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OzZET

Amacg: Rediikte glutatyon hiicre i¢i ortamin en O6nemli antioksidan molekiiludir ve Olgumu
patogenezinde oksidatif stresin bulundugu cesitli hastaliklarda antioksidan savunma mekanizmasinin
durumu hakkinda bilgi edinmemiz icin iyi bir belirtectir. Bu calismada eritrosit rediikte glutatyon
diizeyleri 6lciimiinde Beutler ve arkadaslan tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yéntem ile HPLC
yontemi karsilastirilmistir.

Gereg ve Yontem: Calisma grubumuzu olusturan 50 bireyden (15 erkek, 35 kadin) alinan tam kan
orneklerinde spektrofotometrik ve HPLC yOntemiyle reduikte glutatyon seviyeleri olcuildii.

Bulgular: Spektrofotometrik ve HPLC ile olclilen redikte glutatyon sonuglarinin ortalama ve SD degerleri
sirayla 953.15+215.91 ve 972.58+230.19 pmol/L olarak bulundu ve her iki ydontem arasinda istatistiksel
olarak kabul edilebilir bir iliskinin varh@ saptandi (r = 0.9499, 95% CI 0.913 - 0.971; y= 1.018x).

Sonug: Is yiukiniin yogun oldugu Klinik laboratuvarlarda maliyet ve uygulama Kkolayhd g6z Oniine
alinarak rediikte glutatyon olciimiinde spektrofotometrik yontem yerine HPLC yonteminin uygun
olabilecedi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Oksidatif stres, rediikte glutatyon, spektrofotometre ve HPLC

ABSTRACT

Objective: Reduced glutathione is the most important antioxidant molecule of intracellular medium
and a good marker for investigating antioxidant defence mechanism in diseases which are caused by
oxidative stress. In this study we compared the spectrophotometric measurement method developed by
Beutler and colleagues and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method for measuring
the levels of reduced glutathione in erythrocyte.

Materials and Methods: For this aim we measured reduced glutathione levels of the whole blood samples
collected from fifty individuals (15 male, 35 female) by spectrophotometric and HPLC methods.

Results: The mean and SD values of the reduced glutathione were calculated as 953.15+215.91
pmol/L by spectrophotometric method and 972.58+230.19 pmol/L by HPLC method and we
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determined statistically meaningful correlation between both methods (r = 0.9499, 95% CI 0.913 -

0.971; y=1.018x).

Conclusion: We concluded that in reduced glutathione measurement HPLC method may be more
suitable than spectrophotometric method for busy clinical laboratory when easy application and cost

are considered.

Key Words: Oxydative stress, reduced glutathione, spectrophotometry and HPLC

GIRIS

Antioksidan savunma mekanizmalarn canli-
larda normal metabolik isleyis sirasinda
surekli olusan serbest radikalleri yok eden
veya zararll etkilerini azaltan sistemlerdir.
Serbest radikallerin olusumu ve antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengenin
serbest radikaller yéniunde bozulmasi oksi-
datif stres olarak tanimlanir ve sonucta
lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA
gibi biyolojik molekiillerde oksidatif hasar
meydana gelir (1,2,3,4). Karsinogenez, yas-
lanma, inflamasyon, postiskemik reperfiiz-
yon hasari, diyabet, nérolojik, immunolojik,
Kardiyovaskiiler ve solunum hastaliklarinin
patogenezinde ve ilerlemesinde oksidatif
hasarin 6nemli rolii oldugu kanitlanmistir
(1,2,3,5).

Hucre ici ortamin en 6nemli antioksidan
molekulii olan reduikte glutatyonun antiok-
sidan savunma sisteminde goérev almaktan
bagska ksenobiyotiklerin zehirsizlestirilmesi,
aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki
sulfidril gruplarinin rediikte halde tutulmasi,
bazi enzimatik reaksiyonlarda koenzim gore-
vi gbrmesi gibi bircok fizyolojik fonksiyonu
vardir (1,6,7). Glutatyon peroksidaz enzimi
tarafindan katalizlenen reaksiyonla rediikte
formdaki glutatyon (GSH) hidrojen peroksit
veya lipid peroksitlerle reaksiyona girerek bu
molekiillerin detoksifikasyonunda rol alirken
kendisi baska bir glutatyon molekiiltyle
disulfit koprisii olusturarak okside glutatyon
(GSSG) formuna doénustir. Hiicre igerisinde
serbest radikallerin detoksifikasyonunun siir-
diirtilmesi igin okside glutatyonun reduikte
formuna geri donustiirilmesi gerekKir.
NADPH'nin Kullanildigi bir reaksiyonla oksi-
de glutatyon glutatyon rediiktaz enzimi ile
tekrar rediikte glutatyon formuna cevrilir (1,8).
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Serbest radikaller in direkt 6l¢iim yo6ntem:
lerinin zorlugu nedeniyle rediikte glutatyon
olciimiinin yapilmasi oksidatif stresin ve anti-
oksidan savunma sisteminin durumu hakkin-
da bize 6nemli bilgiler saglar. Bu calismada
eritrosit rediikte glutatyon diizeyinin Beutler
ve ark. (9) tarafindan tanimlanan spektro-
fotometrik yontemle Olciilmesiyle elde edilen
sonuclarin yiuksek basinc¢l sivi kromatogra-
fisi (HPLC) yontemiyle elde ettigimiz sonug-
larla arasindaki iliskinin degerlendirilmesi
amaclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi kan almg
unitesine gelen 50 poliklinik hastasindan
(15 erkek — 35 kadin) gerekli izinler alindik-
tan sonra EDTA’lLI (2 mg/ml) tuplere Kkan
ornekleri alindu.

Beutler ve arkadaslan tarafindan tanimlanan
spektrofotometrik rediikte glutatyon o6lgiim
yontemine goére 0.2 ml tam kan 2 ml distile
su ile kanstirildi. Elde edilen hemolizattan 2 ml
alip icerisinde 50.1 mg glasiel metafosforik
asit, 6 mg disodyum EDTA ve 0.9 g sodyum
Klorid bulunan 3 ml prespite edici sollisyon-
la karnistirildi ve 5 dakika oda 1sisinda inkii-
basyona birakildiktan sonra filtre kagidi ile
stuizuldii. Filtrattan 0.5 ml alinarak 2 ml di
sodyumfosfat soliisyonu (0.3 M) ile karsilas-
tirld1 ve Varian Cary 50 (Victoria, Australia)
spektrofotometresi Kullanilarak 412 nm’de
reaktif Kériine karsi absorbansi okundu. Daha
sonra Kkiivete 5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik
asit) (DTNB) solusyonundan (1 mM, %1 lik
sodyumsitrat icerisinde hazirlanmistir) 0.25
ml eklenip karistirildi ve tekrar absorbansi
okundu. Her bir 6rnegin DTNB eklendikten
sonra elde edilen absorbans degerinden ilk
okunan absorbans degderi c¢ikarillarak elde
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edilen optik dansite farki 1627 pm ol’liik re-
diikte glutatyon standardinin optik dansite
farki ile karsilastirilarak rediikte glutatyon
Kkonsantrasyonlari pmol/L olarak hesaplandi.

HPLC ile rediikte glutatyon ol¢timiinde Chrom-
systems Diagnostics’e (Kit kodu: AV 6600
Gluathione E, Martinsried-Germany) ait Kit
sistemi ve Agilent Technologies (Waldbronn-
Germany) marka HPLC sistemi kullanildi.
Rediikte glutatyon analizinde 10 pl tam kana
400 pl prespitsyon reaktifi eklendi, 30 saniye
vortekslendi ve 13000 rpm’de 7 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen slipernatanttan
50 pl almip uzerine 100 pl derivatizasyon
reaktifi eklendi ve 50-55°C‘de 10 dakika
inkiibasyona birakildi. HPLC ile analiz asa-
masinda mobil faz akis hizi1 1.3 ml/dk olan
yaklasik 25°C’deki Kkolon sistemine hazirla-
nan Ornekten 40 pl enjekte edildi ve elde
edilen elluattaki rediikte glutatyonun ol¢ciimu
eksitasyon dalga boyu 385 nm, emisyon
dalga boyu 515 nm olarak ayarlanmis flore-
san dedektorilyle yapildi. Orneklerden elde
edilen redukte glutatyon piklerinin integra-
tor programi ile alanlar hesaplandi ve inter-
nal standardinin pik alani ile Karsilastirila-
rak redukte glutatyon konsantrasyonlari he-
saplandi.

istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS 10,0
programi Kullanildi. istatistiksel parametre-
ler redukte glutatyon seviyesinin HPLC yon-
temiyle ve Beutler ve arkadaslan tarafindan
tanimlanan spektrofotometrik 6l¢iim yonte-
mine gore elde edilen sonuglar olarak kay-
dedildi. Her iki yontem arasindaki uyum
intraclass korelasyon (ICC) testi ile arastiril-
di ve HPLC yontemi sonuclarini Spektrofo-
tometrik yontem sonugclan yardimiyla tahmin
etmek icin regresyon denklemi olusturuldu.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen 50 bireyin (15 erkek,
35 kadin) yaglan 1 ile 75 arasinda degismek-
teydi (41.48+20.05). istatistiksel degerlendir-
me neticesinde Beutler ve arkadaslan tara-
findan gelistirilen spektrofotometrik rediikte

Glutatyon Olgiim Yéntemlerinin Karsilastirmasi

dlutatyon Olciim metodu ve HPLC oOlgum
metodu ile elde edilen degerlerin ortalama-
sinin sirayla 953.15+215.91 pmol/L ve
972.58+230.19 pmol/L (ortalama + SD) ol-
dugu belirlendi. iki ydntem sonuglarn arasin-
da uyum istatistiksel olarak anlamli bulundu
(ICC = 0.9499, %95 giiven araligi 0.9137 -
0.9712). Her iki yontem arasinda HPLC=
1.018 x Spektrofotometrik gibi bir regresyon
denkleminin varhd: belirlendi.

Calismaya dahil etmis oldugumuz 50 hasta-
nin spektrofotometrik ve HPLC Ol¢iim yon-
temleriyle elde edilen redukte glutatyon so-
nuglan arasindaki iliski Sekil 1°'de gdsteril-
mektedir.
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Lprdiziziznini

Sekil 1.

Spektrofotometrik ve HPLC o6l¢iim yontemle-
riyle elde edilen eritrosit rediikte glutatyon
diizeyi sonugclar arasindaki iliski (pmol/L).

TARTISMA

Biyolojik sistemlerde stirekli olusan serbest
radikaller antioksidan savunma mekanizma-
lan ile noétralize edilerek zararl etkileri engel-
lenmeye calisilir (5). Superoksid dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler ve
glutatyon, seruloplazmin, transferrin, hapto-
globulin, albiimin, bilirubin, trik asit ve vita-
minler gibi molekiiller organizmay1 serbest
radikallerin toksik etkilerinden koruyan anti-
oksidan mekanizmalarin énemli bir kismini
olustururlar (1,10).

Glutamik asit, sistesin ve glisinden olusan bir
tripeptid olan glutatyon (gglutamilsisteinilglisin)
hiicre ici ortamin en 6nemli antioksidan
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molekulii olmasinin yani sira ksenobiyotik-
lerin zehirsizlestirilmesi, aminoasit transportu,
proteinlerdeki sulfidril gruplarinin redukte
halde tutulmasi, enzimatik reaksiyonlarda
koenzim goérevi gdérmesi gibi bir¢ok fizyolo-
jik fonksiyonu vardir (1,11).

Diabet, kronik bobrek yetmezligi, romatoid
artrit, osteoartrit gibi patogenezinde oksida-
tif stresin dnemli rol oynadidi bircok hasta-
Iikta redukte glutatyon seviyeleri duiisiik bu-
lunmustur (12,13,14). Bu nedenle rediikte
glutatyon seviyesinin Olcumi patogenezinde
oksidatif stresin bulundugu cesitli hastalik-
larda antioksidan savunma mekanizmala-
rinin durumu hakkinda bilgi edinmemiz igin
iyi bir gostergedir (16,17,18).

Yaptigimiz calismada tam kanda redukte glu-
tatyon seviyesinin HPLC yontemi ile Beutler
ve arkadaslan tarafindan tanimlanan spek-
trofotometrik yontemle o6l¢iilmesiyle elde edi-
len sonuglarin uyumlulugu agisindan anlaml
bir Korelasyonun oldugu saptanmistir.

Noctor ve Foyer’in (19) yaptiklan yaprak-
lardan elde ettikleri ekstrelerde glutatyon
seviyesinin spektrofotometrik ve iki farkl
florometrik HPLC yontemiyle 6lgim Kkarsilas-
tirmasi ¢alismasinda her u¢ yontemle elde
ettikleri sonuclarin birbirleriyle uyumlu oldu-
dunu bulmusglar ve HPLC y6ntemiyle tek bir
okuma islemi ile glutatyon, gglutamilsistein
ve 16 amino asidin Ol¢iimini gerceklestir-
mislerdir. Neuschwander-Tetri ve Roll (20)
rat karaciger homojenati, safrasi ve plazma-
sinda glutatyon seviyesinin HPLC y®ntemiyle
florometrik O6lgiimu tlizerine yaptiklar calis-
mada elde ettikleri sonuclarin Kitle spektro-
metrisi ile elde ettikleri sonuclarla uyumlu
oldugunu gostermislerdir. Floreani ve ark.
(21) guinea-pig kalp ve karaciger dokularin-
da yaptiklari calismada enzimatik, florometrik
ve Kolorimetrik glutatyon o6l¢iim yontemle-
rini HPLC yo6ntemiyle karsilastirmis ve kalp
dokusunda bu ydntemlerle elde ettikleri so-
nuglarin HPLC ile uyumlu oldugu, Karaciger
dokusunda florometrik ydntemin diger yon-
temlere gore daha ytliksek degerler Olgtugu
saptamislardir.
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HPLC ydntemiyle rediikte glutatyon élgcimu-
niin spektrofotometrik yoénteme goére daha
az 6rnek hacmine ihtiya¢c duymasi, daha az
manuel islem gerektirmesi ve analiz asama-
sinin tam otomatize olmasi gibi avantajlan
bulunmakla birlikte yéntemin maliyetinin
pahali olmasi ve Kkalifiye teknik personel
gerektirmesi dezavantajlart bulunmaktadir.
Bu nedenle az sayida Ornegin cahsildidi
Klinik laboratuvarlarda spektrofotometrik
rediikte glutatyon Olciim ydnteminin, ¢ok
sayida Ornegdin calisildidi is yukuiniin yogun
oldugu Klinik laboratuvarlarda ise HPLC
Olcim yo6nteminin kullaniminin daha uygun
olabilecegdi sonucuna varilmistir.
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