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1. ÖZET 

Örnek Saklama Koşullarının Serum Oksidatif Stres Biyobelirteç Düzeyleri 

Üzerine Etkisi 

Oksidan-antioksidan dengenin oksidan yöne değişmesi olarak bilinen oksidatif stres 

bir çok hastalığın patofizyolojisinde rol oynamaktadır. Buna bağlı olarak bilimsel 

araştırmalarda kan örneklerinde oksidatif stres parametrelerinin ölçümü oldukça sık 

yapılmaktadır.  

Bu tez çalışmasında, kan örneği (serum) saklanma koşullarının ve süresinin yaygın 

olarak kullanılan oksidatif stres parametreleri olan TOS, TAS ve IMA ölçümleri üzerine 

etkisinin araştırması amaçlandı. Bu parametrelerin tayini için kullanılan serum örnekleri 

Klinik Biyokimya Laboratuvarına gelen ve serum indeksleri (hemoliz, ikter ve lipemi) 

normal olarak rapor edilen örneklerden seçildi. IMA ölçümleri Bar-Or yöntemiyle, TOS ve 

TAS kolorimetrik ticari kitler kullanılarak ve albümin tayinleri ise otoanalizörde yapıldı.  

Çalışmamızın verilerine göre; hem 4 °C’de 15 gün boyunca hem de -20 °C ve -80 

°C’de 2 ay saklanan serum örneklerinde yapılan IMA ölçümleri başlangıç değerlerinden 

farklı bulunmamıştır. 4 °C’de 15 gün boyunca saklanan serumlarda ölçülen TOS ve TAS 

değerlerinin 5. günden sonra başlangıç gününden anlamlı derecede farklı olduğu 

görülmüştür. 4 °C’de saklanan örneklerin TOS ve TAS düzeyleri arasında güçlü bir negatif 

korelasyon olduğu belirlenmiştir. -20 °C ve -80 °C’de 2 ay saklanan örneklerdeki TOS ve 

TAS düzeyleri ise başlangıç ölçümlerinden farklı değildi. Ayrıca dondurularak saklanan 

serum örneklerinde (-20 °C ve -80 °C’de) ölçülen TOS, TAS ve IMA seviyeleri arasında 

hem saklama sıcaklığı hem de saklama süresi yönünden bir fark tespit edilmemiştir.  

Sonuç olarak; serum örneklerinin 4 °C’de IMA ölçümü için 15 gün, TOS ve TAS 

tayini için ise en fazla 4 gün saklanabildiği görülmektedir. Daha uzun süre gerektiren 

saklanmalar için serum örneklerinin -20 °C veya -80 °C’de dondurulmasının uygun olacağı 

kanatine varılmıştır. 

Anahtar Sözcükler: Antioksidan, Oksidatif Stres, Oksidan, Reaktif Oksijen Türleri, 

Serum 
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2. SUMMARY 

Effect of Sample Storage Conditions on Serum Oxidative Stress Biomarker 

Levels 

Oxidative stress, known as oxidant-antioxidant balance oxidative disruption, plays 

a role in the pathophysiology of many diseases. Accordingly, the measurement of oxidative 

stress parameters in blood samples is frequently performed in scientific researches.  

In this thesis study, it was aimed to investigate the effect of blood storage (serum) 

storage conditions and the commonly used oxidative stress parameters on TOS, TAS and 

IMA measurements. Serum samples used for the identification of these parameters were 

selected from the samples that came to the Clinical Biochemistry Laboratory and whose 

serum indices (hemolysis, icterus and lipemia) were reported as normal. IMA 

measurements were performed using the Bar-Or method, TOS and TAS colorimetric 

commercial kits, and albumin determinations were performed on the autoanalizer.  

According to the data of our study; IMA measurements on serum samples stored at 

4 °C for 15 days and at -20 °C and -80 °C for 2 months were not different from the 

baseline values. TOS and TAS values measured in sera stored at 4 °C for 15 days were 

significantly different from baseline after 5th day. It was determined that there was a 

strong negative correlation between the TOS and TAS levels of the samples stored at 4 °C. 

The TOS and TAS levels in the samples stored at -20 °C and -80 °C for 2 months were not 

different from the baseline measurements. There was also no difference between TOS, 

TAS and IMA levels measured in freeze-dried serum samples (at -20 °C and -80 °C), both 

in terms of storage temperature and storage time.  

As a result; serum samples can be stored for 15 days for IMA measurement at 4 °C 

and for up to 4 days for TOS and TAS determinations. For long-term storage, it has been 

shown that freezing serum samples at -20 °C or -80 °C is appropriate. 

Key Words: Antioxidants, Oxidant, Oxidative Stress, Reactive Oxygen Spices, Serum 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

Canlı organizmalar bünyelerinde gerçekleşen her türlü değişikliğe karşı var olan 

dengelerini korumaya çalışırlar. Homeostazis olarak adlandırılan bu süreç sırasında 

hücrelerden gereksiz, fazla ve zararlı maddeler uzaklaştırılarak iç çevrenin dengeli bir 

durumda kalması sağlanır (1). Canlılar metabolik yakıtlarını enerjiye dönüştürürken 

oksijeni kullanırlar (2).  Bunun sonucunda dış elektron kabuğunda eşleşmemiş elektron 

içeren oldukça reaktif, kısa ömürlü ve kararsız olan reaktif oksijen türleri (ROS) oluşur. 

Normal şartlarda; antioksidan savunma sistemleri ile dengede olacak şekilde üretilen 

reaktif oksijen türleri ve diğer reaktif ürünler canlıların patojenik mikroorganizmalara karşı 

savunmasında, hücre sinyalizasyon yollarında ve redoks reaksiyonlarının düzenlenmesinde 

kullanılmaktadır. Ancak reaktif molekül düzeylerindeki artış ve/veya antioksidan sistemin 

yetersizliği sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir (3). 

Oksidatif stresin kanser, diyabet, akut renal yetmezlik, bronşit, kardiyovasküler 

bozukluklar ve nörodejeneratif hastalıklar gibi birçok patolojik durum ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Vücut sıvı ve doku örneklerinde bu hastalıklarla ilişkili gerek rutin gerekse 

araştırma amaçlı birçok oksidatif stres biyobelirtecinin düzeyleri ölçülmektedir. Bu 

biyobelirteçlerden iskemi modifiye albümin (IMA), toplam oksidan seviye (TOS) ve 

toplam antioksidan seviye (TAS) sıklıkla kullanılmaktadır (4). IMA düzeyleri ölçümü için 

genelde Bar-Or yöntemi, TOS ve TAS seviyelerini belirlemek için ise kolorimetrik ticari 

kitler tercih edilmektedir (5, 6). 

Kullanım amacına uygun olarak çeşitli vücut sıvılarında veya solid doku 

örneklerinde oksidatif stres biyobelirteçlerinin tayini yapılabilmektedir. Ancak, kolayca ve 

yeterli miktarda elde edilmesi nedeniyle bu tayinler için kan örneklerinin daha çok tercih 

edildiği görülmektedir (5). Analiz sonuçları örneğin alınmasından sonucun elde edilmesine 

kadar geçen bütün süreçlerden etkilenmektedir.  Doğru ve güvenilir ölçüm sonuçlarının 

üretilmesi bu süreçlerin standardize edilmesi ve oluşabilecek hataların en aza indirilmesi 

ile sağlanır. Bilimsel araştırmalarda örneklerin toplanma süreleri günler, aylar hatta yıllar 

alabilmektedir. Ayrıca klinik sağlık hizmetleri sırasında hasta örneklerinin laboratuvarlara 

gönderilmesi ve örneğin analiz için ön işlemden geçirilmesi belirli bir zaman almakta veya 

zorunluluk halinde saklanması gerekmektedir. Örnek saklama şartları ve süresinin analiz 

sonuçlarını anlamlı miktarlarda etkilediği bilinmektedir.  
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Ancak; literatür verileri incelendiğinde TOS, TAS ve IMA gibi oksidatif stres 

belirteçlerinin tayininde kullanılan örneklerin saklanma şartlarının ölçüm sonuçlarına 

etkisini belirleyen bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu tez çalışmasında, kan örneği 

saklanma koşullarının ve süresinin TOS, TAS ve IMA düzeyleri üzerine etkisinin 

araştırması amaçlanmaktadır (4). Çalışmadan elde edilecek sonuçların araştırma veya rutin 

amaçlı olarak oksidatif stres biyobelirteç analizleri için kullanılan kan örneği saklanma 

şartlarının standardize edilmesine ve doğru sonuçların elde edilmesine önemli bir katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Oksidatif Stres ve Biyomoleküller Üzerine Etkisi  

Oksijenli bir ortamda hücrenin hayatını sürdürmek için antioksidanların her zaman 

olması gerekmektedir. Biyolojik sistemlerde bazen çeşitli nedenlerden dolayı serbest 

radikallerin aşırı üretimi ve antioksidanların tamamen veya kısmen yetersizliği serbest 

radikaller arasında olan dengeyi serbest radikaller lehine bozarak oksidatif stres denilen 

durumu ortaya çıkarmaktadır. Oksidatif stres, aşırı oksidan bileşikleri üretimi ve yetersiz 

antioksidan savunma mekanizmaları arasındaki dengesizlikten kaynaklanan doku hasarı 

olarak tanımlanabilir (3, 7, 8). 

 

                         

                              Serbest radikaller                                                                      

                                                                                                      Antioksidanlar        

                                                                                                                                                                                                                                                   

                                                                                                                                                                           

         

 Şekil 1. Oksidatif stres dengesi      

Oksidatif stresin proteinler, karbohidratlar, lipitler, nükleik asitler ve diğer hücresel 

biyomoleküllere zarar verdiği ve bu hasarın oldukça önemli bir risk oluşturduğu  

günümüzde ispatlanmıştır (9). 

Lipitler Üzerine Etkisi 

Membran fosfolipidlerinde bulunan doymamış yağ asitleri, serbest radikal hasarına 

karşı son derece hassastır. ROS’lar ile hücre hasarı meydana gelirken lipit-serbest 

radikaller ve lipit peroksitler de oluşmaktadır (10). 

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafından başlatılır. Membran yapısında 

bulunan kolesterol ve yağ asitlerinin oksidasyonunu içeren alil grubundan (alfa metilen) bir 

hidrojen çıkarsa lipit radikali meydana gelir. Bu olay bir kez başladıktan sonra otokatalitik 

zincir reaksiyonları şeklinde yürümektedir (11).  

Membran fosfolipitlerinin yapısında bulunan doymamış uzun zincirli yağ asitleri, 

araşidonik asit ve dokosaheksaenoik asittir. Lipit peroksidasyonu hücre membranının, 
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akışkanlığını ve geçirgenliğini bozarak hücre membranına zarar verebilir. Bu olay üç 

aşamada gerçekleşir: 

1. Başlangıç  

Primer bir serbest radikalin, metilen karbonundan bir hidrojen atomu çıkarması ile 

başlar ve lipit radikalleri (L˙) oluşur. Lipit radikalleri O2 ile reaksiyona girerek lipit 

peroksit radikallerini (LO2˙) oluşturur. 

        LH  + OH- L + H2O 

        L + O2 LO2 

2. İlerleme  

LO2˙ çevredeki bir doymamış yağ asidi molekülünden bir hidrojen atomu alarak 

başka bir lipit radikali tepkimesi gerçekleşir ve kendisi lipit hidroperokside indirgenir.  

LO2  + LH LOOH + L 

3. Sonlanma  

Ya iki L˙’nin birbiriyle tepkimeye girerek tahrip olması ile ya da L˙’nin bir 

antioksidan ile tepkimeye girmesi ile gerçekleşir.  

L +L  2L 

LO2 +LO2 LOOL  

L+IH  LH+ I 

L+I LI 

Serbest radikallerin sebep olduğu lipit peroksidasyonuna "enzimatik olmayan lipit 

peroksidasyonu" denir. Lipit peroksidasyonunun son ürünlerinden olan malondialdehit 

(MDA) biyolojik materyallerde serbest formda veya doku içerisinde kompleks olarak 

bulunur. MDA, üç karbonlu bir dialdehittir (10). 

Proteinler Üzerine Etkisi 

Serbest radikaller proteinleri doğrudan etkiler. Proteinlerin hasar görme derecesi 

içeriğine göre farklıdır. Aromatik amino asitler (triptofan, tirozin, fenilalanin) doymamış 

bağ içerdiğinden ve sistein, sistin ise kükürt içerdiği için serbest radikaller ile daha yüksek 

reaktiviteye sahiptir. Bu aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylıkla 

etkilenir (11).  
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Reaktif oksijen türlerinin etkileri sonucu albümin ve immunoglobin G (IgG) gibi 

fazla sayıda disülfit bağı bulunduran proteinlerin tersiyer yapısı bozulur. Hemoglobinin 

ferro demiri (Fe2+) süperoksit ve diğer oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarlı olup, 

oksihemoglobinin süperoksit radikali (O2
⋅−) veya hidrojen peroksitle (H2O2) reaksiyonu 

sonucu oksijen taşımayan methemoglobin oluşumuna neden olur (12). 

Serbest radikaller, amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve 

agregasyonu gibi yapısal değişikliklere sebep olarak birçok protein hasarına neden olabilir. 

Oksitlenmiş proteinlerin birçoğu fonksiyonel olarak doğada inaktiftir ve hızlı bir şekilde 

uzaklaştırılır (13).  

DNA Üzerine Etkisi 

DNA serbest radikallerden kolaylıkla etkilenir. İyonize edici radyasyonla oluşan 

radikaller, DNA’yı etkileyerek hücre mutasyonuna ve ölümüne yol açabilirler. Hidroksil 

radikali (OH•) deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve değişikliklere yol açar. 

Aktive olmuş nötrofillerden salınan H2O2 membranlardan kolayca geçebildiği için hücre 

çekirdeğine kadar ulaşır burada oluşan hidroksil radikali dört DNA bazıyla reaksiyona 

girerek baz modifikasyonlarına yol açar (14, 15).  

Serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek şeker (Deoksiriboz) parçasından 

hidrojen atomlarının kaybına veya ilavesine sebep olabilir. Özellikle, pirimidinin C4-C5 çift 

bağı hidroksil radikalinin saldırılarına karşı çok hassastır. Bu saldırılar sonucunda timin 

glikol, urasil glikol, üre 55 kalıntısı, 5-hidroksideoksiüridin, 5-hidroksideoksisitidin ve 

hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar ürünleri meydana gelir (15).   

Karbohidratlar Üzerine Etkisi 

Serbest radikallerin karbohidratlara etkisiyle çeşitli ürünler meydana gelir ve 

bunlar, çeşitli patolojik süreçlerde önemli rol oynarlar. Hidroksil gibi serbest radikaller, 

karbohidratlar ile reaksiyona girer ve karbon atomlarının birinden bir hidrojen atomu 

çıkararak karbon merkezli radikal üretirler. Bunlar hiyaluronik asit gibi önemli 

moleküllerde zincir kırılmalarına yol açar (16). 

4.2. Oksidatif Stres Kaynakları 

Oksidatif stres ve ona sebep olan reaktif oksijen ve azot türleri normal hücresel 

metabolizma sırasında oluşabildiği gibi, çeşitli dış etkenlerden de meydana gelebilirler ve 
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insan vücuduna zarar verme potansiyeline sahiptirler (17). Kovalent bağların homolitik 

kırılması, bir molekülün elektron kaybetmesi ve normal bir moleküle tek bir elektron 

transferi gibi yollar ROS’ların oluşumuna sebep olmaktadır (18). 

Ekzojen Kaynaklar 

Hava kirliliği, pestisitler, sigara dumanı, çözücüler, anestezikler, aromatik 

hidrokarbonlar gibi ekzojen maddeler serbest radikal üretimine yol açabilir. Gama, X ve 

mikrodalga ışınları gibi iyonize radyasyon ışınları serbest radikallerin kaynaklarından 

sayılabilir (19).  
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Endojen Kaynaklar 

Tablo 1. Endojen oksidatif stres kaynaklar (Sánchez’den, 20, Gupta’dan, 21,  

Cheeseman’den, 22, Kehrer’den, 23, Donaghy’den, 24) 

 

Mitokondriyal elektron taşıma zinciri 

Oksijen sızıntısı submitokondrial zarda 

yerleşmiş oksidatif fosforilasyon zinciri ile 

dört elektron alarak suya indirgenir ve 

oksijenin % 1-3’ü süperoksit radikalini 

üretebilir. 

Endoplazmik retikulum ve nükleer 

membranlar 

Serbest radikal üretimi, membrana bağlı 

sitokromların oksidasyonundan kaynaklanır. 

Küçük moleküllerin otooksidasyonu Tiyoller, katekolaminler, tetrahidrofolatlar, 

flavinler süperoksit radikalinin kaynağıdır. 

 

Enzimler 

Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz, 

flavoprotein dehidrogenaz, aminoasit 

oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi enzimlerin 

aktif yerinde ara ürünler olarak devamlı 

şekilde serbest radikaller (H2O2 ve O2
●-) 

oluşabilir. 

 

Geçiş metaller 

Demir ve bakır, oksidoredüksiyon 

reaksiyonlarında yer aldıklarından dolayı 

serbest radikal reaksiyonlarında katalizörler 

olarak iş görürler. 

 

Toksik maddeler 

1) Kendisi bir serbest radikaldir.  

 2) Bir serbest radikale metabolize olur.  

 3) Metabolizması sonucu serbest oksijen 

radikali meydana gelir.  

 4) Antioksidan aktiviteyi düşürür.  

 

Araşidonik asit 

Fagositik hücrelerin uyarılması sonucu 

plazma membranındaki araşidonik asit 

serbestleşir ve enzimatik oksidasyonla 

"enzimatik lipid peroksidasyonu" adı verilen 

çeşitli serbest radikal ana ürünleri meydana 

gelir. 

İmmün sistem hücreleri 
Patojenlere yanıt olarak reaktif oksijen türleri 

üretebilir. 
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4.3. Serbest Radikal Türleri 

Serbest radikaller, atomik ya da moleküler yapılarda dış atomik orbitallerinde bir 

veya daha fazla eşleşmemiş elektron içeren yüksek enerjili oldukça kararsız yapıda ve 

kimyasal olarak reaktif bileşiklerdir (16). Eşleşmemiş elektronu bulunmayan moleküller 

serbest radikaller kadar kararsız ve reaktif değildirler ancak kolayca radikallere dönüşürler 

(14). Serbest radikal olarak kabul edilen atom ve moleküller, elektron konfigürasyonları, 

termodinamik yapıları ve lokal kinetik reaktiviteleri ile değerlendirilirler. Cu2+, Fe3+, Mn2+ 

ve Mo5+ gibi geçiş metallerinin de eşleşmemiş elektronları olduğu halde serbest radikal 

olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonları katalizlediklerinden dolayı serbest 

radikal oluşumunda önemli rol oynarlar (17). 

Serbest radikaller; reaktif oksijen ve azot türleri olarak iki gruba ayrılırlar (18). Bu 

türler Şekil 2’de gösterildi. 

 

Şekil 2. Serbest radikal türleri  

Reaktif oksijen türleri kendi aralarında radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki 

gruba ayrılırlar (12, 25-27). Reaktif oksijen türleri sınıflaması Tablo 2’de verildi. 

 

 

 

 

 

Süperoksit, Hidroksil, Peroksil, Lipit 
peroksil, Alkoksil, Hidroperoksil, 

Hidrojen peroksit, Hipokloröz asit, 
Ozon, Singlet oksijen, Hidroperoksit

Reaktif 
oksijen 

Reaktif 
nitrojen 

Nitrik oksit, Nitrojen dioksit 

Nitrik asit, Peroksinitrit, Dinitrojen 
trioksit

Serbest 
radikaller 



  

11 

Tablo 2. Reaktif oksijen türleri ( İşbilir’den, 12, Gürgöze’den, 25, Büyükuslu’dan, 26,  

               Şenerden, 27 ).                         

Radikaller Radikal Olmayanlar 

Süperoksit  O2
-
 Hidrojen peroksit  H2O2 

Hidroksil  OH Hipokloröz asit  HOCl 

Peroksil  RO2 Ozon  O3 

Alkoksil  RO Singlet Oksijen  O2 

Hidroperoksil  HO2 Hidroperoksit  L(R)OOH 

 

Süperoksit Radikali (O2
•-) 

Aerobik hücrelerde oksijen atomunun bir elektron alarak indirgenmesi sonucu 

süperoksit radikali (O2
.-) meydana gelir.   

                                            O2 + e-   →  O2
.- 

Süperoksit radikalinin fizyolojik olarak üretildiği ana noktalardan birisi 

mitokondriyal taşıma zincirindeki NADH dehidrogenaz ve Koenzim Q gibi elektron 

taşıyıcılarıdır. Süperoksit radikalinin biyomoleküllerle olan reaktivitesi düşüktür (24).  

İnsan vücudundaki normal metabolizma sırasında tüketilen oksijenin % 1-5 kadarı 

süperoksit radikalini oluşturmaktadır (7).  

Hidrojen Peroksit (H2O2) 

H2O2’in dış yörüngesindeki elektronlar eşleşmiş olduğu için serbest radikal olarak 

kabul edilmez, ancak kuvvetli bir oksidandır. 

Süperoksit dismutaz enzimi tarafından katalizlenen bir reaksiyonda H2O2 bir geçiş 

metali olan Fe2+ ile tepkimeye girerek hidroksil radikalinin oluşumuna neden olur. 

              O2
. + Fe3+        →      O2 + Fe2+          

              H2O2 + Fe2+     →      OH- + OH. +  Fe3+  (Fenton reaksiyonu ) 

H2O2 biyolojik membranları geçerek hücrelerin arasına veya içine kolayca difüze 

olabilir ve uzun ömürlü bir oksidan olarak adlandırılır. Fenton tepkimesi vücut sıvılarının 

iyonize edici radyasyonla karşı karşıya kaldığı durumlarda sıkça görülmektedir (16).  
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Hidroksil Radikali (OH) 

Süperoksitle reaksiyona giren hidrojen peroksit, Haber-Weiss tepkimesi ile hücrede 

oldukça toksik olan hidroksil radikalini oluşturmak için parçalanır. 

             O2
. + H2O2    →  O2  + OH- + OH.   (Haber-Weiss reaksiyonu ) 

             OH· + RH     →   R· + H2 O    

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve zararlı olan hidroksil radikalinin yarılanma 

ömrü çok kısa (10-9 saniye) olmasına rağmen ortamda rastladığı her biyomolekülle 

tepkimeye girer ve oluştuğu yerde büyük hasara sebep olur. Özellikle elektronca zengin 

bileşikler hidroksil radikalinin hedefi olarak tercih edilir (19). 

Singlet oksijen (1O2) 

Singlet oksijen biradikal oksijenin elektronlarından birinin enerji alarak kendi 

spininin ters yönünde olan başka bir orbitalle yer değiştirmesiyle oluşur. Singlet oksijenin 

yapısında eşleşmemiş elektronu olmadığı için radikal grubundan sayılmaz. Delta ve sigma 

olmak üzere iki şekli vardır. Delta şekli daha düşük enerjili (92 kj) uzun yarı ömürlü ve 

sigma şekli (155 kj) daha kısa yarı ömre sahiptir (19).  

4.4. Antioksidan Savunma Sistemleri 

Canlı organizmalarda metabolizma sırasında veya patolojik yollarla meydana gelen 

reaktif oksijen türlerinin oluşumunu kontrol altında tutmak veya oluştuktan sonra 

hasarlarını engellemek için çeşitli antioksidan savunma sistemleri gelişmiştir. 

Antioksidanlar canlı hücrelerde biyolojik moleküller gibi okside olabilecek maddelerin 

oksidasyonunu önleyen ve geciktirebilen maddelerdir. Bu maddeler düşük 

konsantrasyonlarda bile görevlerini yerine getirirler (28). Bu özellikleriyle hücrenin tümör 

oluşturma riskini ve hücre ölümünü azaltırlar. Hücrelerin hem sıvı hem de membran 

kısmında bulunan antioksidanlar değişik etki mekanizmalarına sahiptirler. Bu 

mekanizmalar şu şekilde sınıflandırılabilir (29, 30). 

1. Toplayıcı etki: Bu etkiyle serbest oksijen radikallerini tutup veya reaktif 

olmayan yeni bir moleküle çevirirler.  

2. Bastırıcı etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak aktivitelerini 

azaltır veya inaktif şekle dönüştürürler.  
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3. Onarıcı etki: Lipid, protein ve DNA gibi yapılarda olan hasarı onarmaktadır.  

4. Zincir kırıcı etki: Serbest oksijen radikallerine bağlanıp zincirlerini kırar ve 

fonksiyonlarını engellerler.  

Antioksidanlar yapılarına, kaynaklarına, çözünürlüklerine ve yerleşimlerine göre 

çeşitli şekillerde sınıflandırılabilir. 

Kaynaklarına göre sınıflandırılan antioksidanların bir kısmını vücut diyetle alırken, 

diğer bir kısmını vücutta bir savunma sistemi olarak üretir, dolayısıyla, endojen ve ekzojen 

kaynaklı olarak iki sıfınıflandırma şekli vardır (31). 

Endojen antioksidanlar: Doğal antioksidanlar etki mekanizmalarına göre temel olarak 

enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki ana grupta 

toplanmaktadırlar (32, 33). 

Enzimatik Antioksidanlar: 

Süperoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1) 

Metabolizma sırasında hücreler tarafından üretilen süperoksit SOD sayesinde 

hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüştürülür (34). 

O2
.-   +  O2

.-   +  2H+      SOD      H2O2   +  O2        

Katalaz ( CAT: EC 1.11.1.6 ) 

Katalaz, glutatyon peroksidaz enzimiyle birlikte SOD tarafından oluşan H2O2’yi 

moleküler oksijene dönüştürür, dolayısıyla hidroksil radikalinin oluşumunu engellediği 

için antioksidan özellik gösterir (35).  

 2O2
•- + 2H+        SOD        H2O2 + O2 

                             2 H2O2        
CAT          2H2O + O2                  

 

 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px: EC 1.11.1.9 ) 

Glutatyon peroksidaz, H2O2’nin detoksifikasyonundan sorumlu olup, lipid 

peroksidasyonunun başlamasını ve gelişimini engeller. GSH-Px glutatyonu okside hale 

getiren reaksiyonu katalizler, bunun sonucunda ise yükseltgenmiş glutatyon meydana gelir. 
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H2O2 + 2GSH  (redükte glutatyon)                 GSSG + 2H2O 

ROOH + 2GSH                  GSSG (okside glutatyon)  + ROH + H2O 

Glutatyon Redüktaz (GR; EC, 1.6.4.2 ) 

Oksidasyona uğramış glutatyonu (GSSG) tekrar kullanmak için redükte glutatyona 

dönüştüren enzim glutatyon redüktazdır (36, 37). 

GSSG + NADPH + H+                         2GSH + NADP+ 

4O2  +  4H+  +4e-                       2H2O    

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Enzimatik olmayan antioksidanlar, insan vücudunda oldukça az miktarlarda 

bulunmasına rağmen vitaminlerin vücuttaki etkinlikleri oldukça fazladır. 

Organizmadaki enzimatik savunma sistemlerine ek olarak, endojen ve ekzojen bir 

şekilde antioksidan özelliği olan moleküller de vardır. Enzimatik olmayan antioksidanlar 

lipid fazda ve sıvı fazda (hücre sitozolü veya kan plazmasında) bulunmalarına göre iki 

gruba ayrılırlar. Lipid fazda, α-karoten ve α-tokoferol; sıvı fazda ise askorbik asit, 

miyoglobin, hemoglobin, melatonin, ürik asit, ferritin, sistein, metiyonin, seruloplazmin, 

albümin, laktoferrin, bilirubin, transferrin ve glutatyon bulunabilir (38). 

4.5. Oksidatif Stres Biyobelirteçleri 

Serbest radikaller yıllar önce tanımlanmasına rağmen, sadece son yirmi yılda 

hastalıkların gelişimindeki rolleri ortaya çıkmıştır. Böylece birçok oksidatif stres 

belirteçleri bulunmuştur. Bunlardan bazıları; lipid hidroperoksit, 4-hidroksinonenal (4-

HNE), izoprostanlar (IsoPs), 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG), malondialdehit 

(MDA), total antioksidan seviye (TAS), iskemi modifiye albumin (IMA), total oksidan 

seviye (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), allantoin ve tiyobarbitürik asit reaktif 

maddeleri (TBARS)’dir (4).  
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4.5.1. İskemi Modifiye Albümin ve IMAR 

Albümin karaciğerde sentezlenmektedir. İnsan ve diğer memeli hayvanlarda 

albümin kan plazmasında en bol bulunan proteindir. Albümin insan serum proteinlerinin % 

60’ını oluşturmaktadır. 610 aminoasitlik primer zincirden meydana gelen insan serum 

albümini 17 disülfid köprüsü içerir (39). 

   İnsan serum albümininin görevleri: 

• Plazma onkotik basıncın ayarlanması, 

• Ozmotik basıncı sağlamak, 

• Kanda metabolit taşıması, 

• Kan pH’sının ayarlanmasında tamponlama görevi yapması, 

• Serbest radikallerin temizlemesi, 

• Karaciğerde protein sentezini sağlaması, 

• Metabolizma için önemli veya toksik olan organik ve inorganik maddelerin 

taşınmasını sağlamaktadır (40). 

İnsan serum albümini, N terminal bölgesinde kobalt, bakır ve nikel gibi metalleri 

bağlama özelliğine sahiptir. Serbest radikallerin oluşumu bu bölgede yapısal değişikliklere 

sebep olur dolayısıyla ağır metalleri bağlama kapasitesi kaybolur veya düşer. 

Modifikasyona uğramış olan bu albümin “İskemi Modifiye Albümin (IMA)” olarak 

adlandırılır.  

İskemi durumunda albüminin N terminal bölgesinin geçiş metalleri bağlama 

kapasitesinde bazı değişiklikler meydana gelmektedir. Özellikle 3. pozisyonda histidinin 

bakır bağlamasında etkili olduğu görülmüştür. Modifiye olmuş albümin normal albümine 

göre daha düşük metal bağlama kapasitesine sahiptir (41).  

İskemi modifiye albümin/albümin oranı IMAR olarak tanımlanır ve IMA 

sonuçlarının standardize edilmesinde kullanılır (42). 
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4.5.2. Total Oksidan Seviye (TOS) 

Oksidan molekülleri bir ortamda birbirlerini etkilediğinden miktarları stabil 

değildir. Dolaysıya tek tek ölçümleri araştırmacılar ve klinisyenler tarafından pratik ve 

ekonomik değildir. Bu nedenle tüm oksidan durumu yansıtan total oksidan seviyesi (TOS) 

olarak ölçüm yöntemi geliştirilmiş ve kullanılmaktadır. Bu kolorimetrik yöntemde, 

oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona kümülatif olarak oksitler. 

Ferrik iyonlar asidik ortamda “Ksilenol turuncusu” ile renkli bir kompleks oluştururlar. 

Örnekte bulunan oksidanların miktarıyla doğru orantılı olan rengin şiddeti 

spektrofotometrik olarak ölçülmektedir ve TOS olarak ifade edilir (43). 

4.5.3. Total Antiksidan Seviye (TAS) 

TAS, antioksidan durumu yansıtan ve antioksidan kapasiteyi genel olarak 

belirlemek için kullanılan biyobelirteçtir. Mevcut olan antioksidan moleküller renkli 2,2’-

azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit)  ABTS katyonik radikallerini indirgeyerek, 

renkli radikalin antioksidan moleküllerinin toplam konsantrasyonlarıyla orantılı olarak 

renk şiddetinin açılması esasına dayalıdır. Başlangıç renginin açılması fotometrik olarak 

saptanır (43). 

4.5.4. Oksidatif Stres İndeksi (OSI) 

Oksidatif Stres İndeksi (OSI), Toplam Oksidan Seviye (TOS) düzeylerinin Toplam 

Antioksidan Seviye (TAS) düzeylerine oranının yüzde derecesi olarak ifade edilir. 

Sonuçlar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edilir (44).    
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereç 

5.1.1. Kullanılan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri 

Çalışmamızda kullanılan cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin listesi üretici 

firmaları ile birlikte Tablo 4’de verilmiştir. 

Tablo 3. Kullanılan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve üretici firmaları 

Kullanılan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri Üretici Firma 

Derin dondurucu (-80oC) Thermo Electron Corporation                                                                      

Derin dondurucu (-20oC)  Vestel FT 280 

Falkon tüp CAPP 5100015 

2 mL hacimli plastik spektrofotometre küvetleri   LP Italiana SPA 

Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S 

Çeşitli hacimlerde semiotomatik pipet                                                            Ependorf 

Saf su arıtma cihazı                                                      Kros Rent 100 

Santrifüj   Eppendorf 5810 

Vorteks   

Mikropleyt   

IKA Genius 3 

Biosigma 

Manyetik karıştırıcı                           ENDA AT411 

Mikropleyt okuyucu                                                   Molecular Devices Versa Max  

UV-Vis spektrofotometre Shimadzu UV-1601PC 

Albumin ölçüm cihazı Beckman coulter AU 5800 

Çalkalayıcı inkübatör Nüve SL 350 

Çeşitli cam malzemeler       Isolab, Kimax, Isotherm 

0.1-10 μLsteril pipet uçları  

10-200 μLsteril pipet uçları 

100-1000 μLsteril pipet uçları 

3 mL hacimli steril pasto̧r pipetleri                                              

Biologix 

Biologix 

Vertex 

LP Italiana SPA 
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5.1.2. Kullanılan Ticari Kitler ve Kimyasallar  

Çalışmada kullanılan kitler ve kimyasallar üretici firmaları ile birlikte Tablo 5’de 

verilmiştir.  

Tablo 4. Kullanılan kimyasal maddeler, kitler ve üretici firmaları 

Kullanılan kitler ve kimyasallar Üretici Firma 

TOS kiti  Rel Assay Diagnostics, RL0024 

TAS kiti Rel Assay Diagnostics, RL0017 

Kobalt (II) klorür heksahidrat (CoCl2.6H2O) SIGMA, C8661 

Dithiotreitol (DTT) SIGMA, D0632 

Sodyum Klorür (NaCl) MERCK, 567440                       

 

5.2. Yöntem 

Çalışmamızda TOS, TAS ve IMA tayini için kullanılan serum örnekleri Klinik 

Biyokimya Laboratuvarına analiz edilmek için gelen ve serum indeksleri (hemoliz, ikter ve 

lipemi) normal olarak rapor edilen örneklerden seçildi.  

5.2.1. Çalışma Gruplarının Oluşturulması Ve Örneklerin Hazırlanması  

Çalışmamız için toplanan serum örneklerinden bir havuz oluşturuldu. Bu havuzda 

TOS, TAS ve IMA ölçümleri yapıldı ve sonuçlar başlangıç değerleri olarak kabul edildi. 

Örnek saklama koşullarının ölçümler üzerine etkisini incelemek amacıyla şekil 3’te verilen 

iş akış şemasına uygun olarak serum havuzu üç eşit alt havuza bölündü. Daha sonra her 

havuza ait serum örnekleri yeterli sayıdaki 50 mL’lik falkon tüplere (4
 oC için 15 adet, -20

 

oC ve -80 oC için 2’şer adet) ayrılarak uygun saklanma koşullarında ölçüm yapılana kadar 

muhafaza edildi.  
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Şekil 3. Çalışmanın iş akış şeması 

İş akış şemasında gösterilen her bir havuzda TOS, TAS ve IMA ölçümleri 10 kez 

tekrarlandı ve ortalama değerleri alındı. Ayrıca; ölçümlerin tekrarlanabilirliği hesaplandı 

ve % CV olarak verildi. 

5.2.2. İskemi Modifiye Albümin (IMA) Ölçümü 

Serum örneklerinde IMA ölçümü Bar-Or ve arkadaşları tarafından geliştirilen 

kolorimetrik tayin yöntemi (albümin kobalt bağlama testi) kullanılarak yapıldı. Bu metoda 

göre; deney ortamına ilave edilen Co2+ iyonlarının örnekteki albümine bağlanamayan 

kısmı ditiothretol (DTT) ile etkileşerek kahverengi renk oluşturmaktadır ve bu renk şiddeti 

spektrofotometrik olarak tespit edilmektedir. Albümine bağlanmadan ortamda kalan 

serbest Co2+ iyonlarının (Co2+-DTT kompleksi) absorbansı IMA ile doğru orantılıdır. 

Sonuçlar ABSU cinsinden verilir (45). 

Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması 

% 0.1’lik CoCl2.6H2O Çözeltisi: 25 mg CoCl2.6H2O hassas terazide tartıldı ve  15 mL 

distile su içeren behere ilave edildi. CoCl2.6H2O tamamen çözüldü, çözelti 25 mL’lik 

balon jojeye aktarıldı ve hacmi distile su ile 25 mL’ye tamamlandı. Çözelti alüminyum 

folyo ile sarılı olan behere aktarıldı. 

1.5 mg/mL’lik Dithiothreitol (DTT) Çözeltisi: 37.5 mg DTT hassas terazide tartıldı ve  

15 mL bir miktar distile su içeren behere konuldu. Beher DTT tamamen çözülünceye kadar 

Serum Havuzu 

Başlangıç Ölçümleri

(4 oC)’de 1- 15. Gün Ölçümleri
(-20 oC)’de 1. ve 2. Ay 

Ölçümleri
(-80 oC)’de 1. ve 2. Ay 

Ölçümleri
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yavaşça çalkalandı ve çözelti 25 mL’lik balon jojeye aktarıldı. Balon jojenin hacmi distile 

su ile 25 mL’ye tamamlandı. Çözelti alüminyum folyo ile sarılı olan behere aktarıldı.  

% 0.9’luk NaCl: 9 g NaCl hassas terazide tartıldı ve bir miktar distile su (600 mL kadar) 

içeren behere eklendi. NaCl tamamen çözüldükten sonra çözelti 1 L’lik balon jojeye 

aktarıldı ve hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandı. 

IMA Tayin Prosedürü  

200 μL serum örneği cam tüplere eklenerek, üzerlerine % 0.1‘lik 50 μL 

CoCl2.6H2O yavaşça karıştırıldıktan sonra yeterli kobalt albümin bağlanması sağlanması 

amacıyla 10 dakika bekletildi. Renklendirici ajan olarak 50 μL 1.5 mg/mL’lik 

Dithiothreitol (DTT) eklendi. 2 dakika bekledikten sonra % 0.9’luk NaCl’den 1 mL renk 

reaksiyonunu durdurmak amacıyla eklendi ve reaksiyonun durdurulması sağlanadı. Her bir 

numune için numune körü yapıldı. DTT eklenen aşamada 50 μL 1.5 mg/mL’lik DTT 

yerine 50 μL distile su konarak DTT’siz serum kobalt körü hazırlandı. Numune 

absorbansları spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda ölçülerek kaydedildi. DTT’li 

örneklerdeki renk oluşumu kör tüplerindeki renk oluşumuyla karşılaştırılarak sonuçlar 

absorbans ünitesi cinsinden (ABSU) rapor edildi.  

Ayrıca her ölçümden önce örneklerdeki albümin düzeyleri Rutin Biyokimya 

Laboratuvarı’nda (otomatize sistemde AU5800) ölçüldü ve böylece albümin başına IMA 

değerleri hesaplanarak IMA düzeyleri üzerine albümin miktarının etkisi de değerlendirildi. 

Bu amaçla IMA ve albümin değerleri aşağıdaki formülü kullanılarak IMAR hesaplandı ve 

IMA sonuçları standardize edildi. 

                                         IMA 

IMAR (ABSU)     =  ——————  

                                     Albümin 

 

5.2.3. Toplam Oksidan Seviye Tayini (TOS) 

Serum örneklerinde TOS düzeyleri ticari kitler kullanılarak ölçüldü (Rel Assay, 

RL0024, Gaziantep Türkiye). Kolorimetrik ölçüm prensibine dayalı bu yöntemde; 

örnekteki oksidanlar Fe2+ iyon-o-dianisidin kompleksini Fe3+ iyonuna kümülatif olarak 

oksitler. Fe3+ iyonları da asidik ortamda “Ksilenol Turuncusu” ile renkli bir kompleks 
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oluştururlar. Oluşan rengin şiddeti spektrofotometrik olarak ölçülür ve örnekte bulunan 

oksidan miktarıyla orantılı olarak artar.  

Deneyin yapılışı: 

TOS ölçümleri Tablo 5’e uygun olarak gerçekleşti. 

Tablo 5. TOS deney prosedürü 

Reaktifler Örnek (µL) Standart (µL) 

Standart - 75 

Numune 75 - 

Reaktif I (Tampon Çözeltisi, 25 mM, pH 1.75 H2SO4) 500 500 

30 s sonra 530 nm’de ilk absorbans (A1) okuma 

Reaktif II (Substrat Çözeltisi, 25 mM, pH 1.75 H2SO4, 

5 mM Fe2+ iyonu, 10 mM O-dianizidin) 

25 25 

Oda sıcaklığında 10 dk bekleme ve 530 nm’de ikinci absorbans (A2) okuma 

 

Hesaplama: 

Her bir örnek ve standart için elde edilen A2 absorbansından A1 absorbansı 

çıkarılarak absorbans değişimi hesaplandı (ΔA = A2-A1). 

                     (ΔA Örnek) 

Sonuç =                                            X  Standart Konsantrasyonu (µmol/L) 

                     (ΔA Standart) 

 

Sonuçlar, µmol H2O2 Eşdeğeri /L cinsinden verildi.  

 

5.2.4. Toplam Antioksidan Seviyenin Tayini (TAS) 

Serum havuzlarında TAS tayini kolorimetrik ticari kitler kullanılarak yapıldı (Rel 

Assay, RL0017, Gaziantep Türkiye). Bu ölçüm metodunun prensibi, örnekteki 

antioksidanların koyu mavi yeşil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna 

dönüştürmesi esasına dayanır. Örneğin total antioksidan seviyesi, 660 nm’deki ölçülen 
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renk şiddeti ile ters orantılıdır. Bu metodun standart çözeltisi troloks eşdeğeri (Vitamin E 

analog) olarak bilinen en kararlı antioksidan ile hazırlanır. Standart konsantrasyonu 1.0 

mmol eşdeğeri/L’dir.  

Deneyin yapılışı: 

TAS ölçümleri Tablo 6’da verilen deney prosedürüne uygun olarak gerçekleştirildi. 

Tablo 6. TAS deney prosedürü  

Reaktifler Örnek (µL) Standart (µL) H2O (µL) 

Deiyonize su - - 30 

Standart - 30 - 

Numune 30 - 30 

Reaktif I (Tampon Çözeltisi, 0.4 mol/L pH 5.8 

Asetat Tamponu) 

500 500 500 

30 s sonra  660 nm’de ilk absorbans  (A1) okuma 

Reaktif II (Prokromojen Çözeltisi, 0.4 mol/L 

pH 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS) 

75 75 75 

Oda sıcaklığında 10 dk bekleme ve 660 nm’de ikinci absorbans  (A2) okuma 

 

Hesaplama:  

Her bir örnekte, standart ve su için tespit edilen absorbansların (A2 ve A1) farkı 

alınarak absorbans değişimi hesaplandı (ΔA = A2-A1). H2O renksiz olduğu ve antioksidan 

içermediği için pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

 

                    (ΔAH2O) - (ΔAÖrnek) 

TAS=                                                     X   Standart Konsantrasyonu (mmol/L) 

                    (ΔAH2O) - (ΔAStandart) 

 

Sonuçlar, mmol/L troloks eşdeğeri olarak verildi. 
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5.2.5. Oksidatif Stres İndeksi (OSI) Hesaplanması 

TOS/TAS oranı alınarak OSI değeri hesaplandı. Hesaplama sırasında, TAS 

değerlerinin birimi, mmol Troloks eşdeğeri /L cinsinden µmol Troloks eşdeğeri/L cinsine 

dönüştürüldü ve aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı (44). 

OSI = [(TOS, µmol H2O2 eşdeğeri/L) / (TAS, µmol troloks eşdeğeri /L) x 100]  

5.3. Kullanılan İstatistiksel Yöntemler 

Ölçüm değerleri aritmetik ortalama±standart sapma (SD) olarak verildi. Her grubun 

normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov Testi ile belirlendi. Sonuçlar normal 

dağılıma uyduğu için bağımlı iki grubun karşılaştırılmasında Paired-Samples T testi 

kullanıldı. TOS ve TAS arasındaki ilişki Pearson testi ile değerlendirildi. p<0.05 değerleri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.  
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6. BULGULAR 

6.1. Farklı Sıcaklıklarda ve Sürelerde Saklanan Serum Örneklerinde Oksidatif Stres 

Biyobelirteç Düzeyleri 

Farklı sıcaklıklarda ve sürelerde saklanan serum örneklerinde ölçülen oksidatif stres 

biyobelirteç düzeylerinin karşılaştırılması Tablo 7, 8 ve 9’da ve Şekil 4, 5, 6 ve 7’de 

gösterilmiştir. 
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Her TOS, TAS ve IMA ölçümleri 10 kez tekrerlandı ve ortalamaları alındı. 

Ölçümlerin tekrerlanabilirliği % CV olarak bulundu. Kit prospektüsündeki TAS ve TOS 

için 5 örnekten fazla tekrarlandığında % CV değeri ± %10 civarında bulunmuştur. IMA 

düzeylerinin belirlenmesinde manuel bir yöntem çalıştığımız için % CV değerlerinin 

10’dan düşük olması sonuçlarımızın güvenilir oluğunu göstermektedir. Hesaplanan % CV 

Değerleri Tablo 8’de gösterilmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

27 

 

Tablo 8. Farklı sıcaklıklarda ve sürelerde saklanan serum örneklerindeki IMA, Albümin, 

TAS ve TOS ölçümlerinin tekrarlanabilirliği (% CV) 
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Örnek saklanma koşullarının TOS düzeyleri üzerine etkileri 

değerlendirildiğinde elde ettiğimiz sonuçlara göre;  

a) 4 oC’de saklanan örneklerde ilk 4 gün boyunca ölçülen TOS değerleri ile 

başlangıçtaki TOS değerleri arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (her bir gün için: 

p>0.05). Ancak; 5-15. günlerde elde edilen ölçüm değerlerinin başlangıç TOS 

düzeylerinden anlamlı olarak yüksek olduğu görüldü (her bir gün için: p<0.05). 

b) Hem -20 oC’de hem de -80oC’de saklanan serum örneklerinde 1. ve 2.ayın 

sonunda tayin edilen TOS sonuçları ile başlangıç değerleri arasında anlamlı bir fark yoktu 

(her sıcaklık ve her ay için; p>0.05) 

c) Örnek saklama sıcaklıklarına göre karşılaştırma yapıldığında; birinci ayın 

sonunda -20 oC’de saklanan serum örneklerinin TOS düzeyleri ile -80 oC’de saklanan 

örnekler arasında anlamlı bir fark bulunamadı (p=0.905). Bu bulgulara benzer şekilde aynı 

sıcaklıklar için 2.ayın sonunda örneklerde ölçülen TOS düzeyleri arasında da anlamlı fark 

yoktu (p=0.935). 

d) Örnek saklama sürelerinin TOS ölçüm sonuçlarına etkisi değerlendirildiğinde;  

-20 oC’de saklanan serum örneklerinde 1. ve 2.ayın sonunda elde edilen TOS değerleri 

birbirinden anlamlı olarak farklı değildi (p=0.808). Ayrıca -80 oC’de saklanan serum 

örneklerinde de aylar arasında anlamlı bir fark bulunamadı (p=0.849). 

Elde ettiğimiz sonuçlara göre TAS düzeyleri üzerine örnek saklanma 

koşullarının etkileri değerlendirildiğinde;  

a) 4 oC’de 15 gün boyunca saklanan serumlarda ilk 4 günde  ölçülen TAS değerleri 

ile başlangıçta bulunan değerler arasında anlamlı bir fark bulunmadı (her bir gün için; 

p>0.05). Ancak bu örneklerin 5-15. günlerde elde ettiğimiz serum TAS seviyelerinin 

başlangıçta ölçülen değerlerden anlamlı olarak azalma gösterdiği tespit edildi (her bir gün 

için; p<0.05). 

b) -20 oC ve -80 oC’de dondurularak saklanan serum örneklerinde; her bir saklama 

sıcaklığında  1.ve 2.ay sonunda  ölçülen TAS seviyeleri ile başlangıçta bulunan değerler 

arasında anlamlı bir fark gözlenmedi (her sıcaklık ve her ay için; p>0.05).  

c) Dondurulmuş örneklerde saklama sıcaklıklarına göre karşılaştırma yapıldığında; 

hem -20 oC’de hem de -80 oC’de saklanan serumların birinci ayın sonunda ölçülen TAS 
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düzeyleri arasında anlamlı bir fark bulunamadı (p=0.655). Aynı sıcaklıklar için 2.ayın 

sonunda bu bulgulara benzer şekilde ölçülen örneklerde elde edilen TAS düzeyleri 

arasında da anlamlı fark görülmedi (p=0.228). 

d) -20 oC’de saklanan serum örneklerinde 1. ve 2.ayın sonunda örnek saklama 

sürelerinin TAS ölçüm sonuçlarına etkisi değerlendirildiğinde bulunan TAS değerleri 

birbirinden anlamlı olarak farklı değildi (p=0.781). Ayrıca -80 oC’de saklanan serum 

örneklerinde de aylar arasında anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi (p=0.995). 

TOS ve TAS ölçüm sonuçları kullanılarak hesaplanan OSI değerlerinin TOS 

bulgularıyla uyum gösterdiği izlendi.  

Farklı sıcaklık ve sürelerde saklanan serum örneklerinde ölçülen IMA 

değerleri ve IMAR düzeyleri incelendiğinde; 

a) 4 oC’de 15 gün boyunca saklanan serum örneklerinde IMA ve IMAR düzeyleri 

ölçüldü ve günlük olarak elde edilen değerler ile başlangıçtaki IMA ve IMAR düzeyleri 

arasında anlamlı fark bulunmamıştır ( her gün için; p>0.05).  

b) -20 oC ve -80 oC’de hem 1 ay hem de 2 ay boyunca saklanan serum örneklerinde 

bulunan IMA ve IMAR değerlerini başlangıç değerleriyle karşılaştırdığımızda aralarında 

anlamlı bir fark olmadığı görüldü (her saklama sıcaklığı ve her ay için; p>0.05).  

c) Farklı sıcaklıklarda saklanan serum örneklerindeki IMA ve IMAR düzeyleri 

üzerine saklama süresinin etkisi değerlendirildiğinde; hem -20 oC’de hem de -80 oC’de bir 

ay saklanan serum örnekleri ile 2 ay saklanan serum IMA ve IMAR düzeyleri arasında 

anlamlı bir fark olmadığı sonucuna varıldı (her saklama sıcaklığı için; p>0.05). 

d) İki farklı sıcaklıkta 2 ay süre ile muhafaza edilen ve aylık ölçümü yapılan serum 

örneklerindeki IMA ve IMAR düzeyleri üzerine örnek saklama sıcaklığının etkisi 

incelendiğinde;  -20 oC’de ve -80 oC’de 1 ay bekletildikten sonra ölçüm yapılan serum 

örneklerindeki IMA ve IMAR sonuçları arasında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi  

(p>0.05). 

Ancak; -20 oC’de ve -80 oC’de 2 ay bekletildikten sonra ölçüm yapılan serum 

örneklerindeki IMA düzeyleri arasında anlamlı bir fark bulunmazken (p>0.05) IMAR 

sonuçları arasında anlamlı bir fark olduğu görüldü (p=0.001). 
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7. TARTIŞMA 

Oksijen canlı organizmaların büyük bir kısmının metabolik yakıtlarını enerjiye 

dönüştürme sırasında kullandıkları önemli bir moleküldür (2). Bu metabolik süreçte 

enerjinin yanında reaktif oksijen türleri ve diğer sebest radikaller oluşmaktadır. Meydana 

gelen bu moleküller canlı hücrelerindeki hayati öneme sahip nükleik asitler, proteinler, 

lipitler ve karbohidratlar olmak üzere bir çok molekül üzerine hasarlayıcı ve yıkıcı etkiler 

gösterebilirler (9). Düşük miktarlardaki serbest radikal türleri canlılarda patojenik 

mikroorganizmalarla mücadelede, hücre sinyalizasyonunda veya redoks reaksiyonlarının 

düzenlenmesinde yararlı etkilere sahip iken, yüksek miktarlarda oluştuğunda 

prooksidan/antioksidan dengenin prooksidan lehine kaymasına ve hücresel hasarlara neden 

olur (3). Organizmanın antioksidan savunma sistemleri serbest radikal türlerinin 

oluşumunu engelleyerek veya oluşan radikali ortadan kaldırarak bu hasarlayıcı ve yıkıcı 

etkiyi dengede tutar (29, 30).  Çeşitli nedenlerden dolayı serbest radikallerin aşırı üretimi 

ve/veya antioksidanların tamamen veya kısmen yetersizliği bu dengeyi serbest radikaller 

lehine bozar bu durum oksidatif stres olarak adlandırılır (3). Hücrelerde oksidatif strese 

bağlı hasarın diyabet, kalp ve damar hastalıkları, alzheimer hastalığı ve kanser gibi bir çok 

patolojik durumla ilişkili olduğu bilinmektedir. Bundan dolayı oksidatif stres ve ilişkili 

hastalıklar günümüzde oldukça ilgi çeken ve üzerinde araştırmalar yapılan bir konudur 

(46).  

Oksidatif stresi belirlemek amacıyla çok sayıda biyobelirteç önerilmekle birlikte 

bunlardan lipid hidroperoksitleri, 4-hidroksinonenal (4-HNE), 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OHdG), izoprostanlar (IsoPs), malondialdehit (MDA), tiyobarbitürik 

asit reaktif maddeleri (TBARS), iskemi modifiye albumin (IMA), total oksidan seviye 

(TOS), total antioksidan seviye (TAS) daha yaygın olarak tercih edilmektedir (4, 47-49). 

Canlı materyallerinde oksidatif stres belirteçlerinin her biri ayrı ayrı olarak tayin 

edilebilir. Fakat bu ölçümler yoğun iş gücü, aşırı zaman, karmaşık teknikler, maliyet ve 

tecrübe gerektirmektedir. Bu nedenle; oksidanlar ve antioksidanlar arasındaki redoks 

dengeyi ifade eden TOS, TAS ve IMA gibi daha pratik testler oksidatif stresin 

değerlendirmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır (46, 50). Dolayısıyla bu tez 

çalışmasında oksidatif stresi değerlendirmek amacıyla TOS, TAS ve IMA ölçümleri 

kullanılmıştır.  
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Oksidatif stres ile ilgili çalışmalar gözden geçirildiğinde kan, idrar, beyin-omurilik 

sıvısı ve solid dokular gibi çok çeşitli örnek tiplerinin kullanıldığı görülmektedir. Bununla 

birlikte; kolayca ve yeterli miktarda elde edilmesi nedeniyle kan örnekleri daha çok tercih 

edilmektedir (51). Hem “Farklı Tüplere Alınan Kan Örneklerinde Tayin Edilen Oksidatif 

Stres Biyobelirteçlerinin Değerlendirilmesi” başlıklı tez çalışmasında hem de kullanılan 

kitlerin protokolünde oksidatif stres belirteçlerinin ölçümü için serum örneklerinin 

öncelikli olarak önerilmesi nedeniyle bu tez çalışmasında TOS, TAS ve IMA tayinleri için 

serum örnekleri tercih edildi (51). 

Bir analiz sürecinde doğru ve güvenilir ölçüm sonuçlarının elde edilmesi, uygun 

örneğin seçilmesi ve hassas ölçümlerin yapılmasının yanı sıra örneklerin uygun şartlarda 

ve sürede saklanması ile de yakından ilişkilidir. Bundan dolayı ölçüm süreçlerinin ve 

şartlarının standardize edilmesi hassas ve doğru sonuçların elde edilmesi için hayati öneme 

sahiptir. Oksidatif stres ile ilişkili bu parametreler çoğunlukla araştırma amaçlı olarak 

kullanıldığı için genellikle örneklerin belli bir süre (günler, aylar hatta yıllar) boyunca 

saklanması gerekmektedir. Ayrıca klinik sağlık hizmetleri sırasında hasta örneklerinin 

laboratuvarlara gönderilmesi ve örneğin analiz için ön işlemden geçirilmesi belirli bir 

zaman almakta veya zorunluluk halinde saklanması gerekmektedir.  Örnek saklama şartları 

ve süresinin analiz sonuçlarını anlamlı miktarlarda değiştirebileceği bilinmektedir. 

Oksidatif stres belirteçlerinin tayini için kullanılacak örneklerin saklanma şartlarını ortaya 

koyan yeterli sayıda çalışmanın bulunmadığı görülmektedir (52, 53). Literatüre katkı 

sağlamak amacı ile planlanan bu tez çalışmasında oksidatif stres biyobelirteçlerinden TOS, 

TAS ve IMA tayini için kullanılan serum örneklerinin saklanma sıcaklığının ve süresinin 

ölçüm sonuçları üzerine etkisi değerlendirilmiştir. 

Bar-Or ve arkadaşları tarafından geliştirilen kolorimetrik yöntem kullanılarak 

başlangıçta ve belirli şartlarda saklanan serum örneklerinde IMA ölçümleri gerçekleştirildi. 

Bu serumlarda albumin tayinleri de yapılarak her örnek için IMAR değeri hesaplandı.  

4 oC’de 15 gün boyunca saklanan ve günlük olarak ölçümleri yapılan serum örneklerindeki 

IMA ve IMAR düzeyleri ile bu parametrelerin başlangıçta ölçülen değerleri karşılaştırıldı 

ve  aralarında anlamlı fark bulunamadı. Bu örneklerdeki günlük albümin değerleri arasında 

anlamlı bir fark olduğu görülmesine rağmen aynı örneklerin IMAR düzeyleri arasında bir 

fark saptanmamıştır. Bu bulgular bize albumin ölçümünden kaynaklanacak olan IMA 
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değişikliklerinin standardize edilmesinde IMAR değerlerinin önemli bir katkı sağladığını 

göstermektedir. Dolaysıyla IMA ölçümünün yanı sıra IMAR değerinin de verilmesi IMA 

sonuçlarının daha güvenilir olmasını sağlayacağı fikrini desteklemektedir (54, 55). Ayrıca; 

bulgularımız IMA ve IMAR serum değerlerinin 4 oC’de 15 gün boyunca stabil kaldığını 

göstermektedir. Yaptığımız literatür incelemelerinde bu verilerin karşılaştırılabileceği 

başka bir çalışmaya raslanmamış olması çalışmamızı bu yönü ile özgün kılmaktadır.  

4 oC’de bekletilen serumlarda ilk 24-48 saat sonrasında bir çok biyokimyasal parametreye 

ait değerlerin anlamlı olarak değiştiğini ortaya koyan çalışmalar dikkate alındığında 

sonuçlarımız, araştırmacıların IMA ve IMAR ölçümünde kullanılacak serum örneklerini  

4 oC’de 15 gün kadar süre ile muhafaza edebileceklerini göstermektedir (56). Ölçüm 

sonuçlarının stabilitesi ve ihtiyaç halinde tekrarlanabilirliğinin değerlendirilmesi imkanı 

için bir serum örneğinin 4 oC’de 15 gün boyunca bekletilmesi tatminkar bir süre olarak 

görüldüğü için çalışmamızda 15 günden daha uzun süreli bir ölçüme gerek duyulmamıştır.  

Hem -20 oC’de hem de -80 oC’de 2 ay süreyle saklanan serum örneklerindeki IMA 

ölçüm değerlerinin başlangıçta elde ettiğimiz sonuçlardan farklı olmadığını tespit ettik. 

Ayrıca, saklanma sıcaklığının etkisini değerlendirdiğimizde; -20 oC ve -80 oC’de bekletilen 

serum örneklerindeki IMA sonuçları arasında anlamlı bir fark bulunamadı.  Ancak; -20 oC 

ve -80 oC’de bekletilen serum örneklerine ait 2. ay IMAR sonuçları arasında anlamlı bir 

fark görüldü. Bu fark -20 oC’de 2. ayda ölçülen albümin düzeylerinin hem başlangıç hem 

de -80 oC’deki  değerlerden anlamlı olarak düşük bulunmasıdan kaynaklanmış olabilir(her 

iki karşılaştırma için p=0.0001). Bu bulgularımız IMA ölçümünde kullanılacak serum 

örneklerinin hem -20 oC’de hem de -80oC’de en az 2 ay süreyle saklanabileceğini 

göstermektedir. 

Jansen ve arkadaşlarının insan serum örneklerinde oksidatif stress ve antioksidan 

durumla ilişkili TAS, reaktif oksijen metabolitleri ve biyolojik antioksidan potansiyel 

biyobelirteçlerinin kısa sureli stabilitesini araştırdıkları çalışmalarında; 32 gönüllüden 

aldıkları -80 oC’de dondurmuş serum örneklerini 4 oC’de çözdükten sonra 1. ve 2. günlerde 

bu biyobelirteçler ölçülmüş. Elde edilen değerler başlangıç değerleriyle karşılaştırıldığında 

sonuçlar arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (57). Örnek saklanma koşullarının serum 

TOS düzeyleri üzerine etkisini elde ettiğimiz sonuçlara göre değerlendirildiğimizde;  
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4 oC’de 15 gün süreyle saklanan örneklerde ilk 4 günlük TOS değerleri ile 

başlangıçta ölçülen düzeyler arasında anlamlı bir fark olmadığı görüldü. Ancak;  

5-15.günün arasında elde edilen TOS ölçüm değerlerinin her birinin başlangıç değerinden 

anlamlı olarak yüksek olduğu tespit edildi (her bir gün için: p<0.05). Elde ettiğimiz bu 

sonuçlara göre ölçüm yapılması planlanan örneklerde 4 oC’de dört gün boyunca 

stabilitesini koruduğu görülen TOS düzeylerinin beşinci günden sonra anlamlı olarak 

değiştiği ve bu değişimin de 15. gün itibari ile yaklaşık %35 oranına ulaştığı 

anlaşılmaktadır. Bu bulgularımız TOS ölçümü yapılacak ve dondurulmamış örneklerin  

4 oC’de en fazla 4 gün süreyle saklanabileceğini, bu süreden daha uzun bekletilen 

örneklerde ölçüm yapılmasının uygun olmadığını göstermektedir. 

-20 oC ve -80 oC’de dondurularak saklanan serum örneklerinde hem sıcaklığın hem 

de saklama süresinin TOS ölçüm sonuçlarına anlamlı bir etkisi olmadığı gözlendi. (her 

sıcaklık ve her ay için; p>0.05). Bu bulgumuza göre TOS ölçümü yapılacak serum 

örnekleri hem -20 oC’de hem de -80 oC’de en az 2 ay süreyle güvenli bir şekilde muhafaza 

edilebilir.  

TAS düzeyleri üzerine örnek saklanma koşullarının etkileri değerlendirildiğinde;  

4 oC’de saklanan serumlarda TOS ölçümlerine benzer şekilde ilk 4 günlük sürede ölçülen 

TAS değerleri ile başlangıçta bulduğumuz seviyeler arasında bir fark yok iken (her bir gün 

için; p>0.05); seviyelerin 5. günden itibaren 15. güne kadar anlamlı olarak azalma 

gösterdiği bulundu (her bir gün için; p<0.05). 2 ay süreyle dondurulmuş (hem -20 oC hem 

de -80 oC’de) serumlarda saklama sıcaklığı ve süresinin TAS seviyeleri üzerine bir etkisi 

olmadığı görüldü. Bu bulgularımız; dondurulmamış bir serum örneğinin TAS tayini için  

4 oC’de en fazla 4 gün boyunca saklanabileceğini daha uzun süre saklama ihtiyacı halinde 

serumların -20 oC veya -80 oC’de 2 ay saklanabileceğini ortaya koymaktadır. Ayrıca; 

başlangıç ölçümleri ile 4 °C’de 15 gün bekletilen serumların TOS ve TAS değerleri 

arasında güçlü negatif korelasyon bulundu (r=-0.948, p=0.0001) (Şekil 4). Diğer saklama 

şartlarında da (-20 oC ve -80 oC’de) benzer yönde korelasyon tespit edilmesine ragmen veri 

sayısının (1. ve 2. ay) azlığı nedeniyle sunulmamıştır. Literatürde total antioksidan 

ölçümlerinin saklanma stabilitesi ile ilgili yayınlar çok değildir. Bir çalışmada insan serum 

örnekleinde TAS parametresini de içeren antioksidan durum parametrelerinin uzun dönem 

stabilitesini araştırdıkları çalışmalarında; 34 gönüllüden aldıkları kan örneklerinde elde 
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ettikleri serum örneklerini -20 °C ve -80 °C'de 12 ay saklamışlardır. 1. ay sonunda 

yaptıkları ölçümlerde -20 °C ve -80 °C'de saklanan serum örneklerinde TAS değerlerinin 

başlangıç değerlerinden % 11-16 oranında istatistiksel olarak anlamlı yüksek olduğunu 

bulmuşlardır. Ancak 3. ay sonunda yaptıkları ölçüm sonucunda elde edilen sonuçların 

başlangıç değerlerinden farklı olmadığını rapor etmişlerdir. Araştırmacılar 1. ay sonunda 

elde ettikleri değerlerdeki artışın hatalı olduğunu bu hatanında kalite kontrol 

ölçümlerindeki ölçümsel hatadan kaynaklanmış olabileceğini düşündüklerini 

belirtmişlerdir. Aynı çalışmada biyolojik antioksidan potansiyel, horseradish peroksidaz 

kullanan enzimatik yöntem, ürik asit, kreatinin düzeylerini -20 °C ve -80 °C'de saklanan 

serum örneklerinde ölçmüşlerdir. 12 ay boyunca yapılan ölçümlerde (1, 2, 3, 6, 9, 12 ay) 

herhangi bir noktada başlangıç gününde elde edilen değerlerden bir fark bulamamışlardır. 

Üstelik her iki sıcaklık arasında da bir fark bulunmamıştır (58). Farklı bir çalışmada serum 

ve plazma örneklerinde vitaminler ve karotenoidler gibi bağımsız antioksidanların -20 ve  

-70 °C'de stabilitesi incelenmiş ve karoteoidlerin yalnızca 6 ay -20 °C'de stabil kaldığı oysa 

ki -70 °C'de retinol, tokoferol, askorbik asit ve karoteoidler gibi bütün antioksidan 

vitaminlerin 4 yıldan daha fazla stabil kaldığı bilgileri yer almaktadır (59- 60). Bortolin ve 

arkadaşları 6 adet rattan heparinli tüplere aldıkarı kanlardan elde ettikleri eritrosit 

paketlerini -20 ve -80 °C'de saklamışlar ve 0, 15, 30 ve 60. günlerde katalaz, SOD, protein 

karbonil ve tiyol gruplarını ölçmüşlerdir. Elde ettikleri sonuçlara göre oksidatif stres 

biyobelirteçlerinin ölçüleceği eritrosit örneklerinin -80 °C'de uzun süreli saklanmasının 

daha uygun olacağını ifade etmişlerdir (61).  

Bu tez çalışması KTÜ-BAP birimi tarafından desteklenen bir projenin (6944) bir 

kısmını kapsamaktadır. Bu proje kapsamında -20 oC ve -80 oC’de saklanan örneklerde  

12 ay süreyle oksidatif stres parametrelerinin (TOS, TAS ve IMA) aylık stabilite 

değişimlerinin tespiti ve takibi planlanlanmaktadır. Tez çalışması dışındaki 3-12. ay 

verileri bu proje sonunda ortaya çıkacaktır. 
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8. SONUÇLAR ve ÖNERİLER  

Bu tez çalışmasında farklı şartlarda muhafaza edilen serum örneklerinde TOS, TAS 

ve IMA düzeyleri ölçülmüş ve aşağıdaki sonuçlara ulaşılmıştır. 

1. Hem 4 °C‘de 15 gün boyunca hem de -20°C ve -80 °C’de 2 ay saklanan serum 

örneklerinde yapılan IMA ölçümleri başlangıç değerlerinden farklı bulunmamıştır.  

2. 4 °C’de 15 gün boyunca saklanan serumlarda ölçülen TOS ve TAS değerleri 

5.günden sonra başlangıç gününden anlamlı derecede farklı olduğu görülmüştür. Buna 

ragmen, -20 °C ve -80 °C’de 2 ay saklanan örneklerin TOS ve TAS düzeyleri başlangıç 

ölçümlerinden farklı değildi. 

3. Ölçümü yapılan her biyobelirtecin -20 °C ve -80 °C’deki saklanan serumlardan 

elde edilen değerleri arasında hem sıcaklıklar hem de saklama süresi yönünden bir fark 

tespit edilmemiştir. 

4. 4 °C’de saklanan örneklerin TOS ve TAS düzeyleri arasında güçlü bir negatif 

korelasyon olduğu belirlenmiştir. 

5. Bu sonuçlara göre; serum örnekleri 4 °C’de IMA ölçümü için 15 gün, TOS ve 

TAS tayini için ise en fazla 4 gün saklanabilir. Serum örneklerinin daha uzun süreli 

saklanması için -20 °C veya -80 °C’de dondurulması uygundur. 

6. Oda sıcaklığında saklanan serum örneklerinde saatlik veya günlük TOS, TAS ve 

IMA düzeyleri ölçülerek bu parametrelerin ne kadar süre ile stabil kaldığı araştırılabilir. 

Ayrıca 4 °C’de 15 gün süre ile ölçümünü anlamlı olarak değişmediği görülen IMA için  

15 günden daha uzun süreli ölçümler ile bu şartlarda IMA stabilitesindeki değişiklikler 

ortaya konabilir. 

7. Bu tez çalışmasına benzer çalışmalar ile TOS, TAS ve IMA dışındaki diğer 

oksidatif stres belirteçlerinin tayininde kullanılacak örneklerin saklama şartları ortaya 

konabilir. 
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