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Oxidative stress of red blood cells was a major problem in blood storage which has been  extensively 

studied in human blood bank but not in canine banked red blood cells. The present study was conducted to 
obtain the information for effective use of canine blood. Blood collected from 7 healthy donor dogs and stored 
in a standard blood storage bag containing citrate phosphate dextrose adenine (CPDA) was sampled in 5 
successive durations: fresh whole blood before storage in CPDA (C), 3 hours after storage in CDPA (0), 14 
days (14), 28 days (28) and 42 days (42) of storage. To confirm the oxidative damage of cells, analyses were 
conducted on glutathione (GSH) concentration as indicator of cellular antioxidant status, the activity of total 
antioxidant capacity (TAC) in the plasma, malondialdehyde (MDA) and protein carbonyl content as indicators 
of lipid peroxidation and protein oxidation, respectively. Moreover, affects on red cells survival were measured 
using of Mean Corpuscular Fragility (MCF) and Hematocrit (Hct) levels. 

 
 The results revealed that GSH decreased significantly when stored up to 14 days. However the 
continuing reduction of glutathione after 14 days until 42 days was not significant. This change might have 
resulted from oxidative modification of stored red blood cell causing a decline in antioxidant defense system 
thus leading to cellular imbalance and initiation of oxidative cell damage. TAC reduction in plasma at 0 when 
compared to C also demonstrated reduced plasma antioxidant function. However, when stored blood from 14, 
28 to 42 days, plasma TAC increased significantly which could be due to the leakage of antioxidants to plasma 
taking into consideration of the elevation of the MCF. The declination of antioxidant activity significantly 
elevated both oxidative indicators of lipid (MDA) and protein (carbonyl protein content). Thus, when 
considered with the significant elevation of MCF and reduction of  Hct (P<0.05) at 28 and 42 days of storage 
confirmed the occurrence of oxidative stress under prolong storage leading to the damage of lipid and protein of 
red blood cell and consequently to the membrane lipid structure and function of the cells, eventually causing 
cell deterioration. Therefore, canine red blood cells storage up to 28 days may not provide maximal effective 
treatment. 
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M��� ��	���76�b�S�
;�� ��M[ ��� (Dorge, 2002)  
	�]�	<;"6Z��<A	���76Z�<�A�6�R?�
��;�[� ��M�Z�[�!@B��
;�� ��	���7 (Buttke and Sandstorm, 1994) 
 

	��R�����	���7	��
	���
�
� ��!�;�7	��b���@�
A����	�]���"B�	���76�R[�B�����	����! 
(nucleus) [�S6���	

�� ��M ��
7������7 ��R�v O����	���7 (Ozben, 1998) �L�[�B!���
_
!��	�
�M<7�

��������� S�
;�� ��M[ ���  ���6�b������A��_�[��S�[���!	�]���_�	
�������
?��;
Q���������
M�����
	��6�����L�O����	���7 (Hamasaki and Yamamoto, 2000) 	���7	��
	���

�
��M!��?�!�����"�@���!
M6�b�O������MO�����	���7  �L�����
Q�I��
M���z�����	Q�R�������
��@B
�
 ��	���7 (Ozben, 1998)  S
�O����	���7	��
	���
�
��M��!�
;A��<
���Z���
��"�@���!
M 
(antioxidant) 6�R!Z���C ��� ��@;�[5S�� (glutathione; GSH) 6�R���"=!���;�����
6Z����	�]�;��

�
���7 (reducing agent) 	Q�R�
����!�
"���
6Z���� ��	���7 (Anderson, 1998)  

 
	���7	��
	���
�
����6��6!Z���C����
 �!B������	��[��<A	��b�	��R� �;B��
6Z����


����B���M	!�R��!O�Q����
M<�B����
	���
����	���7��5����
	���
 ��A�M����
��A!�
�B�� 
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����!O�Q	���7 (liquid preservation) �LR��B���<A!���
_	���
����	���7	��
	���
�
�[
A��� Lb� 
�;B��;
���
��@B
�
 ��	���7<��������
�<A	���
  ��M����!���
_����
 �!B������	���M
�
�� (Hamasaki and Yamamoto, 2000) 	��R���������
	���R������6�����	��� ��S�
;����	��R�
<"A�	���7 (membrane protein) ��M6��Q��5���6����
M<�B����
	���
����	���7 (Dumaswala et al., 
1996)   ���6�b�S�
;��6�R��@B��Q��!������!B������
6Z����	���7	��
	���
�
� ��R�!B�?�;B���
	Q�R�

M
������	!��<����� Lb� !O��M
����B���B�����	�
��
;B�	���7 (cellular stress) (Geldwerth et 
al., 1993) S
�
M
������	�
��
��������
��������	
�����A�B�_L�����
"��
� ��M����	!��<����

M�M;B��v  ����
	���
����	���
  	Q�R��<A6
��_L�����	<��M!� ����
��A	���
����

����!�;�7
�h��   ������@B
�
 ��	���7	��
	���
�
�<�����
�<A	���
6�R;RZ��� ���6Z��<A��
 �!B������	��
<�����
�<A	���

A���
M!�65�O�Q ��M!B�?��
M6�;B���

������M�����@!" O�Q    

 
��
�<A 	���
���"
�
M!��7<����
M��
 ��M!���
_��A?��;O�=>7�����
���

!B���
M��� ��	���
[
A<������
  ����������b6Z���
:L�����?��;O�=>7	���
���
S�<�;�
�!B�� 
(whole blood) ��5����
	���
 ��!"��  (1) 	Q�R�:L���?���
	��
O��M	�
��
��������
���
�����	
�����
M<�B����
	���
����	���
 S
���A
������b��

M
������	�
��
 ��	���76�R	��
���
�����
��������	
��� ���  
M
������	 A� A� ����@;�[5S�� (GSH) ��M����!���
_
�� ��
!�
;A����"�@���!
M (total antioxidant capacity; TAC) (2) 	Q�R�:L���
M����
�z����� ��	���7
	��
	���
�
���
M<�B����
	���
����	���
 ��A�;
��!��?�6�R	��
 Lb�
M<�B����
	���
����	���
 
S
���A?�?��;!"
6A����������
���	��
7�����	
��� ��[ ��� (malondialdehyde;MDA) ��M
�����	
��� ��S�
;�� (��
7�����S�
;��) ��Q��!�� ����
�B����_L�����	!��<��;B�
S�
�!
A��	��R�<"A�	���7 ��M;B�	���7S
�
�� ;��
�� (3) 6Z���
:L�������	���R������ ��
�"=!���;�	��R�<"A�	���76�R�!
����������=M
M
������	�
�M�;��B�� (Mean Corpuscular 
Fragility; MCF) ��M;
��!���
���;
	��
	���
�
���
��B� (Hematocrit) 	Q�R��!
�_L�������@B

�
 ��	���7��
M<�B����
	���
����	���
 ;��
����A	�]� A��@�Q�b�`���<A6
��_L�
M�M	��� 
��M�YC<�6�R	��
���	���
!"�� 6�R	���
������5����
	���
 �LR��M	�]��
MS���7����
��A	���
�<A	��

�
M!�65�O�Q!@�!"
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���K,!�I�*�	 

 
1.  	Q�R�:L�����
	��
O��M	�
��
	��R����������
��������	
��� (oxidative stress) ��	���7

	��
	���
�
�!"��  
 

2.  	Q�R�:L���?� ��O��M	�
��
	��R����������
��������	
��� ;B�	���
6�R_@�	���
������ 
5����
	���
 ��M�
M	�������	!��<�� ��	���
6�R	���
����	�]�
M�M 
 

3.  	Q�R�:L�����
6Z���� ��!�
;A����"�@���!
M ��	���7	��
	���
�
� 	Q�R�6�R�M�Z�[�
	�]� A��@�Q�b�`������

����!O�Q ��	���7	��
	���
�
��<A���
M!�65�O�Q��� Lb� 
 

4.  	Q�R�:L����"=O�Q ��	���
���;B�M�B��	�����
	���
����6�R��������
M!�65�O�Q��� 
6�R!"
����
_B��S���<A?@A
�� 
 

5.  	Q�R��
M	�������	!��<�� ��	��
	���
�
����B��	���;B��v6�R	���
������!�
 Citrate 
Phosphate Dextrose Adenine (CPDA)  
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������ �#���� 
 

��'���(#�)�*)�I!L?�������'������&���������(#� 

 
	���
6� R	� ��
������5����
	���
����
	��� R������6�b�6�����	��� Q��5���6�� ��M

S�
�!
A�� _L��M��!�
�B��
����!O�Q	���7 	��R�_L�
M�M	���<�LR�	���7	��
	���
�
��M�
��

6Z���� !B � ?�;B �� � 
��A 	 �� �
6�R [ �B �� � 
M!�65� O �Q���?@A 
� � 	 �� �
 (Dumaswala et al., 1996; 
Kriebardis et al., 2006) �YC<�	<�B���b����
:L�����	���7	��
	���
�
�6�R	���
������5����

	���
 ���� S
���
	���R������;B��v6�R	��
 Lb���
M<�B��6�R	���
����	���
��!�	<;"<��������
O��M	�
��
��R����������
��������	
��� (oxidative stress) ( Kriebardis et al., 2006) 

 
 	��R�����	��R�<"A�	���7 ��	��
	���
�
�	�]�	�z�<����
�6�R�M	��
����	!��<��O���;A

��65�Q� ��
M�M	�������
	���
����	���
 �L�	�]�;���B���b!Z���C_L�?��
M6�;B���
	���
����;B�
��
��A����

����6�������� ��
	���R������ ��
@�
B��	���7	��
	���
�
�	��R�� A�����
���7�
M�����M��
6Z���� ��S�
;��S�
�!
A�� (cytoskeletal proteins) 6�R�L
��@B���	��R�<"A�	���7 
(O�Q6�R 1 ��M;�
��6�R 1) ��M;A����:��Q�������LR�����
����!O��M��
	���
���� ��
!@C	!��
�"=!���;�����!���
_����
	���R������
@�
B���M6Z��<A��
�Z�	���������	����	���
����
��
O��<�����
�<A	���
 (Ho, et al., 2003) ?��
M6���b���	�]��"C��!Z���C����
:L���<����
6����A[ �YC<�6�R	��
 Lb�
M<�B����
	���
����	���7	��
	���
�
���5����
	���
;��
���Z�[�!@B
��
	Q�R��"=O�Q	���7	��
	���
�
� 	Q�R��<A����;
���
��@B
�
!@�6�R!"
 ��M���
M!�65�O�Q���6�R!"

<�������<A	���
���;��
��  

 
�����
:L���	���7	��
	���
�
�6�R	���
������5����
	���
 Q��B�	���7	��
	���
�
�

[
A
������	!��<���Z�[�!@B��
	���R������6�b�6�����	��� (Dumaswala et al., 1996) Q��5���6�� 
(Kriebardis et al., 2006) ��M S�
�!
A��	���7 (O�Q6�R 1) ��
M<�B����
	���
����	���7	��
	���
�
�
	��
��
!@C	!��S�	��"�[ ���6�R	��R�� A�������
 �!B�!�
?B��	��R�	���7 	��
��
	���R������ ����!
S�[���
 (phospholipid) ���
 ��!��;�
�� 	��
�� (phosphatidylserine) ��!��;�
�� 	�;5�S������
(phosphatidylethanolamine) ��M��!��;�
�� ����� (phosphatidylcholine) (Geldwerth et al., 1993; 
Trotter and Rumsby, 1981) Q
A��6�b�����
6Z����S�
;��6�R	��R�<"A�	���7���
;B��v (;�
��6�R 1) 
(Dumaswala et al., 1996 ; Dumaswala et al., 1997) ��M��S�S����� (hemoglobin) (Jarolim 
et al., 1990 ; Kriebardis et al., 2006) ��M���!B�?�;B�S�
;��6�R�B��	!
����
6Z���� �� 
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	��R�<"A�	���7 (adaptor proteins) 	�B� ankyrin (band 2.1) P55, adducin, tropomyosin, myosin 
��M tropomodulin (Liu and Derick, 1992) ��
	���R������6�R	��
���O��M	�
��
��������
���
�����	
���	<�B���b�M�Z�[�!@B��
!@C	!��S�
�!
A�� ��	���7	��
	���
�
�6�R	���
����	�]�?�6Z��<A
	���7	��
	���
�
���
@�
B��6�R?�
��;�[�!B�?�;B�������@B
�
 ��	���7�� =M6�R��@B��!�
 
CPDA (Dumaswala et al., 1996) 
 

����*��A 1  �!
����
S�
;��6�R	��R�<"A�	���7	��
	���
�
� ���� ��	�
�M<7S
���5� Gel 
Electrophoresis 

 
Classification of proteins Numerical designation 

of bands in SDS-PAGE Inegral peripheral 
Molecular weights 

1  Spectrin 1 250,000 
2  Spectrin 2 222,000 
3 Band 3 proteins  118,000-98,000 
(3) glycophorin  30,000 (monomer) 
4.1  Band 4.1 protein 88,000 
4.2  Band 4.2 protein 80,000 
5  actin 47,000 

6  
Glyceraldehyde-3-

phosohate 
dehydrogenase 

39,500 

7  Band 7 protein 32,000 
 

��A��:  
�
������� Marchesi et  al. (1976 )   
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@����A 1  ����Z����S�
�!
A��6��	��� ��	��R�<"A�	���7	��
	���
�
�6�R�
M���
A������
��MS�
;�� 
 
��A�� :  Butterfield (1996) 
 

?��
M6�6��	��������"�@���!
M6�R�������	��	�]����7�
M���  !B�?�;B�S�
;�� ��
	��R�<"A�	���7  S
� Reactive Oxygen Species (ROS) !���
_	<��R���Z��<A	��
��

����"B���� ��
S�
;�� 	��
��
	���R������� �� A�� ��!��S�
;�� (side chain) S
�����
!
A��Q��5M[

���[�
7 ����

�M��S� ��S�
;�� A��	���� 
��6�b�5�;"S�<M6�R_@�!�����������
��������	
��� ��
S�
;���M������<�@B��
7����� (carbonyl group)  ��[���� ��
7����� SQ
��� ��M 6
�S���� 6�R_@�
�����[
�7��;Z��<�B��Z�	Q�M �Z�[�!@B��
!
A��!�
��"�@���!
M6�R������
"��
� (Amici et al., 1989)  

 
S
���;�	���
6�R	���
������5����
	���
�M?!�!�
�M��� CDPA  �LR���!�
6�R�z�������


� ��;�� ��	���
 (citrate) ��M!�
<�B�	��b���<AQ������ (dextrose phosphate adenine) 	Q�R���
���"
��
	���
�����<A��� Lb�  �;B_L���A�M��!�
6�R�B��
����!O�Q ��	���7 (CPDA) 	��R�	���?B��[�
	���7	��
	���
�
����M	��
��
	���R������ ��M�
������@B
�
 ��	���7�� 6Z��<AS���!6�R	���7
	��
	���
�
��M��@B
�
<�����
�<A	���
�
�A���� (Dumaswala et al., 1999) ��
M<�B����
	���
	���
 �����7�
M���<�����B��6�R!���
_�Z�[�!@B�
M�����
�����	
��� ��	���7  ��M��
	��

��"�@���!
M  	�B�  superoxide radical  (O2

�-), hydrogen peroxide (H2O2)  ��M hydroxyl radical  (OH
�) 
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(Dumaswala et al., 1996) ��MO��M6�R ����
!
A����"�@���!
M�����B�
M����
�z����������
���
�����	
��� (antioxidant) ��?��<A	��
����	!��<��;B�	���7;���� S
�
M��	��[��76�R��A;B�;A��
�����
��������	
��� (antioxidant enzyme systems) ;��<���v ��	���7	��
	���
�
� ��� superoxide 
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-PX), ��M catalase �LR���<�A�6�R<�������
�Z���

��"�@���!
M ��M�z�������
!
A��	�;��S�S����� (methemoglobin) (Lynch et al., 1977) 	�;��S�
S�����;B�������S�S�����;
�6�R5�;"	<�����S�	��"� �������@B��
@������[
�7 ��� Fe3+ �LR�[�B
!���
_�����������	��[
A (Duncan et al., 1994) �L��Z�[�!@B��
	!�R��!O�Q ��	���7	��
	���
�
� 
��M	��
�����A�	<������
 �!B������	��<�����
�<A	���
 ;��
��	��
?�	!����R�v;����   
(Lynch et  al., 1977)      
 

�������#�,�C�#���I 

  
Free radical <
�� "��"�@���!
M" <���_L�S�	��"� ��!�
�
v 6�R����	��;
��	
�R������

���!"
 (unpaired electron) (Karlsson, 1997; Bahorun et al., 2006) ��	���;
��	
�R��6�R��Q������
!M!���@B�M[�B	!_��
��M������!���
_����
6Z������
���!@� uM��b���"�@���!
M�L�Q�����6�R�M
	!�M�!��<���	��;
��������@B S
���

L���	���;
�����!�
��R�v ��M!B���<CB����M��B�[
A���
�����	�� ��A�B��
M�����

����B��6Z��<A[
A!�
6�R��������;�� Lb����<�B<�LR����
 �;B��	���
	
������!�
6�R_@���B���	���
������������	�]�!�
6�R[�B	!_��
 !@C	!��������;�� ��M;A��Q�����

L���	���;
�����!�
;����R�;B�[� 6Z��<A	��
�����
����@�S�B ��M�Z�[�!@B��
	!�R�� ��	���7;B��v 
6�R�
B����� (Goldfarb, 1999) 

 
�� ��M!�R�������;��R�v !���
_6�;B������	�� (O2) 	��R����������M;B��v;A����A�����	��

���
M�����
<B��S�B��
_B��6�
��	���;
�� (electron transport chains) ��M
M����
6Z����
 ��	��[��7<������
��;A����
�����	������
6Z���� (Bahorun et al., 2006) 
M���z����� ��
!�
;A����"�@���!
M�M�B��;A��Q�� �������	��S
��M	��
 Lb�����@B���[� Reactive oxygen 
species / Reactive nitrogen species (ROS/RNS) �M_@�!
A����B����6�R��;�� ��!�R�������; S
���
�
M�����
 2 ���
<���v ��� ROS ��M RNS 6�R!���
_	��
 Lb������
!
A��S
�[�B[
A;�b��� 	�B�  
��

�R�[<� ����	���;
��[���������	�� ����
M�����
_B��6�
��	���;
����[�S6���	

��  
(mitochondrial electron transport chains) 	��R�<"A����	����! (nuclear membrane) ��Mendoplasmic 
reticulum (xenobiotic metabolism) ��
!��	�
�M<7 prostaglandin 	���7;�� (hepatocytes) ��M 
cytochrome P-450  6Z��<A	��
��
!
A����"�@���!
M;���� (Yu, 1994) S
��
M�����
<���6�R 
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�Z�[�!@B��
!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 (O2
�-) ��� �
M�����
 �!B���	���;
��6�R	��R�� A����� 

ubiquinone-cytochrome b �� mitochondrial membrane  �LR�	�]�;Z��<�B�6�R!Z���C6�R!"
 ����
!
A��
��"�@��"�	��
7���[�
7  ����
�
M	����B� �
M��=  1-3%  ����
<�����M_@�	���R��[�	�]���"�@�
�"�	��
7���[�
7 (Karlsson, 1997) S
��M����
	Q�R� Lb����B��6�R����
!
A��Q������	Q�R� Lb�  �LR�	���7
6�R������	��b�S
� (phagocytic cells) 	�B� neutrophils, monocytes, macrophages, eosinophils  �M!
A��
[
A	�B���� 6Z��<A���6�	
�� ��M[�
�![�B!���
_6Z����[
A  �LR� phagocytic cells �M;A����A�����	��
	Q�R� Lb���B�����	Q�R�6�R�M�Z���
!�R��������� ��
��A�����	��	Q�R� Lb���b	
����B� �Respiratory burstt 
S
���
�
M;"A� �� membrane-located enzyme (NADPH-oxidase) 	��
�����
���
�
����� (reduction) 
 �������	��[�	�]���"�@��"�	��
7���[�
7  ��A���"�@��"�	��
7���[�
7���M	��
�
M�����

!
A�� reactive chemical species ��R�v ���;���� 	�B� Hydroxyl radical (OH�), hypochlorite ��M 
chloramines  (Curnutte and Babior, 1987)  

 
��!O��M6��!
�
��6����;� �
M�����
	�6������L� �������	���� aerobic organisms 

�Z�[�!@B��
	��
!�
�
M���6�R�������
���!@���� !�
��"�@���!
M ���
 ROS (Meier, 2001; Lim et al., 
2002) 	�B� ��"�@��"�	��
7���[�
7, Hydroxyl radical (OH�) (Fantel, 1996; Castro & Freeman, 2001; 
Young & Woodside, 2001) nitric oxide (NO�) Nitrogen dioxide (NO2

�) ��M Peroxyl (ROO�) !B��6�R
[�B��B��"�@���!
M�;B!���
_	<��R���Z��<A	��
��"�@���!
M[
A��B���B��v [
A��B peroxynitrite   
(OONO-), hypochlorous acid (HOCl), hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen (

1O2), ozone (O3), 
nitrous  acid (HNO2) ��M dinitrogen trioxide  (N2O3) (Bahorun et al., 2006)  !�
	<�B���b�M!���
_
�����[
�7!�
6�R	�]�S�	��"��<CBv 
��6�b� S�
;�� [ ��� ��M�

��������� (Zachara et al., 2006)  

B������M��
!�
�
M���6�R�z����������
��������	
������<A 	Q�R��z��������;
���������
	!��<�� ����"�@���!
M ��M ROS ;����R�v (Gieseg, 1999)   

 
 
B�����_@�Q�I���<A�z�����
M��O����
B�����;B�O��M	�
��
���	��R����������
���
�����	
��� �LR���6�b�
M��	��[��7 6�R!Z���C��� superoxide dismutase, catalase, glutathione 
peroxidase  ��M
M�� �� thioredoxin �LR����
M!�65�O�Q!@�����
�
�Z�	Q�R�6�R�M�Z���
Q�� �� 
ROS ��M����� !�
�z����������
��������	
��� 6�R[�B��B	��[��7  ;��<���v 	�B� bilirubin, estrogen 
sex hormone, uric acid, coenzyme Q, melanin, melatonin, α-tocopherol ��M lipoic acid (Laguerre 
et al., 2007) ���6�b�������
B5�;"�Z����<�LR� 	�B� copper, zinc ��M selenium 6�R[����6�R;Z��<�B�  
active sites  ��	��[��7 A��;A� S
��M�!
��6��6!Z���C��
M���z����������
��������	
����� 
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!�;�7	��b���@�
A���� S
�;��<���6�R6Z������� selenium (Se) ��M Se-dependent GSH-Pxs 	�]�;��
�z�����	���7���O��M	�
��
	��R����������
��������	
���[
A (Zachara et al., 2006) 
��O�Q6�R 2  

 

 
 

@����A 2   ��
!
A����"�@���!
M ��M�
M�����
�z����� ��
B����� 
 
��A��:  
�
������� Jacobson (1996)  

 
B�+#*#�,�C�#���I�H#F����,�+#*�$��	 

 
1.  ��������!#�	##�$���%��+#*E+���  (Lipid  peroxidation)  

 
�

[ ���[�B��R�;��6�R��Q��5M�@B�����B�!��Q��5M (Polyunsatulated fatty acids (PUFAS)) 

����@B��������	��R�<"A�	���7 (cell membrane) ��M�� low-density lipoproteins (LDL) (Dekkers et 
al., 1996) ���
��M
M
�� �� PUFAS �M���_L�������
<�"B� ��	��R�<"A�	���7 ��"�@���!
M����"B� 
reactive oxygen species (ROS) �MS��;�	��R�<"A�	���7S
�
L���	���;
�����!B���
M���[ ��� 
(membrane lipid) �������
��������	
��� ��[ ��� (lipid peroxidation) ;Z��<�B�	�z�<���!Z���C 
��� Q��5M�@B6�R�L

M<�B����
7����M;�� (C=C)  �� PUFAS �LR�[�B������� ���
��B��;B���

6Z����Q��5M[�S

	�� (hydrogen bond) ��"�@���!
M�M
L���	���;
��	
�R�� (single electron) ���
[�S

	�� �LR�	��R�������
7����M;��
A��Q��5M�@B 
����b���	���;
��	
�R��6�R_@�
L��M����	�]�
��"�@���!
M;���<�B ��MQ�����6Z��<A;��	��	��
����	!_��
S
�S�	��"� ����"�@���!
M6�R��
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��
7����M;��	�]�������� (carbon-centered free radical) �M��
	
���;���<�B 	
����B� 
Conjugated diene (CD) S�
�!
A����b�M	��
�����
���[
A�B����������	�� ��M	���R��[�	�]� peroxy 
radical �LR��M
L���	���;
�����S�	��"�[ ���;����R�v;B�	��R��[�	�]������
����@�S�B (chain reaction) 
(Halliwell and Gutteridge, 1985)  

 
��[���
	��
	��
7�����	
��� ��[ ���  �
M���
A�������
��� 3  �b�;�� (Bohnstedt, 

2005) 
 

 1.  �����
���	
�R�;A� (Initiation)   
 
�����
���	
�R�����

[ ���!��������
[�B��R�;��_@�
L�[�S

	���M;��������  

methylene (-CH2-) group 6�R;Z��<�B�_�
���Q��5M�@B (double bond) S
���"�@���!
M[�

�����  
(hydroxyl radical)  <
����"�@���!
M;����R�v (�����
���6�R 1) 6Z��<A	��
	�]���"�@���!
M6�R[�B	!_��
 
(lipid radical <
�� carbon-centered  radical) �L�Q�����6Z��<A;�����	��	!_��
S
���
	
���S�	��"�
�<�B��
@� conjugated diene O���;A!O��M6�R�������	�� conjugated diene �M���6Z������
������
�����	��[
A	�]���"�@���!
M	��
7������ (peroxyl radical, ROO.) (�����
���6�R 2) �����b���"�@�
��!
M	��
7�������M[�
L�[�S

	���M;��������S�	��"� ��[ ���	Q�R�6Z��<A;��	��	!_��
  
 =M	
��������6Z��<A	��
��"�@���!
M���
[ ��� (�����
���6�R 3) 

 

Initiation                                                       2R�                        (1) 

R� +  O2                                                           ROO
�                   (2) 

ROO� +  LH                                                    ROOH+ L �          (3) 

L� +  O2                                                            LOO
�                   (4) 

LOO� + LH                                                      LOOH + L�          (5) 

L�+ L�                                                              L-L                       (6) 

L�+ LOO�                                                         LOOL                  (7) 
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2.  �����
���	Q�R��Z���� (Propagation)  
 
�� �b�;����b[ ���6�R��
!O�Q	�]���"�@���!
M (lipid radical <
�� carbon-centered  radical) 

�M6Z������
�����������	�� 	��
	�]���"�@���!
M[ ���	��
7������ (lipid peroxyl radical, LOO�) 
(�����
���6�R 4) �����b���"�@���!
M[ ���	��
7�������M6Z������
������S�	��"�[ ���6�R��@B A��	���� 
S
�
L�[�S

	���M;����� ��A�	��
	�]�[ ���	��
7���[�
7 (lipid hydroperoxide, LOOH) ��M
��"�@���!
M[ ���6�R[�B��;�� (�����
���6�R 5) ?��;O�=>76�R[
A��������
���6�R 4 ��M5 �M6Z��<A
	��
�����
����@�S�B	��
7�����	
��� ��[ ���
Z�	���;B�[� 

 
 3.  �����
���!"
6A�� (Termination  reaction) 

 

 �����
���	��
 Lb�[
A 2 ��� ��� ��
6�R��"�@���!
M ��[ ���6�R[�B��;�� 2 S�	��"���������   
(�����
���6�R 6) <
����
6�R��"�@���!
M[ ���6�R[�B��;������������"�@���!
M ��[ ���	��
7������ 
(�����
���6�R 7) 6Z��<A	��
	�]�S�	��"�6�R��;�� [
A��B ��	6� (Ethane) <
��	Q�	6� (Pentane) ��M
[ ������
�[�
7 (lipid  aldehyde) S
���5�;"	<���<
��5�;"6���
� (iron or copper ion) 	�]�;���B��  ���

�[�
7���
  malondiadehyde (MDA)  ��M hydroxynonenal (HNE) 6�R	��
 Lb� (O�Q6�R 3) 	�]����;
��;B�
	���7 S
�!���
_6Z��<AS�
;����	���7	���R������[
A 

 

 
 

@����A 3  �!
�S�
�!
A��6��	��� �� Malondiadehyde (MDA) ��M Hydroxynonenal  
                 (HNE)  ����
M�����
	��
7�����	
��� ��[ ��� (lipid peroxidation) 
           

��A��:  Negre-Salvayre et  al. (2008) 
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!�
;A����"�@���!
M	�]�;��;B�;A�������
��������	
����� 2 6��6�R�;�;B����� S
���

�z�����[ ���	�z�<��� ��������
���	
�R�;A� <
�� S
���
 �
 ��� propagation  phase ���
=�6�R 1 
	�]���
�z����� ��!�
;A����"�@���!
M����
 �
 �����
!
A�� ROS <
�� ��
�Z���
���
 ��
��"�@���!
M 6�R!���
_6Z��<A	��
;��;�b�;A� �������
��������	
���(oxidation initiation) [
A 	�B�  O2

-,  
1O2 ��� ���
=�6�R 2 	
����B� Chain breaking 	�]���
�z����� ��!�
;A����"�@���!
M����

 �
 ��� oxidation propagators (LOO�) (Laguerre et al., 2007) ��M;��;A�������
��������	
������
!���
_6Z�<�A�6�R<���<�����
M
��;B��v (Ozben, 1998) 	�B�  

 
a.   	���R���A�������	�� <
���
����	 A� A� �������	�� 
b.   	���R���A��5�;"S�<M6�R�Z�!��� (catalytic metal ion) 
c.   	���R���A�� ROS/RNS 	�B� O2

�-, H2O2, HOCL, 
1O2 <
�� ONOO

- 
d. �Z���
;A�	<;" �������
�������	
��� 	�B� OH�, RO�, RO2

� 
e. 6Z����!�� ��;��;�b�;A� �������
��������	
��� (initiated sequence) 

 

2.  �������##�$���%��+#*F!���� (Protein oxidation) 

 

��"�@���!
M	�]�!�	<;"6�R6Z��<A	��
�
M�����
	���R������S�
�!
A�� ��S�
;�� (Grune 
et al., 1997) ��M�Z����LR���
	���R�������"=!���;�6��	�����M<�A�6�R ��S�
;�� <
��	Q�R�����
[�;B���
!���S�
;�� �����
:L���Q��B� ��
!���S�
;�� (Davies et al., 1987; Stadtman, 1993; 
Wolff et al., 1986) �M	Q�R� Lb�<����������
!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 <
�� H2O2 (Davies and 
Goldberg, 1987) 6�R������	 A� A� 20 � 400 [�S�
S�� ��������b����	 A� A���
M
�������S���
7
����M�Z�[�!@B��
!M!� ��S�
;����
@������[
�7O�����	���7 ��"�@���!
M��?�;B���

	���R��������
6Z���� ��	���7S
�;
� S
���
M�M<����
M�����
���
<�! (post-translation) 
 ��S�
;�� ��"�@���!
M�M[������[
�7� �� A�� ���

�M��S� ��M���S�
�!
A�� ��S�
;��  
(protein backbone) �LR��M�Z�[�!@B protein-protein cross-link ��M��
������	�]�!B��v ��S�
;�� 
��B��;B�	��R��  ��"�@���!
M�L�!B�?��<A��
!�R�!�CC�= ��S�
;��6Z�<�A�6�R?�
��;� ��
6Z�<�A�6�R
?�
��;� ����
7��	���7  ��M6Z��<A	��
��
;�� ��	���7[
A  ��"Q��57 ��S�
;��6�R_@��Z�����A	�]�
;����b��
_L���
	��
��
	���R������ ��S�
;�������"�@���!
M �� 2 ���
 ��� ��"Q��57 ����
7�����
S�
;�� ��M protein nitrotyrosine ��
	Q�R� ����
7�����S�
;���!
�_L���
	��
�����	
��� ��
S�
;�� �����
_@�6Z����
A����"�@���!
M ��
	Q�R� Lb� ����
7�����S�
;����	��b�	��R���b� ��
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����!��Q��57�����
	��
Q��5�!O�Q  	�B� S
� rheumatoid arthritis, Alzheimer, respiratory distress 
syndrome, Parkinsonts disease ��M atherosclerosis (Grune et al., 1997; Stadtman, 1993) 

 
��
7�����S�
;��	�]�
���� ��O��M	�
��
��������
��������	
���6�R!Z���C 	��R�������

�
M�����
6�R[
A�� ����
7�����S�
;�� 	��
�����
�����[
�7� �� A��S�
;��S
�	uQ�M��B��
��R� �

�M��S����
  SQ
��� ��
7����� [���� ��M 5
�S���� 	�]�?��<A	��
��"�@��

�M��S� ��M
	��R�[
A
�� O2

 ���M	���R��
@�[�	�]���"�@�	��
7������ (peroxyl radical, ROO�) �LR�	�]��"
	
�R�;A�
 ����
6Z����S�	��"�S�
;�� ��M	��R�����"�@���!
M;����R���	Q�R������
������M	��
 ��"�@����
�<�B
��� alkyl  radical (R�) Q
A��?��;O�=>7 ��
7�����S�
;��  ���6�b���
�����[
�7 �� hydroxyalkyl 
radical �������
��� !���
_	<�����Z��<A	��
��
7�����S�
;��Q
A��
A����"�@�[�S

	��
7
���[�
7 (HOO�) �LR�������
"��
�����
[�6Z����!�
���S�	��"�;���<�B[
A���6��<�LR� 
��O�Q6�R  
4 (Roger et al., 1997) 

 

 
 
@����A 4  �
M�����
	��
��
7�����S�
;�� 6�R[
A��������	
��� ��S�
;�� 
               
��A��:  Roger et al. (1997) 
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3.  �����������+#*���#'��#  (DNA Damage)  
 

��"�@���!
M	�]�;��	<��R���Z� ��M�B��<A	��
����	!��<��;B�!��
�	���	� (DNA)S
��M6Z�
�<A	��
��
	���R������!�� ��
�	���	�6�R
M
��	�! ��M������S�[6
7 S
�	uQ�M��B����R��Z�
��	�!
6�R�������� (guanine) !@� (Burney, 1999) 
��O�Q6�R 5 

  
 

@����A 5   ��
	���R������ ��	�!������ ��������
��������	
��� 
 
��A��: Burney et al. (1999) 
 
����	!��<�� ��!��
�	���	� 6�R	��
��������
��������	
����M���6��6;B���
	��
 

S
��M	
�� ��M	�]�!�	<;"6Z��<A	��
��
	!�R��!O�Q ��	���7 (Kasai, 1997; Dizdaroglu, 1992; 
Guyton and Kensler, 1993; Feig et al., 1994; Beckman and Ames, 1998) 
�	���	�6�R[
A
������	!��<��
�M_@��B�����
A��	��[��7  ��M	���7�M!���
_������6Z�<�A�6�R[
A	�]���;� ��B��[
��;����

�B�����6�R?�
Q��
 ��
�	���	�6�R[
A
������	!��<���M��?�6Z��<A	��
��
���� (mutation) 	�B� ��

!����Z�
��	�! (base substitution) ��M��
 �
<�� ���Z�
��	�! (deletion) �LR��
M�����

����B��
�M	�]�	<;"6�R�M�Z�[�!@B��
	��
S
��M	
�� (Vineis et al., 1999; Halliwell, 1998; Wang et al., 1998; 
Poulsen et al., 1998)  ;Z��<�B� ����
	��
����	!��<�� ��
�	��	� (DNA  damage) ���!B�?�;B���

����[
A (Hanrahan et al., 1997) 
����b���
:L����Z�
��	�!�Z�	uQ�M��!��
�	���	� �L���A����

;
��<�����	!��<�� ��
�	���	� ��M�Z�[���A�
MS���7����
�z�������
	��
�M	
�� ����



 15 

	!��<�� ��
�	���	���
B�����!B��<�LR�	��
�����
	Q�R� ����"�@���!
M (Marnett, 2000) 	�B� 
��"�@��"�	��
7���[�
7 ��MOH� ��M non � radical oxidants 	�B� hydrogen peroxide, singlet 
oxygen , nitric oxide, lipid hydroperoxide, alkoxyl radical, peroxyl radical, nitrogen-centered, 
sulfate radical ��M metal oxygen complexes S
���"�@���!
M	<�B���b�������;�;B����� �� redox 
potential (Neta et al., 1988)        

 

�$��	��'���(#�)�*  )�I�������!"�������##�$���%�� 

 

	���7	��
	���
�
� ��!"�� ���B�����" ���
M��= 100-115 ��� (Feldman et al., 2000) ��
<�A�6�R!Z���C	�]�;�� �!B������	��	 A�!@B	��b�	��R�6�b�<��� ��A�M!���
_	���	���7	��
	���
�
�[
A
��� Lb����bZ���
����!O�Q (liquid preservation) �;B��
6Z���� ��	���7�M�
�����B��	�����

	���
����  ��������b��;
���
��@B
�
<��������
�<A	���
 (tranfusion) ��M����!���
_����

 �!B������	���M�
�� 
����b���
Q�I����5���
!Z�<
����
	���
����	���
�L�������!Z���C 
(Hamasaki and Yamamoto, 2000) 

 
	��R�����	���7	��
	���
�
� 	�]���"B� ��	���76�R[�B�����	����! [�S6���	

�� ��M ��
7

��	���7 (organelles) O����	���7 (Ozben, 1998) 
����b�	���7	��
	���
�
��L�[�B!���
_!��	�
�M<7
�

��������� S�
;�� ��M[ ��� ��M��A�
M�����
[��S�[���! �L�	�]�	Q����<�B�Q������	
���
����

Z�	�������

� ��	���7 (Hamasaki and Yamamoo, 2000)  

 
	���7	��
	���
�
�	�]�	���7��!
M  �M!��?�!�����"�@���!
M6�b�O������MO�����	���7 

�L�����
Q�I��
M����
�z�����6�R�M;A����"�@���!
M 	Q�R�
Z�
�������@B
�
 ��	���7��M6Z�<�A�6�R
!Z���C<���<��� 	�B� (Ozben, 1998)  

 
1.   !
A�� ATP ����
M�����
[��S�[���! (glycolysis) 	Q�R���A���
M�����
 �!B�

[����?B��	��R�<"A�	���7 (membrane ion pump) 
2.   !
A�� NADH  !Z�<
��	�����S�S�������
@�
�
���7  
3.   !
A��  reducing  power  	�B� NADPH ��M NADH !Z�<
����
����"���
_@��
M6�

�����"�@���!
M6�b�O�������MO����	���7  
4.   	���7	��
	���
�
�;A��	���R���A����"�@���!
M	<�B���b S
���A reducing  power  �LR�[
A
��

�����B��	<������ 	��[��7 	�B� Glutathione reductase, Glutathione peroxidase <
��S
���
��A
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M����R�v 6�R[�B;A����
 reducing power  	�B� catalase ��M superoxide dismutase 	��[��76�b�!��
��b [�B�� reducing  power �;B!���
_	���R����"�@���!
M�<A������	�]�Q���A���� <
��[�B��Q��	�� 
 
      ��A�B�	���7	��
	���
�
��M��
M���z�����;�	�����!�
;A����"�@���!
M �;B�������	��

����	!��<�� ��	��R�<"A�	���7��������
��������	
��� 6�b�6�R!B���
M���S�
;����M[ ��� 6Z��<A
�B������; ��	���7	��
	���
�
��
�� �<�B�6�R��<��� �� ROS ��	���7	��
	���
�
� ��� �����
���
��S;�����	
��� (autoxidation)  �� oxyhemoglobin �LR��M!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 ��A�
	��
�����
���
�!���	;��� (dismutation) 	���R��[�	�]� H2O2 ��M	��
 OH

� ;���� (Nagababu et al., 
2003) 
 

ATP ��M NADH  ��	���7	��
	���
�
� [
A������
M�����
!�����@S�!S
�[�B��A
�����	�� (anaerobic glycolysis) �LR� ATP ������!Z���C!Z�<
����
6Z��������
 �!B�[���� (Ion 
pump)  ��	���7	��
	���
�
� ��M �
M�����
 �!B�!�
S
���AQ������ (active transport)  ��	���7 
(Atkinson, 1949) ���
M�����
[��S�[���! (glycolysis pathway) �M����
!
A��  NADPH  Lb�	Q�R�
��A���
M�����

�
����� (reduction)  ����S�S�����6�R_@������[
�7 (oxidized hemoglobin) <
��  
	�;��S�S�����[�	�]���S�S�������
@�
�
���7 (reduced hemoglobin) �LR�6"�v�����S�S�����
�
M��= 0.5-3.0% �M_@�	���R��[�	�]�	�;��S�S����� (Carrell et al., 1975) ��M 	�;��S�S�����
��b�M_@�
�
���7S
� NADH S
���
�B�� ��	�;��S�S�����
�
��	6! (methemoglobin reductase)�;B
�������	�;��S�S�������	<��� �LR��M_@�
�
���7S
���;���� �� (ascorbate) ��M��@;�[5S�� (Wefers 
and Sies, 1988) ��<
��!�
	���������
!���
_�z����������
���
�
������LR�	�]�!�	<;" ��	�;��S�
S�������	��
	���
�
�[
A (Baggot, 1992) 

 
	��R�����	���7	��
	���
�
�������	 A� A� ��5�;"	<���!@��L�����
!
A����"�@��"�	��
7

���[�
7 Lb� (Carrell et al., 1975; Shikama, 1984; Winterbourn, 1985) �LR�	�]�!�	<;"<��� ��
����	�
��
��������
��������	
���;B���S�S����� ��	���7	��
	���
�
� (Wever et al., 1973; Misra 
and Fridovich,1972; Winterbourn et al., 1976; Lynch et al., 1976; Demma and Salhany, 1977) 

 
!���
��
	��
��"�@���!
M	��R�������S�S������	��
	���
�
� 

HbFe2+ O2       HbFe3+  O2
�-                                                                                                                     
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HbFe3+ O2
�-   +  Cl-                                                         HbFe3+ Cl-1  +  O2

�- 

2H+  +   O2
�-   +   HbFe2+  O2                                                        HbFe

3+ O2 +  H2O2                                                   

H2O2 +   2HbFe
2+ O2                                                2Hb Fe3+  +  2O2  +  2OH

� 

 
��
	��
�����
��������	
���Q
A�������
�
 pH  ��M����
���B�� �������	����	���
  

�M	��
��
!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 �LR��M!@�6�R!"
	��R���S�S�������R�;��
A�������	�� 50% 
(George and Stratmann, 1952; Brown and Mebine, 1969; Banerjee and Stetzkowski, 1970) ��"�@�
�"�	��
7���[�
7�M��
��B�� Fe2+ �����S�S����� ��M Fe3+ ���	�;��S�S����� �LR�?����	<���
6�R_@�!������M	��
 Fenton reaction ��MHaber-Weiss reaction  ?������
!����M�<A OH� ��M
�Z�[�!@B��
6Z����!�
���S�	��"�;B��v ;B�[� (Halliwell and Gutteridge, 1984; Halliwell and 
Gutteridge, 1985; Halliwell and Gutteridge, 1986; Wood, 1988; Puppo and Halliwell, 1988) 
 

!���
 Fenton  reaction:   

Fe2+  +   H2O2                                                  Fe
3+  +  OH-  +   OH� 

Fe3+ + O2
�-                                                    Fe2+ + O2 

         
 !���
 Haber-Weiss  reaction : 
 

O2
�-   +   H2O2                      Fe2+ /  Fe3+         

 O2   +   OH
-   +    OH� 

 
�
M�����
	��
�����	
�����	��
	���
�
� 	�]��"
	
�R�;A� ����
!
A����"�@�;�b�;A� 

(precursor radical) 	�B� ��"�@��"�	��
7���[�
7��
M<�B����
!
A��	�;��S�S����� 	��R���"�@�
�"�	��
7���[�
76Z������
������ oxyhemoglobin �M�Z�[�!@B��
	��
 H2O2 ��M�����
��� ����"�@�
�"�	��
7���[�
7���  H2O2 ��M Fe

2+ ���M	�]��<�B�?��; OH�  6�R!Z���C ��	��
	���
�
� 
 
��	��
	���
�
�6�R��
M
�� ��5�;"	<���6�R!@� ��
!
A�� OH� �L�	�]���[�	
�R�;A�����


6Z����	���7 
����b���
�z�����6�R�M;A�����;
�����?� ����
��B��5�;"	<���������!Z���C�����
	��
 	�� �
�
�  �L �����
��A  metal chelator 6�R �;�;B �����[� 	�B� deferroxamine diethylene-       
triaminepentaacetic  acid <
�� ethylenediaminetetraacetic acid �LR����	<���6�R_@���B�����	��
	���
�
�
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6�R	!�R��!O�Q6Z��<A!���
_�
���;
��6�R	��
��� Fenton reaction ��M Haber-Weiss reaction[
A 
(Knight et al., 1992)  

 
�<�B�6�R!Z���C �� reducing power ��	���7	��
	���
�
� ��� Pentose phosphate pathway    

(PPP) S
���	��[��7 2 ���
6�R��!B������
!��	�
�M<7 NADPH ��� glucose-6-phosphate dehydrogenase 
(G6PD) ��M 6-phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) �LR�	�]�	��[��76�R����"� Pentose phosphate 
pathway  <�� �
	��[��7��b�M	��
����?�
��;�;B���
6Z���� ��	���7	��
	���
�
� �����
!��	�
�M<7 
NADPH [�B	Q���Q� 6Z��<A	���7	��
	���
�
�_@�6Z����S
���"�@���!
M��� Lb� 	��R����������
���
�����	
�����?�;B�[ ��� ��MS�
;����	��R�<"A�	���7 6Z��<A	��
����	!��<��;B���!S�[���
 	��

��
!
A�� Malondialdehyde (MDA) 6Z����S�
;��6�R	�]�!B���
M��� ��	��R�<"A�	���7  	��
��
	��M
��"B���� ��S�
;�� ?������
6Z����S�	��"�S�
�!
A�� ��	��R�<"A�	���7
����B���M�Z�[�!@B��

!@C	!��S�
�!
A����;� ��M	��
��
�;� ��	��
	���
�
� (Orten and Neutaus, 1982) 
��O�Q6�R 6  

 

 
 

@����A 6   �
M�����
6Z����	��R�<"A�	���7 ��	���7	��
	���
�
� �����"�@���!
M 
               

��A��: Ozben (1998) 
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����!Z���C �� NADPH [�B	Q����;B�M	�]� reducing power �;B�����A�������
���
�
����� 
(reduction)  �� oxidized glutathione (GSSG) [�	�]� reduced  glutathione (GSH) S
� glutathione 
reductase (Ozben, 1998) ��@;�[5S��!��	�
�M<7����

�M��S�[����� ��!	;��� (cysteine) ��M 
��@;���� ����
 (glutamic acid) ��
!��	�
�M<7��@;�[5S��;A����A	��[��7 2 ���
 ��� γ-glutamyl 
cysteine synthetase (γ -GCS) ��M GSH synthetase ����
	
B������
��� (Meister and Anderson, 1983) 
(O�Q6�R 7) ��
����"� ����
6Z����	��[��7 γ-GCS 	�]�����=M6�R����������A���M6Z������
;B�	��R�����
;��!���6�R�Z�	Q�M �LR���
!��	�
�M<7��@;�[5S����b�� A��Z���
6�R
M
�� ���

�M��
S���!	;��� �LR��M �!B�	 A�!@B	���7 S
�������S�	
���[���� S
�[�B;A����:��;��Q� (Bannai et 
al., 1984) !�
��"�@���!
M 	�B� H2O2 ��M!�
�
M�����	���S;
����� (electrophilic compound) 
�M�
M;"A���
6Z���� �� 	��[��7 γ-GCS �LR�����65�Q�;B���
!��	�
�M<7��@;�[5S��S
�	uQ�M
�
M�����
��!S�
�	���R� ��	��[��7 γ-GCS �Z�[�!@B��
�����b���
!��	�
�M<7 ��@;�[5S�� 
��M��@;�[5S��	���M����"���
6Z���� ��	��[��7 γ-GCS S
���[���
�����b��A������ (feed 
back inhibition) 
����b���
 �
<��[� ����@;�[5S����	��
	���
�
��M	Q�R���;
���
!��	�
�M<7 
��@;�[5S��
A�� 6�b���b��@;�[5S�������<�A�6�R<��� 4 �
M��
 ��� (Mannervik, 1985) 

 
1.  ��

����<�@B[5��� (thiol groups)  ��S�
;��[�A ��
M�M reduced state (<�A�6�R �� 

protein disulfide reducing  �� GSH �M Lb���@B�����;
�!B�� �� GSH/GSSG �����B��Z���� 
glutathione ��	���7	��
	���
�
�)  

2. 	���R���A�� H2O2 	Q�R���
�Z���
S
� GSH-Pxs   
3. 	Q�R��B���<A	��
�����
���
�
����� ���!�
�
M���6�R6Z��<A	��
�����
��������	
���          

(oxidizing compounds) ;����R�v 
4. 	Q�R��Z���
!�
Q�� �� xenobiotics S
��
M�����
 conjugation ��A�_@�!���S
� 

glutathione S-transferase (GSTs)  
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@����A 7  O�Q�!
��
M���
����!�
"� ����@;�[5S��(GSH) 
 

��A��:  Danyelle (2003) 
 

��!O�Q����	�]��
��	���7	��
	���
�
�!���
_!
A�� NADPH ��M��@;�[5S����B��
	Q���Q�!Z�<
���z�����O��M;B��v 6�R	�]����;
��;B�	���7	��
	���
�
� (Ozben, 1998) �;B_A�
�
M�����
�z�����O��M	�
��
6�R	��
��������
��������	
���[�B	Q���Q� ���M��?�;B�	���7	��

	���
�
�[
A 3 6�� (	u����, 2548 ) ���  
 

1. 	��
�� heinz body <
�� accentrocyte �����S�S�����������=M?�
[����	
�� (denatured)  
2. S�
�!
A��S�
;����	��R�<"A�	���7	���R�����������
	��
�����
��������	
��� 
3. 	��
	�;��S�S��������	��
�����
��������	
��� ��5�;"	<���6�RS�	��"� ����S�S����� ��

?� �
 �����
 �!B������	��  
 
?� �� A� 1 ��M 2 6Z��<A	��R�<"A�	���7 ��	��
	���
�
�	!��<�����Q�6�R�M��B��

��S�S����������  ��A�	��
��
�;� ��	��
	���
�
�;����   
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�I������J�*��+#*����H#�D��!"�������##�$���%��&��$��	��'���(#�)�* 

 

M����
;A����"�@���!
MO����	���7	��
	���
�
�6�R!Z���C ��� ��@;�[5S�� 	��R�����!�
 

�
M�����b	�]�!�
;�b�;A�����
6Z������
��� 6�R
B��6Z�������!�
;A����"�@���!
M6�R	�]�	��[��7 
3 ���
 ��� Glutathione peroxidase (GSH-Px) Glutathione reductase (GR) ��M Glutathione S-
transferase (GSHs-t) ��
M<�B���
M�����
!��� �� GSHpx [�S

	��	��
7���[�
7�M_@�6Z��<A
[�B!���
_6Z����[
AS
�!�
6�R	�]����� ��� H2O ��M Oxidized Glutathione (GSSG) ��@;�[5S��
	�]� reducing factor 6�R!Z���CO����	���7 !B�� GSSG �M��������@B��
@���@;�[5S����B����6�RS
� 
GR S
���
��A�
MS���7��� NADPH (O�Q6�R 8) �����
����M
Z�	���;B�[����
M6�R� NADPH �
�� 
<
��<�
[� 6�R����	 A� A� �� NADPH ��
M
��;RZ� 
M
�� ����@;�[5S�����M�
�� 	�]�!�	<;"
�<A	��
��
	Q�R�����	 A� A� �� H2O2 ��	��b�	��R� S
�!B���������	 A� A� ����@;�[5S��
O����	���7��@B
M<�B�� 0.5-10 S��;B���;
S
��
M��= 5% ��@B��
@� GSSG (Kretzschmar and 
Klinger., 1990; Mannervik, 1987; Reed and Fariss, 1984; Deneke and Fanburg, 1989) O����
	���7	��
	���
�
�����
��A�
MS���7�����@;�[5S�����;�������;�;B�� ��!�
�
M���	��� 
	��R�������@;�[5S���M6Z������
���<���v ��� H2O2 ��M�����
���	��
7�����	
��� ��[ ��� �L���
��
	Q�R���@;�[5S��;���<�B��B����6�R ��M�M;A��!
A���B��6�R�M	��
��
6Z���� ��!�
;A����"�@�
��!
M ��	���7 (Jozwik et al., 1997)   

 

M����
�z��������;
��;B�	���7	��
	���
�
� �LR���!�	<;"����� ROS <
�� ��"�@���!
M

;����R�v !���
_��B�
M�����	�]� 2 ��"B� ��� 
 
1. GSH independent system �
M���
A�� catalase, superoxide dismutase 
2. GSH dependent system �
M���
A�� NADPH�dependent GR ��M GSH-Px systems 
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@����A 8   O�Q�!
���[���
	��
O��M	�
��
��������
��������	
���  ��M��[���
�z����� 
           ��	���7	��
	���
�
� �5����;���B�S
� DHA: dehydroascorbate; ASC: ascorbate; 

CSH: cysteamine; CSSC: cystamine; L�: lipid radical; LH: lipid; TOC�: α- tocophe- 
rol radical; TOC: α-tocopherol; PPP: pentose phosphate pathway; BR: bilirubin;  
X-SH: S�	��"� ��!�
�
v 6�R��<�@B[5��� (thiol group) 	�]����7�
M���; X-SS-X: 

@������[
�7 ��S�	��"�6�R��<�@B5���	�]����7�
M��� 

  
��A��:  Hunt and stocker (1990) 

 
	��R���������
���B�� �������	�� (partial oxygen pressure) !@� 	���7	��
	���
�
��M

	?��C���O��M	�
��
��������
��������	
���6"�v����
M��= 0.5-30%  ����S�S������M	���R��[�
	�]�	�;��S�S����� ��M 	��
�����
�����S;�����	
��� ����S�S����� 	�]�!�	<;"�<A	��
��
!
A��
��"�@��"�	��
7���[�
7  ��O��M6�R����
!
A��	�;��S�S����� 
B������M��
M���Z���
	Q�R�	���R��
�<A��@B��
@���S�S�����6�R!���
_6Z����[
AS
���A NADH �����_�[��S�[���!	�]�;��
�
���7          
	�;��S�S������<A	���R����������@B��
@���S�S�����S
���
�B�� ��	���[��7	�;��S�S�����
�
��
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	6! �;B_A� NADH [�B	Q���Q����M6Z��<A	��
��
!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 ��M	���R��[�	�]� 
H2O2 �����b���@;�[5S�����M���6��6!Z���C����
	���R�� H2O2 [�	�]� H2O ��M O2 	Q�R�6�R�M�

����	!�R��;B���
	��
 OH� (O�Q6�R 8) �LR�!B�?�;B� unsaturated phospholipids 6�RQ���	���7	��
	���

�
�6�R_@������[
�7 6Z��<A	��
����	!��<��;B�	��R�<"A�	���7 ��M	��
��
�;� ��	���7	��
	���
�
�
;���� (Hunt and stocker, 1990; Gaetani et al., 1994) 

 
�Y����O�����6�R!Z���C6�R��?�;B���
6Z����	���7	��
	���
�
� ��� S�
;����Q��!�� ��


M<�B����
	��
�����
��������	
�����"�@���!
M�M	��
 Lb�����@B���6�b�O����	���76�R��?�;B�	���7
S
�;
� ��MO�����	���76�R	��
�����
6Z����!�
���S�	��"�6�R��@B��Q��!�� ��A�����
!
A��!�

��"�@���!
M6�R������
"��
�!@� [���?�;B�	���76�R��@B A��	���� S
�	uQ�M	���7	��
	���
�
� (Agarwal 
et al., 2005) �LR���"�@���!
M6�R	��
 Lb�
����B�� �M[�6Z����S�	��"�[ ��� ��MS�
;��6�R	��R�<"A�	���7
	��
	���
�
� 
����b���
M<�B����
	���
����	���
��"�@���!
M6�R!
A�� Lb�6�b�O������MO�����	���7
�L�������!Z���C����
6Z����	���7	��
	���
�
�  

 
��
�Z����	���7	��
	���
�
���������
��������	
��� ��S�
;����Q��!��	��
���<�@B

��
7�����6�R	��
��������
�����[
�7� �� A�� ���

�M��S� (Grune et al., 1997) �LR�;A����
  
metal ions (Fe2+ ��M Cu2+) ����
�
M;"A� S
���
������;Z��<�B� cation binding site ��S�	��"�
 ��S�
;�� �����b� H2O2 	 A�6Z������
������ Fe

2+(S
�!���
 �� Fenton reaction) 	��
��
	���R��

@�	�]� OH� (Stadtman,1990; Moskovitz et al., 2002) �LR���Q�������
6Z����!�
���S�	��"� �Z�[�!@B
��
6Z����	��R�<"A�	���76�R��@B�
�	�=���A	����S
�	Q
�M��B����R�	���7	��
	���
�
� (O�Q6�R 9) 
����b�
��
	Q�R� Lb� ����
7�����S�
;����Q��!����!���
_��A	�]�
����6�R�!
�_L���
	��
S�
;��
�����	
��� (Grune et al., 1997; Stadtman, 1993)  
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@����A 9  �
M�����
6Z����	���7 	��
 	���
�
����S�
;����Q��!�� 

             

            ��A��: Agarwal et al. (2005) 
 

��������(#�  )�I ���&�D��(#� 

  
��
�<A	���
	�]���
�B������;!�;�7��
��6�R	��
O��M����; S
���
�B���
	��	���
6�R!@C	!�� 

	Q�R�6�R�M
��������!�
"�����
 �!B������	��	 A�!@B vital organs (Tinmouth et al., 2008) 
A��	<;"
��b�L�����
:L���Q�I����
��A!�

����!O�Q	���7	��
	���
�
���B��;B�	��R�� 	
�R�;�b��;B��
��A Acid-
Citrate-Dextrose (ACD) ���� 1947 (Gibson et al., 1947; Ross et al., 1947) ;B�������
��A Citrate 
Phosphate Dextrose (CPD) ��M Citrate Phosphate Dextrose Adenine (CPDA) ���� 1957 ��M 
1960 ;���Z�
�� �Y�"���6�b����� ��M!"�� ������A!�
 CPDA ����
	���
����	���
 �LR�!���
_	Q�R�
	���	���	�]� 28 - 35 ��� (Orlina  and Josephson, 1969) 	���
6�R	���
������5����
	���
[
A�����

	��M	���
��A�?!����!�

����!O�Q	���7 (CPDA) ��A!Z�<
���<AQ��������B	���7	��
	���
�
� 
��A�	������"=<O@�� 4±2 ��:�	��	���! �LR��M�B���
��_�[��S�[���! ��	���7;B��v��	���
  

M<�B����
	���	���
�M��O��M	�]��

	Q�R� Lb���B��;B�	��R�� �LR�!O��M	�B���b�M
������
6Z����
 ��	��[��7;B��v 	�B� hexokinase ��M phosphofructokinase ��������b��
��!O�Q����; (viability) 
��M organic phosphates [
A��B adenosine triphospate (ATP) ��M 2,3 diphosphoglyceric acid  (DPG) 
�M�
��[�
A�� (Dawson et al., 1970) ��
6�R ATP ��	���
�
�� 6Z��<A����
	���R������ ��
@�
B��
��M?�� ��	���7	��
	���
�
� 
M
�� ATP �L�������!Z���C;B�����������; ��	���7	��
	���
�
�  
	��R�����	���7	��
	���
6"����
���������;<������	��M	������bZ������	���
� �� ��M����

� ��	���7

Oxidative Stress 
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	<�B���b���
Z�	���;B�[� 6Z��<A������	���R������
M
�� ��!�
;B��v ��	���
 	
����B� storage lesion 
(Q���, 2526) 

 
��
�
�� �� DPG ��	��
	���
�
�6�R	���
������5����
	���
 S
� DPG 	�]� Hb-

organic phosphate �LR����6��6!Z���C����
��B�������	������������S�S����� (HbO2) [�!@B
	��b�	��R�;B��v  ��
B�����  	���
6�R�� CPD �M����
�
�� �� DPG �A����B�	���
6�R	����� acid 
citrate dextrose  (ACD) ��
M�M	���	���	6B�v��� (Bailey and Bove, 1975) �Y��"����L�������A!�
 
CPD 	�]�!�
�B��
���������@B
�
 ��	���7	��
	���
�
� ��M����
	;��!�
���bZ������	���
� �� 
	�B� �M
���� (adenine) 	Q�R���
���"��
	��� (rejuvenation)  ��	���7	��
	���
�
� S
� �M
�����M_@�
��A[�����
!
A�� nucleotide ;��

M�M	�����
	���	���
 �L��B���M����
�
�� �� ATP �;B
 A�	!�� ����
	;���M
���� ��� ��
�
�� �� DPG 	
����B�	���
6�R	���
����
A�� ACD <
�� CPD 
5

�
� (Zuck et al., 1977)  

 
	��R�����	���
!��?�!�������	�
��
��������
��������	
��� 6Z��<A!�
;A����"�@���!
M

6Z����	Q�R� Lb� (Lewin and Popov, 1994) �LR�<������	���	���
���?@A�<A	���
��	���
�M��
���7�
M���������6�R�M�Z�[�!@B��
	Q�R�O��M�����	
��� ��	���
 6Z��<A�
����!���
_ ��!�

;A����"�@���!
M !B�?�;B�	��R��_L���
	!��<��;B�	���7	��
	���
�
� S
���
	��
��"�@���!
M�Z�[�!@B
��
	���R������<���
A�� 	�B� S��;!	����  ��M���	;; 
�[�S

��	�! 6�R<��R����	��
	���
�
�
���!@BQ��!�� �LR�!���
_Q���
=�	�]�;����b��
6�R
� ������	!��<��	��R����������
��������	
���
 ��	��R�<"A�	���7	��
	���
�
���M MDA ����A	�]�;����b��
	��
7�����	
��� ��[ ��� (Niki et al., 1988) 
��
6Z���� �� SOD  ��M��
�z����� �� GSH-Px ����
;A������	!��<�� ��	���
 (Yamagchi 
et al., 1992) �����
MS���7����
����"���
	���R������ ��!_��M
�� ��!�
;A����"�@���!
M 
��M	��
7�����	
��� ��[ �����	���
6�R	�����	���;B��v 	�B�	
������ 

 
?��;O�=>7	���
 ��!"�� ���Y��"���!���
_	���
����[
A<���
@����  ��B����
?��;O�=>7

 ��	���
���[
A
��;B�[���b  
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1.  B���@�
�	+#*��'���(#�)�* (Red blood cell products) 
 

S�<�;�
�!B�� (Whole blood) 
 

��� 	���
6�R	������;���<A?!����!�
�z�������
� ��;�� ��	���
 (Howard et al., 1992 ) 
_"�	���
��;
`�� 1 _"��M��!�
�z�������
� ��;�� ��	���
 (CPDA) ��@B 50 ml (Ettinger and 
Feldman, 2005) S
�;A���<A	���
���!�;�7O���� 8 ��R�S��<�����
	���	���
  ?��;O�=>7	���
���
��b
�M�<A6�b���
	Q�R�����!���
_����
 �!B������	�� ��M�����7�
M�����
� ��;�� ��	���
 
(Howard et al., 1992) S�<�;�
�!B��6�R_@�	���	�]�	�������M���"=!���;�	Q����;B	�]�;��	Q�R�
����!���
_����
 �!B������	�� ��
��AS�<�;�
�!B���M������	<��M!����6�R!"
��
�� ��
!�;�76�R����
!@C	!��	���
�������"��;�	<;"<
������
?B�;�
  ��O��MS�<�;��� (anemic animal) <
��

��6�R �
���7�
M�����
� ��;�� ��	���
 _A�S�<�;�
�!B��_@���A	�]��<�B� �����7�
M���6�R
�B���<A	���
� ��;�� (coagulation factors) ��!�;�76�R���[�B������
 ��O��M	���
��� �M6Z��<A	��

O��M	��
	���
�
������B���;� (polycythemia) S�<�;�
�!B��[�B��
�M��A��
��6�R��O��MS�<�;
����;B���
���;
	��
	���
�
���;� (normovolemic anemia) 	��R������M6Z��<A	��
����	!�R��;B�O��M
�
���;
	���
�����B���;� (volume overload) ������
���;
 ��Q��!��	Q�R� Lb� S�<�;�
�!B����
���"��
	���[
A 28-35 ���  ��
��
�<A S�<�;�
�!B�� ��� 10-20 �������;
;B��bZ�<���;��!�;�7 1 
��S��
�� (ml/kg) (Ettinger and Feldman, 2005) 

 

Packed red blood cells 
 

  <��������
�Y��S�<�;�
�!B�� ��A����!B�� ��	��
	���
�
� ��MQ��!�� �����b�
Q��!�����M_@��A��	 A�!@B satellite bag �LR��M���	<���	uQ�M	��
	���
�
� ��MQ��!���Z����<�LR� 
(Kerl and Hohenhaus, 1993) �LR� Packed red blood cells �M������	 A� A� ��	���7	��
	���
�
� 
(PCV) �
M��= 80% (Morrissey and Cotter, 2000) ����
!
A��	�]� Packed red blood cells S
� 1 
�@��;   �� Packed red blood cells  [
A��� 1 �@��;  ��S�<�;�
�!B����!"��  Packed red blood 
cells  1 �@��; 	6B���� 200 �������;
 ���B� hematocrit 80% (Kerl and Hohenhaus, 1993) �LR� Packed 
red blood cells �M������	<����<��
��� 
����b��L���
	Q�R� Normal saline (0.9%) 	 A�!@B Packed red 
blood cells 	Q�R��<A?��;O�=>7	���
!���
_	���R��[<�[
A
� Lb� (Ettinger and Feldman, 2005) S
� 
Packed red blood cells �M��A����

Z�
�[�A�LR���
 �!B������	��	 A�!@B	��b�	��R��<A	Q���Q��������
;A����
 �LR� Packed red blood cells ��A����

���� O��MS�<�;��� 	��R�������
	!��	���
 	��
	���

�
��;� (hemolysis) <
�� [ �
M
@�[�B6Z���� (Kerl and Hohenhaus, 1993) �B�����	 A� A� ��
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�
���;
	��
	���
�
���
��B� (hematocrit) ��M ��S�S�����	Q�����B��	
���[�B	Q���Q�!Z�<
����

�
M	��������Z�	�]�6�R�M�<A	��
	���
�
� �;B;A��
@���7�
M�����R�v
A�� 	�B� !O��M ��<���� 
(cardiovascular status) ��
	!��	���
 S
�S�<�;���	
�b�
�� ��M����!���
_ ��[ �
M
@� ;B���

;��!���O��MS�<�;���	 A������6��6����
;�
!�����<A	���
���!�;�7 (Audet  and Goodnough, 
1992)  ��
��
�<A Packed red blood cells ��� 6-10 �������;
;B��bZ�<���;��!�;�7 1 ��S��
�� 
(Ettinger and Feldman, 2005) 
 

Packed red blood cells 6�R�� Additive solution 
 

	�]�?��;O�=>7	���
6�R���
M�����
6Z���A�������� Packed red blood cells �;B<������6�R
	��
	���
�
�_@����������Q��!����A� ���M����
	Q�R� additive solution 	 A�[��� red blood cells  
100 �������;
 ���B� PCV ��@B6�R 55%-60% additive solution ��<������
 	�B� dextrose, adenine, 
mannitol ��M sodium chloride 	Q�R�6�R�M�B���<A	���7	��
	���
�
�!���
_6Z����[
A�����B�	���7
	��
	���
�
�6�R	�����@B��!�
�z�������
� ��;�� ��	���
6�R�v [� (	Q�R����"��
	������ 21 ��� [�
	�]� 35-37 ���) ��M��
����
	Q�R� normal saline 	Q�R�	Q�R���
	���R��[<� ��	���7	��
	���
�
�
	�B����  ��
��
�<A Packed red blood cells 6�R�� additive solution ��� 10-15 �������;
;B��bZ�<���;��
!�;�7 1 ��S��
�� (Ettinger and Feldman, 2005) 

 

2. B���@�
�	��AE�D ���H��!�I�#�+#*������ (Plasma component) 

 

          Fresh frozen plasma (FFP)  
 

��� Q��!��6�R[
A
�����S�<�;�
�!B��6�R_@��Y�����	���7	��
	���
�
����O���� 6 
��R�S��  <��	���
A�� sodium citrate <
�� ACD �;B_A�	���
A�� CPDA, CPD �M;A���Y�����	��
	���

�
�O���� 8 ��R�S�� (Lanevschi and Wardrop, 2001) <��������
	���	���
 �LR��M�������!�

�z�������
� ��;�� ��	���
	<�����Q��!�� �����b����Z�[���B� ��6�R -20 ��:�	��	���! S
�
���7�
M�����
� ��;�� ��	���
�����6Z����;B�[�[
A����
M��= 1 �� FFP 	�]��<�B� ��  
���7�
M�����
� ��;�� ��	���
6�R
�6�R!"
 (Ettinger and Feldman, 2005) �L���A
����O��M �
 
coagulation factor 6�R	��R�����;��6Z����?�
��;� (Lanevschi and Wardrop, 2001) ��M!���
_��A

����O��M hemorrhage 6�R?�
��;�[
A��B����A�� ��� 
��[�_L�O��M hemophilia, von Willebrandts 
disease, rodenticide intoxication, ��M Disseminated intravascular coagulation (DIC) �;B[�B��
��A
	�]��<�B� ������@��� (albumin)  <
�� !�
��<�
 S
� FFP  45 �������;
;B��bZ�<���;��!�;�7 1 
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��S��
���L��M!���
_	Q�R�����	 A� A� �� serum albumin [
A 1 �
��;B��
���;
Q��!�� 100 
�������;
 (g/dl) FFP �M��A���@�!"��  <
���@����6�R��O��M failure of passive transfer ��
�<A
Q��!�� �M	�]�!�	<;"6�R6Z��<A	��
 volume overload  <
�� �����
�����
�QA  ��
��
�<A	
�R�;A� �� 
FFP ��� 6-10 �������;
;B��bZ�<���;��!�;�7 1 ��S��
�� 1-3 �
�b�;B����  ��
��
�<A Lb���@B���!O�Q
!�;�7 (Ettinger and Feldman, 2005) 

 
Frozen plasma (FP) 

 

	�]�Q��!��6�R[�B[
A��B� ��O���� 6 ��R�S��<�����
	��� <
�� 	�]� Fresh frozen plasma    
(FFP) 6�R	���6�R -20�C  �����B� 1 �� �LR�6�b�!�����[
A����
	!��!�
"� �� coagulation factors  V 
��M VIII   ��������b��������� FP [
A���S�<�;�
�!B��6�R_@�	�����B	��������B� 6 ��R�S��  ���
��A FP ���@�!"��  <
�� �@���� 6�R��O��M failure of passive transfer ��M��A	�]��<�B�����@���  ��

6�R��A ��� 6-10 �������;
;B��bZ�<���;��!�;�7 1 ��S��
�� S
��<A 1 � 3 �
�b�;B����  ��
��
�<A Lb���@B
���!O�Q!�;�7 (Ettinger and Feldman, 2005) 

 
  Cryoprecipitate  

 
  Cryoprecipitate 	�]��<�B�6�R������	 A� A� �� von Willebrandts factor (vWf), fibrinogen            
(factor I) (Ettinger and Feldman, 2005), fibronectin (Morrissey and Cotter, 2000) ��M factor VIII  
�LR�	;
������ FFP 1 �@��; S
� FFP  �M_@��M���6�R 4  ��:�	��	���! (Ettinger and Feldman, 2005)   
��
M<�B����
�M����
M��= 90% (Morrissey, 2000) cryoprecipitate ���M
��;�������Q��!�� 
�LR� precipitate 	<�B���b �
M���
A�� vWf,  factor VIII ��M I ��A���� precipitate ������ liquid 
plasma S
���
�Y����� liquid plasma ���M��@B��
@� �� cryo-poor plasma   
 
 Cryoprecipitate ��A����

���� von Willebrandts disease, hemophilia A, ��M O��M��

 �
  fibrinogen ��
��A Cryoprecipitate ��A����� FFP !���
_	���6�R - 20 ��:�	��	���! [
A��� 1 
�� Cryoprecipitate �M	<�������?��;O�=>7Q��!��6�R�v [� �LR�����M	�]�!�	<;"6�R6Z��<A
	��
�����
�����
�QA[
A 1 �@��;  �� Cryoprecipitate [
A��� 1 �@��; �� FFP  ��
6�R��A ��� 1 �@��;;B�
�bZ�<���;��!�;�7 10 ��S��
��  (Ettinger and Feldman, 2005) 
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 Cryo-poor plasma   
  

  	�]�Q��!��6�R�����	<���<�������Z�	�� Cryoprecipitate ��� S
� cryo-poor plasma �M
�
M���[�
A�� factor II , VII, IX, ��M X  �LR��M��A����

���� rodenticide intoxication ��
	���
��M��
��A	<������� FFP ��M?��;O�=>7Q��!��6�R�v [� �LR�����M	�]�!�	<;"6�R6Z��<A	��
�����
���
��
�QA[
A   ��
6�R��A ��� 1 �@��;;B��bZ�<���;��!�;�7 10 ��S��
�� (Ettinger and Feldman, 2005) 
 
  Platelet-rich plasma (PRP) 
 

	;
������S�<�;�
�!B�� S
���
�Y�����6�R����	
��;RZ���B���
	;
���  pRBC ��M 
Q��!��  	Q�R��<A	���
	���
 (platelet) ;�;M�����Q��!�� �LR��M;A���<AO����[�B��R��R�S��<���
��
	��� PRP [�B��
�M�Z�[���B	��� �LR��M6Z��<A	���
	���
[�B6Z���� ��
�<A	���
	���
�M��
�
MS���7���6�R!"
���
=�6�R����
�
��
!
A��	���
	���
 ��M�M[
A?�������
=�6�R
B���������

	Q�R���;
���
��A	���
	���
 <
����
!���	���
	���
 �LR��M	�]�!�	<;" �� thrombocytopenia ��
!"��  ��
�<A	���
	���
�������
;��!���	��
�����
�����
�QA <
����[ A  ��
6�R��A ��� 1 �@��;;B�
�bZ�<���;��!�;�7 10 ��S��
�� (Ettinger and Feldman, 2005) 
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#,!��
	)�I������� 
 

#,!��
	 

 

1.  �"��
=7����
	���;����B�� 
 
  1.1  	�Q�
�� (Haparin) 

   1.2  _"�	���	���
��;
`���

�"!�
 citrate phosphate dextrose adenine (CPDA)  ��
 
350 �������;
 

  1.3  �
M���u�
�� ��
 10 �������;
 
  1.4  ;@A	�������"��"=<O@�� 4  ��:�	��	���!   

 
2.  �"��
=7����
6
��� 
 
  2.1  <��
6
���Q��!;�� ��
 15 ��M 50 �������;
 
  2.2  <��
��A�6
��� 
  2.3  Auto pipette  ��
 20, 200, ��M 1,000 [�S�
��;
 
  2.4  Microcentrifuge tube  
  2.5  96 well plate 
  2.6  Eight multi-channel pipette 
  2.7  Microhematocrit capillary tube  
  2.8  	�
�R�� Elisa reader 
  2.9  	�
�R�� Spectrophotometer   

     2.10  	�
�R�� Centrifuge ����"��"=<O@�� 
  2.11  Sorvall Centrifuge 
  2.12  Vortex mixer 
  2.13   Waterbath 
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3.  !�
	���6�R��A����
6
��� 
 
  3.1  !�
	���6�R��A����5� Osmotic Fragility test  (
@O��?���)  

               3.1.1  Phosphate buffer solution (PBS)  pH 7.4 
  3.1.2  0.25% -0.75% Sodium chloride solution (NaCl) 
 

  3.2.  !�
	���6�R��A����
��
����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M����

�
���7
	<���	��
7
��S
���5� Ferric reducing ability of plasma (FRAP) assay (
@O��?���)  
 
      3.2.1  Sodium acetate ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.2.2  TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:
!<
�`�	�
��� 

3.2.3  Hydrochloric acid (HCl) 
  3.2.4  Ferric chloride ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
 3.2.5  Ferrous sulfate ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
 

   3.3.  !�
	�����	�
�M<7
M����@;�[5S�� (
@O��?���)  
 
   3.3.1  Metaphosphoric acid ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.3.2  Sodium phosphate  ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
���   
  3.3.3  Ethylenediaminetetraacetic acid-Na (EDTA-Na) ����
���6 Sigma-Aldrich  
�
M	6:!<
�`�	�
��� 

3.3.4  Oxidized glutathione (GSSG) ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:
!<
�`�	�
��� 

  3.3.5  Triethanolamine ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.3.6  5,5t-dithiosbis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) ����
���6  Sigma-Aldrich  
�
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.3.7  NADPH ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.3.8  Glutathione reductase (GR) ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:
!<
�`�	�
��� 
  3.3.9  2-vinylpyridine ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
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   3.4   !�
	�����	�
�M<7 Malondialdehyde  (MDA) S
���5� Thiobarbituric  Acid (TBA) 
assay (
@O��?���)  
 
  3.4.1  2-thiobarbituric acid (TBA) ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:
!<
�`�	�
��� 
  3.4.2  Trichloroacetic acid  ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
  3.4.3  Butylated hydroxytoluene (BHT) ����
���6 Sigma-Aldrich  �
M	6:
!<
�`�	�
��� 

3.4.4  n-butanol  ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
3.4.5  Pyridine ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
3.4.6  Hydrochloric acid (HCl) 
3.4.7  Deionized water 

 
  3.5.  !�
	�����	�
�M<7�
���=��
7�����S�
;�� ��	���7	��
	���
�
� (
@O��?���)  
 

3.5.1  2,4-dintrophenylhydrazine ( DNPH ) ����
���6 Himedia �
M	6:���	
�� 
3.5.2  Trichloroacetic acid  ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
3.5.3   Ethanol ����
���6 Carlo Erba  �
M	6:��;��� 
3.5.4  Ethyl acetate ����
���6 Carlo Erba  �
M	6:��;��� 
3.5.5  Guanidine hydrochloride ����
���6 Acros �
M	6:!<
�`�	�
��� 
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������� 

 

1. ����	���#* 

 

!"�� Q��5"7 S��	
A� 
�6
��	��
7 (Golden Retriever) 6�R���
����	���
 = 5����
	���
 
S
�Q�����!�;�7 �<���6�����	��;
:�!;
7 ���	 � ���"
M<�B�� 3-6 �� ��M	Q: �bZ�<�����@B��

M<�B�� 30-36 ��S��
�� �Z���� 7 ;�� ����<�B�	��b��	
������ !O�Q��
�A�� ��M��<�
���
	
������ ���
����	���
�<A<�B��5����
	���
 S
�Q�����!�;�7 �<���6�����	��;
:�!;
7 
���	 � 	�]��
M�Z�	��R��Z�	�]�;A����A	���
 ���
M��;���
6Z��������
��
��@
=7�
�:���S
�;�
;B�
6��	���
              [�B	��[
A
����
?B�;�
�<CB ��
M�M 1 � 2 	
��� [�B��S
��
M�Z�;��6�R
A���
� [�B��
	<��<��
 <
��S
�?��<��� 6Z���
	��M	���	���
!"�� ;���<A (donors) �;B�M;�����	!A�	���

Z��<CB
�
�	�=�Z��� (Jugular vein)  ��!"�� 
A����5���
6�R���
	��b� 	 A�;
�!@B_"�	���	���
��;
`��6�R��!�


����!O�Q	���7 Citrate phosphate dextrose adenine (CPDA) ��@B���
���;
 49 �������;
 
�����
�
���;
	���
	�]� 350 �������;
��_"�	���
 <������?!�	 A����
���A��L�6Z���
_B��	6	���
�
���;
 
50 �������;
 ���_"��<CB?B��6B�6�R	��R��;B����
A��
M����
 [����_"�	���	���
��;
`�� ��
	��� 
��A�	���	���
!"�� ��5����
	���
6�R�"=<O@�� 4  ��:�	��	���! 	Q�R���A����
6
���;B�[�  

 
2. �����*)B�������#* 

 

   2.1  ��
	���;����B��	���
 5 
M�M  
 
�Z�<�
!�C����=7�6�
A�� C 0 14 28 ��M 42 S
�������
� ����
	���	���
�M��B�	�]� 

2 �B�� ��� C 	�]�	���
6�R	������!"�� ��!�
�z�������
� ��;�� ��	���
���
	���
�� (heparin) 6�R
����	 A� A� 5-10 �@��; ;B��������;
	���
 	Q�R��!
��"=O�Q	���
;��!O�Q5

���;����
B�����
!�;�7�B���

�"����_"�	���
��;
`��6�R��!�
 CPDA ��M 0 ��� 	���
6�R	������!"�� ������
�?!�

A��!�
 CPDA ��� 3 ��R�S�� �����b�	���
�M_@�	�����5����
	���
!"��  14 ��� 	���
	���
����

A��!�
 CPDA ��� 14 ��� 28 ��� 	���
	���
����
A��!�
 CPDA ��� 28 ��� ��M 42 ��� 	���
	���

����
A��!�
 CPDA ��� 42 ���  
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    2.2 ��
;
����	�
�M<7;����B��	���
 
 
;����B��S�<�;�
�!B��6�R��A����
��	�
�M<7���;B�M�B��	����� A� 2.1 �M_@���B�	�]� 2 

!B�� ��� �bZ�	���
Q��!�� (plasma) ��M	���7	��
	���
�
� 
 
1. ��
	;
���Q��!�� S
���
�Z�S�<�;�
�!B�����Y�����
A��	�
�R���Y��	<��R��6�R 1,300 g 

��� 15 ��6� 6�R 4 ��:�	��	���! �����b�
@
!B���!
A���� ���Q��!�� �!B<��
	���[�A��;@A��B� ��
6�R�"=<O@�� -80 ��:�	��	���! 	Q�R�
�6Z���
��	�
�M<7;B�[� 

 
2. ��
	;
���	��
	���
�
� �Z�	���
6�R_@����Q��!����� A� 1 [��A��
A�� PBS (Phosphate 

buffer solution) pH 7.4 �Y��;�;M���	��
	���
6�R 1,300 g ��� 15 ��6� 6�R 4 ��:�	��	���! 
@
�bZ��!
��M	���7	��
	���
 ��Q
A��6�b�	���
	���
6�R?����6�b� 6Z���
�A��	��
	���
	�B���b 2 �
�b� �L��Z�[���A
����
6
���;B�[� 

 
3. ��������G��� 

     
��
:L���!O��M	�
��
	��R����������
��������	
��� ��B���
:L������	�]� 2  6�� ��� 
 

  3.1  ��
:L���6�����O�Q 
 

3.1.1  Osmotic fragility test  	�]���
	�
���	6����"=!���;���
�;� ��	���7	��
	���

�
� ��!"�� ��!�
�M��� Hypotonic  �� NaCl 6�R������	 A� A�;RZ���
M
��
A���M 0.25-0.75  
���B��
M�M	�����
	���
����;B��v  

 
     	��R�<"A�	���7���6��6!Z���C����

����!O��MO����	���7�<A	<��M!�;B���

Z�
�

��Q ��M��
6Z�<�A�6�R;B��v ��A	��R�!O��M��
�A��O�����	���7��
	���R��[� �"=!���;�	���-
��!��!7 �����7�
M�������
-S�
;�� ��	��R�<"A�	���7������!Z���C����
����"���;
� ��M
�
���=��
	���R��	 A���� ���bZ���M!�
;B��v 
M<�B��O������MO�����	���7 
����b����
=�6�R
����
	���R������6�R	��
 Lb�6�b�O������MO�����	���7 ��M��?��
M6�;B��"=!���;�������6�
 ��	��R�<"A�	���7  �M!B�?�;B���
 �!B�!�
;B��v 	 A����	���7[
A ��
��A!�
�M��� NaCl 6�R�Z�
��
����	 A� A�;B������M	�]���
6
!������6�;B�!O��M��
	���R������6�R	��
 Lb� �LR�!���
_
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	�
���	6�����
	���R������[
A�����
�Z����	�]��B� MCF (Mean Corpuscular Fragility) �LR�	�]�
�B�����	 A� A� ��!�
�M��� NaCl 6�R6Z��<A	��
	���
�
��;���
M
�� 50% (McGown et al., 
1983)  

 
3.1.2  ��
��
�
���;
��
��B� ��	���7	��
	���
�
� (Hematocrit) 	Q�R�;
��!��

����!��@
=7 ��	���
!"��  ��M��A	�
���	6���������@B
�
 ��	���7��
M<�B����
	���
����
	���
 

 
      ��A  microcapillary technique  ����

L�	���
	 A�!@B<��
 capillary  <�������"

A��
��

�bZ����6�R����<��

A��<�LR���A�  6Z���
�Y��;�;M���	��
	���
�
�
A��	�
�R���Y��	<��R��6�R 1,300 g  
��� 15 ��6� ��M�B���B�
A���M ��	��
	���
�
���
��B�	6�������
���;
	���
6�b�<�
6�R
@
	 A���
��<��
 capillary 

 
     3.2  ��
:L���6��	��� 

 

3.2.1 ��
��	�
�M<7�
���=��@;�[5S��O����	���7	��
	���
�
�S
���5� Enzymatic 
Recycling Assay (
�
���������5� �� Tietze 1969) 

 
 <�����
��	�
�M<7��@;�[5S��S
���A	��[��7 ��@;�[5S�� 
�
��	6! (Glutathione 
reductase) 	Q�R�<�����	 A� A� ����@;�[5S���� microtiter plate assay S
���:��<�����

����b  
<�@B sulphydryl  ����@;�[5S�� �M6Z������
������ 5,5t-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) 
��M�<A!�	<���� �� 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) �LR��M��
�B���

@
�����!�[
A6�R�������
���R� 405 ��S�	�;
 ��;
���
	��
 TNB 	�]�!�
!B��S
�;
�;B�����	 A� A� ����@;�[5S����
;����B���������
����A������ 
���!
���O�Q6�R 10   
 

 
  @����A 10  �����
�����
��	�
�M<7��@;�[�� (GSH) 
A����5� enzymatic  recycling 
method.   
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3.2.2  ��
��
����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M����

�
���7!�
��"�@���!
M  
(Total antioxidant capacity: TAC) ��;����B��Q��!��S
���5� Ferric Reducing  Ability of Plasma 
(FRAP) assay (
�
���������5� �� Benzie and Strain, 1996) 

 
��5� FRAP Assay ��A<�����
6�R!�
;A����"�@���!
M��Q��!��!���
_
�
���7	��
7
��

[���� (ferric ion: Fe3+) [
A	�]�	��
7
�![���� (ferrus ion: Fe2+) 6�R pH ;RZ� S
���S�	��"�  
tripyridyl-triazine (TPTZ) �������
���������	��
7
�![���� 6Z��<A	��
!��z�  ��
�B���

@
�����!�
[
A6�R����������R� 593  ��S�	�;
  (O�Q6�R 11) 

 
�Z��������	 A� A�[
A�����
	�
���	6�������	 A� A� �� Fe2+ 6�R6
������	 A� A� 

(0-3,000 [�S�
S��;B���;
)  ��M
�����?��B� TAC 	�]��B�[�S�
S��;B���;
 (Benzie and 
Strain, 1996; Fernandez-Pachon et al., 2005)  

 

 
                      (!�	<����)              (!��z�) 

  

 @����A 11  �����
���
M<�B�� TPTZ ��� Fe2+  
  
 ��A��: Fernandez-Pachon et al. (2005) 

 
 3.2.3  ��
��	�
�M<7
M
�� Malondialdehyde (MDA) ��Q��!��S
���5� Thiobarbituric 

acid (TBA) assay  (
�
���������5� �� Sinnhuber ��M�=M 1958)  
 
MDA 	�]�?��;O�=>76�R[
A�����
	��
7�����	
��� ��[ ��� 	��R�6Z������
������ TBA 	��


	�]� Thiobarbituric acid reactive substate (TBARS) �<A!���Q@�
� �LR�	�]�?������
6Z������
���

M<�B�� TBA 2  S�	��"� ��� MDA 1 S�	��"� (O�Q6�R 12) ��
�B���

@
�����!�6�R����������R�
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�!� 532 ��M 572 ��S�	�;
 	Q�R��Z���
�����
���
����6�R[�B��B MDA-TBA ��M
�����?��B� 
MDA 	�]� ��S�S��;B��������;
 ��Q��!��  
 

 
 

@����A 12  �����
���
M<�B�� TBA ��M MDA  
            
��A��: Sinnhuber  et al. (1958) 
 

3.2.4  ��
<��
���=��
7�����S�
;�� (Protein  carbonyl content) ��	���7	��
	���

�
�  S
���A��5� ��  Levine ��M�=M (1990)  
 

��
	��
�����	
��� ��5�;"S�<M6�R	��M��@B���S�
;�� ��?��<A	��
	�]���
7�����S�
;�� 
Q
A��6�b�?��; OH� (Dukan et al., 2000) ��
7�����S�
;���L�	�]�?��;O�=>7S�
;��6�R������!Z���C
����
�B�_L���
	��
O��M�����	
�����;����B��6�����O�Q �LR�?��;O�=>7
����B��[
A�������

	���R������� �� A�� ���

�M��S��Z�	Q�M������
��S�
;�� 	��R�������
7�����S�
;��
	��
 Lb���B��!�
"�S
������
���	��� �L�_@���A	�]�;����b��
!Z���C ��O��M	�
��
	��R����������
���
�����	
���;B�S�
;�� S
�!B���<CB	�]����
 ROS (Donne et al., 2003)  ��"�@� OH� 6�R	��
;����
�M[������[
�7S�
;�� A��	����	�]������
����@�S�B 	��
	�]���"�@���!
M ���

�M��S� 6Z��<A
S�
;�� ��	���7	��
	���
�
�	��
����	!��<�� (Hawkins and Davies, 2001)  

  
 <�����
<���
7�����S�
;����Q��!�� ��� ��
6Z������
���
M<�B�� 2,4-Dinitrophenylhydrazine 

(DNPH) �����
7�����S�
;��	��
��
!
A�� Protein-hydrazone (O�Q6�R 13) �LR�!���
_;
����

A��
	�
�R�� spectrophotometer 6�R����������R� 370 ��S�	�;
 ��A�	�
���	6������;����B������"� 
(control) S
��!
��B�	�]�  ��S�S��;B��������;
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@����A 13  �����
���
M<�B�� DNPH �����
7�����S�
;��  
 

��A�� : Butterfield and Stadtman (1997) 
 

���������I�	��*�K��� 

 

 ��	�
�M<7?�6��!_�;�S
���5� Paired T-Test ��M��5� Repeated Measures ANOVA ��M	�
��� 
	6��������;�;B�� ���B�	u��R�
M<�B����"B�S
� Duncan's Multiple-Comparison Test 6�R
M
������ 
	��R���R�6�R P< 0.05 S
���A S�
���!Z�	
��
@�  SPSS  Version 16 
 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Absorbance 
at 370 nm 

Dinitrophenylhydrazone-protein 
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B�)�I�� ��
	 

 
1. +D#�C��,+@���,��+��A&�D��(#� 

 

 ;�
��6�R 2  �!
�?���
;
��!" O�Q!"�� Q��5"7 S��	
A� 
�6
��	��
7 6�b� 7 ;��6�R	�]�?@A�<A
	���
 (doner) ����
:L����
�b���b !"�� 6"�;����!" O�Q
� ���B�	���S�<�; ��M�B�6��S�<�;��6����@B��
	�=>7��;� 
 
����*��A 2  �!
�?���
;
��!" O�Q ��!"�� 6�R��A����
:L��� 
 
!"��  	Q: ���" (��) Hct (%) BUN 

(mg%) 
CREA 
(mg%) 

ALT 
IU/L 

TP 
gm% 

ALB 
gm% 

1 ?@A 6 37 11.5 0.9 32 6.4 2.8 
2 	��� 4 39 12.2 1.1 36 5.6 2.4 
3 ?@A 3 37 11.1 1.2 29 6.9 3.2 
4 ?@A 5 42 10.3 0.9 41 7.8 3.2 
5 ?@A 6 38 10.9 1.0 30 8.5 3.1 
6 ?@A 4 40 11.2 1.1 38 7.2 3.0 
7 ?@A 3 37 12.3 1.0 59 6.8 2.6 

 

�H�!���:  Hct (Hematocrit)  37-55 % 
 BUN (Blood urea nitrogen) 10-26 mg% 
 CREA (Creatinine) 0.5-1.3 mg% 

ALT (Alanine aminotransferase) 6-70 IU/L 
TP (Total protein) 5.3-7.8 gm% 
ALB (Albumin) 2.3-3.2 gm% 
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2.  B�+#*�����'��������(#��H#�I��������+D�+D�+#*��C��E�F#�@��&��$��	 

 

	���7	��
	���
�
���
M����
�z������LR��M_@��
M;"A�	��R�	���7[
A
�����;
��6�R���
�B��<A	��
����	!��<�� ��	���7  O����	���7�M��!�
;A����"�@���!
M���
;B��v 	Q�R�
����!�
"�
O����	���7 ��M	Q�R�;A��6������
"��
�6�R�M	��
 Lb� ��@;�[5S��	�]�!�
;A����"�@���!
M
O����	���76�R!Z���C����
�z���������	!��<�� ��	���7 ����	 A� A� ����@;�[5S��
M
��!@�
O����	���7�M6Z�<�A�6�R�z�����<
���Z���
��"�@���!
M<������
 (Meister, 1992) ��
	Q�R� ��
��"�@���!
MO����	���7	��
	���
�
��Z�	�]�;A����A��@;�[5S������

�
���7!�
��"�@���!
M	Q�R�
	���R������
"��
� ��  H2O2 [�	�]� H2O ��M O2 (Gaetani  et al., 1994) ���6�b�����B��
����<�@B
[5��� (Thiol groups)  ��S�
;��[�A��
@�
�
���7 (reduced state) ��!O��M��;�	���7	��
	���
�
�
�M�� NADPH ��M��@;�[5S����B��	Q���Q�	Q�R��z��������;
��;B�	��
	���
�
� (Ozben, 1998) 
��O��M	�
��
6�R	��
��������
��������	
������	���[� �����?�6Z��<AS�
�!
A�� ��S�	��"�
��S�S�����	���R������[��������=M	
�� (denatured) 	��
�� Heinz body <
�� accentrocyte �����
���
�����	
��� ��5�;"	<������!B�?�	���R������S�	��"� ����S�S����� �<A	�]�	�;��S�S����� 
(methemoglobin) �LR��M �
 �����
 �!B������	�� ��������b�����
��������	
���6�R
M
��[ ��� 
��MS�
;����	��R�<"A�	���7 ���6Z��<A	��
��
!@C	!��
@�
B�� ��	���7  ?�	<�B���b���M6Z��<A	��R�<"A�
	���7 ��	���7	��
	���
�
�	!��<�� ��M����
��
��B����S�S�����������	���7 ��A�	��
��

�;� ��	��
	���
�
�;���� (Duncan et al., 1994)   

 
���?���
6
���Q��B� ����	 A� A� ����@;�[5S����	���7	��
	���
�
�6�R	���
������

!�

����!O�Q	���7 (CPDA) ��� 3 ��R�S�� (0) �
����B�������!Z���C (P<0.05) (;�
��6�R 3) 	��R�
	6������ ��@;�[5S����	���7	��
	���
�
��B���!B��_"�	���
 (C) ����	 A� A� ����@;�[5S��6�R
�
���!
�_L��
M!�65�O�Q����
6Z���� ��!�
;A����"�@���!
M��	���76�R�
��	�B���� ���
	��R�������!O�Q��
�A�� ��	���76�R	���R��[� ��?�;B���
�
��;��	Q�R�
����!�
"� ��	���7��
��
;B�;A�������
��������	
���O����	���76�R	��
 Lb���
M<�B����
	���
����	���
�� 3 ��R�S���
�  
��M	��R�	���
����	���
���_L� 14 ��� ����	 A� A� ����@;�[5S���
����B�������!Z���C (P<0.05)  
	��R�	6������ 0 (;�
��6�R 4) ��M�����S�A��
����B��;B�	��R�� !�
��A�������
6
������� 
(Jozwiz et al., 1997; Marjani, 2006; Dumaswala et al., 1999) �;B<���������6�R 14 ��
�
��[�B��
���!Z���C6��!_�;� ����	 A� A� ����@;�[5S����	��
	���
6�R�
��
M<�B����
	���
����	���
 
���_L���
�
��
6Z���� ��!�
;A����"�@���!
M 	��R�������@;�[5S��[�B	Q���Q�;B���

�z����������	
���O����	���7��
M<�B����
	���
����	���
 �L���?�;B���
�
��
6Z���� �� 
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��@;�[5S��
�
��	6! (Glutathione reductase) ��M�
M!�65�O�Q �� Pentose Phosphate Pathway 
�
�� (Jozwiz et al., 1997) ��M	��R�Q���
=�_L���
	Q�R� Lb� �� MDA (;�
��6�R 8) ��6�:6��
	
��������
	Q�R� Lb� ����
7�����S�
;�� (;�
��6�R 10) �LR��B����_L�����	!��<�� ��S�	��"�
[ �����	��R�<"A�	���7 ��MS�
;����!O�Q��
�A�� ��	���7��M��	��R�<"A�	���7	��
	���
�
�
;���Z�
�� !���
_������_L�����	!��<��6�R
"��
�	��� �
����!���
_ ��!�
;A����"�@���!
M 
�Z�[�!@B�����A�	<�� ��
M��;A��O��M�����	
���O����	���7 O��M	!��!�
"�����
�z�����
���;
�� 	�]��"
	
�R�;A� ��O��M	�
��
��������
��������	
���O����	���7 

  
����*��A 3  ��
	�
���	6����B�����	 A� A� ����@;�[5S�� (Glutathione concentration) ��	��
 
                  	���
�
��B�� ��M<����!B��_"�	���
6�R��!�
 CPDA   
 
Control/Test                                                                                                         GSH (µmol/ml) 
C                                                                                                                             0.70±0.05 a 
0                                                                                                                              0.49±0.06 b 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 
����*��A 4  �B�����	 A� A� ����@;�[5S�� (Glutathione concentration)��	��
	���
�
���
M<�B�� 
                  ��
	���
����	���
��_"�	���
6�R��!�
 CPDA   
   
Duration  (days)                                                                                                     GSH (µmol/ml) 
0                                                                                                                              0.49±0.06 b 
14                                                                                                                            0.40±0.06 c 
28                                                                                                                            0.36±0.06 c 
42                                                                                                                            0.34±0.05 c 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b,c   �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
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3. B�+#*�����'��������(#��H#���������K���+#*����D��#�,�C�#���I (Total antioxidant 

capacity) 

 

 	���7	��
	���
�
��M!��?�!�����"�@���!
M6�b�O������MO�����	���7 
����b��L�����

Q�I��
M����
�z�����6�R�M;A��O��M�����	
���6�R	��
�����"�@���!
M (Ozben, 1998) !�
;A��
��"�@���!
M�M6Z������� Lb�	��R�;���@B ��O��M	�
��
	��R����������
��������	
��� �B�
����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M (TAC) ���_L�����!���
_ ��!�
;A����"�@���!
M
��Q��!�� �LR��B������
�z�������
	��
�����
��������	
���6�b�6�R	��
 Lb����	���7 ��MS�
;����
Q��!��  ���?���
6
��� (;�
��6�R 5) Q��B��B� TAC  ��	���
6�R	���
����	��
6�R 3 ��R�S����!�
 
CPDA �
����B�������!Z���C (P<0.05) 	��R�	6������	���
6�R	����B���!B��_"�	���
 �!
�_L���
	���

����	���
��� 3 ��R�S����!�
 CPDA ��?�;B���
	Q�R���
6Z���� ��!�
;A����"�@���!
M����


����!�
"� ��	���7 	Q�R��<A	���7!���
_
Z�
���Q��!O�Q��
�A��6�R	���R������[� ?�;B���

6Z���� ��	��
	���
�
����B��	
�R�;A� ����
	���	���
��b!�
��A�������
6
������� (Marjani, 
2006) S
���
�
��
����B��	��
�����
6Z���� ��
M��;A����"�@���!
MO�����	���7 	Q�R�
����
O��M!�
"���
6Z���� ��	���7 ��MS�
;����Q��!���<A
Z�	���[
A;����;� �;B	��R�	���
������� 
14  28 ��M 42 ��� �B� TAC 	Q�R� Lb���B�������!Z���C (P<0.05) (;�
��6�R 6) ���	�]�[�[
A�B���

M<�B����
	���
���������6�R 14  _L� 42 ����
	���R����� ��!�
;A����"�@���!
M���O����	���7
���!@B���	���7 	Q�R��
��
M
��
M<�B��O������MO�����	���7  ��M	��R�	���7[
A
������	!��<��
�����"�@���!
M	 A�6Z����!�
���S�	��"�6�R!Z���C �L��Z�[�!@B��
�;� ��	���7 �LR�Q���
=�[
A���
��
	Q�R� Lb� �� MDA (;�
��6�R 8) 6�R�B�_L�����
6Z����	��R�<"A�	���7 ��	��
	���
�
���B��;B�	��R��
��
M<�B����
	���
����	���
 �Z�[�!@B��
	Q�R�����	�
�M ��	���7	��
	���
�
� 
���!
�
A���B� 
MCF ��;�
��6�R 12 ��M��
�
�� ���
���;
��
��B� ��	���7	��
	���
�
� (Hct) ��;�
��6�R 14  
�����
	���R������	<�B���b���!�����`��[
A�B�����
	���R����� ��!�
;A����"�@���!
M���
O����	���7  �L�6Z��<A�B� TAC 	Q�R� Lb���;����B��Q��!�� �� =M6�R������@B
�
 ��	���7	��
	���

�
��
��	�]��Z�
��   
 
 
 
 
 
 



 43 

����*��A 5  ��
	�
���	6����B�����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M (Total Antioxidant 
                  Capacity: TAC) ) �B�� ��M<����!B��_"�	���
6�R��!�
 CPDA 
   
Control/Test                                                                                                                  TAC (µmol/l) 
C                                                                                                                                  515.91 ±36.66 a 
0                                                                                                                                  306.04 ±42.88  b 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b  �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 
����*��A 6  �B�����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M (Total Antioxidant Capacity: TAC)  

    ��
M<�B����
	���
����	���
��_"�	���
6�R��!�
 CPDA   
 
Duration  (days)                                                                                                           TAC (µmol/l) 
0                                                                                                                                  306.04 ±42.88  a 
14                                                                                                                                 370.65±35.31 b 
28                                                                                                                                 465.43±31.47 c 
42                                                                                                                                 528.80±29.30 d 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b,c,d �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 

4.  B�+#*�����'��������(#��H#�!#�	##�$���%��+#*E+��� (Lipid peroxidation)  

 

���?� A��;A�6�R�!
�_L���
�
�� ��!�
;A����"�@���!
M ��?�;B���
	Q�R���
6Z����!�

���S�	��"� 6�R!Z���C S
���"�@���!
M6�R	Q�R��� =M6�R!�
;A����"�@���!
M�
��S
�[�B����
!
A��
	Q�R�	;����	���7	��
	���
�
�  �M	�]�!�	<;"�<A	��
	��
7�����	
��� ���

[ �����S�	��"���!
S�����
 �LR�	�]�!B���
M���6�R!Z���C ��S�
�!
A��	��R�<"A�	���7 
M
�� �� MDA ��Q��!�� ���
?�?��;6�R_@�!�����������
����@�S�B S
���
6Z���� Polyunsaturated fatty acid  ��	��R�<"A�	���7
�����b����M��
��B��?�?��;!"
6A�� ��	��
7�����	
��� ���
 MDA ���!@BQ��!�� 
����b� MDA 
�L�	�]�;����b��
	��
7�����	
��� ��[ ���6�R!Z���C6�R!"
 (Boaz. et al., 1999; Fiorillo et al., 1998; Niki et 
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al., 1988)  ��M	�]�!�	<;"<��� ������	!��<��;B�	��R�<"A�	���7 ��	��
	���
�
� �LR��Z�[�!@B��
�;�
 ��	��
	���
�
� (hemolysis) (Knight et al., 1992; Chiu et al., 1989; Jain, 1988) 

 
?���
6
���Q��B� 
M
�� �� MDA ��Q��!��	Q�R� Lb���B�������!Z���C (P<0.05) ��

	���
6�R	���
���� ��� 3 ��R�S�� 	��R�	6������	���
6�R	����B���!B��_"�	���
 (;�
��6�R 7) �!
�_L���
��
	��
	��
7�����	
��� ��[ ������B��;A� ����
	���
����	���
  ��M	��R�	���
����	���
���_L� 
14  28 ��M 42 ��� 
M
�� MDA ��Q��!��	Q�R� Lb���B�������!Z���C ��M�����S�A�	Q�R� Lb���B��
;B�	��R�� (;�
��6�R 8) ��B��[
A�B���
M<�B����
	���
����	���
��	��
7�����	
��� ��[ �����B��
��
	��!�
��A�������
:L������� (Marjani, 2006; Korgun et al., 2001; Jozwik et al., 1997; 
Gultekin et al., 2000; Dumaswala et al., 1999; Chiu et al., 1989; Knight et al., 1992; Jain,  1988; 
Wong et al., 1987; Aslan et al., 1997; Racek et al., 1997)  ?���
6
�����b�!
�_L���
6Z����!�

���S�	��"�6�R	�]�[ ��� ��	��R�<"A�	���7��B����
	�� ��M��
	Q�R� ����
7�����S�
;����Q��!��
(;�
��6�R 9) �!
�_L���
!
A����"�@���!
M6�R	��
���S�
;���LR���!B��!Z���C����
	Q�R���
6Z����
!�
���S�	��"�[ ��� ��	���7 �Z�[�!@B����	!��<��;B�S�
�!
A��	���7	��
	���
�
�6�R	�]�[ ���
���6��<�LR� �����
	Q�R�6�b� MDA ��M��
7�����S�
;����Q��!���!
�_L����S�A�����
	!��<��6�R����M6������
"��
�[�!@B��
�;� ��	���7	��
	���
�
���6�R!"
  

 
����*��A 7  ��
	�
���	6����B�����	 A� A� �� Malondialdehyde (MDA) ) �B�� ��M<����!B��_"� 

    	���
6�R��!�
 CPDA  
  
Control/Test                                                                                                    MDA (nmol/ml)  
C                                                                                                                           1.36±0.11 a 
0                                                                                                                            1.84±0.12 b 
 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
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����*��A 8  �B�����	 A� A� �� Malondialdehyde (MDA) ��
M<�B����
	���
����	���
 
 
Duration  (days)                                                                                                     MDA (nmol/ml) 
0                                                                                                                                 1.84±0.12 a 
14                                                                                                                               2.32±0.16 b 
28                                                                                                                               3.04±0.20 c 
42                                                                                                                               3.77±0.21 d 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b,c,d �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 
5. B�+#*�����'��������(#��H###�$���%��+#*F!����&������� 

 

��"�@���!
M	�]�!�	<;"6�R6Z��<A	��
�
M�����
	���R������ ��S�
;�� (Grune et al., 
1997) �����
:L���Q��B� ��
!���S�
;�� (Davies et al., 1987; Stadtman, 1993; Wolff et al., 
1986) �M	Q�R� Lb�<����������
!
A����"�@��"�	��
7���[�
7 (O2

�-) <
��[�S

	��	��
7���[�
7  
(H2O2) (Davies and Goldberg, 1987) ��"�@���!
M��?�;B���
	���R��������
6Z���� ��	���7
S
�;
�  S
���"�@���!
M�M[������[
�7� �� A�� ���

�M��S� ��M���S�
�!
A�� ��
S�
;��  (protein backbone) �LR��M�Z�[�!@B protein-protein cross-link  ��M��
������	�]�!B��v
 ��S�
;�� �M��?�;B�	��R��6Z��<A	��
��
	���R������ ��S�
;��
����B��  

 
<�@B��
7��������S�	��"� ��S�
;����Q��!�� (plasma protein carbonyl groups) �M	��


��� �� A�� ���

�M��S� ��S�
;�� (Grune et al., 1997) 	��R��� metal ions [
A��B Fe2+ 	�]�
;���
M;"A�6�R!Z���C S
�[�������;Z��<�B� cation binding site  ��S�	��"� ��S�
;��6�R��@B��
Q��!�� <
��6�R	��R�<"A�	���7  �����b� H2O2 �M��?�����
	���R��� �� A�� (side chains)  ���

�M��
S�[�	�]�<�@B��
7����� (aldehydes ��M ketones) �LR�6�b� Fe2+ ��M H2O2 �A��	��R�� A�������
!
A�� 
OH�  (;��!���
 �� Fenton reaction) (Stadtman,1990; Moskovitz et al., 2002) �LR���Q�������

6Z����!�
���S�	��"�!@� �Z�[�!@B��
6Z����	��R�<"A�	���7���
�	�=���A	���� 
����b���
	Q�R� Lb� �� 
protein carbonyl ��Q��!��6�R_@�	���
�����!
��<A	<��_L���
	��
����	!��<��	��R�������"�@�
��!
M (Grune et al., 1997; Stadtman, 1993) 
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 ?���
6
���Q��B���
7�����S�
;����Q��!��	Q�R� Lb���B�������!Z���C (P<0.05) ��
��
	���
����	���
��� 3 ��R�S�� 	��R�	6������	���
6�R	����B���!B��_"�	���
 (;�
��6�R 9) �LR��B����
_L�����	���R������ ��S�
;����Q��!��6�R�B��;B���
_@�	<��R���Z��<A	��
����	!��<��  
	��R�������
	���R������
A��O��M��
�A��  �Z�[�!@B��
	Q�R������
��������	
��� 	��
��
6Z����
S�
;��6�R!Z���C �LR����	�]��"
	
�R�;A� ������	!��<����
M<�B����
	���
����	���
 ��M�Z�[�!@B
��
	��
��"�@���!
M6�R������
"��
����
 OH� ��
M��;����  ������=M	�]����
��
	Q�R��
���=
��
7�����S�
;����M��"�@���!
M��B��;B�	��R�� 	��R�	���	���
���_L� 14 28 ��M 42 ��� (;�
��6�R 
10) �LR���?�6Z����!�
���S�	��"�6�R	�]�[ ��� ��MS�
;�� ���	�]�!B���
M��� ��	���76�R��@B��
Q��!�� ��B��	�B�	���7	��
	���
�
� 	Q�R�����	!�R��;B���
_@�6Z���� �����
:L�������Q��B�
O��M	�
��
��������
��������	
�����?�S
�;
�����
6Z����S�
;��6�R	�]�!B���
M��� ��	���7 
��M��!B��6Z��<A	��
����	!��<��;B�	���7	��
	���
�
� (Dumaswala et al., 1996; Dumaswala et al., 
1997; Jarolim et al., 1990; Kriebardis et al., 2006)   

 
��
	Q�R� Lb� ����
7�����S�
;����Q��!�� �LR��!
�_L���
	Q�R���
	��
���@���!
M  

HO� �����
7�����S�
;��  ���M�Z�[�!@B��
6Z����	��R�<"A�	���7 ��	���76"����
��	���
 	���7	��

	���
 �����	��
��"�@���!
M���
��"�@��"�	��
7���[�
7 (Curnutte and Babior, 1987) ����6��6
��
6Z����6������@� �;B	��R��������
���=	���7�A�� �L�[�B��?��
M6�����
	<��R���Z��<A	��
��

6Z����	���7	��
	���
�
�6�R��@B A��	����[
A������ 
����b���
	���R������ ����
7�����S�
;����
Q��!���L�	�]�
����6�R!Z���C����
:L���?� ����"�@���!
M;B�S�
�!
A�� ��	���7	��
	���
�
�  
���?���
6
����!
��B�����	�
��
��������
��������	
�����?�;B�S�
;�� ��	��R�<"A�	���7��M
S�
;��6�R��@B��!O�Q��
�A�� �LR�����M!B�?�;B�	���76�b�6��;
���M6���A��;���Z�
�� �LR�?����
��
6Z����S�
;��6�R!Z���C���6�b�!���<�B����M�Z�[�!@B��
	Q�R����;
���<A���	���7	��
	���
�
� 
	�]�?��<A	���7	��
	���
�
�!@C	!����
6Z���� ��M	���7_@�6Z������6�R!"
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����*��A 9  ��
	�
���	6����B�����	 A� A� ����
7�����S�
;�� �B�� ��M<����!B��_"�	���
6�R�� 
     !�
 CPDA   

 
Control/Test                                                                                          Carbonyl proteins (nmol/ml) 
C                                                                                                                         6.95±0.82 a 
0                                                                                                                          9.49±0.88 b 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b   �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 

����*��A 10  �B�����	 A� A� ����
7�����S�
;�� ��
M<�B����
	���
����	���
6�R��!�
 CPDA 
   
Duration  (days)                                                                                      Carbonyl proteins (nmol/ml) 
0                                                                                                                          9.49± 0.88 a 
14                                                                                                                       12.77±1.06b 
28                                                                                                                       18.65±1.37 c 
42                                                                                                                       20.97±1.30d 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b,c,d �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 
6. B�+#*�����'��������(#��H#�����!��I )�I!������#��)�H�+#*��'���(#�)�* 

 

 ���?���
6
��� A��;A���b�<A	<��_L��YC<�6�R	��
 Lb���
M<�B����
	���
����	���
 S
���
!�	<;"<����������"�@���!
M6�R	Q�R� Lb� 	�]�?��<A
M���z����� ��	���7	!�R��!O�Q�� ��M	��

��
6Z����S�	��"�S�
�!
A�� ��	���7 �Z�[�!@B��
6Z����!�
���S�	��"�6�R!Z���C ��	���7 ��?�6Z�
�<A	���7!@C	!����
6Z���� !@C	!��
@�
B�� ��M!"
6A��	���7���M_@�6Z���� 
����b� �B�����	�
�M��M
�;��B�� ��	���7 (MFC) !���
_���_L�����	!��<��6�����O�Q6�R!M6A��_L��"=!���;� ��	��R�
<"A�	���7 	��R����
�����	
��� ���

�M��S� 	��
?�;B�	��R�����Z�[�!@B��
	���R������ ��
S�	��"�[ ��� ��MS�
;��6�R	�]����7�
M��� ��	��R�<"A�	���7 ��?�;B���
�
��
����"���
?B��
	 A���� ��!�

M<�B��O������M���	���7 ;��
���
������
<�"B� ��	��R�<"A�	���7 ��M��
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!@C	!���"=!���;����;�	����?��	���7	��
	���
�
� (Clarke, 1985; Pfafferot et al., 1982; Jain et 
al., 1983; Hochstein and Jain., 1981) ��
M<�B����
	���
����	��
	���
��?�;B���
	Q�R������
���
�����	
����Z�[�!@B��
�
����!���
_ ��!�
;A����"�@���!
M 6Z��<A��
M����
	���
����	���

���
���=��"�@���!
M!@� _L���A�M	�]������
���6�R�A��;B��������[�Q�6�R�M!
A������	!��<��;B�	��

	���
�
� ���Z�[�!@B��
�;� ��	��
	���
�
���6�R!"
  (Jozwiz  et  al., 1997) 
 

?���
6
���Q��B� �B� MCF 	Q�R� Lb���	���
6�R	�����!�
 CPDA ��� 3 ��R�S����B��[�B��
���!Z���C 	��R�	6������	���
6�R	����B���!B��_"�	���
 (;�
��6�R 11) !�
��A�������
�
�� ���B� 
Hct 	Q���	����A�� (;�
��6�R 13) �LR����	��
�����
	������ ��	���
��
A���M 14.28 
A��!�
 CPDA 
	��R��!B	���
��_"� ��������b����!
��B������
��������	
����� 3 ��R�S���
� ����
	���
����	���

���[�B��?�;B���
�;� ��	���7	��
	���
�
�������    

 
	��R�	���
����	���
���_L� 14 ��� �B� MCF �������	Q�R� Lb��;B[�B�����!Z���C6��!_�;� (;�
��

6�R 12) ��M	��R�Q���
=��
�� ���B� Hct 6�R 14 ��� (;�
��6�R 14) �!
�_L�������@B
�
 ��	���7	��

	���
�
�S
�
����!�
 CPDA �� 14 ����
� ����
	���
����[�B��?�;B�	���7������ �;B	��R�	���

����	���
���_L����6�R 28 ��M 42 �B� MCF 	Q�R�!@� Lb� Q
A��6�b� Hct 6�R�
����B�������!Z���C 
(P<0.05) ��M	��R�
@��O�Q6�R  14 ���M	<��	��
7	���;7��
�;� ��	��
	���
�
�6�R 50%  	 A����A����
	 A� A� ��!�
�M���6�R	�]�[�S�S6��� (isotonic solution) �!
�_L�O��M��
	Q�R�����	�
�M ��
	��
	���
�
�	��R�	���	�]�	������ 28 _L� 42 ��� ����M��?�;B�������@B
�
 ��	��
	���
�
� 
	��R���������
:L���_L���
6Z����S�	��"�����
��MS�
;�� ��	��R�<"A�	���7	��
	���
�
���
M<�B��
��
	���
����	���
  (Dumaswala et al., 1996; Dumaswala et al., 1997; Jarolim et al., 1990; Kriebardis 
et al., 2006; ) �LR�	Q�R� Lb���B��;B�	��R��  ��
	Q�R� Lb� ����
7�����S�
;����Q��!�����_L�����
	!��<�� ��S�
;��6�R��!B������
	Q�R���
?��;!�
��"�@���!
M	 A�6Z����!�
���S�	��"�6�R	�]�
[ ��� ��MS�
;�� ��	���7	��
	���
�
�  ��

B��6Z����	���7	��
	���
�
�6�b�O����	���7 ��M
O�����	���7 ��R�6������
"��
�	�]�?��<A	���7 !@C	!��<�A�6�R ��M��
6Z���� �Z�[�!@B��
	Q�R���

�;� ��	���7;���� (Knight et al., 1992; Chiu et al., 1989; Jain, 1988)  

 
���?���
6
���
����B��������[
A�B� ����	�
�M6�R	Q�R� Lb� ��	��
	���
�
�	��
����@B���

��
	Q�R�����	 A� A� �� MDA (;�
��6�R 8) �LR�!�
��A�������
6
������� (Chiu et al.,1989; 
Knight et al., 1992; Jain, 1988 and Wong et al., 1987) ��M��
	Q�R� �� TAC ��Q��!��	��R�����
��
	���R����� ��!�
;A����"�@���!
M���O����	���7 ���	�]�?������
!@C	!���"=!���;���;�
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 ��	��R�<"A�	���7	��
	���
�
�  ��M����
�;�	Q�R� Lb�;������	�
�M ��	��
	���
�
�6�R	Q�R� Lb�  
��
	��
��"�@��"�	��
7���[�
7 (superoxide radical) �����
�����[
�7��S�S����� (Carrel et al., 
1975) ���	Q�R���;
���
��A!�
;A����"�@���!
M ��M!B�?�;B���
 �!B������	�� (Chiu et al., 1989; 
Tsuda et al.,1972; Desforges and Slawski, 1972; Fagiolo et al., 1986) S�
;����Q��!�����	�]�
!�	<;"6�R!Z���C����
6Z����	��R�<"A�	���7	���7	��
	���
�
���M!B�?�;B���
�;� ��	���7 
	��R���������
	Q�R��
���=��
7�����S�
;�� (;�
��6�R 10) 6�R�!
�_L���
	Q�R������	
��� ��
S�
;����Q��!�� S
������?��������
	��
 OH� 6�R������
"��
�����
6Z����!�
���S�	��"�
 ��	���7 A��	���� �LR�	�]����
B��6�R!Z���C����
6Z����	���7	��
	���
�
� 

 
����*��A 11  ��
	�
���	6����B�����	�
�M ��	��
	���
�
� (Mean Corpuscular Fragility, MCF) 

�B�� ��M<����!B��_"�	���
6�R��!�
 CPDA 
   
Control/Test                                                                                                                 MCF (%)  
C                                                                                                                                0.3779±0.01 a 
0                                                                                                                                 0.3910±0.01 a 
 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 

����*��A 12  �B�����	�
�M ��	��
	���
�
� (Mean Corpuscular Fragility; MCF) ��
M<�B����
 
       	���
����	���
6�R��!�
 CPDA   

 
Duration  (days)                                                                                                             MCF (%)  
0                                                                                                                                 0.3910±0.01 a 
14                                                                                                                               0.4026±0.01 a 
28                                                                                                                               0.4588±0.01 b 
42                                                                                                                               0.4718±0.01 b 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b   �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
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@����A 14   �
���!
��B� % Hemolysis   ��	���
�B��	 A�_"�	���
 (C)  <���	 A�_"�	���
��� 3  
    ��R�S�� (0)  14  28 ��M 42  ;���Z�
��      

 
����*��A 13  ��
	�
���	6����B��
���;
	���7	��
	���
�
���
��B� (Hematocrit; Hct) �B�� 
                    ��M<����!B��_"�	���
6�R��!�
 CPDA   
 
Control/Test                                                                                                                Hct (%)  
C                                                                                                                              38.29±0.84 a 
0                                                                                                                               38.00±0.82  a 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
 
 
 
 
 
 

MCF 
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����*��A 14  �B��
���;
	���7	��
	���
�
���
��B� (Hematocrit; Hct) ��
M<�B����
	���
����	���
 
      6�R��!�
 CPDA   

 
Duration  (days)                                                                                                           Hct (%)  
0                                                                                                                                 38.00±0.82  a 
14                                                                                                                               37.21±0.72 a 
28                                                                                                                               33.43±0.37 b 
42                                                                                                                               31.00±0.77 c 

 
;��	� �!
��B� mean±SEM, n =7 
a,b,c   �!
����!Z���C6��!_�;� (P<0.05) 	��R�	�
���	6���������7	
������  
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��,!)�I+D#���#)�I 

 
��,! 

 

1. �
���= MDA ��M��
7�����S�
;����Q��!�� 6�R	Q�R� Lb���B��;B�	��R�� ��M��
�
��
 ��
M
����@;�[5S����	���7	��
	���
�
� ��M�����S�A��
����B��;B�	��R��  
B�������
	Q�R� Lb�
 ��
M
�� TAC ��Q��!�������6�R 14 _L� 42 �B��B�	���7	��
	���
�
� ��!"�� 6�R	���
������!�


����!O�Q ��	���7 CPDA ����
	��
�����
��������	
��� ��A6�R�"=<O@�� 4 ��:�	��	���! ��M��
��
��A��@;�[5S��
B��
A������
6Z���� ��
M���z����������	
���O����	���7   

 
2.  ��
	��
O��M	�
��
��������
��������	
��� !B�?��
����!���
_
�� ��!�
;A��

��"�@���!
M��Q��!�� (TAC) ��	���
6�R	���
����
A��!�
 CPDA 6�R 3 ��R�S�� �!
�_L���
�
��

6Z���� ��
M���z����������	
���O�����	���7 	��R���������
	���R������!O�Q��
�A�� ��
	���7 �Z�[�!@B��
�
��;�� ��	���7���B��;A� ����
	���
����	���
 ;B�	��R�	��
	���
�
�!@C	!��
�"=!���;� ��S�
�!
A����M��
6Z������� Lb� 
M
�� �� TAC ��Q��!���L�	Q�R�!@� Lb������6�R 
14 28 ��M 42 ��������?����������	�
�M ��	��
	���
�
�6�R	Q�R� Lb����Z�[�!@B��
�;� ��	��

	���
�
� ��M��!�
;A����"�@���!
M	���R�����!@BQ��!����
M<�B����
	���
����	���
 

 
3.  O��M	�
��
��������
��������	
���!B�?�	Q�R� lipid peroxidation  ��	��R�<"A�	���7 

(�
���= MDA) ��M�
M6�;B�������@B
�
 ��	���7	��
	���
�
� S
�	Q�R�����	�
�M ��	��

	���
�
� (�B� MCF) ���Z�[�!@B��
�;�	Q�R� Lb� (�B� Hct) 	��R�	���
����	���
���_L� 28 ��M 42 ��� 
��?�	Q�R���
	���R����� ��!�
;A����"�@���!
M!@BQ��!�� (TAC )��
M<�B����
	���
����	���
 
�����6�R 14  28  ��M 42   
 

4.  ��
M<�B����
	���
����	���
��	��
7�����	
��� ��S�	��"�[ ���6�R	�]�S�
�!
A�� ��
	���7	��
	���
�
���B����
	�� (��
	Q�R� �� MDA) �;B�M��?�;B�	���7	��
	���
�
���
	��6�R!"
��
���6�R 28 ��M 42 	��R�Q���
=���
	Q�R� �� MCF ��M��
�
 ��  Hct 

 
5.  �
���=��
7�����S�
;����Q��!��	Q�R� Lb���B��;B�	��R����
M<�B����
	���
����

	���
 �!
�_L������	
��� ��S�
;����Q��!����M	��R�<"A�	���7 �LR��B�_L�����[�B	<��M!� ��
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!O�Q��
�A�� ��	���7	��
	���
�
���
M<�B����
	���
���� 6�R������	!�R��;B���
	Q�R���
6Z����
	���7	��
	���
�
�  

 
6.  ���?���
6
���!���
_�
M	���[
A�B� ��
	���
����	���

A��!�
 CPDA ���_L� 28 

������[�B�<A�
M!�65�?�
�����
��A_B��	���
�<A��B!"�� �h��   
 

7.  ���?���
6
���6�R	��
 Lb��!
�_L���
	��
����	�
��
��������
��������	
�����

M<�B����
	���
����	���
!"��  S
�Q���
=����
����b��b��
6�R!Z���C �LR�?����_O��M
����B��
�Z�[�!@B��
	!�R�� ��
M���z�������"�@���!
M 	��
��
6Z����S�
�!
A�� ��	���7 ��M	���7_@�
6Z������6�R!"

���!
���O�Q 6�R 15 

 
   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

@����A 15  �!
���[���
6Z����	���7	��
	���
�
���
M<�B����
	���
����	���
 

?�;B�
M����
�z�������"�@�
��!
MO����	���7 

?�;B�
M����
�z�������"�@�
��!
MO�����	���7 

?�;B�!O�Q��
�A�� ��
	���7 

?�;B�
S�
�!
A�� ��
	��R�<"A�	���7 

Lipid peroxidation  
Protein oxidation 

Hemolysis ?�;B���
6Z���� ��	���7 

�I�I���������'��������(#� 
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+D#���#)�I 

 
1.  ��
����
:L���_L���
	!
��!�
;A����"�@���!
M <
��!�
�<AQ��������R�v 	 A�[���_"�

	���
��;
`�� (Maeda et al., 1992; Lindeman et al., 1992) 	Q�R�	Q�R�����!���
_����
;A����

6Z���� ����"�@���!
M 	Q�R�	Q�R�:���O�Q����
6Z���� ��	���7	��
	���
�
�<�����
_B��	���
�<A
!"�� �h�� ���6�b�����B��	Q�R��"=O�Q	���
�<A���	���
6�R	���	�]�	������ Lb�
A�� 

 
2.  ��
����
:L���_L���
6Z���� ��	���7	��
	���
�
�<������_B��	���
�<A���!"�� ;��
��

<��������
�<A	���
���!"�� �h�� 	Q�R��<A6
��_L��
M!�65�O�Q ��	���
6�R_@�	���
�������;B�M
�B��	��� 
 

3.  ��
��A	���
6�R	���
�������_L� 28 ������[�B�<A�
M!�65�O�Q����

����!"�� �h�� 
 
4.  ��
����
:L���?� ��O��M	�
��
;B�	���7 	��
	���
�
�	Q�R�	;�� 	Q�R�Q�I��

�
M!�65�O�Q ��M�"=O�Q ��	���
 ;��
����
	Q�R� A��@�6�R	�]���;
`������
	���
����	���

!"��  	Q�R�	�]����6������
��A?��;O�=>7	���
��B�����
M!�65�O�Q;B�[� 
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 1.  ���������I�	��C��E�F#�F������ Enzymatic Recycling Assay 
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�M<7��@;�[5S��(GSH) 
 

 ��@;�[5S����;����B�� �M6Z���
��
S
���5� enzymatic recycling method S
���A 	��[��7��@
;�[5S�� 
�
��	6! ( glutathione reductase) 	Q�R�<�����	 A� A� ����@;�[5S���� microtiter 
plate assay S
���:��<�����

����b <�@B sulhydryl  ����@;�[5S�� �M6Z������
������ 5,5t-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) ��M �<A!�	<���� �� 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) �LR�
_@���
�B���

@
�����!� 6�R ����������R� 405 ��S�	�;
 ��;
���
!
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S
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�;B������
�����
�A������ �LR���
�A��������b�M	�]�!�
!B��S
�;
�;B�����	 A� A� ���
�@;�[5S����;����B�� 
��
@� 

 
 

@��B�����A 1  �����
�����
��	�
�M<7 GSH 
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 1. Metaphosphoric acid  
 2. 100 mM  Sodium phosphate buffer pH 7.4 
 3. Ethylene Diamine Tetra Acetic acid-Na (EDTA �Na) 
 4. Oxidized glutathione (GSSG) 
 5. Triethanolamine 
 6. 5,5t-dithiosbis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 
 7. NADPH 
 8. Glutathione reductase (GR) 

9. 2-vinylpyridine 
 

#,!��
	 
 
 1. 	�
�R�� Elisa reader 
 2. 96 well plate 
 3. Eight multi-channel pipette 
 
 ��������� ���#�H�*��'���(#�)�* 
 
 1.  ��A	���
6�R��B����_"�	���	���
��;
`�� 2  �������;
 
  2.  �Y��
A������	
�� 1,300 g ��� 15 ��6� 6�R�"=<O@�� 4 ��:�	��	���! 
  3.  
@
���Q��!��  ��M
@
 buffy coat 6�b� [
A!B�� ��	��
	���
�
� 
  4.  	;���bZ����R� 4 	6B� ���
���;
;����B��?!��<A	 A����	Q�R�6Z��<A	��
	���
�
��;�  
  5.  �Y��;�;M���	��R�<"A�	���76�R  4,000 g ��� 15 ��6�  
  6.  
@
 ��	<��!B�����!B<��
6
��� (microcentrifuge tube)  
  7.  	;�� metaphosphoric acid �
���;
 1:1  ?!��<A	 A����
A�� vortex mixer 
 ��� 5 ��6�  
  8.  �Y��;�;M���
A����
 centrifuge 6�R 2,000 g ��B���A�� 2 ��6�  
  9.  
@
!B���!
A����[�A	Q�R�
���
��	�
�M<7 
  10. _A����[�B6Z���
��	�
�M<7 	���[�A6�R � 40 ��:�	��	���! 
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 ����������#* 
 
 1.  
@
;����B��!B���!��� A� 9 (6Z���
	������ 20 	6B�S
���A;����B�� 50 [�S�
��;
 	;�� 
buffer 950 [�S�
��;
), standard ��M blank (�bZ����R�) �
���;
��B���M 1 �������;
�!B�� 
microtube  
  2.  	;�� triethanolamine 50[�S�
��;
 	Q�R��
�� pH �<A	6B���� 7.0 ?!�
A�� vortex  mixure 
6��6� 
  3.  
@
 A� 1.2  standard ��M blank �
���;
 50 [�S�
��;
 ���� 96 well plate ;��;�
�� 
template plate 6�R�Z�<�
[�A 
 4.  	;�� reagent  (�
M���
A�� 1 �����S�� DTNB  1 �����S�� NADPH  100 �����S��  
Sodium phosphate buffer pH 7.4  ��M 20 �@��; Glutathione reductase)  <�"��M 100 [�S�
��;
 
;�b��;B<�"��
�_L�<�"�!"
6A����A	���[�B	��� 2 ��6� 
 5.  ��
�B� OD 6�R����������R� 405 ��S�	�;
 �B���B�6"�v 30 ����6���_L� 15 ��6�  
 6.  �Z��B�6�R 4  (�� A� 1.5) ��6����Z���=����	 A� A�	6�������B���;
`����@;�[5S�� 
(GSH standard) ;��!@;
 
 
���*��B�������#* 
 
 �Z���=����	 A� A�	6�������
����;
`��  
 
 !@;
�Z���= 
 
  GSH =    {(absorbance at 405 nm) � (y-intercept)} 
      Slope x sample dilution 
 
 



 75 

y = 0.0266x + 0.0264

R2 = 0.9909

0
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

GSH (umol/l)

A
b

so
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ce

 (
40

5 
n

m
)

 
@��B�����A 2  �
����;
`���!
�����	 A� A� ����@;�[5S�� (GSH)  
 

2.  ����������������K���+#*����D��#�,�C�#���I&���������$	���'��v#���&����#�H�*������ 

F������ Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) Assay 

 

������� 

 

  ��
��
�B�����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M��Q��!�� S
���5� Ferric Reducing 
Ability of Plasma (FRAP) Assay (
�
���������5���
 �� Benzie and Strain (1996)) S
���A
<�����
 ��!�
;A����"�@���!
M ��Q��!�� !���
_
�
���7 	��
�� [���� (ferric ion:Fe3+ ) [�
	�]�	��
�! [���� (ferrous ion: Fe2+) 6�R pH ;RZ� S�	��"� tripyridyl-triazine (TPTZ) �������
����M
������ 	��
�! [���� 6Z��<A	��
!��z� ��
�B���

@
�����!�6�R����������R� 593 ��S�	�;
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           (!�	<����)                                                  (!��z�) 
 
@��B�����A 3  �����
���
M<�B�� TPTZ ��� Fe2+  
 

��A��: Fernandez-Pachon et al. (2005) 
 
  �Z���=����	 A� A�[
A�����
	�
���	6����������	 A� A� �� Fe2+ 6�R6
������	 A� A���A� 
(0-3,000 [�S�
S��;B���;
) 
�����?��B�����!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M	�]��B�	�]� 
[�S�
S��;B���;
 (Iris F. F. Benzie and  J. J. Straint, 1996, Fernandez-Pachon et al., 2005)  
 
#,!��
	 

 
 1. <��
6
��� ��
 15 �������;
 
 2. Autopipette  ��
 20, 200��M 1000 [�S�
��;
 
 3.  Microcentrifuge tube 
 4.  Cuvette Q��!;�� 
 5.  	�
�R�� UV/VIS Spectrophotometer 
"B� Helios Alpha <���	� 	�
�R�� UVA 130623 
����
���6 ������[����� �Z���
 
 6.  Waterbath 
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������� 

 
 1.  2-4-6-tripyridyl-s-triazine ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
 2.  Ferric chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O) ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:
!<
�`�	�
��� 
 3.  Ferrous sulfate heptahydrate ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
 4.  Sodium acetate ����
���6 Sigma-Aldrich �
M	6:!<
�`�	�
��� 
 5.  Hydrochloric acid (HCl) 
 6.  Glacial acetic acid  

7. Deionized water 
 

������� 

 

 ��
	;
���;����B��Q��!�� 
 

1.  	���	���
S
���A!�
�z�������
� ��;�� ��	���
���
	���
�� 6�R����	 A� A�	���
�� 5-
10  �@��; ;B��������;
	���
 
 2.  �Z�[� centrifuge 6�R����	
�� 1,300 g ��� 15 ��6� 6�R�"=<O@�� 4 ��:�	��	���! 

3.  
@
	���!B�� ��	<���! (!B����)S
��
�:�����

����;B� white buffy layer �!B��
<��
6
��� 
 4.  _A����[�B6Z���
��	�
�M<7 	���[�A6�R � 80 ��:�	��	���!  
 
���������������� 

 
   1. FRAP reagent S
���A��;
�!B�� A� 1.1:1.2 :1.3 	6B���� 10:1:1 
 
   1.1 300 �����S��;B���;
 �� acetate buffer pH 3.6 (C2H3NaO2.3H2O 3.1 g + C2H4O2 16 
�������;
 	;���bZ��<A�
� 1 ��;
) 
   1.2  10 �����S��;B���;
 �� TPTZ  �M����� 40 �����S��;B���;
 �� HCl 
   1.3  20  �����S��;B���;
 �� FeCl3.6H2O 
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����������#* 

 

 1. 
@
 FRAP reagent �
���;
 1800 [�S�
��;
 �!B��<��
 ��
 15 �������;
 
 2. 	;���bZ����R��
���;
 180 [�S�
��;
 
 3. 
@
Q��!���
���;
 60 [�S�
��;
 (�������
���;����B��;A��������	 A� A�	6B����     
1/34 ) 
 4. ��
�B���

@
�����!�6�R����������R� 6�R 593 ��S�	�;
 	6������ standard 6"�v 15 
����6� ��� 10 ��6� 
 5. �Z��B� 6�R 4 ��6���� A� (4) ���Z���=<�����	 A� A�	6������ standard (Fe2+) 6�R6
��
����	 A� A���A� 
 
������*��B�  

  
  
���������!���
_
�� ��!�
;A����"�@���!
M 	�]�<�B�� [�S�
S��;B���;
 
 

y = 0.0003x - 0.0334

R2 = 0.9943
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@��B�����A 4   �
����;
`���!
�����	 A� A� ��	<���	��
7
��  
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3.  ���������I�	 Malondialdehyde (MDA) �D�� ���� Thiobarbituric Acid (TBA) assay 

 

������� 

 

 MDA 	�]�?��;O�=>76�R[
A��������
�����
	��
7�����	
��R� ��[ ��� �M[�6Z������
��� ��� 
Thiobarbituric acid (TBA) 	��
	�]� Thiobarbituric acid reactive substrate (TBARS) �<A!���Q@�
� 
�LR�	�]�?������
6Z������
���
M<�B�� TBA 2 S�	��"� ��� MDA 1 S�	��"� ��
�B���

@
�����!�6�R
����������R��!� 532 ��M 572 ��S�	�;
 	Q�R��Z���
�����
���
����6�R[�B��B MDA-TBA S
���

�Z��B� OD 6�R 532 ��S�	�;
��
A�� OD 6�R 572 ��S�	�;
  ��M
�����?��B� MDA 	�]� ��S�
S��;B��������;
 (Sinnhuber et al., 1958) 
 
 

 
 
@��B�����A 5  �����
���
M<�B�� TBA ��M MDA  
 
��A��: Sinnhuber ��M�=M (1958) 
 

#,!��
	 

 
 1.  <��
6
��� ��
 15 �������;
 
 2.  Autopipette  ��
 20, 200 ��M 1,000 [�S�
��;
 
 3.  Vortex mixer 
 4.  Cuvette quatze 
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 5.  	�
�R�� UV/VIS Spectrophotometer 
"B� Helios Alpha <���	� 	�
�R�� UVA 130623 
����
���6 ������[����� �Z���
 
 6.  Waterbath 
 
������� 

 
 1. 2- thiobarbituric acid (TBA) ����
���6 sigma 
 2.  Trichloroacetic acid ����
���6 sigma 
 3.  Butylatehydroxytoluene (BHT) ����
���6 sigma 
 4.  n-butanol 
 5.  Hydrochloric acid (HCl) 
 6.  Pyridine 
 7.  Deionized water 
 
������� 

 

 1. 
@
TBA (3.7 �
��;B���;
 �M����� 0.25 S��;B���;
 �� HCl) �
���;
 500 
[�S�
��;
 �!B<��
 centifuge tube  
 ��
 15 �������;
 
 2. 	;�� 15% trichloroacetic acid (�M���
A�� 0.25 S��;B���;
 �� HCl) �
���;
 1.5 
�������;
 
 3. 	;�� 0.5 M BHT �
���;
 50 [�S�
��;
  
 4. 	;��;����B��Q��!��  standard ��M blank (deionized water) �
���;
 250 [�S�
��;
  
�!B���;B�M<��
 
 5. ?!��<A	 A����
A�� vortex mixer 
 6. ;A�6�R�"=<O@�� 95� C ��� 1 ��R�S�� 
 7. 6Z��<A	���S
���B�bZ�	��� ��� 5 ��6� 
 8. 	;�� n-butanol ��M pyridine (15:1 v/v) �
���;
 3 �������;
 
 9. �Z�[��Y��
A��	�
�R�� centrifuge 6�R����	
��
�� 3,500 rpm ��� 10 ��6� 
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  10. 
@
!B����b����
���;
 2.5 �������;
 �!B cuvette ��
�B� OD 6�R����������R� 532 ��M 
572  ��S�	�;
 	Q�R��Z���
�����
���
����6�R[�B��B MDA-TBA 
 

������*��B� 

 
 
�����?�����	 A� A� ��	�]� Malondialdehyde 	�]� ��S�S��;B��������;
 
 

 
@��B�����A 6  �
����;
`���!
�����	 A� A� malondialdehyde (MDA)  
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4.  �����!����
���	�#���F!����&����#�H�*������  F��&%D����+#*  Levine )�I�
I (1990) 

 
������������#�H�*   

 

1. 	���
6�R	��� (whole  blood) centrifuge 6�R 1,300 g  	�]�	��� 15 ��6� 
2. 
@
���Q��!�������M	���6�R � 80 ��:�	��	���! (����B��M�Z�����A) 

 

������� 

 

1. 10 �����S�� 2,4-dintrophenylhydrazine (DNPH) 
2.  2.5 S���
7 HCl 
3.  20% TCA (w/v) 
4.  10 % TCA   
5.  thanol : ethyl acetate (1:1, v/v) 
6.  6 M guanidine hydrochloride 

 

���������!����
���	�#���F!���� 

 

1.   	;��Q��!�� 1.0 �������;
 ����<��
6
��� 2  <��
 (<��
�M 1.0 �������;
) 
!Z�<
��	;
���	�]�;����B������
6
!�� (test sample) ��M ;����B������"� (control  sample) 

2.  S
� 	;�� 4.0 �������;
  �� 10 mM 2,4-dintrophenylhydrazine (DNPH) 6�R�M���
A�� 
2.5 M HCl  �<A	�]� ;����B������
6
!�� 

3.   �!B	uQ�M 4.0 �������;
  �� 2.5 S���
7 HCl  	�]�  ;����B������"� 
4.   ?!��<A	 A���� ��A� incubate 6�R�"=<O@��<A�� (��
) 	�]�	��� 1 ��R�S�� S
�;A��	 �B�

<��
 6"� 15 ��6�  
5. 	;�� 20% TCA (w/v)  5 �������;
 ��6�b� 2 <��
 ;�b�<��
���bZ�� �� 10 ��6� 
6. �Z�[� centrifuge 6�R 1,300 g 	�]�	��� 15 ��6�  �M[
A;M���S�
;������A�  
@
!B�� 

�!6�b�[� 
7. �A��;M���S�
;��  
A�� 10 % TCA   
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8. �A��;M���S�
;��  ���  3  �
�b�
A��  4  �������;
  �� ethanol : ethyl acetate (1:1, v/v) 
	Q�R��Z���
	��!B��6�R[�B[
A6Z������
������ DNPH ��M !B��6�R	�]�[ ������  

9. �M���;M���S�
;��
A�� 6 S���
7 guanidine hydrochloride  2  �������;
  
10. incubate 6�R 37 ��:�	���	���! ��� 10 ��6� �� water bath 
11. ���!B��6�R[�B�M������S
���
 centrifuge 
12. ��
�
���=��
7�����S�
;��
A��	�
�R�� spectrophotometer 6�R����������R� 370 ��S�

	�;
  S
�	�
���	6����;B�M;����B������
6
!�� ��� ;����B������"�  
13. �Z���=�
���=��
7�����S�
;��S
���
	�
���	6������;����B������"� 

       14.  �Z�����
���=��
7�����S�
;��S
���A 22,000 M-1Cm-1  �LR�	�]��B� molar extinction 
coefficient (ε)   ����
7�����S�
;�� 

15. !@;
�Z���� 
 

�
���=��
7�����S�
;�� =              OD.           X   �
���=;��6Z��M���S�
;�� 
                                                         0.022                          �
���=;����B��  
 
�!
�<�B���
���=��
7�����S�
;��	�]�  ��S�S��;B��������;
   
 

5.  ���������I�	�H������!��I+#*��'���(#�)�* F������  Osmotic fragility test  (McGown et al., 
1983) 
 

������� 

 
1.   	;
���<��
6
��� 8 �������;
 �Z���� 12 <��
 �Z���� 2 �"
 (duplicated) �;B�M

<��
�

�"
A��!�
 NaCl 6�R����	 A� A�;B��v ���
���;
 1 �������;
 
��;�
�� 
 

<��

6�R 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

%NaCl Dw 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 
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2.   �Z�	���
[��Y�����Q��!��
A����
 centrifuge 6�R����	
�� 1,300 g  ��� 7 ��6� 
3.   
@
���Q��!��
A��Q�!	;�
7��	�; 	<���[�A�;B	��
	���
�
� 
4.   	;��!�
�M��� PBS pH 7.4 ����<��
�

�"	��
	���
����;
�!B��	��
	���
;B�

!�
�M��� 1:5 ��
��
A�� parafilm  ?!��<A	 A����S
���
Q���<���<��
�A�v 	Q�R�[�B�<A	��
	���

�;� 

5.   �Z�!B��?!�	��
	���
[��Y�����	��
	���
;�� A� 2  ��A�
@
���!B��6�R	�]�!�
�M����! 
��M��b�?��	��
	���
 ����M	���
	���
 (buffy coat) 6�b�
A��Q��!	;�
7��	�; 

6.   6Z� A� 4-5 �bZ���� 1 �
�b� 	Q�R��A��	��
	���
��M ��
Q��!��6�R�M����� 
7.   	;��!�
�M��� PBS pH 7.4 ����<��
	��
	���
 ����;
�!B�� 1:2  	Q�R��<A[
A!�


� �����	��
	���
 ����;
�!B�� 50%  ��
����M?!��A�v �<A	 A���� 
8.   �

�"!�
� �����	��
	���
 50% �����;B�M<��
6�R	;
���[�A;�� A� 1 ���
���;
 50 

[�S�
��;
  ?!�	��v �<A	 A������M;�b�6�b�[�A 15 ��6� 
9.   	;��!�
�M��� 0.9% NaCl  3 �������;
 ����6"�<��
  �<A!�
�M���[<���;��?���

<��
	��v 	Q�R�
M�����
�;� ��	��
	���
 ?!�	��v��A��Z�[��Y��;�� A� 2  
10. ��AQ��!	;�
7��	�;!M��

@
!�
�M���!B���� (supernatant) [���
����	 A�!�
A��

	�
�R�� spectrophotometer 6�R����������R� 540 ��S�	�;
 
11. ��
�Z���=��M�!
�?� 

 
    11.1  ��
�Z����<�	��
7	���;7��
�;� ��	��
	���
�
� (Hemolysis) S
���A!@;
 

 
% Hemolysis =        O.D. Soln     x   100 
       O.D. H2O 
   

O.D. Soln     =   Optical density   ��!�
�M��������
�;� ��	��
	���
�
� ��!�
�M������

;B��v 
O.D. H2O      =   Optical density   ��!�
�M��������
�;� ��	��
	���
�
� ���bZ����R� 
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 11.2  ��
�Z�����B�  Mean  Corpuscular Fragility  (MCF) S
���A!@;
 
����b 
  

                       0.05  x   �B�!@�!"
6�R��@B���B��6�R6Z��<A	��
	���
�
��;� 50%  - 50     
                                                                                                                                            (1) 

�B�!@�!"
6�R��@B���B��6�R6Z��<A	��
	���
 -  �B�;RZ�!"
6�R��@B���B��6�R6Z��<A	��
	���
   
                              �
��;� 50%                                           �
��;� 50% 
 

�Z� ?� ��!���
6�R (1)   +   % NaCl  ���B�!@�!"
6�R��@B���B��6�R6Z��<A	��
	���
�
��;� 
50%  �M[
A�B� MCF 6�R��<�B��	�]� % NaCl 6�R6Z��<A	��
	���
�
��;�6�R
M
�� 50% 
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!�I��������G���)�I����J�*��  
 
��R�  ���5����6
7  !������� 
	��
���6�R 23 �
�\��� 2526 
!_��6�R	��
  �Z�	O�����[!� ���<��
 ��¦!��5"7 
�
M��;���
:L��� �6.�. (��6��:�!;
7!" O�Q!�;�7) �<���6�����	6�S�S���


������;M������ ��6��	 ;���Q
M ���<��
 ���"
�  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 




