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1. Úvod 
 

Zájem o stanovení glutathionu (GSH) a glutathiondi-
sulfidu (GSSG) se neustále zvyšuje vzhledem ke klíčové 
úloze GSH v ochranném mechanismu proti oxidačnímu 
stresu. Je mnoho faktorů, díky kterým se hladiny GSH 
a GSSG tak odlišují u různých autorů. Jedná se především 
o přípravu vzorku, kde je důležité vhodně volit antikoagu-
lační a precipitační činidlo, rozhodnout, zda použít či ne-
použít alkylační činidlo, redukční činidlo, apod., dále pak 
záleží na použité analytické metodě. Samotná hladina 
GSH nás dostatečně neinformuje o míře oxidačního stresu, 
lepším ukazatelem je poměr GSH/GSSG (GSSG/GSH). Za 
normálních podmínek je koncentrace GSSG podstatně 
nižší než GSH, což vyžaduje velmi správné a přesné stano-
vení GSSG v přítomnosti tak vysoké koncentrace GSH. 

Kromě toho musíme mít stále na mysli, že během přípravy 
vzorku může docházet k oxidaci GSH na GSSG a tak 
k falešnému nadhodnocení hladin GSSG. Některé práce 
naznačily, že GSSG by mohl být pouze artefaktem ne-
vhodné přípravy vzorku před vlastní analýzou1–3. 

 
 

2. Biologické funkce glutathionu 
 
2.1. Metabolismus glutathionu 

 
GSH (γ-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin) je v přírodě 

nejrozšířenější nízkomolekulární thiol. Peptidová vazba 
mezi γ-karboxylovou skupinou glutamátu a α-amino-
skupinou cysteinu podmiňuje rezistenci GSH k degradaci 
intracelulárními peptidasami a proteasami. Thiolová sku-
pina je zapojena do redukčních a konjugačních reakcí. 
Syntéza GSH se odehrává v cytosolu. Jde o dvoukrokovou 
reakci katalyzovanou enzymy γ-glutamylcysteinsynthe-
tasou (EC 6.3.2.2) a glutathionsynthetasou (EC 6.3.2.3), 
která probíhá především v játrech. Játra tak hrají význam-
nou úlohu v homeostáze GSH. Degradaci GSH katalyzuje 
enzym γ-glutamyltranspeptidasa (GGT; EC 2.3.2.2), kdy 
γ-glutamylový zbytek je přenášen na vhodný akceptor 
(aminokyseliny, dipeptidy, GSH). Hydrolýza cysteinylgly-
cinu na cystein a glycin je katalyzována specifickou dipep-
tidasou. Nejdůležitější funkcí γ-glutamylového cyklu je 
kontinuální zdroj cysteinu4. GSH je tak jakýmsi rezervoá-
rem cysteinu, který může být ve vyšších koncentracích pro 
buňky toxický5. 

 
2.2. Úloha glutathionu při biotransformaci xenobiotik 

 
S nukleofilním GSH může konjugovat celá řada xe-

nobiotik. Konjugační reakce buď probíhají spontánně, 
nebo za katalýzy glutathion-S-transferasou (EC 2.5.1.18). 
Odbourávání konjugátů s GSH začíná přenosem γ-gluta-
mylového zbytku na vhodný akceptor, reakce je katalyzo-
vána GGT. Vzniklý cysteinylglycinový konjugát je hydro-
lyzován za katalýzy specifickou dipeptidasou, vzniká 
cysteinylový konjugát. N-Acetylací cysteinylového konju-
gátu vzniká kyselina merkapturová, která je vyloučena 
močí. 

 
2.3. Antioxidační funkce glutathionu 

 
Jednou z hlavních funkcí GSH je ochrana buněk proti 

oxidačnímu poškození. Působí přímo jako scavenger reak-
tivních forem kyslíku (ROS) nebo prostřednictvím GSH-
dependentních enzymů.  GSH je využíván třemi typy glu-
tathionperoxidas a dvěma typy peroxiredoxinů, peroxire-
doxinem 2 a 6 (EC 1.11.1.15). Tyto enzymy katalyzují 
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redukci peroxidu vodíku na vodu a lipidových peroxidů na 
odpovídající alkoholy, GSH se přitom oxiduje na GSSG. 
GSSG je pro buňky potenciálně toxický, proto je bezpro-
středně redukován na GSH za katalýzy NADPH-
dependentní glutathionreduktasou (GR; EC 1.8.1.7) nebo 
transportován ven z buněk. 

Erytrocyty jsou poměrně bohaté na GSH. GSH napo-
máhá udržovat normální strukturu membrán, brání denatu-
raci hemoglobinu, udržuje ionty Fe2+ v redukovaném stavu 
a je schopen redukovat methemoglobin (Fe3+) na hemoglo-
bin (Fe2+). 

Mitochondrie jsou obzvlášť vystaveny oxidačnímu 
stresu. Jelikož postrádají katalasu, je GSH v přítomnosti 
glutathionperoxidasy jedinou obranou proti ROS. GSH 
reaguje s různými ROS, vzniká radikál GSH (GS•), který 
je méně reaktivní než ROS, může však reagovat 
s disociovaným GSH (GS–) za vzniku radikálového anion-
tu GSSG (•GSSG–), který je schopen redukovat kyslík na 
superoxidový aniontový radikál (•O2

–). Proto je významná 
návaznost těchto dějů na aktivitu superoxiddismutasy. 

Mezi významné antioxidační funkce GSH také patří 
regenerace α-tokoferolu, askorbátu a ochrana thiolových 
skupin proteinů. GSH se váže na thiolové skupiny proteinů 
mechanismem, který se nazývá S-glutathionylace. Tímto 
procesem jsou thiolové skupiny proteinů chráněny před 
ireverzibilní oxidací6. 

 
 

3. Stanovení celkového glutathionu,  
glutathionu a glutathiondisulfidu 
v biologických vzorcích 
 
Existuje mnoho metod pro stanovení GSH, GSSG 

a celkového glutathionu (TGSH). Výběr metody často 
závisí na povaze analyzovaného vzorku, dostupném vyba-
vení laboratoře a potřebě stanovit např. GSH spolu 
s jinými thioly a GSSG. Stanovení GSH se nejčastěji pro-
vádí v plné krvi, hemolyzátu erytrocytů, plazmě nebo pří-
mo ve tkáni. Do dnešního dne bylo vyvinuto mnoho spek-
trofotometrických, fluorimetrických, elektrochemických, 
chemiluminescenčních, NMR a separačních metod, jako je 
HPLC, GC a HPCE. 

 

3.1. Referenční hodnoty celkového glutathionu, 
glutathionu a glutathiondisulfidu v plné krvi 
a plazmě 
 
Referenční hodnoty TGSH, GSH a GSSG v plazmě 

a plné krvi se mezi jednotlivými laboratořemi významně 
liší (tab. I). Tato odlišnost je dána použitím různých analy-
tických metod, přípravou vzorku, výběrem osob a vlivem 
nejrůznějších faktorů ovlivňujících koncentrace GSH 
v plazmě a plné krvi jako jsou nadměrná fyzická zátěž, 
expozice chladu, kardiovaskulární onemocnění, nádorová 
onemocnění, diabetes mellitus a jiná chronická onemocně-
ní1. Obecně se hladiny GSH v plné krvi mužů a žen statis-
ticky významně neodlišují, avšak někteří autoři statisticky 

významný rozdíl pozorovali. Někteří autoři7,8 také zazna-
menali u starších osob významně nižší hladiny TGSH 
a vyšší hladiny GSSG. 

 
3.2. Příprava vzorku před vlastní analýzou 

 
Příprava biologických vzorků pro stanovení GSH 

a GSSG je zcela zásadní. Je důležité volit vhodná antikoa-
gulační, precipitační a alkylační činidla, která zabrání oxi-
daci GSH, ale také možným ztrátám GSSG. 

Již odběr vzorku může být problematický. Týká se to 
především stanovení GSH a GSSG v plazmě, kdy hemolý-
za může hladiny GSH a GSSG nadhodnotit, jelikož např. 
koncentrace GSH je v erytrocytech o 2 až 3 řády vyšší. 
Běžně se jako antikoagulační činidlo používá EDTA nebo 
heparin. Sakhi a spol. používali odběrové zkumavky Sta-
bilyte5. Tyto zkumavky obsahují citrát, pH krve klesne na 
hodnotu asi 5,9. V porovnání se zkumavkami s EDTA 
nebo heparinem, naměřili v plazmě téměř dvojnásobně 
vyšší hladiny GSH a nepatrně nižší koncentraci GSSG. 
Nepatrně nižší hladiny GSSG, ale významně vyšší koncen-
traci GSH si vysvětlují tím, že při pH kolem 7,4 tvoří GSH 
disulfidy především s cysteinem a –SH skupinami  protei-
nů. Kleinman a Richie poukazují na to, že zhruba 60–70 % 
ztráty GSH je dáno vznikem disulfidu s cysteinem9. Při 
pH 7,4 je totiž molekul cysteinu asi stokrát více než při pH 
5,9 (Cys–, pKA = 8,3) . Protože je při pH 7,4 více molekul 
GSH a cysteinu ve formě aniontů, může to být jedna 
z příčin nižších hladin GSH v heparinizované nebo EDTA 
plazmě (pH je asi 7,4). Otázkou však je, zda při pH kolem 
5,9 nedochází k uvolňování GSH z erytrocytů do plazmy, 
či dokonce k mírné hemolýze. 

Typickými precipitačními činidly, používanými při 
stanovení GSH a GSSG v plné krvi a plazmě, jsou kyseli-
ny metafosforečná (MPA), chloristá (PCA), trichloroctová 
(TCA) a 5-sulfosalicylová (SSA). Při precipitaci SSA je 
GSH nestabilní, MPA je jako precipitační činidlo málo 
účinná a TCA často interferuje s vlastním stanovením. 
Jako optimální precipitační činidlo se tak uvádí PCA. Pro 
odstranění proteinů ze vzorku lze také úspěšně použít ul-
trafiltraci, vyhneme se tak použití různých kyselin nebo 
organických rozpouštědel, které mohou interferovat se 
stanovením10. 

Při stanovení TGSH se využívají různá redukční čini-
dla, nejčastěji pak dithiothreitol (DTT), dithioerythritol, 
2-merkaptoethanol (2-ME), tetrahydridoboritan sodný, 
trialkylfosfiny a dithioničitan sodný. Volba redukčního 
činidla musí být uvážlivá, protože často reaguje 
s derivatizačním činidlem a může tak interferovat se stano-
vením. 

Protože jak GSH, tak také GSSG neobsahují ve své 
molekule žádný silný chromofor nebo fluorofor, je pro 
zvýšení citlivosti, ale také selektivity, nutná vhodná deri-
vatizace. Existuje celá řada derivatizačních činidel, jako 
příklad lze uvést N-ethylmaleimid (NEM), jodoctovou 
kyselinu, Ellmanovo činidlo [5,5'-dithio-bis(2-nitro-
benzoát); DTNB], 4,4'-dithiopyridin a 1-fluoro-2,4-dinitro-
benzen pro spektrofotometrická stanovení, ortho-
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Tabulka I 
Přehled metod pro stanovení celkového glutathionu, glutathionu a glutathiondisulfidu v biologických vzorcích, referenční 
hodnoty 

Metoda   Detekce Derivatizační 
činidlo   

Referenční hodnoty Lit. 

  TGSH GSH GSSG   

DBS HPLC FD (466/528 nm) NDA 9,50±1,89**,♀ 
9,47±1,47**,♂ 

– – 13 

Seminální 
plazma 

HPLC FD (350/420 nm) OPA 1,56±1,20* – 0,11±0,14* 19 

Krev, plazma HPLC FD (350/420 nm) OPA 9,50±1,28**,♀ 
(krev) 

9,67±1,47**,♂ 
(krev) 

4,86±4,87*,♀ 
(plazma) 

5,08±1,14*,♂ 
(plazma) 

4,82±0,87**,

♀ 
(krev) 

4,93±1,33**,

♂ 
(krev) 

0,27±0,20*,♀ 
plazma) 

0,30±0,12*,♂ 
(plazma) 

0,38±0,08**,♀ 
(krev) 

0,40±0,05**,♂ 
(krev) 

0,35±0,14*,♀ 
(plazma) 

0,38±0,26*,♂ 
(plazma) 

3 

Krev HPLC ESI-MS/MS NEM – 900±140* 1,2±0,4* 20 

Krev HPLC ED (750/950 mV) – – 5,16±1,19** 0,19±0,13** 21 

Plazma HPLC ESI-MS/MS – – 2,94±0,31* – 22 

Erytrocyty HPLC UV (330 nm) DTNB – 1950±380* – 23 

Plazma HPLC FD (260/416 nm) MIAC – – – 24 

Krev, plazma HPLC FD (350/420 nm) OPA – 4,69±0,93** 
(krev) 

1,82±0,55* 
(plazma) 

0,28±0,12** 
(krev) 

0,15±0,05* 
(plazma) 

25 

Plazma HPLC FD (390/478 nm) 
(340/425 nm) 

MBBGSH 
OPAGSSG 

– – – 26 

Plazma HPLC FD (385/515 nm) SBD-F – – – 27 

Moč HPLC ESI-MS/MS FEM, FMEA – – – 28 

Plazma HPLC FD (390/478 nm) 
ED (780 mV)GSSG 

MBBGSH – 2,24±0,64* 0,14±0,10* 5 

Moč 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 

Biologický 
materiál   

Plazma HPLC FD (390/478 nm) MBB 12,8±3,6*,♀ 
12,8±4,6*,♂ 

– – 34 

Krev HPCE UV (200 nm) – – 596±159* 273±69* 35 

Erytrocyty HPCE CL DL – 50–90*** – 36 

Plazma HPCE LIF (N/N) 5-IAF – – – 37 

Krev HPCE UV (200 nm) – – 1078±17* 110,6±7,3 38 

Krev HPCE ED – – – – 39 
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ftalaldehyd (OPA), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA), 
bimany, fluorobenzofurazany, deriváty maleimidu a diflu-
oroboradiaza-s-indaceny pro spektrofluorimetrická stano-
vení, trifluoroacetanhydrid, pentafluoropropionanhydrid 
a N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid pro GC-MS, 
1-[3-(4-maleimidylfenoxy)propyl] trimethylammonium-
bromid pro LC-MS, případně N-(2-ferrocenethyl)maleimid 
pro spojení HPLC s elektrochemickou detekcí (HPLC-
ED). 

Pro fluorescenční detekci se běžně používá OPA. 
OPA spolu s 2-ME jsou běžně používány pro derivatizaci 
primárních aminů.  Zatímco OPA nefluoreskuje, vzniklý 
derivát 1-alkylthio-2-alkylisoindol fluoreskuje velmi silně. 
Substituovaný isoindol, vzniklý reakcí GSH s OPA, je 
stabilnější než derivát vzniklý reakcí aminokyselin s OPA 
a 2-ME. Ten je při pH 12 stabilní asi jen půl hodiny, při 
pH 8 byl již během 30 min pozorován 20–30% pokles 

intenzity fluorescence11. Naproti tomu stabilita GSH-OPA 
derivátu není hodnotou pH ovlivněna a intenzita flu-
orescence se během 30 min nemění. GSH-OPA derivát je 
dokonce při laboratorní teplotě stabilní více než 24 h 
(cit.3). V roce 1966 Cohn a Lyle12 publikovali metodu pro 
stanovení GSH a GSSG, kdy GSSG reaguje s OPA při 
pH 12. Toho se dá využít např. při simultánním stanovení 
GSH a GSSG s postkolonovou derivatizací. Ovšem stabili-
ta GSH-OPA derivátu je mnohem vyšší než samotného 
GSH a GSSG, proto je vhodnější předkolonová derivatiza-
ce. U předkolonové derivatizace je při stanovení GSSG 
zapotřebí maskovat GSH vhodným alkylačním činidlem, 
jako je např. NEM. Pravděpodobný mechanismus derivati-
zace GSSG s OPA spočívá v tom, že při pH kolem 12 do-
chází k hydrolýze GSSG na GSH, který následně reaguje 
s OPA. Thiolová skupina GSH je v kyselém prostředí blo-
kována NEM, ovšem při pH 12 je NEM neúčinný, takže 

Biologický 
materiál   

Metoda Detekce Derivatizační 
činidlo   

Referenční hodnoty  Lit. 

    TGSH GSH GSSG   

Erytrocyty HPCE LIF (488/520 nm) 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-IAF – 7,01±0,51* – 47 

Moč HPCE ED – – – – 48 

Erytrocyty HPCE UV (214 nm) – – – – 49 

Moč 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 

Tabulka I 
Pokračování 

*μmol/l; **μmol/g hemoglobinu; ***amol/buňka; N, neurčeno 
5-IAF, 5-jodoacetamidofluorescein; 6-IAF, 6-jodoacetamidofluorescein; CVGAFSD, atomová fluorescenční spektrometrie 
metodou studených par (z angl. cold vapor generation atomic fluorescence spectrometry);  DBS, suchá kapka krve (z angl. 
dried blood spot); DHR, dihydrorhodamin-123; DL, diazoluminol; DTBN, 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoát); ECF, ethylchlo-
roformiát; ECNICI, negativní chemická ionizace s elektronovým záchytem (z angl. electron capture negative ion chemical 
ionization); EI, ionizace nárazem 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-
lová kyselina-(2-maleimidoyl)ethylamid; IRMS, hmotnostní spektrometrie isotopových poměrů (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-hydroxyhydrargyriumbenzoát; SBD-F, 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonát (amonná sůl) 
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GSH vznikající hydrolýzou GSSG může reagovat s OPA 
a vzniklý komplex GSH-OPA odpovídá hladinám GSSG. 
Z důvodu oxidace GSH již během precipitace proteinů, je 
nutné zpracovávat vzorek tak, že k jednomu dílu vzorku 
přidáváme MPA a ke druhému dílu MPA spolu s NEM. 
GSH je následně derivatizován s OPA při pH 12. 
V prvním případě stanovíme „celkový GSH“ (GSH + 
GSSG), ve druhém případě pak GSSG (cit.3). Přijatelným 
postupem pro stanovení GSH a GSSG v plné krvi pak je 
rychlé zamražení (–80 °C) vzorku po odběru krve, precipi-
tace proteinů MPA (stanovení GSH) nebo MPA spolu 
s NEM (stanovení GSSG) a co nejrychlejší derivatizace 
GSH s OPA. GSH je v plné krvi, uchovávané při –80 °C, 
stabilní po dobu několika měsíců, v supernatantu při 4 °C 
asi 10 h a GSH-OPA derivát je při 4 °C stabilní minimálně 
24 h. Při stanovení GSSG musí být derivatizace provedena 
co nejrychleji, protože GSH-NEM je v supernatantu nesta-
bilní a nadbytek NEM může mít za následek ztrátu GSSG 
(cit.3,7). NDA, podobně jako OPA, reaguje s GSH za vzni-
ku stabilního a vysoce fluoreskujícího derivátu. Tento 
derivát je ještě stabilnější než GSH-OPA a výtěžnost flu-
orescence je také vyšší13. 

 
3.3. Metody pro stanovení celkového glutathionu, 

glutathionu a glutathiondisulfidu 
v biologických vzorcích 
 
Nejběžnější spektrofotometrickou metodou je ta, kte-

rou v roce 1969 publikoval Tietze14. Jedná se o tzv. enzy-
matické GSH-recyklační stanovení. GSH reaguje s DTNB 
za vzniku 5-thionitrobenzoátu (TNB) a GS-TNB. GS-TNB 
je následně redukován za katalýzy GR na GSH a uvolňuje 
se TNB. Vznikající TNB je monitorován při 412 nm. 
GSSG přítomný ve vzorku je redukován GR na GSH. Tou-
to metodou tak stanovujeme TGSH. Chceme-li stanovit 
také GSSG, musíme k oddělenému vzorku přidat NEM. 
Jedná se o celkem jednoduché stanovení, avšak málo spe-
cifické a selektivní. 

Pro stanovení GSH a GSSG bylo vyvinuto také něko-
lik spektrofluorimetrických metod, využívajících různá 
derivatizační činidla, jako OPA (cit.12), OPA 
s 1-pyrenmethylaminovými nanočásticemi15,16, apod. 

Většina chemiluminescenčních metod je založena na 
oxidaci GSH silným oxidantem, následuje oxidace lumino-
foru a měření chemiluminescence. Příklady chemilumine-
scenčních systémů jsou luminol-H2O2, [Ru(phen)3]

2+-Ce
(IV) a [Ru(phen)3]

2+-KMnO4 (cit.17). Byla také modifiko-
vána enzymatická GSH-recyklační metoda, kdy byla dete-
gována spotřeba NADPH vysoce citlivou luminescenční 
reakcí (systém FMN-oxidoreduktasa/luciferasa)18. 

Separační techniky (HPLC, GC, HPCE) využívající 
různé typy detektorů se zdají být nejpřijatelnějšími pro 
stanovení GSH a GSSG. Z nich nejrozšířenější jsou HPLC 
metody. Přehled separačních technik použitých pro stano-
vení TGSH, GSH a GSSG je uveden v tab. I. Při stanovení 
GSH a GSSG metodou GC se nejčastěji využívá spojení 
s MS detektorem. Výhody HPCE oproti HPLC jsou krátká 
doba analýzy, potřeba malého množství vzorku a velmi 

účinná separace. Pro stanovení GSH a GSSG byly použity 
různé typy detekce, jako UV, fluorescenční, MS, elektro-
chemická nebo velmi citlivá laserem indukovaná flu-
orescence. 

 
 

4. Stanovení celkového glutathionu  
a glutathiondisulfidu v suché kapce krve 
 
Odběr krve na speciální filtrační papír, známý jako 

technika suché kapky krve (DBS), je známý především ze 
screeningových vyšetření novorozenců pro vrozené meta-
bolické choroby. Jak už bylo zmíněno výše, GSH a GSSG 
se nejčastěji stanovují v plazmě a krvi. Bylo prokázáno, že 
již během několika minut po odběru krve dochází 
k poklesu hladiny GSH a velkému nárůstu hladiny GSSG. 
To je důvod, proč prakticky nelze v krvi nebo plazmě sta-
novit GSH a proč poměr GSH/GSSG (GSSG/GSH) nemů-
že být akceptovatelným ukazatelem míry oxidačního stre-
su. Pokud tedy chceme správně kvantifikovat míru oxidač-
ního stresu, lze použít pouze poměr TGSH/GSSG (GSSG/
TGSH) a to jen za podmínek, že odebraný vzorek krve 
bude rozdělen na dvě části, kdy k první části vzorku je 
nutné přidat činidlo stabilizující GSH, nejlépe redukční 
činidlo (například DTT), pak měříme TGSH. K druhé části 
vzorku se přidá vhodné alkylační činidlo (například 
NEM), které blokuje –SH skupinu GSH, pak měříme 
GSSG. Takový postup je ale pro klinickou praxi těžko 
použitelný, nelze totiž zajistit, aby tyto úkony správně 
a rychle provedla odběrová sestra. Tento problém lze vyře-
šit technikou DBS, kdy kapka krve, získána po vpichu do 
prstu, je aplikována na filtrační papír, již předem ošetřený 
činidly (tedy například DTT pro stanovení TGSH nebo 
NEM pro stanovení GSSG). Po zaschnutí kapky krve při 
laboratorní teplotě, jsou GSH i GSSG v DBS vzorku sta-
bilní při –20 °C po dobu několika měsíců13. DBS technika 
je šetrná k pacientovi, nejedná se o tak invazivní zásah 
jako v případě klasického odběru krve, navíc je zapotřebí 
jen několik desítek mikrolitrů krve oproti jednotkám mili-
litrů při klasickém odběru. Lze tedy provést více odběrů 
v krátkém časovém intervalu. Dalšími výhodami DBS 
techniky je snadný transport vzorků do laboratoře, 
s nadsázkou lze říci, že odběrovou kartičku se zaschlou 
krví můžeme zaslat poštou, a uchovávání vzorků před 
vlastní analýzou. Byla prozatím publikována jediná práce 
zabývající se stanovením GSH v DBS vzorcích. Hladiny 
TGSH byly v DBS vzorcích asi o 25 % vyšší než v krvi. 
Po aplikaci krve na filtrační papír zřejmě dochází k rychlé 
redukci GSH a v zaschlé krvi je GSH stabilnější, než když 
je rozpuštěný ve vodě (krvi)13. 

 
 

5. Závěr 
 
Úloha GSH jako ukazatele oxidačního stresu je malá. 

Významnější je sledovat schopnost GSH adekvátně reago-
vat na oxidační stres vznikem jeho oxidované formy, pře-
devším GSSG. Když jsou totiž buňky vystaveny oxidační-
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mu stresu, poměr oxidované a redukované formy GSH se 
zvyšuje. Jelikož je za fyziologických podmínek hladina 
GSSG významně nižší než hladina GSH, je pro stanovení 
GSSG v přítomnosti tak vysoké koncentrace GSH zapotře-
bí dostatečně citlivé a správné metody. Při stanovení GSH 
a GSSG je příprava vzorku zcela zásadní. Hladina GSSG 
je totiž obvykle pouze artefaktem nesprávné přípravy vzor-
ku. Technika suché kapky krve se jeví jako užitečný ná-
stroj pro správné stanovení TGSH a GSSG. Její nesporné 
výhody ji jednoznačně předurčují pro použití v různých 
klinických studiích zabývajících se monitorováním oxidač-
ního stresu při různých patologických stavech. 

 
Seznam použitých zkratek 
 
DBS suchá kapka krve (z angl. dried blood spot) 
DTNB 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoát), Ellmanovo 

činidlo   
DTT dithiothreitol 
ED elektrochemická detekce (detektor) 
FMN flavinmononukleotid 
GGT γ-glutamyltransferasa 
GR glutathionreduktasa 
GSH glutathion 
GSSG glutathiondisulfid 
2-ME 2-merkaptoethanol 
MPA kyselina metafosforečná (z angl. 

metaphosphoric acid) 
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

(redukovaná forma) 
NDA naftalen-2,3-dikarboxaldehyd 
OPA ortho-ftalaldehyd 
PCA kyselina chloristá (z angl. perchloric acid) 
ROS reaktivní sloučeniny kyslíku (z angl. reactive 

oxygen species) 
SSA 5-sulfosalicylová kyselina (z angl. 

5-sulfosalicylic acid) 
TCA kyselina trichloroctová (z angl. trichloroacetic 

acid) 
TNB 5-thionitrobenzoát 
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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.  


