pracovní roztok cisplatiny (cisPt) 

 Ze zásobního roztoku cisplatiny o koncentraci 1 mmol/l byly za pomoci ředění 

připraveny koncentrace 50 µmol/l a 100 µmol/l. Pro ředění bylo použito médium bez 

fenolové červeně a takto připravené pracovní roztoky toxinů byly vždy čerstvé v den 

ovlivnění buněk. 
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Pracovní roztok diethylmaleátu (DEM) 

Ze zásobní lahve bylo odebráno potřebné množství diethylmaleátu, který byl naředěn 

na koncentrace 0,1 mmol/l, 0,5 mmol/l a 2 mmol/l. Takto připravené koncentrace toxinu byly 

v den ovlivnění vždy čerstvé. Ředění proběhlo stejně jako v předchozím případě v médiu bez 

fenolové červeně.  

 

Pracovní roztok dimethylsulfoxidu (DMSO) 

Ze 100% zásobního roztoku DMSO byly připraveny příslušné koncentrace k ovlivnění 

buněk. Koncentrace připravených pracovních roztoků v médiu bez fenolové červeně byly 1%, 

3% a 7%. Pracovní roztoky byly vždy čerstvé. 

 

Pracovní roztok tert-butylhydroperoxidu (tBHP) 

Ze zásobního 5,5 mol/l roztoku tBHP byly připraveny pomocí ředění koncentrace 

10 µmol/l, 50 µmol/l a 100 µmol/l. Pracovní roztoky byly ředěny v médiu bez fenolové 

červeně a jejich příprava proběhla vždy v den ovlivnění buněk. 

 

Pracovní roztok pro fluorometrické stanovení glutathionu 

Pro buňky A549 byl připraven pracovní roztok smícháním PBS s zásobním roztokem 

monochlorbimanů (Čapek et al., 2017). Pro buňky Jurkat byl připraven pracovní roztok o 

dvojnásobném množství oproti buňkám A549. Tyto roztoky byly vždy připravovány čerstvé 

před daným testováním. 

3.6 Testování cytotoxicity daných toxinů 

K testování cytotoxicity buněčných linií A549 a Jurkat byly použity vybrané toxiny 

jako cisplatina, diethylmaleát, DMSO a tBHP. Vliv toxinů byl sledován pomocí testů, kdy 

buněčná viabilita byla hodnocena pomocí testu WST-1 a hladina intracelulárního glutathionu 

pomocí fluorometrické detekce MCB.  

Veškeré tyto testy byly prováděny v 96jamkových destičkách, kdy na jednu jamku této 

destičky bylo nasazeno 15 tis. buněk pro linii A549 a 60 tis. buněk pro linii Jurkat. U buněk 

A549 následovala 24hodinová inkubace, aby tyto adherentní buňky dostatečně přisedly na 

povrch destičky. Následovalo odpipetování kultivačního média a přidání média bez fenolové 

červeně s již naředěnou příslušnou koncentrací toxinu o objemu 100 µl/jamku. Ke kontrolním 

buňkám bylo přidáno pouze médium bez fenolové červeně. U buněk Jurkat po nasazení 

destičky nebyla prováděna inkubace, ale tyto buňky vzhledem k jejich suspenznímu 
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charakteru bylo možné ovlivnit ještě tentýž den. K připraveným buňkám bylo přidáno 20 µl 

média bez fenolové červeně s naředěným toxinem.  

3.6.1 Fluorometrické stanovení hladiny glutathionu 

Pro fluorometrické stanovení glutathionu se upřednostňují metody, které jsou citlivé a 

zároveň vykazují vysokou specifitu. Z hlediska využití fluorescenčních sond sem patří 

monochlorobimany (MCB), které fluoreskují až po průniku buněčnou membránou a navázání 

na glutathion, kdy vzniká fluorescenční produkt (Čapek et al., 2017; Kamencic et al., 2000).  

U linie A549 došlo nejprve k nasazení destiček s buněčnou suspenzí 15 tis. buněk na 

jamku o objemu 100 µl. Po 24 hodinách byl tento objem odpipetován a přidán objem 100 µl 

s již naředěným toxinem v médiu bez fenolové červeně. Takto ovlivněné buňky byly 

inkubovány po určenou dobu a poté byl přidán reagent MCB v objemu 20 µl na jamku.  

U linie Jurkat byla do destičky nasazena suspenze 60 tis. buněk na jamku v celkovém 

objemu 180 µl. Vzhledem k suspenznímu charakteru těchto buněk byly buňky ovlivněny 

ihned a to objemem 20 µl na jamku pracovního roztoku s naředěným toxinem. Objem 

přidávaného MCB zde činil 40 µl na jamku. 

Po přidání MCB byla vždy u příslušných destiček proměřena intenzita fluorescence 

pomocí spektrofotometru Tecan Spark (EX/EM = 394/490 nm). Určené časové intervaly 

detekce glutathionu byly měřeny v rozmezí 1-24 hodin a změna fluorescenčního signálu byla 

vždy vztažena ke kontrolním buňkám, jež činila 100 %. 

3.6.2 WST-1 test 

WST-1 test se využívá k hodnocení viability a proliferace buněk, i jako ukazatel 

cytotoxicity. Je zde spektrofotometricky měřena absorbance při 440 nm. Principem tohoto 

testu je redukce tetrazoliových solí na žlutý formazan za působení mitochondriálních 

dehydrogenas, kdy množství vzniklého formazanu je přímo úměrné počtu metabolicky 

aktivních buněk (Yin et al., 2013). 

U linie A549 i Jurkat byly pro WST-1 test použity příslušné 96 jamkové destičky. 

Reagent WST byl přidáván v souladu s komerčním návodem. Po přidání WST byla vždy u 

příslušných destiček proměřena absorbance pomocí spektrofotometru Tecan Spark při 440 

nm.  

Časové intervaly měřené za pomoci testu WST u jednotlivých buněčných linií byly v rozmezí 

1-24 hodin. Změna absorbance byla vždy stažena ke kontrolním buňkám, kde činila 100 %. 
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Modelové stanovení buněčné viability a koncentrace glutathionu 

S využitím buněčných linií A549 a Jurkat byla stanovena cytotoxicita a koncentrace 

GSH po působení toxinů o různých koncentracích. Byly jimi 1%, 3% a 7% DMSO, dále 

10 µmol/l, 50 µmol/l a 100 µmol/l tBHP, 50 µmol/l a 100 µmol/l CDDP a 0,5 mmol/l a 

2 mmol/l DEM. Buněčná viabilita byla hodnocena pomocí testu WST-1, koncentrace 

glutathionu byla stanovena pomocí fluorometrického stanovení. A549 a Jurkat buňky byly 

inkubovány po dobu 3 a 24 hodin s uvedenými toxiny.  

 

4.1.1 Stanovení cytotoxicity - 3 h inkubace  

V grafu 1 můžeme vidět srovnání působení jednotlivých toxinů a jejich koncentrací u 

buněk A549 po inkubaci tří hodin. Je zde patrné, že u působení CDDP došlo k poklesu 

koncentrace GSH i buněčné viability téměř na nulu již po třech hodinách. Oproti tomu u 

expozice ostatním toxinům je vidno, že snížení koncentrace GSH ve třetí hodině předchází 

snížení buněčné viability. Z vybraných koncentrací DMSO vykazuje nejvyšší toxicitu 7% 

DMSO. Koncentrace 10 µmol/l a 50 µmol/l tBHP mají na buňky po třech hodinách obdobný 

cytotoxický vliv. Při srovnání všech uvedených toxinů vykazuje inkubace buněk s DEM 

největší depleci GSH, která předchází snížené buněčné viabilitě. Zatímco koncentrace GSH u 

buněk při inkubaci s 0,5 mmol/l DEM vykazuje značnou depleci, vidíme, že daný toxin snížil 

buněčnou viabilitu prozatím na cca 83 %. 
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Graf 1: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu u vybraných toxinů - A549 buňky. (DMSO – 

dimethylsulfoxid; tBHP – tert-butylhydroperoxid; CDDP – cisplatina; DEM – diethylmaleát). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 3 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 10-20).  

 

U buněk Jurkat došlo po třech hodinách inkubace (graf 2) s 7% DMSO k poklesu 

buněčné koncentrace GSH a zároveň redukci viability. V porovnání s buňkami A549 vidíme 

opačný efekt vztahu buněčné viability a koncentrace GSH u zbylých koncentrací DMSO, tedy 

u 1% a 3% DMSO, a zároveň všech koncentrací tBHP, kdy pokles viability buněk mírně 

předchází poklesu koncentrace GSH. Rozdíl oproti buňkám A549 vykazují buňky Jurkat i u 

inkubace s CDDP, kdy po třech hodinách od ovlivnění došlo k poklesu koncentrace GSH, 

které předcházelo poklesu viability buněk. Obě tyto hodnoty ale jsou zde vyšší než 60 %. U 

buněk A549 však již po tříhodinové expozici došlo k poklesu obou hodnot téměř na nulu. 

2 mmol/l DEM indukoval pokles buněčné viability u buněk Jurkat na polovinu buněčné 

viability buněk A549, zatímco koncentrace GSH zde klesla na 3 % v porovnání s A549, kde 

koncentrace GSH byla 17 %. Ve stejném trendu je patrný i pokles hladiny GSH u buněk 

ovlivněných koncentrací 0,5 mmol/l DEM. 
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Graf 2: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu vybraných toxinů – Jurkat buňky. (DMSO – 

dimethylsulfoxid; tBHP – tert-butylhydroperoxid; CDDP – cisplatina; DEM – diethylmaleát). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 3 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 10-20). 

 

4.1.2 Stanovení cytotoxicity - 24 h inkubace  

Po 24hodinové expozici vybraným toxinům již došlo k výraznějším detekovaným 

změnám. Tyto změny můžeme vidět v grafu 3. U buněk A549, na které působil 7% DMSO, 

došlo k poklesu koncentrace GSH téměř na polovinu tříhodinové expozice. Stejný pokles 

vykazovala i buněčná viabilita. Buňky ovlivněné 3% DMSO vykazovaly oproti buňkám 

ovlivněným 7% DMSO menší pokles GSH a buněčné viability. Předcházející úbytek 

koncentrace GSH a poté snížení buněčné viability však zůstal nezměněn. U ovlivnění buněk 

pomocí tBHP však došlo k navýšení buněčné koncentrace GSH, ale oproti výsledkům ze třetí 

hodiny viabilita buněk vzrostla. Buňky inkubované 24 hodin s 0,5 mmol/l DEM vykazují 

v porovnání s výsledky ze třetí hodiny inkubace pokles viability téměř na polovinu, zatímco 

koncentrace GSH se významně nezměnila. Zajímavé však je, že u buněk A549 inkubovaných 

s 2 mmol/l DEM je koncentrace GSH již vyčerpána a buňky mají téměř nulovou viabilitu.  
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Graf 3: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu u vybraných toxinů – A549 buňky. (DMSO – 

dimethylsulfoxid; tBHP – tert-butylhydroperoxid; CDDP – cisplatina; DEM – diethylmaleát). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 10-20). 

 

U buněk Jurkat po 24hodinové expozici 0,5 mmol/l DEM došlo k poklesu viability 

z 67 % v grafu 2 téměř na nulu (graf 4). Obdobně poklesla i buněčná viabilita u buněk 

inkubovaných s nižší koncentrací DEM. Zároveň z grafu 3 a grafu 4 je patrné, že nejmenší 

cytotoxický účinek na oba typy buněk vykazovaly 1% DMSO a 10 µmol/l tBHP. Avšak 

7% DMSO a 100 µmol/l tBHP způsobovaly u buněk Jurkat jedny z největších cytotoxicit, 

zatímco u A549 tomu tak nebylo. Nadále byl u obou buněčných linií po 24hodinové expozici 

50 µmol/l a 100 µmol/l CDDP prokázán pokles hladiny GSH a buněčné viability na 0 %. 
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Graf 4: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu vybraných toxinů – Jurkat buňky. (DMSO – 

dimethylsulfoxid; tBHP – tert-butylhydroperoxid; CDDP – cisplatina; DEM – diethylmaleát). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 10-20). 

 

 Z důvodu cytotoxicity CDDP, která způsobila u A549 a Jurkat buněk po 24 hodinách 

pokles buněčné viability až na 0 %, byl tento toxin z dalších experimentů vyloučen. Bylo totiž 

třeba charakterizovat vztah buněčné viability a koncentrace GSH v závislosti na době 

expozice toxinu. Pokles obou hodnot na 0 % by byl tedy pro takové experimenty nežádoucí. 

Z hlediska detailního stanovení vztahu buněčné viability a koncentrace GSH byly pro další 

experimenty vybrány toxiny s koncentracemi 3% DMSO, 50 µmol/l tBHP a 0,5 mmol/l 

DEM. Zároveň došlo k využití 0,1 mmol/l DEM. Bylo tomu z důvodu vychytávání GSH 

pomocí DEM, díky čemuž hladina GSH i buněčná viabilita poklesli na nulu u buněk 

inkubovaných s 2 mmol/l DEM. 
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4.2 Charakterizace vztahu buněčné viability a koncentrace glutathionu 

S využitím buněčných linií A549 a Jurkat byla stanovena cytotoxicita a koncentrace 

GSH po působení toxinů o různých koncentracích. Byly jimi 3% DMSO, 50 µmol/l tBHP a 

0,1 mmol/l a 0,5 mmol/l DEM. Stejně jako v experimentech předchozích byla buněčná 

viabilita hodnocena pomocí testu WST-1, koncentrace glutathionu byla stanovena pomocí 

fluorometrického stanovení. Oproti předchozím experimentům se však doba inkubace buněk 

A549 a Jurkat rozšířila na 1, 3, 6, 8, 18, 21 a 24 hodin.  

 

4.2.1 Toxicita dimethylsulfoxidu 

V experimentech modelového stanovení cytotoxicity a koncentrace GSH byla zmíněna 

hypotéza, že snížení koncentrace GSH u A549 ovlivněných DMSO předchází snížení viability 

buněk. V detailnějším experimentu charakterizace vztahu viability a koncentrace GSH s 

využitím více časových limitů byla tato hypotéza potvrzena. Po stanovení cytotoxicity a 

koncentrace GSH nedošlo ani po 24 hodinách k rapidnímu snížení hladiny GSH a tím i 

buněčné viability. Se stejným výsledkem se setkáváme i nyní v experimentu charakterizace 

vztahu buněčné viability a koncentrace GSH. Z grafu 5 je patrno, že u expozice 3% DMSO 

došlo u A549 ke snížení hladiny GSH na 79±5 % a snížení buněčné viability na 87±8 % již po 

jedné hodině. V průběhu působení DMSO na buňky po dobu 24 hod hladina GSH neklesla 

pod 68 % a viabilita se snížila maximálně na 75 %. V rámci odchylek, které jsou zobrazeny 

v grafu 5, vidíme, že se hladina koncentrace GSH i buněčná viabilita pohybují téměř na stejné 

úrovni.  
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Graf 5: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – A549 buňky. DMSO (3 %). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-16). 
 

 

Buňky Jurkat vykazovaly opačný pokles koncentrace GSH a buněčné viability než 

tomu bylo u buněk A549. Tento efekt je patrný z grafu 6. Na počátku inkubace až do 8 hodin 

působení 3% DMSO jsou koncentrace GSH a buněčná viabilita téměř na stejné úrovni. Po 

dosažení inkubace 18 hodin dochází nejprve u buněk Jurkat k redukci buněčné viability a poté 

koncentrace GSH. Následně po 24hodinové expozici klesá buněčná viabilita na 24±6 % a 

hladina GSH na 31±17 %. Při porovnání buněk Jurkat s A549 je vidět, že po 24 hodinách 

působení 3% DMSO došlo u buněk Jurkat k většímu poklesu GSH i buněčné viability oproti 

buňkám A549. Buněčná linie Jurkat je tedy k DMSO citlivější a snížení buněčné viability 

předchází poklesu hladiny GSH. Buňky A549 vykazují efekt opačný.  
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Graf 6: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – Jurkat buňky. DMSO (3 %). Kontrola = 100 %; 

doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ fluorometrické stanovení 

(EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-24). 

 

 

4.2.2 Toxicita tert-butylhydroperoxidu 

Stejně tak jako DMSO i tBHP účinkuje na buňky A549 podobně. Snížená hladina 

GSH zde předchází snížení buněčné viability. Opět lze ale vidět, že inkubace buněk A549 s 

50 µmol/l tBHP způsobuje nižší cytotoxicitu než u buněk Jurkat. Tento efekt je patrný z grafu 

7, kde koncentrace GSH neklesla pod 70 %. Také buněčná viabilita neklesla na méně jak 

90 % kontrolních hodnot ani po 24hodinové expozici 50 µmol/l tBHP.  
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Graf 7: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – A549 buňky. tBHP (50 µmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-16). 

 

 

 

Buňky Jurkat inkubované s 3% DMSO vykazovaly k buňkám A549 opačný trend 

poklesu koncentrace GSH a viability. Tento rozdíl v poklesu hladiny GSH a buněčné viability 

byl zaznamenán i u buněk Jurkat inkubovaných s 50 µmol/l tBHP. Zde opět pokles buněčné 

viability předchází poklesu koncentrace GSH. Rozdílem však je, že pokles hladiny GSH 

předchází redukci viability již od první hodiny expozice. Z grafu 8 můžeme vidět, že v osmé 

hodině klesla koncentrace GSH pod 30 % a buněčná viabilita již na 13 %. Následně po 

18hodinové expozici jsou všechny buňky Jurkat nejspíše mrtvé.  
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Graf 8: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – Jurkat buňky. tBHP (50 µmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-24). 

 

4.2.3 Toxicita diethylmaleátu 

Byly využity dvě koncentrace diethylmaleátu. Z grafu 9 a grafu 10 si můžeme 

povšimnout vztahu viability buněk A549 a koncentrace GSH za působení 0,1 mmol/l a 

0,5 mmol/l DEM. U obou koncentrací byl prokázán podobný trend poklesu hladiny GSH a 

buněčné viability. Rozdíl byl nalezen pouze u vyšší koncentrace DEM, kdy dochází k lepší 

účinnosti. I přes to ale stále více jak 60 % buněk vykazuje svou životaschopnost. Koncentrace 

GSH je pak ve většině časových limitů poloviční v porovnání s viabilitou. Zároveň úbytek 

hladiny GSH předchází ztrátě buněčné viability. Tento trend je způsoben schopností DEM 

vychytávat GSH, čímž tedy jeho hladiny ve vztahu k viabilitě značně klesly. U expozice 

0,1 mmol/l DEM, ani 0,5 mmol/l DEM neklesla koncentrace GSH pod 30 %.  
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Graf 9: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – A549 buňky. DEM (0,5 mmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-16). 

 

 

 

 
 

Graf 10: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – A549 buňky. DEM (0,1 mmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-16). 
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DEM na buňky Jurkat působí ve stejném trendu jako je tomu u A549. Deplece GSH 

předchází poklesu buněčné viability. Buňky Jurkat a A549 se však liší mírou deplece GSH a 

poklesu viability. Zatímco se u A549 koncentrace GSH nesnížila pod 30 % ani po inkubaci s 

koncentrací 0,5 mmol/l DEM, buňky Jurkat vykazují značný rozdíl v míře deplece GSH. Z 

grafu 11 se můžeme přesvědčit, že 0,5 mmol/l DEM indukuje pokles hladiny GSH u buněk 

Jurkat pod 30 % a to již v osmé hodině expozice. Po 24 hodinách pak následuje snížení 

buněčné viability až na 12 %. Stejný trend redukce hladiny GSH a buněčné viability můžeme 

vidět i v grafu 12. K redukci hladiny GSH a buněčné viability však došlo v menší míře. Je 

tomu z důvodu využití nižší koncentrace (0,1 mmol/l DEM).  

Porovnání s modelovými experimenty, kde byla využita koncentrace 0,5 mmol/l 

DEM, došlo po 24 hodinách inkubace buněk k úplné ztrátě koncentrace GSH. Z toho důvodu 

vymizela i buněčná viabilita (graf 4). U obou buněčných linií bylo prokázáno, že DEM je 

schopen vychytávat GSH. Rozdílem však jsou jeho použité koncentrace, které by nejspíše u 

buněčné linie A549 bylo třeba navýšit. Trend poklesu hladin GSH a buněčné viability je ale u 

obou buněčných linií velmi podobný. 

 

 
 

Graf 11: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – Jurkat buňky. DEM (0,5 mmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-24). 
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Graf 12: Vztah viability buněk a koncentrace glutathionu – Jurkat buňky. DEM (0,1 mmol/l). 

Kontrola = 100 %; doba inkubace 1-24 hod.; viabilita buněk ˗ WST-1 test (440 nm); koncentrace GSH ˗ 

fluorometrické stanovení (EX/EM = 394/490 nm). Průměr ± SD (n = 4-24). 
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5 DISKUZE 

Vztah koncentrace glutathionu a buněčné viability je v dnešní době čím dál více 

diskutovaným tématem. Glutathion je možné nalézt v každé tělní buňce a vyskytuje se 

přirozeně v mnoha živých organismech. Zastává funkci antioxidantu, čímž detoxifikuje 

xenobiotika, udržuje průběh buněčného cyklu, podílí se na apoptóze a dalších procesech. Pro 

sledování těchto dějů in vitro se využívají různé izolované buněčné kultury. Pro experimenty 

in vitro se využívá uměle připravených médií, atmosféry s vyšším tlakem kyslíku, než je tomu 

u in vivo a dále zde nejsou přítomny další typy buněk. Ke stanovení glutathionu se dnes 

využívají spektrofotometrické metody a dále i spektrofluorimetrické metody. 

Spektrofluorimetrické metody mají oproti spektrometrickým vyšší specifičnost a citlivost. Ke 

stanovení lze využívat i elektrochemické a separační metody. Díky těmto metodám je možné 

glutathion stanovit nejen u kultivovaných buněčných kultur in vitro, ale i v 

samotném biologickém materiálu.  

Testování toxicity některých toxinů u rakovinových buněk a stanovení hladiny GSH 

může být dobrým ukazatelem pro budoucí onkologickou léčbu. Pro testování cytotoxicity jsou 

využívány dané in vitro testy. Zejména sem patří metody kolorimetrické, jako MTT test, XTT 

či WST-1 test, ale i testy s využitím barviv, jako jsou neutrální červeň či trypanová modř. 

MTT test pracuje na principu měření metabolické aktivity buněk, kdy dochází k redukci 

tetrazoliové soli MTT (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na 

nerozpustný formazan. Na stejném principu pracuje i XTT test, kdy je redukován 2,3-bis[2-

methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilid opět na formazan. U testu 

WST-1 je přeměňováno činidlo WST. U všech těchto metod dochází k přeměně tetrazoliové 

soli na formazan za pomoci mitochondriálních dehydrogenáz. Poté je pomocí 

spektrofotometrického stanovení měřena hodnota absorbance (Halberstadt et Emerich, 

2011; Kanďár, 2016; Nýdlová et al., 2014; Pastore et al., 2003; Präbst et al., 2017). 

V této diplomové práci byly využity fluorimetrické a spektrometrické metody. Díky 

nim byly stanoveny koncentrace GSH a viabilita zkoumaných buněk. Pomocí těchto výsledků 

jsme se snažili zjistit, zda některé toxiny působící na vybrané buňky mohou způsobovat 

pokles koncentrace GSH v buňce, který předchází redukci viability, či tomu může být naopak. 

Nejprve byly provedeny modelové experimenty s využitím více koncentrací jednotlivých 

toxinů, jež byly inkubovány s buňkami po dobu 3 a 24 hodin. Na základě výsledků těchto 

experimentů byly dále použity již konkrétní koncentrace dané toxické látky. Vybrány byly 

takové toxiny, jejichž hodnoty koncentrace GSH a buněčné viability neklesly na 0 % ani po 
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24 hodinách inkubace u experimentů modelového stanovení. Takový pokles dříve jak ve 

24. hodině by byl nežádoucí, protože by nebylo možné zachytit změny hladin GSH a buněčné 

viability v jednotlivých časových intervalech detailnějšího experimentu.  

Prvním toxinem využitým pro zkoumání vztahu buněčné viability a koncentrace GSH 

byla cisplatina. U linií A549 a Jurkat byly využity koncentrace 50 µmol/l a 100 µmol/l 

CDDP. U buněk A549 došlo již po 3hodinové expozici k poklesu buněčné viability na 0 % u 

obou využitých koncentrací. U linie Jurkat přetrvávala viabilita na cca 90 %. Zajímavé je, že 

v experimentu, který provedl tým doktora Shi došlo po 24hodinové expozici 80 µmol/l CDDP 

u buněk A549 k poklesu buněčné viability na 10 % (Shi et al., 2016). Tým doktora Shi však 

pro stanovení buněčné viability využil MTT test (Shi et al., 2016). U námi provedeného 

experimentu byl využit test WST-1, čímž se mohou výsledky lišit. Nadále tým doktora Shi 

použil buněčnou suspenzi 8 tis. buněk A549 na jamku, ale námi použitá suspenze byla 

připravena z 15 tis. buněk A549 na jamku (Shi et al., 2016). Po srovnání studie týmu doktora 

Shi s našimi experimenty lze usuzovat, že výsledky, které vykazují buňky A549 si jsou velmi 

blízké. 

Druhým z využitých toxinů byl dimethylsulfoxid. V rámci několika studií bylo 

zjištěno, že DMSO kromě svých funkcí rozpouštědla též vykazuje protinádorové účinky. 

Tento efekt může být důsledkem jeho přímých cytotoxických účinků (Hoang et al., 2010; 

Jiang et al., 2016; Jovanovic et al., 2016; Koiri et Trigun, 2011). Mezi buňkami A549 a 

Jurkat inkubovanými s 3% DMSO došlo k rozdílným poklesům hladin GSH a buněčné 

viability. U buněk A549 bylo zjištěno, že pokles hladiny GSH předchází poklesu buněčné 

viability, ale u buněk Jurkat je tomu naopak. Ve studii Dr. Hajighasema a jeho kolektivu 

(2017) byla prokázána cytotoxicita DMSO u buněk Jurkat v koncentracích vyšších jak 

2% DMSO po inkubaci 24 hodin. Viabilita buněk Jurkat u expozice 2% DMSO poklesla na 

63 % a u 5% DMSO na 35 %. Zároveň autoři provedli pokus i u jiných leukemických 

buněčných linií, kde nebyl prokázán žádný významný rozdíl v cytotoxicitě DMSO 

(Hajighasemi et Tajik, 2017). Vzhledem k výsledkům této studie a jimi použitých 

koncentrací 2% a 5% DMSO lze předpokládat, že u námi použité koncentrace 3% DMSO se 

bude viabilita buněk Jurkat pohybovat mezi 35-65 %. Viabilita buněk Jurkat u námi použitého 

3% DMSO byla stanovena na 24 %. Hodnota výsledku může být ovlivněna rozdílností 

použitého, kdy dr. Hajighasemi pro stanovení viability využil TB test (Hajighasemi et Tajik, 

2017), zatímco pro naše experimenty byl využit test WST-1. Z porovnání výsledků Dr. 

Hajighasemi a jeho týmu s našimi experimenty na buňkách Jurkat vidíme, že si jsou výsledky 

velmi blízké. Buňky A549 však po ovlivnění 3% DMSO vykazovaly značný rozdíl 
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v porovnání s buňkami Jurkat. Za celou dobu expozice 3% DMSO totiž koncentrace GSH u 

buněk A549 neklesla pod 68 % a buněčná viabilita byla zredukována na pouhých 75 %. 

Koncentrace GSH a viabilita buněk se tedy pohybují téměř na stejné úrovni. I přes to ale 

můžeme potvrdit nález autorů, že leukemické buňky vykazují cytotoxicitu u koncentrací 

vyšších jak 2 % DMSO (Hajighasemi et Tajik, 2017). Závěrem lze tedy říci, že na rozdíl od 

buněk Jurkat nejsou A549 k DMSO citlivé. Může tomu být z důvodu jejich rozdílného 

charakteru, metabolismu a zároveň možné získané rezistence vůči DMSO. 

Dalším využitým toxinem byl tert-butylhydroperoxid. U buněk A549 exponovaných 

50 µmol/l tBHP jsme prokázali, že snížená hladina GSH předchází redukci viability buněk. K 

víceméně stejným výsledkům dospěla i studie profesora Tobwala a jeho týmu, kde po 

24hodinové expozici 50 µmol/l tBHP poklesla viabilita buněk na polovinu, zatímco hladina 

GSH se pohybovala již na 1/3 (Tobwala et al., 2014). Po 24hodinové expozici došlo u našeho 

experimentu k poklesu viability cca na 90 %. Tým profesora Tobwala stanovil po 

24 hodinách pokles viability již na 50 % (Tobwala et al., 2014). Tento rozdíl může být 

způsoben odlišným počtem buněk inkubovaných v jedné jamce 96jamkové destičky. U námi 

provedených experimentů byla přidávána suspenze 15 tis. buněk na jamku, kdežto u 

kolektivní studie profesora Tobwala byla připravena buněčná suspenze 12,5 tis. buněk na 

jamku. I přes mírný rozdíl v počtu nasazených buněk však mohlo dojít k rozdílům 

v přichycení buněk ke dnu 96jamkové destičky. Denzita 12,5 tis. buněk na jamku nasazená 

týmem profesora Tobwala nemusela být úplně optimální (Tobwala et al., 2014). Zároveň u 

této studie byla buněčná viabilita hodnocena pomocí Calcein AM assay, oproti tomu naše 

hodnocení viability proběhlo za pomoci testu WST-1 (Tobwala et al., 2014). Jednou z reakcí 

tert-butylhydroperoxidu je oxidace thiolové skupiny, kterou GSH obsahuje. Tím oslabuje 

buňku, která se pak nemůže bránit oxidačnímu stresu. Tento mechanismus vysvětluje pokles 

hladiny GSH u buněk A549 i Jurkat. Je ale zřejmé, že i přes vysvětlení poklesu GSH dochází 

u buněk Jurkat k jinému principu působení tBHP. Je tomu z důvodu předcházejícího poklesu 

viability buněk a následnému poklesu hladiny GSH, což buňky A549 vykazují opačně 

(Leverve, 2003). Doc. Kučera dle jeho výzkumu tvrdí, že u NH buněk již po 30minutové 

expozici 250 µmol/l tBHP klesla koncentrace GSH na 80 %. U SH buněk poklesla 

koncentrace GSH na 65 % při expozici stejné koncentrace toxinu (Kučera, 2014). V jeho 

práci byly ovlivněny hepatocyty a hladina GSH byla stanovena pomocí spektrofluorimetrie 

založené na reakci GSH a o-ftalaldehydu (Kučera, 2014). V naší práci vykazují buňky A549 

hladinu GSH 78 % po hodinové expozici 50 µmol/l tBHP. Nadále se ale hladina GSH drží 

téměř na stejné úrovni. Oproti tomu buňky Jurkat vykazují 95% hladinu GSH po hodinové 
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expozici a tato hladina dále klesá. Procentní rozdíl hladiny GSH v naší práci s porovnáním 

studie docenta Kučery může být způsoben rozdílnou koncentrací tBHP (Kučera, 2014). I přes 

lišící se metodu stanovení, rozdílnou časovou expozici a buněčnou linii lze potvrdit, že 

prvotní mechanismus působení tBHP na buňky je stejný. Nadále ve studii doc. Kučery došlo 

po hodinové inkubaci SH buněk s 10 µmol/l tBHP k poklesu buněčné viability na 50 % a 

inkubaci se 100 µmol/l tBHP na viabilitu 16 % (Kučera, 2014). V naší práci vykazovaly 

buňky A549 po inkubaci s 50 µmol/l tBHP 88% viabilitu a buňky Jurkat 85% viabilitu. I přes 

to, že v našem experimentu i studii doc. Kučery, byl pro stanovení viability využit WST-1 

test, výsledky jsou rozdílné (Kučera, 2014). Tento rozdíl je pravděpodobně způsoben 

hepatotoxicitou tBHP.  

Posledním využitým toxinem byl diethylmaleát. Vzhledem k literatuře a vyhledaným 

studiím je zřejmé, že DEM způsobuje vychytávání glutathionu, čímž způsobuje jeho depleci. 

U modelového experimentu ovlivnění buněk A549 s 2 mmol/l DEM došlo po 3 hodinách 

inkubace k úplnému vyčerpání GSH. Vyčerpání koncentrace GSH bylo doprovázeno 

buněčnou smrtí. Zde nastala hypotéza, že pokles hladiny GSH pod 30 % by mohl být pro 

buňky smrtelný. Některé studie totiž tvrdí, že koncentrace GSH je důležitým faktorem jak 

citlivosti na cytostatika, tak pro předpoklad poklesu buněčné viability (Aquilano et al., 2014). 

U buněk Jurkat došlo k poklesu hladiny GSH na 8 % již po 3hodinové expozici 0,5 mmol/l 

DEM. Tím jsme tedy předpokládali, že po 24hodinovém působení 0,5 mmol/l DEM na buňky 

Jurkat dojde k poklesu buněčné viability z 67 % téměř na nulu. Tento efekt byl také prokázán 

a hypotéza byla potvrzena i u experimentu s využitím širších časových limitů. Také studie 

Rutherfordové a Dr. Giesega provedená na buňkách U937 prokazuje naši hypotézu 

(Rutherford et Gieseg, 2011). Výsledkem experimentu Rutherfordové a Dr. Giesega bylo, že 

po 6hodinovém působení 0,25 mg/ml oxLDL došlo k poklesu koncentrace GSH téměř na 

0 %. Buňky však ještě v 6. hodině vykazovaly viabilitu na přibližně 25 %, ale po 9hodinové 

expozici byly již všechny mrtvé (Rutherford et Gieseg, 2011). 

U námi provedených experimentů je ve většině časových expozicích DEM u buněk 

A549 i Jurkat hladina GSH v porovnání s buněčnou viabilitou znatelně nižší. To je způsobeno 

schopností u DEM vychytávat glutathion. Hladina GSH je u buněk Jurkat na nižší úrovni, než 

je tomu u buněk A549. Zároveň je takto snížena i buněčná viabilita, což prokazuje větší 

citlivost buněk Jurkat na působení DEM. V experimentu provedeném týmem Dr. Kaura byla 

stanovena koncentrace GSH a viabilita buněk po 12hodinové expozici 3 mmol/l DEM za 

pomoci testu MTT (Kaur et al., 2006). Pro stanovení byly využity neurony a astrocyty. 

V této práci po 12hodinové expozici vykazovaly neuronální buňky 80% viabilitu, koncentrace 
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GSH byla 63 %. U astrocytů byla hodnota viability a koncentrace GSH na stejné úrovni 85 % 

(Kaur et al., 2006). V naší práci u buněk A549 po expozici koncentraci 0,5 mmol/l DEM 

byly hodnoty viability 69 % po inkubaci 8 hodin a 77 % po inkubaci 18 hodin. Ve 12. hodině 

lze předpokládat, že se hodnoty viability pohybovaly přibližně na 73 %. Oproti tomu hodnoty 

koncentrace GSH byly proti viabilitě v 8. a 18. hodině poloviční, což by se pravděpodobně 

objevilo i ve 12. hodině expozice. Z toho můžeme soudit, že jsou buď buňky A549 citlivější 

než neurony či astrocyty, nebo je nižší koncentrace v tomto případě účinnější. Stejně působil 

0,5 mmol/l DEM na buňky Jurkat. Rozdíl byl pouze v hodnotách GSH, které již od 8. hodiny 

zůstaly téměř nezměněny, zatímco viabilita buněk klesla ještě na polovinu.  

Díky častým experimentům s využitím DEM bylo například kolektivem Dr. Caseye 

prokázáno, že buňky HepG2, které byly vystaveny účinku 1,25 mmol/l DEM, vykazovaly 

rychlý a trvalý pokles hladiny GSH (Casey et al., 2002). Již po hodině expozice poklesla 

hladina GSH na 39 % (Casey et al., 2002). U námi využité koncentrace 0,5 mmol/l DEM byl 

po jedné hodině působení stanoven pokles GSH na 62 % u buněk A549 a 56 % u buněk 

Jurkat. I přes námi využitou koncentraci, která oproti studii Dr. Caseye byla více jak 

poloviční, působení DEM vykazuje stejný mechanismus (Casey et al., 2002). Zároveň ve 

studii Dr. Caseye bylo stanoveno, že hladiny GSSG vzrostly již po 12 hodinách a do 24 hodin 

zůstaly zvýšeny. Tím hladiny GSH po 24 hodinách inkubace klesly téměř na nulu (Casey et 

al., 2002). Tento průkaz souhlasí i s naším stanovením GSH u buněk Jurkat. Zde hladina GSH 

po 24 hodinách klesla také téměř k nule. Ovšem u buněk A549 se koncentrace GSH držela na 

34 %. I přes to ale hladina GSH klesala. Pokud vezmeme v potaz znalosti o působení DEM, 

lze předpokládat, že při využití vyšší koncentrace by hladina GSH po 24 hodinách klesla také 

na nulu i u buněk A549. Důkazem jsou i výsledky z našeho modelového experimentu, kdy při 

použití 2 mmol/l DEM u buněk A549 došlo k poklesu hladiny GSH na 0 %. Tým Dr. Caseye 

se též zabýval stanovením viability buněk HepG2 (Casey et al., 2002). Stanovená viabilita 

byla po 6hodinové expozici 1,25 mmol/l DEM snížena na 70 % (Casey et al., 2002). Při námi 

provedené 6hodinové expozici 0,5 mmol/l DEM byla u buněk A549 stanovena viabilita na 

81 % a u buněk Jurkat na 95 %. Toto porovnání v rámci rozdílně použitých koncentrací opět 

souhlasí. Je tomu i z důvodu, že buněčná viabilita se snížila na 69 % u buněk A549 až po 

expozici 0,5 mmol/l DEM po dobu 8 hodin. Ve stejném čase byla u buněk Jurkat viabilita na 

hodnotě 45 %. Vidíme tedy, že stejný efekt působení DEM se v porovnání s experimentem 

týmu Dr. Caseye dostavil o dvě hodiny později (Casey et al., 2002). To může být způsobeno 

právě využitím nižší koncentrace, ale i rozdílným druhem buněčné linie. Dr. Casey společně 

s jeho týmem tvrdí, že po 24hodinové expozici 1,25 mmol/l DEM jsou všechny buňky HepG2 
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mrtvé (Casey et al., 2002). Tomuto zjištění u nás odpovídají buňky Jurkat po 24hodinovém 

ovlivnění 0,5 mmol/l DEM a buňky A549 po ovlivnění 2 mmol/l DEM. 

Podobným mechanismem, jako působí DEM na buňky, účinkuje i BSO. Některé 

studie tvrdí, že DEM způsobuje větší cytotoxicitu. Ve studii Dr. Zhanga a jeho týmu byly 

využity buňky A549, na které působily různé koncentrace BSO (Zhang et al., 2018). Po 

24hodinové expozici 0,1 mmol/l BSO došlo k poklesu buněčné viability u buněk A549 na 

90 %. U námi použité koncentrace 0,1 mmol/l DEM klesla viabilita buněk A549 také po 

24 hodinách na 91 %. U využití buněčné linie Jurkat tento pokles činil 82 %. Zde vidíme, že 

v koncentraci 0,1 mmol/l působí BSO a DEM obdobně. Ovšem rozdíl nastává při navýšení 

koncentrace. Kolektiv Dr. Zhanga prokázal, že při koncentraci 0,4 mmol/l BSO klesla po 

24 hodinách buněčná viabilita též přibližně na 90 % (Zhang et al., 2018). V námi 

provedeném experimentu, kde byla využita koncentrace 0,5 mmol/l DEM však buněčná 

viabilita po 24 hodinách klesla již na 71 % u buněk A549 a na 12 % u buněk Jurkat. Z těchto 

výsledků tedy vyplývá, že DEM skutečně může způsobovat větší cytotoxicitu oproti BSO.  

Celkový rozdíl vztahu hladiny GSH a buněčné viability u buněk A549 a Jurkat v rámci 

námi využitých toxinů lze vysvětlit následující hypotézou. Buněčné linie jsou totiž rozdílného 

charakteru, kdy buňky A549 jsou adherentní, oproti tomu Jurkat buňky jsou suspenzní. Díky 

tomuto rozdílu může docházet i k odlišnému působení toxinů na tyto buňky. Zároveň je 

možné, že každá buněčná linie obsahuje jiné množství hladiny GSH, čímž lze i vysvětlit 

procentní rozdíl působení DEM na buňky A549 a Jurkat a tím i jejich procentní rozdíl v 

poklesu buněčné viability při působení stejnou koncentrací. 
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6 ZÁVĚR 

Cílem této práce bylo využít buněčné linie A549 a Jurkat pro charakterizaci vztahu 

buněčné viability a deplece GSH při působení vybraných toxinů. Byly jimi CDDP, DEM, 

DMSO a tBHP. Dle literatury byla u buněk inkubovaných s DEM předpokládána značná 

redukce GSH. Deplece GSH byla předpokládána i u expozic ostatních uvedených toxinů, ale 

v menší míře, než je tomu u inkubace buněk s DEM. Provedenými experimenty jsme potvrdili 

v literatuře uvedené mechanismy působení toxinů na buňky. Překvapujícím výsledkem však 

byla značná rozdílnost mezi buňkami A549 a Jurkat v reakci na jednotlivé toxiny. Lze říci, že 

u buněk Jurkat byla prokázána vysoká citlivost k uvedeným toxinům, u buněk A549 tomu tak 

nebylo. Zároveň trend poklesu hladiny GSH a buněčné viability byl při expozici DEM stejný 

u obou buněčných linií. Výjimkou byl u buněk Jurkat pokles buněčné viability předcházející 

poklesu koncentrace GSH při inkubaci s DMSO a tBHP. Buňky A549 vykazovaly u působení 

DMSO a tBHP pokles hladiny GSH předcházející poklesu buněčné viability. Závěrem lze 

tedy shrnout, že buňky Jurkat jsou oproti buňkám A549 více citlivé. Zároveň GSH hraje 

významnou roli u obou buněčných linií při dispozici buněk ke smrti. 
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