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l. GIRIS

Referans degerler, laboratuvar test sonuglarinin yorumlanmasinda
klinisyenlere hasta ve saglikh birey ayirimini yapmada yardimci olan tibbi
karar araglarndir. Dolayisiyla dogru bir sekilde belirlenmesi ¢cok onemlidir.

Referans araligi, referans bireylerin olusturdugu o&rnek referans
dagilimindan belli istatistiksel yontemlerin kullaniimasi ile elde edilen
referans degerlerinin tanimlandigi araliktir(1).

Populasyon, diyet, teknik ve referans grubun secimine bagli olarak
laboratuvarlar ve bolgeler arasi farkliliklardan dolayi her laboratuvarin kendi
referans araliklarini belirlemesi en ideal olandir(2). Uluslararasi Klinik Kimya
Fedarasyonu(IFCC) ve Klinik ve Laboratuvar Standartlari Enstitisu(CLSI)
her laboratuvarin kendi referans araligini belirlemesini tavsiye etmektedir(3).
Teknolojinin ilerlemesiyle analiz teknik ve yéntemlerinin gesitliliginin artmasi
pratik, guvenilir hesaplama yontemlerinin gerekliligini de artirmaktadir(4).
Ancak, referans degerler igin kullanilacak uygun referans grup bulmak
zaman alici ve fazla sayida numunede 6lgcim yapmak pahalidir(3). Degisen
teknoloji ve klinik ihtiyaglar nedeniyle uygulama ve degerlendirmede
degisiklikler olabilirse de her laboratuvarin kendi normal referans araligini
belirlemesine veya en azindan kullandidi kitin onerdigi referans araliginin
gegerliligini onaylamasina gereksinim vardir(5).

Referans deger belirlenmesinin gereklilikleri:

* Yeni bir analitik dlgimun yapilmaya baslanmasi,

» Daha 6nce referans veya fizyolojik deg@erleri bilinen bir analitin farkli veya

yeni bir metotla dlgimlenmeye baslanmasi,

* Referans degeri bagka laboratuvarlarca(lretici de olabilir) belirlenmis bir
analitin ayni veya mukayese edilebilir baska metotlarla dl¢gliimesi durumunda
mevcut verinin transferi(5).

Referans deger ¢alismasi her laboratuvar igin gerekli olmakla birlikte
maliyeti yuksek bir iglemdir. Bir laboratuvarda her test icin boyle bir
islemin olabildigince fazla sayida, her iki cinsiyette ve belirli yas

araliklarinda yapilmasi gerektigi dusunulduginde bu iglemin zorlugu ve



ne kadar masrafli olacagi kolaylikla anlagilabilir. Bu nedenle referans
deger calismasi yapan laboratuvar sayisi ¢ok azdir.

Son yillarda bu konuda yapilan ¢aligmalar artmaktadir. Bu amacgla 2010
yihinda IFCC’nin énculigunde tim Avrupa’yl kapsayan ve biyokimyasal(rutin,
hormon ve tumor marker) testleri icine alan bir ¢alisma baslatiimistir. Bu
calismanin Ulkemizi de igine alan bélimi 2012 yilinda tamamlanmig
bulunmaktadir.

Serbest radikaller dis yoringelerinde paylasiimamis bir veya birden ¢ok
elektron tasiyan atom veya molekullerdir. Bu molekullerin gogu oksijen veya
nitrojen merkezli bilesiklerdir ve oldukga kararsiz olan bu molekuller
cevrelerindeki molekullerle gcabucak reaksiyona girme ve hatta son yorunge
elektronlarini paylasma egilimindedir(6). Reaktif oksijen tirlerini ve bunlarin
meydana getirdigi hasari sinirlandirmak igin vicutta birgok savunma
mekanizmasi gelismistir. Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya
kisaca “antioksidanlar” olarak bilinir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tlrlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler(7).

Vucuttaki oksidatif stresi ve antioksidan kapasiteyi degderlendirmek igin
oksidan ve antioksidan molekullerin bireysel o6lgimi yerine total olarak
Olciminl saglayan yodntemler yayginlasmaktadir(8,9). Total oksidan
status(TOS) duzeyinin, total antioksidan status(TAS) duzeyine
oranlanmasiyla hesaplanan oksidatif stres indeksi(OSI), viicutta oksidan-
antioksidan dengesinin yonuna belirtir. Oksidatif stres gunimuizde birgok
hastaligin patofizyolojisinde(kardiovaskuler hastaliklar, pulmoner hastaliklar,
diabetes  mellitus(DM), norodejeneratif  hastaliklar ve  kanser)
sucglanmaktadir(10).

Bu projede, Manisa ve yoresinde yasayan saglikl erigkinlerde TAS, TOS
ve slperoksid dismutaz(SOD) parametrelerinin referans araliklarini
belirlemeyi ve rutin olarak c¢aligilabilmesi i¢cin bu testlerin c¢alisma

yontemlerini laboratuvarimiza kurmay1 amagladik.



ll. GENEL BILGILER

I.1. REFERANS ARALIGI KAVRAMI
[1.1.1. Referans Araligi

Dinya Saglk TeskilatifWHO) saghgi; sadece hastalik durumunun
yoklugu seklinde degil, “fiziksel, mental, sosyal refah durumu” olarak
tanimlamaktadir(11).

Bir bireyde saglikli olma veya hastalik durumunun tanimlanmasinda
referans verilere basvurularak karar verilir. Bu referans veriler tibbi
anamnezlerden, klinik muayenelerden ve destek incelemelerden elde
edilir(11).

Referans araliklar, tipta en ¢ok kullanilan karar verme aracidir(12).
Gunumuzde klinik biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan biyokimya
testlerinin yorumlanmasinda ilgili testin referans araliyina basvurulmaktadir.
Bu sebeple oncelikle ‘referans arahigr’ tanimini yapmak yerinde olacaktir: Bir
referans bireyinde belirli bir fenotipin gézlemlenmesi ya da dl¢ilmesi yolu ile
elde edilen degere referans deger denir(13). Bagska bir tanim yapacak
olursak, referans bireylerin olusturdugu ornek referans dagilimindan belli
istatistiksel yontemlerin kullaniimasi ile elde edilen referans degerlerinin
tanimlandigr araliktir(1)(Tablo 1). Referans araligi yalnizca saglikli bireyleri
belirlemek icin degil, belirli fizyolojik ve patofizyolojik durumlari temsil etmek
Uzere de yapilabilir(5).

Populasyon, diyet, teknik ve referans grubun secimine bagli olarak
laboratuvarlar ve bolgeler arasi farkliliklardan dolayi her laboratuvarin kendi
referans araliklarini belirlemesi en ideal olandir(2,14). Her laboratuvarin
referans araliklarini hesaplamasi zor oldudu igin bir ¢ok laboratuvar kendi
referans araliklarini kullanmak yerine, dretici firmanin referans araliklarini
kullanmaktadir(2,15). En yararli yaklasim belirli kriterlere goére secilen
laboratuvarlarin belirli bdlge halkini temsil edecek sekilde referans

araliklarini hesaplamasidir(2).



Tablo 1. Referans Aralik Teorisi(12,13,16)

Referans Bireyler

\ 4
Referans Populasvon

A

Referans Ornek Grup

v

Referans Degerler

v
Referans Dagihm Bir kisiden

Karsilastirma | elde edilen

degerler

Referans Sinirlar

Referans Araliklar

Referans araliklarinin saptanmasinda 6nemli bir sorun, bu degerlerin
bolgeler arasi ve kaynak populasyona gore, laboratuvar ve teknik sartlara
badli dediskenlik gostermesidir. Genel bir ilke olarak her laboratuvar kendi
referans araligini kendi belirlemelidir(17). Uluslararasi Klinik Kimya ve
Laboratuvar Tibbi Federasyonu(IFCC-International Federation of Clinical
Chemisrty) her laboratuvarin kendi degerlerini belirlemesini
onermektedir(15). Bunun igin uygun Kkisinin secilme kriterlerinin, 6rnek
toplama ve analiz kosullarinin, metot sec¢iminin belirlenmesi ve referans
araliginin dogrulanmasi(validation of reference intervals) gereklidir(18). Her
populasyonun kendi referans araliklarini hesaplamasi gerektigi dikkate
alindiginda, her laboratuvar igin zor olacagi da fark edilmektedir. Bu
zorlugun yenilebilmesi icin belirli bdlgeleri temsil eden laboratuvarlar
secilebilir(4).

Referans aralik belirlemenin gereklilikleri; yeni bir analitik 6lgimin
yapilmaya baglanmasi, daha énce referans veya fizyolojik dederleri bilinen
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bir analitin, farkli veya yeni bir metotla ol¢cliimeye baglanmasi ve referans
degeri baska laboratuvarlarca(uretici de olabilir) belirlenmis bir analitin, ayni
veya mukayese edilebilir bagka metotlarla Olgulmesi durumunda mevcut

verinin transferi seklinde siralanabilir(1).

[1.1.2. Normal Deger

Gegmiste kullanilan normal deg@erler teriminin, normal sézcugunun gesitli
anlamlari olmasindan dolayi karigiklik yarattigi gozlenmis ve kullaniimamasi
gerektigi dusunulmustir. Bu nedenle IFCC “referans deger” terimini ve
bununla iligkili olarak “referans birey”, “referans sinir’, “referans aralik” ve
“g6zlenen deger” terimlerini dnermistir(19).

“‘Normal” terimini agiklamak igin bazi tanimlamalar yapilmistir. Bu
tanimlamalar:

1. Sahsin kendi normali: Belirtilen kisiden saglikli doneminde elde edilmis
deger.

2. Optimum saglik kondisyonundaki sahislardan elde edilmis verilere
dayanan degerler.

3. Cohort(es gruplari) normalleri: Hastanin grubunu temsil eden saglikl
toplumdan elde edilmis degerler.

4. Genel toplum normalleri: Hastanin geldigi toplumun tim fertlerini temsil
eden gruptan elde edilmis normaller.

5. Istatistiksel anlamiyla normal dagilm ya da Gaussian dagihima uyan
veriler grubu(biyolojik veriler her zaman normal dagilm gdsteren ¢an egrisi
grafigine uymaz)(20).

Bireyin hangi saglik durumlarinda normal oldugunu belirlemek yine ¢ok
zor bir iglemdir; bunu belirledigimiz takdirde bile, o kisiden elde edilen
degerlerin bir bagka kisinin degerleri ile uyusmasi oldukga duguk bir
olasihktir. Kaldi ki ayni kiginin bile hayatinin farkh dénemlerinde farkli saglik
kondisyonlarinda bulunabildigini gdzlemlemekteyiz. istatistiksel olarak
disunmek gerekirse de, normal degerleri bir populasyona uygulamak
anlamsizdir. Bu agidan yukarida elde edilen dagihmi referans dagilimi
olarak nitelendirmek daha dogru olacaktir. Bu zorluklar g6z Onunde

bulunduruldugunda, referans araliklarini belirlerken de normal bireylerin
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degil, referans bireylerin degerlerinin kullanilmasinin daha uygun olacagi
anlasiimaktadir(13).

[1.1.3. Referans Birey
[1.1.3.1. Referans Bireyin Tanimi
Referans birey, klinik arastirma yapilan bireylerle kargilastiriimak Uzere

tanimlanmis kriterlere gore secilmis bireydir(20).

[1.1.3.2. Referans Bireylerin Segilmesi

Referans bireyler grubuna hangi bireylerin secilecegi bir dizi kriter ile
belirlenir. Bu segme kriterleri kaynak populasyonun tanimini, saghk
veya ilgilenilen hastalik icin spesifikasyonlar icerir. Tablo 2’de saglikla
iligkili referans bireylerin sec¢imi icin 6nemli olan dislama kriterleri
belirtiimektedir(19,20).

Tablo 2. Saglikla iliskili Referans Degerleri icin Diglama Kriterlerine
Ornekler(19,20)

Hastalik

Risk Faktorleri
Obezite
Hipertansiyon
Mesleksel veya gevresel riskler
Genetik olarak belirlenen riskler

Farmakolojik olarak aktif ajanlarin alinmasi
Hastalik ve rahatsizlik igin ilag tedavisi
Oral kontraseptifler
Suistimal edilen ilaglar
Alkol

Sigara

Belirgin Fizyolojik Durumlar
Gebelik
Stres

Yogdun egzersiz

Calismanin planlanmasinda en ©onemli asama referans bireylerin
secimidir. Klinik laboratuvarlarda referans araliklari hesaplanmasinda

NCCLS(parametrik olmayan) ve IFCC’'nin(parametrik ve parametrik
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olmayan) oOnerdigi yontemler en yaygin kullanilanlardir. NCCLS istatistik
kullaniimasina gerek biraktirmayan parametrik olmayan yontemi 6nermekte;
IFCC hem parametrik hem de parametrik olmayan yontemleri
Onermektedir(2,4).

Referans bireylerin segiminde anketler kullanilarak kriterlere uyan
bireylerden veriler toplanabildigi gibi, belirlenen toplumdan rastgele secilen
bireylerin verileri de@erlendirilerek de sec¢im yapilmasi O6nerilmektedir.
Referans  araliklar topluma dayali veya bireye dayall da
degerlendirilebilmektedir. Laboratuvara bagvuran bireylerden hesaplama
yontemleri  denenmekte, hastane populasyonundan seg¢me de
onerilmektedir(2).

ideal olan, secme kritelerini saglayan kaynak populasyondaki tiim
bireyler arasindan rastgele se¢gmedir. Fakat, ¢ok siki yapilan se¢me
programi bir ¢ok durumda cesitli nedenlerden dolayl pratikte mumkdn
olmaz. Cok siki yapilacak olsa, oncelikle tim populasyonun(binlerce ve
milyonlarca birey) muayene edilmesi ve kriterlere uyanlar arasindan piyango
ceker gibi bireylerin belirlenmesi gerekir. Bundan dolayi en iyi yol referans
bireylerin segiminde tum pratik yollarin dikkate alinmasidir. Rastgele
secilmemesinden o6tlrlt olusabilecek bias nedeniyle elde edilen verilerin
dikkatli degerlendiriimesi gerekmektedir(19).

IFCC ve NCCLSnin referans degerlerin hesaplanmasiyla ilgili
standartlari referans bireylerin direkt yontemle secilmelerini 6nermektedir.
Fakat, masrafli ve pratikte zor olmasi nedeniyle baska yollar da
onerilmektedir. Bu yollar da dikkate alinarak, U¢ temele gore alti segme
yontemi dnerilmektedir(5,13).

- Direkt - indirekt
- Test Oncesi Ornekleme(Priori) - Test Sonrasi Ornekleme(Posteriori)

- Rastgele - Rastgele Olmayan

11.1.3.2.1. Direkt Ornekleme Yontemi
Bireylerin ana toplumdan tanimlanmis kriterlere gére segimidir. IFCC ve
NCCLS’nin referans degerlerin hesaplanmasiyla ilgili standartlari referans

bireylerin  direkt oOrnekleme ile secilmelerini  6nermektedir(13,19).



Dezavantajlar

sadece

referans gruptan temsilci grubu se¢me ve

maliyetidir(19). Bu yontemde, belirlenmis kriterlere gore hazirlanan anket

formlari doldurulup, sonra bireylerin tetkikleri yapilir. Tablo 3'de NCCLS

C28-A standartlarina uygun olarak, érnek anket formundan yararlanilarak

hazirlanan anket formu goriimektedir(13).

Anket formlari saglikli oldugu dusunulen bireylerin segilmesine ve

referans arali§i saptanacak analiti etkileyen preanalitik etkenlerin hesaba

katilmasina olanak saglamalidir(4).

Tablo 3. Ornek Anket Formu(4)

TUM BILGILER KESINLIKLE GiZLi TUTULACAKTIR VE SiZIN KAN ORNEGINIZDEN ELDE EDILEN SONUGCLARIN DEGER-
LENDIRILMESI ICIN KULLANILACAKTIR.

ORNEK NO: ORNEK ALINDIGI SAAT: (LABORATUVAR TARAFINDAN DOLDURULACAKTIR)
iSIM (ADI,SOYADI): MEDENI HALI: MESLEK: TELEFON:

YAS: (YIL) CINSIYET: IRK: BOY: (m) (em) AGIRLIK: (kg)
KENDINiZi SAGLIKLI HISSEDIYOR MUSUNUZ? (E) (H)

DUZENLI OLARAK EGZERSIZ YAPIYOR MUSUNUZ? (E) (H)

EVET iSENE KADAR SIKLIKTA? (SAAT/HAFTA)
AKTiVITENIN DERECESI?

SON ZAMANLARDA HIC RAHATSIZLANDINIZ MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE ZAMAN? VE NEDEN?

RECETE EDILMIi$ iILAC ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET iSE NE? SURESI:

EN SON iLAC NE ZAMAN ALDINIZ? ADI:

VITAMIN ILACI ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)

EGER EVET ISE NE?
iSINIZDE TEHLIKELI KIMYASAL MADDELERE MARUZ KALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)

EGER EVET ISENE? SURESI:

SIGARA KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET iSE NE SEKILDE? NE KADAR? SURESI:
OZEL DIYET UYGULUYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET iSE LUTFEN TANIMLAYINIZ SURESI:

HANGI TiP TUZ KULLANIYORSUNUZ (IYOTLU-i YOTSUZ)

ALKOL KULLANMA ALISKANLIGINIZ VAR MI? (E) (H)
EGER EVET ISE NE SEKILDE? HANGI SIKLIKTA? SURESI:
EN SON ALKOL NEZAMAN ALDINIZ?

BiR DOKTOR KONTROLU ALTINDA MISINIZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NEDEN?

RAHATLATICI iLAC KULLANTYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EVETISENE? HANGI SIKLIKTA? SURESI:
SON ZAMANLARDA HASTANEYE YATTINIZ MI? (E) (H)
NE ZAMAN? NEDEN?

AILENIZDE GECIRILMIS BIiR HASTALIK VAR MI? (E) (H)
EGER VAR ISE TANIMLAYIN:

SON GUNLERDE ASPIRIN YADA AGRIKESICI ALDINIZ Mi? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? NEZAMAN?

SON GUNLERDE SOGUK ALGINLIGI VE ALLERJI TEDAVISI GORDUNUZMU? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? NEZAMAN?

SON GUNLERDE HIC ANTIASIT VEYA MIDE ILACI ALDINIZ MI? (E) (H)
EGER EVET iSENE? NE ZAMAN?

DIYET HAPI KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H) SURESI:

KADINLAR iCIN:
ADET GORUYOR MUSUNUZ? (E) (H)

EGER HAYIR ISE, HORMON REPLASMAN TEDAVISi ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER VARSA, BEBEGINIZI EMZIRIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
HAMILE MiSINizZ? (E) (H) EGER EVET iSE, TAHMINI DOGUM TARIHINIZ NEDIR?

ORAL KONTRASEPTIF KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H) EGER EVET ISE HANGISI?

(HAFIF) 12 3 456 78 910 (AGIR)

EGER EVET ISE,EN SON ADET TARIHINIZ NEDIR?

Referans araligin saptanmasinda dnerilen protokol su sekildedir(2,13):

1- Tibbi

ve bilimsel

literatlrlerden analitik interferanslar ve biyolojik

degiskenlerin uygun bir listesi saptanir.



2- Potansiyel referans bireylerden referans toplumuna segilmeyi veya
referans toplumundan dislanmayi belirleyecek olan kriterleri saptamak igin
uygun sorular ve 6zel kriterler olusturulur.
3- Referans aralik calismasinin yazili prosedirid hazirlanir ve referans
bireylerinin tamamina anket uygulanir.
4- Anket bulgular Uzerinden potansiyel referans bireyler kategorize edilir.
5- Diglama kriterlerine gore belirlenen bireyler referans 6rnek grubundan
cikarilr.
6- Istenen ozelliklere sahip yeterli sayida referans bireyine karar verilir.
7- Segcilen referans bireyler hazirlanir, biyolojik 6rnekler belirlenmis
kosullarda toplanir, analitik degiskenlerin kontrolleri yapilir ve &rnekler
cahsilr.
8- Belirlenmis analitik metodlara gore referans degerleri elde edilir.
9- Referans deger verileri incelenir ve histogramlari gizilir.
10- Olasi veri hatalar1 ve/veya asiri ug degerler saptanir:
- Parametrik olmayan yonteme gére D/R kuralina gére belirlenir.
- Parametrik yonteme gore aritmetik ortalamanin + 3 standart sapma sinirlari
digindaki degerlerdir.
11- Verilerin histogramlari hazirlanir, dagilimlari incelenir ve gerekirse bu
veriler alt gruplara ayrilir.
12- Referans aralik hesaplama yontemi segilir.
NCCLS o6nerilerine gore hesaplama parametrik olmayan yontemlerle yapilir.
IFCC o&nerilerine gore ise verilerin dagihmi degerlendirlerek hesaplama
yontemine karar verilir:

a. Verilerin dagihimi normal dagilima uyuyorsa parametrik yontem segilir.

b. Verilerin dagilimi normal dagilima uymuyorsa verilerin logaritmik
transformasyonu yapilir ve tekrar degerlendirilir. Transformasyondan sonra
dagihmi normal dagilima uyanlara parametrik yontem uygulanir ve geri
transformasyon yapilarak sinirlari hesaplanir. Veri transformasyonu sonrasi
dagihmi normal dagilima yine uymuyorsa parametrik olmayan yodntemle
hesaplamalar yapllir.
13- Referans araligi, referans sinirlari ve bu sinirlarin glven araliklari

belirlenirken butun belirtilen basamak ve prosedurler kaydedilir.
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Test 6ncesi 6rneklem(A priori); Orneklem icinden, tanimlanmis katilim
kriterine uygunluklarina gore bireylerin direkt metodla secilmesidir(20). Bu
yontemde; analiz yontemi ile ilgili bilgiler ¢ok sayida ve ¢ok iyi biliniyorsa
bireyler tanimlanmig kriterlere gore segcilir ve ornekler toplanir, ileriye donuk
bir ayinm islemidir(21). A priori 6rneklem laboratuvar testlerini igerebilir,
ornegin diabet icin glukoz bakilmasi gibi. Bu durumda, kabul kriterlerinin
disinda kalan herhangi bir birey referans araliginin belirlenmesinde
kullaniimayacaktir(12).

Test sonrasi orneklem(A posteriori); Cok sayida bireyin sonuglarini
iceren iyi duzenlenmig, elimizdeki tum kosullari saglayan demografik bir veri
tabanindan tanimlanmis katilim kriterlerine uyan bireylerin direkt metotla
secilmesidir(20). Bu yontemde; analiz ydntemi ayrintih  bilinmiyor ve
hakkinda vyeterli bilgi toplanamiyorsa, bireylerden o6rnekler alinir. Analiz
yapildiktan sonra ayirma vyapilir ve alt gruplara bolunur. A posteriori
aylklamada elimizde cok iyi dizenlenmis bir demografik veri tabani olmasi
gerekir(21).

1.1.3.2.2. indirekt Ornekleme Yéntemi

indirekt ydntemde laboratuvara basvuran hastalarda elde edilen sonuglar
kullanilarak referans araliklar hesaplanir. Bu yontem tum kosullari saglayan
bir veri tabanini kullanarak ve geriye donuk olarak referans araliklarini tespit
eder(22). Bireylere dikkat edilmeksizin, analiz sonuglarinin kayith bulundugu
veri tabanindan belli kurallara uygun sekilde test sonuclarinin segimidir(20).

Direkt oOrneklendirme ydéntemi uygulama zorlugu nedeniyle fazla
popularite kazanmamis, birgok arastirmaciyi kullanilabilirligi kolay yontemler
bulmaya zorlamistir. ilk olarak 1999 yilinda Ferré-Masferrer ve arkadaglari
hasta verilerinin istatistiksel olarak asiri karisikk ve genis dagilim
gOstermedigi takdirde, referans araligi belirlemesinde kullanilabilecegini
goOstermiglerdir(5,23).

IFCC direkt yontemi onermektedir, ancak maliyetler ve zorluklar g6z
onune alindiginda; 6zellikle pediatrik ve geriatrik gruplarda, indirekt yontem
de kullanilabilir(24).
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda hastane verileri kullanilarak referans

araliklarinin indirek yontem ile daha kolay hesaplanabildigi gosterilmigtir(14).

[1.1.3.3. Referans Kitlesinin Gruplandiriimasi

Referans bireyler yas, cinsiyet ve diger karakteristiklere gore alt gruplara
ayrilabilirler(Tablo 4)(19). Yas ve cinsiyet en fazla kullanilan kriterlerdir. Bir
calismada dislama kriteri kabul edilen bir faktér baska bir calismada
dagihimlar gruplara ayirmada kullanilabilir(21). Gruplara ayirma tabakalama,
kategorizasyon veya alt gruplara ayirma olarak da adlandiriimaktadir. Gruplara
ayirmanin amaci bireyler arasindaki varyasyonlarin en aza indirilmesidir. Sinif
ici varyasyon ne kadar az ise o kadar dar ve duyarl referans aralik hesaplanir.
Genel olarak, siniflar arasinda istatistiksel olarak farkliik varsa referans
degerler alt gruplara ayrilmalidir(esit dagihmlarin O hipotezinin inkar edildigi
durumlar)(19).

Tablo 4. Referans Gruplarini Mumkun Alt Gruplara Ayirmak icin
Kullanilan Gruplama Kriterlerine Ornekler(19)

Yasg(esit araliklarla kategorize edilmesi gerekmez)
Cinsiyet
Genetik faktorler
Irk(etnik orjin)
Kan gruplari(ABO)
Histokompatibilite antijenleri(HLA)
Fizyolojik faktorler
Menstriiel dongu evresi
Gebelik evresi
Fiziksel durumlar
Diger faktorler
Sosyo ekonomik
Cevresel

Kronobiyolojik

HLA, Human leukocyte antigen: insan I6kosit antijeni

Calismanin sonunda istatistiksel olarak gruplar arasinda énemli bir fark
olup olmadigina bakilabilir, bu amagla Student’s t-testi kullanilan en yaygin
analiz yontemidir. Bu test iki farkli grubu karsilastirmada kullanilir; ANOVA

yontemi ise ikiden fazla grubun oldugu durumlarda kullaniimaktadir(21).
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Hastane sartlari goz onunde bulunduruldugunda iyi hazirlanmig formlar
kullanilarak bu kriterler tek tek uygulanabilir. Bu formlarin A priori
orneklendirmede kullaniimasi birey segimini olumlu yonde etkileyecektir.
Ancak bu iglemlerin kan alimindan 6nce gercgeklestiriimesi gerekir(11,25,
26).

1.1.3.4. Birey Orneklerinin Toplanmasi ve Analitik Prosediir

Referans bireylerinin segimi ve kan 6rneklerinin toplanmasi g¢alismanin
en ¢ok is gucu gerektiren ve en yogun kismidir. Genel bir kural olarak kan
toplama konusundaki iyi belirlenmis standart prosedurlerin uygulanmasi
gerekmektedir(21).

Laboratuvar kogullari, analitin 06zellikleri, analiz yontemi ve analiz
cihazina gore duzenlenmelidir(27). Genel olarak 6lgim sonuglarini etkileyen
faktorler Gge ayrilir, bunlar preanalitik, analitik ve postanalitik faktorlerdir(28).

Testi etkileyebilecek olan bu etkenler standardize edilmelidir(27).

I.2. DENEYSEL SUREG
[1.2.1. Preanalitik Evre

Analiz sonuglarini etkileyen faktoérler goézénine alinarak preanalitik
kosullar sonuglarin en az etkilenecedi duruma getirilir. Bunlar érnek alinirken
hastaya verilecek pozisyon, ornek alinacak bireyin hazirlanmasi, 6rnek
alinirken dikkat edilecek kosullar ve Ornedin analize hazirlanmasi
asamasindaki islemlerdir(Tablo 5 ve 6). Varyasyonun preanalitik kaynaklari
analitlere gore farkhlik gosterirler. Bundan dolayl referans aralii
hesaplanacak analit igin kosullar bilinmeli ve 6zellikle istenmeyenler dikkate
alinmalidir. Ornegin referans degerler belirlenirken, viicut posturi diffiize
analitler icin cok 6nem arz ederken, sodyum gibi diffize olmayanlar igin o

kadar onemli degildir(19).
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Tablo 5. Preanalitik Biyolojik Faktorler(20)

Preanalitik Biyolojik Faktorler

Internal Faktorler
= Kisisel degisimler
= Yas
= Irk
= Cinsiyet

Eksternal Faktorler
= Egzersiz, fiziksel aktivite
= Hastaneye yatma ve hareketsizlik
= Gebelik, menstriel siklus
= Diyet ve yenilen seylerin etkisi
= Kahve, tittn, alkol kullanimi
= lag etkilegimleri
= Bagka hastaliklarla etkilesim
= Sirkadiyen degisiklikler
= Ates, sok, travma, stres
= Transflzyon ve inflizyon
= Seyahat
= Cevre sartlan
= Mevsimsel degisimler
= Sismanlk

= Ornek alinirkenki viicut postiirii

Tablo 6. Preanalitik Metadolojik Faktorler(20)

Preanalitik Metodolojik Faktorler

Ornek Alinirken Etki Eden Faktorler
e Ornek alinmadan énceki dinlenme siiresi
e Ornegin alindigi zaman
e Ekipman
e Kullanilan malzemenin temizligi
e Ornek alindigi yer ve alinma sekli
e Kan alinan tup ve kullanilan antikoagulan

e Ornegin etiketlenmesi

Ornegin Analize Hazirlk Asamasindaki Faktorler
e Ornegin taginma sekli
e Pihtilagma suresi
e Serum / plazmanin ayrilmasi
e Ornegin korunma ve saklanmasi

e Analize Hazirlik
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1.2.1.1. Kan Orneklerinin Alinmasi

Kan aliminda standardizasyon onemlidir. Her Olgim oOncesi preanalitik
faktorlerin tam olarak ele alinmasi ve tUm asamalarin standardize edilmesi
gerekmektedir. Bunlar yapiimadigi takdirde dagilimlarin gruplasmasi

kaginilmaz olacaktir(21).

1.2.1.2. Kan Orneklerinin Transferi ve Serumlarin Ayrilmasi

Kan oOrnegi alindigi andan itibaren 2 saat iginde mutlaka serumu
ayrilmalidir. Serumun zamanindan 6nce ayrilmasi, fibrin olusumunun devam
etmesi nedeniyle, analiz cihazindaki 6rnek problarinin tikanmasina yol
acabilir. Dlz veya silikon kapli cam tlplerde pihtilasma 20-30 dakika iginde
tamamlanirken, plastik tuplerde bu sure uzundur. Kan 6rnegi 2 saat iginde
santrifij edilemeyecekse, hemoliz riskini azaltmak igin 6rnek 4 °C’de dedil,
oda sicakliginda saklanmaldir. Ornek, ayni giin icinde analiz edilecekse,
ayrilan serum analize kadar agzi kapatiimis bir taplin icinde, 4 °C’de
tutulmalidir.  Ayni gin icinde analiz edilmeyen &rnekler -20 °C’de
saklanmalidir(19,21).

[1.2.2. Analitik Evre

Referans degerlerin kullanilabilmesi igin; (a) Analiz yontemi, ekipmanin
tanimlanmasi, reaktifler, kalibratorler, ham verinin tipi ve hesaplama
yontemleri de dahil analiz yontemi, (b) Kalite kontrol ve (c) Uygunluk kriterleri
gibi kosul olan spesifikasyonlarin acgiklanmasi gereklidir(19). Referans
degerlerin elde edilme calismalari suresince, laboratuvarin analitik
sisteminin gecerliligi kanitlanmalidir. Gin igi ve gunler arasi degiskenlikler
belirlenmelidir(29).

Analitik  performansi  etkileyen diger faktorler de (ekipman,
enstrimantasyon, su dahil reaktifler, kalibrasyon standartlari ve hesaplama
yontemleri) surekli olarak kontrol edilir. “Eksternal Kalite Degerlendirme
Programlari” sonuglari ile dogruluk verileri de degerlendirilebilir veya
dogrulugu kanitlayici bilgiler kaydedilir(29).

Analitik kalitenin, referans araliklarinin tanisal ve klinik yararlligi igin

analitik gecerlilik 6n kosuldur. Laboratuvarin kendi referans araliklarini
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saptamig oldugu durumda, referans araliklarinin saptanmasindan
kullanimlarina kadar gegen zamanda “analitik stabilite” son derece dnemlidir.
Laboratuvarlardan elde edilen bilgilerin gecgerli olabilmesi igin analitik yontem
ayrintili olarak degerlendirilmis olmaldir. Dogruluk, kesinlik, hassasiyet,
dogrusallik, geri elde, interferans karakteristikleri belirlenmis olmal ve
izlenebilirligi gunlik kalite kontrol verileriyle kanitlanmahdir. Gunluk rutin
performansta analitik stabilite ®énem tasimaktadir(29). i¢c kalite kontrol
sistemlerinin kontrol materyalleri ve kontrol kurallari, James Westgard
tarafindan gelistiriimis olup, kalitenin monitorizasyonunda buylk degere
sahiptir(30).

[1.2.3. Postanalitik Evre

Postanalitik evre, test sonuclarinin ¢ikmasindan klinisyene veya
arastirmaciya ulagsmasina kadar gecen suredir. Bu evrede otomatize
cihazlarla  donatiimis  laboratuvar informasyon  sistemi  bulunan
laboratuvarlarda hata olasiligi olduk¢a disuktir. Ancak ¢ikan sonuglar el ile
kayit ediliyorsa laboratuvar galisaninin dikkatsizligi veya dalginligi hata

oranini artirmaktadir.

I.3. REFERANS DEGER HESAPLAMALARI
I.3.1.Referans Degerlerin istatistiksel Analizi

Referans orneklerin analizinden sonra veriler istatistiksel olarak incelenir.
Bu incelemeler alt gruplara ayrilmasini, dagilimin incelenmesini, asiri ug

degerlerin belirlenmesini ve referans araliklarin saptanmasini igerir(19).

1.3.2. Referans Gruplardaki Veri Sayisinin Onemi

Referans gruplari degerlendirilirken elimizde yeteri kadar verinin olmasi
gerekir. CUnkd veri sayisinin ¢oklugu kullanilacak metodun guavenilirligini
artirir. Dagihmi etkileyen faktérler ug degerler ve veri sayisidir. Ozellikle ug
deg@erler veri sayisinin azliginda belirleyici hale gegerler ve dagilima
olumsuz etki ederler. Dagihmin iyi tanimlandidi Gaussian dagilimlarda

kullanilan veri sayisi daha dusuk olabilir. Ancak laboratuvar verileri genelde
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Gaussian dagilimina uymaz. Bu durumda dusik veri sayilari oldukca
anormal sonuglar verebilmektedir(31).

Hem NCCLS hem de IFCC referans aralik analizinde verilerin istatistiksel
olarak degerlendirilebilmesi icin en az 120 verinin yeterli olacagini
belirtmistir. Yas ve cinsiyet gibi ana alt gruplar igin de bu sayi gecerlidir.
Fakat yenidogan, pediatrik ve geriatrik gibi populasyonlarda alt gruplar icin
bu sayida birey bulmak zor olabileceginden bdyle durumlarda ne kadar veri
elde edilirse edilsin referans aralik analizleri yapilabilir(12,13,19).

Yapilan bir calismada belli istatistiksel metotlarla hangi veri sayilarinin
kullanilmasi gerektigi ortaya konmustur. Bu c¢alismada Gaussian ve
Gaussian olmayan dagilimlar cesitli denek sayilarinda incelenmigtir.
Gaussian dagilimlarda kullanilan veri sayisi daha disuk olabilmektedir,
ancak dagihmin iyi tanimlanmasi gerekmektedir. Cunkl Gaussian olmayan
dagihmlar  dusik veri sayillarinda olduk¢ca anormal sonuglar
verebilmektedirler. Sonugta, non-parametrik testler kullanildigi taktirde en az
120 veri ile cahgilmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Boyle bir analiz ile
dagiimin %2.5-%97.5’inci noktalari saptanmis olacaktir. Bu da %95’lik bir
dagihm araligini tanimlamaktadir. Ayni galismada yaklagik 200 verinin

referans araligi tayininde optimal sonug verecedi ileri surtlmektedir(31).

11.3.3. Referans Dagihminin incelenmesi
Histogram  haline  getirilen  veriler  gorsel olarak  kolayca

incelenebilmektedir(Sekil 1).

ERKEKLERDE KALSIYUM KADINLARDA KALSIYUM
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DEGERLER(mg/dL) DEGERLER(mg/dL)

Sekil 1. Ornek Histogramlar(13)
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Histogramin incelenmesi istatistiksel tekniklerin yanhg kullanimini
engelleyebilmektedir. Dagihm asagida belirtilen hususlar dikkate alinarak
degerlendiriimelidir(11):

1. Dagihm sinirlarindan ¢ok fazla sapan asiri u¢ degerler arastiriimalidir.
Asiri ug deg@erlerin hesap digi birakilmasi gereklidir.

2. Iki tepeli veya “bimodal” veya ¢ok tepeli “polimodal” dagilimlar, segilen
grubun homojen olmadiginin gdstergesidir. Referans verileri alt gruplara
bolme kriterlerine gore yeniden degerlendirilmelidir.

3. Dagihm egrisinin goruntust degerlendirilir. Can egrisi seklinde olan
Gaussian dagilim egrisine gbére daha saga c¢arpik(gs>0) veya sola
carpik(gs<0) ve daha dik(gk>0) veya daha basik(gk<0) olabilir. Asimetri ve
normalden  farkli  tepelesmelerde diklik veya basiklik birlikte
degerlendiriimelidir.

4. Dagihm grafiginin éncelikle degerlendiriimesi hesaplamalarin gecerliligi

kararinin verilmesinde yardimci olabilmektedir.

[1.3.4. Asin Uglarda Gozlenen Degerlerin Belirlenmesi

Dagilimlar deg@erlendirilirken gozlenen dagihmdan ayrilmig asiri ug¢
degerler hesaplamalara alindigi zaman sonuglar olumsuz
etkilenmektedir(32).

Asirt uclarda gozlenen degerlerin belirlenmesinde birgok istatistiksel
yontem kullanilir(13).

Parametrik istatistik kullanilacaksa dagilimin normal dagilima uygunlugu
kabul edildikten sonra, aritmetik ortalamanin +3 SD veya 4 SD sinirlari
disindaki degerler atiir ve hesaplamalara katilmaz(21). NCCLS
nonparametrik metod kullanilarak hesaplanan referans araliklarda Dixon
testini kullanmay1 dnermektedir. Dixon testi: “D degeri” agiri u¢ olup olmadigi
test edilen degerle ona en yakin de@er arasindaki farktir. “R degeri” ise test
edilen gozlemler de dahil tim veriler arasindaki aralik degeridir. Bu kurala
gore D degeri R degerinin 1/3’Une esit veya 1/3’Unden yuksek ise test edilen

veri hesaba alinmaz(12,13).
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Sapan degerler asiri ug egiliminde olsalar da hemen asiri ug uygulamasi
yapiimamahdir. Degerlerin hesaplamaya alinmasi veya hesaplamaya
alinmamasi karari mantiga dayali olmalidir. SUpheli dederlerin kayitlar

kontrol edilmeli, hata var ise duzeltilmelidir(19).

[1.3.5. Referans Kitlesinin Dagilim Tipinin Degerlendirilmesi

Referans kitlesinin dagilimi Gaussian veya non-gaussian olabilir. Dagilim
tipinin belirlenmesi referans kitlesine uygulanacak referans araligi belirleme
yonteminin hangisi olacaginin bilinmesi acisindan onemlidir. Cunku
Gaussian dagilimlarda parametrik, non-gaussian dagilimlarda ise non-
parametrik yontemler kullanilir.

Referans dagilimin grafiksel gosteriimesi ve grafigin gérsel incelenmesi
her zaman O6nerilmektedir. Histogramin incelenmesi istatistik tekniklerinin
yanlis kullanimini engelleyebilmektedir, ayrica veri hakkinda cok degerli

bilgiler saglamaktadir.

11.3.6. Referans Aralik Tayininde istatistiksel Yontemler

Parametrik yontemler ve non-parametrik yontemler referans aralik
tayininde kullanilir(11)(Tablo 7).

Parametrik yontemde yuzdelikler ve guven araliklari hesaplanirken
dagihmin belirli tipte oldugu varsayilir ve hesaplamalarda ortalama ve SD
gibi populasyon parametreleri kullanihir. Ornegin, parametrik yontemde
referans verilerinin Gaussian dagilimina uyduguna inanilir ve referans
sinirlari ortalamanin 2 SD altinda ve Uzerinde olarak hesaplanir. Parametrik
olmayan yontemde dagihm igin hicbir varsayimda bulunulmaz ve

hesaplamalarda dagihm parametreleri kullaniimaz(21).
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Tablo 7. Referans Araliklarin Hesaplanma Algoritmasi(11)

| Referans verileri alt gruplara gore topla |~\
¥

‘ Dadilimi gdrsel olarak incele ‘ :: Evet
¥

| Tekrar alt gruplara ayirmak gerekli mi I/
¥

Asin ug dederler sapta Hayir
Dederendir
Karar ver ]
¥ Parametrik
| Istatistiksel yontem ‘ Evet "I Gaussian Dagilim
Parametrik olmay @' + Hayir
Transformasyon

Asin ug dederleri sapta y yontemi
Dederlendir | Referans deger| + \
Karar ver Transforme edilmis |
v Veri |

|

3 Hayir |

Referans deger I@‘ l Y /
Evel | Gaussian |/

Geri transform Dadiim mi?

| Referans deger |

[1.3.6.1. Parametrik Yontemler

Parametrik yontem parametrik olmayan yonteme gore c¢ok daha
komplikedir ve veri sayisi yluksek olunca bilgisayar istatistik programlari
gerektirir. Parametrik hesaplamada referans degerlerin dagilimlari gaussian
oldugu varsayilir(19). Gaussian dagilimlar belli parametreler tarafindan
tanimlanir; bunlar ortalama, SD, medyan gibi dagihmin gseklini tanimlayan
parametrelerdir. Bu tip dagilimlarda referans araliklarinin saptanmasinda
parametrik yontemler kullanilir ve non-parametrik yontemlere gore daha
komplikedir. Ancak elde edilen guven araliklarindan daha dar gikmaktadir;
bu da daha kesin bir yaklagimda bulunulmasina olanak saglar(19,33).

Parametrik yontemde, kritik asama, verilerin dagiliminin hipotetik
Gaussian dagilimina gére uyum iyiligi testi ile degerlendiriimesi gerekliligidir.
En basit test kumdalatif dagilim grafiginin Gaussian olasilhik kagidinda
cizilmesidir. Gaussian olasilik kagidinda, Gaussian dagilimi temeline dayall,
lineer olmayan dik eksen vardir. Dagilm Gaussian ise egri duz gizgi

olmalidir. Fakat duz gizgiden sapmalarin gorsel olarak degerlendiriimesi ¢ok
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zordur, cunku grafikteki dik uzaklklar lineer degildir. Uyum iyiligi testi yapan
bircok istatistik program bulunmaktadir(Carpiklik ve diklik katsayilarina
dayal test, Kolmogorov-Smirnov testi veya Anderson-Darling testi gibi)(19).
Eder transformasyon yapilmasina ragmen grup dagilimi yine non-Gaussian
profil sergiliyor ise non-parametrik metodlar kullanilabilir(34).

Referans dagilim Gaussian dagilimindan anlamli olarak farkl degilse, 2.5
ve 97.5 yuzdelikler ortalamanin her iki tarafina iki SD eklenerek hesaplanir.
Daha kesin hesaplamak icin,

2.5 yuzdelik = x- 1.96 x SD
97.5 yuzdelik = x + 1.96 x SD
formalleri kullanilir.

Referans dagihm Gaussian degil ise, matematiksel transformasyon ile
Gaussian dagilimina uymasi saglanabilir. Siklikla karsilasilan bir gézlem
saga carpik(pozitif garpiklik) dagilimlarin logaritmik transformasyonlarinin
daha ¢ok Gaussian dagilima uyum goésterdigidir. Diger durumlarda karekdok
transformasyonlarin daha uyum sagladigi goézlenmektedir. Logaritmik ve
karekok transformasyonlarin daha ¢ok kullaniimasi bu nedenlerden dolayi
Onerilmektedir. Bu iki transformasyon ile basarili olunamazsa baska

transformasyonlar denenebilir(19).

[1.3.6.2. Parametrik Olmayan Yontemler

Cesitli sayida parametrik olmayan yontem bulunmaktadir. Siralanmis ve
numaralanmis verilerle hesaplanan daha basit ve guvenilir bir yontemdir.
Yuzdeliklerin gliven araliklarinin hesaplanma yollarini gosterir(19,21).

Bu yontemler son zamanlarda olduk¢a populer olmustur, non-parametrik
yontemleri de kendi i¢erisinde gruplara ayirabiliriz:
1- Non-parametrik yuzde tahmini yontemi
2- Non-parametrik tolerans araligi yontemi
3- Modifiye non-parametrik yontemler

Bu yontemlerin en buylk avantaji non-Gaussian dagilimlarda isleyebilir
olmalandir. Bu sayede referans bireylerinin se¢imi daha da kolaylagsmakta
ve Ozellikle hastane veri tabanlarinda kayitl hasta test sonuglar rahatlkla
kullanilabilmektedir. Oyle ki, hasta 6rnekleri dolayli érneklendirme ydntemi
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ile hig ayiklanmaksizin oldugu gibi alinmakta ve istatistiksel olarak
degerlendirmeye tabi tutulabilmektedir. Orneklendirmenin tipi ne olursa
olsun, eger dagihmimiz non-Gaussian ¢ikiyorsa, o zaman non-parametrik
yontemleri kullanmamiz gerekmektedir. Ancak daha once de belirtildigi gibi
nonparametrik yontemler icin denek sayisinin en az 120 olmasi gerekir,
dusuk denek sayilarinda ise oldukga yetersizdirler. Bu problemin agilmasi
icin birgcok modifiye yontem tasarlanmistir ve bunlara genel olarak dolayh
yontemler denilmektedir. Non-parametrik ylzde tahmini ydontemi, alt ve Ust
degerleri kesin bildirmesi agisindan daha fazla tercih edilmektedir; bu
nedenle modifiye yontemlerin ¢cogu bu yontemi baz almaktadir. Burada
dagihmin %95’ini icine alan yani %2.5 ile %97.5 e tekabul eden noktalar
aramaktayz. ilgili formuller asagida verilmektedir:

Alt deger= 0.025 x(n+1)

Ust deger=0.975 x(n+1)
‘"’ veri sayisini belirtmektedir. Oncelikle veriler en kiclk degerden
baglayarak buyukliklerine goére siralanir; yukaridaki sonuglar ise sira
numarasina tekabul ederler. Bazi durumlarda kusuratl rakamlar ¢ikabilir, bu
durumda rakamlar yuvarlanarak kusurat kaldirilir. Alt deger icin 12.5 sonucu
ornek verilecek olursa, yuvarlanarak 13 olur ve 13. siradaki veri dagiliminin

alt noktasi olarak tanimlanir; ayni sekilde Gst nokta da tayin edilir(35).

[1.3.7. Referans Degerlerin Transfer Edilebilirligi

Her laboratuvarin test listesindeki tim analitler i¢in guvenilir referans
araliklarini belirlemesi ana goérevlerindendir. Guvenilir referans araliklarin
hesaplanmasi analit sayilari ve yeni yontemlerin gun gectikge arttigi goz
onune alindiginda zor ve yuksek maliyetli bir iglemdir. Bu nedenle
laboratuvarlar daha c¢ok uretici firmalarin belirlemis oldugu veya bagka
laboratuvarlarda hesaplanmisg degerleri kullanmaktadirlar. Ancak bu
degerleri kullanima sokmadan dnce her laboratuvarin kendi kosullarina gére
veri transferini saglamasi gerekir. NCCLS veri transferinin yapilabilmesi igin
bu kosullari sdyle siralamistir(13,19):

1- Populasyonlar tanimlanmali ve 6zellikleri birbiriyle ortugmelidir.
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2- Her iki laboratuvar verileri de aralarinda analitik bias bulunma durumu
acisindan kontrol edilmelidir.

3- Her iki laboratuvarin analitik performansi birbirleriyle uyumlu olmalidir.

4- Preanalitik, analitik ve postanalitik uygulamalar her iki laboratuvarda

standardize programlarla yapiimalidir.

1.4.0KSIDATIF STRES

Saglikli aerobik organizmada, reaktif oksijen tlrlerinin olusmasi ile
antioksidan sistemlerin  buna karsi savunmasi yaklagsik olarak
dengededir(36,37). Bu dengeyi saglayan kompleks olaylardan herhangi
birinin etkilenmesi inflamatuvar reaksiyonlar ve otoimmunite gibi patolojik
olaylarin uyarilmasini baslatabilir(38). Oksidan stres; hlcresel antioksidan
savunmanin reaktif oksijen turlerinin seviyesini toksik esigin altinda tutmakta
yetersiz kalmasi olarak tanimlanabilir(36). Baska bir sekilde tanimlayacak
olursak; doku veya hiucrede olusan serbest oksijen radikallerinin
konsantrasyonunun antioksidan kapasiteyi asmasi olarak tanimlanir(39).

Oksidan stres, asiri ROS uretimi, antioksidan savunmanin yetersizligi ya

da her iki durumun birlikte bulunmasi ile olusur(36).

[1.4.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, en dis yorungelerinde bir ya da daha fazla
ciftesmemis elektron igceren reaktif atom veya molekullerdir(40).
Organizmada normal olarak meydana gelebildigi gibi(mitokondride
gerceklesen elektron-transport  reaksiyonlari, P450 metabolizmasi,
peroksizomlarda gerceklesen reaksiyonlar, inflamatuvar hicre aktivasyonlari
vb.), cesitli dis kaynakli etkilerle de(UV isinlari, X-ray, sigara, cevresel
toksinler, farmakolojik tedaviler) olugabilir(41). Oksijen turevi radikaller,
biyolojik sistemin en iyi bilinen serbest radikalleridir ve canli hucrelerde,
normal suregte fizyolojik miktarlarda Uretilirler. Asiri olustuklarinda hiicre ve
dokularin hasarina neden olurlar(40,42). Yapilarindaki ortaklanmamis
elektronlardan dolayi oldukga reaktiftirler ve tim hicre bilesenleri ile kolayca
etkilesebilme 6zelligi gosterirler(40). Dolayisiyla serbest radikaller organizma

icin zararlidir ve genel olarak “oksidanlar” olarak adlandirilirlar. “Oksidanlar”
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dedigimiz bu yikim Uranlerinin yol agtigi biyolojik hasarlar icin “oksidatif
stres” tanimi kullaniimaktadr. ileri derecede tepkici serbest radikal olan veya
hicrede kolayca bu serbest radikallerine ¢evrilen oksijen igeren bilesikleri
tanimlamak  igin reaktif  oksijen  tdrleri (ROS) tanimlamasi
kullaniimaktadir(41). Canli organizmada oksidanlarin zararl etkilerine karsi
“antioksidanlar” dedigimiz savunma duzenekleri vardir(43-45). Oksidatif
stres de oksidan ve antioksidan sistemlerin dengeye ulasmadigi; yani
serbest radikal Uretiminin, sistemin reaktif aracilari detoksifiye etmekteki
kabiliyetini astigi durumlarda olusmaktadir(46).

Oksidatif stres ginimuzde birgok hastaligin
patofizyolojisinde(kardiyovaskuler hastaliklar, pulmoner hastaliklar, diabetes
mellitus, nérodejeneratif hastaliklar ve kanser) suglanmaktadir(47). Oksidatif
stresin genellikle protein, lipid ve DNA metabolizmasi Uzerindeki toksik
etkilerinden dolayl hastaliklara yol actigi savunulmustur(48). ROS asiri
miktarda Uretildiginde veya enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemleri yetersiz kaldiginda zincirleme tepkimelerle hicre hasari
veya olumu gercgeklesebilir(49). Ayrica artmig ROS’lar nérotransmitterlere,
hormonlara ve bircok mediatore etki ederek homeostatik mekanizmayi
bozabilirler(44).

[1.4.1.1. Serbest Oksijen Radikalleri(SOR), Reaktif Oksijen Tiirleri(ROS)
ve Reaktif Nitrojen Tiirleri(RNS)

Serbest radikallerin  biyolojik ortamlardaki turleri Reaktif Oksijen
Tuarleri(Reactive Oxygene Species - ROS) ve Reaktif Nitrojen
Turleri(Reactive Nitrogene Species - RNS)'dir. Bunlardan ROS; oksijen
radikallerini ve radikal olmayan reaktif oksijen turevlerini kapsayan genel bir
terimdir. RNS’ler de, fizyolojik Gnemi olan serbest radikal turleridir(50,51).

Yuksek konsantrasyonlarda serbest radikaller ve radikal turevi, radikal
olmayan reaktif tlrler; canli organizmalar igin tehlikelidir ve tim hicre
yapilarina hasar verir. Bununla birlikte, disuk konsantrasyonlarda nitrik
oksit, superoksit anyonu ve reaktif oksijen turleri sinyal iletiminde dizenleyici

medyator olarak dnemli rol oynarlar. ROS’larin aracilik yaptigi bir cok cevap,
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aslinda hucreleri oksidatif strese kargi korur, redoks homeostazini yeniden
olustururlar(52).

Reaktif Oksijen Turleri(ROS) Reaktif Nitrojen Tiirleri(RNS)
Hidroksil Radikali(OH®) Nitrojen dioksit(NO>°®)
Siperoksit Anyonu(0,*) Nitrik Oksit(NO)

Hipoklorik Asit(HOCI) PeroksinitrittONOQO")

Singlet O,

Hidrojen Peroksit(H20,)
Peroksil Radikali(ROO*®)
Serbest radikallerin en onemli tepkimeleri, molekller oksijen ve onun

reaktif tlrlerinin oldugu tepkimelerdir(39)(Tablo 8).

Tablo 8. Radikal ve Radikal Olmayan Reaktif Oksijen Tiirleri(39)

Realtif Tiirleri

Radikal Non-Radilal
Hidroksil { T OH) Peroksinitrit { ONOO-)
Alkoksil (L({(BE)YO™) Hipoklorit {-OC1)
Hidroperoksil (HOO™) Hidroperoksit (L{(BE )3 OOH)
Peroksil (L{(R)OO™) Singlet oksijen (102)
Witrik oksit (INO™) Hidrojen peroksit (H20O:)
Siiperoksit (O 2) Ozon (O3)

11.4.1.2. Serbest Radikallerin Kaynaklari

Serbest radikal olusturan kaynaklar ekzojen ve endojen olmak Uzere iki
gruba ayrilabilir(Sekil 2, Tablo 9). Serbest radikaller, ekzojen nedenlerle
olusabilir. Diyet faktorleri, c¢evresel faktorler(hava kirliligi), ilaclar,
ksenobiyotikler ve zararli 1sinlar(X-ray, UV.) en 6nemli ekzojen serbest
radikal Uretim kaynaklaridir. Endojen serbest radikal Uretim kaynaklari ise
endoplazmik retikulum, redoks doéngusl, mitokondriyal elektron transport
sistemi, aragidonik asit metabolizmasi, fagositoz, otooksidasyon, oksidan
enzimlerin reaksiyonlaridir(39,43,44,53-55).
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Normal metabolism

Inflammation ‘_l‘l'.k l ‘Jr;r‘ High pO.

Radiation ~aaamag 02 POV g Smog (O, NO.)

\_‘:ﬂ'\"“‘\- Chemicals and drugs

Reperfusion injury

Sekil 2. Reaktif Oksijen Turleri Olusturan Bazi Uyaranlar(56)

Tablo 9. Serbest Oksijen Radikalleri Olusturan Kaynaklar(39)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

1. Mitokondriyal ve mikrozomal elektron transport | 1.Cevresel ajanlar
sistemler 2.Radyasyon

2 Fagositik hiicreler 3.Antineoplastik ajanlar
3. Otooksidasyon 4. Stres

4.0Oksidan enzimlerin reaksiyonlart
5. Iskemi-reperfiizyon

6. Prostaglandinler

1.4.1.3. Serbest Radikaller ile Olusan Hiicresel Hasarlar

Serbest radikaller hicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tim 6nemli bilesenlerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu
ve kapiller gegirgenligi bozarak, bir yandan hicrenin potasyum kaybina
neden olurken 6te yandan trombosit agregasyonunu arttirirlar(Sekil 3)(40).

Oksijen, endoplazmik retikulumda, mitokondride, plazma membraninda,
peroksisomlarda ve sitozollerde oksidatif enzimler tarafindan stperoksit
anyonuna donusturtlmektedir. Olusan superoksit anyonlari, SOD enzimi ile
hidrojen perokside déniistiiriilmektedir. Cu®**/Fe?* ile katalize olan Fenton

reaksiyonu yoluyla hidroksil radikalleri olusmaktadir. Burada ayrica
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3+

siiperoksit anyonlari, Fe*"ii Fe*"’ye indirgenmesini katalize eder ve Fenton

reaksiyonu sayesinde hidroksil olusumuna katkida bulunmaktadirlar(57).
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Sekil 3. Serbest Radikal Aracili Hlicre Harabiyeti(39,41)

Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Serbest radikallere kargi en hassas olan, lipid molekulleridir(55).
Membranda bulunan yag asitleri(arasidonik asit) ve kolesteroliin doymamis
baglar serbest radikallerle reaksiyona girip peroksidasyona neden
olabilir(Sekil 4). Serbest radikallerin hucre zarlarindaki yag asitleri ile
reaksiyona girerek sonugta zar batinlugundn bozulmasi ile sonuglanan
reaksiyon dizisine lipid peroksidasyonu denir. Bu surecin bagladigini
gOsteren en iyi gosterge malondialdehid(MDA) dir(55,58,59).

MDA lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar, ancak
spesifik degildir. Ayni zamanda membran bilesenlerinin polimerizasyonuna
ve gapraz baglanmasina neden olabilir(60).

ilk énce yag asidi hidrojen ve kendi (izerinde birer elektron kalacak
sekilde parcalanir ve ‘lipid radikalini’ olusturur. Lipid radikali de oksijenle
reaksiyona girerek ‘lipid peroksil radikalini’ olusturur. Lipid peroksil radikali
de diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer. BOylece zincirleme bir

reaksiyon baslamis olur(59,61).
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Lipid peroksidasyonu hicre membrani, lipoproteinler ve diger lipid iceren
yapilarin oksidatif hasarinin iyi bilinen bir 6rnegidir. Hicre membranindaki ve
diger organize sistemlerdeki doymamis fosfolipidler, glikolipidler ve
kolesterol oksidan hasarin 6nde gelen hedefidir(62).

Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar arasinda en 6nemlilerinden olan
lipid peroksidasyonu, membran yapisinda yer alan ¢oklu doymamis yag
asitlerinin(PUFA) oksijen radikallerine maruz kalmasi sonucunda ve dort
asamada olusur.

Lipid  peroksitlerinin  konsantrasyonlari  arttikga, = membranlarin
akiskanliklari azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hicre igine gegisi kolaylasir ve
hicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya cikar.

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bilesiklerden aldehitler en toksik
olanlaridir ve diger hicre bolumlerine de yayilarak hasara neden olurlar.
Nonenzimatik  oksidatif  lipid  peroksit dekompozisyonu  sonucu
malondialdehit(MDA) ve 4-hidroksinonenal(4-HNE) olusur.

Serbest Radikaller
e \\A
/ x DMA hasan

Karbonhidrat hasar  Protein hasan

Lipid peroksidasyonu

++
Hocre igi Ca  artigi

/

ATP sentezinin azalmasi

Poli(ADP)riboz
NAD(H)yikimiq  Sentetaz aktivasyonu

Zar peroksidasyonu ve hasan

DNA, protein ve lipidierde Dokularda metal iyonlannin serbestiegmesi
hasann artig ve yakin hicrelerde hasar

Sekil 4. Serbest Radikallerin Hasar Olusturma Mekanizmalari(40).

MDA’in asil kaynagi ikiden fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin
otooksidasyonunda ve eikozanoid sentezinde serbestlesen
endoperoksitlerdir. MDA, protein amino gruplarina, fosfolipidlere ve nukleik
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asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde c¢apraz
baglanma ve polimerizasyona neden olur. Membranlardan kolaylikla difize
olarak, DNA vyapisinda yer alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve
mutajen, karsinojen, genotoksik etkiler gosterir.

Sekil  5'deki  reaksiyon akigina  dikkatli  bakildiginda, lipid
peroksidasyonunun kendisini tetikleyerek yeniden lipid radikalleri ve

peroksitleri olusturdugu goértlmektedir(53).

BASLAMA
£::R, COK DOYMAMIS YAG ASIDI
RH
LIPIT RADIKALI
L]
ILERLEME i

. ——
///____\\\Jﬁfr___\\//r___j\\[ﬂENKDNJUGﬂﬂ
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LIPIT PEROKSIT RADIKALI
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KARBONIL BILESIKLER, ETEN, PENTAN v.s.)

Sekil 5. Coklu Doymamis Yag Asitlerinin Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonunun 6l¢imu doku hasarinin iyi bir gostergesi kabul
edildiginden; peroksidasyon sirasinda olusan konjuge dienlerin dlgimu, in
vivo lipid peroksit duzeyini yansitabilecek onemli bir yontemdir. MDA
miktarinin tiyobarbiturik asit testi ile 6lgumu bu amagla kullanilmaktadir(53).
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Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore
degisir. Protein molekilleri UGzerindeki sulfhidril veya amino gruplariyla
serbest radikallerin etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan vyapisal
degisiklikler Gge ayrilir:

1- Aminoasitlerin modifikasyonu,

2- Proteinlerin fragmantasyonu,

3- Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalardir(40).

Transport proteinleri, reseptorler ve enzimler, oksidan hasarin erken
hedefleri olarak o6zellikle énemlidirler. Proteinlerde meydana gelen hasar
ekstraseluler sivi ve hicre igi arasinda temel iyon gradiyentinin
saglanmasini etkileyebilir. Birgok hucresel surecin dnemli bir uyaricisi olan
Ca?* iyonlari, hiicre icinde cok diisiik diizeylerde bulunmaktadir. Ca?*-ATP
az ve Ca®*/Na* degistiricisi hiicre igi Ca*’u bu fizyolojik sinirlarda tutmayi
saglar. Serbest radikaller ile bu yapilar hasarlandiginda Ca®* diizeylerindeki
artis 6nemli metabolik olaylara neden olacaktir. Hiicresel iyon dengesindeki
degisimler cogu hucresel fonksiyonu etkileyen hicre hacminin degismesine
de neden olabilir(63).

Serbest Radikallerin DNA’ya Etkileri

Normal metabolizma tarafindan ya da ekzojen kaynaklarla olusan serbest
radikaller oksidatif DNA hasarina yol acarak mutageneze, karsinogeneze ve
yaslanmaya neden olurlar. DNA hasarlarinin olusumunda buyUk oranda
hidroksil radikali; baz ve seker modifikasyonlari, dizi kiriklari ve DNA-protein

capraz baglari mekanizmalarini kullanarak goérev alir(64-68).

Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler
ve okzoaldehitler meydana gelmektedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucu katarakt, diyabet ve sigara icimi ile iligkili kronik hastaliklarin,

inflamatuar eklem hastaliklarinin olusumuna katkida bulunabilirler(40).
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[1.4.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hucrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir. Oksidanlar tutarak
daha zayif bir molekile donustirmektedirler. Antioksidan savunma
elemanlari hicre ici ve hiicre disi ortamda farklidirlar. insanda belli basli
hicre ici antioksidanlar superoksit dismutaz(SOD), katalaz(CAT) ve
glutatyon peroksidaz(GPx) enzimleridir. SOD'un yapisinda bakir, ginko ve
manganez; GPx'de ise selenyum iyonu bulundugundan bu enzimler
‘metalloenzim’ olarak da adlandirilirlar. Hlcre igi ortamin aksine hicre disi
ortamda antioksidan savunmadan E ve C vitamini, transferrin, haptoglobin,
seruloplasmin, albumin, bilirubin, P karoten ve a-l antitripsin
sorumludur(Sekil 6)(69,70).
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Sekil 6. Antioksidan Sistemler
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Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Scavenging(Temizleme) Etkisi: Oksidanlari zayif bir molekule
cevirme seklinde olan bu etki enzimler tarafindan yapilir.

2. Quencher(Baskilama) Etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan
yapilir.

3. Onarma Etkisi(Repair Etki): Onarici etki Uzerinde ¢alismalar devam
etmektedir. Oksidatif hasar gormis DNA molekulini tamir eden enzimler bu
gruba ornek olarak verilebilir(71).

4. Zincir Koparma Etkisi: Oksidanlari baglayarak fonksiyonlarini
engelleyen agir metaller seklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve
E vitamini tarafindan yapilir(58).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye
ayrilir.

A. Enzimatik Antioksidanlar

1. Glutatyon Peroksidaz(GSH-Px)
2. Superoksit Dismutaz(SOD)

3. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz
4. Katalaz

5. Glutatyon-S-Transferazlar(GST)
6. Glutatyon Reduktaz

B. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
1. Vitamin C(Askorbik Asit)
2. Karoten(Vitamin A 6n maddesi)
3. Vitamin E(a-Tokoferol)
4. Melatonin
5. Digerleri; Seruloplazmin, albumin, Urik asit, bilirubin, haptoglobulin,

transferrin, selenyum vs.(53).
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[1.4.2.1. Antioksidan Enzimler
11.4.2.1.1. Superoksit Dismutaz(SOD)

Superoksidin hidrojen perokside dismutasyonunu katalize eden bir
metalloenzimdir(Sekil 7). Oksijeni metabolize eden tim hicrelerde bulunan
SOD ve GPx enzimleri serbest oksijen radikal toksisitesine kargi dnemli
defans mekanizmalarini olustururlar(53,69). SOD organizmada mitokondri,
sitozol ve ekstraseluler alanda bulunur ve tek bilinen substrati sUperoksit
radikalidir(72). SOD, GPx ve CAT gibi enzimler serbest radikallerin
olugsmasini ve lipid peroksidasyonunun baslamasini 6nleyen enzimlerdir.
Vucutta uretilen bir serbest radikal olan O2 anyonu SOD tarafindan H202'e
cevrilir. H202’'nin kendisi serbest radikal olmadigi halde OH- radikali
uretimine yol actigindan toksik etki gosterir. H202, CAT ve GPx tarafindan
temizlenir. Bu enzimler, enzimatik antioksidan savunma sistemini
olustururlar(53,69).

20,
Superoksit

2H*
Superoksit Dismutaz

O3

H202
Hidrojen Peroksit

Sekil 7. Stperoksit Radikalinin SOD Tarafindan Dismutasyonu(41)

Superoksit radikaline bagh yikima karsi savunmada ilk adim olarak
bilinen SOD enzimleri aktif bdlgelerinde transisyon metali(Fe, Mn, Cu)
igerirler.

SOD’un Ug¢ temel formu vardir:

SOD-1: Cu-Zn bagimli SOD, sitoplazmada bulunur.
SOD-2: Mn bagimli SOD, mitokondride bulunur
SOD-3: Ekstraseltler SOD(72).
Ldsemi, iskemi, hepatit, muskuler distrofi, respiratuar distres sendromu,

bdbrek yetmezligi, Fankoni anemisi, akciger enfeksiyonlari ve motor néron
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hastaliklari gibi serbest radikal aciga c¢ikaran olaylarda ve hastaliklarda
koruyucu rol oynadigi dusunulmektedir. Ayni zamanda SOD, lipid
peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD aktivitesi yuksek oksijen
kullanan dokularda fazladir. SOD’in ekstraselliler aktivitesi c¢cok
dusUktir(40).

11.4.2.1.2. Katalaz(CAT)

CAT enzimi hidrojen peroksitin su ve molekller oksijene cevrildigi
reaksiyonu katalizler. Enzim hicre igcinde peroksizomlarda yerlesmistir ve bir
hemoproteindir. Dort tane hem grubu igerir. CAT'In etkisi de SOD’a
benzerdir(40).

2 H2 02 ——»2H20 + O2

GPxin H202’e kargi Km’i katalaza gbre daha dusuktur. Yani dusuk
konsantrasyonlarda H202'i GPx parcalar, yuksek konsantrasyonlarda ise
CAT aktivite kazanir. Katalaz aktivitesi eritrosit, karaciger ve bobrekte
yogundur(58,73,74).

[1.4.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz(Gpx)
Redukte glutatyonu(GSH) vyukseltgerken H202’i de suya cevirir ve

boylece membran lipidlerini ve hemoglobini oksidan strese karsi korur.

Gpx
H202+ 2GSH —» GSSG + 2H20

E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona karsi korur.
Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. GPx yetersizligi selenyum eksikligi
sonucu olabilir. Cunku selenyum bu enzimin integral parcasidir. GSH
enzimatik olmayan savunma sistemi elemanlarindan olup GPx aktivitesi igin
gereklidir. GPx iyi bilinen dogal bir antioksidandir. GPx organik peroksitleri
indirgenmis GSH ile elimine eder. GPx toksik hidroperoksitlerin alkol ve suya
indirgenmesini GSSG ile meydana getirir. GSSG tekrar NADPH yardimi ile
GSH’a donusdr.

Antioksidan enzimlerin aktivitesi ile zararli oksijen kaynakl hidroksil

radikalinin olusumu engellenir(61,75).
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11.4.2.1.4. Glutatyon Reduktaz(GR)

Yukseltgenmig(okside) glutatyonu indirgenmis hale cevirir. Glutatyonun
indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektronlar NADPH'dan FAD’ye
transfer edilir. Daha sonra GSH’un iki sisteini arasinda bulunan disulfid
koprusune transfer edilmek suretiyle okside glutatyona aktariimig olur(Sekil
8)(59,76).

indirgenmis
Glutatyon
(2 GSH) o
H20:
~
NADP* . -
‘\ / \ - Hidrojen -
Peroksit
Glutatyon Rediiktaz
| n
Riboflavin(FAD) Glutatyo
Proksidaz
NADPH+H* -/ \ / \ H,O
i Su
Okside

Glutatyon(GSSG)

Sekil 8. Glutatyon Oksidasyon-Reduksiyon(redoks) Dongusu

11.4.2.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
11.4.2.2.1. Askorbik Asit

C Vitamini pek ¢ok biyolojik fonksiyon igin gerekli suda ¢bzunebilen bir
mikronutrienttir. Birgok enzimin kofaktdorl olarak gorev yapar. Bunlar;
kollajenin posttranslasyonal hidroksilasyonu, karnitin biyosentezi, dopaminin
norepinefrine dénmesi, peptid amidasyonu ve tirozin metabolizmasinda
gorev alan enzimlerdir.

Anti-skorbutik fonksiyonu yaninda C vitamini potent bir indirgeyici ajan ve
biyolojik sistemlerde serbest radikal toplayicisidir. Biyolojik sivilarda en ¢ok
bulunan ve suda ¢6zinen bir antioksidandir. Siperoksit, hidroperoksit

radikalleri ve singlet oksijen ile peroksinitrit, nitrojen dioksit ve nitroksit
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radikallerini toplayabilme 6zelligine sahiptir. Paradoksik olarak C vitamini in
vitro kosullarda bir prooksidan gibi davranabilir. C vitamininin demir ve bakir
ile birlikteligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’'nin oksidatif modifikasyonunu

indUklemek icin kullaniimaktadir(40).

1.4.2.2.2. B-Karoten(Vitamin-A On Maddesi)

B-karoten, vicutta A vitamini prekirsord olmasi yaninda hiicre dizeyinde
antioksidan etkinlik de gosterir; lipitlerin peroksidasyonunu engeller. Yagda
¢ozunlr olmasi nedeniyle bu etkisini sitoplazmadan daha c¢ok lipit fazi
antioksidani olarak hucrenin ve subsellller yapilarin membraninda gosterir.
B-karoten, serbest radikaller biyolojik hedeflerle interaksiyonuna girmeden
once direkt olarak onlari yakalayabilir ve ayni zamanda zincir kiran bir

antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikallerin olusumunu onler(77).

11.4.2.2.3. Vitamin-E(a-Tokoferol)
a-Tokoferol yagda ¢dzlinen ve zincir-kirici bir antioksidandir. En énemli
gorevi oksijen serbest radikallerinin ataklarina karsgi membran lipidlerindeki

yag asitlerini korumaktir(78).

[1.4.2.2.4. Transferin ve Laktoferrin
Demiri baglayarak lipid peroksidasyonu ve demir katalizli Haber-Weiss

reaksiyonlarina katilimini durdurur veya yavaslatir(78).

11.4.2.2.5. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin dnemli bir kismi, bakir iceren ve tagiyan
akut faz proteini seruloplazminden kaynaklanir. Demir ve bakir bagimli lipid
peroksidasyonu inhibe eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte superoksit

radikali ile reaksiyona da girer(40).
11.4.2.2.6. Albumin

Albumin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Albumin

ylzeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir. Ayni
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zamanda myeloperoksidaz turevi bir oksidan olan HOCI'yi hizli bir sekilde
temizler(78).

11.4.2.2.7. Orik Asit
Kuvvetli olarak demir ve bakir baglama yetenegi, antioksidatif rolintin énemli
bir pargasidir. Lipid peroksidasyonunu inhibe etme ve radikalleri temizleme

gOrevine sahiptir(78).

11.4.2.2.8. Bilirubin

Yag asitlerini peroksidasyona karsi koruma gorevine sahiptir(78).

11.4.3. Total Antioksidan Kapasite(TAS), Total Oksidan Kapasite(TOS)
ve Oksidatif Stres indeksi(OSi)

Normal fizyolojik kogullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle
olusan serbest radikaller ve bunlara badli olusan oksidatif stres ile micadele
eden kompleks bir antioksidan defans sistemine sahiptir. Vicudun olusan
oksidan durumlara kargi redoks ayarini surdurebilmesinde kan ¢ok
onemlidir. CUnku kan antioksidanlarin vicudun tim bdlimlerine taginmasini
ve dagitimini gercgeklestirmektedir. Total oksidan kapasiteye en buyuk
katklyr endojen olarak vicutta sentezlenen serbest oksijen molekullerinin
yan Urunleri saglamaktadir. Vucutta normal veya patolojik olarak serbest
radikaller Uretilir. Bu UrUnler hemen sentez edildikleri yerde detoksifiye
edilmezler ise zararl etkilerini olustururlar. Total antioksidan kapasiteye en
buyuk katki plazmadaki antioksidan molekullerden gelmektedir. Plazmada
bilirubin, serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin, urik asit, E
vitamini, C vitamini gibi proteinler yaninda serbest radikalleri tutan zincir
kirici antioksidanlar da bulunmaktadir. Plazmada antioksidanlar bir etkilesim
icinde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler sinerijist olarak calismaktadirlar.
Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklar etkinin
toplamindan daha fazla bir etki olugsmaktadir. Bu sinerjizme 0Ornek
glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferolin yeniden aktiflesmesini
saglamasi gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalma digerindeki artig
ile kompanse edilebilmektedir. Vicuttaki oksidatif stresi ve antioksidan
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kapasiteyi degerlendirmek icin oksidan ve antioksidan molekullerin bireysel
Olcumu  yerine  total olarak  Olgiminid  saglayan  yOntemler
yayginlagsmaktadir(8,9). TOS dizeyinin, TAS dlzeyine oranlanmasiyla
oksidatif stres indeksi(OSi) hesaplanmaktadir. OSi viicudun oksidan
antioksidan dengesinin yonununu belirtir.

Total antioksidan kapasitenin patofizyolojisi Sekil 9'da gosterilmistir.
Mitokondri Disfonksiyonu ve
Yikilmasi

TAS’tan
Zengin Diyetle
Mudahale

Oksidatif/Nitrozatif

Stresler

Total Antioksidan
Kapasite

fl—lipertansiyon SNC Hastaliklari \
Ateroskleroz  Psikolojik Stres
Meme CA Diabetes Mellitus

Astim Tuberkuloz
COPD Kistik Fibrozis

=

Total Antioksidan - -
Hucre Olumu
Kapasite

Sekil 9. Total Antioksidan Kapasitesinin Patofizyolojisi(79)
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lll. GEREG VE YONTEM

lll.1. Araglar ve Geregler:
1. ELISA Okuyucu: Biotek ELx800 (ABD)
2. Otomatik Pipetler: Thermo, Socorex (Almanya)
3. Santrifiij: Nive NF 1200 R (Turkiye)
4. Derin Dondurucu: Nuaire Ultralow Freezer(-80°C) (ABD)
5. Cam Pipetler: Precicolor HBG (Almanya)
6. Otoanalizor: Vital Scientific, Selectra/ Flexor E (Hollanda)

[11.2. Yontem
[11.2.1. Galigma Grubu

Arastirmanin calisma orneklemine Aralik 2011 — Haziran 2012 tarihleri
arasinda Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesine kontrol igin
gelen saglikh kisiler, saghkh kurum calisanlari ve onlarin yakinlari dahil
edildi. Calisma 6ncesinde Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Etik
Kurulu'ndan c¢alismanin yapilmasinda tibbi etik agisindan sakinca
olmadidina dair onay alindi. Calismaya katilmak isteyen sagliklilar ¢alisma
hakkinda bilgilendirildi ve yazili onamlari alindi.

Calisma orneklemine alinan kigilerden 8 mL periferik venoz kan ornekleri,
12 saatlik agliktan sonra sabah saatlerinde bir kirmizi  kapakh
(antikoagtilansiz) tipe alindi. Alinan kan érnekleri pihtilagsmasi icin 30 dakika
oda isisinda bekletildikten sonra 3500 devir/dakikada (1500 X g) 10 dakika
santrifiij edilerek serumlari ayrildi ve galisma guniine kadar - 80 °C’lik derin
dondurucuda saklandi. Calisma gununde oda isisinda ¢6zilen serum
drneklerinde TAS, TOS ve SOD analizleri yapildi ve OSI hesaplandi.

Bu calismaya Manisa ve yoresinde yasayan, 20-67 yas arasinda 115
erkek ve 118 kadindan olugan toplam 233 birey dahil edildi.

Referans bireylerin sec¢iminde, NCCLS C28-A standardi dnerilerine gore
anket formu hazirlandi(Sekil 10). Her bireye kan alimi éncesinde hazirlamig
oldugumuz anket uygulandi. Analitlerin duzeylerini etkileyebilecek olan
faktorler diglama kriteri olarak uygulandi.
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ANKET FORMU

TUM BILGILER KESINLIKLE GiZLi TUTULACAKTIR VE SiZiN KAN ORNEGINiZDEN ELDE EDIiLEN
SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI iCiN KULLANILACAKTIR.

ORNEK NO: ORNEK ALINDIGI SAAT:

iSIM(ADI,SOYADI): MEDENI HALI: MESLEK: TELEFON:
YAS:(YIL) CINSIYET: BOY: (m) (cm) AGIRLIK: (kg)
KENDINiZi SAGLIKLI HISSEDiYOR MUSUNUZ? (E) (H)
DUZENLI OLARAK EGZERSIZ YAPIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EVET ISE NE KADAR SIKLIKTA? (SAAT/HAFTA)
SON ZAMANLARDA HiC RAHATSIZLANDINIZ MI? (E) H)
EGER EVET ISE NE ZAMAN? NEDIR?

RECETE EDILMIS ILAC ALTYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE HANGI ILAGLAR? SURESI:

EN SON ILAC NE ZAMAN ALDINIZ? ADI:

VITAMIN ILACI ALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NE?

ISINiZDE TEHLIKELI KIMYASAL MADDELERE MARUZ KALIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE NE? SUREST:

SIGARA KULLANIYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET iSE NE KADAR? (ADET/GUN) SURESI:

OZEL DIYET UYGULUYOR MUSUNUZ? (E) (H)
EGER EVET ISE LUTFEN TANIMLAYINIZ SURESI:

ALKOL KULLANMA ALISKANLIGINIZ VAR MI? (E) H)
EGER EVET ISE HANGI SIKLIKTA? SURESI:

BiR DOKTOR KONTROLU ALTINDA MISINIZ? (E) H)
EGER EVET ISE NEDEN?

SON ZAMANLARDA HASTANEYE YATTINIZ MI? (E) H)
NE ZAMAN? NEDEN?

AILENIZDE GECIRILMIS BIR HASTALIK VAR MI? (E) (H)
EGER VAR ISE TANIMLAYIN:

TANSIYON HASTALIGINIZ VAR MI? (E) (H)
SEKER HASTALIGINIZ VAR MI? (E) H)
EMZIRDIGINIZ BEBEGINIZ VAR MI? (E) (H)
HAMILE MISINiz? (E) (H)

Sekil 10. Calismamizda Uygulanan Anket Formu

[11.2.2. Total Antioksidan Kapasite Tayini

Serum TAS duzeyleri otomatik 6lgim ydntemi ile hidroksil radikali Greten
Rel Assay (Rel Assay Diagnostics kit, Mega Tip, Gaziantep, Turkiye) Kkiti ile
Vital Scientific, Selectra/ Flexor E (Hollanda) otoanalizériinde tayin edildi. Bu
Olcim yoOnteminde 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)

(ABTS) radikali kullanildi. ABTS radikali, antioksidan konsantrasyonuna ve
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antioksidan kapasiteye gore mavi ve yesil rengini kaybetmektedir. Bu renk
degisikliginin absorbans degeri 660 nm’de Olculerek degerlendirme yapildi.
Bu 0&lgim metodunun prensibi hidrojen peroksit varliginda ABTS
molekiliniin ABTS™ molekiiliine okside olmasina dayanmaktadir. 30 mmol/L
asetat tamponu ve pH:3.6’da koyu yesil renkte olan radikalin, asetat
tamponu 0.4 mol/L, pH:5.8 oldugunda rengi agilmaktadir. Renk degisimi ile
ornek icindeki antioksidan miktari arasinda ters iliski bulunmaktadir.
Reaksiyon hizi standart yéntem olan Trolox ile kalibre edildi. Olgliim
tekrarlanabilirligi %3’Un altinda mukemmele yakin idi. Sonuglar mmol Trolox

equvalan/L cinsinden verildi(80).

[11.2.3. Total Oksidan Kapasite Tayini

Erel(81) tarafindan gelistirilen tam otomatik Rel Assay (Rel Assay
Diagnostics kit, Mega Tip, Gaziantep, Turkiye) kiti ile kolorimetrik bir
yontemle Vital Scientific, Selectra/ Flexor E (Hollanda) otoanalizériinde
Olgulda.

Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine bilesigini ferrik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik g
katina ¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli
bir bilesik olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan
rengin siddeti spektrofotometrik olarak 6lguildii. Olglim hidrojen peroksit ile
kalibre edildi. Sonuglar umol H202 equivalent/L cinsinden verildi(81).

111.2.4. Oksidatif Stres indeksinin Hesaplanmasi
Oksidatif stres indeksini hesaplamak icin TAS sonuglari mmol/L'ye

cevrilerek asagidaki formule gore hesaplandi(82,83).

OSi=TOS(umol H202 equivalent/L)/TAS(umol Trolox equivalent/L)

[11.2.5. Superoksid Dismutaz Tayini
Serum orneklerinde SOD duzeyleri ELISA yontemi ile Cayman Chemical
Company, Michigan (ABD) kitleri ile ¢alisildi. Kitin galisma prensibi, ksantin

oksidaz ile olugturulan superoksit radikalinin tetrazolium tuzu ile 6lgimunden
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olugsmaktadir. SOD’un bir Unitesi, superoksit radikalinin % 50 dismutasyonu
icin gereken enzim miktari olarak tanimlanmigtir. Kite ait intra-assay
varyasyon katsayisi(CV) degeri % 3.2; inter-assay CV de@eri % 3.7 olarak
bulundu. Kitin oélgim araligi 0.025-0.25 U/mL degerleri arasindadir.

Orneklere caligilmadan dnce 5 dilusyon yapildi. Sonuglar 5 ile garpildi.

111.3. istatistiksel Analiz

Bu calismanin veri analizinde SPSS 15.0 paket istatistik programi
kullanildi. Veriler cinsiyetlere gore alt gruplara ayrildi. Referans deger
verilerinin histogramlar cizildi ve veri dagihmi gorsel olarak incelendi.

Tanimlayici istatistik odlgutleri(aritmetik ortalama, medyan, standart
sapma, minimum deger, maksimum deger, 2.5 ve 97.5 yuzdelik dederleri)
hesaplandi.

U¢ grupta ortalamalarin karsilastirimasinda ANOVA, post hoc testi
olarak da Tukey testi kullanildi. iki grup arasinda sirekli verilerin
ortalamalarinin karsilastirilmasinda Student’s t testi kullanildi. TUm testlerde

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

IV.1. Sosyodemografik Bulgular
Calismamizi olusturan referans grubun demografik ve karakteristik

bulgulari toplu olarak Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. Referans Grubunun Demografik ve Karakteristik Bulgulari

Parametre Ort. £ SD Min.-Max.
Yas(yil) 36.15 £ 23.78 20-67
Boy(cm) 168.31 £ 8.50 150-190

Agirlik(kg) 71.07 £ 14.26 40-130

VKi(kg/m?) 25.05 + 4.64 15.57-54.11

Parametre n % Dagilim
Cinsiyet

Kadin 118 50.4
Erkek 115 49.6

Yas Gruplari(Yil)

20-29 81 34.8
30-39 61 26.2
40-49 55 23.5
50 = 36 155
Sigara igme Durumu
Evet 76 32.6
Hayir 157 67.4
Egzersiz Yapma Durumu
Evet 29 12.4
Hayir 204 87.6
Viicut Kitle indeksi
<25 127 54.5
25-29 75 32.2
30 2 29 12.4
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Tablo 10’un incelenmesinden anlasilacagi gibi referans grubu demografik

veriler bakimindan cesgitli alt gruplara(sigara igen/igmeyen, egzersiz

yapan/yapmayan ve vucut kitle indeksi) ayrildi. Sigara i¢cenler tim referans
32.6’sIin1(n=76), 12.4’0n0(n=29)

olusturmaktadir. Viicut kitle indekslerine gére gruplandiriidiginda; VKI'i <25

grubun % egzersiz yapanlar ise %
olan grup tim referans grubun % 54.5'ini(n=127), VKI'i 25-29 arasinda olan
grup % 32.2’sini(n=75), ve VKI'i 302 olan grup ise % 12.4'linli(n=29)

olusturmaktadir.

IV.2. Deneysel ve istatistiksel Bulgular
Calismamizi olusturan referans grubun TAS, TOS, OSi ve SOD degerleri
toplu olarak Tablo 11’de verilmistir.

Tablo 11. Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD Degerleri

Test n Ort.xSD Min-Max. | Garpikhik | Sivrilik | Ortanca
TAS 233 1.75+£0.28 | 0.57-3.03 -0.11 3.96 1.74
TOS 219 9.40+5.26 | 0.19-49.89 3.25 17.83 8.17
osi 219 |0.53+0.23 | 0.01-2.07 2.36 10.45 0.49
SOD 233 | 0.10+0.05 | 0.00-0.52 4.02 29.08 0.10

Calismamizi olusturan referans grubun TAS, TOS, OSi ve SOD dagilim

grafikleri Sekil 11,12,13 ve 14’de verilmistir.
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Sekil 11. Referans Gruba ait Total Antioksidan Kapasite Dagilim Grafigi

Count
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Sekil 12. Referans Gruba ait Total Oksidan Kapasite Dagihm Grafigi
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Sekil 13. Referans Gruba ait Oksidatif Stres indeksi Dagilim Grafigi

Count

Sekil 14. Referans Gruba ait Superoksid Dismutaz Dagilim Grafigi

Calismamizi olusturan referans grubun TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari Tablo 12’de verilmistir.
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Tablo 12. Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD Degerlerine ait %
Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS osSi SOD
2.5 1.108 2.736 0.155 0.033
10 1.456 5.720 0.346 0.063
20 1.554 6.430 0.382 0.081
25 1.611 6.619 0.399 0.087
30 1.650 6.910 0.421 0.091
40 1.695 7.437 0.448 0.099
50 1.749 8.171 0.495 0.107
60 1.795 8.859 0.524 0.114
70 1.852 9.726 0.566 0.119
75 1.898 10.432 0.593 0.121
80 1.935 11.115 0.649 0.125
90 2.094 15.161 0.796 0.147

97.5 2.320 25.451 1.111 0.196

Calismamizda elde edilen referans grubuna ait TAS; TOS; OSi ve SOD
parametrelerine ait referans degerler ve birimleri Tablo 13.’de toplu olarak

verilmigtir.

Tablo 13. TAS; TOS; OSi ve SOD’a ait Referans Degerler ve Birimleri

Parametre(birim) Referans Aralik
TAS(mmol Trolox equivalent/L) 1.11-2.32
TOS(umol H202 equivalent/L) 2.74-25.45
osi 0.15-1.11
SOD(U/mL) 0.03-0.20

Calismamizda yas gruplarina gére bulunan TAS; TOS; OSi ve SOD
parametrelerine ait referans degerleri ve bu degerlere ait % Persentil dagilim
tablolari agsagida verilmistir (20-29 yas grubu igin Tablo 14 ve 15, 30-39 yas
grubu icin Tablo 16 ve 17, 40-49 yas grubu igin Tablo 18 ve 19, 50 ve Uzeri
yas grubu icin Tablo 20 ve 21).
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Tablo 14. 20-29 Yas Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD

Degerleri
Test n Ort.xSD Min-Max. | Garpikhk | Sivrilik | Ortanca
TAS 81 1.68+0.28 | 0.57-3.03 0.38 9.251 1.67
TOS 78 0.3616.18 | 1.44-49.89 4.40 25.31 8.09
osi 78 0.5340.22 | 0.08-1.65 2.46 9.535 0.49
SOD 81 0.11+0.06 | 0.03-0.52 4.65 24.995 0.10

Tablo 15. 20-29 Yas Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS osSi SOD
2.5 0.800 2.325 0.141 0.042
10 1.453 5.931 0.388 0.066
20 1.518 6.579 0.415 0.081
25 1.522 6.708 0.422 0.084
30 1.563 6.929 0.431 0.088
40 1.636 7.422 0.470 0.095
50 1.674 8.091 0.497 0.100
60 1.728 8.420 0.525 0.107
70 1.785 9.200 0.553 0.114
75 1.806 9.562 0.580 0.120
80 1.832 10.418 0.595 0.123
90 1.938 15.651 0.799 0.145

97.5 2.304 31.622 1.353 0.472

Tablo 16. 30-39 Yas Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD

Degerleri
Test n Oort.+SD Min-Max. | Garpikhk | Sivrilik | Ortanca
TAS 61 1.78+0.28 | 0.74-2.43 -0.62 2.58 1.78
TOS 52 9.99+5.63 | 0.19-26.22 1.19 1.97 8.99
osi 52 0.5740.33 | 0.01-2.07 2.01 7.03 0.53
SOD 61 0.10+0.41 | 0.01-0.23 0.37 0.96 0.10
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Tablo 17. 30-39 Yas Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS OSi SOD
2.5 0.959 0.351 0.020 0.009
10 1.494 4.403 0.260 0.047
20 1.641 6.268 0.357 0.068
25 1.657 6.572 0.382 0.077
30 1.668 6.637 0.403 0.083
40 1.727 8.286 0.460 0.091
50 1.787 8.992 0.530 0.097
60 1.830 10.319 0.584 0.107
70 1.885 11.145 0.651 0.116
75 1.941 11.806 0.680 0.120
80 2.005 13.066 0.699 0.125
90 2.150 18.209 0.957 0.163

97.5 2.403 26.215 1.874 0.205

Tablo 18. 40-49 Yas Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD

Degerleri
Test n Ort.xSD Min-Max. | Garpikhk | Sivrilik | Ortanca
TAS 55 1.74+0.27 | 0.91-2.26 -0.91 1.57 1.77
TOS 53 9.07+£3.71 | 5.27-23.53 1.96 4.36 7.67
osi 53 0.51+0.16 | 0.34-1.09 1.61 3.14 0.48
SOD 55 0.10+0.03 | 0.03-0.19 -0.26 1.26 0.11
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Tablo 19. 40-49 Yas Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS OSi SOD
2.5 0.930 5.343 0.342 0.028
10 1.394 5.970 0.352 0.064
20 1.555 6.295 0.379 0.086
25 1.587 6.430 0.389 0.098
30 1.662 6.762 0.396 0.101
40 1.729 7.351 0.439 0.107
50 1.772 7.675 0.480 0.115
60 1.849 8.812 0.519 0.117
70 1.902 9.380 0.562 0.121
75 1.924 10.176 0.575 0.124
80 1.934 11.182 0.649 0.125
90 2.049 14.729 0.744 0.144

97.5 2.235 22.098 1.079 0.190

Tablo 20. 50 ve Uzeri Yas Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD

Degerleri
Test n Ort.xSD Min-Max. | Garpikhk | Sivrilik | Ortanca
TAS 36 1.85+0.28 | 1.25-2.74 0.67 1.94 1.80
TOS 36 0.14+4.58 | 3.14-27.76 2.46 7.58 7.97
osi 36 0.4840.18 | 0.17-1.01 1.06 1.29 0.46
SOD 36 0.11+0.04 0-0.29 1.37 7.35 0.11
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Tablo 21. 50 ve Uzeri Yas Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS osSi SOD
2.5 1.249 3.140 0.167 0.002
10 1.475 5.451 0.268 0.084
20 1.693 6.462 0.352 0.094
25 1.707 6.790 0.359 0.100
30 1.721 7.171 0.374 0.102
40 1.749 7.424 0.434 0.110
50 1.808 7.977 0.461 0.117
60 1.901 8.524 0.501 0.119
70 1.978 9.186 0.521 0.122
75 1.998 10.163 0.538 0.123
80 2.094 10.776 0.600 0.131
90 2.179 15.359 0.800 0.170

97.5 2.739 27.764 1.014 0.286

Calismamizda cinsiyete goére bulunan TAS; TOS; OSi ve SOD

parametrelerine ait referans degerleri ve bu degerlere ait % Persentil dagilim

tablolari asagida verilmistir.(erkek grubu igin Tablo 22 ve 23, kadin grubu
icin Tablo 24 ve 25)

Tablo 22. Erkek Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD Degerleri

Test n Ort.xSD Min-Max. Carpikhik | Sivrilik | Ortanca
TAS | 115 | 1.85+0.25 0.74-2.43 -0.94 3.96 1.83
TOS | 109 | 10.57+5.14 | 0.19-31.15 1.33 2.78 9.33
OSi | 109 | 0.56+0.24 0.01-1.47 0.97 1.92 0.52
SOD | 115 | 0.10+0.03 0-0.29 0.99 5.56 0.10
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Tablo 23. Erkek Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS OSi SOD
2.5 1.212 1.248 0.011 0.069
10 1.638 6.222 0.060 0.344
20 1.688 7.010 0.078 0.390
25 1.733 7.376 0.084 0.413
30 1.754 7.705 0.088 0.434
40 1.795 8.45 0.095 0.487
50 1.839 9.335 0.100 0.523
60 1.889 10.432 0.108 0.555
70 1.95 11.419 0.116 0.610
75 1.996 11.855 0.119 0.668
80 2.039 14.090 0.122 0.735
90 2.156 17.946 0.134 0.929

97.5 2.349 26.207 0.191 1.185

Tablo 24. Kadin Referans Grubunun TAS, TOS, OSi ve SOD Degerleri

Test n Ort.xSD Min-Max. | Garpiklik | Sivrilik | Ortanca
TAS 118 1.65+0.28 | 0.57-3.03 0.64 7.92 1.65
TOS 110 |8.25%£5.15 | 1.47-49.89 5.70 41.36 7.32
osi 110 |0.49+0.22 | 0.10-2.07 4.15 24.66 0.45
SOD 118 |0.11+0.06 | 0.03-0.52 4.33 26.23 0.10
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Tablo 25. Kadin Referans Grubunda TAS, TOS, OSi ve SOD
Degerlerine ait % Persentil Dagilimlari

YUZDELIK TAS TOS osSi SOD
2.5 0.954 3.136 0.036 0.180
10 1.443 5.484 0.063 0.350
20 1.495 6.066 0.084 0.381
25 1.518 6.413 0.090 0.392
30 1.522 6.560 0.095 0.405
40 1.591 6.763 0.104 0.430
50 1.657 7.329 0.109 0.453
60 1.704 8.006 0.116 0.495
70 1.747 8.483 0.121 0.537
75 1.772 8.864 0.125 0.549
80 1.803 9.184 0.134 0.576
90 1.918 10.527 0.165 0.659

97.5 2.132 25.389 0.229 1.156

IV.2.1. Alt Gruplara ait TAS, TOS, OSi ve SOD Degerlerinin
Karsilastiriimasi
Cinsiyet, sigara icen/icmeyen ve egzersiz yapan/yapmayan alt gruplarina
ait TAS, TOS, OSi ve SOD degerlerinin karsilastiriimasi Tablo 26°da topluca

verilmistir.
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Tablo 26. Alt gruplara ait TAS, TOS, OSi ve SOD Degerlerinin
Karsilastiriimasi

Parametreler Ozellik N Ortalama SD P

Erkek 115 1.85 0.25

Kadin 118 1.65 0.28 0.000
TAS Sig. Igen 76 1.74 0.25

Sig. icmeyen 157 1.76 0.30 0.650

Egz. yapan 204 1.76 0.29

Egz. yapmayan 29 1.71 0.21 0.420

Erkek 109 10.57 5.14

Kadin 110 8.26 515 | 0001
TOS Sig. igen 70 10.01 5.53

Sig. icmeyen 149 9.13 5.13 0.252

Egz. yapan 190 9.56 5.43

Egz. yapmayan 29 8.44 3.96 0.289

Erkek 109 0.10 0.24

Kadin 110 0.12 0.23 | 0.042
oSi Sig. igen 70 0.56 0.24

Sig. icmeyen 149 0.52 024 | 0209

Egz. yapan 190 0.54 0.24

Egz. yapmayan 29 0.49 0.20 0.288

Erkek 115 0.57 0.04

Kadin 118 0.50 0.06 | 2030
SOD Sig. Igen 76 0.10 0.35

Sig. icmeyen 157 0.11 0.06 0.074

Egz. yapan 204 0.11 0.05

Egz. yapmayan 29 0.12 0.04 0.202

Tablo 26’nin incelenmesinden anlasilacagi gibi; cinsiyet acisindan
kiyaslandigi zaman TAS, TOS ve SOD parametreleri erkeklerde kadinlara
kiyasla istatistiksel agidan anlamli olarak yuksek(sirasiyla; p=0.000,
p=0.001, p=0.03) bulunurken, OSi ise anlamli olarak disiik(p=0.042)
bulundu.

Erkek ve kadin gruplarinda sigara i¢cmel/igmeme ve egzersiz
yapmal/yapmama bakimindan tum parametreler igin istatistiksel agidan

anlamli bir fark bulunamadi(hepsi igin p>0.05).
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Referans grubunun yas ve VKi alt gruplarindaki parametrelere ait

kargilastirma hesaplari One-Way Anova ve Tukey testi ile yapildi. Yas

gruplari ve VKI gruplari arasindaki parametre karsilastirmalari Tablo 27 ve

Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 27. Yas Gruplarina ait TAS, TOS, OSi ve SOD Degerlerinin

Karsilastiriimasi(One-Way Anova)

*
20-29 30-39 40-49 502 P
Parametre (POST
(a) (b) (©) (d) Hoc)
TAS 1.682 1.785 1.746 1.856 0.013
(n=81) (n=61) (n=55) (n=36) a>d
9.361 9.999 9.078 9.149
TOS (n=78) (n=52) (n=53) (n=36) 0.81
; 0.538 0.572 0.515 0.488
oSl (n=78) (n=52) (n=53) (n=36) 0391
0.111 0.100 0.108 0.117
SOD (n=81) (n=61) (n=55) (n=36) 0.390
*Anova
**Tukey B

Tablo 28. Viicut kitle indekslerine ait TAS, TOS, OSI ve SOD Degerlerinin
Karsilastiriimasi(One-Way Anova)

Parametre <25 25-30 302 p*
POST Hoc)**
(@) (b) © |°¢ )
TAS 1.678 1.834 1.857 0.00
(n=127) (n=75) (n=29) a>(b=c)
TOS 8.870 10.465 9.417 0.140
(n=122) (n=67) (n=28)
oSl 0.520 0.574 0.497 0.228
(n=122) (n=67) (n=28)
SOD 0.113 0.099 0.110 0.177
(n=127) (n=75) (n=29)
*Anova
**Tukey B
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Tablo 27 ve 28’in incelenmesinden anlasilacagi gibi; yas gruplari
agisindan kiyaslandigi zaman TAS degerleri 20-29 yas grubunda 50 ve Ustu
yas grubuna gore istatistiksel olarak dusik bulundu(F(3)=3.65, p=0.013).
Diger parametreler iginse yas gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamadi(p>0.05). VKI gruplari agisindan kiyaslandigi zaman TAS
degerleri VKI <25 olan grupta VKi 302 olan gruba gére istatistiksel agidan
anlaml olarak disuk bulundu(F(2)=10.05, p=0.00). Diger parametreler iginse
VKIi gruplari arasinda anlamli bir fark bulunamadi(p>0.05).

Calismamizdan TAS, TOS, OSI VE SOD igin elde ettigimiz ve klinik
laboratuvarimizda rutine konulmalari halinde Manisa ve yodresi igin

kullanabilecedimiz referans degerler Tablo 29’da toplu olarak gosterilmistir.

Tablo 29. Manisa ve Yéresi i¢in TAS, TOS, OSi ve SOD Referans Araliklari

Parametre Birim Referans Araligi
20-49 yas Kadin: 0.95-2.13
mmol Trolox
TAS equivalent/L 20-49 yas Erkek: 1.21-2.35
50 yas ve uzeri: 1.25-2.74
pumol H202 Yetigkin Kadin: 3.14-25.39
TOS _
equivalent/L Yetiskin Erkek: 1.25-26.20
oSi Yetigkin Kadin: 0.04-0.23
Yetigkin Erkek: 0.01-0.19
Yetigkin Kadin: 0.18-1.16
SOD U/mL
Yetigkin Erkek: 0.07-1.18
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V. TARTISMA

Tipta, laboratuvar analiz sonuglarina goére hastaligin olup olmadigi,
iyilesmenin derecesi veya terapotik yarar konusundaki kararlar tek bir degere
gore alinir. Bu degerler bir yandan hekimin kararini etkilerken bir yandan da
hastanin durumunu etkiler. Bu sebeplerle laboratuvar test sonugclarinin
Ozellikle kritik karar duzeyleri konusunda tereddutlere neden olmamasi
gerekmektedir. Referans araliklarinin hesaplanmasi olduk¢a zahmetlidir. Bu
yuzden her laboratuvar tarafindan hesaplanamamaktadir. Fakat hastayi ve
hekimi dogru karar vermek konusunda etkilediginden her toplum igin referans
degerleri hesaplanmalidir(21).

Oksidatif stres serbest radikallerin ya olusum hizinda artma ya da
ortadan kaldiriima hizinda digme sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol
agmaktadir(84).

Tum oksidan maddeler direkt ve indirekt olarak serbest radikallerin
olusmasina neden olur(40). Cesitli klinik, epidemiyolojik ve deneysel
caligmalar, serbest radikallerin bagta kanser olmak Uzere birgok hastalikla
iligkisinin oldugunu gostermektedir(85-89). Guglu oksidan seviyenin olmasi
dusuk antioksidan seviyelere neden olur. Duslik antioksidan seviyenin
olusmasi birgok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir(40,90).
Plazmada  birgok  antioksidan madde  bulunmaktadir. TAS’nin
antioksidanlarin hepsini temsil ettigi bildirilmistir(40).

Total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite ve stperoksit dismutaz
gibi oksidatif stres belirteclerinin referans araliklarini belirlemek amaci ile
yaptigimiz calismaya, Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi'ne
basvuran saglikli kigiler, saglikli kurum calisanlari ve onlarin yakinlarindan
olusan 20-67 yas arasinda 115 erkek, 118 kadindan olusan toplam 233
birey dahil edildi.

Farkli  antioksidanlarin ve  oksidanlarin  serum(veya plazma)

konsantrasyonlari ayri ayri Olgulebilir. Fakat, bu islem zaman alici, yogun
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emek isteyen ve karmasik teknikler gerektirir. Farkh antioksidanlari dlgmek
pratik degildir ve bu antioksidanlarin antioksidan etkileri additif 6zellik
gosterir. Orneklerin total antioksidan kapasitesi 6lgulir. Yine ayni sekilde
ayri ayri tum oksidanlari dlgmek yerine total oksidan kapasite dlguimu hem
daha ucuz hem daha kolay ve guvenilirdir(80,81,91,92).

Oksidatif stresi belirlemek icin parametrelere ayri ayri bakilan birgcok
calisma oldugu gibi(93-95) , son zamanlarda popduler yontem olan TAS ve
TOS oélgumlerini kullanan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur(96-99).

TAS ol¢guma igin en ¢ok kullanilan yontemler, kolorimetrik, floresans ve
kemiliuminisan yontemlerdir. Floresans ve kemiluminesans yontemler
karmasik yontemler oldugu igin birgcok biyokimya laboratuvarinda bu
yontemler mevcut degildir. Bizim galismamizda da kullanmis oldugumuz
ABTS yontemi en ¢ok kullanilan kolorimetrik yontemdir(80). Diger yontemler;
ferrik indirgeme kapasitesini 6lcen FRAP ve total radikal tuzagr yontemi
TRAP ydntemleridir(100).

Reaktif oksijen tlrlerinin Olgcimu igin ise en c¢ok kullanilan yontemler,
kolorimetrik, floresans, kemiliminesans ve elektron spin rezonans(ESR)
yontemleridir. Floresans, kemiluminesans ve ESR yontemler karmasik
yontemlerdir ve birgok rutin biyokimya laboratuvarinda calisilabilecek
durumda degillerdir. Olgiimde en ¢ok kullanilan ydntem kolorimetrik
yontemdir(81).

Calismamizda Erel tarafindan gelistirilen ve gunimizde en populer
metotlar olarak kabul edilen yontemlerle total antioksidan ve total oksidan
kapasite calisildi(80,81). Bu metod ucuz, sensitif ve guvenilir olup, ayni
zamanda bilirubin, lipidler, heparin ve okzalat gibi bilesenlerden
etkilenmez(80).

Total antioksidan yontemle serumda bulunan total —SH, vitamin C, Urik
asit, vitamin E, Bilirubin ve diger birgok antioksidan hassas bir sekilde
dlgulda.

Total oksidan yontemle de serumda bulunan hidroksil, hidrojen peroksit,
singlet oksijen, lipid hidroperoksit, superoksid gibi serbest radikallerin sebep

oldugu oksidatif stres olguldu.
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Oksidatif stresin dengede olup olmadigini saptamak igin ise oksidatif stres
indeksi hesaplandi.

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve slperoksiti
hidrojen perokside ve molekuler oksijene dismutasyonunu katalize eden bir
enzimatik antioksidandir. Olusan reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk
savunma” olarak da adlandinimaktadir. Ayni zamanda SOD, lipit
peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. Calismamizda SOD parametresini
son dénemlerde oldukca yaygin olarak kullanilan ELISA yéntemi ile calistik.

Referans grubunu cinsiyetlere gore alt gruplara ayirdigimizda TAS, TOS,
OSi ve SOD kadin ve erkek alt gruplar agisindan kiyaslandi§i zaman
TAS(p=0.000), TOS(p=0.001), OSi(p=0.042) ve SOD(p=0.03)'da istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmustur. Buna gére TAS, TOS ve SOD
erkeklerde kadinlara kiyasla anlamli olarak yiiksek, OSi ise anlaml olarak
dusuk bulunmustur. Hermann ve ark.(101) yaptiklari bir ¢galismada TAS
dizeylerini cinsiyetin etkiledigini bulmuslardir. Wang ve ark.(102) 2012’de
yapmis olduklari bir calismada TAS duzeylerini bizim ¢alismamizda oldugu
gibi  erkeklerde kadinlara kiyasla, istatistiksel olarak ylksek
bulmusglardir(p<0.001).

Oksidatif stres biyolojik molekiilleri etkiledidi icin yaslilik ile ilgili en énemli
olgulardan biri olarak dusuniulmektedir. Bokov ve ark.(103), yashligin
oksidatif teorisi/serbest radikaller ve yaslilik icin bir belirleyici olarak alinan
oksidatif stresin temel kabullerdeki kritik degerlerini ortaya koymusglardir.
Oksijen metabolizmasi bir taraftan yasam igin temel bir olus iken, diger
taraftan uzun vadede toksik etkilere sahiptir.

Birgok calisma, yasa baglh olarak antioksidan enzim aktivitesinin
degisebilecegini gostermistir(104). Ozbay ve ark.(105)’nin 2002'de Van'da
yapmis olduklari bir calismada SOD degerlerini genglerde yaslilara kiyasla
anlamh olarak yiiksek bulmuslardir(p<0.05). Yine, inal ve ark.(106) ise
yaptiklari bir calismada SOD aktivitesi ve yas arasinda 6nemli negatif
korelasyon oldugunu bulmuslardir(p<0.001). Biz g¢alismamizda SOD
dizeyleri igin yas gruplari arasinda anlamli bir fark bulamadik. Bu
uyumsuzluk SOD seviyesini belirlemek i¢in kullanmig oldugumuz yontem

farklihgindan veya d&rneklemlerin yasadigi boélgelerin farkli olmasindan
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kaynaklanmis olabilir. Gaetta ve ark.(107) 2002'de italya’da yapmis olduklari
calismada antioksidan enzim seviyelerini yasa gore karsilastirdiklarinda
anlaml bir iligki bulamamislardir. Bizim galismamizda da benzer sekilde, yas
gruplari ve SOD duzeyleri arasinda anlamli bir iligki bulamadik(p>0.05).

Biz calismamizda TAS seviyesini, 50 ve Ustu yas grubuna goére 20-29
yas grubunda anlamli olarak dusuk bulduk(p<0.013). Mecocci ve ark.(108)
bizim c¢alismamizda oldugu gibi antioksidan enzim aktivitelerinin yasla
birlikte arttigini bulmuglar ve bunun yaslanmayla birlikte artan oksidanlara
kargi adaptif bir mekanizma olabilecegini savunmusglardir.  Wang ve
ark.(102) ise yapmis olduklari ¢alismada bizim galismaya zit olarak TAS
duzeylerinin 6zellikle erkeklerde yagla birlikte azaldigini bulmuglardir. Bu
uyumsuzluk, calismalarin farkl bdlgelerde farkli irklarla yapilmis olmasina
bagdli olabilecegi gibi, beslenme farkhligindan da kaynaklanmig olabilir.

Sigara dumani ile iligkili artmis reaktif oksijen UrUnlerinin Gretiminin
oksidan savunma sistem kapasitesini asarak proteinler, lipidler ve DNA’da
oksidatif hasarla sonuclandigi bilinmektedir(40). Sigara igenlerde oksidan-
antioksidan  dengenin  bozuldugu vyapillan pek c¢ok ¢alismada
gOsterilmistir(109,110). Sigara i¢imi ile ortaya ¢ikan, reaktif nitrojen ve
serbest oksijen radikallerinin inaktivasyonu ve ortadan kaldiriimalari
antioksidan defans sistemi ile olmaktadir. Artmis olan serbest oksidanlarin
aynl zamanda, alt solunum yollarindaki makrofajlardan salinan antioksidan
defansi da arttirdigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda, sigara i¢enlerde
alveoler makrofajlarda total SOD, katalaz aktivitesi ve glutatyon dizeylerinin
sigara icmeyenlere gore yuksek oldugu saptanmistir(111). Calismamizda
referans grubu bireylerin sigara igip icmemesine goére alt gruplara ayrildi.
TAS, TOS, OSi ve SOD sigara icen ve icmeyen altgruplari agisindan
kiyaslandigi zaman ortalama TAS ve SOD duzeyleri sigara i¢cenlerde daha
diisik, TOS ve OSi diizeyleri daha yiikksek olmasina ragmen bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi(Hepsi i¢in p>0.05). Garg ve ark.(110)
yapmis olduklari ¢alismada, SOD dlzeylerini sigara i¢genlerde igmeyenlere
kiyasla anlamh olarak disuk bulmusglar ve SOD’daki bu anlamh dususU
olusan hidrojen peroksitin SOD’u inaktive etmesine baglamiglardir
(p=0.0000). Yine Orhan ve ark.(112) yapmis olduklari galigmada onemli
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antioksidan enzimlerden SOD ve Gpx'i sigara i¢genlerde icmeyenlere kiyasla
anlamli olarak dusik bulmuglardir. Leonard ve ark.(113) yaptiklari bir
calismada sigara igenlerle igmeyenlerin SOD duzeyleri arasinda, bizim
calismamizda oldugu gibi, anlamh bir fark bulamamislardir(p>0.05). Bu
sonuglarin yanisira Pasupathi ve ark.(114) ile Jain ve ark.(115) SOD
duzeylerini sigara igenlerde i¢cmeyenlere gore anlamh olarak dusuk
bulmuslardir(hepsi igin, p<0.001). Biz ¢calismamizda bu calismalara benzer
sekilde TAS ve SOD’u sigara icenlerde igmeyenlere kiyasla, istatistiksel
agidan onemli olmamakla birlikte, disuk bulduk. Bu fark, yapilan bir¢ok
calismada eritrosit antioksidan duzeylerine bakilmasi, bizim galismamizda
ise serum duzeylerine bakiimasindan kaynaklanmig olabilecegi gibi yine
yontem farkliliklarindan veya icilen sigara miktarlarinin farkli olmasindan da
kaynaklanmis olabilir. Ornegin, Orhan ve ark.(112) yapmig olduklari
calismada eritrosit ici Gpx aktivitesini sigara i¢cenlerde dusuk bulmalarina
ragmen plazma Gpx aktivitesinde bir degisiklik bulamamislardir. Buico ve
ark.(116) yaptiklari calismada TOS seviyelerini sigara igenlerde sigara
icmeyenlere kiyasla anlamli olarak dugsuk bulmuslardir(p=0.0003). Buico ve
ark.(116) ile Onyesom ve ark.(117) da yapmis olduklar ¢calismalarda TAS
duzeylerini sigara igenlerde sigara icmeyenlere gore anlamli olarak dusuk
bulmuslardir(sirasiyla p:=0.0252, p<0.05). Yine bu uyumsuzlugun nedeni
icilen gunluk sigara sayisinin farkh olmasina bagli olabilir.

Obezite varliginda, ileri donemlerde ortaya g¢ikan komplikasyonlarin en
onemli nedenlerinden biri olarak artmis oksidan stres 6ne surilmektedir(118).
Obezite ile oksidatif stres parametreleri arasinda pozitif iliski vardir(119).
Bircok calismada cesitli oksidan stres paramatrelerinin obezitede arttigi
gOsterilmistir(120-123). Yine bir¢ok calismada; GSH, Cu/Zn-SOD gibi ¢esitli
antioksidan parametreler obezlerde anlamli olarak dusuk bulunmustur(124).
Brown ve ark.(125)nin yaptiklari bir calismada TAS, SOD ve GSH
dizeylerinde; normal, fazla kilolu ve obezler arasinda anlamh farklihk
bulunamamistir(p>0.05). Bizim ¢alismamizda da bu arastirma sonuglari ile
uyumlu olarak, TOS, OSi ve SOD parametrelerinde VKi gruplari arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir(Hepsi i¢cin p>0.05). Ancak biz TAS degerlerini
VKI 25 ve alti olan grupta 30 ve Uistii olan gruba gére anlamli olarak diisiik
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bulduk(F(2)=10.05, p<0.05). Bunun sebebi, obezite suresinin gdéz onlne
alinmamasindan kaynaklanabilecegi gibi antioksidan duzeylerinin obez olup
olmamakla ilgili olmasi ve obezite derecesi ile degismemesinden de
kaynaklaniyor olabilir. Séylemez ve ark.(119) 'nin yaptiklar bir calismada ise
VKI artigi ile birlikte, bizim bulgularimiza zit olarak, TAS diizeyleri azalirken
TOS ve OSI degerleri artmaktadir. Bunun nedeni bizim referans grubumuzda
obez sayisinin az olmasi ve beslenme aligskanliklarinin farkli olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Egzersiz sirasinda artan metabolik hiz sonucunda iskelet kasi, kalp ve
diger dokularda oksijen tuketimi belirgin olarak artmaktadir. Akut egzersiz
tim vicutta oksidan strese neden olurken, kronik egzersizin antioksidan
savunmayi guglendirdigi bilinmektedir(126).

Kronik egzersiz, sahip oldugu ikili etkiyle oksidan olusumunu ve oksidatif
stresi ortaya cikarirken, bir yandan da antioksidan maddelerin sentezini
artirmaktadir. Fiziksel egzersizin hucre i¢i sinyal iletimi, apoptozis,
antimikrobiyal savunma, kas hasari ve yorgunlugu, yaslanma, ateroskleroz,
miyokard infarktUsu ve iskemi/reperfizyon hasari gibi hem fizyolojik hem de
patolojik sureclerdeki rolu bilinen oksidan/antioksidan dengenin degismesine
yol actigi bildiriimektedir. Fiziksel egzersiz, metabolik aktivite ve oksijen
tiketiminde artisla karakterizedir. Oksijen tlketimindeki bu artisa, reaktif
oksijen turlerinin olusumundaki 6nemli bir artis eslik eder. Egzersiz sirasinda
meydana gelen bircok fizyolojik ve biyokimyasal dedisikliklerden reaktif
oksijen turlerindeki bu buyuk artisin sorumlu olabilecegi dusunulmektedir.
Egzersizin oksidatif stres, antioksidan kapasite ve lipit profili Gzerinde
etkilerini arastirmak Uzere c¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu
arastirmalarin 6nemli bir kismi kontrol grubu olarak kabul edilen egzersiz
oncesi orneklerinde calisilan biyokimyasal parametrelerin egzersiz sonrasi
orneklerindekilerle karsilastirilmasi bigiminde yapilmigtir(127-129).

Bazi c¢alismalarda egzersizin hemen oncesi ve sonrasi biribiriyle
kiyaslanirken; bazilarinda belirli bir egzersiz programi belirli bir dénem
uygulandiktan sonra ortaya c¢ikan etkileri incelenmistir(130,131). Bizim
calismamiz bir referans calismasi oldugu igin, gruplarin yasam bigimleri

haline getirdikleri aliskanhklari, yani duzenli egzersiz yapanlarla
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yapmayanlari kiyasladik. Cakmak ve ark.(132) amator adolesan sporcularda
yapmis olduklari bir galismada TAS, TOS ve OSI degerlerini kontrol grubuna
g6re anlamli derecede yuksek bulmuslardir(p<0.0001). Bizim ¢alismamizda
ise TAS, TOS, OSi ve SOD seviyelerinde, egzersiz yapan ve yapmayanlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi(hepsi i¢cin p>0.05).
Bunun nedeni egzersiz yapanlarin egzersiz yapma surelerinin ortalamalarinin
dusuk olmasindan ve yapilan egzersizlerin farkli olusundan kaynaklaniyor
olabilir. Sonugta bizim calismamizda deneklere bir egzersiz programi
uygulanmamistir ve dizenli egzersiz yapanlarin da haftada ortalama 1-2 saat
gibi kisa sureli egzersiz yapiyor olmalari sonuglari etkiliyor olabilir.

Talwar ve ark.(133) antioksidan parametrelerin ve vitamin dizeylerinin,
biyolojik degiskenliklerinin yiksek olmasi nedeniyle topluma dayali referans
araliklar goz 6nune alinarak degerlendiriimesi gerektigini sdylemiglerdir. Bu
parametreler igin yapilan ¢alismalarin az sayidaki katilimciyla yapildigini ve
sonuglarin genellikle ortalama +SD seklinde verildigini; bu durumun eksiklik
ve yukseklik kararini vermede guvenilir sekilde kullanimi sinirlayacagini
belirtmiglerdir.

Yurdumuzda ve dinyada yapilan ¢alismalarda elde edilen TAS, TOS,
OSi ve SOD diizeyleri karsilastirma amaciyla toplu olarak Tablo-29'da

verilmistir.
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Tablo 29. Turkiye'de ve Diinyada Yapilan Calismalarda TAS, TOS, OSi
ve SOD Duzeyleri

ANALIT n TAS TOS osi SOD
Bizim L mmol Trolox pmol H202
Calis- Birim egiuvalent/L | equivalent/L UimL
mamiz Hesaplanan
Referans 233 1.11-2.32 2.74-25.45 | 0.16-1.11 | 0.03-0.20
Aralik
Hesaplanan
Ort+SD 233 1.75+0.28 9.40+5.26 0.53+0.23 | 0.10£0.05
Baysalve | o5 | 1131014 | 11.19:2.11 | 1.6840.85
ark(82)
Cakmak ve
ark(132) 32 0.92+0.12 8.11+2.27 9.0+£2.93
Demirbag
ve ark(136) 82 1.46+0.26 2.71+0.80
Altindag ve
Tiirkiye ark(137) 26 0.5+0.1 9.7+0.6 0.7+0.1
‘de Oztiirk ve
Yapilan ark (96) 30 1.08+0.21 6.35+3.21 0.57+0.21
Calig- Demirbag
malar ve ark.(138) 42 1.38+ 0.20
Sarban ve
ark (139) 20 1.43+0.26
Gok ve
ark (140) 20 0.97+0.13
Gur ve
ark (141) 24 1.53+0.02
Martha ve 1.75+11.3
ark (134) 105 1.28+0.27 (UIL)
Diinya- Buico ve 675161
da ark(116) 50 pumol Trolox | 5.96+2.30 0.89+0.35
Yapilan equiv./L)
Cals- Wang ve
malar ark(142) 50 1.67+0.15 14.87£1.01 | 0.89+0.07
Lee ve 87 1.28+0.10
ark.(143) (nmol/L)

Bizim bu galismada temel amacimiz; dinyada ve Ulkemizde ¢ok sayida

arastirmaya konu olan oksidan-antioksidan parametrelerin bolgemizdeki
referans araliklarini yas ve cinsiyet gruplarina gore belirlemek, bu referans
araliklarin uygulanabilirligini degerlendirmek, bu parametreler arasindaki
korelasyonlari incelemek ve bu testlerin laboratuvarimizda rutin olarak
caligilabilirligini saglamakii.

Referans araliklarinin belirlenmesinde ilk asama referans bireylerin
secimidir. Referans gruplari bir sistemik

olusturan bireyleri herhangi
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hastaligi, enfeksiyonu olmayan, hastanede tedavi gormeyip, laboratuvara
sadece kontrol amaciyla kan vermek icin bagvuranlar ile hastane personeli
ve onlarin yakinlari gibi gevremizde bulunan, aktif bir hastaligi bulunmayan
ve hic ciddi bir hastallk gecirmemis kisilerden sectik. Istatistiksel
hesaplamalarin guvenilirligi igin en az 120 veri gerekli oldugundan referans
birey sayisinin 120’den fazla olmasina 6zen gosterdik(12,13).

Calismamizda TAS'In referans araligini;1.11-2.32 mmol Trolox
equivalent/L, ortalamasini 1.75+0.28 mmol Trolox equivalent/L olarak
bulduk. Martha ve ark.(134), TAS degerlerini 105 geng(<60 yas) sagliklida
ortalama 1.28 + 0.27 mmol/L, 126 yash(60-85 yas) sagliklida ortalama 1.16
0.21 mmol/L olarak bulmuslardir.

Calismamizda TOS'In referans arahgini; 2.74-25.45 pmol H202
equivalent/L, ortalamasini 9.40+5.26 pymol H202 equivalent/L olarak bulduk.
Buico ve ark.(116) 2009'da Italya’da yaptiklari calismada plazmada ortalama
TOS degerini 5.96+2.30 umol TBH equiv./L olarak bulmuslardir.

Calismamizda OSi'nin referans araligini; 0.155-1.111, ortalamasini
0.5340.23 olarak bulduk. Yine Buico ve ark.(116) 2009'da Italya’da yaptiklari
calismada plazmada ortalama OSi degerini 0.89+0.35 olarak bulmuslardir.

Calismamizda SOD’un referans arah@mni; 0.033-1.196 U/mL,
ortalamasini 0.10£0.05 U/mL olarak bulduk. Martha ve ark.(134), 105
geng(<60 yas) saglikhda ortalama 175+11.3 U/L, 126 yash(60-85 yas)
saglkhda ortalama 173+17.6 U/L olarak bulmuslardir. Casado ve
ark.(135)’nin 2007’de ispanya’da yaptigi bir calismada, 1212 olguyu yas
gruplarina gére bdlmus, yenidoganlarla geng yetiskinlerin eritrosit bakir/ginko
SOD duzeylerini karsilastirmislardir. 18 ve Gzeri yas grubunun(n=369) SOD
ortalamasini 4.14+0.79 U/ml olarak bulmuslardir.

Gerek yurtdisinda ve gerekse yurdumuzda yapilan, oksidan ve
antoksidan durum belirteci test sonuglarinin benzerlikler gostermekle birlikte
birbirleriyle birebir ortusmedigi gorulmektedir ve bu durum normal
kargilanmalidir. CUnkl s6zu edilen bu parametreleri etkileyen ¢ok sayida
faktor vardir. Dolayisiyla yukarida galisma sonuglarimiz ile kargilastirdigimiz
referans degerler bizim cografyamizi, etnik yapimizi, beslenme ve sosyal

yasam aliskanlhklarimizi gostermeyen yurtdiginda yapilmis ¢aligsmalarin bir
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sonucu olup farkh cografyada yasayan farkli etnik yapilara sahip farkli
beslenme standartlari olan kigilere 6zgu degerlerdir. Bu sebepledir ki, bu tur
testleri rutin olarak calisacak laboratuvarlarin kendi referans degerlerini
olusturmasi ¢ok daha fazla 6nem tasimaktadir.

Calismamizin kisithliklarindan birisi, dahil edilen referans bireylerin
sayisinin nispeten az olmasidir ve bu bireyler belirli bir tabakaya ait
populasyondur. Bu tur calismalar sahada yapilmalidir. Sahada yapilacak
olan c¢alismalar i¢in bu bir 6n calismadir. Her ne kadar referans grubu
olusturan birey sayisi az da olsa biz gerek cinsiyet gerek yas gruplarini
homojen tutmaya calistik. Birey sec¢iminde oldukga titiz davrandik.
Calismamiz; Manisa ve yoOresinde bu konuda yapilmis olan ilk calismadir ve
bu yoénuyle orijinal bir ¢calismadir. Ancak daha buylk populasyonda saha

calismalarinin yapilmasinin daha dogru olacagi kanaatindeyiz.
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VI. SONUGLAR VE ONERILER

Calismamizda, referans grubu Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan
Hastanesi’ne basvuran saglikh kisiler, saglikli kurum c¢alisanlari ve onlarin
yakinlarindan olusan 233 saglikli birey olusturmaktadir. Bu projede, Manisa
ve yoresinde yasayan saglikli erigkinlerde birgok hastaligin etiyolojisinde rolu
oldugu dusunulen ve birgcok calismaya konu olan; TAS, TOS ve SOD
parametrelerinin  referans araliklarini  belirlemeyi ve rutin olarak
caligilabilmesi icin bu testlerin c¢alisma yodntemlerini laboratuvarimiza
kurmayi amagcladik.

Calismadan elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1. Calisma sonuglarimiza goére TAS’In referans degerini, 20-49 yas
kadinlarda 0.95-2.13, 20-49 yas erkeklerde 1.21-2.35, 50 yas ve Uzeri
yetigskinlerde 1.25-2.74 mmol Trolox equivalent/L; TOS’un referans
degerini yetiskin kadinlarda 3.14-25.39, yetigkin erkeklerde 1.25-
26.20 pmol H202 equivalent/L; OSi’nin referans degerini yetiskin
kadinlarda 0.04-0.23, yetiskin erkeklerde: 0.01-0.19 ve SOD’un
referans degerlerini yetiskin kadinlarda 0.18-1.16, yetiskin erkeklerde
0.07-1.18 U/mL olarak bulduk.

2. Referans grubu, cinsiyet acisindan kiyaslandigi zaman TAS, TOS ve
SOD parametreleri erkeklerde kadinlara kiyasla istatistiksel agidan
anlamli  olarak yuksek(sirasiyla; p=0.000, p=0.001, p=0.03)
bulunurken, OSi ise anlamli olarak diisiik(p=0.042) bulundu.

3. Referans grubu, yas gruplar acisindan kiyaslandigi zaman TAS
degerleri 20-29 yas grubunda, 50 ve Ustu yas grubuna gore
istatistiksel olarak dusuk(F(3)=3.65, p<0.05) bulundu. Diger
parametreler iginse yas gruplart arasinda anlamli bir fark
bulunamadi(p>0.05).

4. Referans grubu, VKIi gruplan agisindan kiyaslandigi zaman TAS
degerleri VKI <25 olan grupta VKI 302 olan gruba gére istatistiksel
agidan anlamli olarak dusuk(F(2)=10.05, p<0.05) bulundu. Diger
parametreler icinse VKIi gruplari arasinda anlamh bir fark
bulunamadi(p>0.05).
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. Erkek ve kadin gruplarinda sigara igme/icmeme ve egzersiz
yapmal/yapmama bakimindan tum parametreler icin istatistiksel
agidan anlamh bir fark bulunamadi(hepsi igin p>0.05).

. Klinik laboratuvar testlerinin tibbi karar amaciyla kullanilabilmesi igin
her testin referans araliklarinin bilinmesi gerekir.

. Referans aralik degerleri cografi bolge, Irk, cinsiyet, yas ve beslenme
aliskanliklari gibi faktorlere bagli olarak degisir. Her laboratuvar kendi
referans aralik degerlerini belirlemesi gerektigi icin Manisa ve
Yoresinde bu ¢alisma yapilmistir.

. Bu calisma Manisa ve Yodresinde yapilan ilk referans ¢alisma olmasi
bakimindan orijinaldir ve bu ¢alisma ile TAS, TOS ve SOD testlerini
tam otomatik olarak c¢alisabilecek yontemler laboratuvarimizda
kurulmustur.

. Referans aralik calismalarinda veri sayisi ve dagilimin normalligi
uygulanacak istatiksel yontem ile ¢ok alakali oldugu icin veri sayisinin
yeterli olmasi ve calismaya alinacak bireylerin iyi secilmesi
dagiimimizin modulasyona ugramamasina ve referans calismasinin
daha guvenilir olmasina neden olur. Kullanilacak yanlg bir yontemde
ise ¢calismaya alinacak bireyler uygun olsa bile yine guvenilir olmayan
sonuglara neden olacaktir. Bu yuzden calismanin her agsamasinda

gerekli dikkat ve 6zen gdsterilmistir.
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VII.OZET

MANiSA_VE Y_('jRESiNDEKi_ SAGLIKLI BiREYLERDE SERUM TOTAL
ANTIOKSIDAN KAPASITE, TOTAL OKSIDAN KAPASITE VE
SUPEROKSIT DISMUTAZ REFERANS ARALIKLARININ
BELIRLENMESI

Amag:. Bu calismada, saglikli bireylerde; oksidan-antioksidan dengesinin
onemli gostergelerinden olan, total antioksidan kapasite(TAS), total oksidan
kapasite(TOS) ve superoksit dismutaz(SOD) duzeylerini dlcerek Manisa ve
yoresindeki referans araliklarini belirlemeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda Manisa ve yoresinde yasayan, 20-67
yaglari arasinda saglikh 219 bireyden 12 saatlik aclik sonrasinda serum
ornekleri Celal Bayar Universitesi, Hafsa Sultan Hastanesi, Tibbi Biyokimya
Laboratuvar’nda alindi. TAS ve TOS duzeyleri spektrofotometrik, SOD
diizeyleri ise ELISA ydntemi ile dlclldi. istatistiksel analizde SPSS 15.0
programi kullanilarak kikare ve oneway anova testleri yapildi.

Bulgular: 20-67 yas araligindaki kadin ve erkeklerde referans degerleri
TOS igin sirasiyla 3.14-25.39 ve 1.25-26.20 pmol H20:2 equivalent/L;
oksidatif stres indeksinin(OSI) igin referans degerlerini sirasiyla 0.04-0.23 ve
0.01-0.19 olarak ve SOD igin referans degerlerini sirasiyla 0.18-1.16 ve
0.07-1.18 U/mL olarak bulduk. TAS'In referans degerlerini ise 20-49 yas
kadinlarda 0.95-2.13, 20-49 yas erkeklerde 1.21-2.35, 50 yas ve uzeri
yetigkinlerde ise istatistik olarak anlamli farkla 1.25-2.74 mmol Trolox
equivalent/L olarak bulduk.

Sonuglar: Birgok hastaligin etiyolojisinde roli olan antioksidan ve
oksidan parametreler, yoresel, cevresel, besinsel ve yasam tarzi gibi
faktorlerle siki iliskisinden dolay!r topluma dayali referans araliklarinin
belirlenmesi 6nemlidir. Calistigimiz parametreler cinsiyet ve TAS igin 50 yas
Uzeri grupta istatistiksel olarak fark gostermektedir. Bu ¢alisma Manisa ve
yoresinde yapilan ilk calisma olmasi nedeniyle orijinaldir. Calismamizin,
daha genis populasyonda yapilacak olan benzer galismalara isik tutacagi ve
katkl saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite,

superoksit dismutaz, referans degerler.
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VIIl. SUMMARY

THE REFERENCE RANGES OF TOTAL ANTIOXIDANT CAPACITY,
TOTAL OXIDANT CAPACITY AND SUPEROXYDE DISMUTASE IN
HEALTHY SUBJECTS LIVING IN MANISA REGION

Aim: In this study, we evaluated the levels of total antioxidant
capacity(TAS), total oxidant capacity(TOS) and superoxide dismutase(SOD)
which are the major components of oxidant-antioxidant systems in healthy
adults and we aimed to determine reference ranges of these parameters in
Manisa region.

Material and Method: In this study, serum specimens from 219 healthy
adults aged between 20-67 years were collected after 12 hours of fasting.
TAS and TOS levels are measured with spectrophotometric, and SOD levels
with ELISA method are measured in Clinical Biochemistry Laboratory of Celal
Bayar University Hafsa Sultan Hospital in Manisa. Our results calculated with

one-way anova and X? tests by using SPSS 15.0 statistical program.

Results: The reference ranges of TOS for 20-67 aged women were 3.14-
25.39, and for men were 1.25-26.20 pmol H202 equivalent/L; reference
ranges of OSi for women were 0.04-0.23 and for men were 0.01-0.19;
reference ranges of SOD for women were 0.18-1.16, and for men were 0.07-
1.18 U/mL. However, the reference ranges of TAS in 20-49 aged women
were 0.95-2.13 and in 20-49 aged men were 1.21-2.35, with statistically
difference reference to over 50 years of adults which were 1.25-2.74 mmol
Trolox equivalent/L.

Conclusion: The antioxidant and oxidant parameters involved in the
etiology of many diseases, due to a tight relationship with regional,
environmental, nutritional and lifestyle factors becomes even more important
in determining population-based reference ranges. TAS, TOS, OSi and SOD
levels were evaluated as significantly different in gender and also for TAS
with reference to age over 50 years. Our study defined in Manisa region is
the first report in our region and therefore original. We believe that our study
will be helpful for the same studies which done in wider populations.

Keywords: Total antioxidant capacity, total oxidant capacity, superoxide

dismutase, reference ranges.
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