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Glutathion (y-glutamyl-cysteinyl-glycin — GSH) je fyziologic-
ky se vyskytujici peptid, jehoz molekula se sklddd z kyseliny glu-
tamové, cysteinu a glycinu. Je obsazen ve vsech eukaryotickych
burikdch, kde predstavuje nejvétsi rezervodr neproteinovych
thiolovych skupin, jejichz koncentrace se pohybuje v rozmezi
od 0,5do 10 mM"*

Glutathion je povazovén za ldtku nezbytnou pro udrzeni buné¢né ho-
meostazy, pfimo ¢i nepfimo zasahuje do riznych biologickych procesg,
jako je napf. syntéza proteint a nukleovych kyselin, transport aminoky-
selin, udrzovani enzym v jejich aktivni formé a udrzovani integrity bu-
nécnych membran?3,

Je to nejdllezitéjsi nizkomolekuldrni antioxidant syntetizovany v bun-
kach prostrednictvim dvou krokl zavislych na adenosintrifosfatu (ATP).

V prvnim kroku je syntetizovéan y-glutamylcystein z L-glutamétu a cys-
teinu za Ucasti enzymu y-glutamylcystein syntetazy. Rychlost této reakce
omezuje syntézu glutathionu.

Ve druhém kroku je glycin pfipojen k C-konci molekuly y -glutamylcys-
teinu pomoci enzymu glutathion syntetazy (Obr. 1)4.

0Obr. 1 Co je glutathion (GSH): nejsilngjsi antioxidant a detoxikant
(Forman H. J. 2009, mod.).
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Sulfhydrylova skupina (SH) cysteinu slouzi jako dérce protonu a je od-
poveédna za biologickou aktivitu glutathionu tim, ze se podili na reduk¢-
nich a konjugacnich reakcich, které jsou obvykle povazovany za nejdule-
7itéjsi funkce GSH. Tyto reakce poskytuji zplsob pro odstranéni peroxidd
a mnohych xenobiotik?.

Glutathion existuje v obou forméach - jak v redukované (GSH) tak
v oxidované (GSSG) formé®. V redukované formé thiolovad skupina
cysteinu je schopnd poskytnout redukeni ekvivalent (H+ + e-) dalsim

nestabilnim molekuldm, jako jsou napt. reaktivni slouceniny kysliku
(ROS). Poskytnutim elektronu se sédm glutathion stéva reaktivni, ale
snadno reaguje s dalsim reaktivni molekulou glutathionu za vzniku
glutathion disulfidu (GSSG). GSH se pak mdze regenerovat z GSSG po-
moci enzymu glutathion reduktazy (GSR). Ve zdravych burikich a tka-
nich je vice nez 90 % celkového glutathionu piftomno v redukované for-
mé, zbytek ve formé disulfidu®.

Vreakci nazvysenou oxidacni zatéz glutathion oxiduje na GSSG, ktery miize
byt zpét redukovéan na GSH na Ukor oxidace NADPH, ktery se regeneruje pro-
strednictvim pentdzofosfatového cyklu. V cytosolu se pomér redukovaného
k oxidovanému GSH pohybuje kolem 100:1. Rozsah oxidace GSH je ¢asto pou-
Zivan jako méfitko "oxidacniho stresu’

Obr. 2 Fyziologicka Uloha glutathionu (Exner R. 2000, mod.).
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Redukovand forma zasahuje do detoxikacnich procest jak neenzy-
matickym, tak i enzymatickym zpdsobem?.

V prvnim pfipadé GSH pusobf jako pifmy antioxidant prostfednictvim
reakce prenosu vodikovych iontd z volné sulfhydrylové skupiny na mole-
kuly ROS, které jsou tak inaktivovany (Obr. 2)% Ve druhém piipadé je GSH
slozkou enzymatického systému, kde GSH peroxidazy (GSH-Px) katalyzuji
redukci H202 a dalsich peroxidl oxidaci GSH na GSSG, zatimco GSSG re-
duktaza redukuje GSSG, ¢imz regeneruje GSH (Obr. 3)°.

Aby GSH plnil svoji nitrobunécnou roli, je dllezity enzymaticky sys-
tém glutathion-S-transferdzy (G-ST), kterd katalyzuje konjugaci GSH
s mnoha endogennimi a exogenni latkami. G-ST je v nejvétsim mnoz-
stvi pfitomna v hepatocytech, erytrocytech a enterocytech, kde kataly-
zuje konjugaci GSH s endogennimi a exogennimi substraty, jako jsou
metabolity peroxidace lipid( a volné radikaly.

GSH je syntetizovan vyhradné v cytosolu a distribuovan do intracelular-
nich organel v¢etné endoplazmatického retikula (ER), jadra a mitochondri.
V bunécném jadru GSH udrzuje sulfhydrylové (SH) proteiny, nezbytné pro
opravy a expresi DNA®, a hraje pomocnou roli pfi syntéze DNA .

Intraceluldrné se GSH vyskytuje predevsim ve své redukované for-
mé — s vyjimkou endoplasmatického retikula, kde se vyskytuje hlavné
jeho oxidované forma — GSSG, kterd je hlavnim zdrojem oxidac¢nich
ekvivalentl poskytujicich vhodné prostredi pro tvorbu disulfidovych
vazeb a spravnou skladbu syntetizovanych protein(®. V mitochondri-
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Obr. 3 Fyziologicka Uloha glutathionu (Exner R. 2000, mod.).
Enzymatickd detoxikace
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ich se GSH vyskytuje prevazné v redukované podobé a predstavuje
mensi ¢ast celkovych zasob GSH (10-15 %)°. Vzhledem k objemu mi-
tochondridlni matrix je koncentrace mitochondridlniho GSH (mGSH)
podobna té, kterd je v cytosolu (10 az 14 mM)®. Mitochondrie jsou ty-
pickym pfikladem subceluldrnich organel, jejichZ funkce je Uzce spjata
s udrzenim redoxni rovnovahy.

Mitochondrie predstavuji hlavni intraceluldrni misto spotreby kysliku
a hlavni zdroj ROS, z nichz vétsina pochézi z mitochondridlniho dycha-
ciho fetézce. Nasledkem této konstantni tvorby ROS jsou mitochondrie
zéroven i ter¢em jejich kodlivych Gcinkd®. | za fyziologickych podminek
probihaji redukéeni reakce, které zpUsobuji uvolnéni superoxidového ani-
ontu (O2-) a peroxidu vodiku.

Oproti fyziologickému stavu se pfi patologickych stavech nebo
intoxikacich, které vedou ke zhorseni mitochondridlni funkce, mtze
zvysovat uvolnovani ROS. | kdyz jsou mitochondrie vystaveny pd-
sobeni vytvarenych ROS, organela zlstava funkcni diky existenci
antioxida¢niho obranného systému, jehoz zasadni slozkou je mito-
chondridlni GSH (mGSH) a jehoz tlohou je zabrénit oxida¢nimu po-
skozeni nebo je napravit, ke kterému dochdazi béhem normalniho
aerobniho metabolismu®.

Béhem oxidativniho stresu se vytvéreji vysoce reaktivni meziprodukty
(volné radikaly), jako jsou peroxid vodiku, superoxidy a reaktivni slouce-
niny dusiku (RNS), které podporuji produkci kyslikovych radikald a které
nakonec vedou k poskozeni buné¢né membrany (Tab. I).

Tab. I. Oxidanty a antioxidanty

ROS (reaktivni slouceniny kysliku) RNS (reaktivni slouceniny dusiku)
02- superoxid ONOO peroxynitrit
OH- hydroxylovy radikal ONOOH kyselina peroxynitridova
H202 peroxid vodiku NO? dusitan

NO oxid dusiku

Nejddlezitéjsi antioxidant

GSH = glutathion

Volné radikély jsou malé, difuzibilni molekuly, které se lisi od vétsiny
biologickych molekul tim, Ze obsahuji nepérovy elektron. Maji tendenci
byt velmi reaktivni a mohou se podilet na fetézovych reakcich, ve kte-
rych mdze byt jediny volny radikdl spoustécem reakcf, které mohou vést
k poskozeni vice molekul (Obr. 4,5),”.

Udrzovani intraceluldrni homeostazy glutathionového systému zajistu-
je spravnou rovnovahu mezi syntézou, degradaci, oxidaci-redukci a konju-

gaci s riznymi elektrofilnimi substraty a odpovidajici rychlosti transportu
prekurzord aminokyselin uvnitf a vné bunék. Tato rovnovéha se zméni,
pokud jsou tkdné vystaveny plsobeni nékterych Iéciv (jako je paraceta-
mol, chemoterapeutika), alkoholu, ionizujicimu zéreni a dalsim déjam, kte-

Obr. 4. Jak se tvoif volngé radikaly
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Obr. 5. Aktivita volnych radikalli

Po svém vzniku reaguii s jinymi molekulami a poSkozuif hlavni slozky bunék:
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ré vedou ke snizeni koncentrace glutathionu; z toho plynouci vycerpani
GSH poskozuje bunécnou obranyschopnost, coz vede k poskozeni bunék
a dokonce i k jejich smrti (Tab. 11),’.

Exogenni podavani GSH muze kompenzovat tyto ztraty a umoznuje ob-
noveni ochrannych detoxika¢nich mechanism. Glutathion neni do bunék
transportovan jako celd molekula; exogenné podany GSH vede ke zvyse-
ni intraceluldrni koncentrace prostrednictvim hydrolyzy GSH y-glutamy!
transpeptiddzou na aminokyselinové prekurzory, které jsou okamzité pre-
pravovany do bunék, kde slouzi jako substrat pro novou syntézu GSH.

Tab. Il. Faktory zpdsobuijici vyCerpani glutathionu
Hladinu intracelularniho glutathion miiZe snizit fada faktord:

e |gCiva, zejména protinddorova chemoterapeutika, paracetamol,
antiretrovirotika a dalsi;

alkohol;

riizné chemickeé latky;

podvyZiva;

nékteré ,.chronické” nemoci (nealkoholové poskozent jater
/NAFLD,NASH/, cysticka fibréza, CHOPN a dalSi).



Exogenni podavani GSH tedy zvysuje tkanové hladiny GSH prostred-
nictvim pfisunu zdrojovych molekul pro syntézu glutathionu,de-novo”.

Glutathion: onemocnéni u ¢lovéka

Snizené hladiny GSH se vyskytuji u mnoha chronickych a infek¢nich
nemoci, u kterych oxidativni poskozeni hraje klicovou roli i pfi méné ¢as-
tych patologickych stavech, jako je napf. hemolytickd anémie, amino-
acidurie nebo schizofrenie, kde vycerpani GSH je sekundarni diky snize-
né tvorbé z dGvodu polymorfismu s omezenou expresi enzym( potieb-
nych pro syntézu GSH.

Nedostatek GSH je obvykle spojeny se starnutim, cukrovkou, cys-
tickou fibrézou, endotoxemii, cholestazou, chronickou obstruként
plicni nemoci (CHOPN), onemocnénim jater (steatézou a steatohe-
patitidou), zpUsobenymi jak alkoholem, tak jinymi pficinami, také
s virovou hepatitidou.

Dokonce i mimé zmény v GSH bez zvysené produkce ROS nebo snizeného
poméru GSH/GSSG mohou ovlivnit citlivé redoxni proteinové thioly a zplsobit
vyrazngjsi vycerpani GSH, a to zejména v mitochondriich. VV zvislosti na rozsahu
poskozeni mitochondrif, inhibici NF-kB a aktivaci JNK mohou byt hepatocyty
bud' ucinény citlivéjsimi na podnéty bunécné smrti (. TNF-a), nebo mohou
podstoupit réizné formy bunécné smrti (tj. apoptézu nebo nekrézuy)’.

Apoptdza neboli prirozend smrt buriky se diky viivu GSH vyznacuje
potlacenim zanétlivych zmén a destrukce tkang; nekrdza za nésledkem
tohoto vlivu indukuje zénétlivou odpovéd, kterd muze vést k opravé po-
Skozené tkané.

Naproti tomu vycerpani mitochondridliniho GSH muze vytvorit pfi-
znivé podminky pro bunécnou nekrézu, stimulovanou oxidativnim
stresem, pfi které dochazi k otoku bunék a prasknuti plazmatické mem-
brany. Nasledné uvolhovéni bunécnych komponent vyvoldva zanétlivou
reakci zprostfedkovanou bunkami vrozené imunity, coz pfispiva k roz-
voji patologickych procest’.

Apoptdza neboli pfirozenad smrt bunky se diky vlivu GSH vyznacuje
potlacenim zénétlivych zmén a destrukce tkané; nekrdza za nésledkem
tohoto vlivu indukuje zénétlivou odpovéd, kterd mdze vést k oprave po-
skozené tkané.

Naproti tomu vycerpani mitochondridiniho GSH mUze vytvorit pfi-
znivé podminky pro bunécnou nekrozu, stimulovanou oxidativnim
stresem, pii které dochazi k otoku bunék a prasknuti plazmatické mem-
brany. Nasledné uvolnovéani buné¢nych komponent vyvolavé zanétli-
vou reakci zprostfedkovanou bunkami vrozené imunity, coz pfispiva
k rozvoji patologickych procesd’.

Je také dobre zndmo, Ze u pacientl s onkologickym onemocnénim je pii-
tomen charakteristicky typ oxidativniho stresu, pfi kterém oslabené obranné
systémy nejsou schopny se vyrovnat se zvysenou produkci oxidantd, coz je
zpusobeno nékolika riznymifaktory, mezi kterymi hraje klicovou roli zméne-
ny energeticky metabolismus, tedy nespecifickd chronické aktivace imunit-
niho systému, kterd vede k nadprodukci prozanétlivych cytokind, svdj viiv ma
i prooxidacni aktivita protinddorovych léciv.

Nékolik studii zdokumentovalo navyseni hladiny ROS v krvi, pokles
aktivity GPx a zvyseni hladiny prozanétlivych cytokin(i u pacientl s po-
kro¢ilym nadorovym onemocnénim ve srovnani s kontrolni skupinou;
tyto vysledky jsou dlikazem uzite¢nosti podavani antioxidacnich latek
zaméfenych na prevenci vzniku a/nebo snizeni oxidativniho stresu
u pacientd s onkologickym onemocnénim. Studie Mantovaniho a kol.
sledovala schopnost rliznych antioxidacnich latek (a-lipoové kyseliny,
soli carboxycystein-lysinu, GSH, amifostinu a vitamind A+C+E, samo-
statné nebo v kombinaci) snizovat hladiny ROS, zvysovat aktivitu GPx
a snizovat hladinu prooxidacnich cytokint IL-6 a TNFa v séru u pacientt
s pokrocilym, rizné lokalizovanym onkologickym onemocnénim?®. Po-
kud se podavaly jednotlive, byly vsechny antioxidanty schopny vyrazné
snizit hladinu ROS, ale pouze stl carboxycystein-lysinu, GSH a amifostin
byly také schopny vyrazné zvysit aktivitu GPx (Tab. Ill)®.

Pokud byly podavany v kombinaci, sl carboxycystein-lysinu+a-
lipoova kyselina, GSH-+amifostin a GSH+a-lipoova kyselina vyrazné
snizily hladiny ROS, zatimco kombinaci a-lipoova kyselina+amifostin,
st carboxycystein-lysinu+amifostin a GSH+amifostin se podafilo zvysit
aktivitu GPx. Navic antioxidac¢ni Ié¢ba byla schopna snizit hladiny IL-6
a TNFa v séru. GSH a amifostin, pokud byly podany samostatné, byly
také schopny vyrazné snizit hladinu IL-1, resp. hladinu TNFa.

Pokracovdniv pristim &fsle

Tab. lll. Oxidativni stres v oblasti onkologickych chorob a dopad riiznych antioxidacnich ldtek na ROS a antioxidacni enzymy u pacientt s pokrocilym na-
dorovym onemocnénim: Hladiny ROS v krvi a aktivita GPx u onkologickych pacientii na zacatku studie a po antioxidacnim pdsobeni riznych ldtek (podle:

Mantovani G.2003; mod.).

Pocéatecni
hladina

Pocet pacientii

ROS ,,po*

Pocatecni
Hocokle hladina

GPx ,,po* Hodnota p

Skupina 1 6 445.2+99.8 347.3+£98.3 0.051 6033.8+1040.9 8146.8+2741.1 0.082
Skupina 2 5 330.8+83.4 257.8+46.2 0.018 6412.4+1340.7 9823.6+2363.9 0.005
Skupina 3 7 440.6+87.0 396.3+68.0 0.007 6625.0+1797.2  9160.6+£1277.6 0.006
Skupina 4 6 434.8+64.4 382.4+57.7 0.050 6765.0+2288.7 8511.6+2295.6 0.052
Skupina 5 4 401+63.4 34.3+56.0 0.047 9009.8+4689.2 1041.4+3034.2 0.340

Skupina 1: Alfa-lipoova kyselina 200 mg/den perordin€;, Skupina 2: N-acetylcystein 1800 mg/den i.v. nebo perordini roztok soli carbocystein-lysinu
2,7 g/den; Skupina 3: Amifostin 375 mg/den i.v.; Skupina 4: redukovany glutathion 600 mg/den i.v.; Skupina 5: Vitamin A 30 000 IU+vitamin E 70
mg-+vitamin C 500 mg/den ordlné. Vsechny pripravky byly podavany nepretrZité v pribéhu 10 dndl. Vyznamnost rozdilu mezi hodnotami na pocatku
studie a po antioxidacni I6Cbé byla vypoctena parovym Studentovym t-testem. Srovndni relativni ticinnosti jednotlivych druht antioxidacni Iécby:
Skupina 2 vs 1: ROS p = 0,615; GPx p = 0,508, Skupina 2 vs 3: ROS p = 0,192; GPx = 0,348, Skupina 2 vs 4: ROS p = 0,303, GPx p = 0,153,
Skupina 2 vs 5: ROS p = 0,458; GPx p = 0,164. Skupina 2, kterd vykazala nejvyssi primeérny rozdil mezi pocatecnim stavem a hodnotami po I6¢bE,

byla vybrédna jako referencni skupina.



