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OZET

Glutatyon; memeli hiicrelerinde milimolar diizeyinde bulunan, baslica protein ol-
mayan bir tiyol bilesigidir. Bir tripeptid olan glutatyon, temel biyolojik indirgeme
reaktifi olarak gorev alir. Bu tripeptidin dnemli gorevleri; hiicre i¢i redoks denge-
sini saglamak ve hiicreleri reaktif oksijen tiirevlerinden korumaktir. Ayrica DNA
sentezi ve amino asitlerin taginmasi gibi fizyolojik siireglerde de gorev almaktadir.
Bu ¢alisma, eritrosit toplam (indirgenmis+oksitlenmis glutatyon) ve indirgenmis
glutatyonun Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ile analizi i¢in en uygun
kosullarin saptanmasi amaciyla gergeklestirilmistir. Calismamizda glutatyonun
ideal eliisyonu i¢in en uygun asetonitril+asetat tampon karistminin orani ve akis
hizi, sistemin ve yontemin performansini belirleyen teorik tabaka sayisi, kapasite
faktorii, pik asimetrisi ve ayiricilik degerleri géz onlinde bulundurularak saptan-
mistir. Bunun yaninda giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik ve geri kazanim
calismalar1 ile yontem performansi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi ile glutatyon dl¢iim yonteminin gelistirilmesini
saglamigtir. Bu yontemin hizli, tekrarlanabilir ve yiiksek duyarlilikta olmasi nede-
ni ile biyolojik 6rneklerdeki glutatyon analizinde giivenilirlikle kullanilabilecegi
ongorilmustir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon, Eritrosit, Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi

ABSTRACT

Glutathione is the main non-protein thiol compound present in mammalian cells in
millimolar level. Glutathione which is a tripeptide functions as a principle reducing
agent in biological systems. The most important function of this tripeptide is to
maintain intracellular redox status and to protect cells from reactive oxygen spe-
cies. It is also involved in physiological processes such as synthesis of DNA and
transport of amino acids. This study was carried out to optimize the most suitable
conditions for quantitation of total and reduced glutathione in erythrocytes by High
Performance Liquid Chromatography. In our study, the most suitable composition
of acetonitriletacetate buffer and the flow rate for the ideal elution of glutathione
were determined by evaluating the number of theoretical plate, capacity factor, peak
asymmetry and resolution values, indicating the system and method performance.
In addition, intra and inter assay reproducibility and recovery studies were done.
The results obtained from this study provided an improved method for glutathione
determination by High Performance Liquid Chromatography. Since this method is
faster than the most commonly used methods and it also permits better reproduc-
ibility and high sensitivity, thus it is suggested that this method can be used confi-
dently to determine the amount of glutathione in biologic samples.

Key Words: Glutathione, Erythrocyte, High Performance Liquid Chromatogra-
phy
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GIRIS

Glutatyon (GSH); glutamat, sistein ve glisin amino asit-
lerinden olusan ve hiicresel antioksidan savunmada go-
rev alan baslica tiyol bilesigidir. Hiicrelerde toplam GSH
serbest veya proteine bagli bigimde bulunabilir. Serbest
GSH’1n biiyiik bir kism1 indirgenmis haldedir ve oksida-
tif stres ile oksitlenmis bigimine (GSSG) doniisiir. Yeni
bir antioksidan savunma igin glutatyon rediiktaz enzimi
aracilig1 ile yeniden indirgenmesi gerekir (1). Glutatyo-
nun redoks diizeyi, indirgenmis ve oksitlenmis diizey-
lerinin oranina (GSH/GSSG) baglidir. Bazal diizeyde
GSH/GSSG oran1 100’1lin tizerindedir, ancak bir¢cok ok-
sidatif stres modelinde bu oran 1-10 arasinda degisim
gostermektedir (2). Bu tripeptidin 6nemli gorevleri, hiic-
releri reaktif oksijen tiirevlerinden korumak ve hiicre igi
redoks dengesini saglamaktir. Ayrica hiicre membranla-
rinin stabilizasyonu, DNA, protein sentezi, amino asitle-
rin taginmasi ve ksenobiyotiklerin uzaklastirilmasi gibi
fizyolojik stireglerde de gorev almaktadir (3-5).

Biyolojik sivilarda GSH analizi i¢in tanimlanmis birgok
yontem bulunmaktadir. Bu yontemler enzimatik, fluo-
rometrik ve kolorimetrik olmak iizere {i¢ ana grupta top-
lanmaktadir (6,7,8). Kolay uygulanmalarina karsin, bu
yontemlerin duyarlilik ve tekrarlanabilirlikleri diigiiktiir.
Bu nedenle son yillarda GSH analizi igin Yiiksek Per-
formansli Sivi Kromatografisi (HPLC) teknigi, basit ve
hizlt olmasinin yani sira; kesinlik, tekrarlanabilirlik ve
femtomol diizeyinde yiiksek duyarliligi nedeniyle diger
yontemlere tercih edilmektedir (1).

HPLC temelli yontemlerin birgogu; glutatyonun, 5,5’-di-
tiyobis- (2-nitrobenzoic) asit (DNTB, Ellman’s reaktifi)
(9) veya 2,4 dinitrofluorobenzen (10) ile tiirevlendirilerek
elde edilen UV-absorbansinin, UV-dedektor ile degerlen-
dirilmesine dayanmaktadir. UV-dedektorlerin yanisira
fluoresans dedektorler yardimryla da glutatyonun tiyol
gruplarinin; monobromobiman, (11) orto-fitaldehit (OPA)
(12,13), 1-dimetilaminofitalen-5-siilfonilkloriir (dansil
kloriir) (14,15), amonyum 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-dia-
zol-4 sulfonat (SBD-F) (16) gibi fluorojenik reaktiflerle
tirevlendirilmesinden sonra olusan fluoresansin deger-
lendirilmesi de yaygin olarak kullanilmaktadir. OPA,
glutatyonun hem siilfidril hem de primer amino grubu ile
siddetli fluoresans veren tiirevler olusturdugu igin tercih
edilen bir tiirevlendirme maddesidir (12).

Bu caligmanin amact; Cereser ve arkadaslarinin (17)
onerdigi paket eritrositte toplam (GSH+GSSG) ve indir-
genmis glutatyonun (GSH), OPA ile tiirevlendirilmesini
temel alan HPLC yontemi kullanilarak, arastirmacilarin
caligmalarinda agik olarak belirtilmemis olan optimum
hareketli faz orant ve akis hizinin saptanmasi ve yon-
temin biyolojik materyaller icin uygulanabilir hale gel-
mesini saglamaktir. Bu amagla belirledigimiz optimum
sartlarda sistem performansi ile ilgili parametreler (pik
asimetrisi, kapasite faktorii, teorik tabaka sayis1 ve ayi-
ricilik degerleri) belirlenerek yontemin uygulanabilirlik,
tekrarlanabilirlik, geriye kazanim, dogrusallik gibi ana-
litik yontem validasyon parametreleri incelenmistir.
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GEREC ve YONTEM

Kimyasal Maddeler ve Su

Calismada kullanilan GSH, OPA, metafosforik asit
(MPA), Tris (hidroksimetil) aminometan (C H,NO,),
hidroklorik asid (HCI), disodyum hidrojen fosfat
(Na,HPO,), sodyum hidrojen fosfat (NaHPO,), sod-
yum tetraborat (NaB,0,), sodyum hidroksit (NaOH),
metanol (CH,OH), ditiyotireitol (DTT), sodyum asetat
(CH,COONa) Sigma’dan; asetonitril (C,H,N) ve asetik
asit (CH,COOH) ise Fluka’dan saglanmistir. Tim kim-
yasal maddeler HPLC caligsmalarina uygun saflik dere-
cesindedir. Cozeltilerin ve hareketli fazin hazirlanma-
sinda kullanilan saf su 18.2 Mohm HPLC kalitedir (USF
Elga, Maxima). Hareketli faz, analize baslamadan &nce
0.20 um filtreden gegcirilerek siiziilmiis ve en fazla iki
glin kullaniimistir.

Standart Cozeltiler

0.0156, 0.0312, 0.0625, 0.125, 0.250, 0.500, 1.00, 2.00
mmol/L derisimlerinde GSH standart ¢ozeltileri hazir-
land1. Tiim standartlara, 6rneklere uygulanan islemlerin
aynisi uygulanarak standart kalibrasyon egrisi olusturul-
du. Kullanilan yontemde, indirgenmis GSH tiirevlendir-
me isleminden sonra dogrudan dlgiilmektedir. Toplam
glutatyon (GSH+GSSG) 6l¢iimii tiirevlendirme basama-
gindan 6nce GSSG’nin, DTT ile GSH’a indirgenmesi ile
Olgiilmektedir. GSSG degeri ise; total glutatyon degerin-
den 6nceden Slgiilmiis olan GSH degerinin ¢ikarilmasi
ile hesaplanmaktadir (17).

Tiirevlendirme Reaktifi

Tirevlendirme reaktifi olan OPA, 5 mg/mL derigimin-
de ve 0.1 M Sodyum tetraborat, pH 9.9 tamponu i¢inde
hazirland1.

Paket Eritrosit Orneklerinin Hazirlanmasi

Kan ornekleri EDTA’ll tiiplere alindiktan sonra
3500 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ay-
rild1. Eritrositler 3 kez serum fizyolojik ile yikand1. Elde
edilen paket eritrosit drneklerinden, GSH ve toplam glu-
tatyon (GSH+GSSG) analizi i¢in 6rnek hazirlik agsamasi
gerceklestirildi.

GSH igin paket eritrosit 6rnekleri 1:1,5 (h/h) oraninda 0.1
M Tris-HCL, pH 8.5 tamponu ile seyreltildi. Bu karisim
1:8 (h/h) oraninda taze hazirlanmis % 6’lik MPA ile dep-
roteinize edilerek 9168 x g +4 °C’de 7 dakika santrifijj
edildi. Supernatant 1:4 (h/h) oraninda 50 mM sodyum
fosfat, pH 7.0 tamponu ile nétrallestirildi ve notr super-
natant 1:1 (h/h) oraninda OPA reaktifi ile karigtirildi. Bu
karisim oda sicakliginda 5 dakika bekletildikten sonra
hacim 1:4 (h/h) oraninda 50 mM sodyum fosfat tampo-
nu, pH 7.0 ile seyreltildi ve analiz i¢in 5 pl HPLC ciha-
zina enjekte edildi.

Total glutatyon (GSH+GSSG) analizi igin 6rnek ha-
zirlik asamasinda Oncelikle paket eritrositte bulunan
oksitlenmis glutatyonun indirgenmesi gerckmektedir.
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Bu amagla, érnekler 2:2:1 (h/h) oraninda 6rnek—25 mM
DTT-0.1M Tris Tampon pH 8.5 sirasi ile karistirilarak
+4 °C’de, 30 dakika bekletildi. Diger asamalar, yukarida
belirtilen sekilde GSH 6rnek hazirlig1 i¢in gergeklestiri-
lenler ile ayni idi.

Kromotografik Kosullar

Analizler Shimadzu-VP serisi HPLC sistemi ile yapildi.
Sistem, pompa (LC-10ADVP), fluoresans dedektor (RF-
10AXL), oto enjektor (SIL-10ADVP), kolon firin1 (CTO-
10ASVP) ve kontrol iinitesinden (SCL 10AVP) olus-
maktaydi. Calismada; 5 um tanecik ¢apinda, 25 cm/4.6
cm boyutlarinda C18 kolonu (ACE/121-254) ve 50 mM
asetonitril+50 mM asetat tampon (pH 6.2) karisimindan
olusan hareketli faz kullanildi. Enjeksiyon hacmi 5 pL,
kolon firint sicaklig1 30°C, fluoresans dedektor eksitas-
yon ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla, 340 nm ve 420
nm olarak ayarlandi.

BULGULAR

Hareketli Faz Bilesimi ve Akis Hizinin
Kromatografik Parametrelere Etkisinin
Incelenmesi

Uygun Hareketli Faz Bilesiminin Saptanmasi

Glutatyonun ideal eliisyon/alikonma zamanini belirle-
mek i¢in en uygun asectonitril/asetat tampon karigimi-
n1 saptamak amacrtyla, asetonitril oranlar1 % 10, % 20,
% 30, % 40 ve % 50 arasinda degisen bes farkli hareketli
faz hazirlandi. GSH standart1 (0.5 mM), OPA ile tiirev-
lendirildikten sonra 5’er uL’lik hacimlerle kolona enjek-

te edildi. Her enjeksiyon sonrasi kolonun temizlenmesi
ve dengelenmesi igin hareketli faz akigina 15 dakika de-
vam edildi. Glutatyon pikinin alikonma zamani, 1 mL/
dakika akis hizinda elde edilen kromatogramlarda, 3—5
dakika arasinda belirlendi. Farkli hareketli faz bilesim-
lerinde elde edilen kromatografik parametre degerleri
Tablo 1’de gosterilmektedir. Elde edilen kromatogram
ve kromatografik parametre degerlerine gére en uygun
hareketli faz bilesiminin % 30 asetonitril+% 70 asetat
tampon karisim1 oldugu saptandi.

Uygun Hareketli Faz Akis Hizinin
Belirlenmesi

Uygun asetonitriltasetat tampon orani saptandiktan
sonra en uygun hareketli faz akis hizini belirlemek igin,
hareketli faz akis hiz1 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, ve 0.9 ml/daki-
ka degerlerinde uygulandi. Elde edilen kromatogram
ve kromatografik parametre degerlerine gore en uy-
gun hareketli faz akis hiz1 0.7 ml/dak. olarak saptandi
(Sekil 1, Tablo 2). Paket eritrosit igin optimum kroma-
tografik kosullarda kayit edilmis kromatogram Sekil
2°de gosterilmektedir.

Standart Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

GSH standart kalibrasyon egrisi, hazirlanan standartlar
iki kez c¢alisilarak elde edildi. Standart kalibrasyon eg-
risi i¢in elde edilen korelasyon katsayisi1 (r) 0.996 olarak
bulundu. Yapilan ¢alismada 0.0156 mmol/L-2.00 mmol/
L GSH derisimleri arasinda yontemin lineer oldugu go-
riildii. Standart kalibrasyon egrisi ve kromatogram Sekil
3A ve 3B de gosterilmektedir.

Tablo 1. Sabit akis hizinda (1 ml/dak) farkli hareketli faz bilesimleri ile elde edilen kromatografik parametre degerleri

Hareketli Faz Bilesimi (%) Ayincilik Kapasite Teorik Pik
Asetonitril+Sodyum Asetat Faktoru Tabaka Sayisi Asimetrisi

10+90 0.00 245 1968 0.00

20+80 0.68 2.51 3401 2.04

30+70 114 3.38 3063 1.64

40+60 0.80 3.36 3095 1.52

50+50 0.00 2.64 3097 1.84

Tablo 2. Sabit hareketli faz bilesiminde (% 30 asetonitril+% 70 sodyum asetat) farkli akis hizlari ile elde edilen kromatografik parametre

degerleri
Akis hizi (ml/dakika) Ayiricilik Kapasite Faktoru Teorik Tabaka Sayisi Pik Asimetrisi

0.9 0.00 3.80 3356 215
0.8 0.00 3.81 3252 2.25
0.7 2.48 277 3279 1.62
0.6 0.00 2.41 2927 1.40
0.5 2.06 1.70 2410 1.80
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Sekil 2. Paket eritrosit i¢in optimum kromatografik kosullarda kayit
edilmis kromatogram

Tekrarlanabilirlik Calismast

Belirlenen deney sartlarinin rastgele hata oranini be-
lirlemek amaciyla hazirlanmis olan paket eritrosit ha-
vuzunda (n = 10) giin-i¢gi ve giinler-arasi tekrarlanabi-
lirlik ¢aligmast yapildi. Her giin taze hazirlanmis OPA
reaktifi ile 1., 2., 3., 4. ve 5. giinlerde indirgenmis ve
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total glutatyon analizleri yapildi. Bes ardisik ¢alisma ile
gercgeklestirilen giin-igi tekrarlanabilirlik sonuglar1 ve
bu sonuglar1 temel alarak giinler-arasi tekrarlanabilirlik
sonuglar1 hesaplandi. Giin-igi % Bagil Standart Sapma
(BSS), GSSG igin 11.78-18.34 arasinda, GSH i¢in 1.82-
5.99 arasinda bulundu. Giinler-arast % BSS GSSG i¢in
21.68, GSH igin ise % 4.80 olarak elde edildi (Tablo 3).

Geri Kazanim Calismasi

Geri kazanim 4 farkli derisimde GSH’1in katilmasi ile
ve her deneme i¢in en az 3 tekrar ile gergeklestirildi.
Geri kazanim sonuglari en diisiik ve en yiiksek olmak
iizere % 82.3 ile % 100.5 degerleri arasinda bulundu.
Bu degerler GSSG i¢in % 79 ile % 100.6 arasinda idi
(Tablo 4).

TARTISMA

Glutatyon, degisik biyolojik siireclerde, ozellikle de
hiicrelerin serbest radikallerden ve reaktif oksijen tiir-
lerinden korunmasinda dnemli rol oynamaktadir. Glu-
tatyon, fizyolojik kosullarda indirgenmis halde, daha az
miktarda da oksitlenmis halde bulunmaktadir (1). GSH
ve GSSG diizeyleri, oksidatif strese neden olan patoloji-
lerde degismektedir. GSH/GSSG orani hiicrenin redoks
durumu ile ilgili bilgi verir. Bu nedenle, glutatyon &l-
¢lim yontemi hem GSH hem de GSSG i¢in uygulanabilir
olmal1 ve diisiik derisimlerde bulunan GSSG’ye duyarl
olmalidir.

Calismamizda, tiyol gruplariyla reaksiyona girdikten
sonra kolon dncesi tlirevlendirme basamaginda OPA re-
aktifi ile fluoresans 1s1ma ozelligi gosteren ve yiiksek
seciciligi olan yontem temel alinmistir (17). OPA tiirev-
lendirme reaktifi kullanilarak HPLC ile yapilan doku
glutatyon 6l¢iimii ile ilgili bulunan az sayidaki kaynakta
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Sekil 3. GSH standart1 ile alinan kalibrasyon egrisi (A) ve kromatogram (B)
Tablo 3. Paket eritrosit havuzu ile gergeklestirilen giin-igi/giinler-arasi ¢alisma sonuglari
Gun-ici Tekrarlanabilirlik

GSH (n=10) 1.gun 2.gun 3.gun 4.gun 5.gun
Ort. 0.165 0.156 0.145 0.152 0.151
S.S 0.007 0.004 0.003 0.009 0.004
% BSS 413 2.57 1.82 5.99 2.73
GSSG (n=10) 1.gun 2.gun 3.gun 4.gun 5.gun
Ort. 0.048 0.060 0.059 0.053 0.033
S.S 0.008 0.007 0.009 0.009 0.006
% BSS 17.76 11.78 1517 1715 18.34

Gunler-arasi Tekrarlanabilirlik

GSH (n=5 gun)

GSSG (n=5 gun)

Ort. 0.154 0.050
S.S 0.007 0.011
% BSS 4.80 21.68
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Tablo 4. Paket eritrosit havuzu ile ger¢eklestirilen geri kazanim ¢aligmasi sonuglari

Eklenen GSH 0 100 200 1000 2000
(umol/L)
Saptanan GSH
150 254 331 949 1916
(umol/L)
Geri kazanim (%) % 100.5 % 93 % 82.3 % 88
Eklenen GSSG 0 100 200 1000 2000
(umol/L)
Saptanan GSSG
150 267 369 918 1861
(umol/L)
Geri kazanim (%) % 91.8 % 100.6 % 79 % 88

isokratik kosulun uygun oldugu belirtilmektedir (12,17).
Eritrositlerle yapilan bu ¢alismada da GSH ve GSSG 6l-
¢limiinde isokratik kosulda sonug alinmistir.

Cereser ve arkadaslar1 (17) tarafindan eritrositlerde ya-
pilan ¢alismada da OPA kullanilarak HPLC ile glutat-
yon analizi gergeklestirilmistir. Temel almis oldugumuz
bu ¢alismada; tiirevlendirme basamaklari, kolon 6zel-
likleri, fluoresans dedektoriin dalga boylari, firin sicak-
lig1 ve hareketli faz igerigi belirtilmis olmasina karsin
biyolojik 6rneklerin HPLC ile analizinde biiyiik dnem
tastyan hareketli faz bilesimi, akis hiz1 ve sistemin kro-
matografik performansini gosteren pik asimetrisi, kapa-
site faktorii, teorik tabaka sayist ve ayiricilik degerleri
belirtilmemistir. Calismamiz paket eritrosit drneklerin-
de giivenilir GSH/GSSG analizi igin dnemli olan perfor-
mans parametrelerinin, kendi laboratuvar kosullarimiz-
da belirlenmesi ve literatiire agiklik getirmesi amaciyla
gergeklestirilmistir.

Calismamizda baslica amacimiz, farkli akis hizlarinda
ve hareketli faz bilesimlerinde denemeler yaparak en
iyi ayiriciligt veren uygun akis hizin1 ve hareketli faz
bilesimini bulmakti. Denemeler sonucunda elde edilen
ayiricilik degerlerinin (R = 2 (t,~t)) / (W +W)) formiili-
ne gore degerlendirilmesinde R > 1 kriter olarak alindu.
R > 1 olmasi bilesenlerin tamamen ayrildiginin, R < 1
olmast ise bilesenlerin birbiri tizerine ¢akistigini ifade
etmektedir (18). Kromatografik ayirimin giiciinii yansi-
tan diger parametreler kapasite faktorii ve teorik tabaka
sayisidir. Kapasite faktoriintin 2 den biiyiik olmasi (k’
>2), teorik tabaka sayisinin da 2000 den biiyiik olmasi
ayirimin kabul edilebilir oldugunu ifade etmektedir (19).
Bu kriterlere gore, sabit akis hizinda (1 ml/dak), farkl
hareketli faz bilesimleri ile elde edilen en iyi ayiricilik
degeri (1.14), 6lii hacim alikonma zamani (t0: 47 saniye)
ve kapasite faktor degeri (3.38) % 30 asetonitril+% 70
sodyum asetat iceren hareketli faz bilesiminde elde edil-
mistir. Yine bu deney kosullarinda teorik tabaka sayisi
3063, pik asimetri degeri ise 1.64 olarak saptanmuistir.
Sistemin performansini etkileyen faktorlerden biri olan
optimum akis hizi seciminde de en iyi ayiricilik dege-
rinin elde edildigi kosul kabul edilmistir. Bu sartlarda
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% 30 asetonitril+% 70 sodyum asetat hareketli faz bile-
simde; 0.7 ml/dakika akis hizinin en yiiksek ayiricilik
degerine (2.48) sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma-
lar sonucunda sistemin performasini belirleyen faktorle-
rin degerleri laboratuar sartlarimizda tanimlanmstir.
Yontemin segicilik ¢aligmasini gergeklestirmek i¢in glu-
tatyon igermeyen bir matriks saglanamadig icin stan-
darttan elde edilen kromatogramlarin alikonma zamani
ile paket eritrosit kromatogramlarinin alikonma zaman-
lar1 arasinda bir fark olup olmadigi degerlendirilmis-
tir. Her iki uygulamada elde edilen kromatogramlarin
alikonma zamanlarina bakilarak (3.425/3.417) yonte-
min biyolojik matriksimiz i¢in uygun olduguna karar
verilmistir.

Temel almis oldugumuz yontemde (17) geri kazanim
deneyleri yapilmis olmasina karsin derisime baglh ola-
rak belirtilmemistir. Bu ¢aligma ile HPLC ile glutatyon
6l¢iimiine ait teknik sonuglar elde edilerek yontem gelis-
tirilmis, 6rnek hazirlig1 ve HPLC sisteminin sartlarinda
acik olmayan noktalar irdelenerek laboratuvar kosullari-
miza en uygun sartlar belirlenmistir. Belirlenen sartlarin
performansi; rastgele hata gostergesi olan tekrarlanabi-
lirlik ¢aligmalar1 ve sistematik hata gdstergesi olan geri
kazanim g¢alismalar1 yapilarak dogrulanmistir. Ardisik
5 giin siire ile ayni 6rnegin GSH (n = 10) dl¢iimii sonu-
cunda elde edilen SS ve % BSS degerleri irdelendigin-
de giin-i¢i tekrarlanabilirliginin sirasiyla 0.003—0.009;
1.82-5.99 arasinda oldugu saptanmuistir. Standart sapma
degerlerinin binde bir ondalik diizeyinde, % BSS’nin ise
% 6’nin altinda degisim gostermesi yontemin tekrarlana-
bilirliginin oldugunu ifade etmektedir. Bunun yani sira
GSH i¢in giinler-arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinin
da ayni oranlarda bulunmasi, hazirlanan orneklerden
bu yontemle tekrarlanabilir sonuglar alinabildigini ifade
etmektedir. Oksitlenmis glutatyonun (GSSG) tekrarla-
nabilirlik gostergeleri olan SS ve BSS degerleri giin-igi
caligmalarda sirasiyla 0.006—0.009; % 11.78—18.34 ara-
sinda bulunmustur. GSSG’nin giinler-arasi tekrarlana-
bilirlik ¢alismalarinda ise SS 0.011 iken % BSS 21.68
degerindedir. GSSG ol¢iimleri i¢in bulunan deneyler
arast degisimin GSH degerlerine gore yiiksek olmasi,
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orneklerimizdeki GSSG degerlerinin diisiitk olmasina
bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Yontemin dogrulu-
gunu ve derisime bagimli oransal hata diizeyini irdele-
mek amaciyla 1002000 pmol/L GSH veya GSSG stan-
dartlarinin 6rneklere katilmasi ile yapilan geri kazanim
caligmalarindan elde edilen sonuglar incelendiginde;
GSH i¢in geri kazanim yiizdesinin 82.3-100.5, GSSG
icin geri kazaniminin % 79-100.6 araliginda degistigi
belirlenmistir. Yontemin dogrulugunu diger bir deyisle
sistematik hatalarinin bir boliimiinii gosteren geri kaza-
nim yiizdelerinin her iki parametre i¢in de yaklasik 80-
100 araliginda olmasi, sistematik hatasinin kabul edile-
bilir sinirlarda oldugunu ve yontemin oldukga yiiksek
derisimlerde bile kabul edilebilir sinirlarda oransal hata
diizeyine sahip oldugunu gostermektedir.

Biyolojik materyallerde GSH analizi igin tanimlan-
mis birgok yontem bulunmasina karsin diisiik duyarli-
lik ve tekrarlanabilirlik gdstermeleri nedeni ile GSH/
GSSG’nin HPLC teknigi ile analizi 6nem tagimaktadir.
Sonug olarak basit ve hizli olmasinin yani sira; kesinlik,
tekrarlanabilirlik ve yiiksek duyarliligindan dolay: ter-
cih edilen HPLC teknigi ile paket eritrositte GSH/GSSG
analizi i¢in gereken yontem c¢alismalar1 bu c¢aligma ile
gercgeklestirilmistir. Elde edilen verilerin arastirmalarda
oldukca dnemli bir parametre olan GSH ol¢iimlerinde
glivenilir sonuglar elde edilmesine katki saglayacagi
diistiniilmektedir.
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