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1. Uvod

Zajem o stanoveni glutathionu (GSH) a glutathiondi-
sulfidu (GSSG) se neustale zvySuje vzhledem ke klicové
tloze GSH v ochranném mechanismu proti oxida¢nimu
stresu. Je mnoho faktord, diky kterym se hladiny GSH
a GSSG tak odlisuji u rdznych autord. Jedna se predevsim
o piipravu vzorku, kde je dulezité vhodné volit antikoagu-
lacni a precipitacni ¢inidlo, rozhodnout, zda pouZit ¢i ne-
pouzit alkylacni ¢inidlo, redukéni ¢inidlo, apod., dale pak
zalezi na pouzité analytické metod¢. Samotnd hladina
GSH nas dostatecné neinformuje o mife oxida¢niho stresu,
lepsim ukazatelem je pomér GSH/GSSG (GSSG/GSH). Za
normalnich podminek je koncentrace GSSG podstatné
niz8i nez GSH, coZ vyzaduje velmi spravné a ptesné stano-
veni GSSG v pfitomnosti tak vysoké koncentrace GSH.
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Kromé toho musime mit stale na mysli, Ze béhem ptipravy
vzorku mize dochéazet k oxidaci GSH na GSSG a tak
k falesnému nadhodnoceni hladin GSSG. Nékteré prace
naznacily, ze GSSG by mohl byt pouze artefaktem ne-
vhodné piipravy vzorku pred vlastni analyzou'.

2. Biologické funkce glutathionu
2.1. Metabolismus glutathionu

GSH (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin) je v pfirodé
nejrozsitenéj$i nizkomolekularni thiol. Peptidova vazba
mezi y-karboxylovou skupinou glutamitu a a-amino-
skupinou cysteinu podminuje rezistenci GSH k degradaci
intracelularnimi peptidasami a proteasami. Thiolové sku-
pina je zapojena do redukénich a konjugaénich reakci.
Syntéza GSH se odehrava v cytosolu. Jde o dvoukrokovou
reakci katalyzovanou enzymy y-glutamylcysteinsynthe-
tasou (EC 6.3.2.2) a glutathionsynthetasou (EC 6.3.2.3),
ktera probihd pfedevsim v jatrech. Jatra tak hraji vyznam-
nou ulohu v homeostaze GSH. Degradaci GSH katalyzuje
enzym y-glutamyltranspeptidasa (GGT; EC 2.3.2.2), kdy
y-glutamylovy zbytek je piendSen na vhodny akceptor
(aminokyseliny, dipeptidy, GSH). Hydrolyza cysteinylgly-
cinu na cystein a glycin je katalyzovana specifickou dipep-
tidasou. Nejdilezit&jsi funkci y-glutamylového cyklu je
kontinuélni zdroj cysteinu®. GSH je tak jakymsi rezervoa-
rem cysteinu, ktery mize byt ve vyssich koncentracich pro
buriky toxicky’.

2.2. Uloha glutathionu p#i biotransformaci xenobiotik

S nukleofilnim GSH muze konjugovat cela fada xe-
nobiotik. Konjugacni reakce bud probihaji spontanné,
nebo za katalyzy glutathion-S-transferasou (EC 2.5.1.18).
Odbouravani konjugat s GSH zac¢ind pfrenosem y-gluta-
mylového zbytku na vhodny akceptor, reakce je katalyzo-
vana GGT. Vznikly cysteinylglycinovy konjugat je hydro-
lyzovan za Kkatalyzy specifickou dipeptidasou, vznika
cysteinylovy konjugat. N-Acetylaci cysteinylového konju-
gatu vznika kyselina merkapturova, ktera je vyloucena
modi.

2.3. Antioxidacni funkce glutathionu

Jednou z hlavnich funkci GSH je ochrana bunék proti
oxida¢nimu poSkozeni. Piisobi pfimo jako scavenger reak-
tivnich forem kysliku (ROS) nebo prostiednictvim GSH-
dependentnich enzymt. GSH je vyuzivan tfemi typy glu-
tathionperoxidas a dvéma typy peroxiredoxind, peroxire-
doxinem 2 a 6 (EC 1.11.1.15). Tyto enzymy katalyzuji
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redukci peroxidu vodiku na vodu a lipidovych peroxidil na
odpovidajici alkoholy, GSH se pfitom oxiduje na GSSG.
GSSG je pro buiiky potencidlné toxicky, proto je bezpro-
sttedné redukovan na GSH za katalyzy NADPH-
dependentni glutathionreduktasou (GR; EC 1.8.1.7) nebo
transportovan ven z bunék.

Erytrocyty jsou pomérn¢ bohaté na GSH. GSH napo-
maha udrzovat normalni strukturu membran, brani denatu-
raci hemoglobinu, udrzuje ionty Fe** v redukovaném stavu
a je schopen redukovat methemoglobin (Fe**) na hemoglo-
bin (Fe*").

Mitochondrie jsou obzvlast vystaveny oxida¢nimu
stresu. Jelikoz postradaji katalasu, je GSH v pfitomnosti
glutathionperoxidasy jedinou obranou proti ROS. GSH
reaguje s riznymi ROS, vznika radikdl GSH (GS"), ktery
je méné reaktivni nez ROS, mlze vSak reagovat
s disociovanym GSH (GS") za vzniku radikalového anion-
tu GSSG (‘GSSG"), ktery je schopen redukovat kyslik na
superoxidovy aniontovy radikal ("O,"). Proto je vyznamna
navaznost téchto déja na aktivitu superoxiddismutasy.

Mezi vyznamné antioxida¢ni funkce GSH také patii
regenerace a-tokoferolu, askorbatu a ochrana thiolovych
skupin proteinti. GSH se vaze na thiolové skupiny proteinti
mechanismem, ktery se nazyva S-glutathionylace. Timto
procesem jsou thiolové skupiny proteind chranény pted
ireverzibilni oxidaci®.

3. Stanoveni celkového glutathionu,
glutathionu a glutathiondisulfidu
v biologickych vzorcich

Existuje mnoho metod pro stanoveni GSH, GSSG
a celkového glutathionu (TGSH). Vybér metody casto
zavisi na povaze analyzovaného vzorku, dostupném vyba-
veni laboratofe a potieb¢é stanovit napt. GSH spolu
s jinymi thioly a GSSG. Stanoveni GSH se nejcastéji pro-
vadi v pIné krvi, hemolyzatu erytrocytd, plazmé nebo pfi-
mo ve tkani. Do dne$niho dne bylo vyvinuto mnoho spek-
trofotometrickych, fluorimetrickych, elektrochemickych,
chemiluminescencnich, NMR a separacnich metod, jako je
HPLC, GC a HPCE.

3.1. Referen¢ni hodnoty celkového glutathionu,
glutathionu a glutathiondisulfidu v plné krvi
a plazmé

Referenéni hodnoty TGSH, GSH a GSSG v plazmé
aplné krvi se mezi jednotlivymi laboratofemi vyznamné
lisi (tab. I). Tato odlisnost je dana pouzitim riznych analy-
tickych metod, pfipravou vzorku, vybérem osob a vlivem
nejruznéjSich faktor ovliviiujicich koncentrace GSH
v plazmé a plné krvi jako jsou nadmérna fyzickd zatéz,
expozice chladu, kardiovaskularni onemocnéni, nadorova
onemocnéni, diabetes mellitus a jina chronickd onemocné-
ni'. Obecnd se hladiny GSH v plné krvi muzi a Zen statis-
ticky vyznamné neodliSuji, avSak néktefi autofi statisticky
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vyznamny rozdil pozorovali. N&kteii autofi’® také zazna-
menali u starSich osob vyznamné niz§i hladiny TGSH
a vyssi hladiny GSSG.

3.2. Piiprava vzorku pted vlastni analyzou

Priprava biologickych vzorkd pro stanoveni GSH
a GSSG je zcela zasadni. Je dalezité volit vhodna antikoa-
gulacni, precipitacni a alkylacni ¢inidla, ktera zabrani oxi-
daci GSH, ale také moznym ztratam GSSG.

Jiz odbér vzorku muze byt problematicky. Tyka se to
predevsim stanoveni GSH a GSSG v plazmé, kdy hemoly-
za muze hladiny GSH a GSSG nadhodnotit, jelikoZ napf.
koncentrace GSH je v erytrocytech o 2 az 3 fady vyssi.
Bézné se jako antikoagulaéni ¢inidlo pouziva EDTA nebo
heparin. Sakhi a spol. pouzivali odbérové zkumavky Sta-
bilyte’. Tyto zkumavky obsahuji citrat, pH krve klesne na
hodnotu asi 5,9. V porovnani se zkumavkami s EDTA
nebo heparinem, naméfili v plazmé téméf dvojnasobné
vys$i hladiny GSH a nepatrné niz$i koncentraci GSSG.
Nepatrné nizsi hladiny GSSG, ale vyznamné vyssi koncen-
traci GSH si vysvétluji tim, ze pfi pH kolem 7,4 tvoii GSH
disulfidy pfedevsim s cysteinem a —SH skupinami protei-
nd. Kleinman a Richie poukazuji na to, ze zhruba 60-70 %
ztraty GSH je déno vznikem disulfidu s cysteinem’. Pfi
pH 7,4 je totiz molekul cysteinu asi stokrat vice nez pfi pH
5,9 (Cys', pKa = 8,3) . Protoze je pti pH 7,4 vice molekul
GSH a cysteinu ve formé aniontl, mize to byt jedna
z pfi€in niz§ich hladin GSH v heparinizované nebo EDTA
plazmé (pH je asi 7,4). Otazkou vsak je, zda pii pH kolem
5,9 nedochézi k uvolilovani GSH z erytrocytii do plazmy,
¢i dokonce k mirné hemolyze.

Typickymi precipitatnimi €inidly, pouzivanymi pfi
stanoveni GSH a GSSG v plné krvi a plazmé, jsou kyseli-
ny metafosforecnd (MPA), chloristd (PCA), trichloroctova
(TCA) a S-sulfosalicylova (SSA). Pii precipitaci SSA je
GSH nestabilni, MPA je jako precipitatni ¢inidlo malo
uc¢inna a TCA casto interferuje s vlastnim stanovenim.
Jako optimalni precipitacni ¢inidlo se tak uvadi PCA. Pro
odstranéni proteind ze vzorku lze také tsp€sné pouzit ul-
trafiltraci, vyhneme se tak pouziti riznych kyselin nebo
organickych rozpoustédel, které mohou interferovat se
stanovenim .

Pti stanoveni TGSH se vyuzivaji rizna redukéni Cini-
dla, nejcastéji pak dithiothreitol (DTT), dithioerythritol,
2-merkaptoethanol (2-ME), tetrahydridoboritan sodny,
trialkylfosfiny a dithioni¢itan sodny. Volba redukéniho
¢inidla musi byt uvazlivd, protoze CcCasto reaguje
s derivatiza¢nim ¢inidlem a miZe tak interferovat se stano-
venim.

Protoze jak GSH, tak také GSSG neobsahuji ve své
molekule Zadny silny chromofor nebo fluorofor, je pro
zvySeni citlivosti, ale také selektivity, nutna vhodna deri-
vatizace. Existuje celd fada derivatizacnich cinidel, jako
priklad l1ze uvést N-ethylmaleimid (NEM), jodoctovou
kyselinu, Ellmanovo ¢inidlo [5,5'-dithio-bis(2-nitro-
benzoat); DTNB], 4,4'-dithiopyridin a 1-fluoro-2,4-dinitro-
benzen pro spektrofotometricka stanoveni, ortho-
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Tabulka I
Prehled metod pro stanoveni celkového glutathionu, glutathionu a glutathiondisulfidu v biologickych vzorcich, referen¢ni
hodnoty
Biologicky Metoda Detekce Derivatizaéni Referen¢ni hodnoty Lit.
material ¢inidlo TGSH GSH GSSG
DBS HPLC FD (466/528 nm) NDA 9,50£1,89%% % - - 13
9,47+1,47%%7
Seminalni HPLC FD (350/420 nm) OPA 1,56+1,20* - 0,11+0,14* 19
plazma
Krev, plazma  HPLC FD (350/420 nm) OPA 9,50£1,28%%% 4,82+0,87*% 0,38+0,08** % 3
(krev) ? (krev)
9,67+1,47%%< (krev) 0,40+0,05%*<
(krev)  4,93£1,33%% (krev)
4,86+4,87%7 ¢ 0,35+0,14%~
(plazma) (krev) R (plazma)
5,08+1,14%7  027£0,20%°  0,38+0,26%
(plazma) plazma) (plazma)
0,30+0,12%
(plazma)
Krev HPLC ESI-MS/MS NEM — 900+140* 1,2+0,4* 20
Krev HPLC  ED (750/950 mV) - - 5,16+1,19%*  0,1940,13** 21
Plazma HPLC ESI-MS/MS - - 2,94+0,31% — 22
Erytrocyty HPLC UV (330 nm) DTNB - 19504380 - 23
Plazma HPLC FD (260/416 nm) MIAC - - - 24
Krev, plazma  HPLC FD (350/420 nm) OPA - 4,69+0,93**  0,28+0,12** 25
(krev) (krev)
1,82+0,55* 0,15+0,05*
(plazma) (plazma)
Plazma HPLC  FD (390/478 nm) MBBY! — - — 26
(340/425 nm) OPASSE
Plazma HPLC FD (385/515 nm) SBD-F - - - 27
Moc HPLC ESI-MS/MS FEM, FMEA - — - 28
Plazma HPLC  FD (390/478 nm) MBBYSH - 2,2440,64* 0,1440,10%* 5
ED (780 mV)%5¢
Mo¢ HPLC FD (310/375 nm) MIPBO - - - 29
Krev HPLC DAD-CVGAFSD PHMB - 539+£71% 90,4+52,7* 30
Krev HPLC UV (355 nm) FDNB - 1401£113* 3,1+0,6* 31
Krev HPLC ESI-MS NEM - 1310+118* 0,6£0,2%* 2
Plazma HPLC FD (338/458 nm) SBD-F - - - 32
Sérum HPLC ED - - - — 33
Plazma HPLC  FD (390/478 nm) MBB 12,843,6%° - - 34
12,8+4,6%°
Krev HPCE UV (200 nm) - - 596+159* 273+69%* 35
Erytrocyty HPCE CL DL - 50-90*** - 36
Plazma HPCE LIF (N/N) 5-1AF - - - 37
Krev HPCE UV (200 nm) - - 1078+17* 110,6+7,3 38
Krev HPCE ED - - - - 39
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Tabulka I
Pokracovani
Biologicky Metoda Detekce Derivatiza¢ni Referencni hodnoty Lit.
material ¢inidlo TGSH GSH GSSG
Erytrocyty HPCE LIF (488/520nm)  NDA, DHR - - - 40
Plazma HPCE LIF (N/N) 5-IAF - 3,51+0,38* - 41
Erytrocyty HPCE UV (200 nm) - - - - 42
Plazma HPCE UV (200 nm) - - - - 43
Plazma HPCE LIF (N/N) 5-IAF — - - 44
Erytrocyty HPCE UV (200 nm) - - - - 45
Plasma HPCE UV (254 nm) - - - - 46
Plazma HPCE LIF (488/515 nm) 6-1AF - 7,01+0,51* - 47
Mo¢ HPCE ED - - - - 48
Erytrocyty HPCE UV (214 nm) - - - - 49
Mo¢ HPCE ESI-MS - - - - 50
Erytrocyty GC EI-MS ECF - - - 51
Erytrocyty GC EI-IRMS ECF - - - 52
Krev GC EI-MS ECF - - - 53
Plazma GC ECNICI-MS PFBB - - - 54

*umol/l; **pumol/g hemoglobinu; ***amol/burika; N, neuréeno
5-IAF, 5-jodoacetamidofluorescein; 6-IAF, 6-jodoacetamidofluorescein, CVGAFSD, atomova fluorescen¢ni spektrometrie
metodou studenych par (z angl. cold vapor generation atomic fluorescence spectrometry); DBS, sucha kapka krve (z angl.
dried blood spot); DHR, dihydrorhodamin-123; DL, diazoluminol; DTBN, 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoat); ECF, ethylchlo-
roformiat; ECNICI, negativni chemicka ionizace s elektronovym zachytem (z angl. electron capture negative ion chemical
ionization); EI, ionizace narazem elektronu (z angl. electron impact ionization); ESI, ionizace elektrosprejem (z angl.
electrospray ionization); FDNB, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen; FEM, N-(2-ferrocenethyl)maleimid; FMEA, ferrocenkarboxy-
lova kyselina-(2-maleimidoyl)ethylamid; IRMS, hmotnostni spektrometrie isotopovych poméri (z angl. isotope ratio mass
spectrometry); MBB, monobromobiman; MIAC, N-(2-akridonyl)maleimid; MIPBO, 5-methyl-2(m-jodoacetylaminofenyl)
benzoxazol; NDA; naftalen-2,3-dikarboxaldehyd; NEM, N-ethylmaleimid; OPA, ortho-ftalaldehyd; PFBB, pentafluoroben-
zylbromid; PHMB, p-hydroxyhydrargyriumbenzoat; SBD-F, 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonat (amonna sul)

ftalaldehyd (OPA), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA),
bimany, fluorobenzofurazany, derivaty maleimidu a diflu-
oroboradiaza-s-indaceny pro spektrofluorimetricka stano-
veni, trifluoroacetanhydrid, pentafluoropropionanhydrid
a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid pro GC-MS,
1-[3-(4-maleimidylfenoxy)propyl]  trimethylammonium-
bromid pro LC-MS, ptipadné N-(2-ferrocenethyl)maleimid
pro spojeni HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-
ED).

Pro fluorescen¢ni detekci se b&€Zn¢ pouzZiva OPA.
OPA spolu s 2-ME jsou bézné pouzivany pro derivatizaci
primarnich amind. Zatimco OPA nefluoreskuje, vznikly
derivat 1-alkylthio-2-alkylisoindol fluoreskuje velmi silné.
Substituovany isoindol, vznikly reakci GSH s OPA, je
stabiln¢jsi nez derivat vznikly reakci aminokyselin s OPA
a 2-ME. Ten je pii pH 12 stabilni asi jen pil hodiny, pfi
pH 8 byl jiz béhem 30 min pozorovan 20-30% pokles
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intenzity fluorescence''. Naproti tomu stabilita GSH-OPA
derivatu neni hodnotou pH ovlivnéna a intenzita flu-
orescence se béhem 30 min neméni. GSH-OPA derivat je
dokonce pfi laboratorni teploté stabilni vice neZ 24 h
(cit.). V roce 1966 Cohn a Lyle'? publikovali metodu pro
stanoveni GSH a GSSG, kdy GSSG reaguje s OPA pfi
pH 12. Toho se da vyuzit napt. pfi simultdnnim stanoveni
GSH a GSSG s postkolonovou derivatizaci. OvSem stabili-
ta GSH-OPA derivatu je mnohem vys$i nez samotného
GSH a GSSQG, proto je vhodnéjsi predkolonova derivatiza-
ce. U predkolonové derivatizace je pii stanoveni GSSG
zapotiebi maskovat GSH vhodnym alkyla¢nim ¢inidlem,
jako je napt. NEM. Pravdépodobny mechanismus derivati-
zace GSSG s OPA spociva v tom, ze pti pH kolem 12 do-
chazi k hydrolyze GSSG na GSH, ktery nasledné reaguje
s OPA. Thiolova skupina GSH je v kyselém prostredi blo-
kovana NEM, ovSem pii pH 12 je NEM netéinny, takze
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GSH vznikajici hydrolyzou GSSG miiZe reagovat s OPA
a vznikly komplex GSH-OPA odpovida hladinam GSSG.
Z diivodu oxidace GSH jiz béhem precipitace proteind, je
nutné zpracovavat vzorek tak, ze k jednomu dilu vzorku
pfiddvame MPA a ke druhému dilu MPA spolu s NEM.
GSH je nasledné derivatizovan s OPA pii pH 12.
V prvnim pfipad¢ stanovime ,.celkovy GSH* (GSH +
GSSG), ve druhém piipadé pak GSSG (cit.’). Piijatelnym
postupem pro stanoveni GSH a GSSG v plné krvi pak je
rychlé zamrazeni (—80 °C) vzorku po odbéru krve, precipi-
tace proteinit MPA (stanoveni GSH) nebo MPA spolu
s NEM (stanoveni GSSG) a co nejrychlejsi derivatizace
GSH s OPA. GSH je v plné krvi, uchovavané pti —80 °C,
stabilni po dobu né&kolika mésici, v supernatantu pii 4 °C
asi 10 h a GSH-OPA derivat je pii 4 °C stabilni minimaln¢
24 h. Pti stanoveni GSSG musi byt derivatizace provedena
co nejrychleji, protoze GSH-NEM je v supernatantu nesta-
bilni a nadbytek NEM miiZze mit za nasledek ztratu GSSG
(cit.>’). NDA, podobné jako OPA, reaguje s GSH za vzni-
ku stabilniho a vysoce fluoreskujiciho derivatu. Tento
derivat je jeste stabilnéjsi nez GSH-OPA a vytéznost flu-
orescence je také vyssi'.

3.3. Metody pro stanoveni celkového glutathionu,
glutathionu a glutathiondisulfidu

v biologickych vzorcich

Nejbeéznéjsi spektrofotometrickou metodou je ta, kte-
rou v roce 1969 publikoval Tietze'*. Jedna se o tzv. enzy-
matické GSH-recyklacni stanoveni. GSH reaguje s DTNB
za vzniku 5-thionitrobenzoatu (TNB) a GS-TNB. GS-TNB
je nasledné redukovén za katalyzy GR na GSH a uvoliiuje
se TNB. Vznikajici TNB je monitorovan pii 412 nm.
GSSG pritomny ve vzorku je redukovan GR na GSH. Tou-
to metodou tak stanovujeme TGSH. Chceme-li stanovit
také GSSG, musime k oddélenému vzorku pridat NEM.
Jedna se o celkem jednoduché stanoveni, av§ak malo spe-
cifické a selektivni.

Pro stanoveni GSH a GSSG bylo vyvinuto také néko-
lik spektrofluorimetrickych metod, vyuZzivajicich rizna
derivatizaéni  ¢&inidla, jako OPA  (cit.'?), OPA
s 1-pyrenmethylaminovymi nano&asticemi'>'®, apod.

Vétsina chemiluminescenénich metod je zaloZena na
oxidaci GSH silnym oxidantem, nésleduje oxidace lumino-
foru a métfeni chemiluminescence. Pfiklady chemilumine-
scencnich systémt jsou luminol-H,O,, [Ru(phen)3]2+-Ce
(IV) a [Ru(phen)s]**-KMnOy (cit.'”). Byla také modifiko-
vana enzymaticka GSH-recyklacni metoda, kdy byla dete-
govana spotteba NADPH vysoce citlivou luminescencni
reakei (systém FMN-oxidoreduktasa/luciferasa)'®.

Separa¢ni techniky (HPLC, GC, HPCE) vyuzivajici
ruzné typy detektorti se zdaji byt nejpfijatelnéj$imi pro
stanoveni GSH a GSSG. Z nich nejrozsitengjsi jsou HPLC
metody. Piehled separacnich technik pouZitych pro stano-
veni TGSH, GSH a GSSG je uveden v tab. 1. Pfi stanoveni
GSH a GSSG metodou GC se nejcastéji vyuziva spojeni
s MS detektorem. Vyhody HPCE oproti HPLC jsou kratka
doba analyzy, potfeba malého mnozstvi vzorku a velmi
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ucinna separace. Pro stanoveni GSH a GSSG byly pouzity
ruzné typy detekce, jako UV, fluorescencni, MS, elektro-
chemickd nebo velmi citlivd laserem indukovand flu-
orescence.

4. Stanoveni celkového glutathionu
a glutathiondisulfidu v suché kapce krve

Odbér krve na specidlni filtracni papir, znamy jako
technika suché kapky krve (DBS), je zndmy piedevSim ze
screeningovych vysetfeni novorozencd pro vrozené meta-
bolické choroby. Jak uz bylo zminéno vySe, GSH a GSSG
se nejcasteji stanovuji v plazmé a krvi. Bylo prokazano, ze
jiz béhem ne€kolika minut po odbéru krve dochazi
k poklesu hladiny GSH a velkému narGstu hladiny GSSG.
To je divod, pro¢ prakticky nelze v krvi nebo plazmé sta-
novit GSH a pro¢ pomér GSH/GSSG (GSSG/GSH) nemti-
ze byt akceptovatelnym ukazatelem miry oxidacniho stre-
su. Pokud tedy chceme spravné kvantifikovat miru oxidac-
niho stresu, lze pouzit pouze pomér TGSH/GSSG (GSSG/
TGSH) a to jen za podminek, ze odebrany vzorek krve
bude rozdélen na dvé casti, kdy k prvni ¢asti vzorku je
nutné piidat Cinidlo stabilizujici GSH, nejlépe redukéni
¢inidlo (naptiklad DTT), pak métime TGSH. K druhé ¢asti
vzorku se prfida vhodné alkylacéni cinidlo (naptiklad
NEM), které blokuje —SH skupinu GSH, pak méfime
GSSG. Takovy postup je ale pro klinickou praxi tézko
pouzitelny, nelze totiz zajistit, aby tyto tkony spravné
a rychle provedla odbérova sestra. Tento problém lze vyte-
Sit technikou DBS, kdy kapka krve, ziskdna po vpichu do
prstu, je aplikovana na filtracni papir, jiz pfedem oSetfeny
¢inidly (tedy naptiklad DTT pro stanoveni TGSH nebo
NEM pro stanoveni GSSG). Po zaschnuti kapky krve pfi
laboratorni teploté, jsou GSH i GSSG v DBS vzorku sta-
bilni pii —20 °C po dobu nékolika mésicti'’. DBS technika
je Setrna k pacientovi, nejedna se o tak invazivni zasah
jako v ptipad€ klasického odbéru krve, navic je zapotiebi
jen nékolik desitek mikrolitrit krve oproti jednotkam mili-
litrt pii klasickém odbéru. Lze tedy provést vice odbért
v kratkém casovém intervalu. Dal§imi vyhodami DBS
techniky je snadny transport vzorkd do laboratote,
s nadsazkou lze fici, ze odbérovou kartiCku se zaschlou
krvi mizeme zaslat poStou, a uchovavani vzorkl pred
vlastni analyzou. Byla prozatim publikovana jedina prace
zabyvajici se stanovenim GSH v DBS vzorcich. Hladiny
TGSH byly v DBS vzorcich asi o 25 % vy$si nez v krvi.
Po aplikaci krve na filtra¢ni papir zfejmé dochézi k rychlé
redukci GSH a v zaschlé krvi je GSH stabilngjsi, nez kdyz
je rozpustény ve vodé (krvi)"?.

5. Zavér

Uloha GSH jako ukazatele oxida¢niho stresu je mala.
Vyznamnéjsi je sledovat schopnost GSH adekvatné reago-
vat na oxidacni stres vznikem jeho oxidované formy, pie-

devsim GSSG. Kdyz jsou totiz buniky vystaveny oxidacni-
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mu stresu, pomér oxidované a redukované formy GSH se
zvysSuje. Jelikoz je za fyziologickych podminek hladina
GSSG vyznamné nizs§i nez hladina GSH, je pro stanoveni
GSSG v pritomnosti tak vysoké koncentrace GSH zapotie-
bi dostatecné citlivé a spravné metody. Pfi stanoveni GSH
a GSSG je ptiprava vzorku zcela zasadni. Hladina GSSG
je totiZ obvykle pouze artefaktem nespravné piipravy vzor-
ku. Technika suché kapky krve se jevi jako uzite¢ny na-
stroj pro spravné stanoveni TGSH a GSSG. Jeji nesporné
vyhody ji jednoznaéné piedurCuji pro pouziti v riznych
klinickych studiich zabyvajicich se monitorovanim oxidac-
niho stresu pfi riznych patologickych stavech.

Seznam pouzitych zkratek

DBS sucha kapka krve (z angl. dried blood spot)

DTNB  5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoat), Ellmanovo
¢inidlo

DTT dithiothreitol

ED elektrochemicka detekce (detektor)

FMN flavinmononukleotid

GGT v-glutamyltransferasa

GR glutathionreduktasa

GSH glutathion

GSSG  glutathiondisulfid

2-ME 2-merkaptoethanol

MPA kyselina metafosforec¢na (z angl.
metaphosphoric acid)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(redukovana forma)

NDA naftalen-2,3-dikarboxaldehyd

OPA ortho-ftalaldehyd

PCA kyselina chlorista (z angl. perchloric acid)

ROS reaktivni slouceniny kysliku (z angl. reactive
oxygen species)

SSA S-sulfosalicylova kyselina (z angl.
S-sulfosalicylic acid)

TCA kyselina trichloroctova (z angl. trichloroacetic
acid)

TNB 5-thionitrobenzoat
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cal Sciences, Faculty of Chemical Technology, University
of Pardubice): Determination of Glutathione and Gluta-
thione Disulfide in Biological Samples

In the present review, methods for the determination
of glutathione and glutathione disulfide are discussed. The
main topic of this review is the suitable sample preparation
prior to analysis which is absolutely crucial. The role of
glutathione as a marker of oxidative stress is small; how-
ever, the ability of glutathione to adequately respond to
oxidative stress by increasing the content of its oxidized
form, especially glutathione disulfide, is meaningful.
Therefore, methods that can properly quantify both forms
of glutathione are essential to monitor the oxidative stress
in humans.



