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OZET

Oksijen tastyan hiicreler olmasi ve hemoglobin icermeleri nedeniyle eritrositler
diger somatik hiicrelere kiyasla daha fazla oksidatif strese maruz kalirlar. Bunun
yaninda eritrositler gii¢lii antioksidan sistemle donatilmistir. Eritrosit i¢inin en 6nemli
antioksidani bir tripeptit olan glutatyondur ve yapisinda bulunan sistein aminoasidi
sayesinde tiyol grubu igerir. Okside glutatyon seviyesi oksidatif durumu gosterirken,
rediikte glutatyon seviyesi antioksidan kapasiteyi gostermektedir. Okside ve rediikte
glutatyon diizeylerini belirlemek icin giinliimiize kadar bircok yontem tariflenmistir.
Tariflenmis spektrofotometrik yontemler reaktiflerinde enzim ve koenzim kullanan
pahali yontemlerdir. Bu tez ¢alismasinda eritrosit i¢i okside ve rediikte glutatyon
diizeylerini 6lgen, yeni, ucuz, kolay uygulanabilir, yliksek dogrulugu, tekrarlanabilirligi
ve kesinligi olan bir spektrofotometrik yontem gelistirilmistir.

Yeni gelistirilen yontem iki asamadan olusmaktadir. ilk asamada ortamdaki
rediikte glutatyon diizeyleri belirlenmis ve nativ glutatyon olarak ifade edilmistir.
Sonrasinda ise okside glutatyonlar sodyum borohidrat ile GSH’a indirgenerek toplam
glutatyon diizeyi belirlenmistir. Toplam glutatyon ile nativ glutatyonun farkinin yarisi
okside glutatyon olarak verilmistir.

Yeni gelistirilen yontemin 0 ile 3000 umol/L arasinda dogrusal oldugu goriildii
(r=0,999). Gelistirilen yéntemde bulunan parametrelerin geri kazanim yiizdeleri %93,1
ile 105,9 arasindaydi. Toplam presizyonlar toplam glutatyon, nativ glutatyon ve okside
glutatyon i¢in sirastyla %2,70, %1,02 ve %6,65°ti. Ticari spektrofotometrik yontem ile
yeni gelistirilen yontemdeki toplam glutatyon, nativ glutatyon ve okside glutatyon
parametreleri i¢in korelasyonlar sirasi ile 0,901 (p<0,001), 0,913 (p<0,001) ve 0,603
(p<0,001) idi. Diyabetik hasta grubunda 6lgiilen nativ glutatyon diizeyleri anlamli
olarak diisiik iken, okside glutatyon diizeyleri anlamli olarak yiiksekti (p<0,05). HbAlc
diizeyleri ile nativ glutatyon diizeyleri arasinda negatif korelasyon var iken okside
glutatyon ile pozitif korelasyon vardi (p<0,05).

Sonug olarak, yiiksek dogruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik niteliklerine sahip
olan bu yontemin daha kolay uygulanabilir olmas1 nedeniyle, eritrosit i¢inin oksidan ve
antioksidan diizeylerindeki degisimler kolaylikla belirlenebilir.

Anahtar kelimeler: antioksidan, eritrosit, oksidasyon, GSH, GSSG
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SUMMARY

Due to the its oxygen carrying function and hemoglobin ingredient, erythrocytes
are exposed to oxidative stress more than other somatic cells. However, erythrocytes are
covered with a powerful antioxidant system. The most important antioxidant for
erythrocytes is glutathione, which is a tripeptide containing thiol group comes from its
cysteine moiety. While oxidized glutathione levels show oxidative state, reduced
glutathione levels present antioxidant capacity. So far, various methods have been
described to determine the levels of oxidized and reduced glutathione. All of the
described spectrophotometric methods are using enzymes and coenzymes, and they are
expensive methods. In this thesis; a new, inexpensive, easily applicable,
spectrophotometric method with high accuracy, reproducibility and precision was
developed to measure intra-erythrocyte oxidized and reduced glutathione levels.

The newly developed method consists of two steps. In the first step, the levels of
reduced glutathione in the sample were determined and expressed as native glutathione.
Subsequently, the total glutathione levels were determined by reducing the oxidized
glutathione with sodium borohydride. Half of the difference between total glutathione
and native glutathione is given as an oxidized glutathione.

New method was linear between 0 and 3000 pmol/L (r? = 0.999). The percentages
of recovery of the parameters of developed method were between 93.1% and 105.9%.
The total precisions of the total glutathione, native glutathione and oxidized glutathione
were 2.70%, 1.02%, and 6.65%; respectively. The correlations of total glutatione, native
glutathione and oxidized glutathione between commercial spectrophotometric method
and the newly developed method were 0.901 (p<0.001), 0.913 (p<0.001) and 0.603
(p<0.001); respectively. Native glutathione levels were significantly lower in the
diabetic patients, while oxidized glutathione levels were significantly higher (p<0.05).
There was a negative correlation between HbA1c levels and native glutathione levels,
while there was a positive correlation with oxidative glutathione (p<0.05).

In conclusion, because of easy to apply of this method with high accuracy,
precision and reproducibility, it is expected that changes in oxidant antioxidant levels of
intra-erythrocytes will be readily detectable.

Key words: antioxidant, erythrocyte, oxidation, GSH, GSSG
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kararsiz, kisa
omiirlii atom ya da molekiillerdir [1]. ik defa Moses Gomberg tarafindan
tanimlanmustir [2]. Kararsiz yapilarindan dolay1 etrafindaki molekiillerle reaksiyona
girme ve elektron alarak kararli hale ulagsma egilimindedirler [1]. Kimyasal ve
biyokimyasal tepkimeler her zaman atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar ile
gerceklesir. Dis orbitalde bulunan bu ¢iftlenmemis elektronlar serbest radikallere
yiiksek kimyasal aktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotidler gibi bircok
biyolojik yapida hasara yol agarlar [3, 4]. Bu hasarlar sonucu diyabetik nefropati [5],
Parkinson hastaligi [6], Alzheimer hastaligi [4], kalp-damar hastaliklar1 [7], yaslanma
[3, 8, 9], kanser [10, 11], eriptoz [12, 13] gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol
oynadigina dair bilgiler bulunmaktadir.

Serbest radikallerin baslica 3 yolla meydana geldigi kabul edilmektedir[14].
1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin homolitik boliinmesi=X : Y — X*+ Y*
2. Normal bir molekiiliin bir elektronun kaybetmesi= A -€ — A® + e~

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi= A + e~ — A°*”

Serbest radikal denildiginde, yapist geregi radikal olma egilimi yiiksek olan
oksijenden tiireyen reaktif oksijen tiirleri (stiperoksit, hidroksiperoksit, hidroksil
radikali, alkoksil, peroksil radikali vb.) [1] akla gelmekle birlikte; reaktif karbonil tiirleri
(metil glioksal, glioksal vb.) [15], reaktif nitrogen tiirleri (nitrdz oksit, nitrojen dioksit,
nitril klorid, peroxynitrite vb.) [16-18], reaktif karbon tiirleri (triklorometil vb.) [17, 19]
ve reaktif siilfiir tiirleri de (tiyil, vb. ) mevcuttur [20]. Organizmada siirekli olarak
serbest radikaller ve serbest oksijen reaktifleri olusmaktadir ve en sik elektron transferi
sonucu olusurlar [1]. Serbest radikaller endojen kaynakli indirgenme yiikseltgenme
(redoks) tepkimelerinde; mitokondrilerde solunum zincirinde, hiicre membraninda
prostaglandin sentezinde, sitokrom P450 sistemi ile detoksifikasyon sirasinda, aktif
16kositlerde, normal metabolizma sirasinda tiretilirler [1]. Ayrica bu molekiiller
ultraviyole 1s1nlari, hava kirliligi, sigara dumani, parasetamol, nitrofurantoin gibi ilag

kullanimi gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle eksojen kaynakli olarak da olusabilirler



[21]. Radikaller radikal olmayan molekiiller ile reaksiyona girdiginde yeni radikaller
olusur [22]. Bundan dolay1 reaktif tiirlerinin olusumu serbest radikal zincir

reaksiyonlariin baglatilmasi gibidir.

1.1.1. Reaktif oksijen tiirleri

Aerobik canlilarda hayati dneme sahip olan O iki eslesmemis elektrona sahip
oldugu i¢in diradikaldir (Sekil 1.1). Alinan oksijenin biiyiik cogunlugu elektron
transport zincirinde 4 elektron mekanizmasi ile reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusturmadan suya doniismektedir [23, 24]. Bununla birlikte viicuda alinan oksijenin bir
kismi tek elektron alarak siiperoksit anyon radikaline (O2°") indirgenir, bunu bir
elektron indirgenmesi ve iki proton kabulii ile hidrojen peroksit (H202) olusur.
Sonrasinda H2O: bir elektron daha alarak hidroksil radikaline (HO®) ve hidroksil
anyonuna (OH") doniisiir. Son olarak HO® i bir elektron ve proton alarak suya doniisiir
(Sekil 1.2) [25, 26]. Sonugta oksijenin suya doniisiimiinde tek elektron transfer
adimlarinda ROS olusmaktadir ve viicuda alinan toplam oksijenin %1-3’ii ROS’a

dénmektedir [27].

0
t-0-0-
Molekiiler Oksijen
Diradikal

Sekil 1.1. Oksijen molekiiliiniin diradikal dogal yapisi

0, —— 05 zir H,0,——HO+ HO
de|4H"
eH" H)
2H,0 %

H+

Sekil 1.2. Molekiiler oksijenin 4 elektron ile indirgenme semast



ROS, serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri olmak {izere iki

ana gruba ayrilmaktadir (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Serbest oksijen radikallerinin siniflandirilmasi ve bazi karakteristik

szellikleri [28, 29]

Grup Isim Sembol Yar 6miir,sn  Ozellik
Serbest Siiperoksit ~ 02*~ 1x10° Zay1f oksidan, giiclii
Radikaller anyon rediiktan
radikali
Hidroksil OH* 1x107° Asir reaktif
radikali
Perhidroksil ~ HO-* Siiperoksitten giiglii
oksidandir, lipid
peroksidasyonunu
baslatabilir
Alkoksil RO* 1x10 Reaktivitesi peroksil ve
radikali hidroksil radikali
arasindadir.
Peroksil ROO®*  1x10? Hidroksile gore diisiik
radikali oksitleyicidir
Radikal Hidrojen H20 1x10° Oksidandir fakat
Olmayan peroksit organik substratlarla
Bilesikler reaksiyonu yavastir.
Yiiksek difiizyon
yetenegi vardir.
Singlet 10, 1x10® Giiclii oksitleyici ajan
oksijen

1.1.1.1. Siiperoksit radikali

Oksijenin bir elektron ile rediiklenmesi sonucu olugsan O2°* ilk kez 1969 yilinda

McCord ve Fridovich tarafindan kesfedilmistir [30]. Diger ROS’larin olusum

kaskadinin baglangici olmasi nedeniyle oksijen toksisitesinin ana nedenidir [31, 32].

Tiyoller [33], hemoglobin [34], tetrahidropterinler [35], katekolaminler [36] gibi

molekiillerin ve rediiklenmis geg¢is metallerinin [37] oto-oksidasyonu sirasinda O2°*~

olusmaktadir.



1.1.1.2. Hidrojen perosit

H20> yapisinda eslesmemis elektron igermedigi icin radikal degildir [38].
Oksijenin iki elektron ile enzimatik olarak rediiksiyonu ya da siiperoksitlerin enzimatik
veya enzimatik olmayan tepkimeler ile bir elektron eklenmesi sonucunda {iretilir [39,
40].

O2+2e +2H" == H,0,

02*+e +2HY == H,0,
202° + 2H" = H,0,

Stiperoksit radikalinden H202’ye déniisiimii dismutasyon olarak isimlendirilir. Bu
reaksiyon ya spontan olarak ya da katalitik aktivitesi cok yiiksek (2x10° M~1s1) [41]
olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile gergeklesir [42].

SOD
0'2_ + 02_ + 2H+ ) Hzoz
H202’nin radikal olmadig1 halde yiikseltgen olarak kabul edilmesinin nedeni,
demir gibi metal iyonlarinin varhginda Fenton reaksiyonu ile HO®'ine ve yiiksek
oksidan 6zellikli demir radikallerine doniisiir [43-45].

Fe?*+H0, == Fe**+OH ™ +OH*

H202, Haber Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan tepkime ile direkt O2°*" ile

reaksiyona girerek de HO® olusturur [46, 47].
02 +H02 === O+ 0H +OH*

1.1.1.3. Hidroksil radikali

Hidroksil radikali en aktif ve toksik reaktif oksijen tiirtidiir [48]. Fenton ve Haber

Weiss reaksiyonlar1 sonucunda olusur [44, 47]. Cok kisa yarilanma 6mriine sahip



olmasina [49] ragmen proteinlerle, lipitlerle, karbonhidratlarla ve DNA’yla ciddi
reaksiyona girerek ciddi hasarlar olusturur [48]. Ayn1 zamanda poliansature yag

asitlerinden bir proton alarak lipit peroksidasyonunu da baslatir [48].

1.2. Serbest radikallerin etkileri

1.2.1. Serbest radikallerin lipitlere etkisi

Serbest radikallerin etkisine en duyarli biyomolekiil lipitlerdir. Lipit
peroksidasyonu hiicre membraninda bulunan ya da serbest poliansatiire yag asitlerinin
serbest radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu peroksil, aldehid, hidroksil yag asitleri
gibi tirtinlerin olusmasi olarak bilinir ve bu peroksidasyon ile meydana gelen membran
hasar1 geri doniisiimsiizdiir [48, 50]. Serbest radikallerin yag asitlerinlerinden bir
hidrojen atomunu uzaklastirmasi ile karbon atomunda eslesmemis bir elektron birakir.
Bu olusan karbon radikali molekiil i¢i baglarin pozisyonlarin degismesiyle daha kararli
olan dien konjugatlarina doniisiir. Konjuge dienler molekiiler oksijenle reaksiyona
girerek lipit peroksil radikali olusturur. Lipit peroksil radikalleri diger lipitlerdeki
doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni radikallerin olusumuna sebep olurken,
kendileri de ortaya ¢ikan H atomunu alarak lipit hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece
kendi kendine katalizleyen bir reaksiyon olarak devam eder [51] .Vitamin E gibi zincir
kiric1 antioksidanlar peroksil radikalinin bu zincirleme reaksiyonunu ve
fosfolipithidroperoksitleri yok ederken, glutatyon peroksidaz ise membrandaki
peroksitleri ortadan kaldirir. Normal membran dongiisii de hasar gérmiis lipitleri

temizler [47].

1.2.2. Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Proteinler oksidatif olarak ii¢ sekilde etkilenirler:
-Spesifik amino asitlerin oksidatif modifikasyonu
-Serbest radikal aracili peptit boliinmesi

-Lipid peroksidasyon tiriinleri ile reaksiyona girerek protein ¢apraz bag olusumu.



Methionin, sistein, arginin ve histidin gibi amino asitleri igeren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler [52]. Genellikle peroksil radikali proteinlerin
oksidasyonu i¢in serbest radikali tiirii olarak diisiiniiliir. ROS, proteinlerle reaksiyona
girerek metiyonin siilfoksit ve protein karbonillerin olusumuna sebep olur. Olusan
metiyonin siilfoksit ve protein peroksitler diger amino asitlerin modifikasyonu, daha
fazla disiilfid bag1 olusumu gibi etkilerle proteinlerin yapisinin bozulmasia neden
olurlar. Proteinlerin oksidasyonu sonucu ya asir1 reaktif gruplar igeren proteinler
membrana ve hiicresel fonksiyonlara ciddi zararlar verir ya da yapilar1 bozulmus
proteinlerden dolay1 enzimlerin, reseptorlerin aktiviteleri ve membran protein aracilt
taginma etkilenir. Oksidasyon sonrasi proteinlerde olusan metiyonin siilfoksit gruplari,
metiyonin siilfoksit rediiktaz enzimi ile onarilabilirken, diger hasar gérmiis proteinler ya

onarilir ya da proteolize ugrar [53].

1.2.3. Serbest radikallerin niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri

Serbest radikaller farkli mekanizmalar ile DNA igeriginde bulunan baz ve
sekerlerde modifikasyonlara, tek ve cift zincir kiriklarina, abazik bolgeler olusumuna,
DNA-protein ¢apraz bag olusumuna sebep olarak hasara yol acarlar. Hidroksil radikali
piirin ve pirimidin bazlarla reaksiyona girerek 8-hidroksi guanin, 5-hidroksi sitozin,
timin glikol, 8-hidroksi adenin, 5-hidroksimethil urasil, sitozin glikol gibi yeni iiriinler

ortaya ¢ikar [54].

1.2.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Monosakkaritlerin oto-oksidasyonu ile H2O, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diyabet gibi kronik hastaliklarin patolojik
stireglerinde onemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilmeleri ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay1

antimitotik etki gosterirler [55].



1.3. Antioksidan sistem

1.3.1. Antioksidanlar

Antioksidan savunma; canlilarda bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA
gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun dnlenmesi veya geciktirilebilmesidir.
Bu siiregte gorev alan maddelere ‘antioksidanlar’ denir [56]. Antioksidanlar,
yiikseltgenebilen substratlara kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda bulunan,
substaratin prooksidanlar tarafindan baslatilan oksidasyonunu engelleyen ya da
geciktiren maddelerdir ve doku hasarlarini 6nleyebilirler. Antioksidanlar oksidatif
sistemde farkli sekillerde etki gosterebilir [50, 57, 58]:

- Oksijen konsantrasyonunu diisiirebilirler

- Metal iyonlarini selatlayarak radikal olusumunu engelleyebilirler

- Hidroksil radikali, siiperoksit radikali gibi serbest radikalleri soniime ugratirlar
ya da daha zayif yeni molekiile gevirirler (siipiirme etkisi). SOD, katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler bu sekilde etki gosterirler.

- Serbest radikaller ile etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltabilirler veya inaktive edebilirler (sondiirme etkisi). Askorbik asit, a-
tokoferol, flavonoitler (kuersetin, katesin vb.) bu sekilde etki gosterirler.

- Radikalleri baglayarak nétralize edebilirler (zincir kirict). Seruloplazmin gibi
bilesikler bu sekilde etki gosterirler.

- Serbest radikallerce olusturulmus hasari onarabilirler (onarict etki).

1.3.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar; yapilarina (enzimatik ve enzimatik olmayanlar), lokalizasyonuna
(intraseliiler ve ekstraseliiler), kaynagina (endojen ve ekzojen kaynakli),
coziintirliiklerine (yagda ¢oziinenler ve suda ¢dziinenler) ya da siipiiriicii eylemlerine
gore (primer savunma: direkt direkt Oz‘den tiireyen serbest radikallerle etkilesenler,
sekonder savunma: O2*" ‘nin dismutasyonuyla olusan radikalleri yakalayanlar)
siiflandirabilirler. Tablo 1.2°de antioksidanlarin yapilarina gore enzimatik ve enzimatik

olmayanlar olmak tizere 2 ana grupta siniflandirilmistir. Enzimatik olmayan



antioksidanlara; glutatyon, askorbik asit, a-tokoferol, B-karoten, koenzim Q10, lutein,
tirik asit, bilirubin, flavonoitler ve birgok polifenolik bilesikler gibi birgok drnek
verilerbilir. Enzimatik olan antioksidanlar ise GSH-Px, SOD, Glutatyon rediiktaz (GR)
ve CAT gibi enzimlerdir [48, 59].

Tablo 1.2. Antioksidanlarin yapilarina gore siniflandirmasi

Enzimatik Birincil SOD, Katalaz,
Antioksidanlar F”Zim'er GSH-Px
Ikincil Glutatyon
Enzimler Rediiktaz
Enzimatik Mineraller Cinko, Selenyum
Olmayan Vitaminler Vitamin A, C, E
B-Karoten,

Antioksidanlar

Karotenoidler

Likopen, Lutein,

Zeoksantin
Organosiilfiir Allium, Alilsulfit,
Bilesikleri Indoller
Diisiik Mol
Glutatyon,
Agirlikl . )
o Urik Asit
Antioksidanlar
Antioksidan )
Koenzim Q10
Kofaktorler
Izoflavanoidler Genistein
Kuersetin,
Flavonoller
Kaemferol
) L Sivanidin,
Flavonoidler Antosiyanidinler o
Delfinidin
) Flavanoller Katesin
Polifenoller .
Flavonlar Krisin
Flavanonlar Hesperidin
Hidroksisinnamik  Ferulik Asit, p-
) ) Asitler Kumarik Asit
Fenolik Asitler : ; : : :
Hidroksibenzoik  Gallik Asit,
Asitler Ellagik Asit




1.3.2.1. Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlarin reaksiyonlar1 Sekil 1.3’te 6zetlenmistir.

Fe'

OH
2GSH NADP*
GSH-Px GR

GSSG” ™ NADPH'

2H20+02 2H:0

Sekil 1.3. Enzimatik antioksidanlarin reaksiyonlari
1.3.2.1.1. Siiperoksit dismutaz

Ik kez McCord ve Fridovich tarafindan katalitik fonksiyonu ortaya konulan
sliperoksit dismutaz (SOD) enzimi siiperoksit radikalinin (O2°"), H2O2 ve molekiiler
oksijene (O2) dismutasyonunu katalizleyen bir antioksidan enzimdir [60]. Ekstraseliiler
aktivitesi ¢ok diisiik olan SOD enziminin 3 izoenzimi bulunmaktadir. Ekstraseliiler
matrikste EC-SOD, sitozolde CuZn-SOD ve mitokondri matriksinde Mn-SOD
izoenzimleri bulunur. Tepkime sonucu olusan H2O2’nin ortadan kaldirilmasi i¢in GSH

peroksidaz ve katalaz (CAT) ile birlikte ¢aligir [48].
SOD
0y + 05 + 2Ht ——— H,0, + 0,

1.3.2.1.2. Katalaz

Esas olarak peroksizom ve mitokondride bulunan, primer antioksidan savunma
komponenti olan hemoproteindir. CAT enzimi H2Oz’yi suya ve oksijene
parcalamaktadir. Karaciger, bobrek ve kirmizi kan hiicreleri yliksek miktarda katalaza

sahiptir [61].

CAT
HzOz —_— Hzo + 02



1.3.2.1.3. Glutatyon peroksidaz

Glutatyon peroksidaz sitozolde ve mitokondri matriksinde bulunan H.O> ve
organik peroksitlerin rediiksiyonunundan sorumlu enzimdir [62]. GSH-Px’1 1957
yilinda ilk kez kirmizi kan hiicrelerinde tanimlayan Mills, GSH-Px’in hemoglobini
oksidatif hasara kars1 korudugunu géstermistir [63]. iki tipi vardir. Selenyuma bagimli
olan, hem H>O>’1, hem de lipit hidroperoksitleri; selenyumdan bagimsiz olan, sadece
lipit hidroperoksitleri indirger [64]. Ayrica memranda bulunan fosfolipit
hidroksiperoksitlerinin alkole indirgenmesinden sorumlu olan sitozolik fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz enzimi de vardir. Reaksiyon sonucu okside
glutatyon (GSSG) olusur. Antioksidan savunmanin siirdiiriilebilmesi i¢in okside
glutatyonun tekrar indirgenmesi gerekir. GSSG konsantrasyonundaki artis oksidatif

stresin bir gostergesi olarak kabul edilir [48].

GSH-Px
2GSH + H,0, ————— GSSG + 2H,0

GSH-Px
2GSH + ROOH ————  GSSG + H,0 + ROH

1.3.2.1.4. Glutatyon rediiktaz

Hiicre iginde sitozol ve mitokondride bulunan glutatyon rediiktaz (GR)
Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) varliginda oksitlenmis glutatyonun
tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiirerek dolayli antioksidan etki gosterir [65].

GR
GSSG + NADPH + HY ——— 2GSH + NADP*

1.3.2.1.5. Glutatyon-S-transferaz (GST)

Bir bagka antioksidan enzim ailesi olan GST’ler; doymamuis aldehitleri, epoksitler

ve hidroperoksitleri inaktive eder [48].
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1.3.2.2. Glutatyon haricindeki baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar

1.3.2.2.1. E vitamini (a- tokoferol)

Lipofilik olan E vitamini, hiicre zarinin hidrofobik i¢ bolgesinde yogunlasir ve
oksidan kaynakl1 zar hasarina kars1 temel savunmayi olusturur. Yapisinda bulunan
fenolik hidrojen atomunu lipid peroksil radikaline transfer ederek lipit zincir

reaksiyonunu kirar. En aktif formu a-tokoferoldiir [48].

1.3.2.2.2. C vitamini

Rediiktan ve antioksidan ajan olarak siiperoksit, HO® ve ¢esitli lipit
hidroperoksitlerle direkt reaksiyona girerler[66, 67]. Oksitlenmis tokoferoliin
antioksidan 6zelliklerini tekrar geri kazanmasini saglarlar[68]. Diger suda ¢6ziinen
antioksidanlara gore C vitamini plazma lipid peroksidasyonuna karsi en etkili koruma
saglar[69]. C vitamini hem antioksidan hem prooksidandir [70]. Askorbatin lipit
peroksidasyonunu arttiran prooksidan aktivitesinin, onun Fe™"ii Fe*?’ye

indirgeyebilmesine bagli oldugu gosterilmistir [71].

1.3.2.2.3. Peroksiredoksin

Peroksiredoksin (Prx), H20- ve alkil hidroperoksitleri suya ve alkole indirgeyen
antioksidanlardir. Peroksit rediiksiyonunu sistein rezidiileri sayesinde katalize ederler.
Memelilerde bilinen 6 izoformu (I-6) vardir [72]. Antioksidasyon 6zelliklerini sistein
gruplar1 arasinda olusturdugu disiilfid baglari ile saglarlar. Olusan disiilfid baglar1 da
tiyoredoksin (Trx) ile indirgenerek tekrar Prx olusturulur ve dongii tamamlanir [73]. Trx
ise NADPH’1 koenzim olarak kullanan tiyoredoksin rediiktaz enzimi tarafindan tekrar

rejenere edilir [74].
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1.3.2.2.4. Karotenoidler (B-Karoten)

Karotenoidler bitkilerde bulunan pigmentlerdir. B-karotenin peroksil (ROO?),
OH?® ve O,* radikalleriyle reaksiyona girdigi bulunmustur [75]. Karotenoidler, diisiik
oksijen kismi basincinda antioksidan etki gosterirken, yiiksek oksijen

konsantrasyonlarinda pro-oksidan etkilere sahip olabilirler [76].

1.3.2.2.5. Lipoik asit

Alfa lipoik asit hem yagda hem de suda ¢6ziinebilmesi ile diger antioksidanlardan

ayrilir. Baz1 yiyeceklerde bulundugu gibi viicutta da sentezlenebilirler [77].

1.3.2.2.6. Urik asit

Piirin metabolizmasinda son iiriin olan iirik asit, biyolojik antioksidan
fonksiyonu goriir. OH® radikalini yakalamasi ile oksidan hasara karsi antioksidan
aktivite gosterir [78, 79]. Urik asidin plazmada bulunan askorbik asidi stabilize etmesi,

direkt antioksidan aktivitesinden daha 6nemli goriilmektedir [80].

1.3.2.2.7. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifizinden salgilanir. Biyolojik ritmi
diizenleyici, uyku indiikleyici ve immun sistem stimiilasyonu gibi gérevleri vardir.
Bunun yaninda melatoninin OH®, O2*" ve NO*® gibi serbest radikalleri siipiiren bir
antioksidan oldugu da gosterilmistir [81, 82] . Ekzojen olarak melatonin verilmesinin;
DNA’y1, membran lipitlerini ve sitozolik proteinleri oksidatif hasardan korudugu

gosterilmistir [83].

1.4. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP)

Insanlarda NADPH’nin ana kaynag1 pentoz fosfat yolagidir [84]. Bununla birlikte

malik enzim, izositrat dehidrojenaz, glutamat dehidrojenaz ve nikotinamid niikleotid
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transhidrojenaz gibi enzimlerce de tretilir [85] . NADPH, oksidatif hasara kars1
korunmada gereken indirgeme potansiyelini saglar ve GSSG’lerin tekrar GSH’a
dontismesinde rol alir. NADPH ayrica anabolik yollarda lipit sentezi, niikleik asit

sentezi, kolesterol sentezi ve yag asidi zinciri uzamasinda da kullanilir [84].

1.5. Glutatyon

Genel bilgiler:

Glutatyon (L-gama-glutamil-L-sisteinil glisin); antioksidan hiicresel savunmada
yer alan, tiyol grubu igeren, protein olmayan, hiicre i¢inde en fazla bulunan
antioksidandir. Sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptittir ve aktif grubunu
sisteinin igerdigi tiyol (-SH) grubu temsil etmektedir. Glutatyonun kimyasal yapis1 Sekil
1.4°te gorillmektedir. Glutatyon (GSH); tiim organlarda bulunan, 6zellikle karacigerde
tiretilen, bir molekiildiir. Hemen hemen tiim memeli dokularinda bulunur. Hiicre ici
konsantrasyonu genelde ~0,5 mM’dir, ancak bazen 10 mM’a kadar ulastig1 olur [86].
Glutatyonun hiicre i¢i seviyesi sistein ve sistinden daha yiiksektir; dolayisiyla glutatyon,
sistein komponentinin bir saklanma sekli olarak da islev gérmektedir [87]. Glutatyonun
antioksidasyon fonksiyonu yaninda hiicre i¢i redoks potansiyelini belirleyerek hiicrenin
apopitozise ya da proliferasyona girmesini belirlemek, prostoglandin ve sitokin sentezi,
sinyal iletimi, detoksifikasyon, protein ve DNA sentezi gibi bir¢ok islevi vardir [1].

Tablo 1.3’te glutatyonun fonksiyonlar1 6zetlenmistir.

H\i
N
HO OH

NH» O

Sekil 1.4. Glutatyonun kimyasal yapisi
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Tablo 1.3. Glutatyonun fonksiyonlari

Antioksidan savunma

» Serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini temizleme

» Hidrojen ve lipid peroksitleri uzaklagtirma

» Biyomolekiilleri oksidasyondan koruma
Metabolizma

Lokotrien ve prostoglandin sentezi
Formaldehidin formata doniisiimii
Methylglyoxal’dan D-laktat tiretimi
Elektrofillerden merkapturat olusumu
Glutatyon-NO bilesigi olusumu
Sistein depolanmasi ve transportu
Diizenleme

VVYVVVYY

Intraseliiler redoks potansiyeli

Sinyal iletimi ve gen ekspresyonu
Hiicre ¢ogalmasi ve apopitozisi
Sitokin iiretimi ve immun cevap
Protein glutatyonilizasyon
Mitokondriyal fonksiyon ve biitiinliigi

YVVVVYY

Hiicrelerde toplam glutatyon serbest veya proteinlere bagli olabilir. Serbest
glutatyon, ¢ogunlukla oksidatif stres sirasinda oksitlenmis forma doniistiirtilebilen
indirgenmis formda bulunur ve oksitlenmis glutatyonlar, glutatyon rediiktazin etkisi ile
indirgenmis sekle geri dondiiriilebilir (Sekil 1.5). Redoks durumu, rediiklenmis ve
oksitlenmis glutatyon formlariin (GSH / GSSG) oransal miktarlarina baglidir ve hiicre
icinde oksidatif stresin kritik bir belirteci gibi goriinmektedir. Normal kosullar altinda,
indirgenmis GSH nin oksitlenmis form tizerinde baskin olmasiyla, GSH memeli
hiicrelerinde 0,5 ile 10 mM arasindaki konsantrasyonlarda bulunur. Dinlenen hiicrelerde
GSH/GSSG oran1 100’1 asarken, oksidatif stresin ¢esitli modellerinde bu oranin 10 ile 1
arasinda degistigi bildirilmistir [88]. Ayrica, glutatyon proteinlere baglanabilir ve bu da

glutatyonillenmis proteinlerin olusumuna yol agar.
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0,
Mitokondriyal solunum, iyonize radyasyon,
tiyollerin ve hemoglobinin oto-oksidasyonu,
herbisitler ve antimaleryal ilaglar

Siiperoksit ~«—

radikali 2
2H '€
Hidroi Glutatyon peroksidaz
rojen H.0, > 2H,0
peroksit
+
H \(_e—
H,0 2GSH GSSG
'
Hidroksil . '
idroksi . ’
radikali O "
®4-—" Glutatyon
rediiktaz
Y
Lipit,protein ve NADP* NADPH + H*
DNA’larda
oksidatif hasar
Glukoz - 6-fosfat
6-fosfat Glukoz 6-fosfat  glukano-é-lakton
dehidrogenaz
(G6PD)

Sekil 1.5. Reaktif oksijen tiirleri olusumu ve glutatyonun antioksidasyon indirgenme ve
yiikseltgenme reaksiyonlari

Glutatyonun iki karakteristik yapisal 6zelligi vardir: bir y-glutamil bag ve bir
stilfidril grubu. Tripeptitin bu kisimlar1 glutatyonun gorev aldigi fonksiyonda rol alirlar.
Glutatyon; koenzim A, ¢esitli enzim ve proteinler gibi sulfidril grubu iceren
molekiillerin siilfidril gruplarinin olusumu ve rediikte halde tutulmasinda rol oynayan
transhidrojenasyon reaksiyonlarina katilir. Rediikte glutatyonu peptidaz ataklarina karsi
direncli yapan tiyol gruplar1 ve y- glutamil baglaridir. Hiicre zarin1 oksidatif hasardan
korur. H202, O2*7, ONOO™, RO,* ve OH* radikali gibi ¢esitli elektrofilik ve okside edici
bilesiklerle etkilesimle hem niikleofil hem de etkili indirgeyici olarak islev goriir [89].

Rediikte glutatyon hidrojen atomu vererek serbest radikallerle, 6zellikle hidroksil ve
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karbon radikalleriyle, etkilesime girer. Bu reaksiyonlar serbest radikal hasarinda temel
radikal olarak bilinen HO® ni nétralize ederek koruma saglayabilir [90]. Ayn1 zamanda,
glutatyon ile etkilesime giren ve nihayetinde idrar veya diskilarda merkaptiirik asitler
seklinde atilan g¢esitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol oynar. Glutatyonun
y-glutamil kisminin amino asitlerin (6zellikle sistin ve diger bazi nétr amino asitler),
peptitlerin ve aminlerin taginmasinda islev gordiigiine dair kanit vardir [87].

Glutatyonun sentezi ve yikilimi y-glutamil dongiisiiniin reaksiyonlari ile
gerceklesir. y -glutamil dongiisii; y-glutamil sistein sentetaz (GCS) ve glutatyon sentetaz
enzimlerinin de yer aldig1 alt1 enzimli bir dizi reaksiyonu i¢eren dongiidiir (Sekil 1.6)
[91, 92]. GCS enziminin katalizledigi reaksiyon hiz kisitlayici basamagi
olusturmaktadir. Oksidatif stres, inflamasyon sitokinleri, kanser, kemoterapi, iyonize
radyasyon, 1s1 soku, prostoglandin A2, agir metaller ve insiilin GCS aktivitesinin ya da
sentezini arttirmaktadir [93, 94]. Buna karsin protein eksikligi, deksametazon,
eritropoetin, tiimor biiyiime faktorii ve hiperglisemi GCS aktivitesini diistirmektedir [93,
94]. Glutatyon sentezinin gergeklesmesi nedeniyle bu dongii glutatyanonun birgok islevi
ile yakindan iliskilidir. Ornegin y-glutamil déngiisiiniin kusurlu oldugu birgok hastanin
zihinsel engelli oldugu goriilmiistiir [87].

Glutatyon, bazi hiicrelerin dis yiizeylerine baglanmig bir enzim olan y-glutamil
transpeptidaz tarafindan tasinir. y -glutamil transpeptidaz aktivitesi y-glutamil-amino
asit ve sisteinil-glisin olusumuna yol agar. Daha sonra sisteinil-glisin, sistein ve glisin
olusturmak {iizere dipeptidaz ile ayrilir. Transpeptidasyon reaksiyonunda olusan vy-
glutamil-amino asitler hiicre i¢i enzim olan y-glutamil siklotransferaz ile serbest amino
asitler ve 5-oksoproline doniistiiriiliir. 5-oksoprolin, glutamat elde etmek tizere dongiiye
tekrar girebilir [87, 95].
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1: aspartate aminotransferase
2: alanine aminotransferase a- ketogl utarate |
3: glutamine aminohydrolase Al GlIn
4: y-glutamyl cysteine synthetase A\Sp ’a' Glucose
5: glutathione synthetase \‘ Ala ‘
6: GSH peroxidase Aspy 1 2y ‘
7: GSSG reductase = > Gln
8: G-6-P dehydrogenase
B12, B6 Glu €
Gly x—) Met
sxSer . HomoCys ATP EMP
Cys ADP + Pi
y-Glu-Cys
5
+ > Gly ATP EMP !
4
Gly 5 ADP + Pi
/ HPS
Lipid-OOH/HZOﬁf-—GSHQ\ /ANADP"\J’“G -6P
6 7 8
Lipid-OH/H,0 4{"\& GSSG—/\— NADPH(——L} 6PG
7~ ATP EMP
~>»ADP + Pi
GSSGC\t

Sekil 1.6. Eritrositlerde glutatyon sentezi ve dongiisii

EMP: Embden-Meyerhof yolag: (anaerobik glikoliz), HPS: heksoz monofosfat yolu (pentoz fosfat yolu),
G-6P: Glukoz 6-fosfat, 6 PG: 6-fosfoglukonolakton, Glu: glutamat, GIn: glutamin, Gly: glisin, Cys:
sistein, Ala: alanin ve Asp: Aspartat yerine kullanilmistir [96]

Geri doniistimsiiz hiicre hasari, hiicre GSH igerigini devam ettiremediginde
gozlemlenir [97]. Genel olarak, bir hiicrenin glutatyon diizeyinde artig olmasi bazi
antitiimor ajanlara kars1 daha direncli ve ayn1 zamanda radyasyon ve oksidatif etkilere
kars1 daha direngli olmasini saglar. Dolayisiyla, glutatyon metabolizmasinin
modiilasyonunun, hiicreleri segici olarak yok etme veya koruma vasitasi

olusturabilecegi ongoriilmektedir [98].

1.5.1. Glutatyon 6l¢iim yontemleri

Okside ve rediikte glutatyon miktarinin tayininde ilk basamak genellikle 6rnekteki
proteinlerin asidifikasyon (trikloroasetik asit (TCA), perklorik asit, trifloroasetik asit,
monofosforik asit (MPA) veya siilfosalisilik asit) ile ¢oktiiriilmesi ve santrifiij edilerek

berrak, protein icermeyen supernatant elde edilmesidir. Daha sonrasinda ise GSSG’lerin
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indirgenmesi gerekmektedir. Indirgeyici olarak siilfidril grubu igeren rediiktanlar
(ditiyoeritol, ditiyotreitol (DTT) veya 2-merkaptoetanol), sodyum ve potasyum
borohidrit, trialkilfosfinler (tributilfosfin (TBP), trifenilfosfin (TPP), tris-(2-
karboksietil)fosfin (TCEP), trimetil-TCEP) ve ditiyonit kullanilabilir. Ayrica 6l¢iim
yontemlerinde karsilasilan baska bir problemde GSH’larin kendi kendine oksitlenmesi
ve GSSG’lerin yliksek okunmasidir. GSH’larin oto-oksidasyonunu engellemek i¢in N-
etilmaleimid (NEM) [99], 2-vinilpiridin (2-VP) [100], 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene
[101], iodoacetic acid (IAA), bis (3-karboksi-4-nitrofenil) disiilfid, 1-methyl-2-
vinylpyridinium trifluoromethane sulfonate (M2VP), 1-methyl-4-vinylpyridinium
trifluoromethane sulfonate (M4VP) [102] gibi tiyol maskeleyici ajanlarin kullanilmasi
ya da ortami asidik yapmak [103] gerekmektedir. Sonrasinda, GSH ve GSSG’ler
spektrofotometre, fluorometre, HPLC, biyoliimisans, kapiller elektroforez, LC-MS ya
da GC-MS kullanilarak 6lgiiliir [104].

1.5.1.1. Spektrofotometrik yontemler

Spektrofotometrik dl¢iim yontemlerinde en sik kullanilan molekiiller Ellman
reaktifi ((5,5°-ditiyobis- (2-nitrobenzoik) —asit) (DTNB)) (Sekil 1.7), 4-DPS 4-
tiyopirodin (4-TP)’dir. Bu molekiiller farkli pH araliklarinda galisilabilmektedir. Sekil
1.8’de de goriildiigii gibi DTNB ile 6l¢iim yapan yontemlerde pH’1in en az 7 olmast
gerekmektedir [105].
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Sekil 1.7. DTNB bilesiginin kimyasal yapis1

2«10*F
1.5x10* F

1x10* F

Extinction coefficient (M‘1cm‘1)

5000 |

Sekil 1.8. TNB, 4-TP ve 4-DPS’nin pH’a kars1 molar ekstinksiyon katsayilari
e: TNB, o:4-TP ve v: 4-DPS (Hansen, 2007)

1959°da Ellman tarafindan ilk defa biyolojik numunelerin sulfidril gruplarinin ve
glutatyon diizeyinin belirlenmesi ile ilgili makale yayinlanmistir [106]. Sonrasinda
Owens ve Belcher [107] tarafindan kesfedilen, Tietze [108] tarafindan gelistirilen ve

Adams ve arkadaslari tarafindan modifiye edilen [109] enzimatik geri doniistiirme

19



reaksiyonuna dayanan yontem ortaya konulmustur. Bu yontemde; GR enzimi ile
GSSG’ler GSH’a indirgenirken NADPH’lar ise oksitlenir. Ortaya ¢ikan GSH’lar ise
DTNB ile oksitlenerek ortaya 5-tiyo-2-nitrobenzoik acit (TNB) ve GSTNB cikarirlar.
Ortaya ¢ikan TNB 412 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir (Sekil 1.9). TNB miktar1
ornekteki toplam GSSG ve GSH miktarlar1 ile dogru orantilidir. NEM, bis (3-karboksi-
4-nitrofenil) disiilfid ve IAA gibi tiyol blokerleri ile 6n isleme sokulmasi ile GSSG ve
GSH diizeylerinin ayr1 ayr1 6lgiilebilecegini ortaya koymuslardir [87, 109]. Daha
sonralar1 2-VVP’nin de bu amacla kullanilabilecegi ve NEM’in aksine glutatyon rediiktaz
tizerinde anlamli bir inhibisyon etkisinin olmadig1 bu nedenle uzaklastirilmasinin
gerekmedigini rapor edilmistir [100]. Rossi ve arkadaslar ise asidifikasyon igleminin
GSH’1n zaman bagimli oksidasyonunu engelledigini ve bu nedenle NEM gibi
molekiillerin sadece protein ¢oktiirme islemine kadar gegen siirede ise yarayacagini

ortaya koymuslardir [103].
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Sekil 1.9. DTNB ve TNB mokekiillerinin absorbans spektrumlari

Sik¢a kullanilan bir diger spektrofotometrik yontem ise Brigelius ve ark.
tarafindan bildirilen sadece GSH’yi 6l¢en, GST enziminin varliginda 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen ile GSH’1n reaksiyonu sonucu olusan S- (2,4-dinitrofenil) —glutatyonun
son nokta olgtimiine dayanan metottur [110]. Bir bagka yontem ise Giintherberg ve Rost
tarafindan 1966’da tanimlanan, eritrositlerde GSSG tayini i¢in gelistirilen GR enziminin

NADPH tiiketmesine dayanan GSSG-son nokta metodudur [111].
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1.5.1.2. Fluorometrik yontemler

Cohn ve Lyle [112] tarafindan, o-fitaldehit (OPA) ve amino asitler arasindaki
reaksiyona dayanan, biyolojik dokularda indirgenmis glutatyon tayininde
kullanilabilecek fluorometrik test tarif edilmistir. Hissin ve Hilf [113] bu yontemi,
indirgenmis ve oksitlenmis glutatyonun belirlenmesine olanak taniyacak sekilde
degistirmislerdir. Bu yontemde glutatyonun serbest tiyol grubuna baglanarak son derece
floresan bir tiirevini iireten OPA, floresan reaktifi olarak kullanilir. Bu yontemde GSSG
tayini i¢in numunenin i¢inde bulunan GSH’1n uzaklastirilmasi gerekir. Bu amagla
GSSG tayini i¢cin numunelere NEM ile muamele edilir. Wang ve ark. floresan Zn (I1)-
8-hidroksikuinolin-5-stilfonik asit sistemini kullanarak GSH diizeylerini 6l¢miislerdir
[114]. OPA ile 1-pyrenemethylamine’nin birlikte kullanilmasinin OPA’nin tek basina

kullanilmasindan daha istiin oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur [115].

1.5.1.3. Biyoliiminesans analizi

GSH 6l¢iimiinde biyoliiminesansin kullanildig: ilk yontem Hinze tarafindan 1984
yilinda gelistirilmistir [116], ancak deteksiyon limiti degeri Ellman reaktifinin
uygulandig1 spektrofotometrik yontemlerinkinden daha yiiksektir. 1998’de Romero ve
Mueller-Klieser tarafindan DTNB-GSH rediiktaz geri doniisiim testi (NADPH disiisiint
artirmak i¢in) ile oldukg¢a hassas liiminesans 6zelligi olan FMN oksidorediiktaz /
bakteriyel liisiferaz reaksiyonunu (NADPH tiiketimini saptamak i¢in) birlestirilerek
toplam GSH tespit edilmistir [117]. 2000 yilinda ise Mourad ve arkadaslari tarafindan
tariflenen GSSG tayini i¢in ilk biyoliiminesansin testi; ayni prensiplere dayanmaktadir,
ancak GSH’yi maskelemek i¢in 4-kloro-7-triflorometil-1-metilkuinolinyum
kullanilmigtir [118]. O zamandan beri, luminol-NalO4 [119, 120], luminol-H20- [121],
kinin-Ce (IV) [122], Ru (phen)s**-KmnQ4 [123] gibi birgok yontem tariflenmistir.

1.5.1.3. Kapiller elektroforez yontemleri

Piccoli ve ark. [124] basit bir Microcon-10 membran ekstraksiyon prosediiriiyle

GSH ve GSSG diizeylerini femtomol diizeyinde tespit edilmesine olanak taniyan

21



yiiksek performansli kapiller elektroforez metodu tanimladilar. Carru ve ark. tarafindan
tarif edilen kapiller elektroforetik yontem [125], 90 saniyeden daha kisa bir siirede,
kirmizi kan hiicrelerinde GSH ve GSSG’nin dogrudan olgiilmesine izin vermektedir.
Gradient eliisyon hareketli sinir elektroforezi [126, 127], degrade eliisyon izotakoforezi
[126] ve yesil (515nm) lazerle indiiklenmis floresans detektorlii ile kapiller elektroforez

[128] gibi yeni yontemler de tariflenmistir.

1.5.1.4. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC) yontemleri

HPLC ve iki ultra-performans sivi kromatografisi (UPLC) yontemi ile GSH ve
GSSG olgen birgok yontem tanimlanmistir. Bunlarla birlikte kullanilan tayin sistemleri
arasinda UV absorbans, floresan detektor, elektrokimyasal detektor, kiitle
spektrometresi (MS), MS / MS ve atomik floresans spektrometresi bulunur [104].
Birgok sistem ters fazli (reverse phase) olmasina ragmen anyon-degisim (anion-
exchange) HPLC yontemleri de bulunmaktadir [129, 130]. Ayrica elektrokimyasal
olarak modiile edilmis likit kromatografiside tanimlanmustir [131]. HPLC yontemlerinin
ortak 6zellikleri, eluentlerin asidik pH’da tamponlanmasi (GSH’larin oto-
oksidasyonunun 6nlenememesi ve sabit faz ile etkilesiminin artirilmasi) ve eluentlere

trifoloroasetik asit eklenmesidir.

1.5.1.4.1. HPLC ultraviyole 6l¢iimii

[lk HPLC-UV saptama yontemi, Reeve ve Kuhlenkamp [132] tarafindan
tariflenen ve glutatyonun DTNB ile kolon 6ncesi islenmesine dayanan yontemdir. Daha
sonra, bu yontem ditiyotreitol eklenmesi ile modifiye edilerek okside glutatyonlarin da
Ol¢iilmesine olanak saglamistir [130]. Reed ve ark. tarafindan tarif edilen Sander reaktifi
(2,4-dinitroflorobenzen) ile pre-kolon derivatizasyonu kullanilarak ortaya konan
yontemde GSH ve GSSG ayni1 anda 6lgiilebilmistir [101]. Bu yontem Yoshida [133]
tarafindan, protein ¢oktiirme islemi i¢cin metafosforik asit kullanilarak ve GSH’larin oto-
oksidasyonunu engellemek icin de iyodoasetik asit kullanilarak modifiye edilmistir.
Daha sonralari ise derivatizasyon i¢in 4-DPS, OPA ve baska derivasyon yapan
maddelerin kullanildig: farkli yontemler tarif edilmistir [105, 134, 135].
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1.5.1.4.2. HPLC elektrokimyasal dl¢iimii

Elektrokimyasal tayin yontemi olarak tiyollerin saptanmasinda ilk olarak Hg
havuz elektrotlar1 kullanilmistir [136]. Daha sonralar1 ise hem tiyol hem de distilfidlerin
eszamanli olarak calisilmasina olanak taniyan Au/Hg amalgam ince tabaka elektrotunun
gelistirilmesi ile daha da iyilestirilmistir [137]. Bu yontemlerde metafosforik asit ile

proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve mobil faz ile 20 kat seyreltme yapilmaktadir [138].

1.5.1.4.3. HPLC fluorometrik ol¢iimii

Glutatyon i¢in tariflenen ilk fluorometrik HPLC yontemi amonyum-7-floro-2,1,3-
benzoksadiazol-4-siilfonatin (SBD-F) kullanildig1 yontemdir [139]. ilk yéntemler ok
uzun eliisyon siiresine sahipken bu yontemin Abukhalaf ve ark. [140] tarafindan
modifiye edilmis hali eliisyon siiresini kisaltmistir. SBD-F, hassas ve spesifik olmasina
ragmen diisiik tepkime kabiliyeti, uzun reaksiyon siiresi ve yiiksek sicaklik (60 ° C)
gerektirmesi gibi dezavantajlari bulunur.

Daha sonralar1 ise N- (1-pirenil) maleimid [141], OPA [142, 143],
monobromobimane [143, 144], 5-metil-2- (m-iyodoasetilaminofenil) benzoksazol) [145,
146], 3, 9-acetoxy-2-(4-(2,5-dihydro-2,5-dioxo-1H-pyrrol-1-yl)phenyl)-3-0x0-3H-
naphtho[2,1-b]pyran (ThioGlo ™3) [147], ThioGlo1 [148], 4- (N, N-
dimetilaminosiilfonil) -7-floro-2,1,3-benzoksadiazol [149], 1,3,5,7-tetramethyl-8-
bromomethyl-difluoroboradiaza-s-indacene [150] ve N- (2-akridonil) maleimid [151]
gibi bir¢ok florofor kullanilmistir. Bazi yontemlerde tiyol blokeri olarak

NEM kullanilmigken [142], bazilarinda ise 2-vinylpyridine kullanilmistir [147].

1.5.1.5. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi

Alev fotometre detektorii kullanilarak yapilmis bir yontem [152] disinda,

glutatyon tayininde kullanilan neredeyse tim GC yontemlerinde detektor olarak kiitle
spektrometresi (MS) kullanilmigtir [153-159].
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1.5.1.6. Siv1 kromatografisi-kiitle spektrometresi

Kiitle spektrometresi (MS), GSH ve S-nitrozotiyoller de dahil olmak tizere diisiik
molekiil agirlikli tiyollerin analizi i¢in yararh bir tekniktir [160]. Son zamanlarda, kan
mononiikleer hiicrelerinde[161] ve karacigerde [162] GSH ve GSSG’nin ayn1 anda
saptanmasi icin elektrosprey kiitle spektrometrisi ile birlestirilmis iki s1vi kromatografisi

(LC) yontemi tarif edilmistir.

1.5.1.7. Niikleer manyetik rezonans spektroskopi yontemleri

Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi, in vivo ve in vitro saglam hiicrelerde
GSH ve GSSG’nin saptanmasina izin veren bir tekniktir. Trabesinger ve ark. 1999°da

insan beynine uygulanabilir bir yontemi ortaya koydular [163].
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1.6. Oksidatif stres

Organizmada oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir. Dengenin oksidanlar
tarafina kaymasina oksidatif stres meydana gelir [164]. Genellikle hafif oksidatif stres
tolere edilebilirken, ciddi oksidatif stres hiicre hasarina ve hiicre dliimiine neden olabilir
[165]. Oksidatif stres hiicre iginde protein hasarina yol agar ve serbest kalsiyum ve
demir miktarini arttirir [166]. Hiicre i¢i serbest kalsiyum artisi hiicrelerde iyon
kanallarim etkiler, endoniikleazlar1 aktive eder ve DNA fragmantasyonuna neden olur
[167, 168]. Demir iyonu ise HO® iiretimine neden olur. Sonug olarak oksidatif stres

lipitleri, karbonhidratlari, proteinleri ve DNA’y1 etkileyerek hiicre hasarina yol agar
[169].

1.7. Eritrosit i¢i oksidan durumlar ve antioksidan savunma

Eritrositler, diger somatik hiicrelerle kiyaslandiginda ¢ok ¢esitli kaynaklardan
oksidatif strese maruz kalirlar. O tasiyan hiicreler olmalar1 ve hemoglobin (Hb)
icermeleri nedeniyle siirekli otooksidasyon ile O.*" ve H2O: iiretirler [170]. Ayrica bir
dizi serbest radikal reaksiyonunu baslatabilme potansiyeli olan ¢oklu doymamis yag
asidi iceren bir membran ve Hb hem grubu igerirler [1, 171]. Ayn1 zamanda niikleus
icermeyen hiicreler olmalar1 nedeniyle bozulan proteinlerin yerine yenisini
sentezleyemezler. Bu nedenle, oksidatif stres eritrosit hasarinin ana nedenidir [172,
173]. Bunun yaninda, eritrositler gii¢lii antioksidan savunma ile donatilmistir [170].
Cesitli ksenobiyotikler tarafindan uyarilan eriptoz [174-182]; metabolik sendrom [183],
diyabet [184-186], bobrek yetmezligi [187, 188], Hemolitik tiremik sendrom [189],
sepsis [190], sitma [191, 192], orak hiicreli anemi [193], talasemi [193], glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz eksikligi [193], Wilson hastaligi [194], fosfat tiikenmesi [195] ve
maligniteler [196] gibi cesitli klinik bozukluklarin patofizyolojisine katkida bulunur.

1.7.1. Eritrositlerdeki antioksidan sistemler

Eritrositlerde; glutatyon [197], vitamin C [198], E vitamini [198] gibi enzimatik
olmayan ve siiperoksit dismutaz [199], katalaz [199], glutatyon peroksidaz [200] ve
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peroksiredoksin 2 gibi enzimatik antoksidan mekanizmalar rol almaktadir [201].
Glutatyon, indirgenmis formu (GSH) ve okside formu (GSSG) olan bir tripeptittir (y-
glutamil-sisteinil-glisin). Glutatyon, glutamat-sistein ligaz (glutatyon sistein sentetaz)
enzimi tarafindan sentezlenir. Bu enzimin katalitik ve modifikator altbirimleri
bulunmaktadir [197]. Eritrosit i¢ci GSH konsantrasyonu GSSG konsantrasyonu ile
karsilagtirildiginda genellikle GSSG konsantrasyonun on mislinden fazladir (6rnegin 0,3
mM GSSG ve 3 mM GSH) [186]. Oksitlenmis glutatyon, indirgeyici madde olarak
NADPH gerektiren glutatyon rediiktaz enzimi ile hizla rediiklenir. Eritrositlerde,
NADPH i¢in tek kaynak pentoz fosfat yoludur. Pentoz fosfat yolunun ana enzimi olan
glikoz-6-fosfat dehidrojenazin (G6PDH) X kromozomuna bagli eksikligi, eritrositleri
oksidatif stres igin duyarli hale getirir ve boylece hemolize yol agar [193].

Glutatyon sistein sentetazin modifikator alt birimini icermeyen farelerde eritrosit
glutatyon seviyeleri normal degerlerin sadece % 10°u kadardir [197]. Vitamin C major
ROS siipiiriiciilerindendir. In vitro ortamda, eritrositleri organofosfatlar gibi
ksenobiyotiklerin oksidatif etkisinden korumaktadir [202]. Ayrica, C vitamini
depolanmus eritrositleri koruyabilmektedir [203]. Ancak in vivo olarak hem C vitamini
hem de E vitamini takviyesi, eritrositlerde oksidatif stresin artmasi ile iligkili bir hastalik
olan orak hiicreli anemide hemolizi artirmigtir [204].

Eritrositler, O2* ‘nin H20,’ye dismutasyonunu katalizleyen Cu, Zn-siiperoksit
dismutaz 1 (SOD1) [205] enzimini eksprese eder. SOD1 eksikligi olan farelerde;
hemolitik anemi, artmis oksidatif stres goriiliir ve bu fareler hem lipid peroksidasyon
tirlinlerine kars1 hem de eritrositlere karsi antikorlar tiretirler [205-207]. SOD1 eksikligi
bulunan eritrositler, muhtemelen GSH’nin rejenerasyonunu hizlandirmak igin pentoz
fosfat yolunun aktivitesini arttirirlar [205]. Katalaz tarafindan katalize edilen ana
reaksiyon, H202’nin H20 ve O olusturmak iizere par¢alanmasidir. Eritrositler biiyiik
miktarlarda katalaz eksprese eder [208]. Bununla birlikte, NADPH eksikliginin
H202’nin par¢alanmasini biiyiik oranda bozuyor olmasi nedeniyle H2O2 nin ¢ogunun
NADPH’ye bagli glutatyon peroksidaz / rediiktaz yolu ile uzaklagtirildigi uzun
zamandir diisiiniilmekteydi [209]. Katalazin da NADPH’a [210] baglandiginin
kesfinden sonra, katalazinda eritrositlerdeki H>O>’in par¢alanmasinda en az glutatyon

peroksidaz / rediiktaz yolu kadar 6nemli oldugu anlasildi [201, 208, 211]. Katalaz
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aktivitesinden dolay eritrositlerin diger hiicre tiplerini oksidatif hasardan koruyan mobil
ROS temizleyicileri olarak islev gordiigii 6ne stiriilmistiir [212].

Glutatyon peroksidaz; lipid peroksitleri azaltan [213], hiicre zarina yakin olarak
tiretilen H202’yi ortadan kaldiran [214] ve selenyum igeren bir eritrosit enzimidir [200].

Prx2, H20:2 ve diger hidroperoksitleri uzaklastiran tiyol bagimli bir molekiildiir
[201]. Stpiirme iglevini disiilfid bagi olusturarak saglar [215] ve tekrar rediikte
edilebilmesi igin tioredoksin rediiktaz enzimi gerekmektedir. Eritrositlerde bu enzim
cok diislik miktarlarda bulundugundan dolay1 Prx 2’nin ROS’u enzimatik olmayan

yollarla uzaklastirdig1 diisiiniilmektedir [73].

1.7.2. Eritrosit ici oksidatif stres mekanizmasi

Oksidatif stres veya antioksidan savunma defekti [197, 216-218] katyon
kanallarmin a¢ilmasia neden olarak hiicre igine Ca?* girisini arttirir ve bdylece
eriptrozu (suicidal erythrocyte death) uyarir [12, 219]. Oksidatif stresin iyonize
kalsiyum miktarini arttirmasi sonucu eritrositlerde Ca®* ‘a duyarli K* kanallarinin [220,
221] aktivasyonu, hiicre zarinin hiperpolarizasyonu, CI” ¢ikisi i¢in elektriksel itici giiciin
artig;, osmotik dengeyi saglayan suyun ve potasyum kloriiriin hiicresel kayb1 [168] ve
eritrositlerin biiziilmesi gibi bir¢ok olay1 baslatir. Oksidatif stres eritrosit biiziilmesi i¢in
gerekli olan eritrosit Cl kanallarint da aktiflestirir [222, 223] ve bdylece eriptrozu
pekistirir [224]. Oksidatif stres, Ca?* girisini arttirmasi ve iyon kanallar1 aktiviteleri
tizerindeki etkilerinin yani sira aspartil ve sisteinil proteazlar gibi enzimleri de aktive
eder [225]. Bunlarin sonucunda eritrositlerde eksprese edilen kaspazlar [226, 227]
anyon degistirici 1 (Band 3)’i pargalarlar [226] ve eritrositlerin fosfatidilserin
maruziyetini uyarirlar [228]. Bununla birlikte, Ca®* girisi ve Ca* ‘a bagl hiicre
membrani hasari, kaspazlarin aktivasyonunu gerektirmez [229-231].

Katyon kanallarinin agilmasi glutatyon [232], N-asetilsistein [233, 234] ve E
vitamini [235-237] gibi rediiktanlarla geri cevrilebilir. Ayrica eritropoietininde Ca%*’a
gecirgen katyon kanallarini inhibe ettigi ve oksidatif strese karsi eritrositleri korudugu

gosterilmistir [187, 234].
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1.8. Diyabetes Mellitus ve eritrosit oksidasyonu

Diyabetes mellitus (DM); pankreas insiilin sekresyonunun tamamen ya da
goreceli yetersizligi veya insiilin etkisizligi ya da insiilin yapisinda meydana gelen
yapisal bozukluklar sonucu gelisen, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, protein
ve lipid metabolizmalarinin bozuklugu ile seyreden, akut metabolik ve kronik
dejeneratif komplikasyonlara neden olan bir sendromdur [238]. Tani kriterleri Tablo
1.4’te gortilmektedir [238].

Tablo 1.4. Diyabetus mellitus tan1 kriterleri

. - . DM Riski
Asikar DM izole IFG™) izole IGT IFG + IGT RISk
Yiiksek
APG
100-125 100-125
2126 dl 100 dl -
(28 st me/ mg/dl < me/ mg/dI
achkta)
OGTT 2.st PG
140-199 140-199
>200 mg/dl <140 mg/dl -
(75 g glukoz) mg/dl| mg/dl
Rastgele PG~ 2200 mg/dl +
Diyabet - - - -
semptomlari
%5,7-6,4
2%6,5
ALC(***) ’ (39-46
(248 mmol/mol)
mmol/mol)

( *) Glisemi venoz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile ‘mg/dl’ olarak élgiiliir. ’Asikar DM’ tanisi icin dért tani kriterinden
herhangi birisi yeterli iken ’izole IFG’, ’izole IGT’ ve ’IFG + IGT’ igin her iki kriterin bulunmasi sarttir. ( **) 2006 yili WHO/IDF
Raporunda normal APG kesim noktasinin 110 mg/dl ve IFG 110-125 mg/dl olarak korunmasi benimsenmigtir. ( ***)
Standardize metotlarla 6lgiilmelidir. DM: Diabetes mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu,
OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozillenmis hemoglobin Alc, IFG: Bozulmus aglik glukozu (impaired fasting glucose),
IGT: Bozulmus glukoz toleransi (impaired glucose tolerance), WHO: Diinya Saghk Orgiiti, IDF: Uluslararasi Diyabet
Federasyonu.

Hiperglisemide yiikselmis bir asiklik a-oksoaldehit olan metilgloksal reaktif
birikimi eriptrozu uyarmaktadir [186, 239]. Metilgloksal eritrositlerde fosfatidilserin

translokasyonunu uyarir; buna paralel olarak glikolitik akimi bozarak ATP ve GSH
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konsantrasyonlarini azaltir [186]. Sonug olarak metilglikoksal enerji iiretimine ve
antioksidan savunmaya etki ederek oksidan etki olusturur [186] . Eritrositleri de
etkileyen diyabetle iligkili oksidatif stres, GSH diizeylerinin azalmasi, ROS belirteci
olan malondialdehitin [240] birikimi ve artmis SOD aktivitesi [241] ile ortaya
konulmaktadir. Diyabetin kardiyovaskiiler komplikasyonlarinin, eritrosit ROS
maruziyeti ile korelasyon gosterdigi [240] ve ayrica tip II diyabette artmig eriptrozun

eritrositlerdeki lipid peroksidasyonu ile pozitif yonde iligkili oldugu gosterilmistir [184].

1.9. Amac¢ ve kapsam

Oksidatif stres bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde ya da hastaliklarin
komplikasyon mekanizmasinda rol oynamaktadir. Eritrositler; diradikal olan ve serbest
oksijen radikallerinin olusumuna yol acan oksijeni tasimalar1 ve hemoglobin icermeleri
nedeniyle diger hiicrelerden daha fazla oksidatif durumla karsilagsmaktadir. Giiniimiize
kadar eritrosit igerisinin en dnemli oksidatif durum belirtecleri olan GSH ve GSSG
diizeylerini 6lgmek i¢in HPLC, fluorometre, LC-MS, GC-MS gibi sofistike cihazlarla
Olglim yapan yontemler tanimlanmistir. Bunun yaninda her laboratuvarda bulunma
potansiyeli daha yiiksek olan spektrofotometre ile 6l¢iim yapan yontemler de
tanimlanmais; ancak bu yontemler enzimatik reaksiyonlarla 6l¢iim yapmalarindan dolay1
pahali olan yontemlerdir. Bu tez ¢alismamizda spektrofotometre gibi her laboratuvarda
bulunabilen ve sofistike olmayan, mevcut spektrofotometrik yontemlerden daha ucuz ve
kolay uygulanabilir eritrosit i¢i okside, rediikte ve toplam glutatyon miktarini 6lgmeye

olanak saglayan bir kolorimetrik 6l¢iim yontemi gelistirilmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyaller
2.1.1. Kullanilan ekipmanlar

e Sogutmali santrifiij : Niive NF80OR (Tiirkiye)

e Otomatik analizor : Roche Hitachi cobas ¢501 (Almanya)
e Vorteks : Genie 2 (Amerika)

e -80°C derin dondurucu : Sanyo (Japonya)

e Hassas terazi : Mettler Toledo ML204-a (Amerika)

e pH metre : Inolab WTW pH 730 (Almanya)

e Spektrofotometre : Schimadzu UV 1800 (Japonya)

e Otomatik pipetler : Socorex (Isvigre), Nichipet (Japonya)
e Benmari : Lab Companion BS-21 (Giiney Kore)

e Elisa okuyucu: KHB ST-360 microplate okuyucu (Cin Halk Cumhuriyeti)
e Calkalayici: Biosan TS-100 thermo-shaker (Litvanya)

2.1.2. Kullanilan kimyasallar

Calismalarda kullanilan kimyasallar analitik reaktif ayar (Analytical reagent
grade- ACS) saflikta olup, Sigma -Aldrich’den temin edilmistir. Calismalarda Tip 1

ultrasaf su kullanilmistir.

Tiyol dl¢iimii icin kullanilan kimyasallar:

e 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB, Ellman reaktifi)
e Metanol

e Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

o Tris

e Hidroklorik asit (HCI)

Protein coktiirme islemi icin kullanilan kimyasal:



e Trichloroacetic acid (TCA)

Okside glutatyonun rediiksiyonunda kullanilan kimyasallar:

e Sodyum borohidrat (NaBHa4)
e Sodyum hidroksit (NaOH)

e HCI

e Methanol

Kullamilan diger kimyasallar:

e Rediikte glutatyon (GSH)
e Okside Glutatyon (GSSG)
e 2-Merkaptoetanol

e Dithiothreitol (DTT)

e Hidrojen peroksit (H20,)
e Sodyum kloriir (NaCL)

2.1.3. Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

Tiyol tayini icin kullanilan kimyasal c¢ozeltiler:
e Reaktif 1: 10 mM EDTA (3,8 g) tartilarak 1000 ml 100 mM Tris tamponunda
(pH: 8,2) ¢oziildii.

e Reaktif 2: 10 mM (3,963 g) DTNB 1000 ml metanolde ¢oziildii. Reaktif taze

olarak hazirlanip kullanildu.

Modifiye tiyol ol¢iim yonteminde kullanilan kimyasal ¢ozeltiler:

Tiyol tayini i¢in kullanilan reaktif 1’in i¢erisindeki 100 mM olan Tris tamponu

500 mM ve 1000 mM olacak sekilde iki ayr1 modifikasyonu yapildu.

Eritrosit paketi yikamak i¢in kullanilan kimyasal ¢ozeltiler:

%0,9’luk NaCl soliisyonu hazirlandu.

31



Protein ¢oktiirme icin kullanilan kimyasal cozeltiler:

%20’1ik TCA soliisyonu: 200 g TCA 800 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii.
Son hacim deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi. %20 w/v’lik TCA ¢6zeltisi

hazirlandi.

Diliisyon islemleri icin kullanilan kimyasal cozeltiler:

%S5’1lik TCA soliisyonu: 50 g TCA 800 mL deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Son
hacim deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandi. %5 w/v’lik TCA ¢6zeltisi hazirlandi.

Okside Glutatyon rediiksiyonu ve TCA’nin asiditesini ortadan kaldirmak icin

kullanilan kimyasal ¢ozeltiler:

25 mM (0,94575 g) ile 5 M (189,15 g) arasinda degisen konsantrasyonlarda
NaBHs4 ve 0,1 (4 g) M ile 5 M (200 g) arasinda degisen konsantrasyonlarda NaOH
tartilarak 600 ml igerisinde ¢6ziildii. Son hacim methanol-su soliisyonu (%50, v/v) ile
1000 ml’ye tamamlandi. Reaktif taze olarak hazirlanip kullanildi.

e A reaktifi: 3,5 M NaBHas ve 1,5 M NaOH iceren ¢ozelti hazirlandi.

Reaksiyon ortaminda kalan fazla NaBH4’ii ortadan kaldirmak icin kullanilan

kimyasal ¢ozeltiler:

Stok HCIl asit ¢ozeltisi (12 M) kullanildi.
Sonuclarin karsilastirilmasi icin kullanilan kit:
Oxford Bimedical Research (Amerika Birlesik Devletleri) GT40 GSH/GSSG

mikroplate ticari 6lglim kiti kullanildi.

2.1.3. Numuneler

Tam kan sayiminda kullanilmak tizere; EDTA’l1 tiiplere alinarak analizleri
sonlandirilmis, biyokimya analizleri yapilmak tizere sar1 kapakli serum ayirma tiiplerine
alinmis ve santrifiij edilerek 6l¢iimleri tamamlanmis imha asamasindaki numuneler

barkotlar1 sokiilerek calismalarda kullanilmistir.
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Diyabetik ve saglikli goniilliilerden alinan EDTA’l1 numuneler Hemoglobin Alc
(HbA1c) ile korelasyon ¢alismasinda ve diyabet-saglikli kontrol karsilastirma

calismasinda kullanildi.

2.1.4. Etik kurul onay1

Bu ¢aligma, Ankara Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 03/09/2014 tarih ve 139 sayili kurul karar1 konu baglikli

ve 26379996/144 say1 numarali karari ile etik ve bilimsel agidan uygun bulunmustur.
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2.2. Metodlar

2.2.1. Eritrosit lisat (hemolizat) siipernatant1 eldesi

EDTA igeren kan toplama tiiplerine alinan kanlar 900 g’de +4 °C’de sogutmali
santrifiij ile 10 dk santrifiij edildi. Ustte kalan sar1 plazma kismin iist seviyesi
belirlenerek uzaklastirildi. Altta kalan eritrosit paketleri 3 defa izotonik NaCl soliisyonu
ile ile yikand1. Son yikamadan sonra plazma atilmadan 6nce belirlenen seviyeye kadar
soguk distile su eklenerek eritrositler patlatildi. Elde edilen eritrosit lisatindan 3 hacim
alinarak iizerine 1 hacim %20’lik TCA soliisyonu eklenerek proteinler presipite edildi.
Bu islem sonrasi tekrar 1500 g’de santrifiij edildi ve iistte kalan siipernatant alinarak

Ol¢timlerde kullanildi.

2.2.2. Nativ tiyol ve glutatyon (GSH) tayini

Hu tarafindan modifiye edilen Ellman yontemi ile 6lgiiliir [242, 243]. Yontem
DTNB molekiiliiniin serbest tiyoller tarafindan rediiklenerek disiilfid ve bir molekiil 5-
tiyonitrobenzoik asit olusturmasi prensibine dayanir. Bu yontemin tamponu modifiye

edilerek 6rneklerdeki nativ GSH miktarlar1 belirlenmistir.

Otomatik analizor icin 6l¢iim prosediirii:

e Numune hacmi: 10 pl numune

e Reaktif 1 hacmi: 110 pl ( Tris tamponu (100 mM, pH: 8,2) igerisinde 10 mM
EDTA)

e Reaktif 2 hacmi: 10 pl (Metanol igerisinde 10 mM DTNB ¢d6zeltisi)

e Dalga boyu: Birincil dalga boyu = 415 nm, ikincil dalga boyu = 700 nm
(opsiyonel)

e Okuma noktast: Ik absorbans R1 ve R2 karisimindan hemen énce, son

absorbans reaksiyon trasesi platoya eristiginde alind1 (toplam analiz siiresi

yaklagik 10 dk).



e Kalibrasyon tipi: Linear (reaksiyon 2-merkaptoetanol ile kalibre edildi).

Sonuglar umol/L olarak verildi.

Modifiye Tiyol yontemlerinde reaktif 1’in icerisindeki Tris tamponu 500 mM ya
da 1000 mM olarak degistirildi. Olgiimler tiyol tayini ile ayn1 prosediir kullanilarak
yapildi.

2.2.3. Toplam glutatyon tayini

Hemolizat siipernatantlari ve 3 hacim GSSG ¢6zeltisi-1 hacim %20°lik TCA

soliisyonu (3/1 v/v) igeren ornekler kullanildu.

GSSG’lerin rediiksiyonu:

600 uL 6rnek tizerine 150 uL 3,5 M NaBH4 ve 1,5 M NaOH igeren soliisyon (A
reaktifi) 10 cm uzunlugundaki seffaf sekonder tiiplere eklendi. Boylece NaBH4’1n
kopiik olusturan reasksiyonundan kaynaklanabilecek 6rnek kaybi engellendi. Reaksiyon
ortaminda kalan fazla NaBH4’1i stipiirmek i¢in 70 pL 12 M HCI (B reaktifi) kullanildi.

Reaksiyon tamamlandiktan sonra Nativ GSH prosediirii ile tekrar GSH’lar 6lgiildi
ve toplam GSH miktar1 belirlendi. Sonuglar diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak pmol/L

seklinde verildi.

2.2.4. GSSG miktarinin hesaplanmasi:

Olgiilen Toplam GSH diizeylerinden Nativ GSH diizeyleri ¢ikarilarak ikiye
boliindii ve GSSG hesaplandi. Sonuglar pmol/L seklinde verildi.

GSSG = (Toplam GSH-Native GSH)/2

2.2.5. Hemoglobin él¢iimii

Sysmex XE-2100 (Japonya) otomatik tam kan sayma cihazi ile 6l¢iildi.
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2.2.6. HbAlc ol¢iimii

Roche-Hitachi Cobas 8000 modiiler otoanalizériinde (Almanya) Roche Ticari
Kitleri (Almanya) kullanilarak 6l¢iildii. Yontem tiirbidimetrik inhibisyon immiinassay

(TINIA) prensibiyle HbA ¢ tayinine dayanmaktadir.

2.2.7. Ticari kitle toplam GSH, nativ GSH ve GSSG ol¢iimii

Ticari olarak miimkiin olan bu yontem Tietze [108] tarafindan tariflenen
enzimatik geri doniistiirme reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu yontemde; GR enzimi ile
GSSG’ler GSH’a indirgenirken NADPH?’lar ise oksitlenir. Ortaya ¢ikan GSH’lar ise
Ellman reaktifi (DTNB) ile oksitlenerek TNB ve GSTNB ¢ikarirlar. Ortaya ¢ikan TNB
412 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiiliir. Reaksiyon hizi ile 6rnekteki toplam GSSG
ve GSH miktarlar1 dogru orantilidir. Kalibrator olarak kullanilan GSSG’lerin reaksiyon
hizlar1 ile oranlayarak 6rnekteki Toplam GSH miktar1 belirlenmektedir.

GSSG miktarinin tayini ise, Griffith[100] tarafindan kullanilan GSH’lar1 baglayan
ancak GR enzimini inhibe etmeyen 2-VP kullamlarak 6l¢iilmektedir. Orneklere 2-VP
eklenmesi sonucu GSH’lar baglanmakta daha sonra ise yukarda tarif edilen enzimatik

geri doniistiirme yontemiyle 6rnekteki GSSG miktar1 belirlenmektedir.

Ticari Yontem Calisma Prensibi:

A. Orneklerin Hazirlanmasi:
» GSSG Orneklerinin hazirlanmasi:

e 30 pL tiyol siipiiriicii (2-VP) mikrosantrifiij tiipiine eklenir

e 100 pL tam kan 6rnegi bu tiipiin dibine dikkatlice eklenir ve nazikge
karigtirilir

e Ornekler -70 °C’de dondurulur (30 giin boyunca stabildir) ve bdylece
eritrositlerin patlamasi saglanir

e Omnekler ¢oziiliir, hemen karistirilir ve oda 1sisinda 5-10 dk inkiibe edilir

e 270 puL buz soguklugunda %5°lik Metafosforik asit eklenir ve iyice

vortekslenir
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e 1000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edilir

e Ustte kalan siipernatanttan 50 pL almarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiinde
700 puL caligma tamponu (assay buffer; kit igerisinde, kullanima hazir) ile
karistirilir (Toplam Diliisyon katsayisi= 60)

e Ornekler 6lciime kadar buz iizerinde bekletilir

> GSH orneklerinin hazirlanmasi:

e 50 pL tam kan mikrosantrifiij tiipiiniin dibine dikkatlice eklenir

e Ornekler -70 °C’de dondurulur (30 giin boyunca stabildir) ve boylece
eritrositlerin patlamasi saglanir

e Omekler ¢oziiliir, hemen karistirilir

e 350 pL buz soguklugunda %5 lik metafosforik asit eklenir ve iyice
vortekslenir

e 1000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edilir

e Ustte kalan siipernatanttan 25 pL almarak yeni bir mikrosantrifiij tiipiinde
1,5 mL ¢alisma tamponu (assay buffer; kit icerisinde, kullanima hazir) ile
karistirilir (Toplam Diliisyon katsayisi= 488)

e Ornekler, 6lciime kadar buz iizerinde bekletilir

B. Olgiim prosediirii:

e Standart, 6rnek ya da kor mikroplakada belirlenen kuyucuklarina eklenir

e Tiim kuyucuklara 50 pnLL DTNB Soliisyonu eklenir

e Tiim kuyucuklara 50 pL Rediiktaz Soliisyonu eklenir

e 5 dk boyunca orbital ¢alkalayici tizerinde oda 1sisinda karigtirilarak inkiibe
edilir

e Tiim kuyucuklara 50 nL NADPH Soliisyonu eklenir

¢ Kinetik mikroplaka okuyucusunda 10 dakika boyunca her dakika 412 nm
(olmadigt durumlarda 405 nm’de) dl¢tim yapilir
e Standartlardan ve 6rneklerden elde edilen reaksiyon hizlarindan koériin
reaksiyon hizi ¢ikarilarak net reaksiyon hizi elde edilir. Standartlarin net

reaksiyon hizlar1 y eksenine ve bilinen degerleri ise x eksenine konularak

37



olusturulan kalibrator egrisinden egim (slope) ve kesim (intercept) elde
edilir. Orneklerdeki toplam GSH ya da GSSG miktarlar1 su formiille
hesaplanir:
= GSH= ((Net Reaksiyon Hiz1 — Kesim) / Egim) x Toplam Diliisyon
Katsayisi

2.2.8. Optimizasyon Calismalari

2.2.8.1. Tiyol dl¢iimiinde kullanilan reaktif 1’in icerisindeki Tris tamponunu

optimize etme ¢calismalari

Ornekler igerisinde bulunan TCA’nin ve NaBH.’ii siipiirmek i¢in kullanilan
HCT’in asiditesine karsilik Tiyol 6l¢lim yontemi igerisinde bulunan Reaktif 1’in
tamponlama kapasitesini arttirmak i¢in Reaktif 1 igerisinde 100 mM olan Tris
Tamponunun molaritesi 500 mM ve 1000 mM olacak sekilde modifiye edildi.
Sonrasinda orijinal metod ile serum ornekleri kullanilarak karsilastirildi. Korelasyon ve

linearite analizleri yapildi ve ayrica regresyon ve Blant-Altmann grafikleri ¢izildi.

2.2.8.2. Sodyum borohidrat (NaBH4) miktarimin optimizasyonu

500 mM GSSG ¢ozeltisi ve hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz
kullanildi. Diger kimyasallarin konsantrasyonlar1 sabit tutulurken artan

konsantrasyonlarda NaBHas eklenerek ol¢timler yapildi.

2.2.8.3. Sodyum hidroksit (NaOH) miktarimin optimizasyonu

500 mM GSSG ¢ozeltisi ve hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz
kullanildi. Diger kimyasallarin konsantrasyonlari sabit tutulurken artan

konsantrasyonlarda NaOH eklenerek Ol¢timler yapildi.
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2.2.8.4. Reaksiyon ortaminda kalan fazla sodyum borohidratin (NaBHa)

siipiiriilmesi i¢in gerekli HCI miktarinin optimizasyonu

500 mM GSSG ¢ozeltisi ve hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz
kullanildi. Diger kimyasallarin konsantrasyonlari sabit tutulurken artan miktarlarda HCI

eklenerek 6l¢iimler yapildi.

2.2.8.5. Sodyum borohidratin (NaBHa4)’iin siipiiriilmesi icin eklenen HCI’in

eklenme zamaninin optimizasyonu

500 mM GSSG ¢ozeltisi ve hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz
kullanildi. A reaktifi eklendikten sonra degisen zamanlarda 70 uL HCI eklendi ve
Olctimler yapildi.

2.2.9. Asidifikasyonun oksidasyonu onlediginin gosterilmesi

TCA igeren hemolizat slipernatant havuzu 6rnekleri oda 1sisinda ve 4 °C’de

bekletilerek araliklarla 6l¢tim yapildi.

2.2.10. Oksidasyon ile GSH ve GSSG degisiminin izlenmesi ¢alismalar:

Tam kan ya da hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz 6rnekleri
icerisindeki GSH’larin oksitlenmesi i¢in {izerine artan konsantrasyonlarda H>O>
eklenmis ve ayni kosullarda ikiser saat beklenmistir ve dlglimler yapilmistir. Ayrica tam
kan orneklerinden yapilmis havuz 6rnekleri 38 °C’ye ayarlanmis benmaride bekletilerek

otooksidasyon birakilmis ve belirli araliklarla 6l¢iim yapilmistir.
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2.2.11. Gelistirilen yontemlerin performans degerlendirmeleri

2.2.11.1. Dogrusallik (linearite) ¢calismasi

Toplam Tiyol yonteminin dogrusallik ¢alismasi GSSG’nin ve hemolizat
stipernatant havuzunun seri diliisyonlariyla yapildi. X eksenine beklenen degerler y
eksenine bulunan degerlerin girilmesiyle dagilim grafigi ¢izildi. Regresyon analizi
yapild1 ve regresyon denklemi bulundu. Korelasyon katsayisi, lineratite katsayisi, egim

(slope), kesim (intercept) ve standart hatalar1 gosterildi.

2.2.11.2. Analitik sensitivite calismasi

Sensitivitenin gostergesi olan kalibrasyon egrisinin egimine gore yontemin

analitik sensitivitesi tanimlandi.

2.2.11.3. Geri kazanim (recovery) calismasi

Nativ Tiyol yonteminde %20°’lik TCA soliisyonu igerisinde 3300 ve 660 umol
GSH stoklar1 kullanildi. Bazal numune i¢in 1 ml hemolizat siipernatant havuzu {izerine
0,1 ml %5°1lik TCA soliisyonu eklendi. Test numunesi i¢in 1 ml hemolizat siipernatant
havuzuna 0,1 ml hazirlanan GSH stoklarindan eklendi. Numene igerisine eklenen GSH
konsantrasyonlari sirastyla 300 ve 60 pmol/L olarak hesaplandi. Yine ayn1 6rneklerde
Toplam Tiyol de calisildi. Nativ Tiyol ve Toplam Tiyol yontemlerinde GSH geri
kazanimlar1 hesaplandi.

Toplam Tiyol yonteminde ayrica %20’lik TCA igerisinde hazirlanan 3300, 660 ve
330 pmol/L GSSG stoklart kullanildi. Bazal numune i¢in siipernatant havuzu lizerine
0,1 ml %5°lik TCA soliisyonu eklendi. Test numunesi i¢in 1 ml hemolizat siipernatant
havuzuna 0,1 ml hazirlanan GSSG stoklarindan eklendi. Numene icerisine eklenen

GSSG konsantrasyonlari sirasiyla 300, 60 ve 30 umol/L olarak hesaplandi.

Geri kazananimin hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanildi:
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e Eklenen konsantrasyon = standart konsantrasyonu x [standart ml’si / (standart
ml + serum ml)]

e Geri elde konsantrasyonu = Konsantrasyon test- konsantrasyon bazal

e % geri elde = (Geri elde konsantrasyonu / eklenen konsantrasyon) x 100

e % bagil standart sapma= (% geri eldenin standart sapmasi1 / % geri eldenin

ortalamasi) x 100

2.2.11.4. Gozlenebilirlik sinir1 ¢alismasi (limit of detection, LoD)

0 kalibrator (kor) 20 kez olgtildii. Koriin ortalamasi ve standart sapmast

hesaplandi. Yontemlerin gozlenebilirlik sinirlar asagidaki formiille belirlendi:

e Gozlenebilirlik sinir1 = kor 6lgtimlerinin ortalamasi + 3 x kor 6lgiimlerinin

standart sapmasi

2.2.11.5. Tekrarlanabilirlik calismasi

Tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi i¢in hemolizat siipernatant havuzu, 100 ve 500 pmol
GSSG ¢ozeltileri kullanildi. Giin igerisinde iki ¢alisma her ¢aligmada iki tekrar olacak
sekilde 20 giin boyunca 06l¢iildii. Elde edilen degerlerden her bir yontemin ¢alisma i¢i,
giinler arasi, ¢aligmalar arasi ve toplam %CV’leri CLSI-EP05-A2 [244] kriterlerine

uygun olarak hesaplandi.

2.2.12. Ticari yontemle yeni yontemin karsilastirma calismalari

Enzimatik geri doniistiirme reaksiyonuna dayanan ticari yontemle yeni gelistirilen
yontemi karsilastirmak igin cesitli deneyler yapildi. Tlk olarak GSSG ¢ozeltisi
yontemlerin kendi 6l¢iim limitlerinde olacak sekilde diliie edilerek ¢alisildi ve
lineariteleri karsilagtirildi. Daha sonra tam kan havuzu hazirlandi ve 38 °C’de
bekletilerek otooksidasyona birakildi ve belirli araliklarla her iki yontem ile ayn1 anda
calisildi. Toplam GSH % CV’leri ve nativ GSH diizeylerindeki diisiis ile GSSG

diizeylerindeki artis1 gosterebilme (oksidasyonu belirleyebilme) limitleri karsilastirildi.

41



Sonrasinda ise barkotlar1 ¢ikarilmis tam kan 6rnekleri kullanilarak iki yontemin
korelasyonuna bakildi. Ayrica diyabetik hasta ve saglikli goniilliilerden alinan tam kan
orneklerinde hem yeni gelistirilen hem de ticari yontem ile toplam GSH, nativ GSH ve
GSSG diizeyleri ¢alisildi ve bu 6rneklerin hemoglobin diizeyleri 6l¢iildii. Toplam GSH,
nativ GSH ve GSSG parametrelerinin hem direkt tam kan diizeyleri hem de bu
parametrelerin gram hemoglobin basina degerleri hesaplandi. Calisma sonuglari bir 6n
caligma olarak sunuldu. Ayrica her iki yontemde yer alan parametrelerin HbAlc

diizeyleri ile korelasyonlarina bakildi.

2.2.15. Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Verilerin analizi ve sekillerin ¢izilmesi IBM SPSS Statistic for Windows versiyon
22 (IBM Corp., NY, USA) paket programi, Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft,
USA), MedCalc for Windows, version 15.0 (MedCalc Software, Ostend, Belgika) ve
GraphPad Prism version 6.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla California,
USA) programlar1 kullanilarak yapildi.

Verilerin normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov Smirnov testi referans alinarak
degerlendirildi. Parametrik dagilim gosteren veriler ortalama + standart sapma ;
parametrik olmayan dagilim gosteren veriler ise ortanca ve ¢eyrekler arasi agiklik olarak
gosterildi. Gaussian dagilimli 6rnekler i¢in gruplar arasinda ortalama degerler
yoniinden farkin 6nemliligi Student’s t testiyle, gaussian dagilimina uymayan ornekler
i¢in gruplar arasindaki istatistiksel fark Mann-Whitney U testi ile arastirildi. Kategorik
degiskenler Pearson’un Ki-Kare testi ile degerlendirildi.

Testler arasindaki iligkinin arastirilmasinda parametrik veriler i¢cin Spearman’in
Korelasyon testi, non-parametrik veriler igin Pearson’in korelasyon testi Ve regresyon
analizleri kullanilarak arastirildi.

p < 0,05 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. DTNB molekiiliiniin spektral absorbansi

DTNB molekiiliiniin spektral absorbansi sekil 3.1°te goriilmektedir.

Sekil 3.1. DTNB molekiiliiniin absorbans spektrumu

3.2. Cesitli orneklerinin ve reaktif koriiniin reaksiyon Kinetikleri

100 uM GSSG, 1 mM GSH, 1 mM DTT, hemolizat siipernatantlarindan elde
edilen havuz ve koriin otomatik analizordeki native GSH (Sekil 3.2) ve Toplam GSH

(Sekil 3.3) dlgiimlerinin reaksiyon kinetikleri gosterildi.
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Sekil 3.3. Cesitli numunelerin Toplam GSH reaksiyon kinetikleri (A: 500 mM
tampon kullanilan yontem B: 1000 mM tampon kullanilan yontem)
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3.3. Optimizasyon Calismalari

3.3.1. Tiyol dl¢iimiinde kullanilan reaktif 1’in icerisindeki Tris tamponunu

optimize etme ¢calismalari

Hemolizat 6rneklerindeki proteinlerin presipitasyon asamasinda TCA soliisyonu
kullanilmaktadir. %20’lik TCA soliisyonu 6rnege eklendiginde toplam agirlik yiizdesi 5
olmaktadir. Kullanilan bu asidik soliisyonun 6rnek icerisindeki molaritesi
hesaplandiginda yaklasik olarak 306 mM’dir. Bu nativ GSH diizeyi 6l¢limlerinde sorun
olusturmaktadir. Ayrica reaksiyon ortaminda kalan fazla NaBH4’lin de uzaklastirilmasi
icin HCI kullanilmaktadir. Bu da toplam GSH 6l¢limlerinde sorun yaratmaktadir.
Olgiimlerde kullanilan DTNB molekiiliiniin pH 7’in altia diistiigiinde absorbansinin
diistiigii bilinmektedir. Bu sorunun iistesinden gelmek icin 6l¢timlerde kullanilan tiyol
tamponunun molaritesi 500 mM ve 1000 mM olacak sekilde giicii arttirilmistir. EK
olarak reaksiyon ortaminin pH’larinin her iki yontemde 8,2°de sabit kaldig1 ancak
orijinal yontemde 7,5 ile 7,7 arasinda degisen degerlere diistiigli gériilmiistiir. 500 mM
ve 1000 mM olarak modifiye edilmis tampon igeren yontemler ile orijinal yontemin
yapilan dogrusal regresyon analizinde sirasiyla y = 0,9996x - 1,617 ve y = 1,001x -
2,130 olarak bulunmustur. Bu iki 500 mM ve 1000 mM olarak modifiye edilmis tampon
igeren yontemlerle orijinal yontem arasinda Sekil 3.4’te de goriildiigii gibi 6nemli bir
korelasyon ve dogrusallik goriilmiistiir (sirastyla r=0,9985, r?=0,9969, p<0,0001,;
r=0,9983, r?=0,9966, p<0,0001). ki yontem arasinda anlamli fark olmadigi
gosterilmistir (Sekil 3.5). Calismalarda bu iki yontem kullanilmistir.
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Sekil 3.4. Orijinal yontem ile modifiye edilmis yontemlerin korelasyonlarinin ve

dogrusalliklarinin gosterilmesi (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem, B:
Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi yontem)
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Sekil 3.5. Orijinal yontem ile modifiye edilmis yontemlerinin Blant-Altmann fark

grafikleri ile karsilagtirilmasi (X ekseninde orijinal ve modifiye yontemin ortalama degeri, y
eksenine ise orijinal yontem ile modifiye edilmis yontemin fark degerleri koonulmustur. A: Tris
tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem. B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi
yontem)

3.3.2. Sodyum borohidrat (NaBH4) konsantrasyonunun optimizasyonu

NaBHj yeni ortaya konan yontemde GSSG’lerin GSH’lara indirgenmesinde
kullanilmaktadir. Ancak NaBH4 konsantrasyonunun diisiik olmasi1 durumunda yetersiz
rediiksiyon goriilmektedir; fazla olmasi1 durumunda ise ortamdan uzaklagtirmak i¢in

daha fazla asit kullanilmas1 gerekmektedir. Optimal NaBH4 konsantrasyonunu
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belirlemek i¢in hem GSSG ¢ozeltisi hem de hemolizat siipernatant havuzu kullanilmis
ve diger kimyasallarin konsantrasyonlari sabit tutulurken NaBH4 konsantrasyonlari
degistirilmistir. GSSG ¢ozeltisi kullanilarak yapilan deneylerde reaksiyon ortamindaki
35 mM gibi diisiik diizeylerde NaBH4’iin yeterli oldugu gosterilmistir (Sekil 3.6).
Ancak bu konsantrasyon ile hemolizat siipernatantlarindan elde edilen havuz
orneklerinde yeterli rediiksiyon saglanamamistir (Sekil 3.7). Bu nedenle her iki
matrikste de yeterli indirgemeyi saglayan ve yeterli giiven aralig1 olusturan 700 mM

konsantrasyonu optimal NaBHas konsantrasyonu olarak belirlenmistir (Sekil 3.8).

A
1100+
SV -= Su
i o SR S .
-+ 500 yM GSSG
900+
=
g
x
& 1004
50
Oﬁfl\ra_a—-—iw —.
I T T T T T T T T i
N N 3 S ) N ) N ) © S O
R N . L U R A SR

NaBH, konsantrasyonlari; mM

-= Su
-+ 500 uM GSSG

GSH, umol/L

T 5 B T T X

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 1000
NaBH, konsantrasyonlari; mM

Sekil 3.6. 500 uM GSSG ve suyun artan konsantrasyonlarda NaBHa igeren A reaktifi ile
indirgenmesi sonrasi Ol¢iilen Toplam GSH diizeyleri
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Sekil 3.7. Hemolizat siipernatant havuzu ve suyun Nativ GSH ve artan
konsantrasyonlarda NaBHa igceren A reaktifi ile indirgenmesi sonrasi 6lgiilen Toplam
GSH ve GSSG diizeyleri
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Sekil 3.8. Hemolizat siipernatant havuzunun nativ GSH diizeyinin ve hemolizat
stipernatant havuzu, 500 uM GSSG ve suyun artan konsantrasyonlarda NaBHas igeren A
reaktifi ile indirgenmesi sonrasi 6lgiilen toplam GSH diizeyleri

%20’lik TCA soliisyonu ile hazirlanan 6rneklere NaBH4 eklenmeden 6nce
reaksiyon ortaminin 1 M Tris tamponu (pH: 8,2) ile pH’1 arttirilarak A reaktifi eklenmis

ancak bu islemin rediiksiyonu olumsuz etkiledigi goriilmiistiir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Reaksiyon ortaminin A reaktifi eklenmeden tampon ile pH’Sinin arttirilmasi

3.3.3. Sodyum hidroksit (NaOH) konsantrasyonun optimizasyonu

Deproteinizasyon asamasinda kullanilan TCA nedeniyle 6rnekler asir1 asidik
ortamda bulunmaktadir. Bu asiditenin ortadan kaldirilmasi icin A reaktifi i¢erisine
NaOH eklenmistir. Eklenen NaOH miktarinin az olmasi asidik ortamin pH’sim1 yeteri
kadar yiikseltemeyecegi gibi fazla olmasi da ortami asir1 alkali yapacaktir. Diger
kimyasallarin konsantrasyonlari sabit tutularak NaOH konsantrasyonu arttirilmis ve
hemolizat siipernatant havuzu ve GSSH ¢6zeltisinde optimal oldugu konsantrasyon 1,5
M olarak bulunmustur (Sekil 3.10). Ayrica bu konsantrasyonda NaOH eklenmesi ile
reaksiyon ortamindaki TCA konsantrasyonlar1 yaklasik olarak esit ve 300 mM

diizeylerindedir.
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Sekil 3.10. Reaktif A igerisindeki NaOH konsantrasyonunun arttirilmasi ile farkl

orneklerdeki toplam GSH diizeyleri (Standart hatalar en az 3 farkli 6lgiimden elde edilmistir. A:
Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem. B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye
edildigi yontem)
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3.3.4. Reaksiyon ortaminda kalan fazla sodyum borohidratin (NaBHoa) siipiiriilmesi

icin gerekli HCI miktarinin optimizasyonu

NaBH4 DTNB’yi TNB’ye indirgemektedir. Bu da yanlis yliksek sonuglara neden
olarak yontemi olumsuz etkilemektedir. Ayrica DTNB’nin GSH ile reaksiyona girmesi
sonucu TNB molekiiliiniin olustugu reaksiyonda olusan disiilfid baglarini da
rediiklemektedir. Bu kisir dongii NaBH4 tamamen tiikeninceye kadar devam etmektedir.
Bu nedenle GSSG molekiillerinin tamami indirgendikten sonra ortamda kalan fazla
NaBH4 uzaklastirilmalidir. Ayrica HCl ile ortamin tekrar asidik yapilmasi, GSH’a
indirgenmis GSSG’lerin tekrar oksitlenmesi engellenmektedir. Bu amagla kullanilan
HCI’in ortamda kalan tiim NaBH4’leri uzaklastirdigindan emin olunmali, kullanilan
miktarin da 6lglimii etkilemedigi ve yeniden oksidasyonu engelledigi gosterilmelidir.
Sekil 3.11°de de goriildiigii gibi kullanilacak HCI miktari suyun grafigine bakilarak en
az 30 pL olarak belirlenmis, ancak bu diizeyin yeniden oksidasyonu engellemedigi
izlenmistir. Bu nedenle kullanilmasi gereken minimum miktar 60 pL olarak
belirlenmistir. Sistemi etkileyen maksimum miktarin ise 6lglimde kullanilan Tris
tamponu konsantrasyonuna gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Olgiimlerde 70
uL, optimal HCI miktar1 olarak kabul edilmistir (kullanilabilecek en az miktarin giivenli

bir ist noktas1) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Fazla NaBH4’1i siiptirmek i¢in kullanilacak HC1 miktarinin belirlenmesi (A:
Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye
edildigi yontem)

3.3.5. Sodyum borohidratin (NaBHoa) siipiiriilmesi icin eklenen HCI’nin eklenme

Zamaninin optimizasyonu

Sodyum borohidratin GSSG’leri GSH’a indirgemektedir. Bu reaksiyonda tiim
GSSG’lerin GSH’lara indirgenmesi i¢in belirli bir siire gerekmektedir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra ortamda kalan fazla NaBH4 HCI ile uzaklastiriimalidir.
Hidroklorik asitin erken eklenmesi indirgenme reaksiyonunun tamamlanmamasina, geg
eklenmesi ise zaman igerisinde NaBHa4’iin kendiliginden tilkenmesi sonucu, GSH’larin
tekrar GSSG’ye oksitlenmesine neden olacaktir. Ayrica asidik ortamin GSH’lar1
oksitlenmekten korudugu bilinmektedir. Bu nedenle HCI’nin eklenme zamani
onemlidir. Sekil 3.12°de de goriildiigii gibi HCI’nin eklenme zamani NaBH4
eklendikten sonraki 10 ile 20. dakikalar arasinda olmalidir. Ayrica 6rneklere HCI’nin
erken eklenmesi sonrasinda yapilan 6l¢iim sonuglarinda tutarsizlik gériilmiistiir (Sekil
3.12).
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Sekil 3.12. NaBH4’1 siipiirmek i¢in HCI eklenme zamaninin belirlenmesi (Standart hatalar
3 farkli 6rnegin 6lgiimlerinden elde edilmistir; A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi
yontem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi yontem)

3.4. Asidifikasyonun oksidasyonu onlediginin gosterilmesi

TCA soliisyonu kullanarak hazirlanan hemolizat siipernatant havuzunun +4 °C’de

en az 3 giin, oda 1si1sinda en az 24 saat stabil kaldig goriildii.
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3.5. Oksidasyon ile GSH GSSG degisiminin izlenmesi ¢alismalari

3.5.1. Tam Kkan iizerine H202 eklenmesi ile toplam GSH ve nativ GSH

diizeylerindeki degisimin takibi

Tam kan 6rneklerinden yapilan havuz esit miktarlarda porsiyonlara ayrildi.
Uzerlerine farkli konsantrasyonlarda esit miktarda H,O> eklendi ve 3’er saat inkiibe
edildi. Bu islem sonucunda toplam GSH diizeylerinin sabit kalmasi1 beklenirken nativ
GSH diizeylerinin azalmas1 beklendi. Ancak H2O2’nin tam kan ornekleri tizerinde Sekil
3.13’te de goriildiigii gibi dozdan bagimsiz bir etkisi olmustur. Bu dozdan bagimsiz
etkinin, tam kan 6rnekleri igerisinde bulunan birgok antioksidan molekiilden

kaynaklandig diistiniildii.
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Sekil 3.13. Tam kan iizerine artan konsantrasyonlarda H>O, eklenmesi sonucu toplam

GSH ve nativ GSH diizeylerindeki degisim (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi

yontem, B:

Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi yontem)

3.5.2. Hemolizat siipernatant havuzuna H202 eklenmesi ile toplam GSH ve nativ

GSH diizeylerindeki degisimin takibi

Hemolizat siipernatantlarindan yapilan havuz esit miktarlarda porsiyonlara ayrildi.

Uzerlerine farkli konsantrasyonlarda esit miktarda H,O2 eklendi ve 3’er saat inkiibe

edildi. Bu islem sonucunda toplam GSH diizeylerinin sabit kalmasi beklenirken, nativ

GSH diizeylerinin azalmasi beklendi. Ancak H202’nin hemolizat siipernatant 6rnekleri

uzerinde

Sekil 3.14°te de goriildiigii gibi 0,25 mM diizeyine kadar dozdan bagimsiz bir
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etkisinin oldugu goriildii. Bu durumun hemolizat siipernatant icerisinde bulunan TCA
soliisyonunun, drnegi asidik yapmasi ve GSH’larin oksidasyonunu engellemesi sonucu
olustugu disiiniildii. Ortamda bulunan diisiik konsantrasyonlardaki H>O2’nin; GSH’lar1
oksitleyemedigi, GSSG’leri sulfoksit, siilfon gibi ileri oksidasyon iirtinlerine ¢evirdigi
diistiniildii. 0,25 mM ile 50 mM arasinda beklenildigi gibi toplam GSH seviyeleri sabit
kalirken, nativ GSH seviyeleri diistii. 50 mM {izerindeki konsantrasyonlarda ise hem
GSH’lar1 hem de GSSG’leri ileri oksidasyon iirtinlerine ¢evirdigi diisiiniildii (Sekil
3.14).

56



GSH, pmol/L

GSH, pmol/L

Sekil

>

600
-~ Nativ GSH
-= Toplam GSH
-+ GSSG

400\\‘\\‘

2004 \
0-\__4__./(

00 02 04 06 08 1.0 2 4 6 8 10 20 40 60 80 100
Eklenen H,0, konsantrasyonu, mM
B
600
-~ Nativ GSH
-# Toplam GSH
-+ GSSG
400
ey g %

200 \\
0+ T T r T i T r T | — r T T ;
00 02 04 06 08 1.0 2 4 6 8 10 20 40 60 80 100

Eklenen H,0, konsantrasyonu, mM
3.14. Hemolizat slipernatant havuzu iizerine artan konsantrasyonlarda H202

eklenmesi sonucu toplam GSH, nativ GSH ve GSSG diizeylerindeki degisim (A: Tris
tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi
yontem)
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3.5.3. Tam kan 6érneklerinden yapilan numune havuzunun 38 °C’de oto-
oksidasyona birakilmasi sonucu toplam GSH ve nativ GSH diizeylerindeki

degisimin takibi

Tam kan 6rneklerinden yapilan havuz esit miktarlarda porsiyonlara ayrildi ve
onceden 38 °C’ye 1sitilmig benmariye konuldu. 0. dk 6rnegi benmariye konulmadan
ol¢iildii. Diger ornekler Sekil 3.15°de goriildiigi gibi farkl1 zamanlarda ¢ikarilarak
Olctim yapildi. 38 °C’de kendi kendine okside olmas1 beklenen 6rneklerde toplam GSH
diizeylerinin sabit kalmasi beklenirken, nativ GSH diizeylerinin azalmasi sonucu GSSG
diizeylerinde artis beklendi. Sekil 3.15°te de goriildigi gibi, 540. dk’ya kadar
beklendigi gibi toplam GSH diizeyleri sabit kalirken nativ GSH diizeylerinde azalma ve
GSSG miktarlarinda artig goriildii. 540. dk sonrasinda hem toplam GSH hem de nativ
GSH diizeylerinde diisiis gdzlendi. GSSG diizeyleri bir siire daha sabit seyretti ancak
sonrasinda GSSG diizeyleri de diistii. Bu durumun 540. dk itibariyle toplam GSH
diizeylerindeki diisiis nedeniyle, artik irreversible oksidasyon iiriinlerinin olugmasi
nedeniyle oldugu sdylenebilir. irreversible oksidasyon evresi ise; GSSG diizeylerinin
artmasi nedeniyle GSH’tan GSSG olusumunun ileri oksidasyon {irlinlerinin
olusumundan daha fazla oldugu dénem (540. dk ile 960. dk aras1) ve sonrasinda GSSG
diizeylerindeki diisiis nedeniyle ileri oksidasyon triinlerinin agir bastigr donem (960. dk

sonrasi) olmak iizere iki agsamali bir evre oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Tam kan 6rneklerinden yapilan havuzun 38 °C’de oto-oksidasyona

birakilmasi sonucu zamana karsi toplam GSH, Nativ GSH ve GSSG diizeylerindeki
degisimin takibi (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi yontem, B: Tris tamponun 1000

mM olarak modifiye edildigi yontem)

3.6. Gelistirilen yontemlerin performans degerlendirmeleri

3.6.1. Dogrusalligin (linearite) gosterilmesi

3.6.1.1. Artan GSSG cozeltisi ile dogrusalligin (linearite) belirlenmesi

GSSG soliisyonun seri diliisyonuyla yapildi. Toplam GSH yonteminde

linearitenin iist limiti 3 mmol/L GSSG (6 mmol/L GSH) olarak bulundu (Sekil 3.16).

Regresyon analizinin dogru denklemi y = 0,3946 + 0,9997x olarak hesaplanda.
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Korelasyon r degeri 0,9999 (p < 0,001) idi. Tablo 3.1’de yontemin dogrusallik verileri

goriilmektedir.

Tablo 3.1. Yeni gelistirilen yontemin GSSG soliisyonunun seri diliisyonu ile yapilan
dogrusallik performansi verileri

Parametre P degeri
Regresyon Formiilii y = 0,3946 + 0,9997x
Kesim (Intercept, a) 0,3946 + 0,8483 0,6440
Egim (Slope, b) + Egimin standart
0,9997 £ 0,001445 <0,0001
hatasi (Sp)
Korelasyon katsayisi (correlation
I 0,9999 <0,0001
coefficient, r)
Determinasyon katsayisi
. o 0,9999 <0,0001
(Coefficient of determination, r?)
Residuallerin standart sapmasi
5,4766

(Residual standart deviation, Sy.x)
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Sekil 3.16. GSSG soliisyonunu seri diliisyonu ile yeni yontemin dogrusalliginin
gosterilmesi

3.6.1.2. Hemolizatin siipernatant havuzu ile dogrusalligin (linearite) belirlenmesi

Hemolizat siipernatant havuzunun seri diliisyonuyla yapildi. Toplam GSH ve
nativ GSH diizeylerinin r? degerleri Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye

edildigi yontemlerde 0,99’un iizerindeyken GSSG sonuglarmin r? degerleri ise her iki
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yontemde de 0,96 1n {lizerindeydi ve tiim veriler i¢in p degerleri 0,0001 diizeyinin
altinda oldugu gorildi (Sekil 3.17-A).
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Sekil 3.17-A. Hemolizat siipernatant havuzunun seri diliisyonu ile Tris tamponun 500

mM olarak modifiye edildigi yontemin dogrusalliginin gosterilmesi (A. Nativ GSH, B.
Toplam GSH, C. GSSG diizeylerini gostermektedir)
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Sekil 3.17-B. Hemolizat siipernatant havuzunun seri diliisyonu ile Tris tamponun 1000

mM olarak modifiye edildigi yontemin dogrusalliginin gdsterilmesi (A. Nativ GSH, B.
Toplam GSH, C. GSSG diizeylerini gostermektedir)

3.6.2. Yontemlerin gozlenebilirlik sinirlar: (limit of detection)

Sifir kalibrator degerlerinin 25 6l¢lim ortalamasi + 3 standart sapma seklinde

tanimlanan deteksiyon limiti Toplam GSH yontemleri i¢in Tris Tamponun 500 ve 1000

mM olarak modifiye edildigi yontemlerde sirasiyla 3,14 ve 4,26 umol/L’ydi. Nativ GSH

yontemi i¢in de yine sirasiyla 2,96 ve 3,67 umol/L idi.
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3.6.3. Analitik sensitivite calismasi

Kalibrasyon egrisinin egiminden yararlanilarak hesaplanan tiyol yonteminin
sensitivitesi Tris Tamponun 500 olarak modifiye edildigi yontemde 10,12 x 107
Absorbans / Miktar, [A x (uM)?] iken; Tris Tamponun 1000 olarak modifiye edildigi
yontemde 10,29 x 10 Absorbans / Miktar, [A x (uM)?] olarak bulunmustur.

3.6.4. Yontemlerin analitik geri kazanmimlari

3.6.4.1. Toplam GSH yonteminin GSSG geri kazanimlari

Toplam GSH yo6nteminin GSSG geri kazanimlari hemolizat siipernatant havuz
ornekleri tlizerine igerisinde sirasiyla 300, 60 ve 30 umol/L GSSG olacak sekilde GSSG
stok ¢ozeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildigi
yontemlerde hesaplandi. 300 pmol/L GSSG diizeyinin ortalama % geri kazanimlart;
sirastyla 105,9 + 5,3 ve 105,5 £ 5,7, 60 umol/L GSSG diizeyinin ortalama % geri
kazanimlari; sirasiyla 103,8 + 2,9 ve 100,2 + 2,4 ve 30 umol/L GSSG diizeyinin
ortalama % geri kazanimlar ise; sirasiyla 95,4 = 7,4 ve 93,1 4,5 idi (Tablo 3.2-A, B,
C, D).
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Tablo 3.2-A. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH yonteminin
GSSG ortalama geri kazanimlari

Havuz Toplam Eklenen Geri Kazanilan % Geri 7o Bagil
GSH (umolL)  C55C  GSSG (umolL) = Kazamm ~ S.andart
(nmol/L) Sapma
4543 300 31774158 1059453 5,0
4543 60 62,3+ 1,8 103.8 2.9 28
4543 30 28.6+2.2 954+ 7.4 7,7

Tablo 3.2-B. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH yonteminin
GSSG ortalama geri kazanimlar

° o

Havuz Toplam Eé( Isesn én Geri Kazanilan % Geri S?a:?é‘gll’lt

GSH (umol/L) (umol/L) GSSG (nmol/L) Kazanim Sapma
459,8 300 316,4+17,2 105,5+5,7 54
459,8 60 60,1 £ 1,5 100,2 +2,4 2,4
459,8 30 279+1,4 93,1+£4,5 4,9
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Tablo 3.2-C. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH yonteminin
GSSG geri kazanimlari

Havuz Eklenen Toplam Geri
Toplam Miktar - Olciilen Kazanilan % Geri
GSH GSSG GSH GSSG Kazamim
(umol/L) (umol/L) (nmol/L) (umol/L)
1.0rnek 1.61¢iim 461,7 300,0 1144,5 341,4 113,8
1.0rnek 2.6l¢iim 461,7 300,0 1121,3 329,8 109,9
1.0rnek 3.6l¢iim 461,7 300,0 1112,5 325,4 108,5
2.0rnek 1.6l¢lim 451,2 300,0 1099,8 324,3 108,1
2.0rnek 2.6l¢iim 451,2 300,0 1105,1 327,0 109,0
2.0rnek 3.6l¢lim 451,2 300,0 1080,1 3145 104,8
3.0rnek 1.61¢iim 450,0 300,0 1057,5 303,8 101,3
3.0rnek 2.6l¢iim 450,0 300,0 1044,4 297,2 99,1
3.0rnek 3.6l¢lim 450,0 300,0 1041,5 295,8 98,6
Ortalama 454,3 300,0 1089,6 317,7 105,9
Standart Sapma 5,6 36,0 15,8 5,3
% Bagil Standart 50
Sapma '
1.0rnek 1.6l¢iim 461,7 60,0 588,1 63,2 105,3
1.0rnek 2.6l¢iim 461,7 60,0 586,9 62,6 104,3
1.0rnek 3.6l¢iim 461,7 60,0 582,1 60,2 100,3
2.0rnek 1.6l¢iim 451,2 60,0 578,7 63,8 106,3
2.0rnek 2.6l¢iim 451,2 60,0 582,6 65,7 109,5
2.0rnek 3.6l¢lim 451,2 60,0 575,2 62,0 103,4
3.0rnek 1.6l¢iim 450,0 60,0 571,7 60,9 101,4
3.0rnek 2.6l¢iim 450,0 60,0 571,9 61,0 101,6
3.0rnek 3.6l¢iim 450,0 60,0 571,9 61,0 101,6
Ortalama 454,3 60,0 578,8 62,3 103,8
Standart Sapma 5,6 6,5 1,8 2,9
% Bagil Standart o8
Sapma '
1.0rnek 1.6l¢iim 461,7 30,0 512,5 25,4 84,6
1.0rnek 2.61¢iim 461,7 30,0 516,7 27,5 91,6
1.0rnek 3.6l¢iim 461,7 30,0 516,5 27,4 91,3
2.0rnek 1.61¢iim 451,2 30,0 515,3 32,1 106,9
2.0rnek 2.6l¢iim 451,2 30,0 512,0 30,4 101,4
2.0rnek 3.6l¢iim 451,2 30,0 513,4 31,1 103,7
3.0rnek 1.6l¢iim 450,0 30,0 508,0 29,0 96,7
3.0rnek 2.6l¢lim 450,0 30,0 505,8 27,9 93,1
3.0rnek 3.6l¢lim 450,0 30,0 503,3 26,7 88,9
Ortalama 454,3 30,0 511,5 28,6 95,4
Standart Sapma 5,6 4,8 2,2 7,4
% Bagil Standart 77
Sapma '
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Tablo 3.2-D. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH yonteminin
GSSG geri kazanimlari

Havuz Eklenen Toplam Geri
Toplam Miktar - Olgiilen Kazanilan % Geri
GSH GSSG GSH GSSG Kazamim
(umol/L)  (umol/L) (nmol/L) (nmol/L)
1.0rnek 1.5l¢giim 464,7 300,0 1140,4 337,9 112,6
1.0rnek 2.6l¢iim 464,7 300,0 1141,6 338,5 112,8
1.0rnek 3.6l¢iim 464,7 300,0 1124,2 329,8 109,9
2.0rnek 1.6l¢iim 458,1 300,0 1101,0 3215 107,2
2.0rnek 2.6l¢lim 458,1 300,0 1092,6 317,3 105,8
2.0rnek 3.6l¢lim 458,1 300,0 1083,4 312,7 104,2
3.0rnek 1.6l¢iim 456,6 300,0 1055,3 299,4 99,8
3.0rnek 2.6l¢iim 456,6 300,0 1049,0 296,2 98,7
3.0rnek 3.6l¢iim 456,6 300,0 1045,0 294,2 98,1
Ortalama 459,8 300,0 1092,5 316,4 105,5
Standart Sapma 3,7 0,0 37,7 17,2 5,7
% Bagil Standart
54
Sapma
1.0rnek 1.6l¢iim 464,7 60,0 586,7 61,0 101,7
1.0rnek 2.6l¢iim 464,7 60,0 586,3 60,8 101,4
1.0rnek 3.6l¢iim 464,7 60,0 583,6 59,5 99,1
2.0rnek 1.6l¢iim 458,1 60,0 583,1 62,5 104,2
2.0rnek 2.6l¢iim 458,1 60,0 580,0 61,0 101,6
2.0rnek 3.6l¢lim 458,1 60,0 577,7 59,8 99,7
3.0rnek 1.6l¢iim 456,6 60,0 571,0 57,2 95,3
3.0rnek 2.6l¢iim 456,6 60,0 576,4 59,9 99,8
3.0rnek 3.6l¢iim 456,6 60,0 575,9 59,7 99,4
Ortalama 459,8 60,0 580,1 60,1 100,2
Standart Sapma 3,7 0,0 5,3 15 2,4
% Bagl Standart 24
Sapma '
1.0rnek 1.6l¢iim 464,7 30,0 518,1 26,7 89,1
1.0rnek 2.6l¢iim 464,7 30,0 519,9 27,6 92,1
1.0rnek 3.6l¢iim 464,7 30,0 517,9 26,6 88,7
2.0rnek 1.6l¢iim 458,1 30,0 518,8 30,4 101,2
2.0rnek 2.6l¢lim 458,1 30,0 516,6 29,3 97,5
2.0rnek 3.6l¢iim 458,1 30,0 515,3 28,6 95,3
3.0rnek 1.6l¢iim 456,6 30,0 508,9 26,2 87,2
3.0rnek 2.6l¢iim 456,6 30,0 512,1 27,8 92,5
3.0rnek 3.6l¢lim 456,6 30,0 513,3 28,4 94,5
Ortalama 459,8 30,0 515,7 27,9 93,1
Standart Sapma 3,7 0,0 3,6 1,4 4,5
% Bagil Standart 49
Sapma '
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3.6.4.2. Nativ ve toplam GSH yontemlerinin GSH geri kazanimlari

Toplam ve nativ GSH yontemlerinin GSH geri kazanimlar1 hemolizat siipernatant
havuz 6rnekleri tizerine igerisinde sirasiyla 300 ve 60 umol/L GSH olacak sekilde GSH
stok ¢ozeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildigi
yontemlerde hesaplandi.

Toplam GSH ydnteminin GSSG geri kazanimlar1 hemolizat siipernatant havuz
ornekleri lizerine igerisinde sirastyla 300, 60 ve 30 umol/L GSSG olacak sekilde GSSG
stok ¢ozeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildigi
yontemlerde hesaplandi.

Toplam GSH yontemlerinin 300 pmol/LL GSH diizeyinin ortalama % geri
kazanimlari; tris tamponunu 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildigi yontemlerde
sirastyla 95,9 + 2,6 ve 97,4 + 1,0 iken, 60 pmol/L GSH diizeyinde; sirasiyla 98,7 + 2,2
ve 101,1 £ 6,0 idi (Tablo 3.3-A, B, C, D).

Nativ GSH yontemlerinin 300 pmol/L GSH diizeyinin ortalama % geri
kazanimlari; Tris tamponunu 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildigi yontemlerde
strastyla 95,9 £ 0,9 ve 99,9 £ 0,7 iken, 60 pmol/L. GSH diizeyinde; sirastyla 97,2 + 6,2
ve 100,5 + 1,7 idi (Tablo 3.3-A, B, C, D).

Tablo 3.3-A. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam ve nativ GSH
yontemlerinin GSH ortalama geri kazanimlari

Geri o o
Havuz GSH ~ CKlenen o zamlan 9% Geri 7o Bagil
GSH Standart
(nmol/L) (umol/L) GSH Kazanim Sapma
M (umol/L) P

Nativ GSH 4742 300 287,8+£2,6 959+09 0,9
Nativ GSH 4742 60 55,0+2,7 97,2+6,2 6,4
Toplam GSH 583,4 300 287,677 959+26 2,7
Toplam GSH 583,4 60 69,2 +1,3 98,7+22 2,2
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Tablo 3.3-B. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam ve nativ GSH
yontemlerinin GSH ortalama geri kazanimlari

Geri o o

Havuz GSH Eklenen Kazanilan % Geri 7o Bagil

GSH Standart

(umol/L) (umol/L) GSH Kazanim Sapma

M (nmol/L) P

Nativ GSH 502,0 300 299,7+£2,0 99,9 +0,7 0,7
Nativ GSH 502,0 60 60,3 +1,0 100,5+ 1,7 1,7
Toplam GSH 572,8 300 272,2+3,0 97,4+1,0 1,0
Toplam GSH 572,8 60 62,0+7,5 101,1 £6,0 59

Tablo 3.3-C. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam ve nativ GSH
yontemlerinin GSH ortalama geri kazanimlari

Havuz Eklenen T oplagy Geri .
Olgiillen  Kazamilan % Geri
Gl Gl GSH GSH Kazamim
(umol/L))  (nmol/L) (umol/L) (umol/L)

Nativ GSH 1.0rnek 474,2 300,0 764,4 290,2 96,7
Nativ GSH 2.0rnek 4742 300,0 762,4 288,2 96,1
Nativ GSH 3. Ornek 4742 300,0 759,2 285,0 95,0
Ortalama 4742 300,0 762,0 287,8 95,9

Standart Sapma 0,0 0,0 2,6 2,6 0,9

% Bagil Standart Sapma 0,9
Nativ 1.0rnek 474,2 60,0 536,5 62,3 103,8
Nativ 2.0rnek 4742 60,0 529,1 54,9 91,5
Nativ 3. Ornek 474,2 60,0 531,9 57,7 96,2
Ortalama 474,2 60,0 532,5 58,3 97,2

Standart Sapma 0,0 0,0 3,7 3,7 6,2

% Bagil Standart Sapma 6,4
Toplam 1.0rnek 583,4 300,0 866,83 283,5 94,5
Toplam 2.0rnek 583,4 300,0 866,2 282,8 94,3
Toplam 3. Ornek 583,4 300,0 879,8 296,5 98,8
Ortalama 583,4 300,0 871,0 287,6 95,9

Standart Sapma 0,0 0,0 7,7 7,7 2,6

% Bagil Standart Sapma 2,7
Toplam 1.0rnek 583,4 60,0 644,0 60,7 101,1
Toplam 2.0Ornek 583,4 60,0 642,2 58,9 98,1
Toplam 3. Ornek 583,4 60,0 641,6 58,2 97,0
Ortalama 583,4 60,0 642,6 59,2 98,7

Standart Sapma 0,0 0,0 1,3 1,3 2,2

% Bagil Standart Sapma 2,2
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Tablo 3.3-D. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam ve nativ GSH
yontemlerinin GSH ortalama geri kazanimlari

Toplam Geri

Olciilen Kazamla % Geri
GSH n GSH Kazanmim

(umol/L)  (nmol/L)

Havuz Eklenen
GSH GSH
(umol/L)  (umol/L)

Nativ GSH 1.0rnek 502,0 300,0 801,0 299,1 99,7
Nativ GSH 2.0rnek 502,0 300,0 804,0 302,0 100,7
Nativ GSH 3. Ornek 502,0 300,0 800,1 298,2 99,4
Ortalama 502,0 300,0 801,7 299,7 99,9

Standart Sapma 0,0 0,0 2,0 2,0 0,7

% Bagil Standart Sapma 0,7
Nativ 1.0rnek 502,0 60,0 561,8 59,8 99,6
Nativ 2.0rnek 502,0 60,0 561,6 59,6 99,4
Nativ 3. Ornek 502,0 60,0 563,4 61,4 102,4
Ortalama 502,0 60,0 562,3 60,3 100,5

Standart Sapma 0,0 0,0 1,0 1,0 1,7

% Bagil Standart Sapma 1,7
Toplam 1.0rnek 572,8 300,0 865,1 292,3 97,4
Toplam 2.0rnek 572,8 300,0 862,0 289,2 96,4
Toplam 3. Ornek 572,8 300,0 868,0 295,2 98,4
Ortalama 572,8 300,0 865,0 292,2 97,4

Standart Sapma 0,0 0,0 3,0 3,0 1,0

% Bagil Standart Sapma 1,0
Toplam 1.0rnek 572,8 60,0 634,2 61,4 102,4
Toplam 2.0rnek 572,8 60,0 636,6 63,8 106,3
Toplam 3. Ornek 572,8 60,0 629,6 56,7 94,6
Ortalama 572,8 60,0 633,5 60,6 101,1

Standart Sapma 0,0 0,0 3,6 3,6 6,0

% Bagil Standart Sapma 59

3.6.5. Yontemlerin tekrarlanabilirlikleri

3.6.5.1. GSSG cozeltisinin kullamldig: tekrarlanabilirlik cahismalar: sonuglar:

100 uM ve 500 uM GSSG soliisyonlari iki diizey yapilmistir.
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A. 500 pM GSSG c¢ozeltisi ile yontemlerin tekrarlanabilirlikleri
500 uM GSSG ile yontemlerin 20 giin boyunca 6lgiilen GSSG sonuglar1 Tablo
3.4-A2, B2’de ve Sekil 3.18-A, B’de goriilmektedir. 500 uM GSSG diizeyinin Tris
tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi yontemde ¢alisma i¢i CV’si 0,57, giinler
aras1t CV’si 0,70, ¢aligmalar aras1 CV’si 1,16 ve toplam CV’si 1,47 olarak bulundu
(Tablo 3.4-A1). 500 uM GSSG diizeyinin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye
edildigi yontemde ise ¢alisma i¢i CV’si 0,80, gilinler aras1 CV’si 0,83, ¢aligsmalar arasi

CV’si 0,49 ve toplam CV’si 1,25 olarak bulundu (Tablo 3.4-B1).

Tablo 3.4-Al. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin 500 uM GSSG ile CV sonuglari

Calisma ici 20CV 0,57
Giinler arasi1 %CV 0,70
Calismalar aras1 %CV | 1,16
Toplam %CV 1,47

Tablo 3.4-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin 500 uM GSSG ile CV sonuglari

Cahsma ici %CV 0,80
Giinler aras1 % CV 0,83
Calismalar aras1 %CV | 0,49
Toplam %CV 1,25
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Tablo 3.4-A2. 500 uM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi
toplam GSH yo6ntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢lim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢iim
1 507,14 508,60 507,87 492,98 497,84 495 41 498,53
2 506,51 505,20 505,85 508,80 504,78 506,79 505,78
3 501,01 502,75 501,88 508,56 507,95 508,25 508,10
4 498,96 497,35 498,15 500,03 505,69 502,86 504,28
5 504,09 504,40 504,24 490,33 495,39 492,86 494,13
6 492,59 496,18 494,38 490,82 497,16 493,99 495,57
7 511,69 510,51 511,10 503,53 500,30 501,91 501,10
8 497,49 501,08 499,28 490,63 495,20 492,91 494,05
9 505,91 503,14 504,53 496,60 498,56 497,58 498,07
10 488,38 493,23 490,80 504,44 509,91 507,17 508,54
11 503,46 502,36 502,91 497,29 494,80 496,05 495,43
12 496,51 502,65 499,58 498,76 498,33 498,55 498,44
13 501,60 502,85 502,22 506,70 501,96 504,33 503,15
14 489,93 494,31 492,12 502,85 507,85 505,35 506,60
15 503,17 507,26 505,21 508,07 509,81 508,94 509,37
16 504,74 507,85 506,29 492,20 490,19 491,19 490,69
17 502,38 493,04 497,71 509,34 501,28 505,31 503,29
18 505,91 500,98 503,45 510,91 506,70 508,80 507,75
19 498,27 501,47 499,87 496,90 499,22 498,06 498,64
20 493,06 488,92 490,99 503,17 503,73 503,45 503,59
Ortalama | 500,64 501,21 500,92 500,65 501,33 500,99 501,26
SS 6,18 5,76 5,64 6,94 5,57 5,92 5,58
%CV 1,23 1,15 1,13 1,39 1,11 1,18 1,11
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Tablo 3.4-B2. 500 uM GSSG’nin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi
toplam GSH yo6ntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢lim
1 496,30 498,63 497,47 499,23 510,57 504,90 503,04
2 502,78 502,85 502,81 497,88 491,66 494,77 493,22
3 501,41 501,57 501,49 500,13 505,98 503,06 504,52
4 500,43 496,67 498,55 495,92 499,12 497,52 498,32
5 498,56 495,59 497,08 498,96 501,18 500,07 500,62
6 493,47 495,04 494,25 505,43 500,39 502,91 501,65
7 492,98 503,14 498,06 491,22 493,23 492,23 492,73
8 494,94 499,45 497,19 501,77 501,08 501,42 501,25
9 503,85 504,61 504,23 501,70 499,32 500,51 499,91
10 498,07 495,39 496,73 498,96 495,00 496,98 495,99
11 508,92 496,60 502,76 500,69 489,04 494,87 491,96
12 490,43 491,57 491,00 502,58 490,88 496,73 493,81
13 501,50 502,26 501,88 500,69 507,85 504,27 506,06
14 500,72 502,65 501,68 494,94 498,73 496,83 497,78
15 503,17 505,20 504,18 504,44 506,28 505,36 505,82
16 492,69 492,84 492,76 494,16 498,73 496,44 497,58
17 501,61 500,43 501,02 511,12 509,66 510,39 510,02
18 499,45 497,06 498,25 489,04 500,69 494,87 497,78
19 491,71 494,51 493,11 505,42 493,72 499,57 496,65
20 505,72 504,81 505,26 503,85 502,85 503,35 503,10
Ortalama 498,93 499,04 498,99 499,91 499,80 499,85 499,59
SS 5,03 4,21 4,13 5,19 6,24 4,58 4,92
%CV 1,01 0,84 0,83 1,04 1,25 0,92 0,98
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B. 100 uM GSSG cozeltisi ile yontemlerin tekrarlanabilirlikleri

100 uM GSSG soliisyonlari ile yontemlerin 20 giin boyunca 6lgiilen GSSG
sonuglar1 Tablo 3.5.A2, B2de ve Sekil 3.19-A, B’de goriilmektedir. 100 uM GSSG
diizeyinin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi yontemde ¢alisma ici
CV’si 1,42, giinler aras1 CV’si 1,76, ¢alismalar aras1 CV’si 1,48 ve toplam CV’si 2,70
olarak bulundu (Tablo 3.5-Al). 100 uM GSSG diizeyinin Tris tamponunun 1000 mM
olarak modifiye edildigi yontemde ise ¢alisma i¢i CV’si 1,18, giinler aras1 CV’si 1,42,
calismalar aras1 CV’si 1,81 ve toplam CV’si 2,58 olarak bulundu (Tablo 3.5-B1).

Tablo 3.5.A1. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin 100 pM GSSG ile CV sonuglar1

Cahsma ici 1,42
Giinler aras1 % CV 1,76
Calismalar aras1 %CV 1,48
Toplam %CV 2,70

Tablo 3.5.B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin 100 pM GSSG ile CV sonuglari

Cahsma ici 1,18
Giinler arasi1 %CV 1,42
Calismalar aras1 %CV |1,81
Toplam %CV 2,58
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Tablo 3.5-A2. 100 uM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi
toplam GSH yo6ntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.61l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢tim
1 97,57 96,59 97,08 99,87 97,91 98,89 98,43
2 98,93 101,01 99,97 102,50 100,09 101,30 100,69
3 97,68 98,51 98,09 101,05 99,76 100,40 100,08
4 100,40 101,24 100,82 105,85 102,09 103,97 103,03
5 96,70 96,87 96,79 98,93 99,54 99,23 99,38
6 105,74 104,30 105,02 101,05 101,65 101,35 101,50
7 96,70 96,54 96,62 99,94 101,54 100,74 101,14
8 101,27 104,31 95,82 94,31 95,05 94,68 94,86
9 97,57 98,83 98,20 99,60 101,54 100,57 101,05
10 101,16 98,73 99,94 98,15 98,09 98,12 98,11
11 96,27 98,94 97,61 101,27 103,20 102,24 102,72
12 100,95 100,04 100,49 100,16 101,20 100,68 100,94
13 99,97 103,42 101,69 100,72 104,31 102,51 103,41
14 99,10 102,33 100,71 98,26 99,20 98,73 98,97
15 101,82 98,62 100,22 102,61 98,66 100,63 99,65
16 101,38 102,11 102,79 95,04 96,60 101,75 99,66
17 98,62 100,47 99,54 99,94 102,87 101,40 102,14
18 99,05 100,31 99,68 103,63 105,20 104,42 104,81
19 99,42 96,54 97,98 100,16 100,42 100,29 100,36
20 98,91 98,00 98,45 101,12 99,83 100,48 100,15
Ortalama 99,46 99,89 99,38 100,21 100,44 100,62 100,55
SS 2,24 2,50 2,25 2,62 2,52 2,11 2,18
%CV 2,25 2,50 2,27 2,61 2,51 2,10 2,17
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Tablo 3.5-B2. 100 uM GSSG’nin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi
toplam GSH yo6ntemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.61l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢tim
1 95,84 97,55 96,69 98,87 100,74 99,81 99,03
2 100,13 101,00 100,56 95,12 96,90 96,01 96,46
3 101,52 100,18 100,85 101,98 102,65 102,32 102,49
4 98,95 96,51 97,73 96,88 97,96 97,42 97,69
5 100,38 101,84 101,11 97,16 99,87 98,51 99,19
6 101,63 100,62 101,13 99,85 96,44 98,15 97,29
7 101,52 103,95 102,74 98,95 100,04 99,50 99,77
8 97,96 97,40 97,68 99,29 99,47 99,38 99,43
9 98,98 96,96 97,97 101,54 101,29 101,41 101,35
10 97,88 97,40 97,64 100,78 102,15 101,47 101,81
11 98,54 99,96 99,25 100,08 98,56 99,32 98,94
12 101,52 102,99 102,26 97,16 99,81 98,49 99,15
13 96,99 96,82 96,91 97,38 98,67 98,03 98,35
14 99,82 100,21 100,01 101,87 103,33 102,60 102,97
15 98,76 97,18 97,97 101,42 100,95 101,19 101,07
16 102,74 102,18 102,46 103,51 102,70 103,10 102,90
17 99,49 101,74 100,62 101,76 103,06 102,41 102,74
18 103,75 102,40 103,07 97,83 99,81 98,82 99,32
19 96,77 95,40 96,09 96,49 97,76 97,13 97,45
20 96,00 97,85 96,92 102,77 98,79 100,78 99,78
Ortalama 99,46 99,51 99,48 99,54 100,05 99,79 99,86
SS 2,21 2,54 2,26 2,38 2,05 2,03 1,99
%CV 2,22 2,56 2,27 2,39 2,05 2,03 2,00
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3.6.5.2. Hemolizat siipernatant havuzunun kullamildig: tekrarlanabilirlik

calismalari sonuclari

A. Nativ GSH yonteminin tekrarlanabilirligi

Hemolizat siipernatant havuzu ile 20 giin boyunca Tris tamponunun 500 mM ve
1000 mM olarak modifiye edildigi nativ GSH yontemlerinin dlgiilen sonuglart Tablo
3.6-A2, B2’de ve Sekil 3.20-A, B’de goriilmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi nativ GSH yonteminde ¢alisma i¢i CV’si 0,49, giinler aras1 CV’si
0,88, caligsmalar aras1 CV’si 0,15 ve toplam CV’si 1,02 olarak bulundu (Tablo 3.6-Al).
Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi nativ GSH yonteminde ise ¢alisma
ici CV’si 0,73, giinler aras1t CV’si 0,79, ¢alismalar aras1 CV’si 0,35 ve toplam CV’si
1,02 olarak bulundu (Tablo 3.6-B1).

Tablo 3.6-Al. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi nativ GSH
yonteminin hemolizat siipernatant havuzu ile CV sonuglari

Calisma ici 0,49
Giinler arasi1 %CV 0,88
Cahsmalar aras1 %CV |0,15
Toplam %CV 1,02

Tablo 3.6-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi nativ GSH
yonteminin Hemolizat siipernatant havuzu ile CV sonuglari

Calisma ici 0,73
Giinler arasi1 %CV 0,79
Calismalar aras1 %CV 0,35
Toplam %CV 1,02
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Tablo 3.6-A2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi nativ GSH yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.61l¢tim
1 664,53 662,67 663,60 663,87 665,07 664,47 664,25
2 677,97 677,97 677,97 682,81 677,06 679,93 678,50
g 673,07 670,27 671,67 673,47 676,40 674,93 675,67
4 663,33 666,40 664,87 666,67 669,33 668,00 668,67
5 665,20 668,27 666,73 669,07 671,87 670,47 671,17
6 677,60 679,33 678,47 678,93 674,53 676,73 675,63
7 664,80 667,20 666,00 662,40 662,53 662,47 662,50
8 674,53 674,80 674,67 673,33 664,00 668,67 666,33
9 664,13 666,93 665,53 670,00 668,13 669,07 668,60
10 682,93 678,53 680,73 677,47 682,00 679,73 680,87
11 672,27 668,00 670,13 670,53 665,20 667,87 666,53
12 665,47 672,40 668,93 667,33 668,40 667,87 668,13
13 670,40 678,67 674,53 678,27 675,33 676,80 676,07
14 668,27 665,33 666,80 669,33 656,53 662,93 659,73
15 677,07 674,53 675,80 675,87 671,73 673,80 672,77
16 668,40 661,47 664,93 670,93 672,40 671,67 672,03
17 664,00 658,53 661,27 666,27 658,53 662,40 660,47
18 670,27 676,40 673,33 678,53 674,53 676,53 675,53
19 667,99 671,46 669,73 675,85 679,33 677,59 678,46
20 667,60 669,73 668,67 670,00 668,00 669,00 668,50
Ortalama 669,99 670,44 670,22 672,05 670,05 671,05 670,52
SS 5,64 6,09 5,47 5,52 6,75 5,70 6,16
%CV 0,84 0,91 0,82 0,82 1,01 0,85 0,92
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Tablo 3.6-B2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak
modifiye edildigi nativ GSH yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢tim
1 672,40 657,47 664,93 658,67 662,13 660,40 661,53
2 665,20 673,07 669,13 671,73 670,00 670,87 670,43
3 662,67 659,93 661,30 666,40 663,73 665,07 664,40
4 653,07 658,40 655,73 656,27 660,00 658,13 659,07
5 667,07 678,27 672,67 671,47 677,73 674,60 676,17
6 675,20 662,00 668,60 672,00 664,67 668,33 666,50
7 666,00 665,73 665,87 668,80 665,07 666,93 666,00
8 661,73 675,87 668,80 667,60 667,87 667,73 667,80
9 659,69 667,36 663,52 661,10 665,12 663,11 664,11
10 656,38 664,35 660,37 663,30 656,38 659,84 658,11
11 668,27 660,40 664,33 660,80 655,47 658,13 656,80
12 669,73 671,07 670,40 664,00 662,73 663,37 663,05
13 653,87 662,80 658,33 655,07 661,73 658,40 660,07
14 676,40 673,73 675,07 667,87 669,20 668,53 668,87
15 661,73 666,67 664,20 657,07 655,87 656,47 656,17
16 665,87 667,47 666,67 666,67 672,27 669,47 670,87
17 661,20 662,53 661,87 652,80 667,87 660,33 664,10
18 665,20 663,60 664,40 659,73 667,87 663,80 665,83
19 672,00 669,60 670,80 667,73 676,53 672,13 674,33
20 668,00 660,27 664,13 663,47 669,33 666,40 667,87
Ortalama 665,08 666,03 665,56 663,63 665,58 664,60 665,10
SS 6,47 5,98 4,84 5,78 6,18 5,23 5,53
%CV 0,97 0,90 0,73 0,87 0,93 0,79 0,83
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B. Toplam GSH yonteminin tekrarlanabilirligi

Hemolizat siipernatant havuzu ile 20 giin boyunca Tris tamponunun 500 mM ve
1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH ydntemlerinin 6l¢giilen sonuglar1 Tablo
3.7-A2, B2’de ve Sekil 3.21-A, B’de goriilmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi toplam GSH yonteminde ¢alisma igi CV’si 0,48, giinler aras1 CV’si
1,11, ¢alismalar aras1 CV’si 0,34 ve toplam CV’si 1,26 olarak bulundu (Tablo 3.7-Al).
Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi Toplam GSH yonteminde ise
calisma i¢i CV’si 0,60, giinler aras1 CV’si 0,46, ¢alismalar aras1 CV’si 0,54 ve toplam
CV’si 0,93 olarak bulundu (Tablo 3.7-B1).

Tablo 3.7-A1. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin Hemolizat slipernatant havuzu ile CV sonuglari

Calisma ici 0,48
Giinler arasi1 % CV 1,11
Calismalar aras1 %CV | 0,34
Toplam %CV 1,26

Tablo 3.7-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi toplam GSH
yonteminin Hemolizat slipernatant havuzu ile CV sonuglari

Cahsma ici 0,60
Giinler aras1 % CV 0,46
Calismalar aras1 %CV 0,54
Toplam %CV 0,93
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Tablo 3.7-A2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi toplam GSH yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.61l¢im
1 816,36 814,17 815,26 815,08 809,07 812,07 812,87
2 828,51 821,15 824,83 821,22 819,68 820,45 820,06
3 831,48 830,57 831,02 827,47 824,19 825,83 825,01
4 822,73 825,10 823,92 812,16 807,97 810,07 809,02
5 830,75 830,39 830,57 830,39 832,57 831,48 832,03
6 824,56 824,01 824,28 823,10 817,63 820,36 819,00
7 813,26 806,70 809,98 800,87 802,14 801,50 801,82
8 819,27 817,27 818,27 828,56 817,63 823,10 820,36
9 830,93 832,21 831,57 831,48 830,02 830,75 830,39
10 824,37 817,08 820,73 811,44 817,45 814,44 815,95
11 830,02 824,01 827,02 825,83 820,55 823,19 821,87
12 802,14 805,60 803,87 805,24 803,78 804,51 804,15
13 823,64 826,20 824,92 821,64 816,17 818,91 817,54
14 801,41 812,89 807,15 802,51 801,60 802,05 801,82
15 812,35 812,53 812,44 817,63 810,89 814,26 812,57
16 823,10 806,70 814,90 807,97 805,60 806,79 806,20
17 815,08 820,00 817,54 815,81 808,16 811,98 810,07
18 816,54 822,92 819,73 826,38 817,27 821,82 819,54
19 827,88 826,83 827,35 829,35 831,03 830,19 830,61
20 811,25 809,61 810,43 806,70 805,06 805,88 805,47
Ortalama 820,28 819,30 819,79 818,04 814,92 816,48 815,82
SS 9,08 8,39 8,22 9,90 9,63 9,54 9,48
%CV 1,11 1,02 1,00 1,21 1,18 1,17 1,16

- EEy Ty

'.;C
4
@«
Co
L 4
o

= [ ( ¢ 1-1. lgiim
foo @ |
g 815 = - “' =D ? === "' -2- 3‘§‘ i ;;foolli:unl:l
S I e b ‘ . ®2-2.kiim
£ 810 ° $ is ?
= Pl ‘ (

805 ‘x + ‘

800 é ¢

795 T

0123456 7 8 9101112131415 1617 18 19 20 21 Giinler

Sekil 3.21-A. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi toplam GSH yontemiyle giinliik 6l¢lim sonuglarinin grafiksel
gosterimi
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Tablo 3.7-B2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak
modifiye edildigi toplam GSH yontemiyle 20 giinliik sonuglari

Run 1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.6l¢tim
1 813,62 801,60 807,61 791,03 793,94 [792,48 |796,27
2 784,10 793,40 788,75 791,21 790,84  |791,03 |790,94
3 805,07 808,16 806,62 806,52 810,08 |808,30 |809,19
4 791,76 796,68 794,22 780,28 786,29 |783,28 |784,79
5 786,47 797,04 791,76 789,39 798,32 |793,85 |796,08
6 799,21 789,37 794,29 798,84 794,65 |796,74 |795,70
7 796,31 793,40 794,85 793,94 792,30 |793,12 |792,71
8 804,69 809,80 807,24 791,76 789,93 |790,84 |790,39
9 790,53 796,08 793,30 784,59 790,53 | 787,56 |789,04
10 797,28 800,03 798,66 795,59 792,21 |793,90 |793,06
11 797,59 799,23 798,41 806,33 798,13 |802,23 |800,18
12 788,66 789,93 789,30 786,28 784,64 |78546 |785,05
13 793,21 800,14 796,68 790,48 792,30 |791,39 | 791,85
14 803,05 800,32 801,69 787,20 796,49 |791,85 |794,17
15 808,88 812,16 810,52 803,60 788,11 |795,86 |791,98
16 796,31 793,40 794,85 790,66 792,67 | 791,66 |792,17
17 798,32 801,41 799,86 788,66 797,59 |793,12 |795,35
18 791,21 793,21 792,21 778,82 792,12 | 78547 |788,79
19 803,24 794,85 799,04 788,84 798,68 |793,76 |796,22
20 799,41 787,20 793,30 790,30 790,30  |790,30 | 790,30
Ortalama 797,45 797,87 797,66 791,72 79351 |792,61 |793,21
ss 7,58 6,66 6,30 7,51 5,52 5,62 5,35
%CV 0,95 0,83 0,79 0,95 0,70 0,71 0,67
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Sekil 3.21-B. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak
modifiye edildigi toplam GSH yontemiyle giinliik 6l¢iim sonuglarinin grafiksel
gosterimi
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C. GSSG yonteminin tekrarlanabilirligi

Hemolizat siipernatant havuzu ile 20 giin boyunca Tris tamponunun 500 mM ve
1000 mM olarak modifiye edildigi yontemlerde hesaplanan GSSG sonuglar1 Tablo 3.8-
A2, B2’de ve Sekil 3.22-A, B’de goriilmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi yontemde hesaplanan GSSG’lerin ¢alisma ici CV’si 2,48, giinler arasi
CV’si 5,14, galismalar aras1 CV’si 3,01 ve toplam CV’si 6,45 olarak bulundu (Tablo
3.8-Al). Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi yontemde hesaplanan
GSSG’lerin ise ¢aligma i¢i CV’si 2,57, giinler aras1 CV’si 5,13, ¢alismalar aras1t CV’si
3,37 ve toplam CV’si 6,65 olarak bulundu (Tablo 3.8-B1).

Tablo 3.8-Al. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildigi yontemde hesaplanan
hemolizat siipernatant havuzu GSSG diizeylerinin CV sonuglari

Calisma ici 2,48
Giinler arasi1 % CV 514
Cahismalar aras1 %CV | 3,01
Toplam %CV 6,45

Tablo 3.8-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildigi yontemde
hesaplanan hemolizat siipernatant havuzu GSSG diizeylerinin CV sonuglari

Calisma ici 2,57
Giinler aras1 %CV 5,13
Calismalar aras1 % CV 3,37
Toplam %CV 6,65
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Tablo 3.8-A2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi yontemde hesaplanan GSSG diizeylerinin 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgtim | 1-2.6l¢tim 2-1. 6lgtim | 2-2.61l¢im
1 75,91 75,75 75,83 75,61 72,00 73,80 74,31
2 75,27 71,59 73,43 69,20 71,31 70,26 70,78
3 79,21 80,15 79,68 77,00 73,90 75,45 74,67
4 79,70 79,35 79,53 72,75 69,32 71,03 70,18
5 82,78 81,06 81,92 80,66 80,35 80,51 80,43
6 73,48 72,34 72,91 72,08 71,55 71,82 71,68
7 74,23 69,75 71,99 69,23 69,80 69,52 69,66
8 72,37 71,23 71,80 77,62 76,82 17,22 77,02
9 83,40 82,64 83,02 80,74 80,94 80,84 80,89
10 70,72 69,28 70,00 66,98 67,72 67,35 67,54
11 78,88 78,00 78,44 77,65 77,67 77,66 77,67
12 68,34 66,60 67,47 68,95 67,69 68,32 68,01
13 76,62 73,76 75,19 71,69 70,42 71,05 70,74
14 66,57 73,78 70,18 66,59 72,53 69,56 71,05
15 67,64 69,00 68,32 70,88 69,58 70,23 69,90
16 77,35 72,62 74,98 68,52 66,60 67,56 67,08
17 75,54 80,73 78,14 74,77 74,81 74,79 74,80
18 73,14 73,26 73,20 73,92 71,37 72,64 72,01
19 79,95 77,68 78,81 76,75 75,85 76,30 76,08
20 71,83 69,94 70,88 68,35 68,53 68,44 68,48
Ortalama 75,15 74,43 74,79 73,00 72,44 712,72 72,65
SS 4,76 4,71 451 4,43 4,15 4,16 4,14
%CV 6,33 6,32 6,03 6,07 5,73 5,72 5,70
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Sekil 3.22-A. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak
modifiye edildigi yontemde hesaplanan GSSG diizeylerinin 20 giinliik sonuglarinin
grafiksel gOsterimi
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Tablo 3.8.B2. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak
modifiye edildigi yontemde hesaplanan GSSG diizeylerinin 20 giinliik sonuglari

Run1 Run 2 Total
Giinler 1-1. 6lgim | 1-2.6l¢im 2-1. dlgtim | 2-2.6l¢tim
1 70,61 72,06 71,34 66,18 65,90 66,04 67,37
2 59,45 60,16 59,81 59,74 60,42 60,08 60,25
3 71,20 74,11 72,66 70,06 73,17 71,61 72,39
4 69,34 69,14 69,24 62,00 63,14 62,57 62,86
5 59,70 59,39 59,54 58,96 60,29 59,63 59,96
6 62,01 63,68 62,85 63,42 64,99 64,21 64,60
7 65,16 63,83 64,49 62,57 63,62 63,09 63,36
8 71,48 66,96 69,22 62,08 61,03 61,56 61,29
9 65,42 64,36 64,89 61,74 62,70 62,22 62,46
10 70,45 67,84 69,14 66,15 67,92 67,03 67,47
11 64,66 69,41 67,04 72,77 71,33 72,05 71,69
12 59,46 59,43 59,45 61,14 60,96 61,05 61,00
13 69,67 68,67 69,17 67,71 65,28 66,50 65,89
14 63,33 63,29 63,31 59,67 63,65 61,66 62,65
15 73,58 72,75 73,16 73,27 66,12 69,69 67,91
16 65,22 62,96 64,09 62,00 60,20 61,10 60,65
17 68,56 69,44 69,00 67,93 64,86 66,39 65,63
18 63,00 64,81 63,91 59,54 62,13 60,83 61,48
19 65,62 62,63 64,12 60,55 61,07 60,81 60,94
20 65,70 63,47 64,59 63,42 60,48 61,95 61,22
Ortalama 66,18 65,92 66,05 64,04 63,96 64,00 64,05
SS 4,27 4,37 4,18 4,35 3,63 3,80 3,71
%CV 6,46 6,62 6,33 6,79 5,68 5,93 5,80
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Sekil 3.22-B. Hemolizat siipernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak
modifiye edildigi yontemde hesaplanan GSSG diizeylerinin 20 giinliik sonug¢larinin
grafiksel gosterimi
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3.6.6. Ticari (enzimatik geri doniistiirme yontemli) iiriin ile yeni gelistirilen

yontemin karsilastirmasi

3.6.6.1. Cesitli okside glutatyon (GSSG) ¢ozeltileri kullanilarak ticari yontemle

yeni gelistirilen yontemin dogrusalliklarinin karsilastirilmasi

Iki yontemin dogrusalliklari (linearite) Sekil 3.23°de gosterilmektedir. Ticari
yontemin determinasyon katsayist (r?) = 0,987 (p<0,001) iken yeni gelistirilen
yontemde 0,999 (p<0,001) olarak hesaplandi. Her iki yontemin de GSSG ¢ozeltisi ile
bakilan dogrusalligi 1°e yakindir ve her iki yontemde yiiksek dogrusallikla 6l¢iim
yapabilmektedir.

;5 B
s 60004
r#=0,987 o = 0,999
p <0,001 p < 0,001
S,x=0,1311 50004 S, = 5.4766

Olgiilen GSH, pmol/L
Olgiilen GSH, pmol/L
8 8
8 S

»n
o
=3
o

1000

0.0 05 10 15 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Eklenen GSSG, pmol/L Eklenen GSSG, pymol/L

Sekil 3.23. Ticari yontem ve yeni gelistirilen yontemin dogrusalliklari (A. Ticari
yontem, B. Yeni gelistirilen yontem

3.6.6.2. Oto-oksidasyona birakilan érnekler ile ticari yontemle yeni gelistirilen

yontemin karsilastirilmasi

Enzimatik geri doniistiirme yontemine dayali ticari kitle yeni gelistirilen yontem
tam kan orneklerinden yapilan havuzun porsiyonlara ayrilarak ve 38 °C’de kendi
kendine oksitlenmesi beklenerek aralikli 6lgiimlerle karsilastirildi. Olgiimlerde geri
dontistimstliz oksidasyon oluncaya kadar toplam GSH diizeylerinin sabit kalmasi
beklenirken; zamanla nativ GSH diizeylerinde diisme ve GSSG diizeylerinde artis

beklendi. Sekil 3.24°te de goriildiigl gibi ticari yontemin GSSG diizeylerindeki artisi
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ancak 540. dk itibariyle yakalayabilmekteyken, yeni gelistirilen yontem bastan itibaren
oksidasyonu gosterebildi. Ticari kit ile 6l¢iilen Toplam GSH diizeyinin 540.
dakikasindaki degerinde biiyiik bir diistis gortilmistiir (Sekil 3.24). Bu nedenle 510.
dakikaya kadar ol¢iilen toplam GSH diizeylerinin her iki yontemde de sabit kalmasi
beklenmis ve bu siire sonuna kadar 6l¢iilmiis toplam GSH diizeylerinin her iki
yontemde ortalama + standart sapma ve % CV’leri hesaplanmistir. Toplam GSH
diizeylerinin ticari kitle dlgiilen diizeyleri ile yeni gelistirilen yontemle dlgiilen
degerlerinin ortalama =+ standart sapma ve % CV’leri ise sirasiyla 1189,3 + 75,7, % 6,36
ve 1084,27 + 14,3, % 1,32 idi. Yeni gelistirilen yontemde Sl¢timler aras1 farkliliginin
daha diistik oldugu goriilmiistiir.
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3.6.6.3. Ticari yontemle yeni gelistirilen yontemin korelasyonu

Enzimatik geri doniistiirme metoduna dayali ticari kit ile yeni gelistirilen

yontemin, 60 tam kan numunesi kullanilarak korelasyonu ve 6l¢tim farkliliklar

degerlendirildi. Tki yontemdeki toplam GSH, nativ GSH ve GSSG korelasyonlari
sirasiyla 0,901 (p<0,001), 0,913 (p<0,001) ve 0,603 (p<0,001) idi (Sekil 3.25). Toplam
GSH ve nativ GSH parametrelerinde gii¢lii bir korelasyon varken, GSSG

parametresinde orta seviye bir korelasyon vardi.

Iki yontem parametreleri arasindaki farklar ise Sekil 3.26”da gosterilmistir.

A B C
=0,9012 r=0,9125 150
1a00{7=0.794 r#=0,8327 =

r y = 0,8442* + 57 56 12001y= 0 7494* + 41,14

3 SE,= +0,03715 . ] SE,= +0,05361 ®

E SE,= +4067 . 2 SE=+ 5361 s‘d . «® o
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1200
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40 60 80 100

Ticari Yontem GSSG; pmol/L

Sekil 3.25. Yeni gelistirilen yontem ile ticari yontemin korelasyonu (A. Toplam GSH
Ol¢timleri B. Nativ GSH 6l¢iimleri C. GSSG 6lglimleri)
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Sekil 3.26. Yeni gelistirilen yontem ile ticari yontemin Blant-Altmann fark grafigi ile

karsilastirmasi (x ekseninde iki yontemin ortalamasi, y ekseninde ticari yontemden yeni gelistirilen
yontemin farki; A. Toplam GSH 6l¢iimleri, B. Nativ GSH 6l¢iimleri, C. GSSG o6l¢timleri)
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3.6.6.4. iki yontem ile diyabet ve saghkh bireylerin sonuclarinin karsilastirmasi

Diyabetli hasta ve saglikli kontrol gruplarinin numunelerinde toplam GSH, nativ
GSH ve GSSG diizeyleri karsilastirildi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet
parametrelerinde anlamli bir fark yoktu (p>0,05; Tablo 3.9). Tablo 3.9’da da goriildiigii
gibi her iki yontemde de diyabetli hasta grubunda nativ GSH diisiikken, GSSG
diizeyleri daha yiiksekti (p<0,05) (Sekil 3.27-A, B). Toplam GSH diizeylerine
bakildiginda ise her iki yontemde de gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05,
Tablo 3.9, Sekil 3.27-A, B). Ancak sonuglar hemoglobin basina degerlendirildiginde
gruplar arasinda sadece GSSG parametresinde her iki yontemde de anlamli fark goriildii
(p<0,05; Tablo 3.9, Sekil 3.27-C, D)

Hasta grubunu HbA1lc, % ve HbAlc, mmol/mol sonuglari ile yeni yontem ile
olgtilen nativ GSH parametresi arasinda negatif bir iligki (sirasiyla r=-0,313, p=0,049 ve
r=-0,343, p=0,036) varken; GSSG parametresi ile pozitif korelasyon (sirasiyla r=0,357,
p=0,024 ve r= 0,359, p=0,023) vardi. HbAlc, % ve HbAlc, mmol/mol sonuglari ile
ticari yontemle dl¢lilen GSSG parametresi arasinda negatif bir iliski (sirasiyla r=-0,349,

p=0,027 ve r=-0,351, p=0,026) vardi (Tablo 3.10).
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Tablo 3.9. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik bilgileri ve tam kan 6rneklerinden

Olciilen parametrelerin sonuglari

Yas; yil

Cinsiyet; Kadin/Erkek

Ticari yontem Toplam GSH; pmol/L
Ticari yontem Nativ GSH; pmol/L
Ticari yontem GSSG; pmol/L

Yeni gelistirilen yontem Toplam GSH;
pmol/L

Yeni gelistirilen yontem Nativ GSH;
pmol/L

Yeni gelistirilen yontem GSSG; pmol/L

Hb basina Ticari yontem Toplam GSH;
pmol/g Hb

Hb basina Ticari yontem Nativ GSH;
pmol/g Hb

Hb basina Ticari yontem GSSG; pmol/g
Hb

Hb basina Yeni gelistirilen yontem
Toplam GSH; pmol/g Hb

Hb basina Yeni gelistirilen yontem
Nativ GSH; pmol/g Hb

Hb basina yeni gelistirilen yontem
GSSG; umol/g Hb

Hemoglobin; gr/dL

HgAlc; mmol/mol
HgAlc; %

Kontrol (n=25)
50,92+9,16
11/14
1101,38 + 200,06
1061,79 +203,8
19,8 + 23,41

1004,04 + 154,02

865,57 + 147,75
69,24 + 33,38
7,99 £ 1,57

7,71+ 1,59
0,14+0,17
7,30+ 1,28
6,30 £ 1,24

0,50+ 0,23
13,9+ 1,46

Hasta (n=25)
56,72+ 11,93
13/12
1052,72 + 182,38
946,21 + 172,67
53,25+ 14,24

969,21 + 140,71

767,85 £ 127,27
100,68 + 24,11
8,97 +7,28

8,07 + 6,63
0,45+0,34
8,06 + 5,41
6,31 +3,90

0,88+0,77

13,58 +£ 3,03

73,8 £ 18,98
89+1,74

Tablo 3.10. HbAlc ile dlgiilen parametreler arasindaki korelasyon

p degeri
0,060
0,571
0,373
0,036
<0,001

0,408

0,016
<0,001
0,512

0,793
<0,001
0,495
0,988

0,024
0,641

HbAlc; % HbAlc; mmol/mol
r degeri p degeri r degeri p degeri

Ticari yontem Nativ GSH; 0.050 0.759 0.041 0.799
pmol/L ' ' ' '
Ticari yontem GSSG; pmol/L -0,349 0,027 -0,351 0,026
Yeni gelistirilen yontem Nativ
GSH; umol/L -0,313 0,049 -0,332 0,036
Yeni gelistirilen yontem GSSG; 0,357 0,024 0,359 0,023

pumol/L
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Sekil 3.27. Hasta ile kontrollerin toplam GSH, nativ GSH ve GSSG diizeylerinin

karsilastirmasi (A. Yeni gelistirilen yontem direkt sonuglar, B. Ticari kit yontemi direkt sonuglar, C.
Yeni gelistirilen yontem hemoglobin basina sonuglar, D Ticari kit yontemi hemoglobin basina sonuglar)
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4. TARTISMA

Glutatyon bir¢ok biyolojik olayda rol alan 6nemli bir molekiildiir. Hiicre i¢inin en
onemli antioksidani olmasinin [1] yaninda; Gstrojen, melanin, prostaglandinler,
l16kotrienler ve ksenobiyotikler (6r. bromobenzen, asetominofen gibi) ) gibi merkaptiirik
asit seklinde atilan molekiillerin detoksifikasyonunda [87, 245], NO ile birlikte insiilin
sensitive edici ajan olarak lipit, karbonhidrat ve protein metabolizmasinda [246],
ptoteinlerin glutatiyonilasyonunda [93], sitokin sentezinde rol oynayarak immiin yanitta
[93], hiicre i¢i redoks potansiyelinin korunmasinda [93], sinyal iletimi ve gen
ekspresyonunda [247], DNA ve protein sentezi ve proteolizde [248], hiicre
proliferasyonu ve apoptozisin uyariimasinda [247, 249], sperm iiretimi ve
maturasyonunda [250], mitokondriyal fonksiyonun ve biitiinliigiiniin korunmasinda [1,
93], beynin biligsel fonksiyonlarinda ve nérodejenerasyonda [251] rol oynamaktadir.
Glutatyonun bilinen bu fonksiyonlarindan dolay1 enflamasyon, kanser, AIDS, DM,
karaciger hastaliklari, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, akut miyokart
enfarktiisii, kronik obstruktif akciger hastalig1 ve inme gibi bir¢ok hastaligin
patogenezinde 6nemli rolii olabilecegi disiintilmiistiir [1, 93]. Bu nedenlerle 1959°da
Ellman [106] tarafindan ilk defa biyolojik numunelerin sulfidril gruplarinin tayini ile
ilgili yontemin yayinlanmasi vesilesiyle tiyol biyokimyasi siirekli ilgi goren bir alan
olmustur. O zamandan giiniimiize kadar stirekli plazmada, dokuda ve hiicre i¢ginde
okside ve rediikte glutatyon tayini igin yeni yontemler gelistirilmeye caligilmustir.
Gelistirilen yontemlerin bir cogu HPLC yontemleri [101, 129-151], fluorometrik
yontemler [112-115, 139-151], biyoliimisans yontemleri [116-123], nano sensor
yontemleri [252, 253], LC-MS [160-162, 254] , GC-MS [152-158, 255] yontemleri gibi
sofistike analizorlere ihtiyag duyan pahali yontemlerdir. Simdiye kadar ortaya konulmus
spektrofotometrik yontemler ise reaktif olarak enzim kullanan yontemlerdir [108, 110,
111]. Bu kitler yiiksek maliyetlidir [241]. Bu nedenle eritrosit i¢i okside ve rediikte
glutatyon diizeylerini 6lgen ucuz ve spektrofotometre gibi daha kolay ulagsilabilir bir
analizérde calisilabilecek bir yonteme ihtiya¢ oldugu diisiiniilmiistiir. Bu ¢alismada
temel olarak eritrosit i¢i toplam ve nativ GSH diizeyleri ol¢lilmiistiir. GSSG ise

hesaplanarak elde edilmistir.



Simdiye kadarki eritrosit ici GSSG/GSH 6l¢en yontemlerde GSSG’leri
indirgemek i¢in ditiyoeritol, DTT, 2-merkaptoetanol, sodyum ve potasyum borohidrat,
TBP, TPP, TCEP, trimetil-TCEP ve ditiyonat gibi bir¢ok rediiktan ajan kullanilmistir
[104]. Ancak DTNB, 4-DPS gibi molekiillerin kullanildigi kolorimetrik yontemlerde
indirgeyici ajanlar bu molekiilleri de indirgeyerek 6lgiimleri etkilemektedir ve ayrica
ozellikle siilfidril grubu i¢eren indirgeyici ajanlar ise (6r. DTT, 2-merkaptoetanol vb.)
fluorometrik 6l¢timleri de etkilemektedir [104, 256]. Bu nedenle bu molekiillerin tiim
GSSG’ler indirgendikten sonra ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bizim de
kullandigimiz NaBHj4’iin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in simdiye kadar dializ sistemi
[257], ortama asit ekleme [258] ya da formaldehit kullanilmas1 [259] gibi bir¢ok yontem
kullanilmistir. Yeni gelistirilen yontemde de NaBH4’iin uzaklastirilmasi i¢in HCI
kullanilmistir. Ornek olarak suyun kullanildig1 6l¢iimlerde eklenen HCI miktaria gore
Olciilen GSH diizeyi grafiginde (Bkz. Sekil 3.11) de goriilecegi gibi; uzaklagtirilmamis
NaBH4 DTNB molekiiliinii indirgeyerek yanlis pozitif sonuglar vermekteyken, HCl ile
uzaklastirildiginda 6lgiilen GSH diizeyi beklendigi gibi 0’a diismektedir. Sodyum
borohidratin asitle reaksiyonun kopiik ve gaz olusturmasi ise bagka bir sorun
olusturmaktadir [256]. Bu sorun ise islemlerin uzun tiiplerde yapilmasi ile ¢oziilmiistiir.

Olgiimde kullanilan Ellman reaktifinin (DTNB) pH’nin 7nin altinda oldugu
durumlarda kullanilamayacagi ve pH degisimlerinden etkilendigi bilinmektedir [105].
Yeni gelistirilen yontemde; TCA ile proteinleri ¢oktiiriilmiis nativ GSH diizeyi
Olctimiinde ve NaBH4’1i uzaklastirmak i¢in HCI eklenmis toplam GSH 6l¢timiinde
numunelerin i¢erdigi asidik soliisyonlardan dolayr pH’nin etkilenebilecegi ve DTNB ile
Olctimlerin yanlis diisiik olabilecegi 6ngoriilmiistiir. Bu sorunun ¢oziilmesi i¢in klasik
tiyol 6l¢iim yonteminde kullanilan Tris tamponunun tamponlama giicii artirilmstir.
Klasik yontemde tamponun molaritesi 100 mM iken, yeni gelistirilen yontemde 500 ve
1000 mM olmak tizere iki modifikasyon yapilmistir. Her iki modifikasyonun da orijinal
yontemle yaklasik 1 olan korelasyonu mevcuttu (sirasiyla r=0,9969, p<0,0001 ve
r?=0,9966, p<0,0001). Ornek iizerine modifiye tamponlar kullanilarak yapilan pH
Olctimlerinde de pH’nin degismedigi goriilmiistiir. Bu bulgular esliginde her iki
modifikasyonun da orijinal yontem yerine kullanilabilecegi gorilmiistiir.

Sodyum borohidratin rediiksiyon kabiliyeti; kullanilan konsantrasyonu,

uygulandig siire ve uygulanan 6rnege gore degisiklik gostermektedir. Erel ve
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Neselioglu [259] serum 6rneginde disiilfid tayinini tarifledikleri yontemde 10 mM
NaBH4’1i 6rnek ile yaklasik 2 dakika siire ile inkiibe etmislerken; Hansen ve ark. [105]
protein ¢ozeltisi kullanarak tarifledikleri HPLC yonteminde 7,9 M NaBH4 (reaksiyon
ortaminda 0,93 M) ile 6rnegi 30 dakika boyunca inkiibe etmislerdir. Yeni gelistirilen
yontemde ise GSSG soliisyonu igin kullanilmasi gereken minimum NaBH4
konsantrasyonu daha diisiikken (reaksiyon ortaminda yaklasik 35 mM) (Bkz. Sekil 3.8),
hemolizat siipernatant havuzu i¢in daha yiiksek diizeylerde (reaksiyon ortaminda 500
mM) NaBHs gerekmistir. Bu durumun saf su ve GSSG kullanilarak hazirlanan GSSG
soliisyonu ile hemolizat siipernatant havuzunun farkli matrikslere sahip olmasindan
kaynaklandig1 diistinilmistiir.

Yeni gelistirilen yontemde de kullanilan NaBH4’{in rediiksiyon reaksiyonunu
yiiksek konsantrasyonlarda dakikalar diizeyinde tamamladigi, diisiik konsantrasyonlarda
(40-100 mM) tamamlamasi iSe ya 1sitma islemi siiresi kadar ya da 30 dakikadan daha
uzun siireler beklenilmesi gerektigi soylenmektedir [104, 105]. Yeni gelistirilen
yontemde kullanilan 3,5 M NaBHj4 (reaksiyon ortaminda 700 mM) soliisyonunun
eklendikten sonra tiim GSSG’leri indirgediginden emin olunduktan sonra HCl ile
ortamda kalan fazla NaBHs uzaklastirilmistir. Hidroklorik asitin eklenme zamani 10-20.
dakikalar arasinda oldugunda sonuglarda tutarlilik oldugu gosterilmistir (Bkz. Sekil
3.12). Sekil 3.12°de de goriildiigii gibi HCI’nin erken eklenmesi 6l¢iimler arasinda
farkliliklara neden olmaktadir. Bu farkliligin NaBH4’ilin tiim numunelerde yeterli
rediiksiyonu saglamadan 6nce ortamdan uzaklastirilmasindan 6tiirii kaynaklandigi
distintilmistiir. Ayrica HCI’nin daha ge¢ eklenmesi de sonuglarin diisiik okunmasina
neden olmaktadir. Bu diisiikliigiin sebebinin, GSH’larin tekrar oksitlenmesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Asidik ortamda GSH’larin tekrar oksitlenmedigi
bilinmektedir [103]. Bu nedenle rediiksiyon islemi tamamlandiktan sonra reaksiyon
ortami tekrar asidik yapilmalidir.

Okside glutatyon 6l¢iim yontemlerinde 6rneklerde bulunan diger tiyol grubu
igceren proteinlerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amacgla TCA, MPA gibi asitler
kullanilmaktadir [87, 260, 261]. Eklenen bu asitlerden dolay1 6rnekler asidik
olmaktadir. Sodyum borohidrat, asidik ortamda asitle reasksiyonu nedeniyle daha ¢abuk
tilkkenecektir. Bu tiikenmenin ger¢eklesmemesi i¢in ortamin pH’s1 NaOH ile

arttirllmistir. Eklenmesi gereken optimal NaOH miktar1 Sekil 3.10°da da goriildiigii gibi
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1,5 M diizeyindedir ve bu konsantrasyon reaksiyon ortaminda TCA ile ayn1
konsantrasyona denk gelmektedir. Daha diisiik miktarda NaOH eklenmesi dl¢timlerde
farkliliklara neden olmustur. Bu farkliliklarin NaBH4’iin erken tiikenmesinden
kaynaklandigi diisiiniilmistiir. Daha fazla NaOH eklenmesi ise NaBH4’{in reaksiyona
girmesini giiclestirerek 6l¢iim farkliliklarina neden oldugu diistindiirmektedir. Ayrica
once 6rnegin pH’sin1 Tris tamponu ile yiikseltip daha sonra NaBH4 eklenmesi ile
yapilan deneyde ise; yeterli rediiksiyonunun olmamasi nedeniyle NaBH4 ile NaOH’nin
ayni anda eklenmesi gerektigi diisiiniilmiis ve ikisi tek reaktif olarak kullanilmistir (Bkz.
Sekil 3.9).

Rediikte glutatyon ve okside glutatyon 6l¢iim yontemlerinde karsilagilan bagka bir
sorun ise GSH’larin kendi kendine oksitlenerek yanlis yliksek GSSG sonuglarina sebep
olmasidir [87, 104]. Bu durumun engellenmesi i¢in giiniimiize kadar NEM, 2-VP
(M2VP), (M4V/P) gibi tiyol maskeleyici ajanlar [99, 100, 102, 262] ya da ortamin asidik
yapilmasi [103] gibi 6nlemler alinmistir. Yeni gelistirilen yontemde ise bu durumun
engellenmesi i¢in ortam asidik yapilmustir. Asidifikasyon isleminin GSH’lar1 oda
1s1sinda en az 24 saat, 4 °C’de ise en az 72 saat stabil kaldig1 goriilmiistiir.

Hiicre iginin en 6nemli antioksidani olan GSH ortamda oksidan madde bulunmasi
durumunda oksitlenerek GSSG’ye doner [263]. Bu doniisiimiin izlenmesi i¢in tam kan
ornekleri ve hemolizat siipernatant havuzu iizerine H20, eklenmis ve GSH’larin
azalmasi ile birlikte GSSG’lerin artmas1 beklenmistir. Sekil 3.13°te de goriildiigi gibi
tam kan drneklerinde GSH diizeylerinde bir diisiise rastlanmadi. Bu durumun tam kan
ornegi icerisinde bulunan albiimin, bilirubin gibi bir¢ok antioksidan molekiiliin H20-
eritrosit icine girmeden H20: ile reaksiyona girmesinden kaynaklandigi
diistindirmektedir. Ayrica Sekil 3.14’te de goriildiigii gibi hemolizat siipernatant havuzu
tizerine direkt H202 eklenmesi diisiik seviyelerde toplam GSH diizeylerinde bir diisiise
neden olmustur. 0,2 mM ile 10 mM arasinda ise beklenildigi gibi GSH’lar diiserken
GSSG’ler artmigtir. 10 mM ve daha {istii gibi ¢cok yiiksek seviyelerde ise hem toplam
GSH hem de nativ GSH seviyelerinde diisiis gozlenmistir. 50 mM seviyesinden sonra
ise hem toplam GSH hem nativ GSH ve hem de GSSG diizeylerinde diisiis
gozlenmistir. GSH ve GSSG birbirine reversible olarak donebilen molekiillerdir [1].
Tiyol gruplari iceren molekiillerin ileri oksidasyon durumunda; tiyol gruplarinin geri

doniistimsiiz ileri oksidasyon triinleri olan siilfenik, siilfinik, stilfonik asik gibi
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stilfoksitler olusabilecegi; ya da daha ileri oksidasyonda siilfonlara donebilecegi
bilinmektedir [264-266]. Hemolizat siipernatant havuzunda diisiik diizeylerde H2O2’nin
toplam GSH’lan diisiirtirken ayn1 zamanda GSSG’lerde diisiis gézlenmesi 6rnekler
igerisinde bulunan TCA’nin GSH’lar1 oksidasyondan korumak i¢in yeterli seviyede
oldugunu ancak GSSG’lerin irreversible oksidasyona girdigini diisiindiirmiistiir. 0,2 ile
10 mM arasinda toplam GSH’nin yaklagik ayn1 seviyelerde seyretmesi; TCA’nin
GSH’lar belli bir diizeye kadar korudugu ve bu diizeyden sonra reversible olarak
GSH’larin GSSG’lere dondiigii diisiintilmiistiir. 10 mM ile 50 mM konsantrasyonlar1
arasinda uygulanan H>O>’nin toplam ve nativ GSH’lar1 diigtiriirken GSSG’leri
arttirmast, hem GSH’tan GSSG doniisiimiiniin hem de irreversible tiyol oksidasyon
tirtinlerinin olusumunun gergeklestigini; ancak GSSG olusumunun daha fazla oldugunu
diisiindiirmektedir. 50 mM diizeyinin {izerinde H202 uygulanmasi ise geri doniistimsiiz
oksidasyon tirlinlerinin daha fazla olugmasina yol actig1 diigiiniilmiistir.

Tam kan 6rneklerinde yapilan H>O ile oksitleme deneylerinin, 6rnek igerisinde
bulunan diger antioksidanlar nedeniyle beklenildigi gibi ¢ikmamasi nedeniyle;
oksidasyon deneyleri 6rneklerin zaman igerisinde kendi kendine 38 °C’de okside olmasi
beklenerek deney tekrarlanmistir (Bkz. Sekil 3.15). Oto-oksidasyona birakilan bu tam
kan orneklerinde ise tam beklenildigi gibi toplam GSH diizeyleri sabit kalirken, nativ
GSH diizeyinin diisiisii ile GSSG’lerin yiikseldigi goriilmiistiir. Ancak 9 saatlik siire
sonunda toplam GSH’lardaki diisiisle irreversible oksidasyonun bagladigi gortilmiistiir.
Onalti saate kadar olan GSSG olugum hizinin irreversible oksidasyon tiriinlerinin
olusumundan daha hizli oldugu, bu siireden sonra ise irreversible oksidasyonunun agir
bastig1 goriilmiistiir. Ayrica bu oto-oksidasyon ¢alismasi enzimatik geri doniistiirme
yontemiyle karsilastirma ile de tekrarlanmistir (Bkz. Sekil 3.24). Yeni gelistirilen
yontemin ilk zamandan itibaren oksidasyonu gosterdigi goriiliirken, enzimatik geri
doniistiirme yontemi irreversible oksidasyon gergeklesinceye kadar oksidasyonu
gosteremedi. Ayrica toplam GSH’nin sabit kalmas1 gereken siireler igerisindeki
%CV’leri kasilastirildiginda; enzimatik geri doniistiirme yonteminin %CV’si 6,36 iken,
yeni gelistirilen yontemin 1,32ydi. Bu durumun enzimatik geri doniistiirme yonteminin
ist 6l¢tim limitinin 6 pmol/L GSH olmasi nedeniyle drneklerin yaklasik 500 kat gibi

cok yiiksek bir diliisyon orani ile diliie edilmesinden kaynaklandig diistiniilmiistiir.
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Ticari olarak mevcut spektrofotometrik yontemler Tietze tarafindan tariflenen
[108] enzimatik geri doniistirme yontemine dayanmaktadir [267, 268] . Tiyol bloke
edici ajan olarak M2VP’nin kullanildig: ticari olarak miimkiin olan enzimatik geri
doniistiirme metodunun tam kan érneklerinde toplam GSH ve GSSG i¢in total
Impresizyonlari sirasiyla (%CV) %3,18 ve %8,86’dir. Bu yontemin toplam GSH geri
kazanimlari ise 349 pmol/L seviyesinde %98 iken, 16,3 pmol/L seviyesinde ise %96
oldugu gosterilmistir [266]. Yeni gelistirilen yontemin ise toplam %CV’leri ticari
yontemle kiyaslandiginda daha iyi olmakla beraber, toplam GSH i¢in %1,26 ve GSSG
icin % 6,65 gibi benzer sonuglari vermistir. Yeni gelistirilen yontemin toplam GSH geri
kazanimlari ise 300 pmol/L ve 30 umol/L diizeyleri i¢in sirasiyla %105,5 ve % 93,1
seviyelerindeydi. Bu sonuglar degerlendirildiginde yeni gelistirilen yontemin yeterli
performans niteliklerine sahip oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde simdiye kadar bir¢cok hastalikta GSH ve GSSG diizeyleri ¢alisilmistir.
Delmas-Beauvieux ve ark. [269] AIDS’li hastalarin tam kanlarindan ¢alistiklart GSH ve
GSSG diizeylerini sirasiyla 180 ve 520 umol/L bulmusken; saglikli goniilliilerde bu
parametreleri sirasiyla 1100 ve 90 umol/L olarak 6lgmiislerdir. Akciger ve meme
kanserli hastalarin saglikli bireylerle karsilastirildigi Navarro ve ark.’min [270] yaptigi
calismada; akciger kanserinde GSH ve GSSG diizeyleri sirasiyla 1037 ve 26 pmol/L,
meme kanserinde 995 ve 26 umol/L ve kontrol grubunda 930 ve 26 olarak 6l¢iilmiis.
Spickett ve ark. [271] preeklampsi grubunda GSH ve GSSG diizeylerini sirasiyla 562 ve
344 umol/L olarak dlgmiislerken; kontrol grubunda sirastyla 756 ve 322 pmol/L olarak
Olgmiislerdir. Samiec ve ark. [272] ise DM grubunda yaptiklar1 ¢aligmada hasta
grubunda GSH ve GSSG diizeylerini sirasiyla 713 ve 135 pmol/L bulmuslarken; kontrol
grubunda sirasiyla 962 ve 84 umol/L olarak dl¢miislerdir. Baska diyabet grubu
caligmasinda ise DM grubunda GSH diizeylerini (5.14 + 0.17 umol/g Hb) kontrol
grubuna gore (6.22 £+ 0.13 umol/g Hb) anlamli olarak diisiik bulmuslardir. Yine bu
calismada HbAlc ile GSH diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon bildirmislerdir
(r=-0,42, p <0,001) [273]. De Mattia ve ark. diyabetik hastalarla kontrol grubunu
karsilastirdiklar1 ¢caligsmalarinda; kontrol grubuna gore eritrosit GSH konsantrasyonlarini
diisiik bulmuslarken (diyabetik hastalar: 6,0 = 0,7 pmol/g Hb; kontrol grubu: 7,1 + 0,5
umol/g Hb, p =0,0001 ), GSSG diizeylerini de yiiksek bulmuslardir (diyabetik hastalar:
0,618 + 0,185 pmol/g Hb; kontrol grubu: 0,352 + 0,04 umol/g Hb, p = 0,0002 ) [274].
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Yeni gelistirilen yontemle de 6n ¢alisma olarak diyabetik hastalar ile saglikli goniilliileri
karsilagtirildi. Literatiirdeki degerlere benzer sekilde diyabetik grupta GSH diizeyleri
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak diisiiktii (diyabetik hastalar: 767,85 +
127,27 umol/L; kontrol grubu: 865,57 &+ 147,75 umol/L, p = 0,016 ) ve GSSG diizeyleri
ise anlamli olarak yiiksekti (diyabetik hastalar: 100,68 &+ 24,11 pmol/L; kontrol grubu:
69,24 + 33,38 umol/L, p < 0,001) (Bkz. Tablo 3.9). Ancak yeni gelistirilen yontemde
parametreler gram hemoglobin basina degerlendirildiginde GSH diizeylerinde De
Mattia ve ark. [274] bildirdiklerin aksine anlamli bir fark yok iken (p=0,988); GSSG
diizeyleri benzer sekilde anlamli olarak yiiksekti (p=0,024). Ayn1 6rnekler ticari kit
kullanilarak da ¢aligildi. Enzimatik geri doniistiirme prensibine dayali bu yontem ile
yeni gelistirdigimiz yontemdeki parametreler karsilastirildiginda; benzer sekilde
diyabetik hastalarda nativ GSH diizeyleri kontrol grubuna gdre anlamli olarak diisiik
Ol¢iilmiis (p<0,05) ve GSSG diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Gram hemoglobin bagina GSH ve GSSG diizeylerine bakildiginda ise her iki yontemde
de GSSG diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmusken (p<0,05), GSH diizeylerinde
anlamli bir fark yoktu (p>0,05). Ayrica HbAlc diizeyleri ile yeni gelistirdigimiz yontem
ve ticari kit ile dl¢iilen GSH ve GSSG diizeyleri arasinda bir iliski olup olmadig:
degerlendirilmistir. Literatiirde bildirilen degerlere benzer sekilde yeni gelistirdigimiz
yontem ile Olciilen nativ GSH diizeyleri ile HbA1c degerleri arasinda negatif bir
korelasyon mevcutken (p<0,05) (Bkz. Tablo 3.10), literatiiriin aksine ticari yontem ile
Ol¢iilen GSH degerleri arasinda korelasyon yoktu. Ayn1 zamanda HbAlc¢ diizeyleri yeni
gelistirilen yontemle 6lglilen GSSG diizeyleri ile pozitif bir korelasyon mevcutken (p<
0,05), ticari kitle dlgiilen GSSG diizeyleri ile negatif bir korelasyon gostermistir
(p<0,05). Oksidatif stresin diyabette arttig1 bilinmektedir. Bu nedenle yeni gelistirilen
yontemde de goriildiigii gibi diyabette glisemik kontrolii gosteren HbAlc ile GSH’nin
negatif; GSSG’nin ise pozitif korelasyon gostermesi beklenmektedir.

Ozetle mevcut GSH ve GSSG 6&lgen yontemlerin ¢ogu HPLC, fluorometre, GC-
MS, LC-MS gibi sofistike cihazlara ihtiya¢ duyarken; spektrofotometrik yontemler ise
yontemler reaktif olarak kullanilan enzim ve koenzimlerden dolay1 pahali olan
yontemlerdir. Gelistirdigimiz yontem; mevcut spektrofotometrik yontem ile benzer
dogruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik degerleri olan, kolay uygulanabilir ve daha ucuz,

yeni bir spektrofotometrik yontemdir.
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5. SONUC

Eritrositlerdeki en 6nemli oksidan-antioksidan sistem belirtegleri olan GSH ve
GSSG diizeylerini 6lgen birgok yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu sofistike
cihazlara ihtiya¢ duyan yontemlerdir. Biitiin laboratuvarlarda kolaylikla bulunabilen
spektrofotometre ile 6l¢cliim yapan yontemlerin ¢ogu tamami ise enzimatik geri
doniistiirme prensibine dayanmakta iken, tamami reaktif olarak enzim kullanan
yontemlerdir. Bu yontemlerde kullanilan enzimler ve koenzimler 6lgiim yontemlerini
oldukga pahali hale getirmektedir. Gelistirilen bu yeni GSH ve GSSG tayin yontemi;
spektrofotometrik olmasi ile kolay uygulanabilir, kullanilan reaktiflerin diisiik
maliyetleri nedeniyle ucuz bir yontemdir. Kolay uygulanabilirligi ve ucuz olmasi
nedeniyle bu yontemin kullanimi; 6zellikle tip, biyokimya ve analitik kimya alanlarinda
eritrosit i¢i oksidan antioksidan diizeylerindeki degisimlerin kolaylikla belirlenebilecegi
ve bu sayede birgok hastaligin oksidatif stres temelli hasarlarinin ve oksidatif stres

kokenli hastaliklarin tespiti ile teshis ve tedavisini kolaylastiracagi ongoriilebilir.
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