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SEZNAM ZKRATEK
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Souhrn

V soucasné dob¢ existuje celd fada metod pro stanoveni glutathionu
V biologickém materialu. Cilem této prace bylo nalézt vhodnou metodu a optimalni
podminky pro separaci a identifikaci redukovaného (GSH) a oxidované¢ho (GSSQG)
glutathionu v erytrocytech metodou vysokoucinné kapilarni elektroforézy. Snazili
jsme se eliminovat dlouhé preanalytické postupy uvadéné v mnoha publikovanych
¢lancich a nalézt optimalni a rychlou metodu pro stanoveni forem glutathionu.

Optimalizovali jsme podminky, které ovliviiuji analyzu GSH a GSSG jako napf.
pH a koncentrace boratového pufru, praimer a délka kapilary, napéti, vinova délka,
¢as davkovani, teplota a frekvence. Optimalizace byla provedena na dvou rtiznych
systémech kapilarni elektroforézy se zamérem najit nejvhodnéjsi elektroforeogram
pro stanoveni glutathionu v hemolyzatech. Nejlepsi vysledky jsme ziskali pii pouziti
300 mmol/l boratového pufru o pH 7,8. K separaci jsme pouzili kiemennou kapilaru
o délce 47 cm a priméru 75 pm. Méfeni probihalo pfi napéti 25 kV, proudu 30 pA,
teplot¢ 25°C a vlnové délce 200 nm na kapilarni elektroforéze firmy Prince
Technologies.

Po zavedeni pracovnich podminek jsme metodu validovali a pouZili ji pro
stanoveni GSH a GSSH v hemolyzatech lidskych erytrocyti. Z divodu dobré a
rychlé analytické ptipravy mlize byt tato metoda pouzita pro rutinni stanoveni GSH a

GSSG v hemolyzatech zdravych nebo nemocnych pacientd.



Abstrakt

Nowadays exist a lot of methods for setting the glutathione in biological
materials. The aim of this work was to develope the right method and optimal
conditions for the separation and identification of reduced and oxidized glutathione
in red blood cells by capillary electrophoresis. Our biggest effort was to find and
eliminate long pre-analytic procedures mentioned in most of the published articles
and to find the optimal and fast method for setting forms of glutathione.

We optimized conditions which influence the analyze GSH and GSSG for
examle: pH and concentration of borate buffer, internal diameter and length of fused-
silica capillary, voltage, wavelength, aplying sample under preasure (time dosetion),
temperature and frequency. Optimalization has been tryed in two different systems
of capillary electrophoresis with the plan to find the most suitable electroforeogram
for setting the glutathion in hemolyzate of red blood cells.

The best resolution we obtained from using 300 mmol/l borat buffer in pH 7,8.
For the separation we used fused-silica capillary in 47 cm lenght and diameter 75
pm. The measurement was passing with voltage 25 kV, current 30 pA, temperature
25°C and the wavelenght 200nm on capillary electrophoresis from company Prince
Technologies.

We validated the method after installation of conditions and we used this method
for setting the GSH and GSSG in red blood cells. Because of it’s good and rapid
analytical preparation this method could be used for red blood cell glutathione

measurement in healthy and ill patients.
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1. UVOD

Glutathion je tripeptidovd molekula, ktera se vyskytuje ve dvou formach —
redukované¢ (GSH) a oxidované (GSSG). Tato latka je velmi vyznamnym
antioxidantem, vedle toho se také tcastni celé fady dal$ich pochodt (detoxikace
xenobiotik, transport cysteinu, apoptdza bunék atd.).

Glutathion jako antioxidant se snazi zabranit vzniku tzv. volnych radikalt, které
mohou pisobit nevratné $kody Vv lidském organismu. V erytrocytech je jeho funkci
chranit enzymy a koenzymy pifed oxidaci, chrdnit membranové lipidy proti
peroxidaci a ucastnit se redukce methemoglobinu na hemoglobin. Pokud tyto funkce
nejsou zajistény dochazi k rychlejSimu starnuti erytrocyti a jejich zaniku.

Pro stanoveni GSH a GSSG v erytrocytech bylo zavedeno mnoho technik.
V dnesni dob¢ se nejvice pouzivaji metody chromatografické. Cilem nasi prace bylo
zavést a optimalizovat stanoveni oxidovaného i redukovaného glutathionu
vV hemolyzatech lidskych erytrocytlh metodou vysokoucinné kapilarni elektroforézy

s fotometrickou detekci.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Volné radikaly a antioxidanty

Volné radikaly vznikaji pfi metabolickych procesech, které doprovazeji fyzickou
aktivitu nebo riznad onemocnéni. Jsou to ionty, atomy ¢i molekuly, které maji ve své
valencni sféfe volny neparovy elektron. Vytvareji tak energeticky nestabilni stav a
pro jeho odstranéni se snazi pfijmout elektron z okoli nebo ho odevzdat okolnim
strukturam.

Volné radikaly jsou Skodlivé a nebezpecné latky, které pii masivni tvorbé
poskozuji organismus. Jeden z hlavnich obrannych mechanismii proti nim
pfedstavuji antioxidanty. Maji schopnost neutralizovat volné radikaly darovanim
elektronu, bez toho, aniz by se sami staly aktivnimi radikaly [45].

Antioxidanty mohou v téle vznikat nebo jsou pfijimany potravou. Muzeme je délit
do dvou skupin: enzymatické a neenzymatické. V prvni skupiné jsou enzymy s
antioxidacni funkci (superoxiddismutasa - SOD, katalasa a glutathionperoxidasa -
GPx). Druhou skupinu mizeme dale rozdélit na vysokomolekuldrni a
nizkomolekularni latky. Vysokomolekularnimi antioxidanty oznacujeme nékteré
bilkoviny (transferin, albumin, ceruloplasmin) a mezi nizkomolekularni antioxidanty
patii napt. vitaminy A, E, C, kyselina mo¢ova a glutathion [70].

V dnesni dobé volné radikaly exogenniho a endogenniho ptiivodu stale ptibyvaji
diky lidské €innosti. Dochazi k vy€erpani antioxidacnich ochrannych mechanismt a
nasledné poruse rovnovahy mezi volnymi radikdly a antioxidanty v organismu.
Prevaha volnych radikal se nazyva oxidacni stres [42].

Oxidacni stres se podili na patogenezi mnoha onemocnéni. Pii nizkych
koncentracich GSH nebo u dédi¢né poruchy GSH metabolismu muze dochazet
k patologickym reakcim jako jsou napi. neurologické poruchy vedouci k mentalni
retardaci, cerebro-spinalni degeneraci a Parkinsonové chorobé. Nizka koncentrace
GSH mitize také doprovazet diabetes mellitus, cystickou fibrézu jater [53], AIDS,
katarakta, reumatoidni artritidu [53] a ve velké mife ma vliv na vznik karcinomd.
Glutathion se mize ve zvyseném mnozstvi vylucovat do moci pii dédicné poruse

metabolismu aminokyselin (5-oxoprolinurie, glutathionurie) [66].
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Na rozvoji Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby se také mohou podilet snizené

hladiny cysteinu, coZ souvisi s nedostatkem folatu a vitaminu B*? [53].

2.2. Glutathion

2.2.1. Vyskyt

Glutathion je ubikvitarni molekula a nachéazi se v bunikach zivoCicht a vétSiny
rostlin 1 bakterii v pomérné vysoké koncentraci (0,1 — 10 mmol/l) [9]. Déle je také
piitomen v mase, zelening i ovoci (avokado) [14].

Je hlavnim intracelularnim antioxidantem [42]. Ma ochranou roli a patii v buiice
mezi nejpocetnéji zastoupené thioly nebilkovinné povahy [43].

Glutathion se muze vyskytovat bud’ volny nebo vézany, a to nejcastéji na
proteiny [70]. Volny glutathion miZeme jeSté dé€lit na redukovany a oxidovany a
koncentrace této redoxni dvojice v buiikkdch se pohybuje v rozmezi hodnot 1-10
mmol/l [3] , coz zalezi na oxidacni zatézi organismu. Za fyziologickych podminek
prevlada v 99,5% redukovand forma. Tato hodnota se snizuje béhem oxidac¢niho
stresu a redukovany glutathion se méni v oxidovany, jehoZ koncentrace néasledné
vzrista [70]. Pokles tohoto poméru je znamkou zatéze volnymi radikaly a vyuziva se
pro posouzeni oxidacné redukéniho stavu uvnitt buiiky. Pomér mirné klesa s vékem a
také jsou znamé vyrazné mezidruhové rozdily.

Glutathion je nejvice je obsazen v jaternich burikach, kde koncentrace presahuje
hodnotu 10 mmol/l [70]. Je téz piitomen v erytrocytech [42], v leukocytech, v
renalnich bunkéch [70], v mozkovych bunkéch (1-3 mmol/l ) [4] a v plasmé& (0,01
mmol/l). [5].

V bunkach muzeme GSH nalézt prevazné na tfech mistech; 90% GSH je v
cytoplasmé bunky, pfiblizn€ 10% v mitochondriich a velmi malé procento v
endoplazmatickém retikulu [6,7]. Glutathion se transportuje z cytoplasmy do
mitochondrii, protoze mitochondrie nemaji potfebné enzymy pro syntézu
glutathionu. Mitochondridlni glutathion je pak pouzivan pro eliminaci volnych
radikalll vznikajici béhem respirace v mitochondriich [2,8]. Glutathion je v
endoplazmatickém retikulu vyuzivan p#i vzniku disulfidové vazby v proteinech a
GSH a GSSG se zde nalézaji v poméru 3:1. Za fyziologického stavu je tento pomér

Casto prekracovan az na 100:1 v cytoplasmé a mitochondriich [6,7]. Poméry mezi
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GSH a GSSG formou jsou udrzovany enzymem glutathionreduktasou a dostupnym
mnozstvim NADPH. Dals§im faktorem, ktery se podili na zachovani tohoto poméru je

i syntéza glutathionu de novo [70].

2.2.2. Stavba

Glutathion, zkracené GSH, je tripeptid s neobvyklou y-amidovou vazbou [71].
Chemicky se jedna o N-(N-L- y-glutamyl-L-cysteinyl)glycin [42]. Glutathion je
sloZzen ze tfi aminokyselin: glycinu, cysteinu a glutamové kyseliny. Jak uz bylo
naznaeno, glutathion existuje ve dvou formach. Jako thiol je oznafovana
redukovana forma (GSH) (Obr. ¢. 1 a 2) a jako disulfid oxidovana forma (GSSG),
kde jsou dvé molekuly GSH propojeny pomoci disulfidové vazby (Obr. ¢. 3) [71].

C\OO'
s
SH ,NH
\
Cl—IQ/C\\

O CH
A
_C—NH

G

C\H2
/CH—NH;

COO (a)

Obr. €.1 - Stavba redukovaného glutathionu (GSH)
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Obr. ¢. 2 - 3d struktura glutathionu
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Obr. €. 3 - Stavba oxidovaného glutathionu (GSSG)

2.3.Cystein

Cystein je aminokyselina s polarnim, nenabitym, postrannim fetézcem. Je
charakteristicky svou thiolovou skupinou a jako jediny mize vytvaret s jinymi
cysteinovymi zbytky oxidaci thiolovych skupin disulfidové vazby. Dimer se potom
nazyva cystin a je také fazen mezi aminokyseliny [71].

O cysteinu miizeme hovofit jako o klicové aminokyseling, kterd umoziuje

glutathionu tcastnit se fady reakci. Diky thiolové skupiné se glutathion muze
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ucastnit detoxikace reaktivnich elektrofild a toxickych oxygennich metabolitd,
zachovani nezbytné thiolové skupiny u proteint [2,10,11] a mnoha dalSich funket,

které jsou dale popsany.

2.4.Glutamova kyselina

Glutamové kyselina je neesencialni, glukogenni aminokyselina kyselé povahy a
ma polarni, nabity, postranni fetézec . Pti pH vyssi nez 3,0 mlze nést zaporny naboj
[71].

Glutamova kyselina je N-terminalni aminokyselinou glutathionu. Je spojena se
sousednim cysteinem y-karboxylovou skupinou glutamatu [8,12]. Vytvareji spolu y-
glutamylovou vazbu, kterd chrani glutathion ptfed degradaci ze strany peptidas. y-
glutamylova vazba je §tépena pouze enzymem y-glutamyltranspeptidasou (GGT).
Tento enzym se nachdzi na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany vétSiny bunck
(napf. bunky nefronu, plexus chorioideus, enterocyty, kanalikularni membrany
hepatocytd a membrany epitelovych bunék Zlucovoda [13]). GGT vystupuje na
membrané jako poutany enzym, ktery ma aktivni centrum na extracelularni strané
buiiky. Je proto nezbytné transportovat glutathion do extracelularniho prostoru.
Tento d& probihd ve vSech bunikach. Pisobenim GGT je z glutathionu odstépen
glutamyl a vznikly cysteinglycin se stdva substraitem pro dipeptidasy, které

hydrolyzuji peptidovou vazbu mezi cysteinem a glycinem [5].

2.5.Glycin

Glycin, je aminokyselina s nejmensim, nepolarnim postrannim fetézcem. Byla
objevena a identifikovana jako prvni v roce 1820. Jako jedind aminokyselina neni
opticky aktivni [71]. Ve struktufe glutathionu se jedna o karboxyl-termindlni
aminokyselinu. Chrani  glutathion pied Stépenim ze strany intracelularniho

enzymu y-glutamylcyklotransferasy. [8,12]
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2.6.Syntéza Glutathionu

Syntéza glutathionu probihd ve vSech buiilkach, z toho ale nejvice v jatrech (denné
asi 45 mmol, tj. 14g). Je znamo, Ze hepatocyty jsou schopné syntetizovat vyssi
mnozstvi glutathionu nez samy potiebuji, a tak vyuziji jenom minimum. Nadbyte¢ny
GSH je nasledné sekretovan do krevni cirkulace a odtud je vychytdvan dalSimi
organy [42]. Jatra tak zajiSt'uji udrzeni hladiny glutathionu a cysteinu v plazmée a tim
1 homeostazu glutathionu v organismu [12].

Jatra jsou unikatni v rdmci syntézy glutathionu, jednak schopnosti hepatocytl
konvertovat methionin na cystein pomoci transsulfurace a potom jejich mira
biosyntézy glutathionu je v rovnovaze s mirou exportu do plazmy, zluc¢i a
mitochondrii diky GSH-transportnimu systému [14].

V buiice je glutathion syntetizovan pifevazné v cytoplasmé, ale i v jinych
organeldch (napf. v jadru, mitochondriich, endoplazmatickém retikulu aj.) a ¢astecné
i v extracelularnim prostoru [42]. Je syntetizovan z L-glutamatu, L-cysteinu a L-
glycinu v y-glutamylovém cyklu (de novo), ktery byl objasnén Altonem a Meisterem
[71]. Jde o mechanismus pfenosu aminokyselin do bunék tzv. translokaci. Tento
transportni mechanismus je mozny diky syntéze a rozpadu glutathionu. Transport je
rychly, ma vysokou kapacitu a potiebuje velky pifisun energie. Nejvice funguje v
renalnich epitelidlnich buiikach [44].

Celé syntéza (Obr. ¢. 4) GSH probihd ve dvou krocich. Kazdy krok vyzaduje
jednu molekulu ATP a enzym, ktery reakci katalyzuje.

V prvnim kroku syntézy dochazi k reakci mezi L-glutamatem a L-cysteinem.
Reakce je katalyzovana enzymem y-glutamylcysteinsynthetasou (GCS) a dochazi ke
spotiebé jedné molekuly ATP. Produktem této reakce je jedna molekula ADP a y-L-
glutamyl-L-cystein [8,12,15,16].

Ve druhém kroku syntézy GSH dochazi k navazani molekuly L-glycinu na
molekulu y-glutamylcysteinu. Reakce je katalyzovana enzymem
glutathionsynthetasou (GS) a dochdzi opét ke spotiebé jedné molekuly ATP.
Produktem reakce je jedna molekula glutathionu a ADP [8,12].

Enzym glutathionsynthetasa ma molekulovou hmotnost 118 kDa. Je sloZen ze
dvou identickych podjednotek [17,18]. Ma mista pro vazbu glycinu a vy-
glutamylcysteinu, kterd jsou vysoce specifickd. Tento enzym nepodléhd

zpétnovazebné inhibici vznikajicim GSH [12].
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Obr. €. 4 - y-glutamylovy cyklus a syntéza glutathionu

Legenda: Jednotlivé reakce cyklu jsou katalyzovany:
(1) y -glutamylcysteinsynthetasou, (2) glutathionsynthetasou,
(3) y-glutamyltranspeptidasou, (4) y-glutamylcyklotransferasou,

(5) oxoprolinasou, (6) vnitrobunéénou proteinasou [71].

2.7.Regulace syntézy glutathionu

Regulace syntézy glutathionu je fizena pomoci tfi hlavnich faktorti. Prvnim z nich
je aktivita y-glutamylcysteinsyntetasy v bunikach. Druhym je dostate¢na koncentrace
vychozich latek pro syntézu glutathionu a tfetim faktorem je dostatecné mnozstvi

energie v organismu, tedy ATP. Pokud je splnén pozadavek dostatecného mnozstvi
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vychozich komponent (syntéza enzymu, substrdty a energie), pak poslednimi
vyznamnymi faktory, které ovliviiuji syntézu glutathionu jsou zpétnovazebna
inhibice syntézy GSH na molekule enzymu GCS a hormonalni regulace.

Pokud dojde k inhibici syntézy, dojde v kratké dobé k depleci bunééného GSH a

K inhibici glutathionovych detoxika¢nich mechanismi [43].

2.7.1. Hormonalni regulace

Hormondlni regulace se tykd hlavné syntézy glutathionu v jatrech [19].
Hormony, které se podili na zvySeni syntézy jsou naptiklad insulin a hydrokortison.
V nitrobun&né signalizaci hepatocytil hraje dilleZitou ulohu cAMP a Ca?*. Existuji
domnénky, ze signaly védzané na vdapenaty kation mohou limitovat dostupnost
prekurzorovych aminokyselin uvnitf buiiky.

Hormonalni regulace se tyka také enzymu GCS. Jeho aktivita je regulovédna
cAMP dependentnimi proteinkinasami nebo proteinkinasou-C, které stimuluji
fosforylaci enzymu vedouci k utlumu jeho aktivity. Pfesny vyznam této regulace
neni doposud zndm. Je zde piedpoklad, Ze k hormonalni regulaci syntézy GSH
dochazi v ptipadé existence stresové situace v organismu. Potom dochazi ke
zvySenému uvolnovani hormont, které potla¢i syntézu glutathionu, aby v bunkach
nedochézelo k vyCerpavani zasob cysteinu vyznamného pro syntézu proteind akutni

faze jako odpovédi na vznikly stres [19].

2.7.2. Regulace na urovni y-glutamylcysteinsynthetasy

Syntéza Glutathionu je v kazdé buiice regulovana jeho mnoZstvim. Syntetizovany
GSH ptlisobi negativni zpétnou vazbou na enzym GCS, avSak ne na GS. Aktivita
GCS je zavisla na dostate¢ném mnozstvi kationtii Mg®* a Mn?* [20].

GCS je enzym skladajici se ze dvou podjednotek. Prvni z nich je tézka
podjednotka. Znac¢i se jako GCS-HS a jeji molekulova hmotnost je 73 kDa. Je
zodpovédna za katalytickou funkci enzymu. Druhd je lehka podjednotka znacena
jako GCS-LS. Jeji molekulova hmotnost je 31 kDa a ma vyznam v regulaci aktivity
enyzymu.[12,21]
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Ob¢ podjednotky jsou kodovany raznymi geny. GCS-HS je reprezentovana
jednim transkriptem, GCS-LS ma dva transkripty [22]. GCS je stabilizovana pomoci
disulfidové vazby, kterd se nachdzi mezi tézkou a lehkou podjednotkou. Déle také
prispivaji ke stabilité enzymu i nekovalentni sily [23].

Chemicky mechanismus tvorby y-glutamylcysteinu zahrnuje dva odd€lené kroky,
které se odehravaji za ptitomnosti GCS. V prvnim spolu reaguji L-glutamat a ATP.
Vytvoii spolu tésnou vazbu za vzniku vy-glutamylfosfatu. Tento meziprodukt
nasledné reaguje s L-cysteinem za vzniku finalniho produktu y-glutamylcysteinu.

GSH pomoci negativni zpétné inhibici reguluje aktivitu GCS. Tato Inhibice je

nonalosterickd a zahrnuje vazbu GSH na glutamatové a i na dal$i mista enzymu [12].

2.7.3. Cystein a jeho vliv na syntézu GSH

Pro dalsi regulaci aktivity enzymu GCS je dileZzité zajistit dostupné mnozstvi
prekurzorové aminokyseliny — cysteinu, ktery je ziskavan ze stravy a odbouravanim
proteinl.

Cystein muze byt také syntetizovan. Syntéza probihd v jatrech cestou
transsulfurace (Obr. €. 5) z methioninu. V této reakci se methionin prevadi na
homocystein, ktery je nasledné sloucen se serinem za vytvoieni cystathioninu. Ten se
dale $tépi pomoci cystathioninlyasy na cystein a vedle toho bud’ na homoserin nebo
2-oxobutyrat [1,9, 69].

Cystein je redukovanid forma a nachazi se uvniti bunc¢k. V extracelularnim
prostoru dominuje disulfidova forma této aminokyseliny, kterd je oznaCovana jako
cystin. Cystein se vn¢ builky ochotné autooxiduje na cystin. Po vstupu cystinu do
bunky dochazi k jeho rychlé redukci na cystein thioltrasferasou nebo
neenzymatickou reakci [12,24].

Prekurzorové aminokyseliny jsou z extracelularnich prostor transportovany do
bukky pomoci membranového transportniho  systému, ktery zahrnuje
transmembranové proteiny [25]. Glutamét vstupuje do buniky za ucasti dvou proteinti
znacenych jako X¢- (na sodiku nezavisly) a Xac (na sodiku zavisly). Cystin se do
buniky dostavd prostiednictvim Xc- systému, tedy systému, ktery je vyuzivan i

glutamatem. Prekurzorové aminokyseliny mohou byt do burnky transportovany také
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nepiimo diky GGT. Tento enzym transportuje y-glutamylovy zbytek na dalsi
aminokyselinu. Do buiiky tak vstupuje dipeptidovy komplex [12,24,26].
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Obr. ¢. 5. - Transsulfurace - metabolismus methioninu a syntéza GSH [12]

Nekteré buiiky, jako napiiklad erytrocyty, lymfocyty a bunky mozkovych cév,
nejsou schopny vyuzivat cystin a z toho duvodu jsou odkazany na plazmaticky
cystein [8]. Existuji dvé biochemické cesty, diky kterym muze byt plazmaticky
cystin konvertovan na cystein [8]. Prvni z nich spoc¢iva v transportu cystinu a jeho
intracelularni pfeméné na cystein. Vznikly cystein je pak bunikami uvolnén do
plazmy a nasledné je vyuzit dle potfeby. Druhou cestou je uvolnéni samotného
glutathionu z hepatocytt. GSH pak reaguje scystinem za uvolnéni molekuly

cysteinu pfti thiol-disulfidové vymeéné (reakce 1) [27]:
GSH + Cys-Cys — GS-Cys + CysH. 1)

Ledviny jsou na rozdil od jater schopny vyuzivat jako zdroj cysteinu cystin [28].

Na druhou stranu enzym cystathionasa, ktera $tépi cystathionin na cystein, ma
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V ledvinach snizenou aktivitu. Tim je v ledvinnych buiikkdch utlumena syntéza
cysteinu  z methioninu transsulfuraci. Ledviny tak vychytavaji zna¢nou cast
plazmatického GSH a odbouravaji ho na jednotlivé aminokyseliny. Aminokyseliny
jsou potom uvolnény do krve. Soucasti téchto aminokyselin je také cystein, ktery je

pak vyuzit jatry pro resyntézu GSH [8,29].

2.8. Metabolismus glutathionu

Rozklad GSH je katalyzovan tfemi enzymy: y-glutamyltranspeptidasou, y —
glutamylcyklotransferasou, 5-oxoprolinasou (obr. ¢. 4). GSH je nejprve pfenesen na
vngjsi stranu membrany. Zde se nachazi enzym y-glutamyltranspeptidasa, ktery na
sebe vaze aminokyseliny (zejména cystein a methionin). Nésledné dojde k pfenosu y-
glutamylové skupiny glutathionu na néjakou aminokyselinu. Vznika y-glutamylova
aminokyselina a cysteinylglycin, ktery je za ucasti vnitrobunécné proteinasy Stépen
na glycin a cystein a oba mohou byt znovu vyuzity na syntézu glutathionu. y-
glutamylov4d aminokyselina je transportovana zpét do builky a nasledné ve dvou
krocich se uvolni transportovana aminokyselina a 5-oxoprolin. Poslednim krokem
cyklu je hydrolyza oxoprolinu za katalyzy enzymem 5-oxoprolinasou, pii tomto déji
se spotiebuje ATP. Hydrolyza amidové vazby je obvykle exergonickd, coz je dano

neobvyklou stabilitou vnitini amidové vazby 5-oxoprolinu [71].

2.9. Biochemie glutathionu

2.9.1. Glutathion v hepatocytech

Jako jeden z prvnich krokt degradace syntetizovaného GSH v jatrech je jeho

transport sinusoidalni nebo kanalikularni membréanou hepatocytu (Obr. €. 6) [8].
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Obr. ¢. 6. - Obrat GSH v hepatocytech a moznosti jeho sekrece [5].
(glu — kys. glutamova, cys — cystein, gly — glycin, Mrp2 —
multilékovy rezistentni protein, Oatpl — organicky anion-

transportujici protein)

Glutathion, ktery je sekretovan sinusoidalni membranou hepatocyti, je pfevazné
ve formé redukované [30]. Transport GSH pies sinusoididlni membranu je
zprostfedkovan pomoci pfenasece, ktery miize byt inhibovan naptiklad methioninem
¢1 konjugovanym i nekonjugovanym bilirubinem [30]. Mezi hormony a vasoaktivni
substance zvySujici uvoliovani GSH z hepatocytli, patii vasopresin a noradrenalin
[31].

Tti Ctvrtiny glutathionu sekretovaného pies kanalikularni membranu je
v redukované form&. GSH exkretovany do Zluc¢i je pomoci GGT a dipeptidasy na
vnéjSim povrchu epitelu Zlu¢ovodu hydrolyzovan na cysteinglycin, cystinglycin, y-
glutamylglutathion nebo y-glutamylcystein [32,33]. GSSG forma glutathionu je
kanalikularnim poélem hepatocytli uvolilovana ve zvySeném mnoZstvi s rostoucim
intracelularnim oxidac¢nim stresem, kdy dochazi ke zvysené preméné¢ GSH na GSSG

pii eliminaci volnych radikal [8].
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2.9.2. Interorganova homeostaza glutathionu

Koncentrace intracelularniho GSH odrazi aktualni stav rovnovahy mezi tvorbou a
spotfebou GSH. Jak jiz bylo uvedeno, na udrzovani potfebné koncentrace se podili
syntéza de novo a redukce oxidované formy na redukovanou.

GSSG je zpétné redukovan na GSH pomoci enzymu glutathionreduktasy (GR) za
piitomnosti NADPH+H" [20,34]. B&hem této reakce uvoliiuyje NADPH+H" své dva
vodikové protony, které jsou pomoci GR pirenaseny na GSSG za vzniku GSH.
Oxidovana forma NADP" je nasledné regenerovana v oxidaéni &asti pentézového
cyklu. [20,34].

Glutathionreduktasa se vyskytuje v cytosolu buriky a matrix mitochondrii. Tento
enzym se nenachdazi v plazmé a z tohoto divodu nemuize byt plazmaticky GSSG
recyklovan na GSH [20].

V téle existuje konstantni obrat glutathionu. GSH je syntetizovan hlavné v jatrech.
Skrze sinusoidalni membranu hepatocytii je uvoliiovan do plazmy, ze které je
vychytavan predevsim ledvinami (cca 50-70%) a plicemi. Podstatnd ¢ast GSH je
degradovana na vychozi aminokyseliny pomoci ledvin. Aminokyseliny jsou potom
Znovu vyuzity zejména jatry pro resyntézu GSH.

Hlavnim zdrojem cysteinu pro syntézu glutathionu v jatrech je transsulfurace
methioninu a serinu. Jatra pfispivaji k udrzeni koncentrace GSH v plazmé z 90%
[36]. Uvolnovani glutathionu zjater se zvySuje v odpovédi na jeho zvySenou
spotiebu perifernimi organy. Piikladem toho je kosterni svalovina, kterd se béhem a
po fyzické zatézi musi vyporadat se vzristajicim oxidaénim stresem. Z tohoto
divodu vice, ptijima kromé jinych antioxidantt také glutathion [8,34,35].

Srostoucim v€kem stdle vice prevazuje sekrece glutathionu z hepatocytil
kanalikularnim polem [32]. GSH se tak dostava do zluci, kde je degradovan. Vzniklé
aminokyseliny podléhaji enterohepatalni recirkulaci. GSH hraje ve ZzluCovém
systému vyznamnou ulohu i v ramci prevence vzniku zluCovych kamenii. GSH, ktery
se dostane aZz do lumen tenkého stfeva, je vétSinou katabolizovan diky GGT, na
kterou jsou enterocyty bohaté, nebo je pfimo enterocyty pouZit jako soucast ochrany

proti oxidacnimu stresu [8,34].
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2.10. Funkce Glutathionu

2.10.1. VSeobecny prehled roli glutathionu v organismu

Glutathion ma v organismu celou fadu funkei. V tabulce (Tab. €. 1) je uveden

piehled jeho vyznamt pro organismus.

Tab. ¢.1 - Prehled ulohy glutathionu v organismu

Funkce glutathionu v organismu:

antioxidacni funkce

kofaktor izomerasovych reakci a syntézy deoxyribonukleotid

podil na regulaci imunitni odpovédi

pfitomnost pfi genové expresi

reakeni partner pifi detoxikaci xenobiotik

ucast na metabolismu prostaglandint a leukotrienti

zachovani sulthydrylové skupiny proteint v redukované formeé

zasobarna a transportni forma cysteinu

transport aminokyselin pfes membranu

2.10.2. Antioxidacni funkce glutathionu

Dilezitou funkci glutathionu je spoluucast na antioxidacnich pochodech. GSH tak
chrani bunky pted volnymi radikaly. Nekteré radikalové formy (napt. hydroxylovy
radikal) mohou pifimo reagovat s GSH a jiné se s nim konjuguji pomoci zaporné
nabitych izoenzymu glutathion-S-transferasy (GST) za vzniku méné toxickych
sloucenin, vice hydrofilnich a snadnéji z bunky vyloucitelnych. Jako antioxidant

udrzuje pomoci oxidované a redukované formy redoxni potencidl cytosolu [42].
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2.10.3. Eliminace volnych radikalu

\
r— PEROXISOME
catalese o1
Hzoz 20 + 02
H_O
2 GSH
SH CSH
GS}: S- . dase rednctase
transferase
GSSG i HApEH
L ROH + HO H O ' .
GSSG

Obr. €. 7. - Proces detoxikace peroxidu vodiku a peroxylového radikalu a
regenerace GSSG na GSH [8]. (NADPH+H" - redukované forma
NADP, H,0; — peroxid vodiku). Glutamat vstupuje do bunky za
ucasti dvou proteinti znacenych jako xc- (na sodiku nezavisly) a

Xac (na sodiku zavisly).)

Za spolutcasti s enzymem glutathionperoxidasou (GPx) je glutathion hlavni
obrannou linii proti zvySené produkci reaktivnich forem kysliku a buiika se tak miize
chranit proti oxidacnimu stresu. Endogenné produkovany peroxid vodiku je
redukovén v pfitomnosti Se-dependentni GPx na vodu a GSH se oxiduje na GSSG.

Reakce probiha takto (reakce 2):

2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0 (2) )

GSSG miuiZze byt nasledné redukovan zpét na GSH za ucasti glutathionreduktazy a

NADPH (Obr. €. 7). Regenerace probiha timto zpiisobem (reakce 3):

GSSG + NAD(P)H + H" — 2 GSH + NAD(P)" (3)
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Tento proces normalné probiha v poméru 100:1 (GSH:GSSG), coz umoziiuje
pusobit GSH jako vnitrobunécnd redukéni latka. Metabolicky obrat GSH je docela
rychly. Ma polocas kolem 1 hodiny [43].

Redukce organickych hydroperoxidii redukovanou formou glutathionu je
katalyzovéana taktéz Se-dependentni GPx nebo selen-independentni peroxidasovou
aktivitou, ktera je zajisténa hlavné glutathion-S-transferasou (GST) [16,37].

Vyznamnym zdrojem NADPH dutlezittho pro regeneraci GSSG je
pentosofosfatovy cyklus. Zajistuje integritu a spravnou funkci zejména erytrocytt.
Jeho intenzita je rlizna v riznych tkénich, napt. velmi nizka v kosternich svalech a
velmi vysokd v jatrech. Erytrocyty obsahuji velké mnozstvi molekularniho kysliku a
to zplsobuje zvySenou tvorbu organickych peroxidd. Ty naruSuji strukturu
biologickych membran a zplsobuji tvorbu methemoglobinu spontanni oxidaci Zeleza

hemu. Ochranu proti obéma reakcim poskytuje GSH podle reakci (reakce 4 — 5):

2 GSH + R-OOH --—--— GSSG + R-OH + H,0 (4)

GSH + 2 HbFe* -------- — GSSG +2 HbFe** + 2H* (5)

Nasledna regenerace GSSG, jak uz bylo feceno, probiha zase za ucasti glutathion
reduktazy.

Reakci glutathionu s volnymi radikaly mtzZe vznikat thiolovy radikal (GS®). Ten
zanika reakci s dal§im GS' radikdlem za vzniku GSSG. Reakci s molekulou GSH
v8ak miZe produkovat radikal oxidovaného glutathionu (GSSG™), ktery je schopen
redukovat kyslik na superoxid O, . Radikal GS’ mulze reagovat i s radikalem oxidu

dusnatého "NO za vzniku reaktivniho nitrosothiolu GSNO (reakce 6 — 10):

GSH + "OH (RO', ROO" ) — GS' + H,0 (ROH, ROOH) (6)

2 GS' — GSSG (7)
GS + GSH — GSSG™ + H* (8)
GSSG™ + 0; — GSSG +0,™ 9)
GS + 'NO — GSNO (10)

Volné radikaly mohou vznikat 1 autooxidaci glutathionu, zejména za

katalytického uinku ionti pfechodnych kovii (Fe?*, Cu®*) [42].
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2.10.4. Regenerace antioxidantt

Antioxidanty by nemohly byt u¢inné, kdyby v bunice nepracovaly ve vzijemné
souhfte.

Glutathion se kromé¢ eliminace volnych radikalti uplatiiuje jako antioxidant i
v dalSich oblastech. Prispiva k antioxida¢ni obrané i tim, ze je v Gzké vazb¢ s jinymi
antioxidanty. Zejména se pak jedna o vitamin C a E [38]. GSH je schopen tyto
vitaminy redukovat zpét z jejich oxidované formy a tim je regenerovat. Kromé toho
je antioxidacni aktivita selenu a vitaminu Bg taktéZ {izce spojena s aktivitou GSH.

Vitamin Bg zaruc€uje dostupnost selenu pro aktivitu GPx [20,39].

2.10.5. Proces detoxikace

Glutathion se také ucastni procesu detoxikace v jatrech, kde reaguje s reaktivnimi
metabolity spontanni konjugaci nebo reakci katalyzovanou glutathion-S-transferasou
[16,15]. Vytvati se tak glutathionovy konjugat, ktery je nasledné¢ atakovan vy-
glutamyltranspeptidasou. Tento enzym odstépi y-glutamyl a vznikne cysteinyl-
glycinovy konjugat, ktery podléhd dalsimu S$tépeni dipeptidasou za uvolnéni
cysteinylového konjugatu. Poslednim krokem konjugace xenobiotika s GSH je
zformovani merkaptouratové kyseliny béhem acetylace cysteinu [8,12,40].

Piikladem xenobiotik, ktera jsou detoxikovana za soucinnosti s GSH, jsou
acetaminophen, formaldehyd a bromobenzen [40]. Naptiklad formaldehyd je
V organismu odstraniovan formaldehyddehydrogenasou. Substratem je pravé GSH a
formaldehyd, které jsou konjugovany na S-formyl-glutathion. Nutno podotknout, ze
formaldehyd v organismu neni pouze exogenniho, ale i endogenniho pivodu.
Formaldehyd vznikd béhem aldolového St€peni methioninu, pii detoxikaci methanolu
alkoholdehydrogenasoua a degradaci cholinu [41].

Konjugace nékterych latek endogenniho pivodu probiha stejnou cestou jako
detoxikace xenobiotik [12,15]. Pfikladem latek endogenniho ptivodu konjugovanych
s GSH jsou estradiol-17-, melanin, leukotrieny a prostaglandiny [15].

Vsechny konjugaéni reakce s GSH vedou K ireverzibilni spotieb¢ intracelularniho

glutathionu [8,12,41].
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2.10.6. GSH jako zasobarna cysteinu

Cystein nemlze byt v organismu transportovan v plazmé nebo skladovan
v bunikach, protoze velice snadno podléha autooxidaci na cystin. Béhem této
pfemény navic dochazi kuvolnéni toxickych volnych kyslikovych radikalt
[8,12,15,37]. Proto GSH diky y-glutamylovému cyklu slouzi jako kontinualni zdroj
cysteinu [8].

METHIONINE

v
CYSTATHIONINE

a-ketobutyrate 4/ y-cystathionase

A4

CYSTEINE
anaerobic metabolism __‘_.""f ‘\"-\_‘ aerobic metabolism
e ,_\‘
v
SULFANE TAURINE
SULFUR GLUTATHIONE SULPHATE

Obr.¢. 8 - Aerobni a anaerobni metabolismus cysteinu

Na zacatku tohoto cyklu je cystein (Obr. €. 8). Jde bud’ o cystein pravé
transportovany do buiiky, nebo cystein uvolnény v ramci katabolismu proteinti
Vv buiice. Tento cystein mize byt pieveden na sulfat a taurin, nebo je pouzit pro
syntézu GSH [12]. Vznikly GSH muZe byt uvolnén z builky pomoci pifenaSeci
zprostfedkovaného transportu [37]. V extracelularnim prostoru je GSH degradovéan
pusobenim enzymu y-glutamyltranspeptidasy. GGT odstépi z GSH y-glutamylovou
skupinu a navaze ji na aminokyselinu za vzniku vy-glutamyl-aminokyseliny.
NejcastéjSim akceptorem y-glutamylové skupiny byva cystin. Vznikla y-glutamyl-
aminokyselina je transportovana zpét do burnky, kde je metabolizovdna za uvolnéni
aminokyseliny a 5-oxoprolinu. 5-oxoprolin je konvertovan na glutamat, ktery se

muze zucCastnit resyntézy glutathionu [12].
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2.10.7. Transport aminokyselin

Glutathion se také ucastni transportu nckterych aminokyselin pfes bunécnou
membranu. Existuje nékolik transportnich mechanismu, z nichz ptevazuje symport a
antiport. Dochazi tak ke spojeni transportu aminokyselin s transportem sodiku. y-
Glutamylovy cyklus je jednim piikladem skupiny transportnich mechanismt
aminokyselin. Ackoli tento mechanismus vyzaduje vétsi pfisun energie, je velmi
rychly a ma vysokou kapacitu. Cyklus je primarné funkéni v rendlnich epitelidlnich
bunkach. Enzym y-glutamyltranspeptidasa je lokalizovan v bunééné membrané a
kyvadlovym mechanismem pifenaSi GSH z bunééného povrchu k aminokyselindm
(zejména k cysteinu), které s nim nasledné¢ reaguji. Tato reakce uvoliuje
cysteinylglycin a generuje y-glutamyl-aminovou kyselinu, ktera je transportovana do
buniky a hydrolyzou se uvoliiuje aminokyselina do buiiky. Glutamat je uvolfiovan
jako 5-oxoprolin a cysteinylglycin je rozstipnut na komponenty (aminokyseliny).
GSH reakce vyzaduje ATP-zavislou pfeménu 5-oxoprolinu na glutamét a nasledné
adici dvou moli ATP, které se spotfebuji béhem normalni generace glutathionu [44].
Existuji i jiné mechanismy transportu aminokyselin, které jsou bud’ symporty nebo

antiporty Kk transportu sodiku.

2.10.8. Ochrana thiolovych skupin

Jednou z mnoha funkci je také ochrana thiolovych skupin (—-SH) v bilkovinach,
které jsou vétSinou nezbytné pro jejich funkci. Patfi k nim napf. mnohé enzymy
(dehydrogenasy, ATPasy, kreatinkinasa, enzymy podilejici se na regeneraci
poskozené DNA aj.), nékteré receptory, transportni a jiné proteiny. GSH se uplatiiuje
nejen v cytoplazmé, ale chrani i DNA v bunééném jadie pied oxida¢nim poSkozenim

a tvoii rezervu thiolovych skupin buiky [42].
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2.11. Metody stanoveni glutathionu

GSH hraje podstatnou roli v bunééné homeostize a jeho kvantitativni a
kvalitativni modifikace jsou brany v tvahu jako index oxidativniho poskozeni. V
poslednich letech bylo vynalezeno a zdokonaleno mnoho separativnich a
neseparativnich metod pro stanoveni hladiny GSH v biologickém materialu. Tyto
metody jsou rozsahle pouzivany ve studiich metabolismu glutathionu a oxidativniho
stresu. V souCasnosti se nejvice pouzivaji stanoveni pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) a kapilarni elektroforézy (CE).

Abychom mohli posoudit miru oxida¢niho stresu v buiikach, tkédnich nebo organech,
muzeme pouzit tfi typy metod. Prvni spociva ve stanoveni volnych radikal napt.
metodou elektrospinové rezonance. Dal§i moznosti je detekce latek, které specificky
vznikly nasledkem reakce volnych radikalt s riznymi biomolekulami. Tteti
moznosti je analyza antioxidanti.

Naésledujici ptehled bude pojednavat o analytickych moZznostech pro stanoveni

glutathionu a jemu piibuznych latek.

2.11.1. Uprava vzorku

Dtlezitou soucasti stanoveni glutathionu je Uprava vzorku. Glutathion miZeme
délit na redukovany (GSH) a oxidovany (GSSG) a dale také na volny a celkovy,
ktery je krom¢ volné formy tvoten i formou vazanou na nékteré proteiny [46].

Jednou mozZnosti pii upraveé vzorku a nasledného stanoveni volného glutathionu je
precipitace proteind. Nejcastéji se provadi okyselenim roztoku kyselinou
trichloroctovou, perchlorovou, metafosforecnou nebo sulfosalicylovou [47].
Supernatant bez proteini se nasledné ziska centrifugaci a ve vzorku miZzeme stanovit
volny glutathion spektrofotometricky, fluorimetricky, HPLC metodou, kapilarni
elektroforézou ¢i dal§imi metodami. Dal§i mozZnosti deproteinace vzorku je
ultrafiltrace ptes separacni kolonky. Vyhodou je jednoduchost provedeni bez pouZiti
dalSich deproteinacnich ¢inidel.

Deproteinace vzorku je nutnd takika u vSech zndmych metod. Vyjimka je jen u

nékterych metod, jako napfiklad nukledrni magnetickd rezonance (NMR). Tato
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metoda umoziuje méfit glutathion 1 v neporusenych builkkdch nebo
nedeproteinovanych vzorcich [48].

Problémem pii manipulaci se vzorkem je oxidace thiolové skupiny. Tato oxidace
pak Casto vede k nadhodnocenym vysledkiim koncentrace GSSG [49]. Je znamo, Ze
GSH rychle oxiduje neenzymaticky pii hodnoté pH vétsi néz 7 [66]. Pro blokaci
oxidace thiolové skupiny se pouzivd nckterych Ccinidel, jako napfiklad N-
ethylmaleimid, iodoctova kyselina nebo 2-vinylpyridin. Urcitou modifikaci je piidani
antioxidacnich ¢inidel do vzorku po deproteinizaci, kdy se soucasn¢ upravi pH
vzorku na neutrdlni hodnotu, a nebo dévkovani antioxidacnich ¢inidel pied

ptidavkem precipitacnich latek [50].

2.11.2. Neseparativni techniky stanoveni glutathionu

Stanoveni GSH a jeho analogli pomoci neseparativnich metod, jako jsou napf.
spektrofotometrie, fluorimetrie a amperometrie, je v dne$ni dobé méné¢ pouzivané.
Maji dobrou senzitivitu, jsou jednoduché a cenové dostupné. Nevyhodou je maji
neuspokojivou specifitu a selektivitu. Podle klasické spektrofotometrie muize byt
celkova koncentrace ur¢ena aZ po rozsahlé predupravé vzorku, kterd zahrnuje oxidaci
GSH na GSSG, a naslednou tvorbu barevného produktu. Fluorimetrie vyZzaduje
derivatizaci glutathionu na fluoreskujici latku a detekéni koncentrace se pak
pohybuje v mmol/l nékdy az umol/l. Elektrochemické stanoveni ma také zdlouhavou
preanalytickou fézi, ale amperometricka detekce je citlivéjsi a detekéni limit je v

umol/l [66].

2.11.3. Fluorimetrické stanoveni glutathionu

Fluorimetrickd analyza je zalozena na kvantitativni reakci mezi GSH s o-
ftaldialdehydem (OPA) pti pH 8 za vzniku isoindolového kruhu. OPA se béhem této
reakce vdze na volné thiolové skupiny. Isoindolovy kruh po expozici excitatnimu
zafeni poskytuje fluorescenci, kterd je méfena fluorimetricky (Aem = 350 nm;
hex =420 nm) [50]. Tato metoda stanoveni GSH byla poprvé popsana Cohnem a
Lylem [63]. Pozd¢ji byla modifikovana Hissinem a Hilfem [58], ti popsali i
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stanoveni oxidované formy glutathionu a nalezli optimalni reak¢ni prostiedi tvorené

0,1 M roztokem fosfatového pufru o pH 8 [47,64].

2.11.4. Separacni techniky stanoveni glutathionu

Mezi separacni techniky mulzeme fadit chromatografické metody -tenkovrstva
chromatografie (TLC), vysokoucinnéd kapalinova chromatografie (HPLC), plynova
chromatografie (GC) a kapiléarni elektroforézu (CE). Tyto techniky jsou v kombinaci

s riznymi detekénimi systémy.

2.11.5. TLC stanoveni

Stanoveni GSH a GSSG pomoci tenkovrstvé chromatografie je zalozeno na
selektivni reakci s fluorescen¢nim ¢inidlem  5-(pentafluorobenzoylamino)-
fluoresceinem (PFB-F). Detekce se potom provadi pomoci fluorescen¢niho detektoru
(Aem = 515 nm; Aex = 495 nm). Tato metoda, v porovnani s ostatnimi separacnimi
metodami, se v dnes$ni dobé nepouziva diky pracné ptipraveé a dlouhé dobé stanoveni

[56].

2.11.6. HPLC stanoveni

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie je jedna z nejrozsifencjSich metod pro
stanoveni glutathionu. Vyuziva se ve spojeni s nejrizné&jSimi typy detekcnich
systémi (napft. fluorimetricky, UV/VIS a elektrochemicky detektor). Miize byt také
pouzit hmotnostni detektor nebo diode array detektor. Mezi vyhody elektrochemickeé
detekce patii jednoduché ptiprava vzorku, specifita detekce obou forem glutathionu,
krat$i cas méfeni a moZnost soucasné analyzy dalSich thiold. Ostatni metody
vyZzaduji slozit€j$i ipravu vzorkl pred vlastni analyzou [50].

Pro vlastni detekci glutathionu je vétSinou nutnd derivatizace, bud’ piedkolonova
a nebo postkolonova.[51] Jednou z derivatizacnich latek je Ellmanovo ¢inidlo (5,5°-

dithio-(bis-2-nitrobenzoova) kyselina, zkracené DTNB) [50] nebo Sanderovo ¢inidlo
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(2,4-dinitrofluorobenzen). Nejdiive se formuji S-karboxy-methylové derivaty z
volnych thiolovych skupin a potom nésleduje konverze volnych aminoskupin na
derivaty 2,4-dinitrofenylu (DNP). Tuto metodu stanoveni glutathionu s
piredkolonovou derivatizaci pomoci Sanderova c¢inidla pouzivali Fariss a Reed.
Derivaty byly nasledné€ separovany na reverznich fazich HPLC. [47]

Derivatizaci Ellmanovym cinidlem popsali jako prvni Reeve a Kuhlenkamp.
Katrusiak tento postup modifikoval [51]. Tim umoznil detekci nejen glutathionu, ale
1 dalSich thiolt. Navic muze byt detekovana 1 GSSG forma, pokud je vzorek pied
separaci inkubovan naptiklad s dithiotreitolem.

Mezi dalsi skupinu derivatizacnich latek patii fluorogenni ¢inidla. Na né jsou
kladeny vysoké pozadavky. Prvné by mély reagovat se stanovovanou latkou za
tvorby produktu, ktery by poskytoval dostatecné intenzivni fluorescenci i v piipade
mikromolarniho mnozstvi ur¢ované latky. Druhou podminkou je to, aby fluorogenni
¢inidlo samo neposkytovalo fluorescenci a poslednim pozadavkem je, aby tato
¢inidla reagovala rychle a specificky s GSH za tvorby stabilniho produktu. Pfikladem
téchto latek jsou monobromobimany, bimany, halogensulfonylbenzofurazany a OPA
[46].

Bimany velice rychle reaguji s thiolovou skupinou pii pH 8 a za laboratorni
teploty. Vznikéd vysoce fluoreskujici thioether. Nevyhodou tohoto ¢inidla je to, ze
biman sam a také jeho hydrolytické produkty poskytuji fluorescenci [51].

Do skupiny halogensulfonylbenzofurazani se fadi amonium-7-fluoro-2,1,3-
benzoxadiazol-4-sulfonat (SBD-F). Derivatizaci vzniklé produkty jsou separovany a
kvantifikovany isokratickou eluci na reverznich fazich. Metody zalozené na
derivatizaci SBD-F jsou citlivé a specifické a nejsou zde interferujici piky v
chromatogramu. Nevyhodou je dlouhy reakéni ¢as a pozadavek na vysokou teplotu
reakce (60°C) a zéasadité pH ( 9,5) [50, 51].

Dalsi latkou, ktera se pouziva v ramci derivatizace je o-ftaldialdehyd (OPA)
[1,46,47,52]. OPA reaguje s GSH za laboratorni teploty takika okamzité [52]. Sam
OPA neposkytuje pii méfeni interferujici fluorescenci. Vznikly produkt je stabilni,
avsak za predpokladu jeho prechovavani ve tm¢ a chladu. OPA reaguje s GSH za
vzniku substituované¢ho isoindolového kruhu [1,46,47,52]. Nasleduje separace na
HPLC s fluorescencni detekci. V metodé popsané Paronim [54] je plazmaticky
glutathion stanoven po redukci s dithiotreitolem a proteinové precipitaci kyselinou

perchlorovou. Vznikly GSH adukt je separovan a kvantifikovan béhem isokratické
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eluce na reverzni fazi do Ctyf minut. [50] Tato metoda byla Cereserem [55]
modifikovana pro urceni celkového a redukovaného glutathionu. Pro deproteinizaci
je pouzita metafosforecnd kyselina a GSH produkty jsou separovany a
kvantifikovany gradientovou eluci na reverznich fazich. [52]

Pro postkolonovou derivatizaci existuje méné derivatizacnich ¢inidel. Jen nékteré
Z nich spliuji pozadavky na rychlou tvorbu produktti a spektrofotometrické nebo
fluorimetrické vlastnosti odlisné od vzniklych produktii. Mezi tyto latky kuptikladu
patii 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoova) kyselina a o-ftaldialdehyd, tedy latky, které se

pouzivaji i pro ptredkolonovou derivatizaci [46].

2.11.7. GC metoda stanoveni glutathionu

Existuje také nékolik metod pro stanoveni GSH a GSSG pomoci plynové
chromatografie. Jediné spojeni, které se v literatufe uvadi, je GC s hmotnostnim
detektorem. Stanoveni touto metodou vyzaduje latku, kterd se da zplynit za vysoké
teploty. To ale GSH a GSSG nespliuje, protoze se v bod¢ varu snadno degraduje.
TakZe mizZeme konstatovat, Ze derivatizacni krok je nutny pro sniZeni degradacnich
produktl v pribéhu zplynovani. Takovym derivatizaénim ¢inidlem je anhydrid
kyseliny trifluoroctové a ethylchloroformat. S prvnim c¢inidlem dochdzi k formaci
bicykloglutarimidu s GSH a s druhym ¢inidlem v alkalickém prostiedi se GSH méni
na N,S-ethoxycarbonylmethylesterovy derivat. Oba derivaty se detekuji pomoci MS

detektoru s dobrou senzitivitou [66].

2.11.8. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je vysoce efektivni, velice rychld, nizkoobjemova
analyticka separacni technika pro analyzu koncentrace glutathionu. Piccoli [60] jako
prvni popsal vysokouc¢innou kapilarni elektroforézu (HPCE), ktera umoZiuje
soucasné ur¢eni GSH a GSSG formy v Cervenych krvinkach, a to ve femtomolovém

mnozstvi.
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Jin [61] vytvoril kapilarni zénovou elektroforézu s elektrochemickou detekci pro
stanoveni glutathionu v jednotlivych erytrocytech. U této metody je do separacni
kapilary injektovéana cela buiika a méfi se pouze GSH.

Dalsi modifikaci kapilarnich elektroforetickych metod je varianta postupu dle
Carrua [62]. Dochézi zde k lyze erytrocyti ledovou vodou a jednoduchému
filtraénimu kroku, ktery minimalizuje tvorbu GSSG bez nutné piitomnosti N-
ethylmaleimid.

V dnesni dobé se CE pouzivaji rizné detektory naptiklad UV\VS detektor, DAD,
LIF, MS, fluorescenc¢ni, elektrochemicky popf. i jiné.

Pouziti syst¢tmu CE s fotometrickym detektorem se pouzivd pro stanoveni
GSH\GSSG v matrici jako je napf. erytrocyty, plasma, zivocisna a zeleninova tkan
bez derivatizace. Mnoho metod ale derivatizaci pouzivd. Derivatizacnimi Cinidly
jsou napi. N-ethylmaleimid (NEM), N-(1-pyrenyl)-maleimid (NPM), 5°,5'-
dithiobis(nitrobenzoova kyselina) (DTNB), pouzivaji se pokud je snizena hladina
glutathionu v disledku silnych oxidativnich zmén. Takové derivatizace stabilizuji
GSH v pribéhu upravy vzorku, zlepSuji absorbanci thiolovych sloucenin a zlepSuji
rozhodnuti mezi GSH a GSSG v systému CE. Tak naptiklad pouziti DTNB dovoluje
stanoveni GSH jest¢ kdyz je vyznamné snizena hladina z davodu silnych
oxidativnich zmén v bunéném systému. Specidlnim znakem CE je moZnost
derivatizace analytu v koloné ptedtim, nez dojdou k detektoru. To vSak ale omezuje
Cas piipravy vzorku. Takovym piikladem je reakce GSH s 2,2 -dipyridyldisulfidem
(DPDS) ptfimo v koloné. Vznika thiopyridon, ktery absorbuje pfi 343 nm [66]. U
tohoto zpisobu je potfeba Cast kapilary, tzv. reakéni komora, kde se analyt a
derivatizacni ¢inidlo smichaji.

Spojeni CE s fluorescenénim detektorem mize poskytnout moznou vyhodu
zlepSeni detek¢éniho limitu asi 100-1000krat vétsi nez umoziuje UV-VIS detekce. Za
pouziti laserem indukované fluorescence muze dojit ke zlepSeni neustdlych zmén
excitacniho svétla a také dojde k prodlouzeni detekéniho limitu. Byla vynalezena
pln€ automatizovand a senzitivni metoda na stanoveni GSH pomoci derivatizace na
koloné¢ 4-(aminosulfonyl)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazolem (ABD-F) a nasledna
detekce na LIF detektoru.

Pro sledovani oxidacniho stresu indukovaného v bunécné kultuie pomoci
syntetickych hydroperoxidii mizeme pouzit detekci GSH a ROS po reakci s NDA
(naftalen-2,3-dicarboxaldehyd) a DHR-123 (dihydrorhodamin-123).
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V neposledni fadé¢ bych rada zminila spojeni CE s elektrochemickou detekci,

ktera je zaloZena na reakci analytii na povrchu elektrody a jenom ty molekuly ve
slabé diftizni vrstvé pfispivaji na intenzité signalu. Pro slouceniny, které nemohou
byt piiznivé detegovany pomoci UV-absorpce, jako v piipadé glutathionu a jinych
thiolti, stanoveni pomoci ECD mtize byt cennou alternativou.
Stanoveni triolovych sloucenin s naslednou CE separaci bylo provedeno pomoci
amperometrické detekce na uhlikové elektrodé v mirné neutralnim pH. Ocekavana
ucinnost déld tuto metodu vhodnou pro detekci takovychto sloucenin ve
farmaceutickych a sérovych vzorcich. Jind metoda pro stanoveni GSH v plazmé nebo
erytrocytech pomoci amperometrické detekce pouziva Au-Hg mikroelektrodu.

Posledni moZznosti pouziti CE je ve spojeni s MS, coz se osvédcilo pii stanoveni
GSH\GSSG v mo¢i a mulze se pouzit pro diagnostiku defektni y-glutamyl
transpeptidasy [66].

2.11.9. Porovnani HPLC a CE

O analyzu GSH a GSSG je nepftetrzity zajem z ditvodu jejich biologické funkce a
klinické vyznamnosti. HPLC analyza je pouZzivana hlavné pro stanoveni GSH a
GSSG. Nicméné HPLC metody jsou limitované dlouhym separaénim casem a
jednotlivymi kroky pii upraveé vzorku, kterd je velice zdlouhava. Vzhledem k vysokeé
separacni sile, kratké analyzy a nizkym nakladiim je kapilarni elektroforéza v dnesni
nejvice pouzivana k analyze GSH a GSSG v riznych biologickych materidlech. Ale
pii pouziti UV nebo elektrochemického detektoru, poskytuje senzitivitu pouze v

rozsahu v umol/I.

2.11.10. Enzymaticka metoda stanoveni GSH

Jednou z nejvice pouzivanych nechromatografickych metod stanoveni
koncentrace GSH a GSSG je enzymatickd metoda objevena Owensem a Belcherem
[56].

Metoda je zalozena na detekci produktu 2-nitro-5-thiobenzoové kyseliny (TNB).
TNB vznika béhem reakce DTNB s GSH. Béhem této reakce je GSH oxidovan na
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GSSG. Vznikly GSSG je nasledné¢ redukovdn zpét na formu GSH pomoci
pfitomného enzymu glutathionreduktasy a kofaktoru NADPH. Mira nértstu TNB je
sledovana pfi 412 nm spektrofotometricky a je pfimo imérnd mnozstvi pfitomného
GSH a GSSG. Toto méfeni muze byt sledovano i1 pii 340 nm, kdy se
spektrofotometricky stanovuje ubytek NADPH nebo je sledovana spotieba NADPH
béhem zpétné redukce GSSG na GSH [1,47].

Pribeh reakei pii enzymatickém stanoveni GSH je nasledujici (reakce 11 a 12):

2 GSH + DTNB — GSSG + TNB (11)

GSSG + NADPH+H* — 2 GSH + NADP*  (12)

Nevyhodou této metody je pripadna nespecifickd konverze endogenniho GSH na
GSSG. Nasledkem jsou nadhodnocené vysledky mnozstvi GSSG ve vzorku. Jako
prevence proti této chybé se pouziva N-ethylmaleimid (NEM). Jeho velkou
nevyhodou je inhibice enzymové aktivity glutathionreduktazy. Proto je potieba tuto
latku odstranit pted vlastni inkubaci. Pro odstranéni NEM z reakéni smési se pouziva

napiiklad kolonova chromatografie nebo etherova extrakce [57,58].

2.11.11. Bioluminiscenc¢ni stanoveni GSH

Bioluminiscen¢ni stanoveni redukované formy glutathionu vyvinul Romero a
Mueller-Klieser [59]. Principem je méfeni chemiluminiscence v reakénim systému
zahrnujicim bakteridlni luciferasu. GSH je navdzan do NADP/NADPH+H"
redoxniho systému skrze specifické enzymy. Tento redoxni systém je navic sparovan
s bakterialni luciferasou prostiednictvim flavinmononukleotidu, ktery je detekovanou
latkou.

Tato metoda poskytuje moznost méfeni malého mnozstvi kapalného vzorku a
muZe byt pouZita v Sirokém rozmezi koncentraci GSH [50]. Nevyhodou je vSak

nemoznost detekce GSSG.
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. EXPERIMENTALNIi CAST

3.1. Material a pomucky

3.1.1. Chemikalie

e Supercista voda pfipravena reverzni osmézou MILLI-Q PLUS (Millipore;
USA)

e hydroxid sodny (NaOH; M, = 40; Penta, CR)

e kyselina chlorovodikova (HCI; M, = 36,46; Penta, CR)

e kyselina boritd, KB (H3BO3; M, = 61,83; Penta, CR)

e L-glutathion — redukovany, GSH (C10H17N306S; M, = 307,33; Sigma Aldrich,
Némecko)

e Glutathion — oxidovany, GSSG (C20H32Ns012S; M, =612,60; Sigma Aldrich,
Némecko)

e Isopropanol (C3Hg0; M, = 55,06; Penta, CR)

3.1.2. Biologicky material

e Vzorky nesrazlivé krve ziskané z fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

3.1.3. Pristroje a laboratorni pomucky

e Parafilm PM 992 (Pechinevy, USA )

e Sklenéné laboratorni sklo (Simax, CR)

e Pipety 100 — 1000 pl, 1 =5 ml, 50 — 200 pl (Biohit, Finsko)

e Spicky na pipety 1000 pl, 200 pul (Sarstedt, Némecko)

e Uprava vody MilliQ Plus (Millipore, USA)

e Referencni pH-metr PHM 93 (Radiometer Copenhagen, Dansko)
e lednicka (Zanussi)

e analytické vahy MC1 (Sartorius, Némecko)

38



e mikrozkumavky o objemu 1,5 ml

e neupravend kifemenna kapilara s vnitinim primérem 50 pm a 75 pm (Watrex,
CR)

e Kapilarni elektroforéza PNACE systém 5510 (Beckman, USA)

e Softwarovy systém Gold, version 8 (Beckman, USA)

e P\ACE UV Absorbance Detektor (Beckman, USA)

o Centrifuga Biofuge 15R (Heraeus, Némecko)

e Ultrafiltracni kolonky, 0,5 ml Microcon (Millipore, USA)

e Kapilarni elektroforéza PrinCE (Prince Technologies B.V., Holandsko)

e Softwarovy systém DAx 3D (Prince Technologies B.V., Holandsko)

3.2. Pracovni postup

3.2.1. Pi¥iprava roztoku

Roztok boratového pufru (¢ = 300 mmol\l)

Rozpusténim 1,8549 g kyseliny borité¢ v 100 ml destilované vody byl pfipraven
roztok o ¢ = 300 mmol\l. Koneéna tGprava pH na hodnotu 7,8 byla provedena

pridavkem 1 mol\l NaOH. Boratovy pufr byl uchovavan v chladnicce.

Zasobni roztok HCI (c = 1 mol\l)

Byl pfipraven fedénim koncentrované kyseliny chlorovodikové.

Roztok HCI (c = 0,01mol\l)

Byl pfipraven nafedénim 1 mol/l zasobniho roztoku HCI.

Zasobni roztok NaOH (c = 1 mol\l)

Roztok byl ptipraven rozpusténim 20 g NaOH v 500 ml supercisté vody.

Roztok NaOH (c = 0,1 mol\l)

Byl piipraven fedénim 1 mol/l zasobniho roztoku NaOH.
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3.2.2. Priprava standardu

Standardni roztok GSH (¢ = 500 umol\l)
Roztok byl pfipraven rozpusténim 7,69 mg GSH v 50 ml 0,01 mol\l HCI.

Standardni roztok GSSG (¢ = 500 umol\l)
Roztok byl ptipraven rozpusténim 15,32 mg GSSG v 50 ml 0,01 mol\l HCI.

Tyto roztoky byly déle fedény na standardy o niz§ich koncentracich glutathionu.

3.2.3. Priprava vzorku

Jako material jsme pouzili vzorky krve odebrané do zkumavek s obsahem EDTA.
K 10 pl plné krve nebo krvinek propranych fyziologickym roztokem jsme ptidali
1000 pl supercisté vody, ¢imz jsme ziskali hemolyzat, ktery jsme pied stanovenim
deproteinovali ultrafiltraci. 0,5 ml hemolyzatu jsme pipetovali do kolonek Microcon

a nechali centrifugovat (20 min., 15 000 ot. min). Filtrat jsme pak pouzili k analyze.

3.3. Kapilarni elektroforéza firmy Beckman

K optimalizaci metody byla pouZita kapilarni elektroforéza (Beckman, USA)
systém P/ACE 5510. Stanovovana latka byla detekovana pomoci UV-VIS detektoru
(Beckman, USA).

Jako zéklad pro analyzu byly pfevzaty parametry z jiz publikovaného ¢lanku [68,

69]. Jsou uvedeny v tabulce (Tab. ¢. 2) a byly nasledné optimalizovany.
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Tab. €. 2 - Pocate¢ni podminky optimalizovanych parametri [60, 61]

Parametr Podminky
Polarita od+KkK-
Teplota 25°C
Napéti 28 kV
Vlnova délka 200 nm
Proud 90 nA
Cas davkovani 25s
Doba analyzy 5 min.
pH BP 7,8
Koncentrace BP 300 mmol/l
Délka kapilary 47 cm
Pramér kapilary 75 pm

Podminky ekvilibrace 1 min. 0,01 mol\l HCI za vysokého napéti
10 min. boratovym pufrem za vysokého napéti
3 min. boratovym pufrem pii 13 kV
10 min. boratovym pufrem pii 20 kV
10 min. boratovym pufrem za vysokého napéti
Koncentrace GSH/GSSG 500 umol\l
Proplach kapilary mezi 1 min. 0,1 mol\l NaOH
stanovenimi 1 min. 0,01 mol\l HCI

I min. boratovym pufrem

Parametry uvedené v tab. ¢. 1 byly také pouzity pro prvni davkovani standardt

pfed zahdjenim optimalizace podminek.

3.3.1. Stanoveni optimalni vinové délky

Pro stanoveni optimalni vinové délky byly pouzity podminky vzorového ¢lanku
[60, 61]. Pro optimalizaci byly vybrany tfi hodnoty vinové délky: 180 nm, 200 nm a
214 nm. Signal snimany kapilarni elektroforézou Beckman nelze hodnotit v celém

rozsahu spektra, ale jenom ve vybranych vinovych délkach. Je to zplisobeno tim, Ze

41



pfistroj pouziva k vyc€lenéni urcitych vinovych délek ze spektra filtry a ne mftizku,
kterda umozni ziskat libovolnou vinovou délku a nebo umozni méteni 3D spektra.
Pro stanoveni byla pouzita koncentrace glutathionu 500 umol\l. Separace probihla

v prostiedi boratového pufru o koncentraci 300 mmol\l a pH 7,8.

3.3.2. pH Boratového pufru

Pro optimalizaci pH byl piipraven boratovy pufr o koncentraci 300 mmol\l a pH
6,19. Postupné jsme tuto hodnotu zvySovali po 0,2 jednotkach az na hodnotu 8§,79.
Testovali jsme velikost signalu poskytovaného GSH a GSSG o koncentraci 500
umol\l, ktery byl ptipraven dle postupu uvedeného vyse.

3.3.3. Koncentrace boratového pufru

Pro méfeni byly pfipraveny roztoky o koncentracich 100, 200, 300 a 400 mmol/l.
pH bylo upraveno na hodnotu 7,8.

3.3.4. Optimalni teplota

Pti optimalizaci teploty jsme proméfili Sir§i spektrum kolem teploty 25°C, kterou
udavéa vzorovy clanek jako nejvhodnéjsi. Zacali jsme na 16°C a postupné jsme
zvySovali teplotu az ke 30°C. Pro stanoveni byl pouzit standardni vzorek GSH a

GSSG o koncentraci 500 pmol\l a boratovy pufr o koncentraci 300 mmol\l a pH 7,8.

3.3.5. Optimalizace napéti

Pro optimalizaci napéti byl pouZit standardni roztok GSH a GSSG o koncentraci
500 umol\l. Boratovy pufr mél koncentraci 300 mmol\l a pH 7,8. Napéti jsme
postupné zvySovali po 2 jednotkach od 20 kV do 30 kV.
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3.3.6. Optimalizace ¢asu davkovani

Davkovani standardniho vzorku GSH a GSSG o koncentraci 500 pumol\l jsme

provadéli tlakem po dobu 1 — 10 sekund.

3.3.7. Optimalizace parametru kapilary

Zkouseli jsme pouzit kapilary o vnitinich primérech 50 um a 75 pm a rtizné délce
(37 ecm, 47 c¢cm, 57 cm). Pro méfeni byl pouzit standardni roztok GSH a GSSG o

koncentraci 500 pmol\l. Boratovy pufr mél koncentraci 300 mmol\l a pH 7,8.

3.4. Validace metody na CE Beckman

Metoda byla validovédna za optimalnich podminek.

3.4.1. Stanoveni limitu detekce glutathionu

Pti stanoveni limitu detekce jsme udélali koncentracni fadu standardii. Pocate¢ni
koncentrace GSH a GSSG byla 500 umol\l . Standardni roztok jsme fedili dvojkovou

fadou az do posledni koncentrace s dobfe viditelnym signdlem.

3.4.2. Kalibrace metody

Pro kalibraci jsme si ptipravili zdsobni roztok GSH a GSSG o koncentraci 200
umol\l.

Ze zasobniho roztoku GSH a GSSG o koncentraci 200 umol\l byly nafedény
kalibraéni roztoky (0; 1; 2,5; 5; 10; 20; 50; 100; 150 a 200 pumol\l). Jednotlivé
ptidavky roztoku GSH a GSSG a 0,01 mol\l roztoku HCI jsou uvedeny v tabulce
(Tab. ¢. 3).
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Tab. ¢. 3 - Pfidavky 200 pmol\l roztoku GSH a 0,01 mmol\l HCI
c GSH a GSSG
(umol/T)

0 1 25 | 5 10 | 20 | 50| 100 | 150 | 200

Vesmossoml) | 0 | 0.02] 005| 01| 02| 04| 1 |2 |3 |4

Vher (ml) 4 398 395| 39| 38| 36| 3 | 2 1 0

Po promichani byly vSechny vzorky analyzovany.

3.4.3. Vypocet koncentrace z kalibraéniho faktoru

Nejdtive byl vypocitan kalibracni faktor, podle kterého jsme z plochy pod pikem
vypocitali koncentraci glutathionu.
Kalibra¢ni faktor byl stanoven proméienim standardu o zndmé koncentraci. Byl
vypocten podle vzorce (rovnice €. 1):
Faktor =c/AUC 1)
Pro urceni kalibra¢niho faktoru jsme pouzili dva standardy o koncentracich 5 a 10
umol/l , z vypocitanych faktorti jsme ziskali primérnou hodnotu a tu pak pouzili jako

vysledny kalibra¢ni faktor. Kalibra¢ni faktor jsme méfili pred kazdou analyzou.

3.4.4. Pfresnost a spravnost metody

Pro méfeni pfesnosti a spravnosti jsme pouZili standardni vzorky GSH a GSSG o
koncentracich: 100 umol\l a 10 umol\l.

Pro méteni pfesnosti v sérii (intra-assay) jsme provedli 10 méfeni stejného vzorku
pro kazdou koncentraci béhem jednoho dne. Pfesnost méteni sledovanych analyti
mezi sériemi (inter-assay) jsme zjiStovali opakovanym métenim téhoz vzorku, ktery
byl skladovéan v lednici. Provedli jsme 10 méteni v pribehu deseti dnii. Vypocitali
jsme pruméry, smérodatné odchylky a variacni koeficienty.

Spravnost jsme urcili jako chybu relativni vztaZzenou ke spravné hodnoté. Pro
vypoCet jsme pouzili primérné hodnoty koncentraci z 10 meéfeni a zndmé

koncentrace standardnich vzorku.
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3.5. Kapilarni elektroforéza firmy Prince Technologies

K optimalizaci metody byla pouzita kapilarni elektroforéza PrinCE (Prince
Technologies B.V., Holandsko), kterd pouzivala softwarovy systém DAx 3D.
Stanovované latky byly detekovany pomoci DAD detektoru (Prince Technologies
B.V., Holandsko).

U téchto stanoveni jsme vychazeli z vysledki pfedchozi optimalizace a doplnili je
o optimalizaci parametrii: integracni ¢as, velikost skupiny diod, primér skenti a
vilnova délka z diivodu odlisného softwarového vybaveni a principu detekce. Pti
optimalizaci jsme pouzili roztok GSH a GSSG o koncentraci 100 umol\l.

Pro optimalizaci integracniho €asu jsme volili hodnoty: 3, 20, 50, 500 ms.

Pro stanoveni vhodné velikosti skupiny diod jsme méfili hodnoty: 1, 10, 20, 30,
40, 50 diod\pixel. Dale jsme proméfili oblast kolem hodnot 5-25 diod\pixel.

V pribéhu optimalizace jsme se snazili zvolit i vhodnou frekvenci. Zacali jsme na
hodnoté 0,01 Hz a postupovali smérem nahoru dokud signal a Sum nebyli optimalni
mife unosnosti.

Tato kapildra ndm umoziiuje méteni celého spektra vinovych délek diky miizce

monochromatoru. Z tohoto diivodu jsme mohli optimalizovat i vinovou délku.

3.6. Validace metody na CE Prince Technologies

3.6.1. Kalibrace

Kalibrace metody byla provedena podobné jako u predchozi kapildrni
elektroforézy Beckman. Byl pouzit standardni roztok GSH a GSSG o koncentraci
100 pmol\l. Jednotlivé piidavky roztoku GSH a GSSG a 0,01 mol\l roztoku HCI

jsou uvedeny v tabulce (Tab. ¢. 4).
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Tab. &. 4 - Ptidavky 100 pmol\l roztoku GSH a 0,01 mol\l HCI

¢ GSH a GSSG

0 |15625|3125/| 625 | 125 | 25 | 50 | 100
(umol/1)
Vesheasse (MI) 0 006 | 012 | 025 | 05 1 2 4
Vi (ml) 4 3,94 3,87 | 3,75 3,5 3 2 0

3.6.2. Pfresnost a spravnost metody

Ptesnost a spravnost byly méteny stejné jako u kapilarni elektroforézy Beckman.

3.6.3. Vytéznost

Vytéznost (recovery) byla méfena ve tiech vzorcich krve, které jsme pipetovali

dle tabulky (Tab. €. 5). Celkovy objem byl 500 pmol/I.

Tab. €. 5 - Pipetovaci protokol stanoveni vytéznosti GSH a GSSG

v hemolyzatech erytrocytl

V  hemolyzatu | V vody V standardu,

erytrocyta (ul) | (ul) ¢ =100 pmol/l (ul)
Vzorek 450 50 0
Vzorek s ptidavkem 450 0 50

Takto ptipravené vzorky jsme za pouziti ultrafiltraénich kolonek deproteinovali a

hned zméfili koncentraci GSH a GSSG v jednotlivych vzorcich.

3.7. Stanoveni GSH a GSSG v biologickém materialu

Po zavedeni a optimalizaci metody jsme zacali stanovovat GSH a GSSG

V hemolyzatech z plné krve nebo propranych erytrocytil. Ziskané hodnoty

koncentrace GSH a GSSG v umol/l jsme piepocitali na g Hb v hemolyzatu,

abychom ziskali reprodukovatelné vysledky.
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4. VYSLEDKY

4.1. Kapilarni elektroforéza Beckman

4.1.1. Optimalizace podminek

Souhrn vysledktl z optimalizace podminek je uveden v nésledujici tabulce (Tab. ¢.

6).

Tab. ¢. 6 - Vysledky optimalizace metody kapilarni elektroforézou Beckman

Parametr Podminky
Polarita od+Kk-
Teplota 25°C
Napéti 28 kV
Vlnova délka 200 nm
Proud 90 nA
Cas davkovani 25S
Doba analyzy 5 min.
pH BP 7,8
Koncentrace BP 300 mmol/l
Délka kapilary 47 cm
Primér kapilary 75 pm
Podminky ekvilibrace 1 min. 0,01 mol\l HCI za vysokého napéti
10 min. bordtovym pufrem za vysokého napéti
3 min. boratovym pufrem pii 13 kV
10 min. boratovym pufrem pii 20 kV
10 min. boratovym pufrem za vysokého napéti
Proplach kapilary mezi 1 min. 0,1 mol\l NaOH
stanovenimi 1 min. 0,01 mol\l HCI
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4.1.2. Limit detekce stanoveni GSH a GSSG

byla 4 umol\l. Pro dalsi prace se standardem GSH a GSSG jsme pouzili koncentrace
10 umol\l a 100 pmol\l.

4.1.3. Kalibrace metody

Kalibra¢ni kfivka je znazornéna na obrazku (Obr. €. 9). Kalibrace je linearni
Vv celém méfeném rozsahu koncentraci.

V piilohach je tabulka (Tab. €. 7), ve které jsou uvedeny migracni ¢asy GSH a
GSSG a jejich plochy pod piky pro jednotlivé koncentrace ve vzorku.

Kalibrac¢ni krivka
0,5
0,45 - _ .
£ 04 - y = 0,2021X - 0,0058
S 035 4 R?=0,9816
S 0,3 - + Rada1
€ 0251
o ,02 _ * = Rada2
S 0,
8 0,15
T 01 y = 0,001x - 0,0042 — Lineami
0,05 - R?=0,9812 (Rada1)
0 y y y y — Lineami
0 50 100 150 200 250 (Rada2)
koncentrace GSH a GSSG (pmol/l)

Obr. ¢. 9 - Kalibraéni ktivka pro GSH a GSSG zméfena pomoci CE Beckman

4.1.4. Presnost a spravnost metody

Souhrnna tabulka vysledki méfeni pfesnosti a spravnosti je uvedena v tabulce

(Tab ¢. 8) Podrobngéji jsou vysledky uvedeny v piiloze (Tab. ¢. 9 — 12). Jsou V ni
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uvedené vysledky méteni piesnosti (smérodatnd odchylka a varia¢ni koeficient) a

spravnosti (BIAS) u dvou koncentraci standardu.

Tab. €. 8 - Vysledky méfeni piesnosti a spravnosti na CE Beckman

Intra-assay
¢ =10 umol\l ¢ =100 pmol\l
GSH GSSG GSH GSSG
SD 0,24 0,53 1,18 1,04
CV (%) 2,24 5,48 1,14 1,08
BIAS (%) 2,53 -1,55 1,14 2,77
Inter-assay
¢ =10 pmol\l ¢ =100 umol\l
GSH GSSG GSH GSSG
SD 4,19 1,22 40,38 21,98
CV (%) 11,72 29,47 15,73 28,89
BIAS (%) 4,92 30,81 3,12 28,60

4.1.5. Méfeni realnych vzorki krve

K meéteni GSH a GSSG byly pouZity hemolyzaty z plné krve s filtraci a bez
filtrace ultrafiltracni kolonkou. Elektroforeogramy byly vyhodnocovany kvantitativni
metodou z ploch piku (AUC) GSH a GSSG v biologickém materialu. K vypoctu byl
pouzit kalibra¢ni faktor.

Na obrazku (Obr. ¢. 10) je ukazka elektroforeogramu GSH a GSSG ve
filtrovaném hemolyzatu s pfidavkem standardu o ¢ = 100umol/l v poméru 1:1.
Tabulka (Tab. ¢. 13) nasledné shrnuje migracni ¢asy a plochy pod piky odpovidajici
GSH a GSSG.

Tab. €. 13 - Migra¢ni ¢asy GSH a GSSG

Migracni ¢as (min.) Identifikace Plocha pod pikem
3.49 GSH 0,10966
3.95 GSSG 0,15914
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4.2 .Kapilarni elektroforéza Prince Technologies

4.2.1. Optimalizace podminek

Vysledky optimalizace podminek jsou shrnuty a zaznamenany v tabulce (Tab. ¢.

14). Ostatni podminky jsou stejné jako u kapilarni elektroforézy Beckman.

Tab. €. 14 - Vysledky optimalizace metody CE Prince

Parametr Podminky
Integracni Cas 20 ms
Velikost skupiny 10 diod/points
Frekvence 0,5Hz
Primeér skent 5

4.2.2. Kalibrace metody

Tabulka (Tab. €. 15), ktera je uvedena v ptiloze, shrnuje vysledky méteni

kalibrace. Jsou zde uvedeny plochy pod piky pro jednotlivé koncentrace GSH a

GSSG ve vzorku. Kalibraéni kiivka je na obrazku (Obr. €. 11).

Kalibrace

y = 1E-05x - 7E-05
R?=0,9811

Plocha pod pikem
o
o
o
o
(o]

* Rada1

= Rada2
— Lineamni (Rada1)
— Lineami (Rada2)

y = 6E-06x - 4E-05
R?=0,98

20 40 60

80 100 120

Koncentrace GSH a GSSG (pmol/l)

Obr. ¢. 11 - Kalibra¢ni kiivka pro GSH a GSSG méfena pomoci CE Prince

Technologies
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4.2.3. Presnost a spravnost

Vysledky méfeni piesnosti jsme shrnuli do tabulek (Tab. ¢. 16 — 20).

Tab. ¢. 16 - Vysledky méfeni piesnosti a spravnosti na CE Prince Technologies

Intra-assay
¢ =10 umol\l ¢ =100 pmol\l
GSH GSSG GSH GSSG
SD 0,663 0,74 22,43 7,20
CV (%) 6,22 9,43 19,61 7,53
BIAS (%) 0,22 -11,42 14,86 -6,13
Inter-assay
¢ =10 pmol\l ¢ =100 umol\l
GSH GSSG GSH GSSG
SD 0,94 1,46 5,89 3,66
CV (%) 8,88 17,12 5,46 3,82
BIAS (%) 1,39 -3,25 8,41 -6,10

4.2.4. Vytéznost

Vytéznost stanoveni GSH a GSSG v promytych hemolyzatech erytrocyt uvadi

tabulka (Tab.

& 21).

Tab. ¢. 21 - Vytéznost stanoveni GSH v hemolyzatu erytrocytl

AUC GSH AUC GSH s | Koncentrace | Koncentrace | Recovery
S ptidavkem pfidavkem GSH GSH (%)
50 pl vody 50 pul s ptidavkem | s pfidavkem

standardu vody standardu

(umol\l) (nmol\l)
Vzorek 1 0,0000604 0,0001227 9,46 19,23 95,8
Vzorek 2 0,0000536 0,0001118 8,42 17,51 89,1
Vzorek 3 | 0,0000782 0,0001403 12,25 21,97 95,3
Primérna recovery (%) 91,2
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Vytéznost pro GSSG nebyla stanovena z divodu velmi nizké koncentrace

vV hemolyzatu bez ptidavku, kterd byla pod detekénim limitem této metody.

4.2.5. Méreni realnych vzorki

K métfeni GSH a GSSG byly pouzity hemolyzaty z plné krve a erytrocytl
promytych fyziologickym roztokem. Vzorové ukéazky elektroforeogramt jsou
uvedeny v piiloze (Obr. ¢. 12 — 14). Elektroforeogramy byly vyhodnocovany
kvantitativni metodou pomoci plochy piku GSH a GSSG. K vypoctu byl pouzit
kalibra¢ni faktor.

Tabulka (Tab. ¢. 22) shrnuje koncentrace GSH a GSSG v hemolyzatu a ptepocet

naméfenych koncentraci na g hemoglobinu.

Tab. €. 22 — Vysledky méteni deseti vzorkli hemolyzatd z promytych

erytrocytl
vzorek AUC GSH ¢ GSH v umol/l | ¢ GSH v pmol/g Hb
1 0,00013422 21,02 6,01
2 0,00013445 21,06 5,69
3 0,00008482 13,28 4,28
4 0,00007573 11,86 4,74
6 0,00007940 12,44 3,66
7 0,00007160 11,21 3,50
8 0,00009938 15,56 4,72
9 0,00002230 3,49 0,97
10 0,00009910 15,52 4,43
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5. DISKUZE

Stanoveni glutathionu pomoci kapilarni elektroforézy s UV/VIS detekei je jednou
z mnoha metod, které se v praxi vyuzivaji. V odborné literatufe mizeme najit, ze
nejpouzivanéj$i nebo nejrozsifenéjsi metodou pro stanoveni glutathionu je HPLC.
Avsak stanoveni pomoci HPLC metody je ve srovnavi s kapilarni elektroforézou
zdlouhavé a casto mu predchdzi zdlouhavd preanalytickd uprava vzorku
(deproteinace, derivatizace). Dalsi nevyhodou HPLC je dlouha kondicionace
chromatografické kolony ptfed analyzou vzorkli a velkd spotfeba mobilni faze.
Z téchto ditvodi jsme se snazili vyuzit moznosti méfeni forem glutathionu pomoci
kapilarni elektroforézy. Nasli jsme postup [60, 61], ktery nam po optimalizaci
podminek dovoluje méfit GSH a GSSG piimo v hemolyzatu erytrocyti bez
zdlouhavych preanalytickych prav a v kratkém case.

V nasi préci jsme se snazili tuto metodu stanoveni glutathionu aplikovat do praxe
a nalézt vhodné podminky analyzy. Pro stanoveni jsme vybrali dva rizné systémy
kapilarni elektroforézy: CE Beckman a CE Prince Technologies. Oba systémy maji
své vyhody a nevyhody.

Velkou vyhodou CE Beckman je moZnost jednoduché vymény kapilar. Ackoliv
se u této kapilarni elektroforézy musi kapildra nalezit¢ smotat a nainstalovat do
kartidze, kterd chrani kapilaru pfed zlomenim, je proto mozné mit pro kazdou
metodu jinou kapildru a pfi zméné metodiky ji jednoduSe vymeénit. Tato moZnost
vymeény kapilar nam chybi u druhé kapilarni elektroforézy, u které existuje pouze
jeden drzak na kapilaru. Je pravdou, Ze je jednodusi kapilaru do drzaku uchytit, ale
kapilara neni chranéna pevnym obalem kartridZe.

Také je u kapilar Beckman 1épe vyfesen zplisob termostatovani kapilary, ve které
probiha separace analyzovaného vzorku. Jak je znamo, Ze teplota ovliviluje
pohyblivost molekul a proto ma i vliv na stanoveni latek. Kartridze s kapilarou jsou
plnéné kaplinou, kterd udrzuje teplotu na pozadovaném hodnoté. U systému Prince
technologies je drzak s kapilarou upevnén do komurky termostatované vzduchem v
okoli. Problém nastava je-li kapilara delsi a do komurky se nevejde. Pak je vysunuta
do prostiedi a tak stanoveni probiha pfi laboratorni teploté. Miizeme se tak setkat

s rozdily ve stanoveni stejné latky, které jsou ovlivnény teplotnimi rozdily okoli.
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Nov¢jsi typ kapilarni elektroforézy firmy Prince Technologies ma vSak na druhou
stranu nesporné celou fadu vyhod. Nejdulezitéjsi je moznost stanoveni analytu pii
jakékoli vinové délce v rozsahu 190-720 nm a snimani 3D spektra. Mizeme tak 1épe
zvolit vlnovou délku pro detekci latek. Kapilarni elektroforéza Beckman nam toto
neumoziuje, protoze pouziva k vy€lenéni urcitych vinovych délek pouze optické
filtry. Méfeni probihéd pouze pfi ¢tyfech vinovych délkach — 180, 200, 214 a 254 nm.
Detektor diodového pole u systému Prince technologies ma také vyssi citlivost,
kterou lze upravit pomoci nastaveni po¢tu diod snimajicich signal. Dalsi vyhodou
této kapilarni elektroforézy je pracovni program, ktery umoziuje uzivatelsky
piijemnéjsi praci a libovolné upravy elektroforeogramii, véetné identifikace pikd,

nastaveni limitu detekce atd.

Pfi prvnich analyzach jsme veskeré podminky navolili podle publikovanych dat
[60, 61]. Zamétili jsme na optimalizaci parametrt, validaci metody a jeji aplikaci
pro stanoveni v biologickém materialu.

Jako prvni jsme zacali s optimalizaci podminek u CE Beckman. Nejdiive bylo
nutné nalézt optimalni vlnovou délku. Ovétili jsme, ze pii vinové délce 200 nm
dosahuje nejvyssi citlivosti. Tato hodnota je shodna s publikovanou hodnotou a
nadale byla pouzita pro dalsi optimalizaci.

Z literarniho zdroje [60, 61] jsme zjistili, ze vhodné pH boratového pufru je od
7,8 a vys. Zjistili jsme, Ze s rostoucim pH se postupné prodluzoval migracni Cas. Pfi
hodnoté pH 6,2 byl reten¢ni ¢as roven 3,03 min. pro GSH a 3,55 min. pro GSSG. Pro
pH 7,8 byl migraéni ¢as 3,37 min. pro GSH a 3,81 min. pro GSSG. Ddle se
vzrustajicim pH se zacala zmenSovat plocha pod pikem. Kuptikladu u pH nad 8 byly
jiz piky poloviéni oproti pH niz§im. TudiZ jsme se rozhodli pro kompromis a volili
také pH 7.,8.

U boratového pufru jsme dale zkoumali vliv riiznych koncentraci na stanoveni
glutathionu. Proméfili jsme roztoky o riizné koncentraci boratového pufru. U vzorkt
s molaritou 100 a 200 mmol\l se v zdznamu neobjevily zadné signaly. Piky GSH a
GSSG se objevily az ve zbylych dvou koncentracich. Zjistili jsme, ze vliv
koncentrace boratového pufru na vyskyt signalu byl nevyrazny. Pro dalsi stanoveni
jsme pouzivali roztok pufru o koncentraci 300 mmol/I.

Pfi hodnoceni elektroforeogramt, ziskanych z optimalizace teploty, nam jako

nejlepsi teplota vysla 23°C. Teplotni zmény béhem méieni ovliviiuji migracni Casy.
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Se zvysujici se teplotou, se prodluzovaly migracni ¢asy a zvySoval se proud. Pro
23°C byly migrac¢ni ¢asy: 3,22 min. pro GSH a 3,63 min. pro GSSG.

Optimalizovali jsme napéti a zjistili, Ze se zvySujicim napétim se zkracoval
migracni ¢as. Ze zdznamil nejlépe vyhovovalo 28 kV a nadale ho pouzili pro dalsi
stanoveni.

Obecné plati, ze se zvySujicim davkovanim roste koncentrace mérené latky. Tuto
teorii jsme potvrdili a navic jsme zjistili, Ze se také zkracuje migracni Cas.
Dostacujici doba nastfiku pro odec¢itani elektroforeogrami byla 1 a 2 sekundy. Pro
dalsi pokusy jsme pouzivali 2 sekundy.

Pii optimalizaci parametri kapilary jsme se snazili najit nejvhodnéjsi délku a
pramér kapilary tak, aby migra¢ni Cas, piky a jejich vzdalenost byli vhodné pro
stanoveni krevnich vzorkll. Migraéni ¢as se zkracoval s kratsi kapilarou a s mens$im
pramérem. Pti pouziti priméru 75 pm a délky 57 cm je migraéni Cas pfili§ dlouhy.
Naopak pti pouziti délky 37 cm a priméru 50 pm je migracni Cas vyborny, ale
zvySuje se proud, ktery zptusobuje zmenSeni plochy pod pikem. Tato ztrata citlivosti
ma vliv na detekcni limit stanoveni. Pro nase Ucely nejlépe vyhovuje délka kapilary

47 cm o pruméru 75 pm.

Po zavedeni téchto podminek jsme celou metodu nakalibrovali. PouZili jsme k
tomu standard GSH a GSSG o koncentraci 200 pmol\l. Ze ziskanych udaju z analyzy
jsme sestrojili kalibracni kiivku, kterd byla v celém rozsahu méfenych koncentraci
linearni.

Nasledné jsme testovali piesnost a spravnost. Pro ureni piesnosti jsme méfili
opakovatelnost (intra-assay) a reprodukovatelnost (inter-assay). V obou piipadech
jsme provedli deset méfeni pii dvou koncentracich standardu (10 a 100 pmol\l).
Vypocitali jsme faktory, koncentrace, smérodatné odchylky a varia¢ni koeficienty.

U opakovatelnosti byly primérné hodnoty varia¢niho koeficientu pro koncentraci
10 umol\l 2,24% a 5,48% pro GSH a GSSG. Pro koncentraci 100 umol\l byly
hodnoty varia¢niho koeficientu 1,18% a 1,04 % pro GSH a GSSG.

Pfi méteni reprodukovatelnosti byly primérné hodnoty variaéniho koeficientu pro
koncentraci 10 umol\l 11,71% a 29,47% pro GSH a GSSG a dale pro koncentraci
100 pmol\l byly 15,73% a 28,89% pro GSH a GSSG. Nedostate¢né vysledky
reprodukovatelnosti mohly byt zplisobeny Spatnou stabilitou vzorku, ktery jsme

skladovali pii 4-8°C. Pii skladovani dochazi postupné k oxidaci glutathionu, proto je
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potfeba pouzivat vzdy Cerstvé pripraveny materidl a vzorky skladovat pfi nizsi
teplote.

Spravnost jsme urcili jako chybu relativni vztazenou ke spravné hodnoté. Pro
vypocet jsme pouzili pramérné hodnoty koncentraci z deseti méfeni a znamé
koncentrace standardnich vzorkil. Spravnost pro koncentraci 10 pmol/l byla
vyhovujici: 2,5% a 1,5% pro GSH a GSSH. Spravnost u koncentrace 100 pmol/l

méla hodnoty velice podobné.

Pro prvni analyzu pomoci CE Prince Technologies jsme pouzilijiz
optimalizované podminky. Navic jsme museli upravit integracni cas, velikost
skupiny, primér skenii a frekvenci. Nasledné jsme testovali pfesnost a spravnost
stejné jako u predchozi kapilary. Variacni koeficienty pfi stanoveni opakovatelnosti
byly vyhovujici. Jejich hodnota byla pro koncentraci 10 umol/l 6,22% a 9,43% pro
GSH a GSSG a pro koncentraci 100 umol/l 19,62% a 7,53% pro GSH a GSSH.
Podobné to bylo také u reprodukovatelnosti. Variacni koeficient byl pro koncentraci
10 pumol/l 8,88% a 17,12% pro GSH a GSSG, a pro koncentraci 100 umol/l byl
5,46% a 3,82% pro GSH a GSSG. Spravnost méieni byla také v poradku.

Po nastaveni vSech vhodnych pominek a validaci metody jsme se soustfedili na
nalezeni optimalniho zplsobu zpracovani vzorkdi hemolyzatl, tak abychom
identifikovali GSH a GSSG a eliminovali interferujici piky. Mé&fili jsme vzorky
hemolyzovanych erytrocytli deproteinované ultrafiltraci.

Zkouseli jsme glutathion separovat z hemolyzati o rizné koncentraci plné krve.
Idealni hemolyzat z plné krve byl pfipraven pipetovanim 10 ul krve do 1 ml
destilované vody. Elektroforeogramy z takto pfipraveného materialu obsahovali
jeden interferujici pik, ktery znemoznoval identifikaci GSH. Tento pik bylo mozné
odseparovat prodlouzenim kapilary na 87 cm, coz ale prodlouzilo analyzu na 20
minut.

Prvnich dobfe hodnotitelnych vysledkli jsme se dopracovali az analyzou
hemolyzati pfipravenych z propranych erytrocytii. Pro promyti erytrocytl jsme
pipetovali 150 pl erytrocyti a 200 pl fyziologického roztoku. Promyté erytrocyty
jsme pak pouzili pro ptipravu hemolyzatu. Stejné jako u vzorkd z plné krve jsme

pouzili 10 pl krve a 1 ml destilované vody. Timto postupem uUpravy vzorku jsme
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ziskali elektroforeogram analyzy zbaveny balastnich pikd. Mohli jsme se tak vratit
zpét ke kratsi kapilafe a tim také zkratit dobu analyzy.

Jednim z poslednich kroku této diplomové prace bylo zméteni vytéznosti metody
V hemolyzatu z propranych erytrocytl. Z divodu velmi nizké koncentrace GSSG
nebylo mozné stanovit jeho vytéznost. Primérna recovery ¢inila pro GSH 91%.

Nakonec jsme zméfili koncentrace glutathionu v sérii deseti vzorka. Koncentrace
GSH se pohybovaly v rozmezi 3,5 — 21 umol/l. Koncentraci v pmol/l jsme museli
prepocitat na gramy hemoglobinu, abychom vyloucili rozdily v mnozstvi erytrocytii

Vv pfipravenych hemolyzatech.
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6. ZAVER

Stanoveni GSH pomoci kapilarni elektroforézy s UV/VIS detekei je jednou
Z mnoha metod, které se pro analyzu glutathionu pouzivaji. Cilem této diplomové
prace bylo nalézt optimalni podminky pro stanoveni GSH v hemolyzatu erytrocyt
pomoci kapilarni elektroforézy. V experimentalni ¢asti byly ovéfeny poznatky
vychazejici ze soucasné odborné literatury. Méfeni bylo provedeno na dvou
kapilarnich elektroforézach: CE Beckman a CE Prince Technologies.

Po optimalizaci vSech parametrti jsme provedli kalibraci metody a nasledné jsme
testovali jeji pesnost (opakovatelnost a reprodukovatelnost), spravnost a vytéznost.

Dale jsme se soustiedili na Gpravu krevnich vzorkli. Obrovskym ptinosem bylo
stanoveni glutathionu v hemolyzatu propranych erytrocyta.

Metoda na stanoveni forem glutathionu kapilarni elektroforézou s UV/VIS
detekci je dostatecné citliva a reprodukovatelna. Variacni koeficienty méfeni v sérii a
mezi sériemi vzorkli vyhovuji soucCasnym kritériim pro stanoveni analytu
Vv biologickych materidlech. Pro pouZitelnost této metody v praxi jsou vysledky
validace uspokojivé.

Tato metoda je vhodna pro stanoveni GSH a GSSG vV klinickych laboratotich.

58



7. PRILOHY

7.1. Seznam priloh

Vysledky méreni kalibra¢ni kiivky
Tab. ¢. 7 - Vysledky kalibrace provedena na CE Beckman

Tab. €. 15 - Vysledky kalibrace provedena na CE Prince Technologies

Zaznamy méreni
Obr. ¢. 10 — Zaznam méteni vzorku hemolyzatu plné krve s piidavkem standardu

(¢ =100 pmol/l) v poméru 1:1 métené pomoci CE Beckman

Obr. €. 12 — Zaznam analyzy standardu GSH a GSSG (¢ = 100 pmol/l) mé&fené
pomoci CE Prince Technologies

Obr. ¢. 13 — Elektroforeogram stanoveni GSH a GSSG v hemolyzatu z plné krve

meétfené pomoci CE Prince Technologies

Obr. €. 14 - Elektroforeogram stanoveni GSH a GSSG v hemolyzatu z promytych
erytrocyt méfené pomoci CE Prince Technologies

Tabulky s piesnosti méreni

e CE Beckman

Tab. ¢. 9 — Presnost méteni (Intra-assay) pro ¢ = 10 pmol\l
Tab. ¢. 10 — Pfesnost méteni (Intra-assay) pro ¢ = 100 pumol\l
Tab. ¢. 11 — Pfesnost méfeni (Inter-assay) pro ¢ = 10 pmol\l

Tab. ¢. 12 — Pfesnost méteni (Inter-assay) pro ¢ = 100 umol\l

e CE Prince Technologies

Tab. ¢. 17 — Stanoveni piesnosti a spravnosti v sérii pro ¢ = 10 pmol\l

Tab. ¢. 18— Stanoveni ptesnosti a spravnosti v sérii pro ¢ = 100 umol\l

Tab. ¢. 19 — Stanoveni piesnosti a spravnosti mezi sériemi pro ¢ = 10 pmol\l
Tab. ¢. 20 — Stanoveni piesnosti a spravnosti mezi sériemi pro ¢ = 100 pmol\l
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7.2. Vysledky méreni kalibrac¢ni krivky

Tab. €. 7 - Vysledky kalibrace provedena na CE Beckman

Koncentrace Retencni Cas Retencni ¢as Plocha pod Plocha pod
(nmol\l) GSH (min.) GSSG (min.) | pikem GSH | pikem GSSG
200 3,17 3,52 0,21293 0,45111

150 3,13 3,47 0,13784 0,29417

100 3,11 3,46 0,08251 0,17721

50 3,11 3,45 0,05083 0,11276

20 3,11 3,46 0,02045 0,04506

10 3,12 3,48 0,00918 0,02136

Tab. €. 15 - Vysledky kalibrace provedena na CE Prince Technologies

Koncentrace Plocha pod Plocha pod
(wmol\l) pikem GSH pikem GSSG
100,0 0,000549 0,001186
50,0 0,000230 0,000575
25,0 0,000060 0,000130
12,5 0,000035 0,000106
6,25 0,000035 0,000069
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Obr. €. 10 — Zaznam méteni vzorku hemolyzatu plné krve s pfidavkem

standardu (¢ = 100 pmol/l) v poméru 1:1 méfené pomoci

CE Beckman
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Obr. €. 12 — Zaznam analyzy standardu GSH a GSSG (c = 100 pmol/l)

méfené pomoci CE Prince Technologies
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#G5H; 2.233

GE5G; 3767

Obr. ¢. 13 — Elektroforeogram stanoveni GSH a GSSG v hemolyzatu z plné

krve méfené pomoci CE Prince Technologies
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Obr. €. 14 - Elektroforeogram stanoveni GSH a GSSG v hemolyzatu z
promytych erytrocyt méfené pomoci CE Prince Technologies
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7.4.Tabulky s presnosti méreni

7.4.1. CE Beckman

Tab. ¢. 9— Presnost méteni (Intra-assay) pro ¢ = 10 pmol\l

&islo méréni ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG (umol\l)

1 11,04 9,74

2 10,64 9,29

3 10,390 9,25

4 10,56 9,30

5 10,62 9,15

6 10,85 9,35

7 11,15 10,08

8 10,83 10,11

9 11,13 10,29

10 10,87 10,82
pramér 10,81 9,74
SD 0,24 0,53
CV (%) 2,24 5,48
Bias (%) 2,53 -1,55

Tab. ¢. 10 — Pfesnost méteni (Intra-assay) pro ¢ = 100 umol\l

¢islo méfeni ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG (umol\l)

1 103,50 96,94

2 101,78 96,12

3 104,81 97,44

4 104,910 97,93

5 102,96 96,54

6 102,86 95,38

7 102,69 94,86

8 101,07 94,74

9 104,13 96,60

10 102,55 95,29
prameér 103,13 96,18
) 1,18 1,04
CV (%) 114 1,08
Bias (%) -2,18 -2,77
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Tab. ¢. 11 — Pfesnost méteni (Inter-assay) pro ¢ = 10 pmol\l

&islo méfeni ¢ GSSG (umol\l) ¢ GSH (umol\l)

1 11,20 18,68

2 9,92 18,52

3 13,50 20,85

4 10,30 17,03

5 9,94 14,68

6 9,50 13,30

7 9,10 9,15

8 10,06 8,22

9 9,42 10,95

10 11,19 10,77
prameér 10,41 14,22
SD 1,22 4,19
CV (%) 11,72 29,47
Bias (%) 4,92 30,81

Tab. ¢. 12 — Presnost méteni (Inter-assay) pro ¢ = 100 umol\l

&islo méfeni ¢ GSSG (umol\l) ¢ GSH (umol\l)

1 108,80 172,09

2 89,78 142,38

3 163,44 228,12

4 110,44 158,77

5 97,40 144,18

6 84,180 120,48

7 86,62 98,33

8 89,95 101,32

9 94,43 106,79

10 98,43 105,83
prameér 102,35 139,76
SD 21,98 40,38
CV (%) 15,73 28,890
Bias (%) 3,12 28,60
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7.4.2. CE Prince Technologies

Tab. ¢. 17 — Stanoveni pfesnosti a spravnosti v sérii pro ¢ = 10 pmol\l

Cislo méfeni ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG(umol\l)

1 9,88 7,52

2 10,51 9,06

3 10,49 6,87

4 11,58 6,93

5 10,72 8,48

6 10,83 6,83

7 11,83 8,31

8 9,95 7,52

9 9,73 8,78

10 11,01 8,02
prameér 10,65 7,83
SD 0,66 0,74
CV (%) 6,22 9,43
Bias (%) 0,22 11,42

Tab. ¢. 18— Stanoveni piesnosti a spravnosti v sérii pro ¢ = 100 pmol\l

&islo meéténi ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG(pumol\l)

1 117,29 96,65

2 107,18 91,55

3 122,21 91,19

4 177,33 106,25

5 110,34 108,68

6 98,95 91,50

7 97,35 87,96

8 96,72 102,39

9 110,55 87,49

10 105,7 92,52
pramer 114,36 95,62
SD 22,43 7,20
CV (%) 19,61 7,53
Bias (%) 14,86 -6,13
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Tab. ¢. 19 — Stanoveni piesnosti a spravnosti mezi sériemi pro ¢ = 10 umol\l

¢islo méteni ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG(umol\l)
1 10,96 6,94
2 12,60 11,09
3 10,83 11,31
4 9,62 8,21
5 10,30 8,90
6 10,52 8,78
7 9,88 7,52
8 11,58 6,93
9 9,30 1,72
10 9,97 8,14
prameér 10,56 8,55
SD 0,94 1,46
V(%) 8,68 17,12
Bias (%) 140 3.25

Tab. ¢. 20 — Stanoveni pfesnosti a spravnosti mezi sériemi pro ¢ = 100 pmol\l

¢islo méfeni ¢ GSH (umol\l) ¢ GSSG(umol\l)

1 110,09 91,72
2 117,29 96,65
3 107,02 99,45
4 101,75 102,08
5 108,34 92,85
6 110,92 97,67
7 98,95 91,50
8 117,29 96,65
9 102,21 97,51
10 105,52 90,37

pramer 107,94 95,64
SD 5,89 3,66

CV(%) 5,46 3,82

Bias (%) 8,41 -6,10
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