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SOUHRN

Glutathion je tripeptid, sloZeny z glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové.
Jedna se o nizkomolekularni antioxidant, ktery ma mnoho dulezitych funkci.
V bunkach je pfitomen v oxidované (GSSG) nebo redukované formé (GSH).
V soucCasné dobé existuje mnoho metod ke stanoveni GSH i GSSG.

Cilem naS8i prace bylo vyuzit a porovnat dvé metody vyuzivajici
o-ftaldialdehyd (OPA) a monochlorobiman (MCB) pfi stanoveni GSH v ruznych
druzich biologického materialu. Pfi stanoveni GSH v mysSich jaternich
homogenatech byla zjiSténa velmi silna korelace mezi pouzitymi metodami
(r =0,94). Absolutné vyjadfené koncentrace GSH nefedénych homogenatl byly
vy$Si u OPA metody. Absolutné vyjadifené koncentrace GSH u homogenatu
fedénych 10x deionizovanou vodou byly podobné u obou metod, v nékterych
pfripadech byly vys§8i u MCB metody.

Pfed stanovenim GSH v burkach periferni krve byly optimalizovany
podminky stanoveni. U obou metod bylo optimalizovano fedéni krve. U MCB
metody byla navic optimalizovana aktivita glutathion-S-transferazy (GST) a
excitaéni vinova délka. Metody mezi sebou velmi dobfe korelovaly (r = 0,91).
Absolutné vyjadiené koncentrace GSH byly vys§Si u MCB metody.

V posledni ¢asti naSi prace byly pomoci obou metod stanovovany
koncentrace GSH v kultivovanych burkach A549 a HK-2. Korelacni koeficient
byl vtomto pfipadé také velmi vysoky (r = 0,97). Absolutné vyjadiené
koncentrace GSH byly vy$Si u OPA metody.

Rozdily v absolutné vyjadienych koncentraci GSH byly pravdépodobné
zpusobeny dodate¢né pridanou GST, ktera katalyzovala rychlou a specifickou
reakci mezi MCB a GSH. GST byla pfidana do vzork( periferni krve, proto
mohly byt absolutné vyjadiené koncentrace GSH vySSi pravé u MCB metody.
Naopak v pfipadé jaternich homogenatl a kultivovanych bunék nebyla GST

pridana.
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SUMMARY

Glutathione is a tripeptide consisting of glycine, cysteine and glutamic
acid. It is a low molecular weight antioxidant that has many important functions.
It is present in oxidized (GSSG) or reduced (GSH) forms in cells. Currently,
there are a number of methods determining GSH and GSSG.

The aim of our work was to use and to compare two methods using
o-phthaldialdehyde (OPA) and monochlorobimane (MCB) determining GSH in
various biological material. When GSH was determined in mouse liver
homogenates, a very strong correlation was found between used methods
(r=0.94). Absolute concentrations of GSH in undiluted homogenates were
higher in the OPA method. Absolutely expressed concentrations of GSH in
homogenates diluted 10x with deionized water were similar for both methods, in
some cases higher in the MCB method.

Before the determination of GSH in peripheral blood, the assay
conditions were optimized. Dilution of blood was optimized for both methods. In
addition, the activity of glutathione-S-transferase (GST) and excitation
wavelength were optimized in MCB method. The methods correlated each other
strongly (r =0.91). Absolute concentrations of GSH were higher in the MCB
method.

In the last part of our work, the concentrations of GSH were determined
in cultured A549 and HK-2 cells. The correlation coefficient was also very high
in that case (r = 0.97). Absolutely expressed concentrations of GSH were higher
when used the OPA method.

The differences between absolutely expressed concentrations of GSH in
both methods were likely caused due to the addition of GST, which catalyzed a
rapid and specific reaction between MCB and GSH. The GST was added to
samples of peripheral blood, therefore absolutely expressed concentrations of
GSH were higher in the MCB method. Conversely, in the case of liver

homogenates and cultured cells, GST was not added.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATP
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DNA
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Dulbecca

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, Ellmanovo ¢inidlo
deionizovana voda

kyselina ethylendiamintetraoctova

elektronova paramagneticka rezonancni spektrometrie
(elektronova spinova rezonancni spektrometrie)
1-fluoro-2,4-dinitrobenzen

Gas Chromatography, plynova chromatografie
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y-glutamyltransferaza (y-glutamyltranspeptidaza)
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redukovany glutathion, y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin
oxidovany glutathion, glutathiondisulfid
glutathion-S-transferaza

kyselina chlorovodikova

Human Kidney 2

High Performance Liquid Chromatography, vysokoucinna
kapalinova chromatografie

kyselina jodoctova

Membrane Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
metabolism, membranoveé vazaneé proteiny spojené
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NaCl
NAD(H)
NADP(H)
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OPA
RNS
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superoxid

hydroxylovy radikal

peroxynitrit

o-ftaldialdehyd

Reactive Nitrogen Species, reaktivni formy dusiku
Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku
tributylfosfin

5-thionitrobenzoat

trifenylfosfin



1 UVOD

Béhem bunécného dychani dochazi ke vzniku ATP v procesu zvaném
oxidativni fosforylace. U eukaryotickych bunék je tento proces lokalizovan
na vnitfni mitochondrialni membrané. V ramci dychaciho fetézce vznika malé
mnozstvi superoxidu, ktery je prekurzorem vétsSiny reaktivnich forem kysliku.
DalSimi zdroji reaktivnich forem kysliku mize byt napfiklad mikrobialni infekce
zahrnujici aktivaci fagocytu, cigaretovy kouf, alkohol, ionizujici i UV zafeni
apod. Reaktivni formy kysliku a dusiku jsou produkty fyziologického buné&ného
metabolismu a maji vorganismu mnoho vyznamnych funkci. PFi jejich
nadmeérné produkci v8ak dochazi k oxidaénimu stresu a naslednému poskozeni
bunénych struktur, jako jsou nukleové kyseliny, lipidy €i bilkoviny. Z tohoto
divodu maji bunky vyvinut uc€inny obranny systém zahrnujici enzymové i
neenzymove antioxidanty.

Glutathion je hlavni intracelularni neenzymovy antioxidant, ktery ma
celou fadu vyznamnych funkci. Ztohoto divodu jsou jeho koncentrace
v butikdch pomérné vysoké (0,5-10 mmol.I™"). Strukturalné se jedna o tripeptid,
obsahujici unikatni y-peptidovou vazbu a -SH skupinu. Vzhledem k vyznamné
uloze a zvysujicimu se zajmu o tuto biomolekulu bylo vyvinuto mnoho metod ke

stanoveni koncentraci GSH v nejriznéjSich biologickych materialech.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS)

Mezi reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species = ROS) a dusiku
(Reactive Nitrogen Species = RNS) patfi volné radikaly i latky, které volnymi
radikaly nejsou. Pod pojmem volny radikal si Ize pfedstavit atom, molekulu Ci
ion, obsahujici jeden ¢&i vice neparovych elektronu, diky kterym jsou tyto

slou€eniny velice reaktivni [1].

2.2 Oxidacni stres

Bé&hem buné&ného metabolismu vznika fyziologicky urcité mnozstvi ROS
a RNS. Pokud jsou porusSeny antioxidacni mechanismy C¢&i je produkce
ROS/RNS pfilis vysoka, muze dochazet k oxidacnimu stresu. B&éhem tohoto
procesu dochazi k poskozeni riznych bunécnych struktur (napfiklad proteind,
lipidt ¢ DNA) [2, 3]. V mnoha publikacich se uvadi souvislost mezi oxidacnim
stresem a rdznymi typy onemocnéni. Mezi onemocnéni, k jejichz rovoji mize
oxidaCni stres pfispivat, patfi ateroskler6za, cysticka fibroza, rakovina,
hypertenze apod. [4].

Metody mérfeni oxidacniho stresu lze obecné rozdélit na 3 skupiny:
stanoveni ROS, produktd oxidacniho stresu a hladin antioxidant(. Stanoveni
ROS byva pomérné obtizné vzhledem Kk jejich vysoké reaktivité, proto se

upfednostriuje stanoveni produktd poskozeni lipidu, proteint a DNA [5, 6].

2.2.1 Stanoveni ROS

Elektronova spinova rezonanéni spektrometrie (ESR), znama také jako
elektronova paramagneticka rezonancni spektrometrie (EPR), je velmi citliva
metoda, ktera umoznuje pfimou detekci a identifikaci volnych radikala [7].
Vzorek je umistén v silném magnetickém poli a kolmo na smér tohoto pole je
vystaven mikrovinnému zafeni. Sleduji se zmény kmito¢tu tohoto zareni pfi
prichodu vzorkem v zavislosti na ménici se intenzit€¢ magnetického pole.
Energetické pfechody neparovych elektrond (tj. malych magnetkd) se projevi
jako typicky signal na osciloskopu, podle kterého Ize identifikovat radikal.

Nicméné ESR detekuje pouze pomérné stabilni radikaly [5, 6].
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DalSi metoda se nazyva ,spin trapping® (angl. trap = past), diky které je
mozné detekovat i vysoce reaktivni radikaly, které maji nizkou koncentraci a
kratkou Zivotnost [7]. Principem je reakce vysoce reaktivniho radikalu (napf.
‘OH - hydroxylového radikalu) s vhodnou slouc¢eninou (napf. 5,5-dimetyl-1-
pyrolin-N-oxid) za vzniku stabilniho radikalového aduktu, ktery muaze byt
detekovan pomoci ESR. Touto metodou je mozné stanovit radikaly
v biologickych tekutinach a tkanovych extraktech, ale nema rutinni charakter [5,
6, 8].

Ke stanoveni ROS Ize také vyuzit fluorescenéni sondy. Existuje Siroka
Skala sond ur€enych k detekci jednotlivych druhtt ROS, pfipadné jejich celkové
produkce, na bazi fluoresceinu, rhodaminu apod. Pfi setkani nefluorescencéni

sondy napf. s H,O, dochazi k jeji oxidaci a vzniku fluorescence [7, 9].

2.2.2 Stanoveni produktt oxida¢niho stresu

2.2.2.1 Markery poSkozeni lipid(i

Peroxidace lipidli zahrnuje iniciaci, propagaci a terminaci, dochazi pfi ni
k poSkozeni polynenasycenych mastnych kyselin [5]. Pfi tomto procesu vznika
smés ruznych produktl, nebot fetézce modifikovanych mastnych kyselin se
snadno $tépi na kratSi produkty, véetné uhlovodikl, které vydechujeme (etan,
pentan) a toxickych aldehydl (malondialdehyd a 4-hydroxy-2-nonenal) [6, 10].

Malondialdehyd se stanovuje napriklad reakci s  kyselinou
thiobarbiturovou, zatimco 4-hydroxy-2-nonenal reaguje S 2,4-
dinitrofenylhydrazinem [11, 12]. Pfi stanoveni té&kavych uhlovodikd je
vydechovany vzduch zachycen sorbentem, dale se desorbuje a analyzuje
plynovou chromatografii. DalSim vyznamnym markerem neenzymové
peroxidace Kkyseliny arachidonové jsou Fj-izoprostany, které Ize stanovat
plynovou chromatografii a imunochemicky [5, 6, 11, 13].

2.2.2.2 Markery poSkozeni proteinti

Nékterée ROS a RNS mohou oxidovat aminokyselinové zbytky,
nasledkem toho proteiny ztraci svou enzymovou, signalni nebo transportni
funkci. Rada aminokyselin m(iZze byt hydroxylovana ‘OH & nitrovana
peroxynitritem (ONOQO") [6]. PFi reakci 4-hydroxy-2-nonenalu s histidinem,
lyzinem a -SH skupinami jsou do proteinu adovany karbonylové skupiny (-CO-).

15



PFi stanoveni karbonylovych skupin proteinli se vyuziva 2,4-dinitrofenylhydrazin
[14, 15].

2.2.2.3 Markery poSkozeni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou poSkozovany predevsim hydroxylovym radikalem
[5], ktery reaguje s deoxyribdézou nebo se pfipojuje na baze, ¢imz vznikaji
hydroxy- a oxoderivaty. Tyto modifikované baze jsou vyluCovany moci ve formé
nukleosidu, jako je 5-hydroxydeoxyguanozin, ktery se stanovuje pomoci HPLC
a GC-MS i v modi [6, 11].

2.2.3 Stanoveni hladin antioxidantu

Poslednim pfistupem pfi hodnoceni oxidacniho stresu je stanoveni
hladin jednotlivych antioxidantl (napf. GSH) a enzymu (napf. katalaza).
Testovani celkové antioxidacni kapacity hodnoti schopnost systému uméle
generovanou radikalovou reakci zastavit nebo zpomalit. Antioxidacni kapacita
se prepocitava na kapacitu Troloxu. Existuje cela fada metodik, nyni se vSak
nejvice vyuziva metoda ABTS zalozena na inhibici vzniku radikalového kationtu
2,2-azinobis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonatu (ABTS™) antioxidanty obsazenymi

ve vzorku [6].
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2.3 Glutathion

Glutathion je tripeptid, ktery se sklada z cysteinu, glycinu, a kyseliny
glutamové. Jedna se o intracelularni antioxidant, ktery je vyznamny pro savce,
houby, rostliny i nékteré prokaryotické organismy. Diky své obranné funkci
zajistuje ochranu bunék pfed nezadoucimi oxidacemi vyvolanymi u€¢inkem ROS
I RNS [16, 17].

V bunikdch muzZe byt glutathion volny nebo vazany na bilkoviny [18].
Zaroven se mUze vyskytovat v redukované (GSH - obr. 1) ¢i oxidované formé
(GSSG - obr. 2). Pomér téchto dvou forem (GSH/GSSG) musi byt udrzovan v
optimalnim rozmezi a slouzi jako indikator oxidaéniho stresu [19].
Za fyziologickych podminek odpovida GSH/GSSG poméru 100 : 1. K poklesu
tohoto poméru dochazi béhem oxidacniho stresu, kdy dochazi ke kumulaci

GSSG, ktery je potencialné toxicky pro bunky [20].

2.3.1 Struktura glutathionu

Glutathion  (y-L-glutamyl-L-cysteinylglycin) obsahuje  neobvyklou y-
peptidovou vazbu mezi aminoskupinou cysteinu a y-karboxyskupinou
glutamatového postranniho fetézce [21, 22]. Diky pfitomnosti vazby
s y-karboxyskupinou (misto bézné a-karboxyskupiny) muze byt tato peptidova
vazba hydrolyzovana pouze membranovou y-glutamyltransferazou. Z tohoto
divodu je glutathion odolny vuci intracelularni degradaci a je degradovan pouze
extracelularné [23]. Hlavnim funkénim mistem glutathionu je sulfhydrylova
(thiolova) skupina cysteinu. Pfi pUsobeni kyslikovych radikalt je pfitomna
sulfhydrylovd skupina oxidovana a dochazi ke vzniku oxidované formy
glutathionu [21].

HS
O
H H CcOO
2N\ Y \N N ~ H
« COOH O

Obr. 1: Strukturni vzorec redukované formy glutathionu (GSH).
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Obr. 2: Strukturni vzorec oxidované formy glutathionu (GSSG).

2.3.2 Vyskyt glutathionu

U bunék a tkani ve fyziologickém stavu vice nez 95 % z celkového
mnozstvi glutathionu zaujima GSH, méné nez 5 % GSSG. Glutathion se
nachazi v kazdé burice lidského téla v koncentraci 0,5-10 mmol.I"*. 85-90 % je
pfitomno v cytosolu, zbytek (10-15 %) je distribuovan v intracelularnich
organelach, jako jsou peroxizomy, mitochondrie, jadro ¢&i endoplazmatické
retikulum. Vjatrech je pfitomna nejvy$Si koncentrace glutathionu (az
10 mmol.I"), vysoké hladiny jsou nalézany také ve slezing, ledvinach, oéni
¢occe, erytrocytech a leukocytech [18, 21, 22].

Glutathion je potfebny i mimo buriky, ackoliv v extracelularnim prostfedi
je jeho koncentrace relativné nizka, napf. v plazmé se nachazi v koncentracich
2—20 pmol.I'*. Nicméné v nékterych extracelularnich prostorech, jako je obalova
tekutina plic (coz je tenka vrstva tekutiny pokryvajici vzduchové prostory, kde
dochazi k vyméné plynl) je pomérné vysoka koncentrace glutathionu, jelikoz je
sekretovan epitelialnimi bunkami. U osob, které koufi nebo vdechuji Castice Ci
jiné oxidanty, probiha potencionalni zanét zahrnujici invazi neutrofili z krve
pres endotelialni a epitelialni bufiky do vzduchovych prostor. Glutathion tedy
pfispiva k ochrané epitelialnich bunék pfed oxidacnim stresem také v této
oblasti [20].
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2.3.3 Syntéza glutathionu

Glutathion muze byt syntetizovan téméf ve vSech burikach organismu.
Nejvétsi syntéza vSak probiha v hepatocytech, ze kterych mize byt nasledné
transportovan. Tento mechanismus je fyziologicky velice duleZity, jelikoZ sérovy
GSH, ktery byl exportovan z jater, muze byt vyuzit jako zdroj cysteinu pro
syntézu GSH v jinych burikach. Z tohoto dlvodu je plazmaticka koncentrace
GSH nizka [20]. Syntéza GSH de novo zahrnuje dvé ATP-dependentni reakce,
které jsou soucasti y-glutamylového cyklu. Tento cyklus zahrnuje Sest
enzymaticky katalyzovanych reakci (obr. 3). Béhem y-glutamylového cyklu
cyklu dochazi k syntéze i degradaci glutathionu. V prvnim kroku vznika
peptidova vazba mezi cysteinem a glutamovou kyselinou za katalyzy enzymem
y-glutamylcysteinsyntetazy (GCS), kdy vznika y-glutamylcystein. Ve druhém
kroku reaguje y-glutamylcystein a glycin za katalyzy glutathionsyntetazou (GS)
a vznika GSH. Vytvofeny GSH se dostava ven z bunky pomoci specifického
transportniho proteinu v cytoplazmatické membrané [21].

Enzym, ktery je schopen hydrolyzovat vazby mezi cysteinem a
glutamovou kyselinou v molekule GSH, se nazyva y-glutamyltransferaza (GGT)
a je lokalizovany na vnéjSi strané cytoplazmatické membrany. Dochazi
k odpojeni y-glutamylové Casti a vzniku cysteinylglycinu. y-glutamyltransferaza
prenasi y-glutamylovy zbytek na aminokyselinu, ¢imz je umoznéna pfeprava
komplexu dovnitf buriky. Uvolnény dipeptid, cysteinylglycin, je rozStépen
dipeptidazou, vznika cystein a glycin, které jsou vyuzity jako substraty pro GCS
a GS. y-glutamylcyklotransferaza rozstépi vazbu komplexu y-glutamyl-
aminokyselina a wuvolni se aminokyselina a 5-oxoprolin. Puldsobenim
oxoprolinazy se 5-oxoprolin pfevede na Kkyselinu glutamovou, ktera je
substratem pro GCS [21].

Timto zplsobem mulze byt extracelularni GSH rozStépen k zisku
aminokyselin, které jsou schopné proniknout do bunky, kde jsou znovu vyuzZity
pro syntézu nové molekuly GSH. Obnova obsahu GSH je zajisténa nejen
syntézou de novo, ale také recyklaci GSSG na GSH za katalyzy

glutathionreduktazy v pfitomnosti NADPH jako kofaktoru [21].
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Obr. 3: Schéma y-glutamylového cyklu (gly — glycin, glu — kyselina glutamova, cys —
cystein, cys-gly — cysteinylglycin, y-glu-amino acid — komplex y-glutamyl-
aminokyselina, GS — glutathionsyntetaza, y-GCS — y-glutamylcysteinsyntetaza, y-GGT
— y-glutamyltransferaza), upraveno dle [21].
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2.3.4 Faktory ovliviujici syntézu glutathionu

Homeostaza glutathionu v buice je regulovana rychlosti jeho syntézy,
vyuzitim a exportem z bunky. Syntéza glutathionu vyzaduje dostateCné
mnozstvi stavebnich aminokyselin (cysteinu, glycinu a kyseliny glutamoveé) a
enzymy, katalyzujici oba kroky vlastni syntézy, jak jiz bylo uvedeno vySe.
Rychlost syntézy GSH je vSak fizena zejména dostupnosti cysteinu a aktivitou
y-glutamylcysteinsyntetazy [24]. Cystein se liSi od ostatnich aminokyselin tim,
Ze se intracelularné vyskytuje ve formé sulfhydrylu, zatimco extracelularné se
vyskytuje ve formé disulfidu jako cystin (obr. 4). Mimo bunku totiz dochazi
k snadné autooxidaci cysteinu na cystin, ktery je vS8ak po vstupu do burky
rychle redukovan zpét na cystein. Mezi hlavni faktory ovliviiujici mnozstvi
dostupného cysteinu patfi zejména jeho pfijem ze stravy, ale také aktivita
transsulfuraéni cesty. V ramci transsulfuracni cesty, ktera byva také nazyvana
jako cystathioninova cesta, dochazi v hepatocytech k pfeméné methioninu

pres meziprodukt homocystein az na konec€ny cystein, ktery je vyuZit pfi syntéze

GSH [25].
OH NH.,
D)ﬁ/\SH HS\/HrOH
NH- e}

Cystein Cystein

OH NH,
S OH
NH, e}

Cystin

Obr. 4: Oxidace dvou molekul cysteinu na cystin.
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2.3.5 Funkce glutathionu

Glutathion je multifunkéni molekula, ktera je nepostradatelna pro
normalni fungovani bunék. V soucasné dobé& nejsou uplné vSechny principy,
tykajici se mechanizmd fungovani glutathionu v burice, plné objasnény, jsou
vSak predmétem stale probihajicich vyzkuma [26, 27]. Pfehled

nejvyznamnéjsich funkci GSH je uveden v obr. 5.

Protein folding

Differentiation Proliferation

Signaling Apoptosis

Transcription DNA repair

Antioxidant defense Energy production

Obr. 5: Prehled funkci glutathionu v burice [26].

2.3.5.1 Udrzovani thiolového stavu proteint

Glutathion je nezbytny pro udrzeni intracelularni redoxni rovnovahy a
zakladniho thiolového stavu proteind. Z tohoto divodu podstupuje oxidaci za

vzniku GSSG v reakci katalyzované thioltransferazami (rovnice 1) [28].
Protein — S — SG + GSH — Protein — SH + GSSG (2)

Vzhledem k tomu, Ze je tato reakce vratna, je rovnovaha urcujici redoxni
stav bunék zavisla na koncentraci GSH a GSSG. Za normalnich podminek je
hladina GSSG velice nizka, a proto je i tvorba smiSeného disulfidu omezena
[27].

2.3.5.2 Antioxidacni funkce

V dusledku mitochondrialni respirace dochazi ke vzniku superoxidu
(O2"), ktery vede ke vzniku peroxidu vodiku ¢&i dalSich kyslikovych radikald.

Tyto latky mohou zpUsobit peroxidaci lipidd a tim poskodit buriky. Tomu
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zabranuje glutathion diky své antioxidacni funkci. Peroxid vodiku je
odstrarfiovan pomoci glutathionperoxidazy nebo katalazy, jak je znazornéno na
obr. 6. Katalaza je pfitomna v peroxizomech, v mitochondriich pfitomna neni,
proto ma mitochondrialni GSH velky vyznam. Organické hydroperoxidy mohou
byt redukovany glutathionperoxidazou nebo glutathion-S-transferazou. Pf¥i
oxidacnim stresu by mohlo dochazet k hromadéni GSSG. Aby se zabranilo
posunu redox rovnovahy, GSSG muze byt aktivné transportovan z buriky
pomoci specifického, ATP dependentniho MRP pfenaseCe (Multidrug
Resistance Protein), nebo muze reagovat s -SH skupinou proteinu za vzniku

smiSeného disulfidu glutathionu, jak znazorriuje rovnice 2 [20, 27, 29].

Protein — SH + GSSG — Protein — S — SG + GSH (2)
{/ \h/lm h:)n(llm  Perosisme \
< ) 'l \/\\ - catalase -“-—\'\
=L (H ()»—’l{z(n(), )

\/ ) mg// Tl

ROOH lly()a

2 GSH- Ty 2 GSH—~ /'\'“’P*
P GSH GsH O\
>SH peroxidase \ ida WEAE:
or S-transferase ) \\E’fm“ T S ucy\- ;
GSSG o ~—s GSSG — NADPH

N
ROH + H,0 H,0 PSH J PSSG )

P

R

1

GSSG
Obr. 6: Antioxidacni funkce GSH (ROH — alkylalkohol, ROOH — organicky
hydroperoxid, PSSG — smiseny disulfid glutathionu, PSH — sulfhydrylova skupina
proteinu) [27].

2.3.5.3 Detoxikacni funkce

Glutathion detoxikuje xenobiotika (cizorodé latky), nebo jejich metabolity.
Tyto slou€eniny jsou Casto elektrofilni a prostfednictvim konjugace vytvari
s GSH konjugaty pfimo, nebo za katalyzy glutathion-S-transferaz. Takto vzniklé
slouCeniny prochazi dalsi pfeménou znazornénou naobr. 7. Konecnym
produktem je substituovana kyselina merkapturova, ktera je vyluCovana moci
[27, 28]. Prikladem cizorodych latek detoxikovanych glutathionem je

brombenzen, formaldehyd a acetaminofen. Mezi endogenni substraty radime
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estrogen, melanin, prostaglandiny a leukotrieny. Konjugace s GSH vede
v pfevazné vétsiné k detoxikaci vychozich latek, nicméné obCas muize dojit ke

vzniku produktu, které jsou oproti vychozi latce vysoce reaktivni [27, 28].

GST GGT
X + YGlu-CySH-Gly ——= YGlu-Cy5-Gly —»= CyS-Gly
I y-Glu |
X X
Dipeptidaza M-acetylaza
—_— Cys-X —— N-acetyl-Cys-X (kyselina merkapturovi)

- Gly

Obr. 7: Schéma syntézy kyseliny merkapturové (X — sloucenina s elektrofilnim
centrem).

2.3.5.4 Regenerace vitaminu Aa C

Glutathion je nizkomolekularni antioxidant vytvarfeny v burikach, ale
existuji i dal§i antioxidanty, které musi organismus pfijimat potravou — vitamin E
a vitamin C. Vitamin E odstranuje napfiklad lipidové hydroxylové radikaly
tvofené z polynenasycenych mastnych kyselin. Oxidovany vitamin E je poté
redukovan vitaminem C neenzymatickou, ale rychlou reakci. Oxidovany
vitamin C je pfeveden zpét na redukovanou formu enzymatickymi reakcemi,

jedna z nich vyuziva GSH jako substrat [30].

2.3.5.5 Dalsi funkce GSH

Dalsi velice vyznamnou funkci glutathionu je, Zze plsobi jako zasobni
forma cysteinu [26, 27]. Glutathion se také podili na regulaci buné&ného cyklu,
apoptozy, bunééné diferenciace a proliferace. V nervovém systému plsobi také
jako neuromodulator a neurotransmiter [31]. Dale moduluje bunécné procesy
(syntéza DNA, syntéza proteinu), aktivuje T-lymfocyty a polymorfonuklearni
leukocyty. Nelze také opomenout velice dulezity proces, kterym je
S-glutathionylace. Jedna se o reverzibilni posttranslaéni modifikaci zahrnujici
vazbu GSH (popf. GSSG) s -SH skupinou proteinu za vzniku smiSeného
disulfidu. Diky S-glutathionylaci je zabranéno ireverzibilni oxidaci proteinu
bé&éhem oxidaniho stresu. Deglutathionylace muaze byt katalyzovana

glutaredoxinem nebo thioredoxinem [28, 32, 33].
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2.3.6 Glutathionovy metabolismus

Glutathionovy metabolismus je slozity cyklus, ve kterém je zapojena fada
enzymu (obr. 8). Nékteré enzymy hladiny GSH snizuji, jedna se napfiklad o y-
glutamyltranspeptidazy, glutathion-S-transferazy a  glutathionperoxidazy.
Nékteré enzymy naopak hladiny GSH zvySuji, jako priklad lze uvést

glutathionsyntetazu, y-glutamylcysteinsyntetazu a glutathionreduktazu [28].
GSH 1 Glu-AMK + Cys-Gly

4
SN .
GOT_— i o cypept[d_aza

GSH = Glu 1 1 S
GS-X ' lics/Cys Gly
~GIG-Cys /
08y PSSG
GSH l‘-.,__.cspx GRx
NADPH \— PSH
5 B _~ROOH
Extracelularni prostor | GR GPx ;pr‘ -
| ’0 Iv‘\ \
\ NADP 4 ‘_Zog +H0 |
GSSG4 & 272
H,O «kat/
(v peroxizomech)
-
.'\\ Intracelularni prostor /__,/'l
\\ " /’/
N sl
o TMRP fransportéry
GSSG

Obr. 8: Glutathionovy metabolismus (GS — glutathionsyntetaza, GCS — y-
glutamylcysteinsyntetaza, GR — glutathionreduktaza, GGT — y-glutamyltranspeptidaza,
GPx — glutathionperoxidaza, GST — glutathion-S-fransferaza, GRx — glutaredoxin, KAT

— katalaza, Glu — glutamat, Cys — cystein, Gly — glycin, Glu-Cys — y-glutamylcystein,
Cys-Gly — cysteinylglycin, PSSG — glutathionylovany protein, ROOH — organicky
hydroperoxid, PSH — redukovany protein, ROH — alkylalkohol, MRP — Multidrug

Resistance Protein, X — xenobiotikum) [28].
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2.4 Stanoveni glutathionu

Zajem o stanoveni GSH a GSSG se neustale zvySuje vzhledem ke
klicové uloze GSH v ochranném mechanismu vuéi oxidacnimu stresu.
Referen¢ni hodnoty koncentraci jednotlivych forem glutathionu v plazmé a plné
krvi se mezi jednotlivymi laboratofemi liSi. Tato odliSnost je dana pouzitim
riznych analytickych metod, pfipravou vzorku, vybérem osob a vlivem
nejriznéjSich faktord ovliviujicich koncentraci GSH. Mezi faktory ovliviujici
koncentraci GSH patfi nadmérna fyzicka zatéz, expozice chladu,
kardiovaskularni onemocnéni, nadorova onemocnéni, diabetes mellitus ¢&i jina
chronicka onemocnéni. Obecné se hladiny GSH v pIné krvi muzi a Zen
statisticky vyznamné neodliSuji, ackoliv néktefi autofi rozdily pozorovali [34].

Vyznamnym problémem pfi stanoveni GSH je jeho velmi snadna
autooxidace pfi pH>7 a také enzymaticka proteolyza zprostiedkovana GGT,
ktera vykazuje nejvy$Si aktivitu pfi neutralnim pH. Z tohoto dlvodu je dilezité
udrzovat pH média v kyselé oblasti. K dosazeni spravnych vysledkl je nebytné
dobife provést odbér vzorku, pfipadnou redukci disulfidickych vazeb,

deproteinaci a derivatizaci thiol [35].

2.4.1 Odbér vzorku

Pfiprava vzorku je pro stanoveni glutathionu zcela zasadni. Nevhodné
skladovani vzorku muze byt zdrojem chyb, jelikoz dochazi k autooxidaci a
proteolyze pfitomného GSH. Jako priklad Ize uvést erytrocyty, jejichz
koncentrace GSH je 500x vysSi ve srovnani s plazmou. Hemolyza erytrocyt(
muze tedy zplsobit nadhodnoceni plazmatickych hladin GSH. Pfitomnost
kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), ktera slouzi jako antikoagulaéni a

chelataéni Cinidlo, zabranuje také probihajicim oxidacnim reakcim [19].

2.4.2 Redukce disulfidickych vazeb

PFi stanoveni volného a vazaného GSH i dalSich nizkomolekularnich
aminothiold je nutné redukovat pfitomné disulfidické vazby. Nicméné glutathion
vznikly béhem redukce muze byt reoxidovan jesté pred derivatizaci, coz by
vedlo k chybnym vysledkim. Tomuto jevu je mozné prFedejit pfidanim thiol-
maskujicich latek, jako je N-ethylmaleimid (NEM), kyselina jodoctova (IAA),
pripadné 2-vinylpyridin [18, 19].
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Redukce disulfidu maze byt provedena bud enzymaticky pfidanim GR a
NADPH ke vzorku, elektrolyzou, nebo chemicky. Pfi chemické redukci je velmi
dulezitym krokem vybér redukéniho c&inidla. Redukéni Cinidla obsahujici -SH
skupiny, jako je napfiklad dithioerythritol, dithiothreitol a 2-merkaptoethanol
mohou negativné  ovlivhovat  dana stanoveni, jelikoz reaguji
s monobromobimanem nebo o-ftaldialdehydem za tvorby interferujicich
fluorescencnich slou€enin [35]. Borohydrid sodny nebo draselny jsou silna
redukeni Cinidla, pfiCemz doba trvani redukce je zavisla na pouzité koncentraci.
Jejich hlavnimi nevyhodami jsou nestabilita ve vodném prostfedi a nadmérné
pénéni, coz zpusobuje problémy pfi pfipravé vzorku. Tvorba plynu a pénéni
muUze byt pfekonano pfidavkem povrchové aktivniho €inidla, napfiklad oktanolu
[18].

Trialkylfosfiny, napfiklad tributylfosfin (TBP) nebo trifenylfosfin (TPP),
jsou silna redukéni Cinidla, ktera musi byt pfitomna pouze v malém molarnim
prebytku pro uplnou redukci disulfidld. Vyhodou je, ze vétSina trialkylfosfinG
nereaguje s thiol-specifickymi Cinidly a nevede k tvorbé plynu béhem reakce
[19]. Nicméné TBP je méné vyuzivan kvuli jeho vybuSnym vlastnostem pfi
vysSich koncentraci. Z tohoto duvodu je diky vetSi bezpe€nosti a dostatecné
reaktivitt¢ vhodnéjsi TPP [35]. DalSim d¢lenem této skupiny je tris-(2-
karboxyethyl)-fosfin, ktery je oproti TBP dobfe rozpustny ve vodé, netékavy a
jeho pouziti muze poskytnout vice reprodukovatelné vysledky nez TBP &i TPP
[19].

2.4.3 Deproteinace vzorku

Biologické vzorky obsahuji velké mnozstvi proteinl, které musi byt
ve vétsiné pfipadu pfed analyzou odstranény. Jejich pfitomnost ve vzorcich
muze zpusobovat vazné problémy pfi stanoveni. Napfiklad pfi kapilarni
elektroforéze jsou proteiny snadno adsorbovany na sténu kapilary, coz silné
ovliviiuje migracni €as, tvar piku, rozliSeni a detekéni odezvu analyzovanych
latek [35]. Naopak existuje pouze nékolik metod (napfiklad nuklearni
magneticka rezonance) vhodnych k méfeni koncentrace GSH v intaktnich
bunkach ¢i nedeproteinizovanych vzorcich. K deproteinaci Ize vyuzit okyseleni
vzorku, pfidani organického rozpoustédla (napf. acetonitril, aceton, metanol) Ci
ultrafiltraci [36].
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Mezi typické kyseliny vyuZivané k odstranéni proteinl patfi kyselina
5-sulfosalicylova, kyselina trichloroctova, kyselina trifluoroctova, kyselina
chlorista a kyselina metafosfore¢na, jejichz vzorce jsou znazornény na obr. 9.
Po nasledné centrifugaci je ziskan Cisty supernatant bez proteint. Okyseleni
zpusobi zaroven eliminaci enzymu, které by mohly narusit analyzu, jako je GGT
katalyzujici degradaci GSH [36]. Nicméné oxidace thiold bé&éhem acidifikace
predstavuje hlavni problém. Rossi et al. zjistili, Ze pouziti vysokého mnozstvi
NEM spolecné s kratkou inkubacni dobou pfed precipitaci kyselinou
trichloroctovou v koncentraci 80—-100 g.I" jsou idealni podminky k zabranéni
Casové zavislé oxidace béhem acidifikace [18]. Ackoliv je odstranéni proteinu
pomoci kyselin nejucinngjsi, nevyhodou je, Zze musi dojit opét k alkalizaci
vzorku na pH>9 pfed derivatizaci chromofory nebo fluorofory [35].

Pfi pouziti hmotnostniho spektrometru jako detektoru je vhodnéjsi
k deproteinaci pouzit organicka rozpoustédla. Ultrafiltrace také slouzi k velice
ucinnému odstranéni proteint a vyhodou je, ze nevyzaduje pfidani kyselin nebo
organickych rozpoustédel, ktera by mohla ovlivnit separaci, derivatizaci Ci
detekci [36].

Kyselina 5-sulfosalicylova Kyselina trichloroctova Kyselina trifluoroctova
9) O
HO__ s// o 0
// OH )J\ /U\
o} HO CCl, HO CF;
OH
Kyselina chlorista Kyselina metafosfore¢na
0 0
O—gl OH ||=|
I Ho” o
o

Obr. 9: Kyseliny vyuZivané k deproteinaci vzorku.
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2.4.4 Derivatizace funkénich skupin

Jelikoz GSH ani GSSG neobsahuji ve své molekule Zzadny silny
chromofor ani fluorofor, je €asto nutna derivatizace analyzované slouceniny.
Jedna se o zavedeni vhodné znacky do cilové molekuly slouzici ke zlepSeni
meze detekce pro UV-VIS i fluorescenéni detekci. Idealni derivatizacni Cinidlo
by mélo poskytovat vysokou citlivost, specifitu a nemélo by reagovat s matrici
vzorku za vznikl interferenci. GSH obsahuje tfi funkéni skupiny, které je mozné
derivatizovat. Jedna se o karboxy-, amino- a thiolové skupiny. Pfi stanoveni
GSH je upfednostriovano znaceni volné thiolové skupiny diky jeji specifité a
ochranné funkci. Zatimco pfi stanoveni GSSG je mozné znacit pouze amino- a
karboxy- skupiny [35]. Nicméné u nékterych metod stanoveni GSH zaloZenych
na elektrochemické detekci neni nutna derivatizace. | pfes to existuje cela fada

derivatizacnich Cinidel jejichz pfehled je uveden v tabulce | [34].

Tab. I: Derivatizacni ¢inidla pouZivana v jednotlivych metodéach [34].

Metoda Vhodné derivatizaéni ¢inidlo

N-ethylmaleimid (NEM)

Kyselina jodoctova (IAA)

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

Spektrofotometrické metody o
(DTNB, Ellmanovo cinidlo)

4,4'-dithiodipyridin

1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB)

o-ftaldialdehyd (OPA)

Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd

_ _ Bimany
Spektrofluorimetrické metody

Fluorobenzofurazany

Derivaty maleimidu

Difluoroboradiaza-S-indaceny

2.4.4.1 Vyuziti chromofort

Analytické metody vyuzivajici kolorimetricka Cinidla a detekci absorbance
v UV oblasti jsou méné citlivé, ale =zaroven jednodusSi ve srovnani

s fluorescencni Ci elektrochemickou detekci. Existuje fada thiol-reaktivnich
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Cinidel, ktera reaguji s thiolovou funkcni skupinou za vzniku derivatu
absorbujiciho UV zafeni [36].

Nejbéznéji pouzivanymi slou¢eninami jsou NEM, IAA a jodacetamid
vedouci ke vzniku thioetherd. S vyuzitim svych thiol-maskujicich vlastnosti byl
NEM pouzit v kombinaci s fluorescencni detekci a hmotnostni spektrometrii ke
stanoveni GSSG. Pfi pouziti NEM v kombinaci s enzymatickou GSH-recyklacni
metodou stanovujici GSSG ma NEM inhibi¢ni ucinky na GR. Z tohoto ddvodu
musi byt pfebytek Cinidla odstranén extrakci rozpoustédlem, nebo extrakci na
pevné fazi. Pfi pH>7,5 se NEM vaze s aminoskupinami, ackoliv pomaleji ve
srovnani s thiolovymi skupinami. IAA a jodacetamid jsou vyuzivany jako thiol-
maskujici alkylacni €inidla pro méfeni koncentrace GSSG. DalSim alkylacnim
Cinidlem je 2-vinylpyridin, jehoz reakce vyzaduji velky prebytek tohoto Cinidla a
na rozdil od NEM neinhibuje GR [36]. V posledni dobé se jako thiol-maskujici
Cinidla testovaly také 1-methyl-2-vinylpyridiniumtrifluormethansulfonat a 1-
methyl-4-vinylpyridiniumtrifluormethansulfonat. Jejich vyhodou je, Ze neinhibuiji
GR, nereaguji s aminoskupinami a nevyzaduji tudiz extrakéni krok [19].

Ellmanovo cinidlo, neboli 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB),
je Siroce pouzivanym Cinidlem pro derivatizaci GSH a GSSG
ve spektrofotometrii pfi enzymatické GSH-recyklaéni metodé. Pro kvantifikaci
proteinovych thiold a dithiold v pikomolarnich mnozstvich Ize vyuzit 4,4'-
dithiodipyridin, ktery ma hydrofobni povahu, malou velikost a muze byt vyuzit pfi
nizs§im pH ve srovnani s DTNB. DalSim derivatizacnim Cinidlem je 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzen (FDNB). FDNB zajiStuje derivatizaci aminoskupiny a jeho
vyhodou je, Ze umoziuje sou¢asné hodnotit hladiny GSH a GSSG [19].

2.4.4.2 Vyuziti fluoroford

Fluorescencni detekce poskytuje mnohem nizSi detekeni limity
ve srovnani s UV detekci a umoznuje méfit i pikomolarni mnozstvi GSH.
Principem je vytvofeni aduktu vhodného fluoroforu s GSH za vzniku
fluorescence, ktera je detekovana. Idealni fluorofor by mél byt nefluorescencni
v nezreagované formé a meél by rychle a specificky reagovat s GSH, popf.
nékdy i s dalSimi thioly, za vzniku stabilni fluorescencni sloucCeniny. Fluorofory

reagujici s thiolovou skupinou jsou nejselektivnéjSi, ale neumoznuji detekci
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GSSG. Fluorofory reagujici s aminoskupinou jsou méné selektivni, ale umoznuji
soucasné stanoveni GSH a GSSG [18, 36].

Bézné pouzivanym fluoroforem je o-ftaldialdehyd (OPA). OPA je
nefluorescen¢ni, dokud nereaguje jako heterobifunkéni cinidlo s amino- a
thiolovou skupinou GSH za vzniku fluorescen¢niho isoindolového produktu.
Vyhodami pfi pouziti OPA jsou mirné reakéni podminky, rozsahlé zkuSenosti
s jeho pouzitim a moznost stanoveni i jinych aminothiold [18, 35]. Dalsi
moznosti je vyuziti naftalen-2,3-dikarboxaldehydu, coz je €inidlo podobné OPA,
vyuzivané k souCasnému hodnoceni produkce ROS a hladin GSH [19]. Velmi
vyznamnou  skupinou  fluorochromG jsou bimany. Pfikladem je
monobromobiman (MBB), ktery reaguje s thiolovou skupinou rychle, ale méné
specificky, 1ze ho tedy vyuzit k souasnému stanoveni GSH a dalSich thiold.
Naproti tomu monochlorobiman (MCB) reaguje vyhradné s GSH [35, 37].
Vyhodou MBB je relativné vysoka fluorescencni emise umoznujici detekci i
nizkych koncentraci (2x10™ mmol.I") thiolovych slougenin. Nevyhodou jeho
pouziti je vSak vlastni fluorescence a fotodegradace [35].

Skupina fluorobenzofurazant se také vyuziva k derivatizaci thiold.
Nezreagovana Ccinidla nejsou fluorescencni, thiolové adukty jsou stabilni a
netvori se fluorescenéni produkty hydrolyzy. Nicméné tyto fluorochromy reaguiji
velmi pomalu a tudiz derivatizace s touto skupinou vyzaduje drastické
podminky (pH = 9,5 a 60 °C po dobu jedné hodiny), coz pfedstavuje znacnou
nevyhodu [36].

Mezi derivaty maleimidu patfi ThioGlo (9-acetoxy-2-(4-(2,5-dihydro-2,5-
dioxo-1H-pyrol-1-yl)fenyl)-3-oxo-3H-nafto[2,1-b]pyran) a fluorescein-5-maleimid.
Tyto derivaty vykazuji afinitu k thiolové skupiné. V neposledni fadé je také
mozné vyuzit skupinu difluoroboradiaza-S-indacenu [19].
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2.4.5 Metody stanoveni glutathionu

Existuje mnoho metod pro stanoveni redukovaného a oxidovaného
glutathionu. Navic se mulze glutathion v burikach vyskytovat ve formé
smiSeného disulfidu, kdy je molekula GSH spojena s -SH skupinou proteinu ¢i
peptidu — vznikaji tak glutathionylované proteiny. Proto se po pfedchozi redukci
veSkereho glutathionu na formu GSH muize stanovovat i celkovy glutathion [38].
Vybér vhodné metody zavisi na povaze analyzovaného vzorku, dostupném
vybaveni laboratofe a formé glutathionu, kterou chceme stanovit. Stanoveni se
nejCastéji provadi v plné krvi, hemolyzatu erytrocytli, plazmé nebo pfimo ve
tkani. Do dnedniho dne bylo vyvinuto mnoho spektrofotometrickych,
spektrofluorimetrickych, elektrochemickych, chemiluminiscencnich Ci
separaCnich metod, pfiCemz nejvyznamnéjSi z nich budou popsany

v nasledujicich kapitolach [34].

2.4.5.1 Spektrofotometrické metody

Mezi spektrofotometrické metody patfi enzymatickd GSH-recyklacni
metoda. Toto stanoveni plvodné vyvinuté Owensem a Belcherem [39] upravil
roku 1969 Tietze [40]. Principem stanoveni je redukce GSSG pomoci GR
doprovazena oxidaci dalSi molekuly, u které je méfena zména absorbance.
Mezi latky, které se vyuzivaji pro detekci redukce GSSG, patii NAD" & NADP*
(u nichz je detekovana zména absorbance pfi 340 nm) & DTNB. V souCasné
dobé je nejcCastéji vyuzivanym postupem ten, kde se v reakénim roztoku kromé
DTNB a GR nachazi také NADP*, &imz se zvySuje citlivost stanoveni. GSH
pfitomny ve vzorku reaguje s DTNB za vzniku GS-TNB a 5-thionitrobenzoatu
(TNB) (obr. 10). P¥i této reakci vznika GSSG, ktery je nasledné redukovan
pomoci GR a NADPH. Narust miry absorbance uvolnéného TNB je méfen pfi
412 nm a poskytuje informaci o koncentraci celkového GSH. Po pfidani thiol-
maskujiciho €inidla je mozné stanovit koncentraci pouze pro GSSG. Vyhodou
této metody je pomérné vysoka senzitivita, specifita a moznost stanoveni obou
forem glutathionu. Zasadni nevyhodou je nhemoznost automatizace a problémy

souvisejici s pouzitim NEM zvySujici komplikovanost stanoveni [38, 41].
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Obr. 10: Schéma zobrazujici enzymatickou GSH-recyklaéni metodu [41].

2.4.5.2 Spektrofluorimetrické metody

Cohn a Lyle jako prvni popsali reakci GSH a OPA a nasledné i jeji vyuziti
pro fluorimetrické stanoveni GSH [42]. S pouzitim minimalnich zmén v pfipravé
vzorku, podminek stanoveni a instrumentace tuto metodu pozdéji Hissin a Hilf
[43] modifikovali pro stanoveni GSH i GSSG [18]. Principem stanoveni je
reakce thiolové a aminové skupiny GSH s aldehydovymi skupinami OPA za
vzniku vysoce fluorescenéniho isoindolového produktu OPA-GSH (obr. 11).
Tato reakce probiha v mirné alkalickém prostfedi pfi laboratorni teploté.
V porovnani s chromatografickymi metodami jsou fluorimetrické metody velmi
rychlé, levné a na pfipravu vzorku méné naro¢né. Pfi zachovani pozadovanych
podminek (teplota, pH) se jedna o velmi citlivé, a diky derivatizaci specifické
metody [38].

GSH
oc ” N
Hooc ~ N Jj//; )5/
‘N~ COOH -H z° / COOH
- -HO -
\
H
OPA

OPA-GSH

Obr. 11: Reakce OPA a GSH za vzniku isoindolového produktu OPA-GSH [44].
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Dal$i moznosti stanoveni GSH je s vyuzitim bimani. MBB reaguje
s thiolovou skupinou GSH, tato reakce je vSak méné specificka a je mozné ho
vyuzit k detekci GSH i dalSich thiold. Z tohoto divodu je vyhodnéjsi pouzit
monochlorobiman, ktery reaguje vyhradné s glutathionem za katalyzy
glutathion-S-transferazy  [37, 45]. Principem stanoveni je reakce
nefluorescenéniho MCB s GSH za vzniku fluorescenéniho aduktu GS-biman
(obr. 12). Velkou vyhodou bimanu je jejich schopnost pronikat pfes bunéénou
membranu, Ize je tedy vyuzit jako sondy méfici GSH v intaktnich burikach. Tato
schopnost byla vyuzita v prutokové cytometrii a fluorescenéni mikroskopii.
Vyhodami derivatizace MCB je jednoduchost, rychlost, citlivost a specifita
stanoveni. Nevyhodou je, Ze vysledky musi byt prezentovany pouze jako

procentni podil koncentrace GSH vztazeny ke kontrolam [46, 47].

(,sn
- H(l N

Monochlorbiman GS-biman

Obr. 12: Reakce MCB a GSH za vzniku aduktu GS-biman.

2.4.5.3 Kapalinova chromatografie

Ke stanoveni GSH byla vyvinuta fada analytickych metod, v sou€asné
dobé se nejvice vyuzivaji metody vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) ve spojeni s ruznymi typy detekci (UV/VIS, fluorescenéni,
elektrochemicka). DalSi moznosti je spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii
(MS). Do pfipravy vzorku je vétSinou nutno zahrnout derivatizaci, ktera maze
byt provedena pfed nebo po chromatografické separaci [38, 48]. Pfi spojeni
HPLC s UV detekci se vyuziva napfiklad DTNB ¢i FDNB, tato metoda je méné
citliva, ale jednoducha. HPLC s fluorescenéni detekci vyuziva napfiklad OPA Ci
MBB. Pfi spojeni HPLC s elektrochemickou detekci neni nutna derivatizace [18,
49], vyhodou je soucasné stanoveni GSH s GSSG a vysoka citlivost. Obecnou
vyhodou chromatografickych metod je moznost separace GSH od potencialné

interferujicich latek, vysoka senzitivita a diky separaci i specifita. Nevyhodou
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téchto metod je nemoznost analyzy vice vzorku najednou, vysoké financni

naklady a dlouha doba analyz [38].

2.4.5.4 Plynova chromatografie

Literatura uvadi pouze nékolik metod pro stanoveni GSH a GSSG
s vyuzitim plynové chromatografie (GC). VétSina téchto GC metod je spojena
s hmotnostni detekci. Pfi tomto stanoveni dochazi k zplynéni vzorku, ktery je po
nasledné separaci ionizovan a detekovan v hmotnostnim spektrometru.
Nicméné GSH je polarni slou€enina, ktera pfi vysokeé teploté snadno degraduje.
Z tohoto duvodu je nutna derivatizace. Jako derivatiza¢ni €inidlo je v tomto
pfipadé mozné pouzit anhydrid kyseliny trifluoroctové &i etylchloroformiat. Pri
pouziti prvniho Cinidla dochazi k tvorbé& komplexu bicykloglutarimidu a GSH. P¥i
pouziti druhého Cinidla je GSH pfeménén na N,S-etoxykarbonylmetylesterovy
derivat [35]. Tato metoda nena$la pfilis velké uplatnéni pfi stanoveni GSH,

nevyhodou jsou vysoké pofizovaci naklady [18].

2.4.5.5 Bioluminiscenéni metody

Prvni bioluminiscen¢éni metodu pouzitou k méfeni GSH vyvinul Hinze
roku 1984 [50]. Roku 1998 Romero a Mueller-Klieser [51] detekovali GSH tim,
Ze spojili enzymatickou GSH-recyklaéni metodu s vysoce citlivou luminiscencni
reakci, 6imz detekovali spotfebu NADPH+H" [19]. Principem metody je mé&feni
chemiluminiscence bakterialni luciferazy. GSH je spojen s redoxnim systémem
NADP/ NADPH+H" prostfednictvim specifickych enzymu. Tento redoxni systém
je prostfednictvim flavinmononukleotidu kvantitativné propojen s bakterialni
luciferazou. Vyhodou je, Ze stanoveni vyZzaduje pouze malé mnozstvi
kapalného vzorku a poskytuje Siroky rozsah meéfitelnych koncentraci GSH.
Nevyhodou je, Ze se jedna o semikvantitativnhi metodu neumoznujici stanoveni
GSSG [18]. Od té doby byly vyvinuty dalSi bioluminiscenéni systémy pro
stanoveni celkového glutathionu, jako pfiklad lze uvést luminol-H,O, C&i
[Ru(phen)s]*>*-KMnO4 [19].
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2.4.5.6 Kapilarni elektroforéza

Ke stanoveni GSH ale i dalSich thiolt byly vyvinuty také metody kapilarni
elektroforézy [52]. Mezi vyhody kapilarni elektroforézy patfi kratka doba
analyzy, potfeba malého mnozstvi vzorku, velmi ucinna separace, snadna
automatizace a Siroka pouzitelnost [19]. Nevyhodou téchto metod muize byt
nedostatecna citlivost. Ke zvySeni citlivosti stanoveni se provadi derivatizace.
Zaroven je dulezité zvolit vhodny typ detekce. Pro stanoveni GSH byly pouzity
rizné typy detekce (napfiklad UV, fluorescencni, MS a velmi citliva laserem

indukovana fluorescence) [34].

2.4.5.7 Elektrochemické metody

DalSi moznosti stanoveni GSH je vyuziti elektrochemickych metod.
Obecnymi vyhodami elektrochemickych metod je jednoduchost, rychlost,
vysoka citlivost a nizké naklady. VétSina téchto metod je zalozena na redukci
GSSG na visici rtutové kapkové elektrodé. DalSi moznosti muze byt oxidace
GSH a GSSG na nemodifikovanych nebo chemicky modifikovanych
elektrodach. Hlavnim problémem elektrochemickych metod je nadmeérné vysoky
potencial pro oxidaci téchto latek na spole¢nych uhlikovych elektrodach [53].

Kizek et al. [54] méfili GSH a GSSG metodou cyklické voltametrie pfi
pouziti  visici rtutové kapkové elektrody jako pracovni elektrody.
Ag/AgCl/3 mol.I'* KCI slouzila jako referenéni elektroda a Pt drat jako pomocna
elektroda [19]. Inoue a Kirchhoff detekovali GSH pomoci elektrody, ktera byla

modifikovana koenzymem pyrrolochinolin/chinonem [55].
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3 CIL PRACE

Cilem nasi prace bylo vyuzit dvé spektrofluorimetrické metody vyuzivajici
OPA a MCB ke stanoveni glutathionu v nékolika druzich biologického
materialu — v jaternich homogenatech, vzorcich periferni krve a vybranych
bunéénych kulturach — a nasledné vysledky ziskané z obou pouzitych metod

mezi sebou porovnat, zda poskytuji srovnatelné hodnoty glutathionu.
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4 EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 Pomlucky a pristroje

Analytické vahy ARJ 120-4M (Kern, Némecko)

Davkovac Multipette stream (Eppendorf, Némecko)

Laboratorni sklo (Simax, Ceska republika)

Lednice s mrazakem (-20 °C), (Liebherr, Ceska republika)
Magnetické michadlo IKA Big squid (Star, Némecko)

Mikrotitraéni desticky 96 jamek (Nunc, Dansko)

Mikrozkumavky objem 0,5; 1,5 a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Nitrilové rukavice Titan (Genesee, Ceska republika)

Odbérové zkumavky s K3 EDTA objem 9 ml (Vacuette, Ceska republika)
Odstfedivka Mikro 22 R (Hettich, Némecko)

pH mérna elektroda Sen Tix 81 (Fisher Scientific, Rakousko)

pH metr InoLab pH 720 (Fisher Scientific, Némecko)

Pipety Finnpipette (Thermo, Finsko)

Plastové Spachtle

Software: Microsoft Office 2007 (Word, Excel), Tecan i-control, AB 2
Spektrofluorimetr Aminco Bowman 2 (Thermo, USA)
Spektrofotometr a spektrofluorimetr Infinite M200 (Tecan, Rakousko)
Stojany

Spicky na pipety Labtip (Thermo Scientific, Finsko)

Termostatovana tfepacka PST-100 HL (Biosan, LotySsko)

Vahy 440-35N (Kern, Némecko)

Vortex (Heidolph Reax top, Némecko)
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4.2 Pouzité chemikalie a biologicky material

Cisplatina (Pt(NH3)2Cl,, Mr = 300,05, Sigma-Aldrich, Némecko)
Deionizovana voda, DV (G<0,1 uS)

Diethylmalonat, DEM (C;,H1,04, Mr = 160,16, Sigma-Aldrich, Némecko)
Etanol (CoHsOH, Mr = 46,07, Merck, Némecko)

DPBS (10x), Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (Gibco, USA)

Glutathion redukovany, GSH (CioH17N3O06S, Mr = 307,33, Sigma-Aldrich,
Némecko)

Glutathion-S-transferaza, GST (45-50 kDa, Sigma-Aldrich, Némecko)
Hydrogenfosfore€nan sodny (Na,HPO,4, Mr = 141,96, Sigma-Aldrich, Némecko)
Chlorid sodny (NaCl, Mr = 58,443, Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Kyselina etylendiamintetraoctova, EDTA (C10H14N2Na,Og - 2 H,O, Mr = 372,24,
Fluka Biochemika, Némecko)

Kyselina chlorovodikova (HCI, Mr = 36,46, Sigma-Aldrich, Némecko)
Kyselina metafosfore¢na, MPA (HPOg3, Mr = 79,98, Sigma-Aldrich, Némecko)
Monochlorobiman, MCB (C10H1:CIN,O,, Mr = 226,66, Sigma-Aldrich)

o-ftaldialdehyd, OPA (CgHgO2, Mr = 134,14, Sigma-Aldrich, Némecko)
Bunécné kultury: HK-2 (Human Kidney 2), plicni A549

Lidska periferni krev

Mysi jaterni homogenaty
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4.3 Priprava roztoku

Fosfatovy pufr podle Dulbecca, DPBS (1x)

Fosfatovy pufr podle Dulbecca — DPBS (1x) byl pfipraven smichanim
20 ml DPBS (10x) se 180 ml deionizované vody. Takto pfipraveny pufr byl

skladovan v lednici pfi 4 °C.

Fosfatovy pufr (100 mmol.I'Y) s kyselinou etylendiamintetraoctovou (5 mmol.I ™)

Pufr byl pfipraven rozpusténim 0,7098 g Na,HPO, a 0,0931 g EDTA
v 50 ml deionizované vody. Nasledné bylo pH pufru upraveno na hodnotu

pH = 8. Tento pufr byl pfipraven Cerstvy pred kazdym méfenim.

Glutathion-S-transferaza

Byly pfipraveny tfi roztoky GST o aktivitach 0,1, 0,05 a 0,01 U.ml™.
Roztoky GST o pozadovanych aktivitach byly pfipraveny fedénim zasobniho
roztoku GST o aktivité 1 U.ml™* deionizovanou vodou, jak je uvedeno v tabulce

Il. Roztoky GST byly pfipraveny Cerstvé pfed kazdym mérenim.

Tab. Il: Pfiprava roztoku glutathion-S-transferazy o raznych aktivitach.

Aktivita GST (U.ml™) V st (1 U.ml™; pl) V ov (Hl)
0,1 20 180
0,05 20 380
0,01 20 1800
Chlorid sodny (1%)

Roztok byl pfipraven rozpusténim 1 g NaCl ve 100 ml deionizované

vody. Takto pfipraveny roztok byl skladovan v lednici pfi 4 °C.

Kyselina chlorovodikova (1 mol.I™)

Roztok byl pfipraven napipetovanim 1,9 ml HCl (32%) do 18,1 ml

deionizované vody. Vznikly roztok byl skladovan v lednici pfi 4 °C.
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Kyselina chlorovodikova (1 mmol.I'})

Roztok byl pfipraven napipetovanim 50 upyl HCI (32%) do 500 ml

deionizované vody. Vznikly roztok byl skladovan v lednici pfi 4 °C.

Kyselina metafosforecna (5%)

Roztok byl pfipraven rozpusténim 0,5 g MPA v 10 ml deionizované vody.

Takto pfipraveny roztok byl skladovan v lednici pfi 4 °C.

Monochlorobiman (240 umol.I')

Roztok MCB byl pfipraven smichanim 30 ul zasobniho roztoku MCB
(10 mmol.I"Y, jenZ byl skladovan v mrazaku pfi -20 °C), s 1220 yl DPBS (1x).

Tento roztok byl pfipraven Cerstvy pfed kazdym mérenim.

o-ftaldialdehyd (0,1%)

Roztok byl pfipraven rozpusténim 0,04 g OPA ve 40 ml metanolu. Takto
pfipraveny roztok byl rozpipetovan do mikrozkumavek a skladovan v mrazaku
pfi -20 °C.
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4.4 Stanoveni glutathionu pomoci o-ftaldialdehydu (OPA)

4.4.1 Priprava kalibrac¢ni fady standardnich roztoku glutathionu

Pro stanoveni GSH pomoci metody vyuzivajici OPA bylo nutné pfipravit
kalibraCni fadu standardnich roztoku glutathionu. Zasobni roztok GSH
(1000 pmol.I"Y) byl pfipraven navazenim 0,0307 g GSH a doplnénim na objem
100 ml pomoci HCI (1 mmol.I"Y). Nasledné byla pfipravena kalibraéni fada (0, 5,
20, 50, 100, 200, 500 a 1000 pmol.I* GSH) pomoci Fedéni zasobniho roztoku
GSH, jak je uvedeno vtabulce Ill. Z kazdé koncentrace standardu bylo
odpipetovano 300 ul do dal§i mikrozkumavky a nasledné pfidano 600 ul MPA
(5%). Po promichani bylo z kazdého standardu odpipetovano 50 ul do nové
mikrozkumavky. Takto pfipravena kalibraéni fada byla pouZita ihned pro
fluorimetrické stanoveni GSH, popfipadé mohla byt zamrazena pfi -20 °C pro

pozdéjsi pouziti.

Tab. lll: Pfiprava kalibracni fady standardnich roztoku glutathionu.

C asH (Wmol.I™) V st (1000 pmol.l™; pl) | V wer (1 mmol.I™; pl)
1000 1000 0

500 500 500

200 200 800

100 100 900

50 50 950

20 20 980

5 10 1990

0 0 1000

4.4.2 Deproteinace vzorku

Pfed vlastnim stanovenim glutathionu pomoci OPA bylo nutné vzorek
nejprve deproteinovat. Pro deproteinaci bylo napipetovano 300 pl vzorku
k 600 pl MPA (5%). Vznikld smés byla promichana a inkubovana 10 minut
pfi 4 °C. Po probéhlé inkubaci byla smés centrifugovana 10 minut pfi 4 °C
(16 tis. RPM). Po centrifugaci bylo odpipetovano 50 ul supernatantu do nové
mikrozkumavky. Tento vzorek byl nasledné vyuzit pro stanoveni glutathionu

pomoci OPA.
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4.4.3 Postup stanoveni glutathionu pomoci OPA

Pro stanoveni koncentrace GSH bylo k 50 pl standardd nebo vzorku
pripipetovano 1000 pl fosfatového pufru (pH = 8). Po promichani bylo nasledné
odebrano 60 pl smési do dalSi mikrozkumavky a pfipipetovano 900 l
fosfatového pufru (pH = 8) a 60 pl OPA. Po promichani byly vSechny
mikrozkumavky inkubovany 15 minut. Po probéhlé inkubaci bylo pfipipetovano
75 pl HCI (1 mol.I'"). Obsah mikrozkumavek byl promichan a nasledné& byla
méfena fluorescence jednotlivych standardd a vzorkl na pfistroji Aminco
Bowman 2. Podminky stanoveni jsou uvedeny v tabulce IV. Koncentrace GSH
pfitomného ve vzorcich byla vypocCtena pomoci rovnice kalibrani pfimky.

Vzorova rovnice kalibrani pfimky je zobrazena v grafu 1.

Tab. IV: Podminky spektrofluorimetrického stanoveni GSH pomoci OPA.

VInova délka excitace 335 nm
VInova délka emise 420 nm
Celkova doba méreni 5000 ms
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Graf 1: Kalibracni pfimka pro spektrofluorimetrické stanoveni koncentrace GSH
pomoci OPA (linearni v rozsahu 0—1000 umol.I* GSH).
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4.5 Stanoveni glutathionu pomoci monochlorobimanu (MCB)

Pfi stanoveni GSH pomoci monochlorobimanu bylo ke 100 ul vzorku
pfitomného v jamce mikrotitracni destiCky pfidano 20 pl roztoku MCB. Vysledna
koncentrace monochlorobimanu vijamce byla 40 pmol.I*. Nasledné byla
mérfena fluorescence na pfistroji Tecan Infinite M200. Podminky stanoveni jsou
uvedeny v tabulce V. Koncentrace GSH pfitomného ve vzorcich byla pomoci
smérnic vyjadifena jako procentni podil koncentrace GSH vztazeny ke

kontrolam.

Tab. V: Podminky spektrofluorimetrického stanoveni GSH pomoci MCB.

Teplota detekce 37 °C
VInova délka excitace 394 nm
VInova délka emise 490 nm

4.6 Stanoveni glutathionu v jaternich homogenatech

4.6.1 Priprava vzorku pro OPA stanoveni

Vzorky jaternich homogenatl byly po rozmrazeni pouzity nefedéné a 10x
fedéné deionizovanou vodou. Nasledné byla provedena deproteinace vzorkd,

jejiz postup byl popsan v kapitole 1.4.2.

4.6.2 Priprava vzorku pro MCB stanoveni

Stejné vzorky jaternich homogenatd byly vyuzity také pro metodu
vyuzivajici MCB. Jednotlivé vzorky byly, stejné jako v pfedchozim pFipadé,

pouzity nefedéné a 10x fedéné deionizovanou vodou.

4.6.3 Porovnani metod OPA a MCB

Pro porovnani metod bylo hodnoceno deset vzork( mySich jaternich
homogenatl pfipravenych vySe uvedenymi zpusoby pomoci metod OPA a
MCB. Postup stanoveni GSH pomoci metody vyuzivajici OPA byl popsan
v kapitole 1.4.3. Postup stanoveni GSH pomoci metody vyuzivajici MCB byl
popsan v kapitole 1.5.
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4.7 Stanoveni glutathionu v bunkach periferni krve

4.7.1 Stanoveni glutathionu pomoci OPA

4.7.1.1 Priprava vzorku - optimalizace redéni krve

Nejprve bylo nutné optimalizovat fedéni krevniho vzorku pro metodu
vyuzivajici OPA. Krevni vzorek byl nafedén 10x, 20x a 40x pomoci DV.
Nasledné byla provedena deproteinace jednotlivych vzorkld (kapitola 1.4.2) a

vlastni stanoveni pomoci OPA (kapitola 1.4.3).

4.7.2 Stanoveni glutathionu pomoci MCB

4.7.2.1 Priprava vzorku - optimalizace redéni krve

Prvnim optimalizovanym parametrem v pfipadé metody vyuzivajici MCB
byl vybér roztoku vhodného k fedéni krve. Krevni vzorek byl nafedén 5x, 20x,
80x a 320x pomoci DV a NaCl (1%). Pfed vlastnim stanovenim pomoci MCB
(kapitola 1.5) bylo do jednotlivych jamek mikrotitraéni desti¢ky pfidano 20 pl
GST (0,05 U.ml™).

Nasledné bylo optimalizovano fedéni krevniho vzorku. Krevni vzorek byl
nafedén 5x, 20x, 80x, 120x, 160x, 240x, 320x, 640x, 1280x, 2560x a 5120x
pomoci DV. Pfed vlastnim stanovenim pomoci MCB (kapitola 1.5) bylo do

jednotlivych jamek mikrotitraéni desti¢ky pfidano 20 pl GST (0,05 U.ml™).

4.7.2.2 Optimalizace aktivity glutathion-S-transferazy a excitaéni vinové délky

DalSim optimalizovanym parametrem byla aktivita GST. Byly hodnoceny
tfi aktivity GST (0,1; 0,05 a 0,01 U.ml'l). Krevni vzorek byl nafedén 5x, 10x a
20x pomoci NaCl (1%). Pfed vlastnim stanovenim pomoci MCB (kapitola 1.5)
bylo do odpovidajicich jamek mikrotitracni desti¢ky pfidano 20 yl GST dané
aktivity.

Pfi optimalizaci excitacni vinové délky byla hodnocena vinova délka 394
a 370 nm. Krevni vzorek byl nafedén 160x, 320x, 640x, 1280x, 2560x a 5120x
pomoci DV. Pfed vlastnim stanovenim pomoci MCB (kapitola 1.5) bylo do
jednotlivych jamek mikrotitradni destiéky pfidano 20 yl GST (0,05 U.ml™).
V takto pfipravenych jamkach byla nasledné méfena fluorescence pfi dvou

excita¢nich vinovych délkach (394 a 370 nm), emisni vinova délka byla 490 nm.
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4.7.3 Porovnani metod OPA a MCB

Pro porovnani metod byly hodnoceny koncentrace GSH ve vzorcich
periferni lidské krve odebranych do zkumavek s antikoagulaénim cinidlem
EDTA. Po centrifugaci bylo z jednotlivych zkumavek odebrano a pfeneseno
100 pl krve k 100 pl NaCl (1%). Takto pfipravené vzorky byly v pfipadé metody
vyuzivajici OPA Ffedény 10x deionizovanou vodou, nasledné byla provedena
deproteinace (kapitola 1.4.2) a stanoveni pomoci OPA (kapitola 1.4.3).
V pfipadé metody vyuZivajici MCB bylo Sestnact vzorkd fedéno 160x
deionizovanou vodou a sedmnact vzorki 320x deionizovanou vodou.
Pfed vlastnim stanovenim pomoci MCB (kapitola 1.5) bylo do jednotlivych
jamek mikrotitradni desticky p¥idano 20 pl GST (0,05 U.ml™).

4.8 Stanoveni glutathionu v kultivovanych burikach

4.8.1 Priprava vzorku pro OPA stanoveni

Pfed stanovenim GSH v kultivovanych burikach A549 a HK-2 bylo ze
vSech jamek mikrotitraéni desticky pomoci multikanalové pipety odebrano 80 ul
média. Pro deproteinaci bylo do kazdé jamky napipetovano 40 ul MPA (5%) a
buriky byly seSkrabany. Po probéhlé inkubaci byl lyzat bunék centrifugovan
10 minut pfi 4 °C (16 tis. RPM). Po centrifugaci byl odpipetovan vzorek

pro vlastni stanoveni glutathionu pomoci OPA.

4.8.2 Priprava vzorku pro MCB stanoveni

Pred vlastnim stanovenim GSH v kultivovanych burikach (A549 a HK-2)
pomoci metody vyuzivajici MCB nebylo nutné provadét Zadnou pfipravu

vzorku.

4.8.3 Porovnani metod OPA a MCB

Pro porovnani metod byly hodnoceny koncentrace GSH v bunikach A549
a HK-2. Nasledujici postup stanoveni pomoci OPA byl uveden v kapitole 1.4.3.
Postup stanoveni glutathionu pomoci metody vyuzivajici MCB byl popsan
v kapitole 1.5.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni glutathionu v jaternich homogenatech

5.1.1 Porovnani metod OPA a MCB

Nejprve byly stanoveny hladiny GSH ve vzorcich mySich jaternich
homogenatu. Vzorky nefedéné a 10x fedéné deionizovanou vodou byly vyuzity
ke stanoveni GSH pomoci obou metod — OPA a MCB. Vysledky ziskané z obou
metod byly vyjadfeny jako % kontrol GSH, kdy za kontrolu byl vybran prvni
vzorek z celé sady jaternich homogenatl. Z vysledku byla vytvofena korelaéni
zavislost, ktera je zobrazena v grafu 2. Korelacni koeficient (r = 0,94) ukazuje,
Ze korelace mezi vysledky ziskanymi obéma metodami je velmi vysoka. Metody
OPA a MCB tedy poskytuji odpovidajici si koncentrace GSH ve vzorcich
mysSich jaternich homogenatu. Pfi vlastnim zhodnoceni absolutné vyjadfenych
koncentraci GSH Ize vSak pozorovat, ze v pfipadé nefedénych vzorkd jsou
koncentrace GSH vyS$si u OPA metody. U vzorka fedénych 10x deionizovanou

vodou jsou koncentrace GSH podobné u obou metod.
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Graf 2: Korelace koncentraci GSH méfenych pomoci dvou metod (OPA a MCB) ve
vzorcich mySich jaternich homogenétu (n = 18). Hodnoty koncentraci GSH jsou
uvedeny v priloze 1.
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5.2 Stanoveni glutathionu v bunkach periferni krve

5.2.1 Stanoveni glutathionu pomoci OPA

5.2.1.1 Optimalizace fedéni krve

Nejprve bylo nutné optimalizovat fedéni krve pro metodu vyuzivajici
OPA. Za timto ucCelem byl vzorek krve nafedén 10-40x pomoci DV. Jako
vhodné Fedéni pro nasledujici praci bylo vybrano 10nasobné fedéni pomoci DV

(graf 3) z duvodu docileni optimalniho signalu fluorescence pfi stanoveni GSH.
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Graf 3: Optimalizace fedéni krve pomoci DV — metoda OPA.
Priprava vzork(: vzorek nafedén 10x, 20x a 40x DV (primér = SD, n = 5).
Hodnoty koncentraci GSH jsou uvedeny v pfiloze 2.

5.2.2 Stanoveni glutathionu pomoci MCB

5.2.2.1 Optimalizace redéni krve

V pfipadé metody vyuzivajici MCB bylo nejprve nutné vybrat roztok,
pomoci néhoz byly vzorky krve fedény. Za timto ucelem byl krevni vzorek
nafedén 5-320x pomoci DV a NaCl (1%). Po stanoveni hladin GSH
v jednotlivych fedénich bylo zjisténo, Ze fedéni vzorku pomoci DV a NaCl (1%)
poskytuje prakticky shodné hodnoty GSH (graf 4). Pro nasledujici praci bylo
jako optimalni zvoleno fedéni vzorku deionizovanou vodou z divodu veétsi

podpory nutné hemolyzy erytrocytl oproti 1% NacCl.

48



Nasledné byla optimalizovana mira fedéni krevniho vzorku. Krevni
vzorek byl nafedén 5-5120x pomoci DV. Pro nasledné pouziti bylo vybrano
jako optimalni 160x a 320x fedéni vzorku DV. 160x fedéni bylo zvoleno
z divodu poskytnuti optimalniho signalu fluorescence (graf 5). 320x fedéni bylo
pouzito z duvodu zajisténi spravného stanoveni GSH v pfipadé vyskytu vzorku,
jenz by obsahoval mnohem vysSi koncentrace GSH.
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Graf 4: Redéni krve pomoci DV a NaCl (1%) — metoda MCB. Hodnoty smérnic
Jsou uvedeny v priloze 3.
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Graf 5: Optimalizace redéni krve pomoci DV — metoda MCB. Hodnoty smérnic
jJsou uvedeny v priloze 4.
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5.2.2.2 Optimalizace aktivity glutathion-S-transferazy a excitacni vinové délky

DalSim optimalizovanym parametrem byla aktivita GST. Krevni vzorek
byl nafedén 5-20x pomoci NaCl (1%) a testovany byly aktivity 0,1; 0,05 a
0,00 U.ml* GST. Zgrafu 6 je patrné, Ze aktivita 0,01 U.mlI* GST neni
dostacujici pfi zvySujici se koncentraci GSH v krevnim vzorku. Pfi zvySujicim se
fedéni krevniho vzorku totiz klesa intenzita jeho zabarveni a interference
hemoglobinu, ktery neni pfitomen v tak vysokych koncentracich. DalSi dvé
zvolené aktivity GST (0,1 a 0,05 U.ml") poskytovaly srovnatelné vysledky.
Z divodu dostacujicich vysledku byla pro nasledujici pokusy jako optimalni
vybrana aktivita GST 0,05 U.ml™.
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Graf 6: Optimalizace aktivity GST ve vzorku krve — metoda MCB. Hodnoty
smérnic jsou uvedeny v prfiloze 5.
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Poslednim optimalizovanym parametrem u MCB stanoveni byla excitaéni
vinova délka. Krevni vzorek byl nafedén 160-5120x pomoci DV. Pfi méfeni
fluorescence byla pouzita excitaéni vinova délka 370 nebo 394 nm. Emisni
vinova délka byla 490 nm. Bylo zjisténo, Ze excitaCni vinova délka 394 nm
poskytuje vysSi signal fluorescence (graf 7), tudiz byla vyuzivana i v nasledujici
praci.
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Graf 7: Optimalizace excitacni vinové délky ve vzorku krve — metoda MCB.
Hodnoty smérnic jsou uvedeny v priloze 6.
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5.2.3 Porovnani metod OPA a MCB

Nasledné byly stanovovany hladiny GSH v neznamych vzorcich lidské
periferni krve. Po optimalizaci vySe uvedenych podminek stanoveni byly
hodnoceny hladiny GSH pomoci obou metod. Vzorky stanovované pomoci
metody vyuZzivajici OPA byly fedény 10x deionizovanou vodou. V pfipadé
metody vyuzivajici MCB byly vzorky fedény 160x nebo 320x pomoci
deionizované vody. Vysledky ziskané z obou metod byly vyjadfeny jako %
kontrol GSH, pfiCemz jako kontrola byl vyuzit prvni vzorek zcelé série
vySetfovanych vzorku. Vysledky, které byly ziskany vySe uvedenym zplsobem,
byly nasledné vyuzity k vytvofeni korelacni zavislosti, ktera je zobrazena
v grafu 8. Jak ukazuje korelacni koeficient (r = 0,91), vysledky ziskané pomoci
optimalizované metody vyuZivajici MCB a OPA ve vzorcich lidské periferni krve
velmi dobfe koreluji. Absolutné vyjadifené koncentrace GSH jsou ve vétsiné

pripadu vyssi u MCB metody, cozZ potvrzuje i rovnice pfimky v uvedeném grafu.
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Graf 8: Korelace koncentraci GSH méfenych pomoci dvou metod (OPA a MCB) ve
vzorcich lidské periferni krve (n = 31). Hodnoty koncentraci GSH jsou uvedeny v
pfiloze 7.
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5.3 Stanoveni glutathionu v kultivovanych burnkach

5.3.1 Porovnani metod OPA a MCB

Posledni ¢asti naSi prace bylo stanoveni hladin GSH v kultivovanych
bunikach. Pomoci dvou metod (OPA a MCB) byly stanoveny hladiny GSH
v lidskych plicnich adenokarcinomovych burikach (A549) a lidskych ledvinnych
bunikach (HK-2). Ziskané vysledky byly vyjadfeny jako % kontrol GSH, kdy
za kontrolu byl vybran, stejné jako v pfedchozich pfipadech, prvni vySetfovany
vzorek. Z vysledkl byla vytvofena korelaéni zavislost, ktera je zobrazena
v grafu 9. Jak je ztohoto grafu patrné, korelacni koeficient je velmi vysoky
(r=0,97), tudiz metody OPA a MCB poskytuji srovnatelné vysledky také v nami
pouzitych burikach. Absolutné vyjadifené koncentrace GSH jsou v tomto pfipadé

vyS$Si u OPA metody, jak potvrzuje i uvedena rovnice pfimky.
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Graf 9: Korelace koncentraci GSH méfenych pomoci dvou metod (OPA a MCB)
v bunéénych kulturach A549 a HK-2 (n = 10). Hodnoty koncentraci GSH jsou uvedeny
v pfiloze 8.
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6 DISKUZE

Glutathion je hlavni intracelularni nebilkovinny thiol, ktery se vyskytuje
u savcu, rostlin, hub a nékterych prokaryotickych organismu. Tento tripeptid je
pfitomen ve vSech burikach lidského téla v koncentracich v fadech mmol.I™.
Nejvétsi syntéza GSH probiha v jatrech, kde muUze byt v pfitomen
koncentracich aZz 10 mmol.I*. Vysoké hladiny jsou nalézany také napfiklad
v ledvinach, sleziné, erytrocytech Ci leukocytech. GSH je pro fungovani bunék
zcela nepostradatelny, jelikoz vykonava mnoho dullezitych funkci. Jedna se o
vyznamny antioxidant, jehoz funkci je také udrzovani thiolového stavu proteinu,
detoxikace xenobiotik, regenerace vitamini A a C, regulace buné&ného cyklu i
apoptozy a v neposledni fadé plsobi jako zasobni forma cysteinu. Do dnesniho
dne byla vyvinuta Siroka Skala spektrofotometrickych, spektrofluorimetrickych,
elektrochemickych, chemiluminiscenCnich a separaCnich metod, které se
vyuzivaji ke stanoveni koncentrace GSH v nejriiznéjSich druzich biologického
materialu [18, 28, 34].

V naSi praci byly vyuZzity dvé zavedené spektrofluorimetrické metody
(OPA a MCB) ke stanoveni glutathionu v jaternich homogenatech, burnkach
periferni krve a kultivovanych bunkach. Cilem bylo zjistit, zda tyto metody
poskytuji srovnatelné vysledky pfi pouziti v uvedenych biologickych
materialech. Fluorimetrické stanoveni GSH pomoci OPA je v sou€asné dobé
velmi Casto vyuzivano diky jeho vysoké citlivosti a specifité. V pfipadé této
metody se diky derivatizaci s OPA vyskytuje pouze relativné nizka ¢i zadna
interference. Pouzitd MCB metoda je rychla a jednoducha. V porovnani s OPA
metodou je velkou vyhodou schopnost MCB pronikat pfes bunéné membrany
a reagovat specificky s GSH uvnitf intaktnich bunék [38, 43, 47].

Nejprve byly nami stanoveny koncentrace GSH ve vzorcich mysich
jaternich homogenatu. Hissin a Hilf modifikovali stanoveni pldvodné popsané
Cohnem a Lylem a vyuzZili jej ke stanoveni koncentrace GSH v jaternich
homogenatech [42, 43]. V literatufe je mozné nalézt srovnani OPA a
enzymatické GSH-recyklacni metody [56], pfipadné MCB a HPLC metody [47]
ve vzorcich jaternich homogenatu. Prozatim vSak nebyla publikovana prace
srovnavajici metody OPA a MCB pfi stanoveni GSH v jaternich homogenatech.

Z naSich vysledkd vyplyva, Ze korelace mezi obé&ma pouzitymi metodami je
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velmi vysoka (r=0,94). Pfi zhodnoceni absolutné vyjadifenych koncentraci
GSH Ize v8ak pozorovat, Ze v pfipadé nefedénych homogenatld jsou
koncentrace GSH vyssSi u OPA metody. Tyto vysledky byly pravdépodobné
zpusobeny nepfitomnosti dodate¢né pfidané GST u MCB metody, ackoliv
vzorky homogenatu jater zbytkovou aktivitu GST obsahovaly. V pfipadé vétsi
aktivity tohoto enzymu by byla pravdépodobné katalyzovana rychlejSi a
specificka reakce mezi MCB a pfitomnym GSH, ktera by zapfic€inila naméfeni
vysSich absolutné vyjadifenych koncentraci GSH pravé u MCB metody. Jak je
také obecné znamo, GSH velmi snadno podléha oxidaci pfi alkalickém pH,
proto je vhodné udrzovat pH v kyselé oblasti [35, 47]. Z tohoto dlvodu bylo
usouzeno, ze dalS§i moznou pfi¢inou ziskani téchto vysledki mohlo byt
zabranéni oxidace GSH diky okyseleni vzorkd u OPA metody. V literatufe byva
uvadéno pouziti riznych druhu ¢inidel zabrarujicich oxidaci GSH. Jako pfiklad
lze uvést dithioerythritol, dithiothreitol ¢i 2-merkaptoethanol [35]. BEéhem nasi
prace v8ak zadné ztéchto Cinidel vyuzito nebylo a ztohoto divodu nelze
zhodnotit jejich u€innost. Pfi zhodnoceni vzorkl homogenatl fedénych 10x
deionizovanou jsou koncentrace GSH srovnatelné u obou metod, pfipadné
vy8Si u MCB metody. Vliv na tyto nejednoznaéné vysledky mohlo mit tedy i
nafedéni vzorku deionizovanou vodou.

V nasledujici ¢asti diplomové prace byly hodnoceny koncentrace GSH
v lidské periferni krvi. Jak jiz bylo uvedeno, jatra jsou primarnim organem
syntézy GSH de novo a jsou zodpovédné za pfisun 90 % cirkulujiciho GSH.
Nicméné kosterni svaly a erytrocyty také spolupracuji s udrzovani hladiny GSH.
V lidské krvi je vétSina GSH lokalizovana uvnitf erytrocytd (intracelularni
koncentrace je 3 mmol.I'*) jelikoZ leukocyty, které obsahuji 2-4 mmol.I'* GSH,
jsou pritomny ve srovnani s erytrocyty v menSim poctu. Nékteré publikace
uvadeéji, ze erytrocyty se podileji az na 10 % celkové syntézy GSH [57].
V souCasné dobé& neexistuje standardni metoda pro stanoveni GSH
v erytrocytech, nicméné néktefi autofi, jako napfiklad Garcia et al. a Kandar et
al. vyuzili ke kvantifikaci GSH v lidskych erytrocytech HLPC metodu [49, 58].
Vedle toho Raththagala et al. hodnotili koncentraci GSH v krali€ich erytrocytech
s vyuzitim MCB pfi spektrofluorimetrickém stanoveni [59].

Pfi pouziti OPA metody bylo nejprve optimalizovano fedéni krevniho

vzorku. Spravné nafedéni krevniho vzorku bylo velice dulezité, nebot
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v nefedéném vzorku by diky vysoké koncentraci hemoglobinu nemohl byt
obsah GSH spravné stanoven. Jako optimalni bylo v pfipadé OPA metody
vybrano 10nasobné fedéni deionizovanou vodou diky docileni optimalniho
signalu fluorescence. Nasledné byly optimalizovany podminky stanoveni pro
MCB metodu. Dulezitym zjisténim u MCB metody bylo, Ze pfi stanoveni GSH
v erytrocytech musi byt dodate¢né pfitomna GST. Toto zjiSténi se shoduje
s praci Raththagala et al., ktefi rovnéz GST ke vzorkm pfidavali [59]. Redéni
vzorku bylo v pfipadé MCB metody provedeno deionizovanou vodou z dlivodu
zajisténi nutné hemolyzy erytrocytl pfitomnych ve vzorku. Pfi vlastnim vybéru
vhodného fedéni krevniho vzorku byla jako vhodna zvolena dvé rizna fedéni.
Jako idealni bylo z duvodu poskytnuti optimalniho signalu fluorescence
identifikovano 160x fedéni pomoci DV. Pokud by se vsak vyskytl vzorek,
obsahujici mnohem vysSi koncentrace GSH v porovnani s otatnimi vzorky,
nemusela by byt jeho koncentrace GSH spravné stanovena, a proto z tohoto
divodu bylo v dalSich experimentech vyuzito vyS$si Fedéni krevniho vzorku
pomoci DV, a to 320x.

DalSim dulezitym optimalizovanym parametrem byla aktivita GST.
V ramci naSich experimentl byly hodnoceny tfi vybrané aktivity GST. Aktivity
aktivita GST (0,01 U.ml™) neposkytovala dostate¢né vysledky pii zvysujicim se
fedéni krevniho vzorku a proto byla vylou€ena jako prvni. Nasledné bylo
vybirano mezi aktivitami 0,1 a 0,05 U.ml™. A¢koliv v praci autori Raththagala et
al. byla vyuzivana opravdu vysoka aktivita GST — 50 U.ml™ [59], pro nasi dalsi
praci byla za optimalni, z ddvodu z dostacujicich vysledkl, vybrana aktivita
0,05 U.ml™. Poslednim optimalizovanym parametrem v ramci MCB metody byla
excitacni vinova délka. Raththagala et al. ve své praci uvedli, Ze pfi pouziti
excitacni vinové délky 390 nm muze dochazet k interferenci s hemoglobinem
z duvodu jeho vysokého molarniho extinkéniho koeficientu. Snizenim excitaéni
vinové délky z 390 na 370 nm by méla byt absorbance hemoglobinu vyrazné
shizena pfi zachovani dostatecné excitace i emise MCB [59]. Z naSich vysledku
ale vyplyva, Ze excitacni vinova délka 394 nm poskytuje dostatecny a specificky
signal fluorescence, a proto byla vyuzivana i v nasledujici praci.

Po optimalizaci vy$e uvedenych parametri byly stanoveny hladiny GSH

v burikach lidské periferni krve s vyuzitim metod OPA a MCB. NaS$e vysledky
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ukazuji, ze tyto metody mezi sebou velmi dobfe korelovaly (r = 0,91). Pfi
zhodnoceni absolutné vyjadfenych koncentraci GSH se ve vétdiné pfipadu
nachazeji vyssi hodnoty u MCB metody. Tyto vysledky byly zpusobeny nami
pfidanou GST o aktivité 0,05 U.ml™?, ktera katalyzovala rychlou a specifickou
reakci MCB s pritomnym GSH [37, 45, 60].

V posledni ¢asti nasi prace byly hodnoceny hladiny GSH v kultivovanych
burikach. V ramci experimentl byly vyuZzity lidské plicni adenokarcinomové
buriky (A549) a lidské ledvinné buriky (HK-2) [61, 62]. V téchto burikach, které
byly oSetfeny po dobu 24 hodin diethylmalonatem ¢&i cisplatinou, byly nasledné
stanoveny koncentrace GSH pomoci obou metod. Bylo zjisténo, Ze korelacni
koeficient je velmi vysoky (r = 0,97), tudiz metody OPA a MCB poskytuji
srovnatelné vysledky. Toto zji§t&ni potvrzuje vysledky autord Capek et al., ktefi
porovnavali metody OPA a MCB pfi stanoveni GSH ve stejnych typech bunék
[46]. Absolutné vyjadiené koncentrace GSH jsou v tomto pfipadé vyssi u OPA
GSH pomoci MCB nebyla opét pouzita GST, ktera by zajistila dostate¢nou
reakci MCB s GSH [63].
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7 ZAVER

Béhem naSi prace byly vyuzity dvé zavedené spektrofluorimetrické
metody (OPA a MCB) ke stanoveni hladin GSH v mySich jaternich
homogenatech, burikach lidské periferni krve a kultivovanych bunkach A549 a
HK-2. Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit korelaci vysledkl ziskanych
z obou pouzitych metod ve vybranych druzich biologického materialu.

Ackoliv. muselo byt vpriubéhu nasi prace optimalizovano nékolik
parametrd, zejména u MCB stanoveni glutathionu ve vzorcich lidské periferni
krve, je mozné zavérem fici, Ze bylo dosazeno velice podobnych vysledku.
VSechny nami ziskané korelaéni koeficienty se pohybovaly v rozmezi 0,91-
0,97, coz vypovida o velmi silné korelaci ziskanych vysledkd. Mirné rozdily
absolutné vyjadfenych koncentraci GSH byly nejspiSe zplsobeny dodatecné
pfidanou GST, ktera katalyzuje probihajici reakci mezi MCB a GSH. Jelikoz byl
tedy tento enzym po pridani pfitomen ve vySetfovanych vzorcich periferni krve,
byly nalezeny absolutné vyjadfené koncentrace GSH vy3Si u MCB metody.
Naopak v pfipadé jaternich homogenatd a kultivovanych bunék byly nalezeny
absolutné vyjadfené koncentrace GSH nizS§i u MCB metody, z ddvodu
nepfitomnosti tohoto enzymu.

Stanoveni GSH pomoci OPA je v soucasnosti velice €asto vyuZivano
diky jeho vysoké citlivosti a specifité, v porovnani s MCB metodou se vSak
monochlorobimanu pronikat pfes cytoplazmatické membrany bunék, ¢imz
umozniuje stanovit obsah GSH uvnitf intaktnich bunék. V na$i praci vSak bylo
prokazano, ze vysledky ziskané MCB metodou mohou byt ovlivnény
pfitomnosti GST ve vySetfovaném materialu. DalSim vyznamnym faktorem
ovliviujicim hladiny pfitomného GSH muaze byt pfitomnost GGT, ktera
katalyzuje degradaci extracelularnino GSH. Nelze v8ak opomijet ani
autooxidaci GSH spojenou s pfipravou vzorku, ktera muze vyznamné snizit
hladiny pfitomného GSH. Z tohoto divodu je vhodné brat v potaz doporuceni
udrzovat pH v kyselé oblasti, ¢i vyuzit vhodna redukcni Cinidla, ktera by

pfipadné oxidaci GSH zabranila.
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