SOUHRN

Glutathion je velmi hojny intracelularni nebilkovinny thiol. Tento tripeptid,
jenz se vyskytuje v redukované (GSH) a oxidované (GSSG) formé, je jednim
z nejvyznamnéjSich antioxidantli. Cilem na&i prace bylo zavést stanoveni
glutathionu, které by oproti b&Zné uzivanym HPLC metodam vynikalo nizkymi
naklady a mensi dJ&asovou narofnosti, Jako vhodnou jsme zvolili
spektrofiuorimetrickou metodu zaloZenou na detekci produkiu reakce GSH
a o-ftaldialdehydu. Optimalizaci postupu jsme dosdhli téchto analytickych
parametri: GSH ({kalibrace: R?>=1, 0-500 pmal/l; infra~-assay: CV% << 5% ),
GSSG (kalibrace: R*=0,99, 0-200 pmolfi; intra-assay: CV% < 5% ). Dale byla
porovnanim naméfenych koncentraci sreferenéni HPLC/FL  metodou
vypoltena velmi silna korelace, r=0,99, mezi obéma stanovenimi.
Z udavanych hodnot vyplyva, Ze byla zavedena specificka, citlivda a pfesna
metoda srovnatelna s HPLC stanovenim.

Druhym cilem této prace byla charakierizace toxického vlivu
acetaminofenu {(AAP) na potkani hepatocyty in vitro. Pric¢inou AAP toxicity je
jeho pfeména na NAPQI {N-acetyl-p-benzochinonimin), ktery reaguje s GSH za
vznilau AAP-GSH, coZ zplsobuje depleci GSH. Po pfedavkovani AAP néasleduje
nekroéza bunék, jez mlze vyustit aZ v jaterni sethani. [ kdyZ je AAP toxicita velmi
intenzivné sfudovana, mechanismus poskozeni neni jesté zcela znamy.

Hepatocyty byly inkubovany s AAP (1-20 mmolfl) v dasovych intervalech
1-24 hod. Pomoci WST-1 testu bylo zjisténo, Ze viabilita hepatocytl klesa
uvdech koncentraci AAP v zavislosti na &ase, coZ bylo u nejvy8Sich
koncentraci potvrzeno Unikem LDH do média. Kromé jinych marker( jsme také
v bufikach stanovovali aktivitu glutathionreduktasy (GR). Piekvapivé jsme u
vEech koncentraci AAP jiz po 3 hodinach inkubace zjistili na davce zavisly
pokles aktivity tohoto enzyrﬁu. Dalgim studiem mechanismu této inhibice jsme
objevili, Ze glutathionreduktasa je inhibovana metabolitem acetaminofenu, ktery
byl aZ dosud obecn@ povaZzovan za zcela nedkodny. Syntézou a naslednym
testovanim fohoto metabolitu byla prokazana velmi silna inhibice hepatocytarni
GR, a to 0 97% oproti kontrolam. Tento nalez vnasi naprostc nové poznatky

do studia AAP toxicity a fadu jich zcela méni.



