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ÖZET 

Oksijen taşıyan hücreler olması ve hemoglobin içermeleri nedeniyle eritrositler 

diğer somatik hücrelere kıyasla daha fazla oksidatif strese maruz kalırlar. Bunun 

yanında eritrositler güçlü antioksidan sistemle donatılmıştır. Eritrosit içinin en önemli 

antioksidanı bir tripeptit olan glutatyondur ve yapısında bulunan sistein aminoasidi 

sayesinde tiyol grubu içerir. Okside glutatyon seviyesi oksidatif durumu gösterirken, 

redükte glutatyon seviyesi antioksidan kapasiteyi göstermektedir. Okside ve redükte 

glutatyon düzeylerini belirlemek için günümüze kadar birçok yöntem tariflenmiştir. 

Tariflenmiş spektrofotometrik yöntemler reaktiflerinde enzim ve koenzim kullanan 

pahalı yöntemlerdir. Bu tez çalışmasında eritrosit içi okside ve redükte glutatyon 

düzeylerini ölçen, yeni, ucuz, kolay uygulanabilir, yüksek doğruluğu, tekrarlanabilirliği 

ve kesinliği olan bir spektrofotometrik yöntem geliştirilmiştir.  

Yeni geliştirilen yöntem iki aşamadan oluşmaktadır. İlk aşamada ortamdaki 

redükte glutatyon düzeyleri belirlenmiş ve nativ glutatyon olarak ifade edilmiştir. 

Sonrasında ise okside glutatyonlar sodyum borohidrat ile GSH’a indirgenerek toplam 

glutatyon düzeyi belirlenmiştir. Toplam glutatyon ile nativ glutatyonun farkının yarısı 

okside glutatyon olarak verilmiştir. 

Yeni geliştirilen yöntemin 0 ile 3000 µmol/L arasında doğrusal olduğu görüldü 

(r2=0,999). Geliştirilen yöntemde bulunan parametrelerin geri kazanım yüzdeleri %93,1 

ile 105,9 arasındaydı. Toplam presizyonlar toplam glutatyon, nativ glutatyon ve okside 

glutatyon için sırasıyla %2,70, %1,02 ve %6,65’ti. Ticari spektrofotometrik yöntem ile 

yeni geliştirilen yöntemdeki toplam glutatyon, nativ glutatyon ve okside glutatyon 

parametreleri için korelasyonlar sırası ile 0,901 (p<0,001), 0,913 (p<0,001) ve 0,603 

(p<0,001) idi. Diyabetik hasta grubunda ölçülen nativ glutatyon düzeyleri anlamlı 

olarak düşük iken, okside glutatyon düzeyleri anlamlı olarak yüksekti (p<0,05). HbA1c 

düzeyleri ile nativ glutatyon düzeyleri arasında negatif korelasyon var iken okside 

glutatyon ile pozitif korelasyon vardı (p<0,05).  

Sonuç olarak, yüksek doğruluk, kesinlik ve tekrarlanabilirlik niteliklerine sahip 

olan bu yöntemin daha kolay uygulanabilir olması nedeniyle, eritrosit içinin oksidan ve 

antioksidan düzeylerindeki değişimler kolaylıkla 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 μmol/L (r2 = 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 BİLGİLER 

1.1. Serbest radikaller 

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kararsız, kısa 

ömürlü atom ya da moleküllerdir [1]. İlk defa Moses Gomberg tarafından 

tanımlanmıştır [2]. Kararsız yapılarından dolayı etrafındaki moleküllerle reaksiyona 

girme ve elektron alarak kararlı hale ulaşma eğilimindedirler [1]. Kimyasal ve 

biyokimyasal tepkimeler her zaman atomların dış orbitallerindeki elektronlar ile 

gerçekleşir. Dış orbitalde bulunan bu çiftlenmemiş elektronlar serbest radikallere 

yüksek kimyasal aktiflik kazandırarak protein, lipid, DNA ve nükleotidler gibi birçok 

biyolojik yapıda hasara yol açarlar [3, 4].  Bu hasarlar sonucu diyabetik nefropati [5], 

Parkinson hastalığı [6], Alzheimer hastalığı [4], kalp-damar hastalıkları [7], yaşlanma 

[3, 8, 9], kanser [10, 11], eriptoz [12, 13] gibi birçok hastalığın patofizyolojisinde rol 

oynadığına dair bilgiler bulunmaktadır.   

Serbest radikallerin başlıca 3 yolla meydana geldiği kabul edilmektedir[14]. 

1. Kovalent bağlı normal bir molekülün homolitik bölünmesi= X : Y → X● + Y● 

2. Normal bir molekülün bir elektronun kaybetmesi= A - e− → A● + e− 

3. Normal bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi= A + e− → A●− 

Serbest radikal denildiğinde, yapısı gereği radikal olma eğilimi yüksek olan 

oksijenden türeyen reaktif oksijen türleri (süperoksit, hidroksiperoksit, hidroksil 

radikali, alkoksil, peroksil radikali vb.) [1] akla gelmekle birlikte; reaktif karbonil türleri 

(metil glioksal, glioksal vb.) [15], reaktif nitrogen türleri (nitröz oksit, nitrojen dioksit, 

nitril klorid, peroxynitrite vb.) [16-18], reaktif karbon türleri  (triklorometil vb.) [17, 19] 

ve reaktif sülfür türleri de (tiyil, vb. ) mevcuttur [20]. Organizmada sürekli olarak 

serbest radikaller ve serbest oksijen reaktifleri oluşmaktadır ve en sık elektron transferi 

sonucu oluşurlar [1]. Serbest radikaller endojen kaynaklı indirgenme yükseltgenme 

(redoks) tepkimelerinde; mitokondrilerde solunum zincirinde, hücre membranında 

prostaglandin sentezinde, sitokrom P450 sistemi ile detoksifikasyon sırasında, aktif 

lökositlerde, normal metabolizma sırasında üretilirler [1]. Ayrıca bu moleküller 

ultraviyole ışınları, hava kirliliği, sigara dumanı, parasetamol, nitrofurantoin gibi ilaç 

kullanımı gibi çevresel faktörlerin etkisiyle eksojen kaynaklı olarak da oluşabilirler 
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[21]. Radikaller radikal olmayan moleküller ile reaksiyona girdiğinde yeni radikaller 

oluşur [22]. Bundan dolayı reaktif türlerinin oluşumu serbest radikal zincir 

reaksiyonlarının başlatılması gibidir. 

1.1.1. Reaktif oksijen türleri 

Aerobik canlılarda hayati öneme sahip olan O2 iki eşleşmemiş elektrona sahip 

olduğu için diradikaldir (Şekil 1.1). Alınan oksijenin büyük çoğunluğu elektron 

transport zincirinde 4 elektron mekanizması ile reaktif oksijen türleri (ROS) 

oluşturmadan suya dönüşmektedir [23, 24]. Bununla birlikte vücuda alınan oksijenin bir 

kısmı tek elektron alarak süperoksit anyon radikaline (O2
●−) indirgenir, bunu bir 

elektron indirgenmesi ve iki proton kabulü ile hidrojen peroksit  (H2O2) oluşur. 

Sonrasında H2O2 bir elektron daha alarak hidroksil radikaline (HO●)  ve hidroksil 

anyonuna (OH−) dönüşür. Son olarak HO● ‘i bir elektron ve proton alarak suya dönüşür 

(Şekil 1.2) [25, 26].  Sonuçta oksijenin suya dönüşümünde tek elektron transfer 

adımlarında ROS oluşmaktadır ve vücuda alınan toplam oksijenin %1-3’ü ROS’a 

dönmektedir [27]. 

 

Şekil 1.1. Oksijen molekülünün diradikal doğal yapısı 

 

Şekil 1.2. Moleküler oksijenin 4 elektron ile indirgenme şeması  
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ROS, serbest radikaller ve radikal olmayan reaktif oksijen türleri olmak üzere iki 

ana gruba ayrılmaktadır (Tablo 1.1). 

 

Tablo 1.1. Serbest oksijen radikallerinin sınıflandırılması ve bazı karakteristik 

özellikleri  [28, 29] 

Grup İsim Sembol Yarı ömür, sn Özellik 

Serbest 

Radikaller 

Süperoksit 

anyon 

radikali  

O2
●− 1x10-6  Zayıf oksidan, güçlü 

redüktan 

Hidroksil 

radikali  

OH●  1x10-9  Aşırı reaktif 

Perhidroksil  HO2
●   Süperoksitten güçlü 

oksidandır, lipid 

peroksidasyonunu 

başlatabilir 

Alkoksil 

radikali  

RO●  1x10-6  Reaktivitesi peroksil ve 

hidroksil radikali 

arasındadır. 

Peroksil 

radikali  

ROO●  1x10-2  Hidroksile göre düşük 

oksitleyicidir  

Radikal 

Olmayan 

Bileşikler  

Hidrojen 

peroksit  

H2O2  1x10-5 Oksidandır fakat 

organik substratlarla 

reaksiyonu yavaştır. 

Yüksek difüzyon 

yeteneği vardır. 

Singlet 

oksijen  

1O2  1x10-6  Güçlü oksitleyici ajan 

 

1.1.1.1. Süperoksit radikali 

Oksijenin bir elektron ile redüklenmesi sonucu oluşan O2
●− ilk kez 1969 yılında 

McCord ve Fridovich tarafından keşfedilmiştir [30]. Diğer ROS’ların oluşum 

kaskadının başlangıcı olması nedeniyle oksijen toksisitesinin ana nedenidir [31, 32]. 

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

moleküllerin ve redüklenmiş geçiş metallerinin [37] oto-oksidasyonu sırasında O2
●− 

oluşmaktadır.  

 

 



4 

 

1.1.1.2. Hidrojen perosit 

H2O2 yapısında eşleşmemiş elektron içermediği için radikal değildir [38]. 

Oksijenin iki elektron ile enzimatik olarak redüksiyonu ya da süperoksitlerin enzimatik 

veya enzimatik olmayan tepkimeler ile bir elektron eklenmesi sonucunda üretilir [39, 

40]. 

 

O2 + 2e−  + 2H+    H2O2 

O2 
● + e− + 2H+     H2O2 

2O2 
● + 2H+     H2O2   

 

Süperoksit radikalinden H2O2’ye dönüşümü dismutasyon olarak isimlendirilir. Bu 

reaksiyon ya spontan olarak ya da katalitik aktivitesi çok yüksek (2x109 M−1s−1 ) [41] 

olan süperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile gerçekleşir [42].  

 

O2
.− + O2

.− + 2H+
         SOD        
→         H2O2 

 

H2O2’nin radikal olmadığı halde yükseltgen olarak kabul edilmesinin nedeni, 

demir gibi metal iyonlarının varlığında Fenton reaksiyonu ile HO●’ine ve yüksek 

oksidan özellikli demir radikallerine dönüşür [43-45]. 

 

Fe2+ + H2O2     Fe3+ + OH −  + OH● 

 

H2O2,  Haber Weiss reaksiyonu olarak adlandırılan tepkime ile direkt O2
●−  ile 

reaksiyona girerek de HO● oluşturur [46, 47].  

 

 O2
●− + H2O2      O2 + OH −  + OH● 

1.1.1.3. Hidroksil radikali 

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

Weiss reaksiyonları sonucunda oluşur [44, 47]. Çok kısa yarılanma ömrüne sahip 
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olmasına [49] rağmen proteinlerle, lipitlerle, karbonhidratlarla ve DNA’yla ciddi 

reaksiyona girerek ciddi hasarlar oluşturur [48]. Aynı zamanda poliansature yağ 

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

1.2. Serbest radikallerin etkileri 

1.2.1. Serbest radikallerin lipitlere etkisi 

Serbest radikallerin etkisine en duyarlı biyomolekül lipitlerdir. Lipit 

peroksidasyonu hücre membranında bulunan ya da serbest poliansatüre yağ asitlerinin 

serbest radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu peroksil, aldehid, hidroksil yağ asitleri 

gibi ürünlerin oluşması olarak bilinir ve bu peroksidasyon ile meydana gelen membran 

hasarı geri dönüşümsüzdür [48, 50].  Serbest radikallerin yağ asitlerinlerinden bir 

hidrojen atomunu uzaklaştırması ile karbon atomunda eşleşmemiş bir elektron bırakır. 

Bu oluşan karbon radikali molekül içi bağların pozisyonların değişmesiyle daha kararlı 

olan dien konjugatlarına dönüşür. Konjuge dienler moleküler oksijenle reaksiyona 

girerek lipit peroksil radikali oluşturur. Lipit peroksil radikalleri diğer lipitlerdeki 

doymamış yağ asitlerini etkileyerek yeni radikallerin oluşumuna sebep olurken, 

kendileri de ortaya çıkan H atomunu alarak lipit hidroperoksitlerine dönüşürler. Böylece 

kendi kendine katalizleyen bir reaksiyon olarak devam eder [51] .Vitamin E gibi zincir 

kırıcı antioksidanlar peroksil radikalinin bu zincirleme reaksiyonunu ve 

fosfolipithidroperoksitleri yok ederken, glutatyon peroksidaz ise membrandaki 

peroksitleri ortadan kaldırır. Normal membran döngüsü de hasar görmüş lipitleri 

temizler [47]. 

1.2.2. Serbest radikallerin proteinlere etkisi 

Proteinler oksidatif olarak üç şekilde etkilenirler:  

-Spesifik amino asitlerin oksidatif modifikasyonu  

-Serbest radikal aracılı peptit bölünmesi  

-Lipid peroksidasyon ürünleri ile reaksiyona girerek protein çapraz bağ oluşumu.  
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Methionin, sistein, arginin ve histidin gibi amino asitleri içeren proteinler serbest 

radikallerden daha kolay etkilenirler [52].  Genellikle peroksil radikali proteinlerin 

oksidasyonu için serbest radikali türü olarak düşünülür.  ROS, proteinlerle reaksiyona 

girerek metiyonin sülfoksit ve protein karbonillerin oluşumuna sebep olur. Oluşan 

metiyonin sülfoksit ve protein peroksitler diğer amino asitlerin modifikasyonu, daha 

fazla disülfid bağı oluşumu gibi etkilerle proteinlerin yapısının bozulmasına neden 

olurlar. Proteinlerin oksidasyonu sonucu ya aşırı reaktif gruplar içeren proteinler 

membrana ve hücresel fonksiyonlara ciddi zararlar verir ya da yapıları bozulmuş 

proteinlerden dolayı enzimlerin, reseptörlerin aktiviteleri ve membran protein aracılı 

taşınma etkilenir. Oksidasyon sonrası proteinlerde oluşan metiyonin sülfoksit grupları, 

metiyonin sülfoksit redüktaz enzimi ile onarılabilirken, diğer hasar görmüş proteinler ya 

onarılır ya da proteolize uğrar [53].  

1.2.3. Serbest radikallerin nükleik asitlere ve DNA’ya etkileri 

Serbest radikaller farklı mekanizmalar ile DNA içeriğinde bulunan baz ve 

şekerlerde modifikasyonlara, tek ve çift zincir kırıklarına, abazik bölgeler oluşumuna, 

DNA-protein çapraz bağ oluşumuna sebep olarak hasara yol açarlar. Hidroksil radikali 

pürin ve pirimidin bazlarla reaksiyona girerek 8-hidroksi guanin, 5-hidroksi sitozin, 

timin glikol, 8-hidroksi adenin, 5-hidroksimethil urasil, sitozin glikol gibi yeni ürünler 

ortaya çıkar [54]. 

1.2.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi 

Monosakkaritlerin oto-oksidasyonu ile H2O2, peroksitler ve 

okzoaldehitler meydana gelir. Bunlar diyabet gibi kronik hastalıkların patolojik 

süreçlerinde önemli rol oynarlar. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere 

bağlanabilmeleri ve aralarında çapraz bağlar oluşturma özelliklerinden dolayı 

antimitotik etki gösterirler [55]. 
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1.3. Antioksidan sistem 

1.3.1. Antioksidanlar 

Antioksidan savunma; canlılarda bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA 

gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun önlenmesi veya geciktirilebilmesidir. 

Bu süreçte görev alan maddelere ‘antioksidanlar’ denir [56]. Antioksidanlar, 

yükseltgenebilen substratlara kıyasla daha düşük konsantrasyonlarda bulunan, 

substaratın prooksidanlar tarafından başlatılan oksidasyonunu engelleyen ya da 

geciktiren maddelerdir ve doku hasarlarını önleyebilirler. Antioksidanlar oksidatif 

sistemde farklı şekillerde etki gösterebilir [50, 57, 58]: 

- Oksijen konsantrasyonunu düşürebilirler 

- Metal iyonlarını şelatlayarak radikal oluşumunu engelleyebilirler 

- Hidroksil radikali, süperoksit radikali gibi serbest radikalleri sönüme uğratırlar 

ya da daha zayıf yeni moleküle çevirirler (süpürme etkisi). SOD, katalaz (CAT), 

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler bu şekilde etki gösterirler.  

- Serbest radikaller ile etkileşip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini 

azaltabilirler veya inaktive edebilirler (söndürme etkisi). Askorbik asit, α-

tokoferol, flavonoitler (kuersetin, kateşin vb.) bu şekilde etki gösterirler. 

- Radikalleri bağlayarak nötralize edebilirler (zincir kırıcı). Seruloplazmin gibi 

bileşikler bu şekilde etki gösterirler. 

- Serbest radikallerce oluşturulmuş hasarı onarabilirler (onarıcı etki). 

1.3.2.  Antioksidanların sınıflandırılması 

Antioksidanlar; yapılarına (enzimatik ve enzimatik olmayanlar), lokalizasyonuna 

(intraselüler ve ekstraselüler), kaynağına (endojen ve ekzojen kaynaklı), 

çözünürlüklerine (yağda çözünenler ve suda çözünenler) ya da süpürücü eylemlerine 

göre (primer savunma: direkt direkt O2‘den türeyen serbest radikallerle etkileşenler, 

sekonder savunma: O2
●− ‘nin dismutasyonuyla oluşan radikalleri yakalayanlar) 

sınıflandırabilirler. Tablo 1.2’de antioksidanların yapılarına göre enzimatik ve enzimatik 

olmayanlar olmak üzere 2 ana grupta sınıflandırılmıştır. Enzimatik olmayan 
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antioksidanlara; glutatyon, askorbik asit, -tokoferol, -karoten, koenzim Q10, lutein, 

ürik asit, bilirubin, flavonoitler ve birçok polifenolik bileşikler gibi birçok örnek 

verilerbilir. Enzimatik olan antioksidanlar ise GSH-Px, SOD, Glutatyon redüktaz (GR) 

ve CAT gibi enzimlerdir [48, 59].  

Tablo 1.2. Antioksidanların yapılarına göre sınıflandırması  

 

Enzimatik 

Antioksidanlar 

Birincil 

Enzimler 

SOD, Katalaz, 

GSH-Px 
  

İkincil 

Enzimler 

Glutatyon 

Redüktaz 
  

Enzimatik 

Olmayan 

Antioksidanlar 

Mineraller Çinko, Selenyum   

Vitaminler Vitamin A, C, E   

Karotenoidler 

-Karoten, 

Likopen, Lutein, 

Zeoksantin 

  

Organosülfür 

Bileşikleri 

Allium, Alilsülfit, 

İndoller 
  

Düşük Mol 

Ağırlıklı 

Antioksidanlar 

Glutatyon,  

Ürik Asit 
  

Antioksidan 

Kofaktörler 
Koenzim Q10   

Polifenoller 

Flavonoidler 

İzoflavanoidler Genistein 

Flavonoller 
Kuersetin, 

Kaemferol 

Antosiyanidinler 
Sivanidin, 

Delfinidin 

Flavanoller Kateşin 

Flavonlar Krisin 

Flavanonlar Hesperidin 

Fenolik Asitler 

Hidroksisinnamik 

Asitler 

Ferulik Asit, p-

Kumarik Asit 

Hidroksibenzoik  

Asitler 

Gallik  Asit, 

Ellagik  Asit 
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1.3.2.1. Enzimatik antioksidanlar 

Enzimatik antioksidanların reaksiyonları Şekil 1.3’te özetlenmiştir.  

 

 

Şekil 1.3. Enzimatik antioksidanların reaksiyonları 

1.3.2.1.1. Süperoksit dismutaz 

İlk kez McCord ve Fridovich tarafından katalitik fonksiyonu ortaya konulan 

süperoksit dismutaz (SOD) enzimi süperoksit radikalinin (O2
●−), H2O2 ve moleküler 

oksijene (O2) dismutasyonunu katalizleyen bir antioksidan enzimdir [60]. Ekstraselüler 

aktivitesi çok düşük olan SOD enziminin 3 izoenzimi bulunmaktadır. Ekstraselüler 

matrikste EC-SOD, sitozolde CuZn-SOD ve mitokondri matriksinde Mn-SOD 

izoenzimleri bulunur. Tepkime sonucu oluşan H2O2’nin ortadan kaldırılması için GSH 

peroksidaz ve katalaz (CAT) ile birlikte çalışır [48]. 

 

O2
.− + O2

.− + 2H+
         SOD        
→         H2O2 + O2 

1.3.2.1.2. Katalaz 

Esas olarak peroksizom ve mitokondride bulunan, primer antioksidan savunma 

komponenti olan hemoproteindir. CAT enzimi H2O2’yi suya ve oksijene 

parçalamaktadır. Karaciğer, böbrek ve kırmızı kan hücreleri yüksek miktarda katalaza 

sahiptir [61]. 

 

H2O2
         CAT        
→         H2O + O2 
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1.3.2.1.3. Glutatyon peroksidaz 

Glutatyon peroksidaz sitozolde ve mitokondri matriksinde bulunan H2O2 ve 

organik peroksitlerin redüksiyonunundan sorumlu enzimdir [62]. GSH-Px’ı 1957 

yılında ilk kez kırmızı kan hücrelerinde tanımlayan Mills, GSH-Px’in hemoglobini 

oksidatif hasara karşı koruduğunu göstermiştir [63]. İki tipi vardır. Selenyuma bağımlı 

olan, hem H2O2’i, hem de lipit hidroperoksitleri; selenyumdan bağımsız olan, sadece 

lipit hidroperoksitleri indirger [64]. Ayrıca memranda bulunan fosfolipit 

hidroksiperoksitlerinin alkole indirgenmesinden sorumlu olan sitozolik fosfolipid 

hidroperoksit glutatyon peroksidaz enzimi de vardır. Reaksiyon sonucu okside 

glutatyon (GSSG) oluşur. Antioksidan savunmanın sürdürülebilmesi için okside 

glutatyonun tekrar indirgenmesi gerekir. GSSG konsantrasyonundaki artış oksidatif 

stresin bir göstergesi olarak kabul edilir [48]. 

 

 2GSH + H2O2
         GSH−Px        
→            GSSG + 2H2O 

 2GSH + ROOH 
         GSH−Px        
→            GSSG + H2O + ROH 

1.3.2.1.4. Glutatyon redüktaz 

Hücre içinde sitozol ve mitokondride bulunan glutatyon redüktaz (GR) 

Nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADPH) varlığında oksitlenmiş glutatyonun 

tekrar indirgenmiş glutatyona (GSH) dönüştürerek dolaylı antioksidan etki gösterir [65].  

 

GSSG + NADPH + H+
         GR       
→        2GSH + NADP+ 

1.3.2.1.5. Glutatyon-S-transferaz (GST) 

Bir başka antioksidan enzim ailesi olan GST’ler; doymamış aldehitleri, epoksitler 

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

1.3.2.2.1. E vitamini (α- tokoferol) 

Lipofilik olan E vitamini, hücre zarının hidrofobik iç bölgesinde yoğunlaşır ve 

oksidan kaynaklı zar hasarına karşı temel savunmayı oluşturur. Yapısında bulunan 

fenolik hidrojen atomunu lipid peroksil radikaline transfer ederek lipit zincir 

reaksiyonunu kırar. En aktif formu α-tokoferoldür [48].   

1.3.2.2.2. C vitamini 

Redüktan ve antioksidan ajan olarak süperoksit, HO● ve çeşitli lipit 

hidroperoksitlerle direkt reaksiyona girerler[66, 67]. Oksitlenmiş tokoferolün 

antioksidan özelliklerini tekrar geri kazanmasını sağlarlar[68]. Diğer suda çözünen 

antioksidanlara göre C vitamini plazma lipid peroksidasyonuna karşı en etkili koruma 

sağlar[69]. C vitamini hem antioksidan hem prooksidandır [70]. Askorbatın lipit 

peroksidasyonunu arttıran prooksidan aktivitesinin, onun Fe+3’ü Fe+2’ye 

indirgeyebilmesine bağlı olduğu gösterilmiştir [71].  

1.3.2.2.3. Peroksiredoksin 

Peroksiredoksin (Prx), H2O2 ve alkil hidroperoksitleri suya ve alkole indirgeyen 

antioksidanlardır. Peroksit redüksiyonunu sistein rezidüleri sayesinde katalize ederler. 

Memelilerde bilinen 6 izoformu (l-6) vardır [72]. Antioksidasyon özelliklerini sistein 

grupları arasında oluşturduğu disülfid bağları ile sağlarlar. Oluşan disülfid bağları da 

tiyoredoksin (Trx) ile indirgenerek tekrar Prx oluşturulur ve döngü tamamlanır [73]. Trx 

ise NADPH’ı koenzim olarak kullanan tiyoredoksin redüktaz enzimi tarafından tekrar 

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

Karotenoidler bitkilerde bulunan pigmentlerdir. Β-karotenin peroksil (ROO●), 

OH● ve O2
●− radikalleriyle reaksiyona girdiği bulunmuştur [75]. Karotenoidler, düşük 

oksijen kısmi basıncında antioksidan etki gösterirken, yüksek oksijen 

konsantrasyonlarında pro-oksidan etkilere sahip olabilirler [76]. 

1.3.2.2.5. Lipoik asit 

Alfa lipoik asit hem yağda hem de suda çözünebilmesi ile diğer antioksidanlardan 

ayrılır. Bazı yiyeceklerde bulunduğu gibi vücutta da sentezlenebilirler [77]. 

1.3.2.2.6. Ürik asit 

Pürin metabolizmasında son ürün olan ürik asit, biyolojik antioksidan 

fonksiyonu görür. OH●  radikalini yakalaması ile oksidan hasara karşı antioksidan 

aktivite gösterir [78, 79]. Ürik asidin plazmada bulunan askorbik asidi stabilize etmesi, 

direkt antioksidan aktivitesinden daha önemli görülmektedir [80]. 

1.3.2.2.7. Melatonin 

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifizinden salgılanır. Biyolojik ritmi 

düzenleyici, uyku indükleyici ve immun sistem stimülasyonu gibi görevleri vardır. 

Bunun yanında melatoninin OH●, O2
●− ve NO●  gibi serbest radikalleri süpüren bir 

antioksidan olduğu da gösterilmiştir [81, 82] . Ekzojen olarak melatonin verilmesinin; 

DNA’yı, membran lipitlerini ve sitozolik proteinleri oksidatif hasardan koruduğu 

gösterilmiştir [83]. 

1.4. Nikotinamid adenin dinükleotit fosfat (NADP) 

İnsanlarda NADPH’nin ana kaynağı pentoz fosfat yolağıdır [84]. Bununla birlikte 

malik enzim, izositrat dehidrojenaz, glutamat dehidrojenaz ve nikotinamid nükleotid 
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transhidrojenaz gibi enzimlerce de üretilir [85] . NADPH, oksidatif hasara karşı 

korunmada gereken indirgeme potansiyelini sağlar ve GSSG’lerin tekrar GSH’a 

dönüşmesinde rol alır. NADPH ayrıca anabolik yollarda lipit sentezi, nükleik asit 

sentezi, kolesterol sentezi ve yağ asidi zinciri uzamasında da kullanılır [84]. 

 

1.5. Glutatyon 

Genel bilgiler: 

Glutatyon (L-gama-glutamil-L-sisteinil glisin); antioksidan hücresel savunmada 

yer alan, tiyol grubu içeren, protein olmayan, hücre içinde en fazla bulunan 

antioksidandır. Sistein, glutamik asit ve glisinden oluşan bir tripeptittir ve aktif grubunu 

sisteinin içerdiği tiyol (-SH) grubu temsil etmektedir. Glutatyonun kimyasal yapısı Şekil 

1.4’te görülmektedir. Glutatyon (GSH); tüm organlarda bulunan, özellikle karaciğerde 

üretilen, bir moleküldür. Hemen hemen tüm memeli dokularında bulunur. Hücre içi 

konsantrasyonu genelde ~0,5 mM’dır, ancak bazen 10 mM’a kadar ulaştığı olur [86]. 

Glutatyonun hücre içi seviyesi sistein ve sistinden daha yüksektir; dolayısıyla glutatyon, 

sistein komponentinin bir saklanma şekli olarak da işlev görmektedir [87]. Glutatyonun 

antioksidasyon fonksiyonu yanında hücre içi redoks potansiyelini belirleyerek hücrenin 

apopitozise ya da proliferasyona girmesini belirlemek, prostoglandin ve sitokin sentezi, 

sinyal iletimi, detoksifikasyon, protein ve DNA sentezi gibi birçok işlevi vardır [1]. 

Tablo 1.3’te glutatyonun fonksiyonları özetlenmiştir.  

 

 

Şekil 1.4. Glutatyonun kimyasal yapısı 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Reaktif_oksijen_t%C3%BCrleri&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kolesterol_sentezi
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Tablo 1.3. Glutatyonun fonksiyonları 

Antioksidan savunma 

 Serbest radikalleri ve diğer reaktif türlerini temizleme  

 Hidrojen ve lipid peroksitleri uzaklaştırma 

 Biyomolekülleri oksidasyondan koruma 

Metabolizma 

 Lökotrien ve prostoglandin sentezi 

 Formaldehidin formata dönüşümü 

 Methylglyoxal’dan D-laktat üretimi 

 Elektrofillerden merkapturat oluşumu 

 Glutatyon-NO bileşiği oluşumu 

 Sistein depolanması ve transportu 
Düzenleme 

 İntraselüler redoks potansiyeli 

 Sinyal iletimi ve gen ekspresyonu 

 Hücre çoğalması ve apopitozisi 

 Sitokin üretimi ve immun cevap 

 Protein glutatyonilizasyon 

 Mitokondriyal fonksiyon ve bütünlüğü 

Hücrelerde toplam glutatyon serbest veya proteinlere bağlı olabilir. Serbest 

glutatyon, çoğunlukla oksidatif stres sırasında oksitlenmiş forma dönüştürülebilen 

indirgenmiş formda bulunur ve oksitlenmiş glutatyonlar, glutatyon redüktazın etkisi ile 

indirgenmiş şekle geri döndürülebilir (Şekil 1.5). Redoks durumu, redüklenmiş ve 

oksitlenmiş glutatyon formlarının (GSH / GSSG) oransal miktarlarına bağlıdır ve hücre 

içinde oksidatif stresin kritik bir belirteci gibi görünmektedir. Normal koşullar altında, 

indirgenmiş GSH’nin oksitlenmiş form üzerinde baskın olmasıyla, GSH memeli 

hücrelerinde 0,5 ile 10 mM arasındaki konsantrasyonlarda bulunur. Dinlenen hücrelerde 

GSH/GSSG oranı 100’ü aşarken, oksidatif stresin çeşitli modellerinde bu oranın 10 ile 1 

arasında değiştiği bildirilmiştir [88]. Ayrıca, glutatyon proteinlere bağlanabilir ve bu da 

glutatyonillenmiş proteinlerin oluşumuna yol açar. 
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Şekil 1.5. Reaktif oksijen türleri oluşumu ve glutatyonun antioksidasyon indirgenme ve 

yükseltgenme reaksiyonları 

 

Glutatyonun iki karakteristik yapısal özelliği vardır: bir γ-glutamil bağ ve bir 

sülfidril grubu. Tripeptitin bu kısımları glutatyonun görev aldığı fonksiyonda rol alırlar.  

Glutatyon;  koenzim A, çeşitli enzim ve proteinler gibi sulfidril grubu içeren 

moleküllerin sülfidril gruplarının oluşumu ve redükte halde tutulmasında rol oynayan 

transhidrojenasyon reaksiyonlarına katılır. Redükte glutatyonu peptidaz ataklarına karşı 

dirençli yapan tiyol grupları ve γ- glutamil bağlarıdır. Hücre zarını oksidatif hasardan 

korur. H2O2, O2
●−, ONOO−, RO2

● ve OH● radikali gibi çeşitli elektrofilik ve okside edici 

bileşiklerle etkileşimle hem nükleofil hem de etkili indirgeyici olarak işlev görür [89]. 

Redükte glutatyon hidrojen atomu vererek serbest radikallerle, özellikle hidroksil ve 
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karbon radikalleriyle, etkileşime girer. Bu reaksiyonlar serbest radikal hasarında temel 

radikal olarak bilinen HO●’ni nötralize ederek koruma sağlayabilir [90]. Aynı zamanda, 

glutatyon ile etkileşime giren ve nihayetinde idrar veya dışkılarda merkaptürik asitler 

şeklinde atılan çeşitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol oynar. Glutatyonun 

γ-glutamil kısmının amino asitlerin (özellikle sistin ve diğer bazı nötr amino asitler), 

peptitlerin ve aminlerin taşınmasında işlev gördüğüne dair kanıt vardır [87].  

Glutatyonun sentezi ve yıkılımı γ-glutamil döngüsünün reaksiyonları ile 

gerçekleşir. γ -glutamil döngüsü; γ-glutamil sistein sentetaz (GCS) ve glutatyon sentetaz 

enzimlerinin de yer aldığı altı enzimli bir dizi reaksiyonu içeren döngüdür (Şekil 1.6) 

[91, 92]. GCS enziminin katalizlediği reaksiyon hız kısıtlayıcı basamağı 

oluşturmaktadır. Oksidatif stres, inflamasyon sitokinleri, kanser, kemoterapi, iyonize 

radyasyon, ısı şoku, prostoglandin A2, ağır metaller ve insülin GCS aktivitesinin ya da 

sentezini arttırmaktadır [93, 94]. Buna karşın protein eksikliği, deksametazon, 

eritropoetin, tümör büyüme faktörü ve hiperglisemi GCS aktivitesini düşürmektedir [93, 

94]. Glutatyon sentezinin gerçekleşmesi nedeniyle bu döngü glutatyanonun birçok işlevi 

ile yakından ilişkilidir. Örneğin γ-glutamil döngüsünün kusurlu olduğu birçok hastanın 

zihinsel engelli olduğu görülmüştür [87].   

Glutatyon, bazı hücrelerin dış yüzeylerine bağlanmış bir enzim olan γ-glutamil 

transpeptidaz tarafından taşınır. γ -glutamil transpeptidaz aktivitesi γ-glutamil-amino 

asit ve sisteinil-glisin oluşumuna yol açar.  Daha sonra sisteinil-glisin, sistein ve glisin 

oluşturmak üzere dipeptidaz ile ayrılır. Transpeptidasyon reaksiyonunda oluşan γ-

glutamil-amino asitler hücre içi enzim olan γ-glutamil siklotransferaz ile serbest amino 

asitler ve 5-oksoproline dönüştürülür. 5-oksoprolin, glutamat elde etmek üzere döngüye 

tekrar girebilir [87, 95].  



17 

 

 

Şekil 1.6. Eritrositlerde glutatyon sentezi ve döngüsü 
EMP: Embden-Meyerhof  yolağı (anaerobik glikoliz), HPS: heksoz monofosfat yolu (pentoz fosfat yolu), 

G-6P: Glukoz 6-fosfat,  6 PG: 6-fosfoglukonolakton, Glu: glutamat, Gln: glutamin, Gly: glisin, Cys: 

sistein, Ala: alanin ve Asp: Aspartat yerine kullanılmıştır [96] 

Geri dönüşümsüz hücre hasarı, hücre GSH içeriğini devam ettiremediğinde 

gözlemlenir [97]. Genel olarak, bir hücrenin glutatyon düzeyinde artış olması bazı 

antitümör ajanlara karşı daha dirençli ve aynı zamanda radyasyon ve oksidatif etkilere 

karşı daha dirençli olmasını sağlar. Dolayısıyla, glutatyon metabolizmasının 

modülasyonunun, hücreleri seçici olarak yok etme veya koruma vasıtası 

oluşturabileceği öngörülmektedir [98]. 

1.5.1. Glutatyon ölçüm yöntemleri 

Okside ve redükte glutatyon miktarının tayininde ilk basamak genellikle örnekteki 

proteinlerin asidifikasyon (trikloroasetik asit (TCA), perklorik asit, trifloroasetik asit, 

monofosforik asit (MPA) veya sülfosalisilik asit) ile çöktürülmesi ve santrifüj edilerek 

berrak, protein içermeyen supernatant elde edilmesidir. Daha sonrasında ise GSSG’lerin 
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indirgenmesi gerekmektedir. İndirgeyici olarak sülfidril grubu içeren redüktanlar 

(ditiyoeritol, ditiyotreitol (DTT) veya 2-merkaptoetanol), sodyum ve potasyum 

borohidrit, trialkilfosfinler (tributilfosfin (TBP), trifenilfosfin (TPP), tris-(2-

karboksietil)fosfin (TCEP), trimetil-TCEP) ve ditiyonit kullanılabilir. Ayrıca ölçüm 

yöntemlerinde karşılaşılan başka bir problemde GSH’ların kendi kendine oksitlenmesi 

ve GSSG’lerin yüksek okunmasıdır. GSH’ların oto-oksidasyonunu engellemek için N-

etilmaleimid (NEM) [99], 2-vinilpiridin (2-VP) [100], 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene 

[101], iodoacetic acid (IAA), bis (3-karboksi-4-nitrofenil) disülfid, 1-methyl-2-

vinylpyridinium trifluoromethane sulfonate (M2VP), 1-methyl-4-vinylpyridinium 

trifluoromethane sulfonate (M4VP) [102] gibi tiyol maskeleyici ajanların kullanılması 

ya da ortamı asidik yapmak [103] gerekmektedir.  Sonrasında,  GSH ve GSSG’ler 

spektrofotometre, fluorometre, HPLC, biyolümisans, kapiller elektroforez, LC-MS ya 

da GC-MS kullanılarak ölçülür [104].   

1.5.1.1. Spektrofotometrik yöntemler 

Spektrofotometrik ölçüm yöntemlerinde en sık kullanılan moleküller Ellman 

reaktifi ((5,5’-ditiyobis- (2-nitrobenzoik) –asit) (DTNB)) (Şekil 1.7), 4-DPS 4-

tiyopirodin (4-TP)’dir. Bu moleküller farklı pH aralıklarında çalışılabilmektedir. Şekil 

1.8’de de görüldüğü gibi DTNB ile ölçüm yapan yöntemlerde pH’ın en az 7 olması 

gerekmektedir [105]. 
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Şekil 1.7. DTNB bileşiğinin kimyasal yapısı 

 

Şekil 1.8. TNB, 4-TP ve 4-DPS’nin pH’a karşı molar ekstinksiyon katsayıları  
●: TNB,  ○: 4-TP ve ▼: 4-DPS (Hansen, 2007) 

1959’da Ellman tarafından ilk defa biyolojik numunelerin sulfidril gruplarının ve 

glutatyon düzeyinin belirlenmesi ile ilgili makale yayınlanmıştır [106]. Sonrasında 

Owens ve Belcher [107] tarafından keşfedilen, Tietze [108] tarafından geliştirilen ve 

Adams ve arkadaşları tarafından modifiye edilen [109] enzimatik geri dönüştürme 
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reaksiyonuna dayanan yöntem ortaya konulmuştur. Bu yöntemde; GR enzimi ile 

GSSG’ler GSH’a indirgenirken NADPH’lar ise oksitlenir. Ortaya çıkan GSH’lar ise 

DTNB ile oksitlenerek ortaya 5-tiyo-2-nitrobenzoik acit (TNB) ve GSTNB çıkarırlar. 

Ortaya çıkan TNB 412 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülür (Şekil 1.9). TNB miktarı 

örnekteki toplam GSSG ve GSH miktarları ile doğru orantılıdır.  NEM, bis (3-karboksi-

4-nitrofenil) disülfid ve IAA gibi tiyol blokerleri ile ön işleme sokulması ile GSSG ve 

GSH düzeylerinin ayrı ayrı ölçülebileceğini ortaya koymuşlardır [87, 109]. Daha 

sonraları 2-VP’nin de bu amaçla kullanılabileceği ve NEM’in aksine glutatyon redüktaz 

üzerinde anlamlı bir inhibisyon etkisinin olmadığı bu nedenle uzaklaştırılmasının 

gerekmediğini rapor edilmiştir [100]. Rossi ve arkadaşları ise asidifikasyon işleminin 

GSH’ın zaman bağımlı oksidasyonunu engellediğini ve bu nedenle NEM gibi 

moleküllerin sadece protein çöktürme işlemine kadar geçen sürede işe yarayacağını 

ortaya koymuşlardır [103].  

 

Şekil 1.9. DTNB ve TNB mokeküllerinin absorbans spektrumları 

Sıkça kullanılan bir diğer spektrofotometrik yöntem ise Brigelius ve ark. 

tarafından bildirilen sadece GSH’yi ölçen, GST enziminin varlığında 1-kloro-2,4-

dinitrobenzen ile GSH’ın reaksiyonu sonucu oluşan S- (2,4-dinitrofenil) –glutatyonun 

son nokta ölçümüne dayanan metottur [110]. Bir başka yöntem ise Güntherberg ve Rost 

tarafından 1966’da tanımlanan, eritrositlerde GSSG tayini için geliştirilen GR enziminin 

NADPH tüketmesine dayanan GSSG-son nokta metodudur [111].  
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1.5.1.2. Fluorometrik yöntemler 

Cohn ve Lyle [112] tarafından, o-fitaldehit (OPA) ve amino asitler arasındaki 

reaksiyona dayanan, biyolojik dokularda indirgenmiş glutatyon tayininde 

kullanılabilecek fluorometrik test tarif edilmiştir. Hissin ve Hilf [113] bu yöntemi, 

indirgenmiş ve oksitlenmiş glutatyonun belirlenmesine olanak tanıyacak şekilde 

değiştirmişlerdir. Bu yöntemde glutatyonun serbest tiyol grubuna bağlanarak son derece 

floresan bir türevini üreten OPA, floresan reaktifi olarak kullanılır. Bu yöntemde GSSG 

tayini için numunenin içinde bulunan GSH’ın uzaklaştırılması gerekir. Bu amaçla 

GSSG tayini için numunelere NEM ile muamele edilir.  Wang ve ark. floresan Zn (II)-

8-hidroksikuinolin-5-sülfonik asit sistemini kullanarak GSH düzeylerini ölçmüşlerdir 

[114]. OPA ile 1-pyrenemethylamine’nin birlikte kullanılmasının OPA’nın tek başına 

kullanılmasından daha üstün olduğunu gösteren yayınlar mevcuttur [115].   

1.5.1.3. Biyolüminesans analizi 

GSH ölçümünde biyolüminesansın kullanıldığı ilk yöntem Hinze tarafından 1984 

yılında geliştirilmiştir [116], ancak deteksiyon limiti değeri Ellman reaktifinin 

uygulandığı spektrofotometrik yöntemlerinkinden daha yüksektir. 1998’de Romero ve 

Mueller-Klieser tarafından DTNB-GSH redüktaz geri dönüşüm testi (NADPH düşüşünü 

artırmak için) ile oldukça hassas lüminesans özelliği olan FMN oksidoredüktaz / 

bakteriyel lüsiferaz reaksiyonunu  (NADPH tüketimini saptamak için) birleştirilerek 

toplam GSH tespit edilmiştir [117]. 2000 yılında ise Mourad ve arkadaşları tarafından 

tariflenen GSSG tayini için ilk biyolüminesansın testi; aynı prensiplere dayanmaktadır, 

ancak GSH’yi maskelemek için 4-kloro-7-triflorometil-1-metilkuinolinyum 

kullanılmıştır  [118]. O zamandan beri, luminol-NaIO4 [119, 120], luminol-H2O2 [121], 

kinin-Ce (IV) [122], Ru (phen)3
2+-KmnO4  [123] gibi birçok yöntem tariflenmiştir. 

1.5.1.3. Kapiller elektroforez yöntemleri 

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

GSH ve GSSG düzeylerini femtomol düzeyinde tespit edilmesine olanak tanıyan 
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yüksek performanslı kapiller elektroforez metodu tanımladılar. Carru ve ark. tarafından 

tarif edilen kapiller elektroforetik yöntem [125], 90 saniyeden daha kısa bir sürede, 

kırmızı kan hücrelerinde GSH ve GSSG’nin doğrudan ölçülmesine izin vermektedir. 

Gradient elüsyon hareketli sınır elektroforezi [126, 127], degrade elüsyon izotakoforezi 

[126] ve yeşil (515nm) lazerle indüklenmiş floresans detektörlü ile kapiller elektroforez 

[128] gibi yeni yöntemler de tariflenmiştir.   

1.5.1.4. Yüksek performans sıvı kromotografisi (HPLC) yöntemleri 

HPLC ve iki ultra-performans sıvı kromatografisi (UPLC) yöntemi ile GSH ve 

GSSG ölçen birçok yöntem tanımlanmıştır. Bunlarla birlikte kullanılan tayin sistemleri 

arasında UV absorbans, floresan detektör, elektrokimyasal detektör, kütle 

spektrometresi (MS), MS / MS ve atomik floresans spektrometresi bulunur [104]. 

Birçok sistem ters fazlı (reverse phase) olmasına rağmen anyon-değişim (anion-

exchange) HPLC yöntemleri de bulunmaktadır [129, 130]. Ayrıca elektrokimyasal 

olarak modüle edilmiş likit kromatografiside tanımlanmıştır [131]. HPLC yöntemlerinin 

ortak özellikleri, eluentlerin asidik pH’da tamponlanması (GSH’ların oto-

oksidasyonunun önlenememesi ve sabit faz ile etkileşiminin artırılması) ve eluentlere 

trifoloroasetik asit eklenmesidir.  

1.5.1.4.1. HPLC ultraviyole ölçümü 

İlk HPLC-UV saptama yöntemi, Reeve ve Kuhlenkamp [132] tarafından 

tariflenen ve glutatyonun DTNB ile kolon öncesi işlenmesine dayanan yöntemdir. Daha 

sonra, bu yöntem ditiyotreitol eklenmesi ile modifiye edilerek okside glutatyonların da 

ölçülmesine olanak sağlamıştır [130]. Reed ve ark. tarafından tarif edilen Sander reaktifi 

(2,4-dinitroflorobenzen) ile pre-kolon derivatizasyonu kullanılarak ortaya konan 

yöntemde GSH ve GSSG aynı anda ölçülebilmiştir [101]. Bu yöntem Yoshida [133] 

tarafından, protein çöktürme işlemi için metafosforik asit kullanılarak ve GSH’ların oto-

oksidasyonunu engellemek için de iyodoasetik asit kullanılarak modifiye edilmiştir. 

Daha sonraları ise derivatizasyon için 4-DPS, OPA ve başka derivasyon yapan 

maddelerin kullanıldığı farklı yöntemler tarif edilmiştir [105, 134, 135].  
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1.5.1.4.2. HPLC elektrokimyasal ölçümü 

Elektrokimyasal tayin yöntemi olarak tiyollerin saptanmasında ilk olarak Hg 

havuz elektrotları kullanılmıştır [136]. Daha sonraları ise hem tiyol hem de disülfidlerin 

eşzamanlı olarak çalışılmasına olanak tanıyan Au/Hg amalgam ince tabaka elektrotunun 

geliştirilmesi ile daha da iyileştirilmiştir [137]. Bu yöntemlerde metafosforik asit ile 

proteinlerin çöktürülmesi ve mobil faz ile 20 kat seyreltme yapılmaktadır [138].  

1.5.1.4.3. HPLC fluorometrik ölçümü 

Glutatyon için tariflenen ilk fluorometrik HPLC yöntemi amonyum-7-floro-2,1,3-

benzoksadiazol-4-sülfonatın (SBD-F) kullanıldığı yöntemdir [139]. İlk yöntemler çok 

uzun elüsyon süresine sahipken bu yöntemin Abukhalaf ve ark. [140] tarafından 

modifiye edilmiş hali elüsyon süresini kısaltmıştır. SBD-F, hassas ve spesifik olmasına 

rağmen düşük tepkime kabiliyeti, uzun reaksiyon süresi ve yüksek sıcaklık (60 ° C) 

gerektirmesi gibi dezavantajları bulunur. 

Daha sonraları 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-oxo-3H-

naphtho[2,1-b]pyran (ThioGlo ™3) [147], ThioGlo1 [148], 4- (N, N-

dimetilaminosülfonil) -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 birçok florofor kullanılmıştır.  Bazı yöntemlerde tiyol blokeri olarak 

NEM  kullanılmışken [142], bazılarında ise 2-vinylpyridine kullanılmıştır [147].  

1.5.1.5. Gaz kromatografisi-kütle spektrometresi  

Alev fotometre detektörü kullanılarak yapılmış bir yöntem [152] dışında, 

glutatyon tayininde kullanılan neredeyse tüm GC yöntemlerinde detektör olarak kütle 

spektrometresi (MS) kullanılmıştır [153-159]. 
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1.5.1.6. Sıvı kromatografisi-kütle spektrometresi 

Kütle spektrometresi (MS), GSH ve S-nitrozotiyoller de dahil olmak üzere düşük 

molekül ağırlıklı tiyollerin analizi için yararlı bir tekniktir [160]. Son zamanlarda, kan 

mononükleer hücrelerinde[161] ve karaciğerde [162] GSH ve GSSG’nin aynı anda 

saptanması için elektrosprey kütle spektrometrisi ile birleştirilmiş iki sıvı kromatografisi 

(LC) yöntemi tarif edilmiştir. 

1.5.1.7. Nükleer manyetik rezonans spektroskopi yöntemleri 

Nükleer manyetik rezonans spektroskopisi, in vivo ve in vitro sağlam hücrelerde 

GSH ve GSSG’nin saptanmasına izin veren bir tekniktir. Trabesinger ve ark. 1999’da 

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

Organizmada oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir. Dengenin oksidanlar 

tarafına kaymasına oksidatif stres meydana gelir [164]. Genellikle hafif oksidatif stres 

tolere edilebilirken, ciddi oksidatif stres hücre hasarına ve hücre ölümüne neden olabilir 

[165]. Oksidatif stres hücre içinde protein hasarına yol açar ve serbest kalsiyum ve 

demir miktarını arttırır [166]. Hücre içi serbest kalsiyum artışı hücrelerde iyon 

kanallarını etkiler, endonükleazları aktive eder ve DNA fragmantasyonuna neden olur 

[167, 168]. Demir iyonu ise HO● üretimine neden olur. Sonuç olarak oksidatif stres 

lipitleri, karbonhidratları, proteinleri ve DNA’yı etkileyerek hücre hasarına yol açar 

[169].  

1.7.  Eritrosit içi oksidan durumlar ve antioksidan savunma 

Eritrositler, diğer somatik hücrelerle kıyaslandığında çok çeşitli kaynaklardan 

oksidatif strese maruz kalırlar. O2 taşıyan hücreler olmaları ve hemoglobin (Hb) 

içermeleri nedeniyle sürekli otooksidasyon ile O2
●− ve H2O2 üretirler [170].  Ayrıca bir 

dizi serbest radikal reaksiyonunu başlatabilme potansiyeli olan çoklu doymamış yağ 

asidi içeren bir membran ve Hb hem grubu içerirler [1, 171]. Aynı zamanda nükleus 

içermeyen hücreler olmaları nedeniyle bozulan proteinlerin yerine yenisini 

sentezleyemezler. Bu nedenle, oksidatif stres eritrosit hasarının ana nedenidir [172, 

173]. Bunun yanında, eritrositler güçlü antioksidan savunma ile donatılmıştır [170]. 

Çeşitli ksenobiyotikler tarafından uyarılan eriptoz [174-182]; metabolik sendrom [183], 

diyabet [184-186], böbrek yetmezliği [187, 188], Hemolitik üremik sendrom  [189], 

sepsis [190], sıtma [191, 192], orak hücreli anemi [193], talasemi [193], glukoz 6-fosfat 

dehidrogenaz eksikliği [193], Wilson hastalığı [194], fosfat tükenmesi [195] ve 

maligniteler [196]  gibi çeşitli klinik bozuklukların patofizyolojisine katkıda bulunur.  

1.7.1. Eritrositlerdeki antioksidan sistemler 

Eritrositlerde;  glutatyon [197], vitamin C [198], E vitamini [198] gibi enzimatik 

olmayan ve süperoksit dismutaz [199], katalaz [199], glutatyon peroksidaz [200] ve 
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peroksiredoksin 2 gibi enzimatik antoksidan mekanizmalar rol almaktadır [201]. 

Glutatyon, indirgenmiş formu (GSH) ve okside formu (GSSG) olan bir tripeptittir (γ-

glutamil-sisteinil-glisin). Glutatyon, glutamat-sistein ligaz (glutatyon sistein sentetaz) 

enzimi tarafından sentezlenir. Bu enzimin katalitik ve modifikatör altbirimleri 

bulunmaktadır [197]. Eritrosit içi GSH konsantrasyonu GSSG konsantrasyonu ile 

karşılaştırıldığında genellikle GSSG konsantrasyonun on mislinden fazladır (örneğin 0,3 

mM GSSG ve 3 mM GSH) [186]. Oksitlenmiş glutatyon, indirgeyici madde olarak 

NADPH gerektiren glutatyon redüktaz enzimi ile hızla redüklenir. Eritrositlerde, 

NADPH için tek kaynak pentoz fosfat yoludur. Pentoz fosfat yolunun ana enzimi olan 

glikoz-6-fosfat dehidrojenazın (G6PDH) X kromozomuna bağlı eksikliği, eritrositleri 

oksidatif stres için duyarlı hale getirir ve böylece hemolize yol açar [193]. 

Glutatyon sistein sentetazın modifikatör alt birimini içermeyen farelerde eritrosit 

glutatyon seviyeleri normal değerlerin sadece % 10’u kadardır [197].  Vitamin C majör 

ROS süpürücülerindendir. İn vitro ortamda, eritrositleri organofosfatlar gibi 

ksenobiyotiklerin oksidatif etkisinden korumaktadır [202].  Ayrıca, C vitamini 

depolanmış eritrositleri koruyabilmektedir [203]. Ancak in vivo olarak hem C vitamini 

hem de E vitamini takviyesi, eritrositlerde oksidatif stresin artması ile ilişkili bir hastalık 

olan orak hücreli anemide hemolizi artırmıştır [204].  

Eritrositler, O2
●− ‘nin H2O2’ye dismutasyonunu katalizleyen Cu, Zn-süperoksit 

dismutaz 1 (SOD1) [205]  enzimini eksprese eder. SOD1 eksikliği olan farelerde; 

hemolitik anemi, artmış oksidatif stres görülür ve bu fareler hem lipid peroksidasyon 

ürünlerine karşı hem de eritrositlere karşı antikorlar üretirler [205-207]. SOD1 eksikliği 

bulunan eritrositler, muhtemelen GSH’nin rejenerasyonunu hızlandırmak için pentoz 

fosfat yolunun aktivitesini arttırırlar [205]. Katalaz tarafından katalize edilen ana 

reaksiyon, H2O2’nin H20 ve O2 oluşturmak üzere parçalanmasıdır. Eritrositler büyük 

miktarlarda katalaz eksprese eder [208]. Bununla birlikte, NADPH eksikliğinin 

H2O2’nin parçalanmasını büyük oranda bozuyor olması nedeniyle H2O2’nin çoğunun 

NADPH’ye bağlı glutatyon peroksidaz / redüktaz yolu ile uzaklaştırıldığı uzun 

zamandır düşünülmekteydi [209]. Katalazın da NADPH’a [210] bağlandığının 

keşfinden sonra, katalazında eritrositlerdeki H2O2’in parçalanmasında en az glutatyon 

peroksidaz / redüktaz yolu kadar önemli olduğu anlaşıldı  [201, 208, 211]. Katalaz 
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aktivitesinden dolayı eritrositlerin diğer hücre tiplerini oksidatif hasardan koruyan mobil 

ROS temizleyicileri olarak işlev gördüğü öne sürülmüştür [212].   

Glutatyon peroksidaz; lipid peroksitleri azaltan [213], hücre zarına yakın olarak 

üretilen H2O2’yi ortadan kaldıran [214] ve selenyum içeren bir eritrosit enzimidir [200]. 

Prx2, H2O2 ve diğer hidroperoksitleri uzaklaştıran tiyol bağımlı bir moleküldür 

[201]. Süpürme işlevini disülfid bağı oluşturarak sağlar [215]  ve tekrar redükte 

edilebilmesi için tioredoksin redüktaz enzimi gerekmektedir. Eritrositlerde bu enzim 

çok düşük miktarlarda bulunduğundan dolayı Prx 2’nin ROS’u enzimatik olmayan 

yollarla uzaklaştırdığı düşünülmektedir [73].  

1.7.2. Eritrosit içi oksidatif stres mekanizması 

Oksidatif stres veya antioksidan savunma defekti [197, 216-218] katyon 

kanallarının açılmasına neden olarak hücre içine Ca2+ girişini arttırır ve böylece 

eriptrozu (suicidal erythrocyte death) uyarır [12, 219]. Oksidatif stresin iyonize 

kalsiyum miktarını arttırması sonucu eritrositlerde Ca2+ ‘a duyarlı K+ kanallarının [220, 

221] aktivasyonu, hücre zarının hiperpolarizasyonu, Cl- çıkışı için elektriksel itici gücün 

artışı,  osmotik dengeyi sağlayan suyun ve potasyum klorürün hücresel kaybı [168] ve 

eritrositlerin büzülmesi gibi birçok olayı başlatır. Oksidatif stres eritrosit büzülmesi için 

gerekli olan eritrosit Cl kanallarını da aktifleştirir [222, 223] ve böylece eriptrozu 

pekiştirir [224]. Oksidatif stres, Ca2+ girişini arttırması ve iyon kanalları aktiviteleri 

üzerindeki etkilerinin yanı sıra aspartil ve sisteinil proteazlar gibi enzimleri de aktive 

eder [225]. Bunların sonucunda eritrositlerde eksprese edilen kaspazlar [226, 227] 

anyon değiştirici 1 (Band 3)’i parçalarlar [226]  ve eritrositlerin fosfatidilserin 

maruziyetini uyarırlar [228]. Bununla birlikte, Ca2+ girişi ve Ca2+ ‘a bağlı hücre 

membranı hasarı, kaspazların aktivasyonunu gerektirmez [229-231]. 

Katyon kanallarının açılması glutatyon [232],  N-asetilsistein [233, 234] ve E 

vitamini [235-237] gibi redüktanlarla geri çevrilebilir. Ayrıca eritropoietininde Ca2+’a 

geçirgen katyon kanallarını inhibe ettiği ve oksidatif strese karşı eritrositleri koruduğu 

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

Diyabetes mellitus (DM); pankreas insülin sekresyonunun tamamen ya da 

göreceli yetersizliği veya insülin etkisizliği ya da insülin yapısında meydana gelen 

yapısal bozukluklar sonucu gelişen, hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, protein 

ve lipid metabolizmalarının bozukluğu ile seyreden, akut metabolik ve kronik 

dejeneratif komplikasyonlara neden olan bir sendromdur [238].  Tanı kriterleri Tablo 

1.4’te görülmektedir [238]. 

Tablo 1.4. Diyabetus mellitus tanı kriterleri 

 Aşikar DM İzole IFG(**) İzole IGT IFG + IGT 
DM Riski 

Yüksek 

APG 

(≥8 st 

açlıkta) 

≥126 mg/dl 
100-125 

mg/dl 
<100 mg/dl 

100-125 

mg/dl 
- 

OGTT 2.st PG 

(75 g glukoz) 
≥200 mg/dl <140 mg/dl 

140-199 

mg/dl 

140-199 

mg/dl 
- 

Rastgele PG 

 

≥200 mg/dl + 

Diyabet 

semptomları 

- - - - 

A1C(***) 

 

≥%6,5 

(≥48 

mmol/mol) 

- - - 

%5,7-6,4 

(39-46 

mmol/mol) 

 

( *) Glisemi venöz plazmada glukoz oksidaz yöntemi ile ’mg/dl’ olarak ölçülür. ’Aşikar DM’ tanısı için dört tanı kriterinden 

herhangi birisi yeterli iken ’İzole IFG’, ’İzole IGT’ ve ’IFG + IGT’ için her iki kriterin bulunması şarttır. ( **) 2006 yılı WHO/IDF 

Raporunda normal APG kesim noktasının 110 mg/dl ve IFG 110-125 mg/dl olarak korunması benimsenmiştir. ( ***) 

Standardize metotlarla ölçülmelidir. DM: Diabetes mellitus, APG: Açlık plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu, 

OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozillenmiş hemoglobin A1c, IFG: Bozulmuş açlık glukozu (impaired fasting glucose), 

IGT: Bozulmuş glukoz toleransı (impaired glucose tolerance), WHO: Dünya Sağlık Örgütü, IDF: Uluslararası Diyabet 

Federasyonu. 

Hiperglisemide yükselmiş bir asiklik α-oksoaldehit olan metilgloksal reaktif 

birikimi eriptrozu uyarmaktadır [186, 239]. Metilgloksal eritrositlerde fosfatidilserin 

translokasyonunu uyarır; buna paralel olarak glikolitik akımı bozarak ATP ve GSH 
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konsantrasyonlarını azaltır [186]. Sonuç olarak metilglikoksal enerji üretimine ve 

antioksidan savunmaya etki ederek oksidan etki oluşturur [186] . Eritrositleri de 

etkileyen diyabetle ilişkili oksidatif stres, GSH düzeylerinin azalması, ROS belirteci 

olan malondialdehitin [240] birikimi ve artmış SOD aktivitesi [241] ile ortaya 

konulmaktadır. Diyabetin kardiyovasküler komplikasyonlarının, eritrosit ROS 

maruziyeti ile korelasyon gösterdiği [240] ve ayrıca tip II diyabette artmış eriptrozun 

eritrositlerdeki lipid peroksidasyonu ile pozitif yönde ilişkili olduğu gösterilmiştir [184]. 

1.9. Amaç ve kapsam 

Oksidatif stres birçok hastalığın patofizyolojisinde ya da hastalıkların 

komplikasyon mekanizmasında rol oynamaktadır. Eritrositler; diradikal olan ve serbest 

oksijen radikallerinin oluşumuna yol açan oksijeni taşımaları ve hemoglobin içermeleri 

nedeniyle diğer hücrelerden daha fazla oksidatif durumla karşılaşmaktadır. Günümüze 

kadar eritrosit içerisinin en önemli oksidatif durum belirteçleri olan GSH ve GSSG 

düzeylerini ölçmek için HPLC, fluorometre, LC-MS, GC-MS gibi sofistike cihazlarla 

ölçüm yapan yöntemler tanımlanmıştır. Bunun yanında her laboratuvarda bulunma 

potansiyeli daha yüksek olan spektrofotometre ile ölçüm yapan yöntemler de 

tanımlanmış; ancak bu yöntemler enzimatik reaksiyonlarla ölçüm yapmalarından dolayı 

pahalı olan yöntemlerdir. Bu tez çalışmamızda spektrofotometre gibi her laboratuvarda 

bulunabilen ve sofistike olmayan, mevcut spektrofotometrik yöntemlerden daha ucuz ve 

kolay uygulanabilir eritrosit içi okside, redükte ve toplam glutatyon miktarını ölçmeye 

olanak sağlayan bir kolorimetrik ölçüm yöntemi geliştirilmesi amaçlanmıştır.  



2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Materyaller 

2.1.1. Kullanılan ekipmanlar 

 Soğutmalı santrifüj : Nüve NF800R (Türkiye) 

 Otomatik analizör : Roche Hitachi cobas c501 (Almanya) 

 Vorteks : Genie 2 (Amerika) 

 -80 ̊ C derin dondurucu : Sanyo (Japonya) 

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

 pH metre : Inolab WTW pH 730 (Almanya) 

 Spektrofotometre : Schimadzu UV 1800 (Japonya) 

 Otomatik pipetler : Socorex (İsviçre), Nichipet (Japonya) 

 Benmari : Lab Companion  BS-21 (Güney Kore) 

 Elisa okuyucu: KHB ST-360 microplate okuyucu (Çin Halk Cumhuriyeti) 

 Çalkalayıcı: Biosan TS-100 thermo-shaker (Litvanya) 

2.1.2. Kullanılan kimyasallar 

Çalışmalarda kullanılan kimyasallar analitik reaktif ayar (Analytical reagent 

grade- ACS) saflıkta olup, Sigma -Aldrich’den temin edilmiştir. Çalışmalarda Tip 1 

ultrasaf su kullanılmıştır.  

Tiyol ölçümü için kullanılan kimyasallar: 

 5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB, Ellman reaktifi) 

 Metanol  

 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)  

 Tris  

 Hidroklorik asit (HCl) 

Protein çöktürme işlemi için kullanılan kimyasal: 
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 Trichloroacetic acid (TCA) 

Okside glutatyonun redüksiyonunda kullanılan kimyasallar: 

 Sodyum borohidrat (NaBH4) 

 Sodyum hidroksit (NaOH) 

 HCl 

 Methanol  

Kullanılan diğer kimyasallar: 

 Redükte glutatyon (GSH) 

 Okside Glutatyon (GSSG) 

 2-Merkaptoetanol 

 Dithiothreitol (DTT) 

 Hidrojen peroksit (H2O2) 

 Sodyum klorür (NaCL) 

2.1.3. Kullanılan kimyasal çözeltiler  

Tiyol tayini için kullanılan kimyasal çözeltiler:  

 Reaktif 1: 10 mM EDTA (3,8 g) tartılarak 1000 ml 100 mM Tris tamponunda 

(pH: 8,2) çözüldü.  

 Reaktif 2: 10 mM (3,963 g) DTNB 1000 ml metanolde çözüldü. Reaktif taze 

olarak hazırlanıp kullanıldı. 

Modifiye tiyol ölçüm yönteminde kullanılan kimyasal çözeltiler: 

Tiyol tayini için kullanılan reaktif 1’in içerisindeki 100 mM olan Tris tamponu 

500 mM ve 1000 mM olacak şekilde iki ayrı modifikasyonu yapıldı. 

Eritrosit paketi yıkamak için kullanılan kimyasal çözeltiler: 

%0,9’luk NaCl solüsyonu hazırlandı.  
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Protein çöktürme için kullanılan kimyasal çözeltiler: 

%20’lik TCA solüsyonu: 200 g TCA 800 mL deiyonize su içerisinde çözüldü. 

Son hacim deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandı. %20 w/v’lik TCA çözeltisi 

hazırlandı. 

Dilüsyon işlemleri için kullanılan kimyasal çözeltiler:  

%5’lik TCA solüsyonu: 50 g TCA 800 mL deiyonize su içerisinde çözüldü. Son 

hacim deiyonize su ile 1000 mL’ye tamamlandı. %5 w/v’lik TCA çözeltisi hazırlandı. 

Okside Glutatyon redüksiyonu ve TCA’nın asiditesini ortadan kaldırmak için 

kullanılan kimyasal çözeltiler:  

25 mM (0,94575 g) ile 5 M (189,15 g) arasında değişen konsantrasyonlarda 

NaBH4 ve 0,1 (4 g) M ile 5 M (200 g) arasında değişen konsantrasyonlarda NaOH 

tartılarak 600 ml içerisinde çözüldü. Son hacim methanol-su solüsyonu (%50, v/v) ile 

1000 ml’ye tamamlandı. Reaktif taze olarak hazırlanıp kullanıldı. 

 A reaktifi: 3,5 M NaBH4 ve 1,5 M NaOH içeren çözelti hazırlandı.  

Reaksiyon ortamında kalan fazla NaBH4’ü ortadan kaldırmak için kullanılan 

kimyasal çözeltiler: 

Stok HCl asit çözeltisi (12 M) kullanıldı.  

Sonuçların karşılaştırılması için kullanılan kit:  

Oxford Bimedical Research (Amerika Birleşik Devletleri) GT40 GSH/GSSG 

mikroplate ticari ölçüm kiti kullanıldı. 

2.1.3. Numuneler  

Tam kan sayımında kullanılmak üzere; EDTA’lı tüplere alınarak analizleri 

sonlandırılmış, biyokimya analizleri yapılmak üzere sarı kapaklı serum ayırma tüplerine 

alınmış ve santrifüj edilerek ölçümleri tamamlanmış imha aşamasındaki numuneler 

barkotları sökülerek çalışmalarda kullanılmıştır.  
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Diyabetik ve sağlıklı gönüllülerden alınan EDTA’lı numuneler Hemoglobin A1c 

(HbA1c) ile korelasyon çalışmasında ve diyabet-sağlıklı kontrol karşılaştırma 

çalışmasında kullanıldı.  

2.1.4.  Etik kurul onayı 

Bu çalışma, Ankara Yıldırım Beyazıt Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’nun 03/09/2014 tarih ve 139 sayılı kurul kararı konu başlıklı 

ve 26379996/144 sayı numaralı kararı ile etik ve bilimsel açıdan uygun bulunmuştur. 



2.2. Metodlar 

2.2.1. Eritrosit lisat (hemolizat) süpernatantı eldesi 

EDTA içeren kan toplama tüplerine alınan kanlar 900 g’de +4 °C’de soğutmalı 

santrifüj ile 10 dk santrifüj edildi. Üstte kalan sarı plazma kısmın üst seviyesi 

belirlenerek uzaklaştırıldı. Altta kalan eritrosit paketleri 3 defa izotonik NaCl solüsyonu 

ile ile yıkandı. Son yıkamadan sonra plazma atılmadan önce belirlenen seviyeye kadar 

soğuk distile su eklenerek eritrositler patlatıldı. Elde edilen eritrosit lisatından 3 hacim 

alınarak üzerine 1 hacim %20’lik TCA solüsyonu eklenerek proteinler presipite edildi. 

Bu işlem sonrası tekrar 1500 g’de santrifüj edildi ve üstte kalan süpernatant alınarak 

ölçümlerde kullanıldı.  

2.2.2. Nativ tiyol ve glutatyon (GSH) tayini  

Hu tarafından modifiye edilen Ellman yöntemi ile ölçülür [242, 243]. Yöntem 

DTNB molekülünün serbest tiyoller tarafından redüklenerek disülfid ve bir molekül 5-

tiyonitrobenzoik asit oluşturması prensibine dayanır. Bu yöntemin tamponu modifiye 

edilerek örneklerdeki nativ GSH miktarları belirlenmiştir. 

Otomatik analizör için ölçüm prosedürü:  

 Numune hacmi: 10 μl numune  

 Reaktif 1 hacmi: 110 μl ( Tris tamponu (100 mM, pH: 8,2) içerisinde 10 mM 

EDTA)  

 Reaktif 2 hacmi: 10 μl (Metanol içerisinde 10 mM DTNB çözeltisi)  

 Dalga boyu: Birincil dalga boyu = 415 nm, ikincil dalga boyu = 700 nm 

(opsiyonel) 

 Okuma noktası: İlk absorbans R1 ve R2 karışımından hemen önce, son 

absorbans reaksiyon trasesi platoya eriştiğinde alındı (toplam analiz süresi 

yaklaşık 10 dk).  
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 Kalibrasyon tipi: Linear (reaksiyon 2-merkaptoetanol ile kalibre edildi).              

Sonuçlar μmol/L olarak verildi. 

Modifiye Tiyol yöntemlerinde reaktif 1’in içerisindeki Tris tamponu 500 mM ya 

da 1000 mM olarak değiştirildi. Ölçümler tiyol tayini ile aynı prosedür kullanılarak 

yapıldı.  

2.2.3. Toplam glutatyon tayini  

Hemolizat süpernatantları ve 3 hacim GSSG çözeltisi-1 hacim %20’lik TCA 

solüsyonu (3/1 v/v) içeren örnekler kullanıldı.  

GSSG’lerin redüksiyonu:  

600 µL örnek üzerine 150 µL 3,5 M NaBH4 ve 1,5 M NaOH içeren solüsyon (A 

reaktifi) 10 cm uzunluğundaki şeffaf sekonder tüplere eklendi. Böylece NaBH4’ın 

köpük oluşturan reasksiyonundan kaynaklanabilecek örnek kaybı engellendi. Reaksiyon 

ortamında kalan fazla NaBH4’ü süpürmek için 70 µL 12 M HCl (B reaktifi) kullanıldı.  

Reaksiyon tamamlandıktan sonra Nativ GSH prosedürü ile tekrar GSH’lar ölçüldü 

ve toplam GSH miktarı belirlendi. Sonuçlar dilüsyon katsayısı ile çarpılarak µmol/L 

şeklinde verildi. 

2.2.4. GSSG miktarının hesaplanması: 

Ölçülen Toplam GSH düzeylerinden Nativ GSH düzeyleri çıkarılarak ikiye 

bölündü ve GSSG hesaplandı. Sonuçlar µmol/L şeklinde verildi. 

 

GSSG = (Toplam GSH-Native GSH)/2  

2.2.5. Hemoglobin ölçümü 

Sysmex XE-2100 (Japonya) otomatik tam kan sayma cihazı ile ölçüldü.  
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2.2.6. HbA1c ölçümü 

Roche-Hitachi Cobas 8000 modüler otoanalizöründe (Almanya) Roche Ticari 

kitleri (Almanya) kullanılarak ölçüldü. Yöntem türbidimetrik inhibisyon immünassay 

(TINIA) prensibiyle HbA1c tayinine dayanmaktadır. 

2.2.7. Ticari kitle toplam GSH, nativ GSH ve GSSG ölçümü 

Ticari olarak mümkün olan bu yöntem Tietze [108] tarafından tariflenen 

enzimatik geri dönüştürme reaksiyonuna dayanmaktadır. Bu yöntemde; GR enzimi ile 

GSSG’ler GSH’a indirgenirken NADPH2’lar ise oksitlenir. Ortaya çıkan GSH’lar ise 

Ellman reaktifi (DTNB) ile oksitlenerek TNB ve GSTNB çıkarırlar. Ortaya çıkan TNB 

412 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülür. Reaksiyon hızı ile örnekteki toplam GSSG 

ve GSH miktarları doğru orantılıdır. Kalibratör olarak kullanılan GSSG’lerin reaksiyon 

hızları ile oranlayarak örnekteki Toplam GSH miktarı belirlenmektedir.  

GSSG miktarının tayini ise, Griffith[100] tarafından kullanılan GSH’ları bağlayan 

ancak GR enzimini inhibe etmeyen 2-VP kullanılarak ölçülmektedir. Örneklere 2-VP 

eklenmesi sonucu GSH’lar bağlanmakta daha sonra ise yukarda tarif edilen enzimatik 

geri dönüştürme yöntemiyle örnekteki GSSG miktarı belirlenmektedir. 

Ticari Yöntem Çalışma Prensibi: 

A. Örneklerin Hazırlanması: 

 GSSG Örneklerinin hazırlanması: 

 30 µL tiyol süpürücü (2-VP) mikrosantrifüj tüpüne eklenir 

 100 µL tam kan örneği bu tüpün dibine dikkatlice eklenir ve nazikçe 

karıştırılır 

 Örnekler -70 °C’de dondurulur (30 gün boyunca stabildir) ve böylece 

eritrositlerin patlaması sağlanır 

 Örnekler çözülür, hemen karıştırılır ve oda ısısında 5-10 dk inkübe edilir 

 270 µL buz soğukluğunda %5’lik Metafosforik asit eklenir ve iyice 

vortekslenir 
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 1000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifüj edilir 

 Üstte kalan süpernatanttan 50 µL alınarak yeni bir mikrosantrifüj tüpünde 

700 µL çalışma tamponu (assay buffer; kit içerisinde, kullanıma hazır) ile 

karıştırılır (Toplam Dilüsyon katsayısı= 60) 

 Örnekler ölçüme kadar buz üzerinde bekletilir  

 GSH örneklerinin hazırlanması: 

 50 µL tam kan mikrosantrifüj tüpünün dibine dikkatlice eklenir 

 Örnekler -70 °C’de dondurulur (30 gün boyunca stabildir) ve böylece 

eritrositlerin patlaması sağlanır 

 Örnekler çözülür, hemen karıştırılır  

 350 µL buz soğukluğunda %5’lik metafosforik asit eklenir ve iyice 

vortekslenir 

 1000 g’de 10 dk +4 °C’de santrifüj edilir 

 Üstte kalan süpernatanttan 25 µL alınarak yeni bir mikrosantrifüj tüpünde 

1,5 mL çalışma tamponu (assay buffer; kit içerisinde, kullanıma hazır) ile 

karıştırılır (Toplam Dilüsyon katsayısı= 488) 

 Örnekler, ölçüme kadar buz üzerinde bekletilir 

B. Ölçüm prosedürü: 

 Standart, örnek ya da kör mikroplakada belirlenen kuyucuklarına eklenir 

 Tüm kuyucuklara 50 µL DTNB Solüsyonu eklenir 

 Tüm kuyucuklara 50 µL Redüktaz Solüsyonu eklenir 

 5 dk boyunca orbital çalkalayıcı üzerinde oda ısısında karıştırılarak inkübe 

edilir 

 Tüm kuyucuklara 50 µL NADPH Solüsyonu eklenir 

 Kinetik mikroplaka okuyucusunda 10 dakika boyunca her dakika 412 nm 

(olmadığı durumlarda 405 nm’de) ölçüm yapılır 

 Standartlardan ve örneklerden elde edilen reaksiyon hızlarından körün 

reaksiyon hızı çıkarılarak net reaksiyon hızı elde edilir. Standartların net 

reaksiyon hızları y eksenine ve bilinen değerleri ise x eksenine konularak 
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oluşturulan kalibratör eğrisinden eğim (slope) ve kesim (intercept) elde 

edilir. Örneklerdeki toplam GSH ya da GSSG miktarları şu formülle 

hesaplanır: 

 GSH= ((Net Reaksiyon Hızı – Kesim) / Eğim) x Toplam Dilüsyon 

Katsayısı 

2.2.8. Optimizasyon Çalışmaları 

2.2.8.1. Tiyol ölçümünde kullanılan reaktif 1’in içerisindeki Tris tamponunu 

optimize etme çalışmaları 

Örnekler içerisinde bulunan TCA’nın ve NaBH4’ü süpürmek için kullanılan 

HCl’in asiditesine karşılık Tiyol ölçüm yöntemi içerisinde bulunan Reaktif 1’in 

tamponlama kapasitesini arttırmak için Reaktif 1 içerisinde 100 mM olan Tris 

Tamponunun molaritesi 500 mM ve 1000 mM olacak şekilde modifiye edildi. 

Sonrasında orijinal metod ile serum örnekleri kullanılarak karşılaştırıldı. Korelasyon ve 

linearite analizleri yapıldı ve ayrıca regresyon ve Blant-Altmann grafikleri çizildi.    

2.2.8.2. Sodyum borohidrat (NaBH4) miktarının optimizasyonu 

500 mM GSSG çözeltisi ve hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz 

kullanıldı. Diğer kimyasalların konsantrasyonları sabit tutulurken artan 

konsantrasyonlarda NaBH4 eklenerek ölçümler yapıldı.  

2.2.8.3. Sodyum hidroksit (NaOH) miktarının optimizasyonu 

500 mM GSSG çözeltisi ve hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz 

kullanıldı. Diğer kimyasalların konsantrasyonları sabit tutulurken artan 

konsantrasyonlarda NaOH eklenerek ölçümler yapıldı.  
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2.2.8.4. Reaksiyon ortamında kalan fazla sodyum borohidratın (NaBH4) 

süpürülmesi için gerekli HCl miktarının optimizasyonu 

500 mM GSSG çözeltisi ve hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz 

kullanıldı. Diğer kimyasalların konsantrasyonları sabit tutulurken artan miktarlarda HCl 

eklenerek ölçümler yapıldı. 

 2.2.8.5. Sodyum borohidratın (NaBH4)’ün süpürülmesi için eklenen HCl’in 

eklenme zamanının optimizasyonu 

500 mM GSSG çözeltisi ve hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz 

kullanıldı. A reaktifi eklendikten sonra değişen zamanlarda 70 µL HCl eklendi ve 

ölçümler yapıldı.  

2.2.9. Asidifikasyonun oksidasyonu önlediğinin gösterilmesi 

TCA içeren hemolizat süpernatant havuzu örnekleri oda ısısında ve 4 °C’de 

bekletilerek aralıklarla ölçüm yapıldı.  

2.2.10.  Oksidasyon ile GSH ve GSSG değişiminin izlenmesi çalışmaları 

Tam kan ya da hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz örnekleri 

içerisindeki GSH’ların oksitlenmesi için üzerine artan konsantrasyonlarda H2O2 

eklenmiş ve aynı koşullarda ikişer saat beklenmiştir ve ölçümler yapılmıştır. Ayrıca tam 

kan örneklerinden yapılmış havuz örnekleri 38 °C’ye ayarlanmış benmaride bekletilerek 

otooksidasyon bırakılmış ve belirli aralıklarla ölçüm yapılmıştır. 
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2.2.11. Geliştirilen yöntemlerin performans değerlendirmeleri 

2.2.11.1. Doğrusallık (linearite) çalışması 

Toplam Tiyol yönteminin doğrusallık çalışması GSSG’nin ve hemolizat 

süpernatant havuzunun seri dilüsyonlarıyla yapıldı. X eksenine beklenen değerler y 

eksenine bulunan değerlerin girilmesiyle dağılım grafiği çizildi. Regresyon analizi 

yapıldı ve regresyon denklemi bulundu. Korelasyon katsayısı, lineratite katsayısı, eğim 

(slope), kesim (intercept) ve standart hataları gösterildi. 

2.2.11.2. Analitik sensitivite çalışması 

Sensitivitenin göstergesi olan kalibrasyon eğrisinin eğimine göre yöntemin 

analitik sensitivitesi tanımlandı. 

2.2.11.3. Geri kazanım (recovery) çalışması 

Nativ Tiyol yönteminde %20’lik TCA solüsyonu içerisinde 3300 ve 660 μmol 

GSH stokları kullanıldı. Bazal numune için 1 ml hemolizat süpernatant havuzu üzerine 

0,1 ml %5’lik TCA solüsyonu eklendi. Test numunesi için 1 ml hemolizat süpernatant 

havuzuna 0,1 ml hazırlanan GSH stoklarından eklendi. Numene içerisine eklenen GSH 

konsantrasyonları sırasıyla 300 ve 60 µmol/L olarak hesaplandı. Yine aynı örneklerde 

Toplam Tiyol de çalışıldı. Nativ Tiyol ve Toplam Tiyol yöntemlerinde GSH geri 

kazanımları hesaplandı. 

Toplam Tiyol yönteminde ayrıca %20’lik TCA içerisinde hazırlanan 3300, 660 ve 

330 µmol/L GSSG stokları kullanıldı. Bazal numune için süpernatant havuzu üzerine 

0,1 ml %5’lik TCA solüsyonu eklendi. Test numunesi için 1 ml hemolizat süpernatant 

havuzuna 0,1 ml hazırlanan GSSG stoklarından eklendi. Numene içerisine eklenen 

GSSG konsantrasyonları sırasıyla 300, 60 ve 30 µmol/L olarak hesaplandı. 

  

Geri kazananımın hesaplanmasında aşağıdaki formüller kullanıldı: 
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 Eklenen konsantrasyon = standart konsantrasyonu x [standart ml’si / (standart 

ml + serum ml)] 

 Geri elde konsantrasyonu = Konsantrasyon test- konsantrasyon bazal 

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

 % bağıl standart sapma= (% geri eldenin standart sapması / % geri eldenin 

ortalaması) x 100 

2.2.11.4. Gözlenebilirlik sınırı çalışması (limit of detection, LoD)  

0 kalibratör (kör) 20 kez ölçüldü. Körün ortalaması ve standart sapması 

hesaplandı. Yöntemlerin gözlenebilirlik sınırları aşağıdaki formülle belirlendi: 

 

 Gözlenebilirlik sınırı = kör ölçümlerinin ortalaması + 3 x kör ölçümlerinin 

standart sapması 

2.2.11.5. Tekrarlanabilirlik çalışması  

Tekrarlanabilirlik çalışması için hemolizat süpernatant havuzu, 100 ve 500 µmol 

GSSG çözeltileri kullanıldı.  Gün içerisinde iki çalışma her çalışmada iki tekrar olacak 

şekilde 20 gün boyunca ölçüldü. Elde edilen değerlerden her bir yöntemin çalışma içi, 

günler arası, çalışmalar arası ve toplam %CV’leri CLSI-EP05-A2 [244] kriterlerine 

uygun olarak hesaplandı. 

2.2.12. Ticari yöntemle yeni yöntemin karşılaştırma çalışmaları 

Enzimatik geri dönüştürme reaksiyonuna dayanan ticari yöntemle yeni geliştirilen 

yöntemi karşılaştırmak için çeşitli deneyler yapıldı. İlk olarak GSSG çözeltisi 

yöntemlerin kendi ölçüm limitlerinde olacak şekilde dilüe edilerek çalışıldı ve 

lineariteleri karşılaştırıldı. Daha sonra tam kan havuzu hazırlandı ve 38 °C’de 

bekletilerek otooksidasyona bırakıldı ve belirli aralıklarla her iki yöntem ile aynı anda 

çalışıldı. Toplam GSH % CV’leri ve nativ GSH düzeylerindeki düşüş ile GSSG 

düzeylerindeki artışı gösterebilme (oksidasyonu belirleyebilme) limitleri karşılaştırıldı. 
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Sonrasında ise barkotları çıkarılmış tam kan örnekleri kullanılarak iki yöntemin 

korelasyonuna bakıldı. Ayrıca diyabetik hasta ve sağlıklı gönüllülerden alınan tam kan 

örneklerinde hem yeni geliştirilen hem de ticari yöntem ile toplam GSH, nativ GSH ve 

GSSG düzeyleri çalışıldı ve bu örneklerin hemoglobin düzeyleri ölçüldü. Toplam GSH, 

nativ GSH ve GSSG parametrelerinin hem direkt tam kan düzeyleri hem de bu 

parametrelerin gram hemoglobin başına değerleri hesaplandı. Çalışma sonuçları bir ön 

çalışma olarak sunuldu. Ayrıca her iki yöntemde yer alan parametrelerin HbA1c 

düzeyleri ile korelasyonlarına bakıldı.  

2.2.15. Verilerin istatistiksel değerlendirilmesi  

Verilerin analizi ve şekillerin çizilmesi IBM SPSS Statistic for Windows versiyon 

22 (IBM Corp., NY, USA) paket programı, Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft, 

USA), MedCalc for Windows, version 15.0 (MedCalc Software, Ostend, Belçika)  ve 

GraphPad Prism version 6.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla California, 

USA) programları kullanılarak yapıldı.  

Verilerin normal dağılıp dağılmadığı Kolmogorov Smirnov testi referans alınarak  

değerlendirildi. Parametrik dağılım gösteren veriler ortalama ± standart sapma ; 

parametrik olmayan dağılım gösteren veriler ise ortanca ve çeyrekler arası açıklık olarak 

gösterildi.  Gaussian dağılımlı örnekler için gruplar arasında ortalama değerler 

yönünden farkın önemliliği Student’s t testiyle, gaussian dağılımına uymayan örnekler 

için gruplar arasındaki istatistiksel fark Mann-Whitney U testi ile araştırıldı. Kategorik 

değişkenler Pearson’un Ki-Kare testi ile değerlendirildi. 

Testler arasındaki ilişkinin araştırılmasında parametrik veriler için Spearman’ın 

Korelasyon testi, non-parametrik veriler için Pearson’ın korelasyon testi ve regresyon 

analizleri kullanılarak araştırıldı.  

p < 0,05 için sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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3. BULGULAR 

3.1. DTNB molekülünün spektral absorbansı 

DTNB molekülünün spektral absorbansı şekil 3.1’te görülmektedir.  

  

 

Şekil 3.1. DTNB molekülünün absorbans spektrumu 

3.2. Çeşitli örneklerinin ve reaktif körünün reaksiyon kinetikleri 

100 µM GSSG, 1 mM GSH, 1 mM DTT, hemolizat süpernatantlarından elde 

edilen havuz ve körün otomatik analizördeki native GSH (Şekil 3.2) ve Toplam GSH 

(Şekil 3.3) ölçümlerinin reaksiyon kinetikleri gösterildi.   
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Şekil 3.2. Çeşitli numunelerin native GSH reaksiyon kinetikleri. A: 500 mM tampon 

kullanılan yöntem B: 1000 mM tampon kullanılan yöntem 

 

 

Şekil 3.3. Çeşitli numunelerin Toplam GSH reaksiyon kinetikleri (A: 500 mM 

tampon kullanılan yöntem B: 1000 mM tampon kullanılan yöntem) 
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3.3. Optimizasyon Çalışmaları  

3.3.1. Tiyol ölçümünde kullanılan reaktif 1’in içerisindeki Tris tamponunu 

optimize etme çalışmaları 

Hemolizat örneklerindeki proteinlerin presipitasyon aşamasında TCA solüsyonu 

kullanılmaktadır. %20’lik TCA solüsyonu örneğe eklendiğinde toplam ağırlık yüzdesi 5 

olmaktadır. Kullanılan bu asidik solüsyonun örnek içerisindeki molaritesi 

hesaplandığında yaklaşık olarak 306 mM’dır. Bu nativ GSH düzeyi ölçümlerinde sorun 

oluşturmaktadır. Ayrıca reaksiyon ortamında kalan fazla NaBH4’ün de uzaklaştırılması 

için HCl kullanılmaktadır. Bu da toplam GSH ölçümlerinde sorun yaratmaktadır. 

Ölçümlerde kullanılan DTNB molekülünün pH 7’in altına düştüğünde absorbansının 

düştüğü bilinmektedir. Bu sorunun üstesinden gelmek için ölçümlerde kullanılan tiyol 

tamponunun molaritesi 500 mM ve 1000 mM olacak şekilde gücü arttırılmıştır. Ek 

olarak reaksiyon ortamının pH’larının her iki yöntemde 8,2’de sabit kaldığı ancak 

orijinal yöntemde 7,5 ile 7,7 arasında değişen değerlere düştüğü görülmüştür.  500 mM 

ve 1000 mM olarak modifiye edilmiş tampon içeren yöntemler ile orijinal yöntemin 

yapılan doğrusal regresyon analizinde sırasıyla y = 0,9996x - 1,617 ve y = 1,001x - 

2,130 olarak bulunmuştur. Bu iki 500 mM ve 1000 mM olarak modifiye edilmiş tampon 

içeren yöntemlerle orijinal yöntem arasında Şekil 3.4’te de görüldüğü gibi önemli bir 

korelasyon ve doğrusallık görülmüştür (sırasıyla r=0,9985, r2=0,9969, p<0,0001; 

r=0,9983, r2=0,9966, p<0,0001). İki yöntem arasında anlamlı fark olmadığı 

gösterilmiştir (Şekil 3.5). Çalışmalarda bu iki yöntem kullanılmıştır.  
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Şekil 3.4. Orijinal yöntem ile modifiye edilmiş yöntemlerin korelasyonlarının ve 

doğrusallıklarının gösterilmesi (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem, B: 

Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntem) 
 

 

Şekil 3.5. Orijinal yöntem ile modifiye edilmiş yöntemlerinin Blant-Altmann fark 

grafikleri ile karşılaştırılması (X ekseninde orijinal ve modifiye yöntemin ortalama değeri, y 

eksenine ise orijinal yöntem ile modifiye edilmiş yöntemin fark değerleri koonulmuştur. A: Tris 

tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem. B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği 

yöntem) 

3.3.2. Sodyum borohidrat (NaBH4) konsantrasyonunun optimizasyonu 

NaBH4 yeni ortaya konan yöntemde GSSG’lerin GSH’lara indirgenmesinde 

kullanılmaktadır. Ancak NaBH4 konsantrasyonunun düşük olması durumunda yetersiz 

redüksiyon görülmektedir; fazla olması durumunda ise ortamdan uzaklaştırmak için 

daha fazla asit kullanılması gerekmektedir. Optimal NaBH4 konsantrasyonunu 



47 

 

belirlemek için hem GSSG çözeltisi hem de hemolizat süpernatant havuzu kullanılmış 

ve diğer kimyasalların konsantrasyonları sabit tutulurken NaBH4 konsantrasyonları 

değiştirilmiştir. GSSG çözeltisi kullanılarak yapılan deneylerde reaksiyon ortamındaki 

35 mM gibi düşük düzeylerde NaBH4’ün yeterli olduğu gösterilmiştir (Şekil 3.6). 

Ancak bu konsantrasyon ile hemolizat süpernatantlarından elde edilen havuz 

örneklerinde yeterli redüksiyon sağlanamamıştır (Şekil 3.7). Bu nedenle her iki 

matrikste de yeterli indirgemeyi sağlayan ve yeterli güven aralığı oluşturan 700 mM 

konsantrasyonu optimal NaBH4 konsantrasyonu olarak belirlenmiştir (Şekil 3.8). 

 

Şekil 3.6. 500 µM GSSG ve suyun artan konsantrasyonlarda NaBH4 içeren A reaktifi ile 

indirgenmesi sonrası ölçülen Toplam GSH düzeyleri  
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Şekil 3.7. Hemolizat süpernatant havuzu ve suyun Nativ GSH ve artan 

konsantrasyonlarda NaBH4 içeren A reaktifi ile indirgenmesi sonrası ölçülen Toplam 

GSH ve GSSG düzeyleri 

 

 

 

                       

Şekil 3.8. Hemolizat süpernatant havuzunun nativ GSH düzeyinin ve hemolizat 

süpernatant havuzu, 500 µM GSSG ve suyun artan konsantrasyonlarda NaBH4 içeren A 

reaktifi ile indirgenmesi sonrası ölçülen toplam GSH düzeyleri 

 

 

%20’lik TCA solüsyonu ile hazırlanan örneklere NaBH4 eklenmeden önce 

reaksiyon ortamının 1 M Tris tamponu (pH: 8,2) ile pH’ı arttırılarak A reaktifi eklenmiş 

ancak bu işlemin redüksiyonu olumsuz etkilediği görülmüştür (Şekil 3.9). 
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Şekil 3.9. Reaksiyon ortamının A reaktifi eklenmeden tampon ile pH’sının arttırılması  

 

3.3.3. Sodyum hidroksit (NaOH) konsantrasyonun optimizasyonu 

Deproteinizasyon aşamasında kullanılan TCA nedeniyle örnekler aşırı asidik 

ortamda bulunmaktadır. Bu asiditenin ortadan kaldırılması için A reaktifi içerisine 

NaOH eklenmiştir. Eklenen NaOH miktarının az olması asidik ortamın pH’sını yeteri 

kadar yükseltemeyeceği gibi fazla olması da ortamı aşırı alkali yapacaktır. Diğer 

kimyasalların konsantrasyonları sabit tutularak NaOH konsantrasyonu arttırılmış ve 

hemolizat süpernatant havuzu ve GSSH çözeltisinde optimal olduğu konsantrasyon 1,5 

M olarak bulunmuştur (Şekil 3.10). Ayrıca bu konsantrasyonda NaOH eklenmesi ile 

reaksiyon ortamındaki TCA konsantrasyonları yaklaşık olarak eşit ve 300 mM 

düzeylerindedir.  
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Şekil 3.10. Reaktif A içerisindeki NaOH konsantrasyonunun arttırılması ile farklı 

örneklerdeki toplam GSH düzeyleri (Standart hatalar en az 3 farklı ölçümden elde edilmiştir. A: 

Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem. B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye 

edildiği yöntem) 
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3.3.4. Reaksiyon ortamında kalan fazla sodyum borohidratın (NaBH4) süpürülmesi 

için gerekli HCl miktarının optimizasyonu  

NaBH4 DTNB’yi TNB’ye indirgemektedir. Bu da yanlış yüksek sonuçlara neden 

olarak yöntemi olumsuz etkilemektedir. Ayrıca DTNB’nin GSH ile reaksiyona girmesi 

sonucu TNB molekülünün oluştuğu reaksiyonda oluşan disülfid bağlarını da 

redüklemektedir. Bu kısır döngü NaBH4 tamamen tükeninceye kadar devam etmektedir. 

Bu nedenle GSSG moleküllerinin tamamı indirgendikten sonra ortamda kalan fazla 

NaBH4 uzaklaştırılmalıdır. Ayrıca HCl ile ortamın tekrar asidik yapılması, GSH’a 

indirgenmiş GSSG’lerin tekrar oksitlenmesi engellenmektedir. Bu amaçla kullanılan 

HCl’in ortamda kalan tüm NaBH4’leri uzaklaştırdığından emin olunmalı, kullanılan 

miktarın da ölçümü etkilemediği ve yeniden oksidasyonu engellediği gösterilmelidir. 

Şekil 3.11’de de görüldüğü gibi kullanılacak HCl miktarı suyun grafiğine bakılarak en 

az 30 µL olarak belirlenmiş, ancak bu düzeyin yeniden oksidasyonu engellemediği 

izlenmiştir. Bu nedenle kullanılması gereken minimum miktar 60 µL olarak 

belirlenmiştir. Sistemi etkileyen maksimum miktarın ise ölçümde kullanılan Tris 

tamponu konsantrasyonuna göre değişiklik gösterdiği tespit edilmiştir. Ölçümlerde 70 

µL, optimal HCl miktarı olarak kabul edilmiştir (kullanılabilecek en az miktarın güvenli 

bir üst noktası) (Şekil 3.11). 
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Şekil 3.11. Fazla NaBH4’ü süpürmek için kullanılacak HCl miktarının belirlenmesi (A: 

Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye 

edildiği yöntem) 

3.3.5. Sodyum borohidratın (NaBH4) süpürülmesi için eklenen HCl’nin eklenme 

zamanının optimizasyonu 

Sodyum borohidratın GSSG’leri GSH’a indirgemektedir. Bu reaksiyonda tüm 

GSSG’lerin GSH’lara indirgenmesi için belirli bir süre gerekmektedir. Reaksiyon 

tamamlandıktan sonra ortamda kalan fazla NaBH4 HCl ile uzaklaştırılmalıdır. 

Hidroklorik asitin erken eklenmesi indirgenme reaksiyonunun tamamlanmamasına, geç 

eklenmesi ise zaman içerisinde NaBH4’ün kendiliğinden tükenmesi sonucu, GSH’ların 

tekrar GSSG’ye oksitlenmesine neden olacaktır. Ayrıca asidik ortamın GSH’ları 

oksitlenmekten koruduğu bilinmektedir. Bu nedenle HCl’nin eklenme zamanı 

önemlidir. Şekil 3.12’de de görüldüğü gibi HCl’nin eklenme zamanı NaBH4 

eklendikten sonraki 10 ile 20. dakikalar arasında olmalıdır. Ayrıca örneklere HCl’nin 

erken eklenmesi sonrasında yapılan ölçüm sonuçlarında tutarsızlık görülmüştür (Şekil 

3.12). 
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Şekil 3.12. NaBH4’ü süpürmek için HCl eklenme zamanının belirlenmesi (Standart hatalar 

3 farklı örneğin ölçümlerinden elde edilmiştir; A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği 

yöntem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntem) 

3.4. Asidifikasyonun oksidasyonu önlediğinin gösterilmesi 

TCA solüsyonu kullanarak hazırlanan hemolizat süpernatant havuzunun +4 °C’de 

en az 3 gün, oda ısısında en az 24 saat stabil kaldığı görüldü.  



54 

 

3.5.  Oksidasyon ile GSH GSSG değişiminin izlenmesi çalışmaları  

3.5.1. Tam kan üzerine H2O2 eklenmesi ile toplam GSH ve nativ GSH 

düzeylerindeki değişimin takibi 

Tam kan örneklerinden yapılan havuz eşit miktarlarda porsiyonlara ayrıldı. 

Üzerlerine farklı konsantrasyonlarda eşit miktarda H2O2 eklendi ve 3’er saat inkübe 

edildi. Bu işlem sonucunda toplam GSH düzeylerinin sabit kalması beklenirken nativ 

GSH düzeylerinin azalması beklendi. Ancak H2O2’nin tam kan örnekleri üzerinde Şekil 

3.13’te de görüldüğü gibi dozdan bağımsız bir etkisi olmuştur. Bu dozdan bağımsız 

etkinin, tam kan örnekleri içerisinde bulunan birçok antioksidan molekülden 

kaynaklandığı düşünüldü.  
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Şekil 3.13. Tam kan üzerine artan konsantrasyonlarda H2O2 eklenmesi sonucu toplam 

GSH ve nativ GSH düzeylerindeki değişim (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği 

yöntem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntem) 

3.5.2. Hemolizat süpernatant havuzuna H2O2 eklenmesi ile toplam GSH ve nativ 

GSH düzeylerindeki değişimin takibi 

Hemolizat süpernatantlarından yapılan havuz eşit miktarlarda porsiyonlara ayrıldı. 

Üzerlerine farklı konsantrasyonlarda eşit miktarda H2O2 eklendi ve 3’er saat inkübe 

edildi. Bu işlem sonucunda toplam GSH düzeylerinin sabit kalması beklenirken, nativ 

GSH düzeylerinin azalması beklendi. Ancak H2O2’nin hemolizat süpernatant örnekleri 

üzerinde Şekil 3.14’te de görüldüğü gibi 0,25 mM düzeyine kadar dozdan bağımsız bir 
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etkisinin olduğu görüldü. Bu durumun hemolizat süpernatant içerisinde bulunan TCA 

solüsyonunun, örneği asidik yapması ve GSH’ların oksidasyonunu engellemesi sonucu 

oluştuğu düşünüldü. Ortamda bulunan düşük konsantrasyonlardaki H2O2’nin; GSH’ları 

oksitleyemediği, GSSG’leri sulfoksit, sülfon gibi ileri oksidasyon ürünlerine çevirdiği 

düşünüldü. 0,25 mM ile 50 mM arasında beklenildiği gibi toplam GSH seviyeleri sabit 

kalırken, nativ GSH seviyeleri düştü. 50 mM üzerindeki konsantrasyonlarda ise hem 

GSH’ları hem de GSSG’leri ileri oksidasyon ürünlerine çevirdiği düşünüldü (Şekil 

3.14). 
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Şekil 3.14. Hemolizat süpernatant havuzu üzerine artan konsantrasyonlarda H2O2 

eklenmesi sonucu toplam GSH, nativ GSH ve GSSG düzeylerindeki değişim (A: Tris 

tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem, B: Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği 

yöntem)  
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3.5.3. Tam kan örneklerinden yapılan numune havuzunun 38 °C’de oto-

oksidasyona bırakılması sonucu toplam GSH ve nativ GSH düzeylerindeki 

değişimin takibi 

Tam kan örneklerinden yapılan havuz eşit miktarlarda porsiyonlara ayrıldı ve 

önceden 38 °C’ye ısıtılmış benmariye konuldu. 0. dk örneği benmariye konulmadan 

ölçüldü. Diğer örnekler Şekil 3.15’de görüldüğü gibi farklı zamanlarda çıkarılarak 

ölçüm yapıldı. 38 °C’de kendi kendine okside olması beklenen örneklerde toplam GSH 

düzeylerinin sabit kalması beklenirken, nativ GSH düzeylerinin azalması sonucu GSSG 

düzeylerinde artış beklendi. Şekil 3.15’te de görüldüğü gibi, 540. dk’ya kadar 

beklendiği gibi toplam GSH düzeyleri sabit kalırken nativ GSH düzeylerinde azalma ve 

GSSG miktarlarında artış görüldü. 540. dk sonrasında hem toplam GSH hem de nativ 

GSH düzeylerinde düşüş gözlendi. GSSG düzeyleri bir süre daha sabit seyretti ancak 

sonrasında GSSG düzeyleri de düştü. Bu durumun 540. dk itibariyle toplam GSH 

düzeylerindeki düşüş nedeniyle, artık irreversible oksidasyon ürünlerinin oluşması 

nedeniyle olduğu söylenebilir. İrreversible oksidasyon evresi ise; GSSG düzeylerinin 

artması nedeniyle GSH’tan GSSG oluşumunun ileri oksidasyon ürünlerinin 

oluşumundan daha fazla olduğu dönem (540. dk ile 960. dk arası) ve sonrasında GSSG 

düzeylerindeki düşüş nedeniyle ileri oksidasyon ürünlerinin ağır bastığı dönem (960. dk 

sonrası) olmak üzere iki aşamalı bir evre olduğu görülmüştür (Şekil 3.15).  
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Şekil 3.15. Tam kan örneklerinden yapılan havuzun 38 °C’de oto-oksidasyona 

bırakılması sonucu zamana karşı toplam GSH, Nativ GSH ve GSSG düzeylerindeki 

değişimin takibi (A: Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntem, B: Tris tamponun 1000 

mM olarak modifiye edildiği yöntem) 

3.6. Geliştirilen yöntemlerin performans değerlendirmeleri 

3.6.1. Doğrusallığın (linearite) gösterilmesi 

3.6.1.1. Artan GSSG çözeltisi ile doğrusallığın (linearite) belirlenmesi 

GSSG solüsyonun seri dilüsyonuyla yapıldı. Toplam GSH yönteminde 

linearitenin üst limiti 3 mmol/L GSSG (6 mmol/L GSH) olarak bulundu (Şekil 3.16). 

Regresyon analizinin doğru denklemi y = 0,3946 + 0,9997x olarak hesaplandı.  
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Korelasyon r değeri 0,9999 (p < 0,001) idi. Tablo 3.1’de yöntemin doğrusallık verileri 

görülmektedir.  

 

Tablo 3.1. Yeni geliştirilen yöntemin GSSG solüsyonunun seri dilüsyonu ile yapılan 

doğrusallık performansı verileri 

Parametre  P değeri 

Regresyon Formülü y = 0,3946 + 0,9997x  

Kesim (Intercept, a) 0,3946 ± 0,8483 0,6440 

Eğim (Slope, b) ± Eğimin standart 

hatası (Sb) 
0,9997 ± 0,001445 <0,0001 

Korelasyon katsayısı (correlation 

coefficient, r) 
0,9999 <0,0001 

Determinasyon katsayısı 

(Coefficient of determination, r2) 
0,9999 <0,0001 

Residuallerin standart sapması 

(Residual standart deviation, Sy.x) 
5,4766  
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Şekil 3.16. GSSG solüsyonunu seri dilüsyonu ile yeni yöntemin doğrusallığının 

gösterilmesi  

 

 

3.6.1.2. Hemolizatın süpernatant havuzu ile doğrusallığın (linearite) belirlenmesi 

Hemolizat süpernatant havuzunun seri dilüsyonuyla yapıldı. Toplam GSH ve 

nativ GSH düzeylerinin r2 değerleri Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye 

edildiği yöntemlerde 0,99’un üzerindeyken GSSG sonuçlarının r2 değerleri ise her iki 
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yöntemde de 0,96’ın üzerindeydi ve tüm veriler için p değerleri 0,0001 düzeyinin 

altında olduğu görüldü (Şekil 3.17-A).  

 

 

 

Şekil 3.17-A. Hemolizat süpernatant havuzunun seri dilüsyonu ile Tris tamponun 500 

mM olarak modifiye edildiği yöntemin doğrusallığının gösterilmesi (A. Nativ GSH, B. 

Toplam GSH, C. GSSG düzeylerini göstermektedir) 

 

 

 

 

Şekil 3.17-B. Hemolizat süpernatant havuzunun seri dilüsyonu ile Tris tamponun 1000 

mM olarak modifiye edildiği yöntemin doğrusallığının gösterilmesi (A. Nativ GSH, B. 

Toplam GSH, C. GSSG düzeylerini göstermektedir) 

3.6.2. Yöntemlerin gözlenebilirlik sınırları (limit of detection) 

Sıfır kalibratör değerlerinin 25 ölçüm ortalaması + 3 standart sapma şeklinde 

tanımlanan deteksiyon limiti Toplam GSH yöntemleri için Tris Tamponun 500 ve 1000 

mM olarak modifiye edildiği yöntemlerde sırasıyla 3,14 ve 4,26 μmol/L’ydi. Nativ GSH 

yöntemi için de yine sırasıyla 2,96 ve 3,67 µmol/L idi.  
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3.6.3. Analitik sensitivite çalışması 

Kalibrasyon eğrisinin eğiminden yararlanılarak hesaplanan tiyol yönteminin 

sensitivitesi Tris Tamponun 500 olarak modifiye edildiği yöntemde 10,12 x 10-4 

Absorbans / Miktar, [A x (μM)-1] iken; Tris Tamponun 1000 olarak modifiye edildiği 

yöntemde 10,29 x 10-4 Absorbans / Miktar, [A x (μM)-1] olarak bulunmuştur. 

3.6.4. Yöntemlerin analitik geri kazanımları 

3.6.4.1. Toplam GSH yönteminin GSSG geri kazanımları 

Toplam GSH yönteminin GSSG geri kazanımları hemolizat süpernatant havuz 

örnekleri üzerine içerisinde sırasıyla 300, 60 ve 30 µmol/L GSSG olacak şekilde GSSG 

stok çözeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildiği 

yöntemlerde hesaplandı. 300 µmol/L GSSG düzeyinin ortalama % geri kazanımları; 

sırasıyla 105,9 ± 5,3 ve 105,5 ± 5,7, 60 µmol/L GSSG düzeyinin ortalama % geri 

kazanımları; sırasıyla 103,8 ± 2,9 ve 100,2 ± 2,4 ve 30 µmol/L GSSG düzeyinin 

ortalama % geri kazanımları ise; sırasıyla 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 edildiği toplam GSH yönteminin 

GSSG ortalama geri kazanımları  

Havuz Toplam 

GSH (µmol/L) 

Eklenen 

GSSG 

(µmol/L) 

Geri Kazanılan 

GSSG (µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

454,3 300 317,7 ± 15,8 105,9 ± 5,3 5,0 

454,3 60 62,3 ± 1,8 103,8 ± 2,9 2,8 

454,3 30 28,6 ± 2,2 95,4 ± 7,4 7,7 

 

Tablo 3.2-B. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH yönteminin 

GSSG ortalama geri kazanımları 

Havuz Toplam 

GSH (µmol/L) 

Eklenen 

GSSG 

(µmol/L) 

Geri Kazanılan 

GSSG (µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

459,8 300 316,4 ± 17,2 105,5 ± 5,7 5,4 

459,8 60 60,1 ± 1,5 100,2 ± 2,4 2,4 

459,8 30 27,9 ± 1,4 93,1 ± 4,5 4,9 
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Tablo 3.2-C. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH yönteminin 

GSSG geri kazanımları  

 

Havuz 

Toplam 

GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

Miktar - 

GSSG 

(µmol/L) 

Toplam 

Ölçülen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanılan 

GSSG 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

1.Örnek 1.ölçüm 461,7 300,0 1144,5 341,4 113,8 

1.Örnek 2.ölçüm 461,7 300,0 1121,3 329,8 109,9 

1.Örnek 3.ölçüm 461,7 300,0 1112,5 325,4 108,5 

2.Örnek 1.ölçüm 451,2 300,0 1099,8 324,3 108,1 

2.Örnek 2.ölçüm 451,2 300,0 1105,1 327,0 109,0 

2.Örnek 3.ölçüm 451,2 300,0 1080,1 314,5 104,8 

3.Örnek 1.ölçüm 450,0 300,0 1057,5 303,8 101,3 

3.Örnek 2.ölçüm 450,0 300,0 1044,4 297,2 99,1 

3.Örnek 3.ölçüm 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    5,0 

1.Örnek 1.ölçüm 461,7 60,0 588,1 63,2 105,3 

1.Örnek 2.ölçüm 461,7 60,0 586,9 62,6 104,3 

1.Örnek 3.ölçüm 461,7 60,0 582,1 60,2 100,3 

2.Örnek 1.ölçüm 451,2 60,0 578,7 63,8 106,3 

2.Örnek 2.ölçüm 451,2 60,0 582,6 65,7 109,5 

2.Örnek 3.ölçüm 451,2 60,0 575,2 62,0 103,4 

3.Örnek 1.ölçüm 450,0 60,0 571,7 60,9 101,4 

3.Örnek 2.ölçüm 450,0 60,0 571,9 61,0 101,6 

3.Örnek 3.ölçüm 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    2,8 

1.Örnek 1.ölçüm 461,7 30,0 512,5 25,4 84,6 

1.Örnek 2.ölçüm 461,7 30,0 516,7 27,5 91,6 

1.Örnek 3.ölçüm 461,7 30,0 516,5 27,4 91,3 

2.Örnek 1.ölçüm 451,2 30,0 515,3 32,1 106,9 

2.Örnek 2.ölçüm 451,2 30,0 512,0 30,4 101,4 

2.Örnek 3.ölçüm 451,2 30,0 513,4 31,1 103,7 

3.Örnek 1.ölçüm 450,0 30,0 508,0 29,0 96,7 

3.Örnek 2.ölçüm 450,0 30,0 505,8 27,9 93,1 

3.Örnek 3.ölçüm 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    7,7 
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Tablo 3.2-D. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH yönteminin 

GSSG geri kazanımları  

 

Havuz 

Toplam 

GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

Miktar - 

GSSG 

(µmol/L) 

Toplam 

Ölçülen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanılan 

GSSG 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

1.Örnek 1.ölçüm 464,7 300,0 1140,4 337,9 112,6 

1.Örnek 2.ölçüm 464,7 300,0 1141,6 338,5 112,8 

1.Örnek 3.ölçüm 464,7 300,0 1124,2 329,8 109,9 

2.Örnek 1.ölçüm 458,1 300,0 1101,0 321,5 107,2 

2.Örnek 2.ölçüm 458,1 300,0 1092,6 317,3 105,8 

2.Örnek 3.ölçüm 458,1 300,0 1083,4 312,7 104,2 

3.Örnek 1.ölçüm 456,6 300,0 1055,3 299,4 99,8 

3.Örnek 2.ölçüm 456,6 300,0 1049,0 296,2 98,7 

3.Örnek 3.ölçüm 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    5,4 

1.Örnek 1.ölçüm 464,7 60,0 586,7 61,0 101,7 

1.Örnek 2.ölçüm 464,7 60,0 586,3 60,8 101,4 

1.Örnek 3.ölçüm 464,7 60,0 583,6 59,5 99,1 

2.Örnek 1.ölçüm 458,1 60,0 583,1 62,5 104,2 

2.Örnek 2.ölçüm 458,1 60,0 580,0 61,0 101,6 

2.Örnek 3.ölçüm 458,1 60,0 577,7 59,8 99,7 

3.Örnek 1.ölçüm 456,6 60,0 571,0 57,2 95,3 

3.Örnek 2.ölçüm 456,6 60,0 576,4 59,9 99,8 

3.Örnek 3.ölçüm 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 1,5 2,4 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    2,4 

1.Örnek 1.ölçüm 464,7 30,0 518,1 26,7 89,1 

1.Örnek 2.ölçüm 464,7 30,0 519,9 27,6 92,1 

1.Örnek 3.ölçüm 464,7 30,0 517,9 26,6 88,7 

2.Örnek 1.ölçüm 458,1 30,0 518,8 30,4 101,2 

2.Örnek 2.ölçüm 458,1 30,0 516,6 29,3 97,5 

2.Örnek 3.ölçüm 458,1 30,0 515,3 28,6 95,3 

3.Örnek 1.ölçüm 456,6 30,0 508,9 26,2 87,2 

3.Örnek 2.ölçüm 456,6 30,0 512,1 27,8 92,5 

3.Örnek 3.ölçüm 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 

% Bağıl Standart 

Sapma 
    4,9 
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3.6.4.2. Nativ ve toplam GSH yöntemlerinin GSH geri kazanımları 

Toplam ve nativ GSH yöntemlerinin GSH geri kazanımları hemolizat süpernatant 

havuz örnekleri üzerine içerisinde sırasıyla 300 ve 60 µmol/L GSH olacak şekilde GSH 

stok çözeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildiği 

yöntemlerde hesaplandı.  

Toplam GSH yönteminin GSSG geri kazanımları hemolizat süpernatant havuz 

örnekleri üzerine içerisinde sırasıyla 300, 60 ve 30 µmol/L GSSG olacak şekilde GSSG 

stok çözeltilerinden eklenerek Tris tamponun 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildiği 

yöntemlerde hesaplandı. 

Toplam GSH yöntemlerinin 300 µmol/L GSH düzeyinin ortalama % geri 

kazanımları; tris tamponunu 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntemlerde 

sırasıyla 95,9 ± 2,6 ve 97,4 ± 1,0 iken, 60 µmol/L GSH düzeyinde; sırasıyla 98,7 ± 2,2 

ve 101,1 ± 6,0 idi (Tablo 3.3-A, B, C, D). 

Nativ GSH yöntemlerinin 300 µmol/L GSH düzeyinin ortalama % geri 

kazanımları; Tris tamponunu 500 ve 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntemlerde 

sırasıyla 95,9 ± 0,9 ve 99,9 ± 0,7 iken, 60 µmol/L GSH düzeyinde; sırasıyla 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 edildiği toplam ve nativ GSH 

yöntemlerinin GSH ortalama geri kazanımları  

 
Havuz GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanılan  

GSH 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

Nativ GSH 474,2 300 287,8 ± 2,6 95,9 ± 0,9 0,9 

Nativ GSH 474,2 60 55,0 ± 2,7 97,2 ± 6,2 6,4 

Toplam GSH 583,4 300 287,6 ± 7,7 95,9 ± 2,6 2,7 

Toplam GSH 583,4 60 69,2 ± 1,3 98,7 ± 2,2 2,2 
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Tablo 3.3-B. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam ve nativ GSH 

yöntemlerinin GSH ortalama geri kazanımları 

 
Havuz GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanılan  

GSH 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

% Bağıl 

Standart 

Sapma 

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 5,9 

Tablo 3.3-C. Tris tamponun 500 mM olarak modifiye edildiği toplam ve nativ GSH 

yöntemlerinin GSH ortalama geri kazanımları  

 

Havuz 

GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

GSH 

(µmol/L) 

Toplam 

Ölçülen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanılan 

GSH 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

Nativ GSH 1.Örnek 474,2 300,0 764,4 290,2 96,7 

Nativ GSH 2.Örnek 474,2 300,0 762,4 288,2 96,1 

Nativ GSH 3. Örnek 474,2 300,0 759,2 285,0 95,0 

Ortalama 474,2 300,0 762,0 287,8 95,9 

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

% Bağıl Standart Sapma     0,9 

Nativ 1.Örnek 474,2 60,0 536,5 62,3 103,8 

Nativ 2.Örnek 474,2 60,0 529,1 54,9 91,5 

Nativ 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     6,4 

Toplam 1.Örnek 583,4 300,0 866,8 283,5 94,5 

Toplam 2.Örnek 583,4 300,0 866,2 282,8 94,3 

Toplam 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     2,7 

Toplam 1.Örnek 583,4 60,0 644,0 60,7 101,1 

Toplam 2.Örnek 583,4 60,0 642,2 58,9 98,1 

Toplam 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     2,2 
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Tablo 3.3-D. Tris tamponun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam ve nativ GSH 

yöntemlerinin GSH ortalama geri kazanımları  

 

Havuz 

GSH 

(µmol/L) 

Eklenen 

GSH 

(µmol/L) 

Toplam 

Ölçülen 

GSH 

(µmol/L) 

Geri 

Kazanıla

n GSH 

(µmol/L) 

% Geri 

Kazanım 

Nativ GSH 1.Örnek 502,0 300,0 801,0 299,1 99,7 

Nativ GSH 2.Örnek 502,0 300,0 804,0 302,0 100,7 

Nativ GSH 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     0,7 

Nativ 1.Örnek 502,0 60,0 561,8 59,8 99,6 

Nativ 2.Örnek 502,0 60,0 561,6 59,6 99,4 

Nativ 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     1,7 

Toplam 1.Örnek 572,8 300,0 865,1 292,3 97,4 

Toplam 2.Örnek 572,8 300,0 862,0 289,2 96,4 

Toplam 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     1,0 

Toplam 1.Örnek 572,8 60,0 634,2 61,4 102,4 

Toplam 2.Örnek 572,8 60,0 636,6 63,8 106,3 

Toplam 3. Örnek 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 

% Bağıl Standart Sapma     5,9 

3.6.5. Yöntemlerin tekrarlanabilirlikleri  

3.6.5.1. GSSG çözeltisinin kullanıldığı tekrarlanabilirlik çalışmaları sonuçları 

100 µM ve 500 µM GSSG solüsyonları iki düzey yapılmıştır.  
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A. 500 µM GSSG çözeltisi ile yöntemlerin tekrarlanabilirlikleri 

500 µM GSSG ile yöntemlerin 20 gün boyunca ölçülen GSSG sonuçları Tablo 

3.4-A2, B2’de ve Şekil 3.18-A, B’de görülmektedir. 500 µM GSSG düzeyinin Tris 

tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntemde çalışma içi CV’si 0,57, günler 

arası CV’si 0,70, çalışmalar arası CV’si 1,16 ve toplam CV’si 1,47 olarak bulundu 

(Tablo 3.4-A1). 500 µM GSSG düzeyinin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye 

edildiği yöntemde ise çalışma içi CV’si 0,80, günler arası CV’si 0,83, çalışmalar arası 

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

 

Tablo 3.4-A1. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH 

yönteminin 500 µM GSSG ile CV sonuçları 

Çalışma içi %CV 0,57 

Günler arası %CV 0,70 

Calışmalar arası %CV 1,16 

Toplam %CV 1,47 

Tablo 3.4-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH 

yönteminin 500 µM GSSG ile CV sonuçları 

Çalışma içi %CV 0,80 

Günler arası %CV 0,83 

Calışmalar arası %CV 0,49 

Toplam %CV 1,25 
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Tablo 3.4-A2. 500 µM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları 

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

Şekil 3.18-A. 500 µM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 

485

490

495

500

505

510

515

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

µ
m

o
l/

L
 G

S
S

G

Günler

1-1. ölçüm

1-2.ölçüm

2-1. ölçüm

2-2.ölçüm



72 

 

Tablo 3.4-B2. 500 µM GSSG’nin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları 

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

Şekil 3.18-B. 500 µM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 
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B. 100 µM GSSG çözeltisi ile yöntemlerin tekrarlanabilirlikleri 

100 µM GSSG solüsyonları ile yöntemlerin 20 gün boyunca ölçülen GSSG 

sonuçları Tablo 3.5.A2, B2‘de ve Şekil 3.19-A, B’de görülmektedir. 100 µM GSSG 

düzeyinin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntemde çalışma içi 

CV’si 1,42, günler arası CV’si 1,76, çalışmalar arası CV’si 1,48 ve toplam CV’si 2,70 

olarak bulundu (Tablo 3.5-A1). 100 µM GSSG düzeyinin Tris tamponunun 1000 mM 

olarak modifiye edildiği yöntemde ise çalışma içi CV’si 1,18, günler arası CV’si 1,42, 

çalışmalar arası 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 edildiği toplam GSH 

yönteminin 100 µM GSSG ile CV sonuçları 

Çalışma içi 1,42 

Günler arası %CV 1,76 

Calışmalar arası %CV 1,48 

Toplam %CV 2,70 

Tablo 3.5.B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH 

yönteminin 100 µM GSSG ile CV sonuçları 

Çalışma içi 1,18 

Günler arası %CV 1,42 

Calışmalar arası %CV 1,81 

Toplam %CV 2,58 
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Tablo 3.5-A2. 100 µM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları 

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

Şekil 3.19-A. 100 µM GSSG’nin Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 
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Tablo 3.5-B2. 100 µM GSSG’nin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları 

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

 

Şekil 3.19-B. 100 µM GSSG’nin Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği 

toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 
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3.6.5.2. Hemolizat süpernatant havuzunun kullanıldığı tekrarlanabilirlik 

çalışmaları sonuçları 

A. Nativ GSH yönteminin tekrarlanabilirliği 

Hemolizat süpernatant havuzu ile 20 gün boyunca Tris tamponunun 500 mM ve 

1000 mM olarak modifiye edildiği nativ GSH yöntemlerinin ölçülen sonuçları Tablo 

3.6-A2, B2’de ve Şekil 3.20-A, B’de görülmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği nativ GSH yönteminde çalışma içi CV’si 0,49, günler arası CV’si 

0,88, çalışmalar arası CV’si 0,15 ve toplam CV’si 1,02 olarak bulundu (Tablo 3.6-A1). 

Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği nativ GSH yönteminde ise çalışma 

içi CV’si 0,73, günler arası CV’si 0,79, çalışmalar arası CV’si 0,35 ve toplam CV’si 

1,02 olarak bulundu (Tablo 3.6-B1). 

Tablo 3.6-A1. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği nativ GSH 

yönteminin hemolizat süpernatant havuzu ile CV sonuçları 

Çalışma içi 0,49 

Günler arası %CV 0,88 

Calışmalar arası %CV 0,15 

Toplam %CV 1,02 

Tablo 3.6-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği nativ GSH 

yönteminin Hemolizat süpernatant havuzu ile CV sonuçları 

Çalışma içi 0,73 

Günler arası %CV 0,79 

Calışmalar arası %CV 0,35 

Toplam %CV 1,02 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

Tablo 3.6-A2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği nativ GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları  

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

3 673,07 670,27 671,67 673,47 676,40 674,93 675,67 

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 

 

 

Şekil 3.20-A. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği nativ GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 
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Tablo 3.6-B2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği nativ GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları  

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

Şekil 3.20-B. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği nativ GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel gösterimi 
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B. Toplam GSH yönteminin tekrarlanabilirliği 

Hemolizat süpernatant havuzu ile 20 gün boyunca Tris tamponunun 500 mM ve 

1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH yöntemlerinin ölçülen sonuçları Tablo 

3.7-A2, B2’de ve Şekil 3.21-A, B’de görülmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği toplam GSH yönteminde çalışma içi CV’si 0,48, günler arası CV’si 

1,11, çalışmalar arası CV’si 0,34 ve toplam CV’si 1,26 olarak bulundu (Tablo 3.7-A1). 

Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği Toplam GSH yönteminde ise 

çalışma içi CV’si 0,60, günler arası CV’si 0,46, çalışmalar arası 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 edildiği toplam GSH 

yönteminin Hemolizat süpernatant havuzu ile CV sonuçları 

Çalışma içi 0,48 

Günler arası %CV 1,11 

Calışmalar arası %CV 0,34 

Toplam %CV 1,26 

Tablo 3.7-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği toplam GSH 

yönteminin Hemolizat süpernatant havuzu ile CV sonuçları 

Çalışma içi 0,60 

Günler arası %CV 0,46 

Calışmalar arası %CV 0,54 

Toplam %CV 0,93 
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Tablo 3.7-A2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları  

  Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

Şekil 3.21-A. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel 

gösterimi 

795

800

805

810

815

820

825

830

835

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

µ
m

o
l/

L
 G

S
H

Günler

1-1. ölçüm

1-2.ölçüm

2-1. ölçüm

2-2.ölçüm



81 

 

Tablo 3.7-B2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği toplam GSH yöntemiyle 20 günlük sonuçları  

 Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

12 788,66 789,93 789,30 786,28 784,64 785,46 785,05 

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 

18 791,21 793,21 792,21 778,82 792,12 785,47 788,79 

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 797,45 797,87 797,66 791,72 793,51 792,61 793,21 

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 

 

 

 

Şekil 3.21-B. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği toplam GSH yöntemiyle günlük ölçüm sonuçlarının grafiksel 

gösterimi 
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C. GSSG yönteminin tekrarlanabilirliği 

Hemolizat süpernatant havuzu ile 20 gün boyunca Tris tamponunun 500 mM ve 

1000 mM olarak modifiye edildiği yöntemlerde hesaplanan GSSG sonuçları Tablo 3.8-

A2, B2’de ve Şekil 3.22-A, B’de görülmektedir. Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği yöntemde hesaplanan GSSG’lerin çalışma içi CV’si 2,48, günler arası 

CV’si 5,14, çalışmalar arası CV’si 3,01 ve toplam CV’si 6,45 olarak bulundu (Tablo 

3.8-A1). Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntemde hesaplanan 

GSSG’lerin ise çalışma içi CV’si 2,57, günler arası CV’si 5,13, çalışmalar arası CV’si 

3,37 ve toplam CV’si 6,65 olarak bulundu (Tablo 3.8-B1). 

Tablo 3.8-A1. Tris tamponunun 500 mM olarak modifiye edildiği yöntemde hesaplanan 

hemolizat süpernatant havuzu GSSG düzeylerinin CV sonuçları 

Çalışma içi 2,48 

Günler arası %CV 5,14 

Calışmalar arası %CV 3,01 

Toplam %CV 6,45 

Tablo 3.8-B1. Tris tamponunun 1000 mM olarak modifiye edildiği yöntemde 

hesaplanan hemolizat süpernatant havuzu GSSG düzeylerinin CV sonuçları 

Çalışma içi 2,57 

Günler arası %CV 5,13 

Calışmalar arası %CV 3,37 

Toplam %CV 6,65 
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Tablo 3.8-A2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği yöntemde hesaplanan GSSG düzeylerinin 20 günlük sonuçları  

 Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 77,22 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 72,72 72,65 

SS 4,76 4,71 4,51 4,43 4,15 4,16 4,14 

%CV 6,33 6,32 6,03 6,07 5,73 5,72 5,70 

 

 

  

Şekil 3.22-A. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 500 mM olarak 

modifiye edildiği yöntemde hesaplanan GSSG düzeylerinin 20 günlük sonuçlarının 

grafiksel gösterimi 
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Tablo 3.8.B2. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği yöntemde hesaplanan GSSG düzeylerinin 20 günlük sonuçları  

 Run 1 Run 2 Total 

Günler 1-1. ölçüm 1-2.ölçüm Ortalama 2-1. ölçüm 2-2.ölçüm Ortalama Ortalama 

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 

 

 

 

Şekil 3.22-B. Hemolizat süpernatant havuzunun Tris tamponunun 1000 mM olarak 

modifiye edildiği yöntemde hesaplanan GSSG düzeylerinin 20 günlük sonuçlarının 

grafiksel gösterimi 
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3.6.6. Ticari (enzimatik geri dönüştürme yöntemli) ürün ile yeni geliştirilen 

yöntemin karşılaştırması 

3.6.6.1. Çeşitli okside glutatyon (GSSG) çözeltileri kullanılarak ticari yöntemle 

yeni geliştirilen yöntemin doğrusallıklarının karşılaştırılması  

İki yöntemin doğrusallıkları (linearite) Şekil 3.23’de gösterilmektedir. Ticari 

yöntemin determinasyon katsayısı (r2) = 0,987 (p<0,001) iken yeni geliştirilen 

yöntemde 0,999 (p<0,001) olarak hesaplandı. Her iki yöntemin de GSSG çözeltisi ile 

bakılan doğrusallığı 1’e yakındır ve her iki yöntemde yüksek doğrusallıkla ölçüm 

yapabilmektedir.  

 
Şekil 3.23. Ticari yöntem ve yeni geliştirilen yöntemin doğrusallıkları (A. Ticari 

yöntem, B. Yeni geliştirilen yöntem 

3.6.6.2. Oto-oksidasyona bırakılan örnekler ile ticari yöntemle yeni geliştirilen 

yöntemin karşılaştırılması 

Enzimatik geri dönüştürme yöntemine dayalı ticari kitle yeni geliştirilen yöntem 

tam kan örneklerinden yapılan havuzun porsiyonlara ayrılarak ve 38 °C’de kendi 

kendine oksitlenmesi beklenerek aralıklı ölçümlerle karşılaştırıldı. Ölçümlerde geri 

dönüşümsüz oksidasyon oluncaya kadar toplam GSH düzeylerinin sabit kalması 

beklenirken; zamanla nativ GSH düzeylerinde düşme ve GSSG düzeylerinde artış 

beklendi. Şekil 3.24’te de görüldüğü gibi ticari yöntemin GSSG düzeylerindeki artışı 
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ancak 540. dk itibariyle yakalayabilmekteyken, yeni geliştirilen yöntem baştan itibaren 

oksidasyonu gösterebildi. Ticari kit ile ölçülen Toplam GSH düzeyinin 540. 

dakikasındaki değerinde büyük bir düşüş görülmüştür (Şekil 3.24). Bu nedenle 510. 

dakikaya kadar ölçülen toplam GSH düzeylerinin her iki yöntemde de sabit kalması 

beklenmiş ve bu süre sonuna kadar ölçülmüş toplam GSH düzeylerinin her iki 

yöntemde ortalama ± standart sapma ve % CV’leri hesaplanmıştır. Toplam GSH 

düzeylerinin ticari kitle ölçülen düzeyleri ile yeni geliştirilen yöntemle ölçülen 

değerlerinin ortalama ± standart sapma ve % CV’leri ise sırasıyla 1189,3 ± 75,7, % 6,36 

ve 1084,27 ± 14,3, % 1,32 idi. Yeni geliştirilen yöntemde ölçümler arası farklılığının 

daha düşük olduğu görülmüştür. 

 

 

 

 



87 

 

 

Ş
ek

il
 3

.2
4
. 
O

to
-o

k
si

d
as

y
o
n
a 

b
ır

ak
ıl

an
 n

u
m

u
n
el

er
d
e 

za
m

an
a 

k
ar

şı
 t

ic
ar

i 
v
e 

y
en

i 
g
el

iş
ti

ri
le

n
 y

ö
n
te

m
 i

le
 ö

lç
ü
le

n
 n

at
iv

 G
S

H
, 
to

p
la

m
 G

S
H

 v
e 

G
S

S
G

 d
ü
ze

y
le

ri
n
d
ek

i 
d
eğ

iş
im

le
ri

 

 



88 

 

 

3.6.6.3. Ticari yöntemle yeni geliştirilen yöntemin korelasyonu 

Enzimatik geri dönüştürme metoduna dayalı ticari kit ile yeni geliştirilen 

yöntemin, 60 tam kan numunesi kullanılarak korelasyonu ve ölçüm farklılıkları 

değerlendirildi. İki yöntemdeki toplam GSH, nativ GSH ve GSSG korelasyonları 

sırasıyla 0,901 (p<0,001), 0,913 (p<0,001) ve 0,603 (p<0,001) idi (Şekil 3.25). Toplam 

GSH ve nativ GSH parametrelerinde güçlü bir korelasyon varken, GSSG 

parametresinde orta seviye bir korelasyon vardı.  

İki yöntem parametreleri arasındaki farklar ise Şekil 3.26’da gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.25. Yeni geliştirilen yöntem ile ticari yöntemin korelasyonu (A. Toplam GSH 

ölçümleri B. Nativ GSH ölçümleri C. GSSG ölçümleri) 

 

 
Şekil 3.26. Yeni geliştirilen yöntem ile ticari yöntemin Blant-Altmann fark grafiği ile 

karşılaştırması  (x ekseninde iki yöntemin ortalaması, y ekseninde ticari yöntemden yeni geliştirilen 

yöntemin farkı; A. Toplam GSH ölçümleri, B. Nativ GSH ölçümleri, C. GSSG ölçümleri) 
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3.6.6.4. İki yöntem ile diyabet ve sağlıklı bireylerin sonuçlarının karşılaştırması 

Diyabetli hasta ve sağlıklı kontrol gruplarının numunelerinde toplam GSH, nativ 

GSH ve GSSG düzeyleri karşılaştırıldı. Gruplar arasında yaş ve cinsiyet 

parametrelerinde anlamlı bir fark yoktu (p>0,05; Tablo 3.9). Tablo 3.9’da da görüldüğü 

gibi her iki yöntemde de diyabetli hasta grubunda nativ GSH düşükken, GSSG 

düzeyleri daha yüksekti (p<0,05) (Şekil 3.27-A, B). Toplam GSH düzeylerine 

bakıldığında ise her iki yöntemde de gruplar arasında anlamlı bir fark yoktu (p>0,05, 

Tablo 3.9, Şekil 3.27-A, B). Ancak sonuçlar hemoglobin başına değerlendirildiğinde 

gruplar arasında sadece GSSG parametresinde her iki yöntemde de anlamlı fark görüldü 

(p<0,05; Tablo 3.9, Şekil 3.27-C, D) 

Hasta grubunu HbA1c, % ve HbA1c, mmol/mol sonuçları ile yeni yöntem ile 

ölçülen nativ GSH parametresi arasında negatif bir ilişki (sırasıyla r=-0,313, p=0,049 ve 

r= -0,343, p=0,036) varken; GSSG parametresi ile pozitif korelasyon (sırasıyla r=0,357, 

p=0,024 ve r= 0,359, p=0,023) vardı. HbA1c, %  ve HbA1c, mmol/mol sonuçları ile 

ticari yöntemle ölçülen GSSG parametresi arasında negatif bir ilişki (sırasıyla r=-0,349, 

p=0,027 ve r=-0,351, p=0,026) vardı (Tablo 3.10).  
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Tablo 3.9. Hasta ve kontrol gruplarının demografik bilgileri ve tam kan örneklerinden 

ölçülen parametrelerin sonuçları 

 Kontrol (n=25) Hasta (n=25) p değeri 

Yaş; yıl 50,92 ± 9,16 56,72 ± 11,93 0,060 

Cinsiyet; Kadın/Erkek 11/14 13/12 0,571 

Ticari yöntem Toplam GSH; µmol/L 1101,38 ± 200,06 1052,72 ± 182,38 0,373 

Ticari yöntem Nativ GSH; µmol/L 1061,79 ± 203,8 946,21 ± 172,67 0,036 

Ticari yöntem GSSG; µmol/L 19,8 ± 23,41 53,25 ± 14,24 <0,001 

Yeni geliştirilen yöntem Toplam GSH; 

µmol/L 
1004,04 ± 154,02 969,21 ± 140,71 0,408 

Yeni geliştirilen yöntem Nativ GSH; 

µmol/L  
865,57 ± 147,75 767,85 ± 127,27 0,016 

Yeni geliştirilen yöntem GSSG; µmol/L 69,24 ± 33,38 100,68 ± 24,11 <0,001 

Hb başına Ticari yöntem Toplam GSH; 

µmol/g Hb 
7,99 ± 1,57 8,97 ± 7,28 0,512 

Hb başına Ticari yöntem Nativ GSH; 

µmol/g Hb 
7,71 ± 1,59 8,07 ± 6,63 0,793 

Hb başına Ticari yöntem GSSG; µmol/g 

Hb 
0,14 ± 0,17 0,45 ± 0,34 <0,001 

Hb başına Yeni geliştirilen yöntem 

Toplam GSH; µmol/g Hb 
7,30 ± 1,28 8,06 ± 5,41 0,495 

Hb başına Yeni geliştirilen yöntem 

Nativ GSH; µmol/g Hb 
6,30 ± 1,24 6,31 ± 3,90 0,988 

Hb başına yeni geliştirilen yöntem 

GSSG; µmol/g Hb 
0,50 ± 0,23 0,88 ± 0,77 0,024 

Hemoglobin; gr/dL 13,9 ± 1,46 13,58 ± 3,03 0,641 

HgA1c; mmol/mol  73,8 ± 18,98  

HgA1c; %  8,9 ± 1,74  

 

Tablo 3.10. HbA1c ile ölçülen parametreler arasındaki korelasyon 

 HbA1c; % HbA1c; mmol/mol 

r değeri p değeri r değeri p değeri 
Ticari yöntem Nativ GSH; 

µmol/L 
0,050 0,759 0,041 0,799 

Ticari yöntem GSSG; µmol/L -0,349 0,027 -0,351 0,026 

Yeni geliştirilen yöntem Nativ 

GSH; µmol/L 
-0,313 0,049 -0,332 0,036 

Yeni geliştirilen yöntem GSSG; 

µmol/L 
0,357 0,024 0,359 0,023 
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Şekil 3.27. Hasta ile kontrollerin toplam GSH, nativ GSH ve GSSG düzeylerinin 

karşılaştırması  (A. Yeni geliştirilen yöntem direkt sonuçlar, B. Ticari kit yöntemi direkt sonuçlar, C. 

Yeni geliştirilen yöntem hemoglobin başına sonuçlar, D Ticari kit yöntemi hemoglobin başına sonuçlar)  



4. TARTIŞMA 

Glutatyon birçok biyolojik olayda rol alan önemli bir moleküldür. Hücre içinin en 

önemli antioksidanı olmasının [1] yanında; östrojen, melanin, prostaglandinler, 

lökotrienler ve ksenobiyotikler (ör. bromobenzen, asetominofen gibi) ) gibi merkaptürik 

asit şeklinde atılan moleküllerin detoksifikasyonunda [87, 245], NO ile birlikte insülin 

sensitive edici ajan olarak lipit, karbonhidrat ve protein metabolizmasında [246], 

ptoteinlerin glutatiyonilasyonunda [93], sitokin sentezinde rol oynayarak immün yanıtta 

[93], hücre içi redoks potansiyelinin korunmasında [93], sinyal iletimi ve gen 

ekspresyonunda [247], DNA ve protein sentezi ve proteolizde [248], hücre 

proliferasyonu ve apoptozisin uyarılmasında [247, 249], sperm üretimi ve 

maturasyonunda [250], mitokondriyal fonksiyonun ve bütünlüğünün korunmasında [1, 

93], beynin bilişsel fonksiyonlarında ve nörodejenerasyonda [251] rol oynamaktadır. 

Glutatyonun bilinen bu fonksiyonlarından dolayı enflamasyon, kanser, AIDS, DM, 

karaciğer hastalıkları, Alzheimer hastalığı, Parkinson hastalığı, akut miyokart 

enfarktüsü, kronik obstruktif akciğer hastalığı ve inme gibi birçok hastalığın 

patogenezinde önemli rolü olabileceği düşünülmüştür [1, 93]. Bu nedenlerle 1959’da 

Ellman [106] tarafından ilk defa biyolojik numunelerin sulfidril gruplarının tayini ile 

ilgili yöntemin yayınlanması vesilesiyle tiyol biyokimyası sürekli ilgi gören bir alan 

olmuştur. O zamandan günümüze kadar sürekli plazmada, dokuda ve hücre içinde 

okside ve redükte glutatyon tayini için yeni yöntemler geliştirilmeye çalışılmıştır. 

Geliştirilen yöntemlerin bir çoğu HPLC yöntemleri [101, 129-151], fluorometrik 

yöntemler [112-115, 139-151], biyolümisans yöntemleri [116-123], nano sensör 

yöntemleri [252, 253], LC-MS [160-162, 254] , GC-MS [152-158, 255] yöntemleri gibi 

sofistike analizörlere ihtiyaç duyan pahalı yöntemlerdir. Şimdiye kadar ortaya konulmuş 

spektrofotometrik yöntemler ise reaktif olarak enzim kullanan yöntemlerdir [108, 110, 

111]. Bu kitler yüksek maliyetlidir [241]. Bu nedenle eritrosit içi okside ve redükte 

glutatyon düzeylerini ölçen ucuz ve spektrofotometre gibi daha kolay ulaşılabilir bir 

analizörde çalışılabilecek bir yönteme ihtiyaç olduğu düşünülmüştür. Bu çalışmada 

temel olarak eritrosit içi toplam ve nativ GSH düzeyleri ölçülmüştür. GSSG ise 

hesaplanarak elde edilmiştir.  
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Şimdiye kadarki eritrosit içi GSSG/GSH ölçen yöntemlerde GSSG’leri 

indirgemek için ditiyoeritol, DTT, 2-merkaptoetanol, sodyum ve potasyum borohidrat, 

TBP, TPP, TCEP, trimetil-TCEP ve ditiyonat gibi birçok redüktan ajan kullanılmıştır 

[104]. Ancak DTNB, 4-DPS gibi moleküllerin kullanıldığı kolorimetrik yöntemlerde 

indirgeyici ajanlar bu molekülleri de indirgeyerek ölçümleri etkilemektedir ve ayrıca 

özellikle sülfidril grubu içeren indirgeyici ajanlar ise (ör. DTT, 2-merkaptoetanol vb.)  

fluorometrik ölçümleri de etkilemektedir [104, 256]. Bu nedenle bu moleküllerin tüm 

GSSG’ler indirgendikten sonra ortamdan uzaklaştırılması gerekmektedir. Bizim de 

kullandığımız NaBH4’ün ortamdan uzaklaştırılması için şimdiye kadar dializ sistemi 

[257], ortama asit ekleme [258] ya da formaldehit kullanılması [259] gibi birçok yöntem 

kullanılmıştır. Yeni geliştirilen yöntemde de NaBH4’ün uzaklaştırılması için HCl 

kullanılmıştır. Örnek olarak suyun kullanıldığı ölçümlerde eklenen HCl miktarına göre 

ölçülen GSH düzeyi grafiğinde (Bkz. Şekil 3.11) de görüleceği gibi; uzaklaştırılmamış 

NaBH4 DTNB molekülünü indirgeyerek yanlış pozitif sonuçlar vermekteyken, HCl ile 

uzaklaştırıldığında ölçülen GSH düzeyi beklendiği gibi 0’a düşmektedir. Sodyum 

borohidratın asitle reaksiyonun köpük ve gaz oluşturması ise başka bir sorun 

oluşturmaktadır [256]. Bu sorun ise işlemlerin uzun tüplerde yapılması ile çözülmüştür.  

Ölçümde kullanılan Ellman reaktifinin (DTNB) pH’nın 7’nin altında olduğu 

durumlarda kullanılamayacağı ve pH değişimlerinden etkilendiği bilinmektedir [105]. 

Yeni geliştirilen yöntemde; TCA ile proteinleri çöktürülmüş nativ GSH düzeyi 

ölçümünde ve NaBH4’ü uzaklaştırmak için HCl eklenmiş toplam GSH ölçümünde 

numunelerin içerdiği asidik solüsyonlardan dolayı pH’nın etkilenebileceği ve DTNB ile 

ölçümlerin yanlış düşük olabileceği öngörülmüştür. Bu sorunun çözülmesi için klasik 

tiyol ölçüm yönteminde kullanılan Tris tamponunun tamponlama gücü artırılmıştır. 

Klasik yöntemde tamponun molaritesi 100 mM iken, yeni geliştirilen yöntemde 500 ve 

1000 mM olmak üzere iki modifikasyon yapılmıştır. Her iki modifikasyonun da orijinal 

yöntemle yaklaşık 1 olan korelasyonu mevcuttu  (sırasıyla r2=0,9969, p<0,0001 ve 

r2=0,9966, p<0,0001).  Örnek üzerine modifiye tamponlar kullanılarak yapılan pH 

ölçümlerinde de pH’nın değişmediği görülmüştür. Bu bulgular eşliğinde her iki 

modifikasyonun da orijinal yöntem yerine kullanılabileceği görülmüştür.  

Sodyum borohidratın redüksiyon kabiliyeti; kullanılan konsantrasyonu, 

uygulandığı süre ve uygulanan örneğe göre değişiklik göstermektedir. Erel ve 
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Neşelioğlu [259] serum örneğinde disülfid tayinini tarifledikleri yöntemde 10 mM 

NaBH4’ü örnek ile yaklaşık 2 dakika süre ile inkübe etmişlerken; Hansen ve ark. [105] 

protein çözeltisi kullanarak tarifledikleri HPLC yönteminde 7,9 M NaBH4 (reaksiyon 

ortamında 0,93 M) ile örneği 30 dakika boyunca inkübe etmişlerdir. Yeni geliştirilen 

yöntemde ise GSSG solüsyonu için kullanılması gereken minimum NaBH4 

konsantrasyonu daha düşükken (reaksiyon ortamında yaklaşık 35 mM) (Bkz. Şekil 3.8), 

hemolizat süpernatant havuzu için daha yüksek düzeylerde (reaksiyon ortamında 500 

mM) NaBH4 gerekmiştir. Bu durumun saf su ve GSSG kullanılarak hazırlanan GSSG 

solüsyonu ile hemolizat süpernatant havuzunun farklı matrikslere sahip olmasından 

kaynaklandığı düşünülmüştür.  

Yeni geliştirilen yöntemde de kullanılan NaBH4’ün redüksiyon reaksiyonunu 

yüksek konsantrasyonlarda dakikalar düzeyinde tamamladığı, düşük konsantrasyonlarda 

(40-100 mM) tamamlaması ise ya ısıtma işlemi süresi kadar ya da 30 dakikadan daha 

uzun süreler beklenilmesi gerektiği söylenmektedir [104, 105]. Yeni geliştirilen 

yöntemde kullanılan 3,5 M NaBH4 (reaksiyon ortamında 700 mM) solüsyonunun 

eklendikten sonra tüm GSSG’leri indirgediğinden emin olunduktan sonra HCl ile 

ortamda kalan fazla NaBH4 uzaklaştırılmıştır. Hidroklorik asitin eklenme zamanı 10-20. 

dakikalar arasında olduğunda sonuçlarda tutarlılık olduğu gösterilmiştir (Bkz. Şekil 

3.12). Şekil 3.12’de de görüldüğü gibi HCl’nin erken eklenmesi ölçümler arasında 

farklılıklara neden olmaktadır. Bu farklılığın NaBH4’ün tüm numunelerde yeterli 

redüksiyonu sağlamadan önce ortamdan uzaklaştırılmasından ötürü kaynaklandığı 

düşünülmüştür. Ayrıca HCl’nin daha geç eklenmesi de sonuçların düşük okunmasına 

neden olmaktadır. Bu düşüklüğün sebebinin, GSH’ların tekrar oksitlenmesinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Asidik ortamda GSH’ların tekrar oksitlenmediği 

bilinmektedir [103]. Bu nedenle redüksiyon işlemi tamamlandıktan sonra reaksiyon 

ortamı tekrar asidik yapılmalıdır.  

Okside glutatyon ölçüm yöntemlerinde örneklerde bulunan diğer tiyol grubu 

içeren proteinlerin uzaklaştırılması gerekmektedir. Bu amaçla TCA, MPA gibi asitler 

kullanılmaktadır [87, 260, 261]. Eklenen bu asitlerden dolayı örnekler asidik 

olmaktadır. Sodyum borohidrat, asidik ortamda asitle reasksiyonu nedeniyle daha çabuk 

tükenecektir. Bu tükenmenin gerçekleşmemesi için ortamın pH’sı NaOH ile 

arttırılmıştır. Eklenmesi gereken optimal NaOH miktarı Şekil 3.10’da da görüldüğü gibi 
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1,5 M düzeyindedir ve bu konsantrasyon reaksiyon ortamında TCA ile aynı 

konsantrasyona denk gelmektedir. Daha düşük miktarda NaOH eklenmesi ölçümlerde 

farklılıklara neden olmuştur. Bu farklılıkların NaBH4’ün erken tükenmesinden 

kaynaklandığı düşünülmüştür. Daha fazla NaOH eklenmesi ise NaBH4’ün reaksiyona 

girmesini güçleştirerek ölçüm farklılıklarına neden olduğu düşündürmektedir. Ayrıca 

önce örneğin pH’sını Tris tamponu ile yükseltip daha sonra NaBH4 eklenmesi ile 

yapılan deneyde ise; yeterli redüksiyonunun olmaması nedeniyle NaBH4 ile NaOH’nın 

aynı anda eklenmesi gerektiği düşünülmüş ve ikisi tek reaktif olarak kullanılmıştır (Bkz. 

Şekil 3.9).  

Redükte glutatyon ve okside glutatyon ölçüm yöntemlerinde karşılaşılan başka bir 

sorun ise GSH’ların kendi kendine oksitlenerek yanlış yüksek GSSG sonuçlarına sebep 

olmasıdır [87, 104]. Bu durumun engellenmesi için günümüze kadar NEM, 2-VP 

(M2VP), (M4VP) gibi tiyol maskeleyici ajanlar [99, 100, 102, 262] ya da ortamın asidik 

yapılması [103] gibi önlemler alınmıştır.  Yeni geliştirilen yöntemde ise bu durumun 

engellenmesi için ortam asidik yapılmıştır. Asidifikasyon işleminin GSH’ları oda 

ısısında en az 24 saat, 4 °C’de ise en az 72 saat stabil kaldığı görülmüştür.  

Hücre içinin en önemli antioksidanı olan GSH ortamda oksidan madde bulunması 

durumunda oksitlenerek GSSG’ye döner [263]. Bu dönüşümün izlenmesi için tam kan 

örnekleri ve hemolizat süpernatant havuzu üzerine H2O2 eklenmiş ve GSH’ların 

azalması ile birlikte GSSG’lerin artması beklenmiştir. Şekil 3.13’te de görüldüğü gibi 

tam kan örneklerinde GSH düzeylerinde bir düşüşe rastlanmadı. Bu durumun tam kan 

örneği içerisinde bulunan albümin, bilirubin gibi birçok antioksidan molekülün H2O2 

eritrosit içine girmeden H2O2 ile reaksiyona girmesinden kaynaklandığı 

düşündürmektedir. Ayrıca Şekil 3.14’te de görüldüğü gibi hemolizat süpernatant havuzu 

üzerine direkt H2O2 eklenmesi düşük seviyelerde toplam GSH düzeylerinde bir düşüşe 

neden olmuştur. 0,2 mM ile 10 mM arasında ise beklenildiği gibi GSH’lar düşerken 

GSSG’ler artmıştır. 10 mM ve daha üstü gibi çok yüksek seviyelerde ise hem toplam 

GSH hem de nativ GSH seviyelerinde düşüş gözlenmiştir. 50 mM seviyesinden sonra 

ise hem toplam GSH hem nativ GSH ve hem de GSSG düzeylerinde düşüş 

gözlenmiştir. GSH ve GSSG birbirine reversible olarak dönebilen moleküllerdir [1]. 

Tiyol grupları içeren moleküllerin ileri oksidasyon durumunda; tiyol gruplarının geri 

dönüşümsüz ileri oksidasyon ürünleri olan sülfenik, sülfinik, sülfonik asik gibi 
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sülfoksitler oluşabileceği; ya da daha ileri oksidasyonda sülfonlara dönebileceği 

bilinmektedir [264-266]. Hemolizat süpernatant havuzunda düşük düzeylerde H2O2’nin 

toplam GSH’ları düşürürken aynı zamanda GSSG’lerde düşüş gözlenmesi örnekler 

içerisinde bulunan TCA’nın GSH’ları oksidasyondan korumak için yeterli seviyede 

olduğunu ancak GSSG’lerin irreversible oksidasyona girdiğini düşündürmüştür. 0,2 ile 

10 mM arasında toplam GSH’nın yaklaşık aynı seviyelerde seyretmesi; TCA’nın 

GSH’ları belli bir düzeye kadar koruduğu ve bu düzeyden sonra reversible olarak 

GSH’ların GSSG’lere döndüğü düşünülmüştür. 10 mM ile 50 mM konsantrasyonları 

arasında uygulanan H2O2’nin toplam ve nativ GSH’ları düşürürken GSSG’leri 

arttırması, hem GSH’tan GSSG dönüşümünün hem de irreversible tiyol oksidasyon 

ürünlerinin oluşumunun gerçekleştiğini; ancak GSSG oluşumunun daha fazla olduğunu 

düşündürmektedir. 50 mM düzeyinin üzerinde H2O2 uygulanması ise geri dönüşümsüz 

oksidasyon ürünlerinin daha fazla oluşmasına yol açtığı düşünülmüştür.  

Tam kan örneklerinde yapılan H2O2 ile oksitleme deneylerinin, örnek içerisinde 

bulunan diğer antioksidanlar nedeniyle beklenildiği gibi çıkmaması nedeniyle; 

oksidasyon deneyleri örneklerin zaman içerisinde kendi kendine 38 °C’de okside olması 

beklenerek deney tekrarlanmıştır (Bkz. Şekil 3.15).  Oto-oksidasyona bırakılan bu tam 

kan örneklerinde ise tam beklenildiği gibi toplam GSH düzeyleri sabit kalırken, nativ 

GSH düzeyinin düşüşü ile GSSG’lerin yükseldiği görülmüştür. Ancak 9 saatlik süre 

sonunda toplam GSH’lardaki düşüşle irreversible oksidasyonun başladığı görülmüştür. 

Onaltı saate kadar olan GSSG oluşum hızının irreversible oksidasyon ürünlerinin 

oluşumundan daha hızlı olduğu, bu süreden sonra ise irreversible oksidasyonunun ağır 

bastığı görülmüştür. Ayrıca bu oto-oksidasyon çalışması enzimatik geri dönüştürme 

yöntemiyle karşılaştırma ile de tekrarlanmıştır (Bkz. Şekil 3.24). Yeni geliştirilen 

yöntemin ilk zamandan itibaren oksidasyonu gösterdiği görülürken, enzimatik geri 

dönüştürme yöntemi irreversible oksidasyon gerçekleşinceye kadar oksidasyonu 

gösteremedi. Ayrıca toplam GSH’nın sabit kalması gereken süreler içerisindeki 

%CV’leri kaşılaştırıldığında; enzimatik geri dönüştürme yönteminin %CV’si 6,36 iken, 

yeni geliştirilen yöntemin 1,32’ydi. Bu durumun enzimatik geri dönüştürme yönteminin 

üst ölçüm limitinin 6 µmol/L GSH olması nedeniyle örneklerin yaklaşık 500 kat gibi 

çok yüksek bir dilüsyon oranı ile dilüe edilmesinden kaynaklandığı düşünülmüştür.  
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Ticari olarak mevcut spektrofotometrik yöntemler Tietze tarafından tariflenen 

[108] enzimatik geri dönüştürme yöntemine dayanmaktadır [267, 268] . Tiyol bloke 

edici ajan olarak M2VP’nin kullanıldığı ticari olarak mümkün olan enzimatik geri 

dönüştürme metodunun tam kan örneklerinde toplam GSH ve GSSG için total 

impresizyonları sırasıyla (%CV) %3,18 ve %8,86’dır. Bu yöntemin toplam GSH geri 

kazanımları ise 349 µmol/L seviyesinde %98 iken, 16,3 µmol/L seviyesinde ise %96 

olduğu gösterilmiştir [266].  Yeni geliştirilen yöntemin ise toplam %CV’leri ticari 

yöntemle kıyaslandığında daha iyi olmakla beraber, toplam GSH için %1,26 ve GSSG 

için % 6,65 gibi benzer sonuçları vermiştir. Yeni geliştirilen yöntemin toplam GSH geri 

kazanımları ise 300 µmol/L ve 30 µmol/L düzeyleri için sırasıyla %105,5 ve % 93,1 

seviyelerindeydi.  Bu sonuçlar değerlendirildiğinde yeni geliştirilen yöntemin yeterli 

performans niteliklerine sahip olduğu görülmüştür.  

Literatürde şimdiye kadar birçok hastalıkta GSH ve GSSG düzeyleri çalışılmıştır. 

Delmas-Beauvieux ve ark. [269] AIDS’li hastaların tam kanlarından çalıştıkları GSH ve 

GSSG düzeylerini sırasıyla 180 ve 520 µmol/L bulmuşken; sağlıklı gönüllülerde bu 

parametreleri sırasıyla 1100 ve 90 µmol/L olarak ölçmüşlerdir. Akciğer ve meme 

kanserli hastaların sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığı Navarro ve ark.’ının [270] yaptığı 

çalışmada; akciğer kanserinde GSH ve GSSG düzeyleri sırasıyla 1037 ve 26 µmol/L, 

meme kanserinde 995 ve 26 µmol/L ve kontrol grubunda 930 ve 26 olarak ölçülmüş. 

Spickett ve ark. [271] preeklampsi grubunda GSH ve GSSG düzeylerini sırasıyla 562 ve 

344 µmol/L olarak ölçmüşlerken; kontrol grubunda sırasıyla 756 ve 322 µmol/L olarak 

ölçmüşlerdir. Samiec ve ark. [272] ise DM grubunda yaptıkları çalışmada hasta 

grubunda GSH ve GSSG düzeylerini sırasıyla 713 ve 135 µmol/L bulmuşlarken; kontrol 

grubunda sırasıyla 962 ve 84 µmol/L olarak ölçmüşlerdir.  Başka diyabet grubu 

çalışmasında ise DM grubunda GSH düzeylerini (5.14 ± 0.17 µmol/g Hb) kontrol 

grubuna göre (6.22 ± 0.13 µmol/g Hb) anlamlı olarak düşük bulmuşlardır. Yine bu 

çalışmada HbA1c ile GSH düzeyleri arasında anlamlı negatif korelasyon bildirmişlerdir 

(r = −0,42, p < 0,001) [273]. De Mattia ve ark.  diyabetik hastalarla kontrol grubunu 

karşılaştırdıkları çalışmalarında; kontrol grubuna göre eritrosit GSH konsantrasyonlarını 

düşük bulmuşlarken (diyabetik hastalar: 6,0 ± 0,7 μmol/g Hb; kontrol grubu: 7,1 ± 0,5 

μmol/g Hb, p = 0,0001 ), GSSG düzeylerini de yüksek bulmuşlardır (diyabetik hastalar: 

0,618 ± 0,185 μmol/g Hb; kontrol grubu: 0,352 ± 0,04 μmol/g Hb, p = 0,0002 ) [274]. 
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Yeni geliştirilen yöntemle de ön çalışma olarak diyabetik hastalar ile sağlıklı gönüllüleri 

karşılaştırıldı. Literatürdeki değerlere benzer şekilde diyabetik grupta GSH düzeyleri 

kontrol grubu ile kıyaslandığında anlamlı olarak düşüktü (diyabetik hastalar: 767,85 ± 

127,27 μmol/L; kontrol grubu: 865,57 ± 147,75 μmol/L, p = 0,016 ) ve GSSG düzeyleri 

ise anlamlı olarak yüksekti (diyabetik hastalar: 100,68 ± 24,11 μmol/L; kontrol grubu: 

69,24 ± 33,38 μmol/L, p < 0,001) (Bkz. Tablo 3.9). Ancak yeni geliştirilen yöntemde 

parametreler gram hemoglobin başına değerlendirildiğinde GSH düzeylerinde De 

Mattia ve ark. [274] bildirdiklerin aksine anlamlı bir fark yok iken (p=0,988); GSSG 

düzeyleri benzer şekilde anlamlı olarak yüksekti (p=0,024). Aynı örnekler ticari kit 

kullanılarak da çalışıldı. Enzimatik geri dönüştürme prensibine dayalı bu yöntem ile 

yeni geliştirdiğimiz yöntemdeki parametreler karşılaştırıldığında; benzer şekilde 

diyabetik hastalarda nativ GSH düzeyleri kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük 

ölçülmüş (p<0,05) ve GSSG düzeyleri anlamlı olarak yüksek bulunmuştur (p<0,05). 

Gram hemoglobin başına GSH ve GSSG düzeylerine bakıldığında ise her iki yöntemde 

de GSSG düzeyleri anlamlı olarak yüksek bulunmuşken (p<0,05), GSH düzeylerinde 

anlamlı bir fark yoktu (p>0,05). Ayrıca HbA1c düzeyleri ile yeni geliştirdiğimiz yöntem 

ve ticari kit ile ölçülen GSH ve GSSG düzeyleri arasında bir ilişki olup olmadığı 

değerlendirilmiştir. Literatürde bildirilen değerlere benzer şekilde yeni geliştirdiğimiz 

yöntem ile ölçülen nativ GSH düzeyleri ile HbA1c değerleri arasında negatif bir 

korelasyon mevcutken (p<0,05) (Bkz. Tablo 3.10), literatürün aksine ticari yöntem ile 

ölçülen GSH değerleri arasında korelasyon yoktu. Aynı zamanda HbA1c düzeyleri yeni 

geliştirilen yöntemle ölçülen GSSG düzeyleri ile pozitif bir korelasyon mevcutken (p< 

0,05), ticari kitle ölçülen GSSG düzeyleri ile negatif bir korelasyon göstermiştir 

(p<0,05). Oksidatif stresin diyabette arttığı bilinmektedir. Bu nedenle yeni geliştirilen 

yöntemde de görüldüğü gibi diyabette glisemik kontrolü gösteren HbA1c ile GSH’nın 

negatif; GSSG’nin ise pozitif korelasyon göstermesi beklenmektedir.  

Özetle mevcut GSH ve GSSG ölçen yöntemlerin çoğu HPLC, fluorometre, GC-

MS, LC-MS gibi sofistike cihazlara ihtiyaç duyarken; spektrofotometrik yöntemler ise 

yöntemler reaktif olarak kullanılan enzim ve koenzimlerden dolayı pahalı olan 

yöntemlerdir. Geliştirdiğimiz yöntem; mevcut spektrofotometrik yöntem ile benzer 

doğruluk, kesinlik, tekrarlanabilirlik değerleri olan, kolay uygulanabilir ve daha ucuz, 

yeni bir spektrofotometrik yöntemdir.



5. SONUÇ 

Eritrositlerdeki en önemli oksidan-antioksidan sistem belirteçleri olan GSH ve 

GSSG düzeylerini ölçen birçok yöntem bulunmaktadır. Bu yöntemlerin çoğu sofistike 

cihazlara ihtiyaç duyan yöntemlerdir. Bütün laboratuvarlarda kolaylıkla bulunabilen 

spektrofotometre ile ölçüm yapan yöntemlerin çoğu tamamı ise enzimatik geri 

dönüştürme prensibine dayanmakta iken, tamamı reaktif olarak enzim kullanan 

yöntemlerdir. Bu yöntemlerde kullanılan enzimler ve koenzimler ölçüm yöntemlerini 

oldukça pahalı hale getirmektedir. Geliştirilen bu yeni GSH ve GSSG tayin yöntemi; 

spektrofotometrik olması ile kolay uygulanabilir, kullanılan reaktiflerin düşük 

maliyetleri nedeniyle ucuz bir yöntemdir. Kolay uygulanabilirliği ve ucuz olması 

nedeniyle bu yöntemin kullanımı; özellikle tıp, biyokimya ve analitik kimya alanlarında 

eritrosit içi oksidan antioksidan düzeylerindeki değişimlerin kolaylıkla belirlenebileceği 

ve bu sayede birçok hastalığın oksidatif stres temelli hasarlarının ve oksidatif stres 

kökenli hastalıkların tespiti ile teşhis ve tedavisini kolaylaştıracağı öngörülebilir. 
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