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ÖZET

Amaç:  Redükte glutatyon hücre içi ortam›n en önemli antioksidan molekülüdür ve ölçümü

patogenezinde oksidatif stresin bulundu¤u çeflitli hastal›klarda antioksidan savunma mekanizmas›n›n

durumu hakk›nda bilgi edinmemiz için iyi bir belirteçtir. Bu çal›flmada eritrosit redükte glutatyon

düzeyleri  ölçümünde Beutler ve arkadafllar› taraf›ndan gelifltirilen spektrofotometrik  yöntem ile HPLC

yöntemi karfl›laflt›r›lm›flt›r.

Gereç ve Yöntem: Çal›flma grubumuzu oluflturan 50 bireyden (15 erkek, 35 kad›n) al›nan tam kan

örneklerinde spektrofotometrik ve HPLC yöntemiyle redükte glutatyon seviyeleri ölçüldü.

Bulgular:  Spektrofotometrik ve HPLC ile ölçülen redükte glutatyon sonuçlar›n›n ortalama ve SD de¤erleri

s›rayla 953.15±215.91 ve 972.58±230.19 µmol/L olarak bulundu ve her iki yöntem aras›nda istatistiksel

olarak kabul edilebilir bir iliflkinin varl›¤› saptand› (r = 0.9499, 95% CI 0.913 – 0.971; y= 1.018x).

Sonuç:  ‹fl yükünün yo¤un oldu¤u klinik laboratuvarlarda maliyet ve uygulama kolayl›¤› göz önüne

al›narak redükte glutatyon ölçümünde spektrofotometrik yöntem yerine HPLC yönteminin uygun

olabilece¤i sonucuna var›ld›.

Anahtar Sözcükler:  Oksidatif stres, redükte 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

µmol/L by spectrophotometric method and 972.58±230.19 µmol/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

Serbest radikaller in direkt ölçüm yöntem-

lerinin zorlu¤u nedeniyle redükte glutatyon

ölçümünün yap›lmas› oksidatif stresin ve anti-

oksidan savunma sisteminin durumu hakk›n-

da bize önemli bilgiler sa¤lar.  Bu çal›flmada

eritrosit redükte glutatyon düzeyinin Beutler

ve ark. (9) taraf›ndan tan›mlanan spektro-

fotometrik yöntemle ölçülmesiyle elde edilen

sonuçlar›n yüksek bas›nçl› s›v› kromatogra-

fisi (HPLC) yöntemiyle elde etti¤imiz sonuç-

larla aras›ndaki iliflkinin de¤erlendirilmesi

amaçlanm›flt›r.

GEREÇ VE YÖNTEM

Mersin Üniversitesi T›p Fakültesi kan alma

ünitesine gelen 50 poliklinik hastas›ndan

(15 erkek – 35 kad›n) gerekli izinler al›nd›k-

tan sonra EDTA’l› (2 mg/ml) tüplere kan

örnekleri al›nd›.

Beutler ve arkadafllar› taraf›ndan tan›mlanan

spektrofotometrik redükte glutatyon ölçüm

yöntemine göre 0.2 ml tam kan 2 ml distile

su ile kar›flt›r›ld›. Elde edilen hemolizattan 2 ml

al›p  içerisinde 50.1 mg glasiel metafosforik

asit, 6 mg disodyum EDTA ve 0.9 g sodyum

klorid bulunan 3 ml prespite edici solüsyon-

la kar›flt›r›ld› ve 5 dakika oda ›s›s›nda inkü-

basyona b›rak›ld›ktan sonra filtre ka¤›d› ile

süzüldü. Filtrattan 0.5 ml al›narak 2 ml di-

sodyumfosfat solüsyonu (0.3 M) ile karfl›lafl-

t›r›ld› ve Varian Cary 50  (Victoria, Australia)

spektrofotometresi kullan›larak 412 nm’de

reaktif körüne karfl› absorbans› okundu. Daha

sonra küvete 5.5’-dithiobis-(2-nitrobenzoik

asit) (DTNB) solüsyonundan (1 mM, %1’lik

sodyumsitrat içerisinde haz›rlanm›flt›r) 0.25

ml eklenip kar›flt›r›ld› ve tekrar absorbans›

okundu. Her bir örne¤in DTNB eklendikten

sonra elde edilen absorbans de¤erinden ilk

okunan absorbans  de¤eri ç›kar›larak elde 

Aktafl M. ve ark.

G‹R‹fi

Antioksidan savunma mekanizmalar› canl›-

larda normal metabolik iflleyifl s›ras›nda

sürekli oluflan serbest radikalleri yok eden

veya zararl› etkilerini azaltan sistemlerdir.

Serbest radikallerin oluflumu ve antioksidan

savunma sistemleri aras›ndaki dengenin

serbest radikaller yönünde bozulmas› oksi-

datif stres olarak tan›mlan›r ve sonuçta

lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA

gibi biyolojik moleküllerde oksidatif hasar

meydana gelir (1,2,3,4). Karsinogenez, yafl-

lanma, inflamasyon, postiskemik reperfüz-

yon hasar›, diyabet, nörolojik, immünolojik,

kardiyovasküler ve solunum hastal›klar›n›n

patogenezinde ve ilerlemesinde oksidatif

hasar›n önemli rolü oldu¤u kan›tlanm›flt›r

(1,2,3,5). 

Hücre içi ortam›n en önemli antioksidan

molekülü olan redükte glutatyonun antiok-

sidan savunma sisteminde görev almaktan

baflka ksenobiyotiklerin zehirsizlefltirilmesi,

aminoasitlerin transportu, proteinlerdeki

sülfidril gruplar›n›n redükte halde tutulmas›,

baz› enzimatik reaksiyonlarda koenzim göre-

vi görmesi gibi birçok fizyolojik fonksiyonu

vard›r (1,6,7). Glutatyon peroksidaz enzimi

taraf›ndan katalizlenen reaksiyonla redükte

formdaki glutatyon (GSH) hidrojen peroksit

veya lipid peroksitlerle reaksiyona girerek bu

moleküllerin detoksifikasyonunda rol al›rken

kendisi baflka bir glutatyon molekülüyle

disülfit köprüsü oluflturarak okside glutatyon

(GSSG) formuna dönüflür. Hücre içerisinde

serbest radikallerin detoksifikasyonunun sür-

dürülmesi için okside glutatyonun redükte

formuna geri dönüfltürülmesi gerekir.

NADPH’n›n kullan›ld›¤› bir reaksiyonla oksi-

de glutatyon glutatyon redüktaz enzimi ile

tekrar redükte glutatyon formuna çevrilir (1,8).
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edilen optik dansite fark› 1627 µm ol’lük re-

dükte glutatyon standard›n›n optik dansite

fark› ile karfl›laflt›r›larak redükte glutatyon

konsantrasyonlar› µmol/L olarak hesapland›.

HPLC ile redükte glutatyon ölçümünde Chrom-

systems Diagnostics’e (Kit kodu: AV 6600

Gluathione E, Martinsried-Germany) ait kit

sistemi ve Agilent Technologies (Waldbronn-

Germany) marka HPLC sistemi kullan›ld›.

Redükte glutatyon analizinde 10 µl tam kana

400 µl prespitsyon reaktifi eklendi, 30 saniye

vortekslendi ve 13000 rpm’de 7 dakika

santrifüj edildi. Elde edilen süpernatanttan

50 µl al›n›p üzerine 100 µl derivatizasyon

reaktifi eklendi ve 50-55°C‘de 10 dakika

inkübasyona b›rak›ld›. HPLC ile analiz afla-

mas›nda mobil faz ak›fl h›z› 1.3 ml/dk olan

yaklafl›k 25°C‘deki kolon sistemine haz›rla-

nan örnekten 40 µl enjekte edildi ve elde

edilen elüattaki redükte glutatyonun ölçümü

eksitasyon dalga boyu 385 nm, emisyon

dalga boyu 515 nm olarak ayarlanm›fl flore-

san dedektörüyle yap›ld›. Örneklerden elde

edilen redükte glutatyon piklerinin integra-

tör program› ile alanlar› hesapland› ve inter-

nal standard›n›n pik alan› ile karfl›laflt›r›la-

rak redükte glutatyon konsantrasyonlar› he-

sapland›.

‹statistiksel de¤erlendirmeler için SPSS 10,0

program› kullan›ld›. ‹statistiksel parametre-

ler redükte glutatyon seviyesinin HPLC yön-

temiyle ve Beutler ve arkadafllar› taraf›ndan

tan›mlanan spektrofotometrik ölçüm yönte-

mine göre elde edilen sonuçlar olarak kay-

dedildi. Her iki yöntem aras›ndaki uyum

intraclass korelasyon (ICC) testi ile araflt›r›l-

d› ve HPLC yöntemi sonuçlar›n› Spektrofo-

tometrik yöntem sonuçlar› yard›m›yla tahmin

etmek için regresyon denklemi oluflturuldu.

BULGULAR

Çal›flmaya dahil edilen 50 bireyin (15 erkek,

35 kad›n) yafllar› 1 ile 75 aras›nda de¤iflmek-

teydi (41.48±20.05). ‹statistiksel de¤erlendir-

me neticesinde Beutler ve arkadafllar› tara-

f›ndan gelifltirilen spektrofotometrik redükte 

glutatyon ölçüm metodu ve HPLC ölçüm

metodu ile elde edilen de¤erlerin ortalama-

s›n›n s›rayla 953.15±215.91 µmol/L ve

972.58±230.19 µmol/L (ortalama ± SD) ol-

du¤u belirlendi. ‹ki yöntem sonuçlar› aras›n-

da uyum istatistiksel olarak anlaml› bulundu

(ICC = 0.9499, %95 güven aral›¤› 0.9137 –

0.9712). Her iki yöntem aras›nda HPLC=

1.018 x Spektrofotometrik gibi bir regresyon

denkleminin varl›¤› belirlendi.

Çal›flmaya dahil etmifl oldu¤umuz 50 hasta-

n›n spektrofotometrik ve HPLC ölçüm yön-

temleriyle elde edilen redükte glutatyon so-

nuçlar› aras›ndaki iliflki fiekil 1’de gösteril-

mektedir.

TARTIfiMA

Biyolojik sistemlerde sürekli oluflan serbest

radikaller antioksidan savunma mekanizma-

lar› ile nötralize edilerek zararl› etkileri engel-

lenmeye çal›fl›l›r (5). Süperoksid dismutaz,

katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler ve

glutatyon, seruloplazmin, transferrin, hapto-

globulin, albümin, bilirubin, ürik asit ve vita-

minler gibi moleküller organizmay› serbest

radikallerin toksik etkilerinden koruyan anti-

oksidan mekanizmalar›n önemli bir k›sm›n›

olufltururlar (1,10).

Glutamik asit, sistesin ve glisinden oluflan bir

tripeptid olan glutatyon (γ-glutamilsisteinilglisin)

hücre içi ortam›n en önemli antioksidan 

fiekil 1.  Spektrofotometrik ve HPLC ölçüm yöntemle-

riyle elde edilen eritrosit redükte glutatyon

düzeyi sonuçlar› aras›ndaki iliflki (µmol/L).
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molekülü olmas›n›n yan› s›ra ksenobiyotik-

lerin zehirsizlefltirilmesi, aminoasit transportu,

proteinlerdeki sülfidril gruplar›n›n redükte

halde tutulmas›, enzimatik reaksiyonlarda

koenzim görevi görmesi gibi birçok fizyolo-

jik fonksiyonu vard›r (1,11).

Diabet, kronik böbrek yetmezli¤i, romatoid

artrit, osteoartrit gibi patogenezinde oksida-

tif stresin önemli rol oynad›¤› birçok hasta-

l›kta redükte glutatyon seviyeleri düflük bu-

lunmufltur (12,13,14).  Bu nedenle redükte

glutatyon seviyesinin ölçümü patogenezinde

oksidatif stresin bulundu¤u çeflitli hastal›k-

larda antioksidan savunma mekanizmala-

r›n›n durumu hakk›nda bilgi edinmemiz için

iyi bir göstergedir (16,17,18).

Yapt›¤›m›z çal›flmada tam kanda redükte glu-

tatyon seviyesinin HPLC yöntemi ile Beutler

ve arkadafllar› taraf›ndan tan›mlanan spek-

trofotometrik yöntemle ölçülmesiyle elde edi-

len sonuçlar›n uyumlulu¤u aç›s›ndan anlaml›

bir korelasyonun oldu¤u saptanm›flt›r.

Noctor ve Foyer’in (19) yapt›klar› yaprak-

lardan elde ettikleri ekstrelerde glutatyon

seviyesinin spektrofotometrik ve iki farkl›

florometrik HPLC yöntemiyle ölçüm  karfl›lafl-

t›rmas› çal›flmas›nda her üç yöntemle elde

ettikleri sonuçlar›n birbirleriyle uyumlu oldu-

¤unu bulmufllar ve HPLC yöntemiyle tek bir

okuma ifllemi ile glutatyon, γ-glutamilsistein

ve 16 amino asidin ölçümünü gerçeklefltir-

mifllerdir. Neuschwander-Tetri ve Roll (20)

rat karaci¤er homojenat›, safras› ve plazma-

s›nda glutatyon seviyesinin HPLC yöntemiyle

florometrik ölçümü üzerine yapt›klar› çal›fl-

mada elde ettikleri sonuçlar›n kütle spektro-

metrisi ile elde ettikleri sonuçlarla uyumlu

oldu¤unu göstermifllerdir. Floreani ve ark.

(21) guinea-pig kalp ve karaci¤er dokular›n-

da yapt›klar› çal›flmada enzimatik, florometrik

ve kolorimetrik glutatyon ölçüm yöntemle-

rini HPLC yöntemiyle karfl›laflt›rm›fl ve kalp

dokusunda bu yöntemlerle elde ettikleri so-

nuçlar›n HPLC ile uyumlu oldu¤u, karaci¤er

dokusunda florometrik yöntemin di¤er yön-

temlere göre daha yüksek de¤erler ölçtü¤ü

saptam›fllard›r.

HPLC yöntemiyle redükte glutatyon ölçümü-

nün spektrofotometrik yönteme göre daha

az örnek hacmine ihtiyaç duymas›, daha az

manuel ifllem gerektirmesi ve analiz aflama-

s›n›n tam otomatize olmas› gibi avantajlar›

bulunmakla birlikte yöntemin maliyetinin

pahal› olmas› ve kalifiye teknik personel

gerektirmesi dezavantajlar› bulunmaktad›r.

Bu nedenle az say›da örne¤in çal›fl›ld›¤›

klinik laboratuvarlarda spektrofotometrik

redükte glutatyon ölçüm yönteminin, çok

say›da örne¤in çal›fl›ld›¤› ifl yükünün yo¤un

oldu¤u klinik laboratuvarlarda ise HPLC

ölçüm yönteminin kullan›m›n›n daha uygun

olabilece¤i sonucuna var›lm›flt›r.
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