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1. OZET

Ornek Saklama Kosullarinin Serum Oksidatif Stres Biyobelirte¢ Diizeyleri

Uzerine EtkKisi

Oksidan-antioksidan dengenin oksidan yone degismesi olarak bilinen oksidatif stres
bir ¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol oynamaktadir. Buna bagli olarak bilimsel
arastirmalarda kan oOrneklerinde oksidatif stres parametrelerinin 6l¢iimii oldukca sik

yapilmaktadir.

Bu tez galismasinda, kan 6rnegi (serum) saklanma kosullarinin ve siiresinin yaygin
olarak kullanilan oksidatif stres parametreleri olan TOS, TAS ve IMA o6l¢imleri Uzerine
etkisinin arastirmast amaglandi. Bu parametrelerin tayini igin kullanilan serum 6rnekleri
Klinik Biyokimya Laboratuvarina gelen ve serum indeksleri (hemoliz, ikter ve lipemi)
normal olarak rapor edilen érneklerden secildi. IMA 6lcumleri Bar-Or ydntemiyle, TOS ve

TAS kolorimetrik ticari kitler kullanilarak ve albiimin tayinleri ise otoanalizérde yapildi.

Calismamizin verilerine gore; hem 4 °C’de 15 giin boyunca hem de -20 °C ve -80
°C’de 2 ay saklanan serum orneklerinde yapilan IMA o6l¢iimleri baslangic degerlerinden
farkli bulunmamuistir. 4 °C’de 15 giin boyunca saklanan serumlarda dlgiilen TOS ve TAS
degerlerinin 5. giinden sonra baslangi¢ giinlinden anlamli derecede farkli oldugu
goriilmiistiir. 4 °C’de saklanan 6rneklerin TOS ve TAS diizeyleri arasinda giiclii bir negatif
korelasyon oldugu belirlenmistir. -20 °C ve -80 °C’de 2 ay saklanan orneklerdeki TOS ve
TAS dizeyleri ise baglangi¢c 6l¢iimlerinden farkli degildi. Ayrica dondurularak saklanan
serum orneklerinde (-20 °C ve -80 °C’de) olcilen TOS, TAS ve IMA seviyeleri arasinda

hem saklama sicakligi hem de saklama siiresi yoniinden bir fark tespit edilmemistir.

Sonug olarak; serum 6rneklerinin 4 °C’de IMA 6lgiimii i¢in 15 giin, TOS ve TAS
tayini igin ise en fazla 4 gun saklanabildigi goriilmektedir. Daha uzun sure gerektiren
saklanmalar igin serum drneklerinin -20 °C veya -80 °C’de dondurulmasinin uygun olacagi

kanatine varilmastir.

Anahtar Sozcukler: Antioksidan, Oksidatif Stres, Oksidan, Reaktif Oksijen Tdrleri,

Serum



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



3. GIRIS ve AMAC

Canli organizmalar bunyelerinde gerceklesen her tiirlii degisiklige karsi var olan
dengelerini korumaya calisirlar. Homeostazis olarak adlandirilan bu siire¢ sirasinda
hlcrelerden gereksiz, fazla ve zararli maddeler uzaklastirilarak i¢ ¢evrenin dengeli bir
durumda kalmasi saglanir (1). Canlilar metabolik yakitlarini enerjiye doniistiiriirken
oksijeni kullanirlar (2). Bunun sonucunda dis elektron kabugunda eslesmemis elektron
iceren oldukga reaktif, kisa omiirlii ve kararsiz olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur.
Normal sartlarda; antioksidan savunma sistemleri ile dengede olacak sekilde Uretilen
reaktif oksijen tiirleri ve diger reaktif {irtinler canlilarin patojenik mikroorganizmalara kars1
savunmasinda, hiicre sinyalizasyon yollarinda ve redoks reaksiyonlarinin diizenlenmesinde
kullanilmaktadir. Ancak reaktif molekil duzeylerindeki artis ve/veya antioksidan sistemin
yetersizligi sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir (3).

Oksidatif stresin kanser, diyabet, akut renal yetmezlik, bronsit, kardiyovaskiiler
bozukluklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi birgok patolojik durum ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Viicut s1v1 ve doku orneklerinde bu hastaliklarla iliskili gerek rutin gerekse
arastirma amacgli birgok oksidatif stres biyobelirtecinin duzeyleri Olgulmektedir. Bu
biyobelirteclerden iskemi modifiye albimin (IMA), toplam oksidan seviye (TOS) ve
toplam antioksidan seviye (TAS) siklikla kullanilmaktadir (4). IMA duzeyleri 6l¢ciimii igin
genelde Bar-Or yontemi, TOS ve TAS seviyelerini belirlemek igin ise kolorimetrik ticari
kitler tercih edilmektedir (5, 6).

Kullanim amacina uygun olarak gesitli viicut sivilarinda veya solid doku
orneklerinde oksidatif stres biyobelirteclerinin tayini yapilabilmektedir. Ancak, kolayca ve
yeterli miktarda elde edilmesi nedeniyle bu tayinler igin kan drneklerinin daha ¢ok tercih
edildigi goriilmektedir (5). Analiz sonuglar1 6rnegin alinmasindan sonucun elde edilmesine
kadar gecen butln sureclerden etkilenmektedir. Dogru ve giivenilir 6l¢iim sonuglarinin
uretilmesi bu siireclerin standardize edilmesi ve olusabilecek hatalarin en aza indirilmesi
ile saglanir. Bilimsel arastirmalarda orneklerin toplanma siireleri giinler, aylar hatta yillar
alabilmektedir. Ayrica klinik saglik hizmetleri sirasinda hasta 6rneklerinin laboratuvarlara
gonderilmesi ve 6rnegin analiz i¢in 6n islemden gegirilmesi belirli bir zaman almakta veya
zorunluluk halinde saklanmasi gerekmektedir. Ornek saklama sartlar1 ve siiresinin analiz

sonuglarint anlamli miktarlarda etkiledigi bilinmektedir.



Ancak; literatir verileri incelendiginde TOS, TAS ve IMA gibi oksidatif stres
belirteclerinin tayininde kullanilan 6rneklerin saklanma sartlarinin 6lgiim sonuglarina
etkisini belirleyen bir calismaya rastlanilmamistir. Bu tez c¢alismasinda, kan Ornegi
saklanma kosullariin ve stiresinin TOS, TAS ve IMA dizeyleri (zerine etkisinin
aragtirmas1 amaclanmaktadir (4). Calismadan elde edilecek sonuglarin arastirma veya rutin
amagl olarak oksidatif stres biyobelirte¢ analizleri i¢in kullanilan kan 6rnegi saklanma
sartlariin standardize edilmesine ve dogru sonuglarin elde edilmesine 6nemli bir katki

saglayacagi disiiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Oksidatif Stres ve Biyomolekdiller Uzerine Etkisi

Oksijenli bir ortamda hiicrenin hayatini stirdiirmek i¢in antioksidanlarin her zaman
olmast gerekmektedir. Biyolojik sistemlerde bazen c¢esitli nedenlerden dolay1r serbest
radikallerin asir1 iiretimi ve antioksidanlarin tamamen veya kismen yetersizligi serbest
radikaller arasinda olan dengeyi serbest radikaller lehine bozarak oksidatif stres denilen
durumu ortaya ¢ikarmaktadir. Oksidatif stres, asir1 oksidan bilesikleri iiretimi ve yetersiz
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlikten kaynaklanan doku hasari

olarak tanimlanabilir (3, 7, 8).

Serbest radikaller

Antioksidanlar

Sekil 1. Oksidatif stres dengesi

Oksidatif stresin proteinler, karbohidratlar, lipitler, nikleik asitler ve diger hiicresel
biyomolekullere zarar verdigi ve bu hasarm oldukga 6nemli bir risk olusturdugu

giinlimiizde ispatlanmustir (9).
Lipitler Uzerine Etkisi

Membran fosfolipidlerinde bulunan doymamais yag asitleri, serbest radikal hasarina
karsi son derece hassastir. ROS’lar ile hiicre hasart meydana gelirken lipit-serbest
radikaller ve lipit peroksitler de olusmaktadir (10).

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baslatilir. Membran yapisinda
bulunan kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonunu igeren alil grubundan (alfa metilen) bir
hidrojen ¢ikarsa lipit radikali meydana gelir. Bu olay bir kez basladiktan sonra otokatalitik

zincir reaksiyonlar1 seklinde yurimektedir (11).

Membran fosfolipitlerinin yapisinda bulunan doymamis uzun zincirli yag asitleri,

aragidonik asit ve dokosaheksaenoik asittir. Lipit peroksidasyonu hiicre membraninin,



akigkanligin1 ve gecirgenligini bozarak hiicre membranina zarar verebilir. Bu olay ti¢

asamada gerceklesir:
1. Baslangi¢

Primer bir serbest radikalin, metilen karbonundan bir hidrojen atomu ¢ikarmasi ile
baglar ve lipit radikalleri (L') olusur. Lipit radikalleri O ile reaksiyona girerek lipit
peroksit radikallerini (LO2") olusturur.

LH + OH- 2>L + H,0
L+0,=>L0;
2. ilerleme

LO," ¢evredeki bir doymamis yag asidi molekiiliinden bir hidrojen atomu alarak

baska bir lipit radikali tepkimesi gergeklesir ve kendisi lipit hidroperokside indirgenir.
LO; + LH >LOOH + L
3. Sonlanma

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

antioksidan ile tepkimeye girmesi ile gerceklesir.

L+L->2L
LO2+LO2 >LOOL
L+IH > LH+ 1

L+l >LI

Serbest radikallerin sebep oldugu lipit peroksidasyonuna "enzimatik olmayan lipit
peroksidasyonu™ denir. Lipit peroksidasyonunun son drinlerinden olan malondialdehit
(MDA) biyolojik materyallerde serbest formda veya doku igerisinde kompleks olarak
bulunur. MDA, g karbonlu bir dialdehittir (10).

Proteinler Uzerine Etkisi

Serbest radikaller proteinleri dogrudan etkiler. Proteinlerin hasar gdorme derecesi
icerigine gore farklidir. Aromatik amino asitler (triptofan, tirozin, fenilalanin) doymamis
bag igerdiginden ve sistein, sistin ise kukdrt icerdigi igin serbest radikaller ile daha ylksek
reaktiviteye sahiptir. Bu aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenir (11).



Reaktif oksijen tdrlerinin etkileri sonucu albumin ve immunoglobin G (1gG) gibi
fazla sayida distilfit bag1 bulunduran proteinlerin tersiyer yapisi bozulur. Hemoglobinin
ferro demiri (Fe?") siiperoksit ve diger oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup,
oksihemoglobinin superoksit radikali (Oz2~) veya hidrojen peroksitle (H202) reaksiyonu

sonucu oksijen tasimayan methemoglobin olusumuna neden olur (12).

Serbest radikaller, amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve
agregasyonu gibi yapisal degisikliklere sebep olarak bir¢ok protein hasarina neden olabilir.
Oksitlenmis proteinlerin bir¢ogu fonksiyonel olarak dogada inaktiftir ve hizli bir sekilde

uzaklastirilir (13).
DNA Uzerine Etkisi

DNA serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Iyonize edici radyasyonla olusan
radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve 6limine yol acabilirler. Hidroksil
radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol agar.
Aktive olmus nétrofillerden salinan H2O2, membranlardan kolayca gegebildigi i¢in hiicre
¢ekirdegine kadar ulasir burada olusan hidroksil radikali dort DNA baziyla reaksiyona
girerek baz modifikasyonlarina yol agar (14, 15).

Serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek seker (Deoksiriboz) pargasindan
hidrojen atomlarmin kaybina veya ilavesine sebep olabilir. Ozellikle, pirimidinin C4-Cs Gift
bag1 hidroksil radikalinin saldirilarina karst ¢cok hassastir. Bu saldirilar sonucunda timin
glikol, urasil glikol, iire 55 kalintisi, 5-hidroksideoksilridin, 5-hidroksideoksisitidin ve
hidantoin gibi oksidatif pirimidin hasar Grlinleri meydana gelir (15).

Karbohidratlar Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin karbohidratlara etkisiyle ¢esitli {irlinler meydana gelir ve
bunlar, gesitli patolojik siireglerde 6nemli rol oynarlar. Hidroksil gibi serbest radikaller,
karbohidratlar ile reaksiyona girer ve karbon atomlarmin birinden bir hidrojen atomu

cikararak karbon merkezli radikal iiretirler. Bunlar hiyaluronik asit gibi Onemli

molekiillerde zincir kirilmalarina yol agar (16).
4.2. Oksidatif Stres Kaynaklari

Oksidatif stres ve ona sebep olan reaktif oksijen ve azot tirleri normal hticresel

metabolizma sirasinda olusabildigi gibi, cesitli dis etkenlerden de meydana gelebilirler ve



insan vicuduna zarar verme potansiyeline sahiptirler (17). Kovalent baglarin homolitik
kirilmasi, bir molekiiliin elektron kaybetmesi ve normal bir molekiile tek bir elektron

transferi gibi yollar ROS’larin olusumuna sebep olmaktadir (18).

Ekzojen Kaynaklar

Hava kirliligi, pestisitler, sigara dumani, ¢oziciiler, anestezikler, aromatik
hidrokarbonlar gibi ekzojen maddeler serbest radikal Uretimine yol acabilir. Gama, X ve
mikrodalga 1sinlar1 gibi iyonize radyasyon isinlari serbest radikallerin kaynaklarindan

sayilabilir (19).



Endojen Kaynaklar

Tablo 1. Endojen oksidatif stres kaynaklar (Sanchez’den, 20, Gupta’dan, 21,
Cheeseman’den, 22, Kehrer’den, 23, Donaghy’den, 24)

Mitokondriyal elektron tasima zinciri

Oksijen sizintist  submitokondrial zarda
yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri ile
dort elektron alarak suya indirgenir ve
oksijenin % 1-3’i siiperoksit radikalini
uretebilir.

Endoplazmik retikulum ve niikleer
membranlar

Serbest radikal (retimi, membrana bagh
sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir.

Kuguk molekdllerin otooksidasyonu

Tiyoller, katekolaminler, tetrahidrofolatlar,
flavinler siiperoksit radikalinin kaynagidir.

Enzimler

Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz,
flavoprotein dehidrogenaz, aminoasit
oksidaz, triptofan dioksijenaz gibi enzimlerin
aktif yerinde ara {irlinler olarak devamli
sekilde serbest radikaller (H2.O2 ve O2*)
olusabilir.

Gegis metaller

Demir ve bakir, oksidorediiksiyon
reaksiyonlarinda yer aldiklarindan dolay1
serbest radikal reaksiyonlarinda katalizorler
olarak is goriirler.

Toksik maddeler

1) Kendisi bir serbest radikaldir.
2) Bir serbest radikale metabolize olur.

3) Metabolizmast sonucu serbest oksijen
radikali meydana gelir.

4) Antioksidan aktiviteyi diisiiriir.

Arasidonik asit

Fagositik  hiicrelerin  uyarilmasi1 sonucu
plazma membranindaki aragidonik  asit
serbestlesir ve enzimatik oksidasyonla
"enzimatik lipid peroksidasyonu" adi verilen
cesitli serbest radikal ana iirtinleri meydana
gelir.

Immiin sistem hicreleri

Patojenlere yanit olarak reaktif oksijen tiirleri
uretebilir.




4.3. Serbest Radikal Turleri

Serbest radikaller, atomik ya da molekiiler yapilarda dis atomik orbitallerinde bir
veya daha fazla eslesmemis elektron igeren yiiksek enerjili oldukg¢a kararsiz yapida ve
kimyasal olarak reaktif bilesiklerdir (16). Eslesmemis elektronu bulunmayan molekdller
serbest radikaller kadar kararsiz ve reaktif degildirler ancak kolayca radikallere dontistirler
(14). Serbest radikal olarak kabul edilen atom ve molekiiller, elektron konfigiirasyonlari,
termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilirler. Cu?*, Fe3*, Mn?*
ve Mo gibi gecis metallerinin de eslesmemis elektronlar1 oldugu halde serbest radikal
olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizlediklerinden dolay1 serbest

radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar (17).

Serbest radikaller; reaktif oksijen ve azot tirleri olarak iki gruba ayrilirlar (18). Bu
tirler Sekil 2°de gosterildi.

Superoksit, Hidroksil, Peroksil, Lipit
peroksil, Alkoksil, Hidroperoksil,
Hidrojen peroksit, Hipokloroz asit,
Ozon, Singlet oksijen, Hidroperoksit

Reaktif |
oksijen

N
Fa ™
Nitrik oksit, Nitrojen dioksit
Nitrik asit, Peroksinitrit, Dinitrojen
trioksit

Serbest |
radikaller|

| Reaktif
nitrojen

Sekil 2. Serbest radikal turleri

Reaktif oksijen turleri kendi aralarinda radikaller ve radikal olmayanlar olarak iki

gruba ayrilirlar (12, 25-27). Reaktif oksijen turleri siniflamasi Tablo 2’de verildi.
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Tablo 2. Reaktif oksijen trleri ( isbilir’den, 12, Giirgdze’den, 25, Bilylikuslu’dan, 26,
Senerden, 27 ).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Superoksit Oz Hidrojen peroksit H202
Hidroksil OH- Hipoklor6z asit HOCI
Peroksil RO2- Ozon O3
Alkoksil RO- Singlet Oksijen O2
Hidroperoksil HO:: Hidroperoksit L(R)OOH

Superoksit Radikali (O2")

Aerobik hucrelerde oksijen atomunun bir elektron alarak indirgenmesi sonucu

stiperoksit radikali (O2") meydana gelir.
O2+e — 0Oz

Slperoksit radikalinin  fizyolojik olarak fretildigi ana noktalardan birisi
mitokondriyal tasima zincirindeki NADH dehidrogenaz ve Koenzim Q gibi elektron
tasiyicilaridir. SUperoksit radikalinin biyomolekillerle olan reaktivitesi disiiktir (24).
Insan viicudundaki normal metabolizma sirasinda tilketilen oksijenin % 1-5 kadar

stiperoksit radikalini olusturmaktadir (7).
Hidrojen Peroksit (H202)

H202’in dis yoriingesindeki elektronlar eslesmis oldugu igin serbest radikal olarak

kabul edilmez, ancak kuvvetli bir oksidandir.

Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda H2O> bir gecis

metali olan Fe?* ile tepkimeye girerek hidroksil radikalinin olusumuna neden olur.

O + Fe®* — O+ Fe?*
H.0,+ Fe?* —  OH +OH + Fe* (Fenton reaksiyonu )

H20: biyolojik membranlar1 gegerek hiicrelerin arasina veya icine kolayca difiize
olabilir ve uzun Omiirlii bir oksidan olarak adlandirilir. Fenton tepkimesi viicut sivilarinin

iyonize edici radyasyonla karsi karsiya kaldigi durumlarda sik¢a gorilmektedir (16).
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Hidroksil Radikali (OH-)

Superoksitle reaksiyona giren hidrojen peroksit, Haber-Weiss tepkimesi ile hiicrede

oldukga toksik olan hidroksil radikalini olusturmak i¢in parcalanir.
O2 +H202 — O2 + OH + OH" (Haber-Weiss reaksiyonu )
OH+RH — R +H0

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve zararli olan hidroksil radikalinin yarilanma
omrii ¢ok kisa (10° saniye) olmasina ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiille
tepkimeye girer ve olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Ozellikle elektronca zengin
bilesikler hidroksil radikalinin hedefi olarak tercih edilir (19).

Singlet oksijen (*O2)

Singlet oksijen biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde olan baska bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur. Singlet oksijenin
yapisinda eslesmemis elektronu olmadigi igin radikal grubundan sayilmaz. Delta ve sigma
olmak tiizere iki sekli vardir. Delta sekli daha diisiik enerjili (92 kj) uzun yar1 omiirlii ve

sigma sekli (155 kj) daha kisa yar1 omre sahiptir (19).
4.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli organizmalarda metabolizma sirasinda veya patolojik yollarla meydana gelen
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu kontrol altinda tutmak veya olustuktan sonra
hasarlarin1  engellemek i¢in cesitli antioksidan savunma sistemleri gelismistir.
Antioksidanlar canli hiicrelerde biyolojik molekiiller gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu  Onleyen ve geciktirebilen maddelerdir. Bu maddeler disiik
konsantrasyonlarda bile gorevlerini yerine getirirler (28). Bu ozellikleriyle hicrenin timor
olusturma riskini ve hiicre Oliimiinii azaltirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran
kisminda bulunan antioksidanlar degisik etki mekanizmalarina sahiptirler. Bu

mekanizmalar su sekilde siniflandirilabilir (29, 30).

1. Toplayic1 etki: Bu etkiyle serbest oksijen radikallerini tutup veya reaktif

olmayan yeni bir molekdile cevirirler.

2. Bastiria1 etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen aktararak aktivitelerini

azaltir veya inaktif sekle dontistiiriirler.
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3. Onaria etki: Lipid, protein ve DNA gibi yapilarda olan hasari onarmaktadir.

4. Zincir kirier etki: Serbest oksijen radikallerine baglanip zincirlerini kirar ve

fonksiyonlarini engellerler.

Antioksidanlar yapilarina, kaynaklarina, ¢oziliniirliiklerine ve yerlesimlerine gore

cesitli sekillerde siniflandirilabilir.

Kaynaklarina gore siniflandirilan antioksidanlarin bir kismini viicut diyetle alirken,
diger bir kismin1 viicutta bir savunma sistemi olarak tiretir, dolayisiyla, endojen ve ekzojen

kaynakli olarak iki sifiniflandirma sekli vardir (31).

Endojen antioksidanlar: Dogal antioksidanlar etki mekanizmalarina gore temel olarak
enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki ana grupta
toplanmaktadirlar (32, 33).

Enzimatik Antioksidanlar:
Superoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

Metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan {retilen siiperoksit SOD sayesinde

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniistiiriiliir (34).
0" + 0y + 2HY 590, H,0, + O
Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6)

Katalaz, glutatyon peroksidaz enzimiyle birlikte SOD tarafindan olusan H202’yi
molekiiler oksijene doniistiiriir, dolayistyla hidroksil radikalinin olusumunu engelledigi

icin antioksidan 6zellik gosterir (35).
202" +2H" 590, H,0,+ O

2H0, —CAT ,  2H,0 + O

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px: EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, H2O2’nin detoksifikasyonundan sorumlu olup, lipid
peroksidasyonunun baslamasini ve gelisimini engeller. GSH-Px glutatyonu okside hale

getiren reaksiyonu katalizler, bunun sonucunda ise ylkseltgenmis glutatyon meydana gelir.
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H202+ 2GSH (redlikte glutatyon) — GSSG + 2H,0
ROOH +2GSH —» GSSG (okside glutatyon) + ROH + H20
Glutatyon Rediktaz (GR; EC, 1.6.4.2)

Oksidasyona ugramis glutatyonu (GSSG) tekrar kullanmak icin rediikte glutatyona

doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (36, 37).
GSSG + NADPH + H* —  2GSH + NADP*
40, + 4H" +4e — 2H20

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar, insan vicudunda oldukga az miktarlarda

bulunmasina ragmen vitaminlerin viicuttaki etkinlikleri oldukgca fazladir.

Organizmadaki enzimatik savunma sistemlerine ek olarak, endojen ve ekzojen bir
sekilde antioksidan 6zelligi olan molekiiller de vardir. Enzimatik olmayan antioksidanlar
lipid fazda ve siv1 fazda (hiicre sitozolii veya kan plazmasinda) bulunmalarina gore iki
gruba ayrilirlar. Lipid fazda, a-karoten ve o-tokoferol; sivi fazda ise askorbik asit,
miyoglobin, hemoglobin, melatonin, Urik asit, ferritin, sistein, metiyonin, seruloplazmin,

albumin, laktoferrin, bilirubin, transferrin ve glutatyon bulunabilir (38).
4.5. Oksidatif Stres Biyobelirtecleri

Serbest radikaller yillar 6nce tanimlanmasina ragmen, sadece son yirmi yilda
hastaliklarin  gelisimindeki rolleri ortaya c¢ikmistir. BOylece bir¢ok oksidatif stres
belirtegleri bulunmustur. Bunlardan bazilari; 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 tiyobarbitlrik asit reaktif
maddeleri (TBARS) dir (4).
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4.5.1. Iskemi Modifiye Albiimin ve IMAR

Albimin Kkaracigerde sentezlenmektedir. Insan ve diger memeli hayvanlarda
alblimin kan plazmasinda en bol bulunan proteindir. Albimin insan serum proteinlerinin %
60’11 olusturmaktadir. 610 aminoasitlik primer zincirden meydana gelen insan serum

alblmini 17 disulfid koprasu icerir (39).
Insan serum albiimininin gérevleri:
* Plazma onkotik basincin ayarlanmasi,
* Ozmotik basinci saglamak,
» Kanda metabolit tagimasi,
» Kan pH’smin ayarlanmasinda tamponlama gorevi yapmasi,
» Serbest radikallerin temizlemesi,
» Karacigerde protein sentezini saglamast,

» Metabolizma icin 6nemli veya toksik olan organik ve inorganik maddelerin

tasinmasini saglamaktadir (40).

Insan serum albiimini, N terminal bdlgesinde kobalt, bakir ve nikel gibi metalleri
baglama ozelligine sahiptir. Serbest radikallerin olusumu bu bélgede yapisal degisikliklere
sebep olur dolayisiyla agir metalleri baglama kapasitesi kaybolur veya diiser.
Modifikasyona ugramis olan bu albiimin “Iskemi Modifiye Albiimin (IMA)” olarak

adlandirilir.

Iskemi durumunda albiiminin N terminal bdlgesinin gegis metalleri baglama
kapasitesinde baz1 degisiklikler meydana gelmektedir. Ozellikle 3. pozisyonda histidinin
bakir baglamasinda etkili oldugu goriilmiistiir. Modifiye olmus albiimin normal albiimine

gore daha diisiik metal baglama kapasitesine sahiptir (41).

Iskemi modifiye albiimin/albiimin oran1 IMAR olarak tanimlanir ve IMA

sonuglarinin standardize edilmesinde kullanilir (42).
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4.5.2. Total Oksidan Seviye (TOS)

Oksidan molekilleri bir ortamda birbirlerini etkilediginden miktarlar1 stabil
degildir. Dolaysiya tek tek Olgiimleri arastirmacilar ve klinisyenler tarafindan pratik ve
ekonomik degildir. Bu nedenle tim oksidan durumu yansitan total oksidan seviyesi (TOS)
olarak oOlgiim yontemi gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Bu kolorimetrik yOontemde,
oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona kimdulatif olarak oksitler.
Ferrik iyonlar asidik ortamda “Ksilenol turuncusu” ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ornekte bulunan oksidanlarin  miktariyla dogru orantili  olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak 6l¢tilmektedir ve TOS olarak ifade edilir (43).
4.5.3. Total Antiksidan Seviye (TAS)

TAS, antioksidan durumu yansitan ve antioksidan kapasiteyi genel olarak
belirlemek igin kullanilan biyobelirtegtir. Mevcut olan antioksidan molekiller renkli 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-sulfonik asit) ABTS katyonik radikallerini indirgeyerek,
renkli radikalin antioksidan molekiillerinin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak
renk siddetinin agilmasi esasina dayalidir. Baslangi¢ renginin agilmasi fotometrik olarak

saptanir (43).
4.5.4. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif Stres Indeksi (OSI), Toplam Oksidan Seviye (TOS) dizeylerinin Toplam
Antioksidan Seviye (TAS) diizeylerine oranmin yiizde derecesi olarak ifade edilir.
Sonuglar Arbitrary Units (AU) olarak ifade edilir (44).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Calismamizda kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin listesi Uretici

firmalari ile birlikte Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve tretici firmalari

Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Uretici Firma

Derin dondurucu (-80°C)
Derin dondurucu (-20°C)
Falkon tup

2 mL hacimli plastik spektrofotometre kuvetleri

Hassas analitik terazi

Cesitli hacimlerde semiotomatik pipet

Saf su aritma cihazi

Santrifij

Vorteks

Mikropleyt

Manyetik karistiric

Mikropleyt okuyucu

UV-Vis spektrofotometre
Albumin 6lgiim cihazi
Calkalayici inkiibator
Cllesllitli cam malzemeler
0.1-10 pLsteril pipet ucJlar1
10-200 pLsteril pipet uc(lar1
100-1000 pLsteril pipet uc[lar1
3 mL hacimli steril pastor pipetleri

Thermo Electron Corporation
Vestel FT 280

CAPP 5100015

LP Italiana SPA

Mettler Toledo AB204-S
Ependorf

Kros Rent 100

Eppendorf 5810

IKA Genius 3

Biosigma

ENDA AT411

Molecular Devices Versa Max
Shimadzu UV-1601PC
Beckman coulter AU 5800
Nive SL 350

Isolab, Kimax, Isotherm
Biologix

Biologix

Vertex

LP Italiana SPA
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5.1.2. Kullanilan Ticari Kitler ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kitler ve kimyasallar iiretici firmalar1 ile birlikte Tablo 5’de

verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve tiretici firmalari

Kullanilan Kitler ve kimyasallar Uretici Firma
TOS Kiti Rel Assay Diagnostics, RL0024
TAS Kiti Rel Assay Diagnostics, RL0017

Kobalt (I1) klortir heksahidrat (CoCl,.6H20) SIGMA, C8661

Dithiotreitol (DTT) SIGMA, D0632
Sodyum Kloriir (NaCl) MERCK, 567440
5.2. YOntem

Calismamizda TOS, TAS ve IMA tayini igin kullanilan serum ornekleri Klinik
Biyokimya Laboratuvarina analiz edilmek igin gelen ve serum indeksleri (hemoliz, ikter ve

lipemi) normal olarak rapor edilen 6rneklerden secildi.
5.2.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi Ve Orneklerin Hazirlanmasi

Calismamiz igin toplanan serum drneklerinden bir havuz olusturuldu. Bu havuzda
TOS, TAS ve IMA o6lclimleri yapildi ve sonuglar baslangi¢ degerleri olarak kabul edildi.
Ornek saklama kosullarinin dlciimler {izerine etkisini incelemek amaciyla sekil 3’te verilen
is akis semasina uygun olarak serum havuzu ii¢ esit alt havuza bolindl. Daha sonra her
havuza ait serum drnekleri yeterli sayidaki 50 mL’lik falkon tuplere (4 °C i¢in 15 adet, -20
°C ve -80 °C igin 2’ser adet) ayrilarak uygun saklanma kosullarinda 6lgiim yapilana kadar

muhafaza edildi.
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Serum Havuzu

Baslangig¢ Olgiimleri

Il
| 1 |
(4 °C)'de 1- 15. Giin Blciimleri (-20 °(1)’de 1.ve 2. Ay (-80 °(;_)’de 1.ve 2. Ay
) Olgiimleri Olglimleri

Sekil 3. Calismanin is akis semasi

Is akis semasinda gosterilen her bir havuzda TOS, TAS ve IMA olcimleri 10 kez
tekrarlandi ve ortalama degerleri alindi. Ayrica; 6lgimlerin tekrarlanabilirligi hesaplandi
ve % CV olarak verildi.

5.2.2. Iskemi Modifiye Albiimin (IMA) Ol¢iimii

Serum oOrneklerinde IMA oOlcimi Bar-Or ve arkadaglari tarafindan gelistirilen
kolorimetrik tayin yontemi (albiimin kobalt baglama testi) kullanilarak yapildi. Bu metoda
gore; deney ortamina ilave edilen Co?" iyonlarinin &rnekteki albiimine baglanamayan
kismu ditiothretol (DTT) ile etkileserek kahverengi renk olusturmaktadir ve bu renk siddeti
spektrofotometrik olarak tespit edilmektedir. Albiimine baglanmadan ortamda kalan
serbest Co?" iyonlarinin (Co?*-DTT kompleksi) absorbansi IMA ile dogru orantilidir.
Sonuglar ABSU cinsinden verilir (45).

Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

% 0.1’lik CoCl2.6H20 Cozeltisi: 25 mg CoCl2.6H20 hassas terazide tartildi ve 15 mL
distile su iceren behere ilave edildi. CoCl2.6H20 tamamen ¢6ziildi, ¢ozelti 25 mL’lik
balon jojeye aktarildi ve hacmi distile su ile 25 mL’ye tamamlandi. Cozelti aliiminyum

folyo ile sarili olan behere aktarildi.

1.5 mg/mL’lik Dithiothreitol (DTT) Cozeltisi: 37.5 mg DTT hassas terazide tartildi ve
15 mL bir miktar distile su iceren behere konuldu. Beher DTT tamamen ¢6zullinceye kadar
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yavasca calkalandi ve ¢ozelti 25 mL’lik balon jojeye aktarildi. Balon jojenin hacmi distile

su ile 25 mL’ye tamamlandi. Cozelti aliiminyum folyo ile saril1 olan behere aktarildi.

% 0.9’luk NaCl: 9 g NaCl hassas terazide tartildi ve bir miktar distile su (600 mL kadar)
iceren behere eklendi. NaCl tamamen ¢oziildiikten sonra ¢ozelti 1 L’lik balon jojeye

aktarildi ve hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandi.
IMA Tayin Proseduru

200 pL serum Orne8i cam tlplere eklenerek, iizerlerine % 0.1°likk 50 pL
CoCl3.6H20 yavasca karistirildiktan sonra yeterli kobalt albiimin baglanmasi saglanmasi
amaciyla 10 dakika bekletildi. Renklendirici ajan olarak 50 pL 1.5 mg/mL’lik
Dithiothreitol (DTT) eklendi. 2 dakika bekledikten sonra % 0.9’luk NaCl’den 1 mL renk
reaksiyonunu durdurmak amaciyla eklendi ve reaksiyonun durdurulmasi saglanadi. Her bir
numune i¢in numune korli yapildi. DTT eklenen asamada 50 pL 1.5 mg/mL’lik DTT
yerine 50 pL distile su konarak DTT’siz serum kobalt kori hazirlandi. Numune
absorbanslart spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda olgiilerek kaydedildi. DTT’li
orneklerdeki renk olusumu kor tiiplerindeki renk olusumuyla karsilastirilarak sonuglar

absorbans nitesi cinsinden (ABSU) rapor edildi.

Ayrica her Olglimden Once Orneklerdeki albiimin diizeyleri Rutin Biyokimya
Laboratuvari’nda (otomatize sistemde AU5800) 6l¢iildii ve bdylece albiimin basina IMA
degerleri hesaplanarak IMA diizeyleri lizerine albiimin miktarinin etkisi de degerlendirildi.
Bu amagla IMA ve albiimin degerleri asagidaki formiilii kullanilarak IMAR hesaplandi ve
IMA sonuglar standardize edildi.

IMA

IMAR (ABSU) =
Albimin

5.2.3. Toplam Oksidan Seviye Tayini (TOS)

Serum oOrneklerinde TOS diizeyleri ticari kitler kullanilarak 6lculdi (Rel Assay,
RL0024, Gaziantep Turkiye). Kolorimetrik 0Olciim prensibine dayali bu yontemde;
ornekteki oksidanlar Fe?* iyon-o-dianisidin kompleksini Fe** iyonuna kiimiilatif olarak

oksitler. Fe3* iyonlar1 da asidik ortamda “Ksilenol Turuncusu” ile renkli bir kompleks
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olustururlar. Olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak olgiiliir ve 6rnekte bulunan

oksidan miktartyla orantili olarak artar.
Deneyin yapilisi:

TOS olciimleri Tablo 5’e uygun olarak gergeklesti.

Tablo 5. TOS deney prosedr

Reaktifler Ornek (uL) Standart (uL)
Standart - 75
Numune 75 -
Reaktif | (Tampon Cozeltisi, 25 mM, pH 1.75 H2SO4) 500 500

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

Reaktif 11 (Substrat Cozeltisi, 25 mM, pH 1.75 H2SOg, 25 25
5 mM Fe?* iyonu, 10 mM O-dianizidin)

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

Hesaplama:

Her bir 6rnek ve standart i¢in elde edilen A2 absorbansindan Al absorbansi

cikarilarak absorbans degisimi hesaplandi (AA = A2-Al).

(AA Ornek)
Sonug = X Standart Konsantrasyonu (umol/L)
(AA Standart)

Sonuglar, pmol H2O2 Esdegeri /L cinsinden verildi.

5.2.4. Toplam Antioksidan Seviyenin Tayini (TAS)

Serum havuzlarinda TAS tayini kolorimetrik ticari kitler kullanilarak yapildi (Rel
Assay, RL0017, Gaziantep Turkiye). Bu 06lgim metodunun prensibi, Ornekteki
antioksidanlarin koyu mavi yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna

doniistiirmesi esasma dayanir. Ornegin total antioksidan seviyesi, 660 nm’deki 6l¢iilen
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renk siddeti ile ters orantilidir. Bu metodun standart ¢ozeltisi troloks esdegeri (Vitamin E
analog) olarak bilinen en kararli antioksidan ile hazirlanir. Standart konsantrasyonu 1.0

mmol esdegeri/L’dir.
Deneyin yapilisi:
TAS 0l¢limleri Tablo 6’da verilen deney prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi.

Tablo 6. TAS deney prosedr

Reaktifler Ornek (uL) Standart (uL) H20 (uL)
Deiyonize su - - 30
Standart - 30 -
Numune 30 - 30
Reaktif | (Tampon Cozeltisi, 0.4 mol/L pH 5.8 500 500 500
Asetat Tamponu)

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

Reaktif Il (Prokromojen Cozeltisi, 0.4 mol/L 75 75 75
pH 3.6 Asetat Tamponu, 30 mmol/L ABTS)

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

Hesaplama:

Her bir 6rnekte, standart ve su icin tespit edilen absorbanslarin (A2 ve Al) farki
alinarak absorbans degisimi hesaplandi (AA = A2-A1l). H20 renksiz oldugu ve antioksidan

icermedigi i¢in pozitif kontrol olarak kullanildi.

(AAH0) - (AAOrnek)
TAS= X Standart Konsantrasyonu (mmol/L)
(AAH0) - (AAStandart)

Sonuglar, mmol/L troloks esdegeri olarak verildi.

22



5.2.5. Oksidatif Stres indeksi (OST) Hesaplanmasi

TOS/TAS orant alinarak OSI degeri hesaplandi. Hesaplama sirasinda, TAS
degerlerinin birimi, mmol Troloks esdegeri /L cinsinden pmol Troloks esdegeri/L cinsine

doniistiiriildii ve asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (44).
OSI = [(TOS, pumol H202 esdegeri/L) / (TAS, pmol troloks esdegeri /L) x 100]
5.3. Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Olglim degerleri aritmetik ortalamazstandart sapma (SD) olarak verildi. Her grubun
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov Testi ile belirlendi. Sonuclar normal
dagilima uydugu i¢in bagimli iki grubun karsilastirilmasinda Paired-Samples T testi
kullanildi. TOS ve TAS arasindaki iliski Pearson testi ile degerlendirildi. p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Farkhl Sicakliklarda ve Siirelerde Saklanan Serum Orneklerinde Oksidatif Stres
Biyobelirte¢ Duzeyleri

Farkl1 sicakliklarda ve siirelerde saklanan serum 6rneklerinde Glgiilen oksidatif stres
biyobelirte¢ diizeylerinin karsilastirilmast Tablo 7, 8 ve 9’da ve Sekil 4, 5, 6 ve 7°de

gosterilmistir.
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Her TOS, TAS ve IMA olgclimleri 10 kez tekrerlandi ve ortalamalari alindi.
Olgiimlerin tekrerlanabilirligi % CV olarak bulundu. Kit prospektiisiindeki TAS ve TOS
icin 5 Ornekten fazla tekrarlandiginda % CV degeri + %10 civarinda bulunmustur. IMA
duzeylerinin belirlenmesinde manuel bir yontem calistigimiz icin % CV degerlerinin
10’dan disiik olmasi sonuglarimizin giivenilir olugunu gostermektedir. Hesaplanan % CV

Degerleri Tablo 8’de gosterilmektedir.
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Tablo 8. Farkli sicakliklarda ve siirelerde saklanan serum oOrneklerindeki IMA, Albimin,
TAS ve TOS 6l¢lmlerinin tekrarlanabilirligi (% CV)

Saklama | Saklama Hesaplanan % CV Degerleri
Sicakhig Saresi
TOS TAS IMA Alblimin
Baslangic 5.6 3.1 6.6 0.6
1 9.2 3.2 1.7 0.6
2 1.4 4.9 3.2 0.9
3 4.9 5.1 3.6 15
4 2.9 15 3.4 1.4
5 5.9 4.6 5.0 1.0
6 25 4.9 3.9 0.7
7 38 3.9 3.2 0.9
4°C Gunler 8 13 45 41 0.6
9 10.3 2.4 45 1.1
10 7.4 6.6 3.2 1.1
1 4.2 6.9 3.7 1.1
12 3.1 2.4 4.8 1.2
13 2.3 4.8 3.7 1.0
14 5.3 5.4 4.8 0.7
15 4.4 6.1 35 0.9
Ortalama 4.6 4.5 3.7 1.0
1 4.0 2.8 2.5 0.9
-20 °C 2 1.4 0.7 3.8 0.8
Ortalama 2.7 1.8 3.2 0.8
Aylar
1 2.9 4.0 3.8 15
-80 °C 2 5.1 0.6 3.4 0.6
Ortalama 4.06 2.3 3.6 1.1
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Ornek  saklanma  kosullarmmm  TOS  diizeyleri iizerine etkileri

degerlendirildiginde elde ettigimiz sonuclara gore;

a) 4 °C’de saklanan orneklerde ilk 4 giin boyunca oOlgiilen TOS degerleri ile
baslangigtaki TOS degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (her bir giin igin:
p>0.05). Ancak; 5-15. glnlerde elde edilen Olglim degerlerinin baglangic TOS
diizeylerinden anlamli olarak yiiksek oldugu gorulda (her bir gun igin: p<0.05).

b) Hem -20 °C’de hem de -80°C’de saklanan serum oOrneklerinde 1. ve 2.aymn
sonunda tayin edilen TOS sonuglari ile baslangi¢ degerleri arasinda anlamli bir fark yoktu

(her sicaklik ve her ay i¢in; p>0.05)

¢) Ornek saklama sicakliklarma gore karsilastirma yapildiginda; birinci ayin
sonunda -20 °C’de saklanan serum orneklerinin TOS duzeyleri ile -80 °C’de saklanan
ornekler arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0.905). Bu bulgulara benzer sekilde ayni

sicakliklar i¢in 2.ayin sonunda orneklerde 6l¢giilen TOS diizeyleri arasinda da anlamli fark
yoktu (p=0.935).

d) Ornek saklama siirelerinin TOS 6l¢iim sonuglarina etkisi degerlendirildiginde;

-20 °C’de saklanan serum Orneklerinde 1. ve 2.ayin sonunda elde edilen TOS degerleri
birbirinden anlamli olarak farkli degildi (p=0.808). Ayrica -80 °C’de saklanan serum

orneklerinde de aylar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0.849).

Elde ettigimiz sonuclara gore TAS diizeyleri iizerine o6rnek saklanma

kosullarin etkileri degerlendirildiginde;

a) 4°C’de 15 giin boyunca saklanan serumlarda ilk 4 giinde Olgiilen TAS degerleri
ile baslangicta bulunan degerler arasinda anlamli bir fark bulunmadi (her bir giin i¢in;
p>0.05). Ancak bu orneklerin 5-15. ginlerde elde ettigimiz serum TAS seviyelerinin
baslangigta dlciilen degerlerden anlamli olarak azalma gosterdigi tespit edildi (her bir giin

icin; p<0.05).

b) -20 °C ve -80 °C’de dondurularak saklanan serum orneklerinde; her bir saklama
sicakliginda 1.ve 2.ay sonunda oOlgiilen TAS seviyeleri ile baglangigta bulunan degerler

arasinda anlamli bir fark goézlenmedi (her sicaklik ve her ay icin; p>0.05).

¢) Dondurulmus 6rneklerde saklama sicakliklarina gore karsilastirma yapildiginda;

hem -20 °C’de hem de -80 °C’de saklanan serumlarin birinci aymn sonunda olgiilen TAS
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diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0.655). Ayni sicakliklar i¢in 2.ayin
sonunda bu bulgulara benzer sekilde Olgiilen Orneklerde elde edilen TAS diizeyleri

arasinda da anlaml fark goriilmedi (p=0.228).

d) -20 °C’de saklanan serum orneklerinde 1. ve 2.aym sonunda Ornek saklama
stirelerinin TAS 06l¢lim sonuglara etkisi degerlendirildiginde bulunan TAS degerleri
birbirinden anlamli olarak farkli degildi (p=0.781). Ayrica -80 °C’de saklanan serum
orneklerinde de aylar arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edildi (p=0.995).

TOS ve TAS o6l¢iim sonuglar1 kullanilarak hesaplanan OSI degerlerinin TOS
bulgulartyla uyum gosterdigi izlendi.

Farkhi sicaklik ve siirelerde saklanan serum orneklerinde olgiilen IMA

degerleri ve IMAR diizeyleri incelendiginde;

a) 4 °C’de 15 giin boyunca saklanan serum orneklerinde IMA ve IMAR dizeyleri
Olciildii ve giinliik olarak elde edilen degerler ile baslangictaki IMA ve IMAR diizeyleri

arasinda anlamli fark bulunmamuistir ( her giin igin; p>0.05).

b) -20 °C ve -80 °C’de hem 1 ay hem de 2 ay boyunca saklanan serum orneklerinde
bulunan IMA ve IMAR degerlerini baslangi¢ degerleriyle karsilastirdigimizda aralarinda

anlamli bir fark olmadig1 goriildii (her saklama sicakligi ve her ay i¢in; p>0.05).

c) Farkli sicakliklarda saklanan serum orneklerindeki IMA ve IMAR diizeyleri
tizerine saklama siiresinin etkisi degerlendirildiginde; hem -20 °C’de hem de -80 °C’de bir
ay saklanan serum Ornekleri ile 2 ay saklanan serum IMA ve IMAR diizeyleri arasinda

anlaml bir fark olmadig1 sonucuna varildi (her saklama sicakligi i¢in; p>0.05).

d) Iki farkli sicaklikta 2 ay siire ile muhafaza edilen ve aylik 6l¢iimii yapilan serum
orneklerindeki IMA ve IMAR diizeyleri iizerine Ornek saklama sicakliginin etkisi
incelendiginde; -20 °C’de ve -80 °C’de 1 ay bekletildikten sonra dl¢iim yapilan serum
orneklerindeki IMA ve IMAR sonuglar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi

(p>0.05).

Ancak; -20 °C’de ve -80 °C’de 2 ay bekletildikten sonra olgiim yapilan serum
orneklerindeki IMA diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p>0.05) IMAR

sonuglari arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p=0.001).
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7. TARTISMA

Oksijen canli organizmalarin biiyiik bir kisminin metabolik yakitlarini enerjiye
doniistiirme sirasinda kullandiklart 6nemli bir molekildir (2). Bu metabolik sirecte
enerjinin yaninda reaktif oksijen turleri ve diger sebest radikaller olusmaktadir. Meydana
gelen bu molekiiller canli hiicrelerindeki hayati dneme sahip niikleik asitler, proteinler,
lipitler ve karbohidratlar olmak iizere bir ¢gok molekiil lizerine hasarlayict ve yikicr etkiler
gosterebilirler (9). Diisiik miktarlardaki serbest radikal tiirleri canlilarda patojenik
mikroorganizmalarla miicadelede, hiicre sinyalizasyonunda veya redoks reaksiyonlarinin
diizenlenmesinde yararli etkilere sahip iken, yiiksek miktarlarda olustugunda
prooksidan/antioksidan dengenin prooksidan lehine kaymasina ve hiicresel hasarlara neden
olur (3). Organizmanin antioksidan savunma sistemleri serbest radikal tiirlerinin
olusumunu engelleyerek veya olusan radikali ortadan kaldirarak bu hasarlayict ve yikici
etkiyi dengede tutar (29, 30). Cesitli nedenlerden dolay1 serbest radikallerin asir1 tiretimi
ve/veya antioksidanlarin tamamen veya kismen yetersizligi bu dengeyi serbest radikaller
lehine bozar bu durum oksidatif stres olarak adlandirilir (3). Hicrelerde oksidatif strese
bagli hasarin diyabet, kalp ve damar hastaliklari, alzheimer hastaligi ve kanser gibi bir ¢cok
patolojik durumla iliskili oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 oksidatif stres ve iliskili
hastaliklar glinumiizde oldukca ilgi ¢eken ve iizerinde arastirmalar yapilan bir konudur
(46).

Oksidatif stresi belirlemek amaciyla ¢ok sayida biyobelirteg Onerilmekle birlikte
bunlardan  lipid  hidroperoksitleri,  4-hidroksinonenal  (4-HNE),  8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG), izoprostanlar (IsoPs), malondialdehit (MDA), tiyobarbitiirik
asit reaktif maddeleri (TBARS), iskemi modifiye albumin (IMA), total oksidan seviye
(TOS), total antioksidan seviye (TAS) daha yaygin olarak tercih edilmektedir (4, 47-49).

Canli materyallerinde oksidatif stres belirteglerinin her biri ayr1 ayri olarak tayin
edilebilir. Fakat bu olgtimler yogun is giicii, asir1 zaman, karmasik teknikler, maliyet ve
tecribe gerektirmektedir. Bu nedenle; oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki redoks
dengeyi ifade eden TOS, TAS ve IMA gibi daha pratik testler oksidatif stresin
degerlendirmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (46, 50). Dolayisiyla bu tez
caligmasinda oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla TOS, TAS ve IMA O&lglimleri

kullanilmistir.
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Oksidatif stres ile ilgili caligmalar gézden gegirildiginde kan, idrar, beyin-omurilik
stvist ve solid dokular gibi ¢ok ¢esitli 6rnek tiplerinin kullanildigi gériilmektedir. Bununla
birlikte; kolayca ve yeterli miktarda elde edilmesi nedeniyle kan 6rnekleri daha cok tercih
edilmektedir (51). Hem “Farkl1 Tiiplere Alinan Kan Orneklerinde Tayin Edilen Oksidatif
Stres Biyobelirteglerinin Degerlendirilmesi” baslikli tez ¢alismasinda hem de kullanilan
kitlerin protokoliinde oksidatif stres belirteglerinin 6lgimi igin serum 6rneklerinin
oncelikli olarak énerilmesi nedeniyle bu tez ¢alismasinda TOS, TAS ve IMA tayinleri igin

serum oOrnekleri tercih edildi (51).

Bir analiz surecinde dogru ve giivenilir dlglim sonuglarinin elde edilmesi, uygun
ornegin secilmesi ve hassas Ol¢iimlerin yapilmasinin yani sira drneklerin uygun sartlarda
ve siirede saklanmasi ile de yakindan iliskilidir. Bundan dolayi 6l¢iim sureglerinin ve
sartlarinin standardize edilmesi hassas ve dogru sonuglarin elde edilmesi i¢in hayati neme
sahiptir. Oksidatif stres ile iligkili bu parametreler ¢ogunlukla arastirma amacli olarak
kullanildig1 i¢in genellikle 6rneklerin belli bir siire (gilinler, aylar hatta yillar) boyunca
saklanmas1 gerekmektedir. Ayrica klinik saglik hizmetleri sirasinda hasta Orneklerinin
laboratuvarlara gonderilmesi ve Ornegin analiz i¢in 6n islemden gecirilmesi belirli bir
zaman almakta veya zorunluluk halinde saklanmasi gerekmektedir. Ornek saklama sartlar:
ve siiresinin analiz sonuglarini anlamli miktarlarda degistirebilecegi bilinmektedir.
Oksidatif stres belirteglerinin tayini igin kullanilacak 6rneklerin saklanma sartlarini ortaya
koyan yeterli sayida caligmanin bulunmadigi gorulmektedir (52, 53). Literatlre katki
saglamak amaci ile planlanan bu tez ¢alismasinda oksidatif stres biyobelirteglerinden TOS,
TAS ve IMA tayini i¢in kullanilan serum o6rneklerinin saklanma sicakliginin ve siiresinin

6l¢tim sonuglar tizerine etkisi degerlendirilmistir.

Bar-Or ve arkadaglar tarafindan gelistirilen kolorimetrik yontem kullanilarak
baslangicta ve belirli sartlarda saklanan serum 6rneklerinde IMA 6l¢limleri gerceklestirildi.

Bu serumlarda albumin tayinleri de yapilarak her 6rnek i¢in IMAR degeri hesaplandi.

4 °C’de 15 giin boyunca saklanan ve gunlik olarak él¢tiimleri yapilan serum drneklerindeki
IMA ve IMAR dizeyleri ile bu parametrelerin baslangigta 6lgiilen degerleri karsilastirildi
ve aralarinda anlamli fark bulunamadi. Bu 6rneklerdeki giinliik albiimin degerleri arasinda
anlamli bir fark oldugu goriilmesine ragmen ayni 6rneklerin IMAR diizeyleri arasinda bir

fark saptanmamistir. Bu bulgular bize albumin 6l¢liminden kaynaklanacak olan IMA
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degisikliklerinin standardize edilmesinde IMAR degerlerinin 6nemli bir katki sagladigini
gostermektedir. Dolaysiyla IMA Glglimiiniin yani sira IMAR degerinin de verilmesi IMA
sonuglarinin daha giivenilir olmasini saglayacagi fikrini desteklemektedir (54, 55). Ayrica;
bulgularimiz IMA ve IMAR serum degerlerinin 4 °C’de 15 giin boyunca stabil kaldigini
gostermektedir. Yaptigimiz literatiir incelemelerinde bu verilerin karsilagtirilabilecegi

baska bir ¢alismaya raslanmamis olmasi ¢alismamizi bu yonii ile 6zgiin kilmaktadir.

4 °C’de bekletilen serumlarda ilk 24-48 saat sonrasinda bir ¢cok biyokimyasal parametreye
ait degerlerin anlamli olarak degistigini ortaya koyan caligmalar dikkate alindiginda

sonuglarimiz, arastirmacilarin IMA ve IMAR o6l¢iimiinde kullanilacak serum 6rneklerini

4 °C’de 15 guin kadar siire ile muhafaza edebileceklerini géstermektedir (56). Olgiim
sonuclarinin stabilitesi ve ihtiya¢ halinde tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi imkan
igin bir serum o6rneginin 4 °C’de 15 gun boyunca bekletilmesi tatminkar bir stre olarak

goriildiigl i¢in calismamizda 15 giinden daha uzun siireli bir 6l¢iime gerek duyulmamustir.

Hem -20 °C’de hem de -80 °C’de 2 ay siireyle saklanan serum 6rneklerindeki IMA
Olcim degerlerinin baslangigta elde ettigimiz sonuglardan farkli olmadigini tespit ettik.
Ayrica, saklanma sicakliginin etkisini degerlendirdigimizde; -20 °C ve -80 °C’de bekletilen
serum oOrneklerindeki IMA sonuglar1 arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ancak; -20 °C
ve -80 °C’de bekletilen serum orneklerine ait 2. ay IMAR sonuglari arasinda anlamli bir
fark goraldi. Bu fark -20 °C’de 2. ayda 0Ol¢ilen albiimin diizeylerinin hem baglangi¢ hem
de -80 °C’deki degerlerden anlamli olarak diisiik bulunmasidan kaynaklanmis olabilir(her
iki karsilagtirma icin p=0.0001). Bu bulgularimiz IMA 6l¢iimiinde kullanilacak serum
orneklerinin hem -20 °C’de hem de -80°C’de en az 2 ay siireyle saklanabilecegini

gOstermektedir.

Jansen ve arkadaglarinin insan serum orneklerinde oksidatif stress ve antioksidan
durumla iligkili TAS, reaktif oksijen metabolitleri ve biyolojik antioksidan potansiyel
biyobelirteglerinin kisa sureli stabilitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; 32 gondlliden
aldiklar1 -80 °C’de dondurmus serum orneklerini 4 °C*de ¢ozdiikten sonra 1. ve 2. gunlerde
bu biyobelirtegler 6l¢iilmiis. Elde edilen degerler baslangi¢ degerleriyle karsilastirildiginda
sonuglar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (57). Ornek saklanma kosullarinin serum

TOS diizeyleri Gizerine etkisini elde ettigimiz sonuglara gore degerlendirildigimizde;
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4 °C’de 15 giin sureyle saklanan orneklerde ilk 4 ginlik TOS degerleri ile

baslangigta Ol¢llen diizeyler arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii. Ancak;

5-15.gilinlin arasinda elde edilen TOS o6l¢iim degerlerinin her birinin baslangi¢ degerinden
anlamli olarak ylksek oldugu tespit edildi (her bir giin icin: p<0.05). Elde ettigimiz bu
sonuglara gore Ol¢iim yapilmasi planlanan orneklerde 4 °C’de dort giin boyunca
stabilitesini korudugu gorilen TOS diizeylerinin besinci giinden sonra anlamli olarak

degistigi ve bu degisimin de 15. gilin itibari ile yaklasitk %35 oranina ulastig

anlasilmaktadir. Bu bulgularimiz TOS 6l¢iimii yapilacak ve dondurulmamis 6rneklerin

4 °C’de en fazla 4 giin siireyle saklanabilecegini, bu siireden daha uzun bekletilen

orneklerde 6l¢iim yapilmasinin uygun olmadigini géstermektedir.

-20 °C ve -80 °C’de dondurularak saklanan serum 6rneklerinde hem sicakligin hem
de saklama stresinin TOS 6l¢im sonuglarina anlamli bir etkisi olmadigi gozlendi. (her
sicaklik ve her ay icin; p>0.05). Bu bulgumuza gore TOS oOl¢iimii yapilacak serum
ornekleri hem -20 °C’de hem de -80 °C’de en az 2 ay siireyle giivenli bir sekilde muhafaza
edilebilir.

TAS diizeyleri iizerine 6rnek saklanma kosullarinin etkileri degerlendirildiginde;

4 °C’de saklanan serumlarda TOS olgtimlerine benzer sekilde ilk 4 glinluk surede 6lcilen
TAS degerleri ile baslangigta buldugumuz seviyeler arasinda bir fark yok iken (her bir gun
icin; p>0.05); seviyelerin 5. ginden itibaren 15. gine kadar anlamli olarak azalma
gosterdigi bulundu (her bir giin igin; p<0.05). 2 ay siireyle dondurulmus (hem -20 °C hem
de -80 °C’de) serumlarda saklama sicaklig1 ve siiresinin TAS seviyeleri iizerine bir etkisi

olmadig1 goriildi. Bu bulgularimiz; dondurulmamis bir serum 6rneginin TAS tayini i¢in

4°C’de en fazla 4 giin boyunca saklanabilecegini daha uzun slre saklama ihtiyaci halinde
serumlarin -20 °C veya -80 °C’de 2 ay saklanabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica;
baslangi¢c olgiimleri ile 4 °C’de 15 giin bekletilen serumlarin TOS ve TAS degerleri
arasinda giiclii negatif korelasyon bulundu (r=-0.948, p=0.0001) (Sekil 4). Diger saklama
sartlarinda da (-20 °C ve -80 °C’de) benzer yonde korelasyon tespit edilmesine ragmen veri
sayisinin (1. ve 2. ay) azlhigi nedeniyle sunulmamustir. Literatlirde total antioksidan
6l¢limlerinin saklanma stabilitesi ile ilgili yayinlar ¢ok degildir. Bir caligmada insan serum
ornekleinde TAS parametresini de iceren antioksidan durum parametrelerinin uzun dénem

stabilitesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; 34 goniilliden aldiklar1 kan 6rneklerinde elde
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ettikleri serum orneklerini -20 °C ve -80 °C'de 12 ay saklamislardir. 1. ay sonunda
yaptiklar1 dlgtimlerde -20 °C ve -80 °C'de saklanan serum orneklerinde TAS degerlerinin
baslangi¢ degerlerinden % 11-16 oraninda istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Ancak 3. ay sonunda yaptiklar1 6l¢iim sonucunda elde edilen sonuglarin
baslangi¢ degerlerinden farkli olmadigini rapor etmislerdir. Aragtirmacilar 1. ay sonunda
elde ettikleri degerlerdeki artisin hatali oldugunu bu hataninda kalite kontrol
Ol¢timlerindeki ~ Olgimsel  hatadan  kaynaklanmis  olabilecegini  diistinduklerini
belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada biyolojik antioksidan potansiyel, horseradish peroksidaz
kullanan enzimatik yontem, Grik asit, kreatinin duzeylerini -20 °C ve -80 °C'de saklanan
serum Orneklerinde 6lgmiislerdir. 12 ay boyunca yapilan 6l¢timlerde (1, 2, 3, 6, 9, 12 ay)
herhangi bir noktada baslangi¢ giiniinde elde edilen degerlerden bir fark bulamamaiglardir.
Ustelik her iki sicaklik arasinda da bir fark bulunmamustir (58). Farkli bir ¢calismada serum

ve plazma Orneklerinde vitaminler ve karotenoidler gibi bagimsiz antioksidanlarin -20 ve

-70 °C'de stabilitesi incelenmis ve karoteoidlerin yalnizca 6 ay -20 °C'de stabil kaldigi oysa
ki -70 °C'de retinol, tokoferol, askorbik asit ve karoteoidler gibi bltin antioksidan
vitaminlerin 4 yildan daha fazla stabil kaldig: bilgileri yer almaktadir (59- 60). Bortolin ve
arkadaslar1 6 adet rattan heparinli tiiplere aldikar1 kanlardan elde ettikleri eritrosit
paketlerini -20 ve -80 °C'de saklamislar ve 0, 15, 30 ve 60. glinlerde katalaz, SOD, protein
karbonil ve tiyol gruplarini Slgmiislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore oksidatif stres
biyobelirteclerinin oGlgiilecegi eritrosit orneklerinin -80 °C'de uzun siireli saklanmasinin

daha uygun olacagini ifade etmislerdir (61).

Bu tez galigmast KTU-BAP birimi tarafindan desteklenen bir projenin (6944) bir

kismin1 kapsamaktadir. Bu proje kapsaminda -20 °C ve -80 °C’de saklanan 6rneklerde

12 ay siireyle oksidatif stres parametrelerinin (TOS, TAS ve IMA) aylik stabilite
degisimlerinin tespiti ve takibi planlanlanmaktadir. Tez c¢alismasi disindaki 3-12. ay

verileri bu proje sonunda ortaya ¢ikacaktir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda farkli sartlarda muhafaza edilen serum 6rneklerinde TOS, TAS

ve IMA diizeyleri 6lgiilmiis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir.

1. Hem 4 °C*de 15 gun boyunca hem de -20°C ve -80 °C’de 2 ay saklanan serum
orneklerinde yapilan IMA o6lglimleri baslangi¢ degerlerinden farkli bulunmamastir.

2.4 °C’de 15 giin boyunca saklanan serumlarda ol¢iilen TOS ve TAS degerleri
5.ginden sonra baslangi¢ giiniinden anlamli derecede farkli oldugu gériilmiistiir. Buna
ragmen, -20 °C ve -80 °C’de 2 ay saklanan dérneklerin TOS ve TAS dizeyleri baslangig
6l¢timlerinden farkli degildi.

3. Ol¢iimii yapilan her biyobelirtecin -20 °C ve -80 °C’deki saklanan serumlardan
elde edilen degerleri arasinda hem sicakliklar hem de saklama siiresi yoniinden bir fark
tespit edilmemistir.

4.4 °C’de saklanan 6rneklerin TOS ve TAS diizeyleri arasinda giicli bir negatif
korelasyon oldugu belirlenmistir.

5. Bu sonuglara gore; serum ornekleri 4 °C’de IMA 6l¢timii igin 15 giin, TOS ve
TAS tayini icin ise en fazla 4 gin saklanabilir. Serum 6rneklerinin daha uzun sireli
saklanmasi i¢in -20 °C veya -80 °C’de dondurulmasi uygundur.

6. Oda sicakliginda saklanan serum 6rneklerinde saatlik veya giinliik TOS, TAS ve
IMA duiizeyleri olgllerek bu parametrelerin ne kadar siire ile stabil kaldig1 arastirilabilir.

Ayrica 4 °C’de 15 giin siire ile 6l¢iimiinii anlamli olarak degismedigi goriilen IMA i¢in

15 glnden daha uzun siireli 6lgtimler ile bu sartlarda IMA stabilitesindeki degisiklikler

ortaya konabilir.

7. Bu tez calismasina benzer ¢alismalar ile TOS, TAS ve IMA disindaki diger
oksidatif stres belirteclerinin tayininde kullanilacak orneklerin saklama sartlar1 ortaya

konabilir.
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