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OZET

TBARS-Malondialdehit (MDA) Analizinde Hemolizin Interferans Etkisinin

Incelenmesi

Hemoliz, eritrositlerin hiicre membranindaki hasar sonucu basta hemoglobin
olmak tizere eritrositlerin igerdigi tim materyalin i¢inde bulundugu serum veya
plazmaya geg¢mesidir. Hemoliz, serbest hemoglobin konsantrasyonun yaklasik 15-20
mg/dL olmas1 durumunda kan parametrelerini interfere etmeye basladigi gosterilmistir.
Hemolitik interferans serum veya plazmadaki bir analitin hemolizin etkilerine bagl
olarak analit konsantrasyonlarinda meydana getirdigi istem dis1 degisimdir. Ozellikle
spektral interferans bunlar i¢inde en 6nemlilerinden biridir. Hemoliz 6zellikle 540 ve
570 nm’lerde spektral inerferansa neden olmaktadir. Malondialdehit (MDA) temel
arastirmalarda en ¢ok kullanilan bir lipid peroksidasyon degerlendirme yontemi olup
532 nm de spektrofotometrik ol¢iimler yapilir. Bu ¢alismanin amaci; hemolizin MDA
analizi lizerine olan interferans etkisinin incelenmesi ve hemoliz i¢in MDA 6l¢iimiinii
etkileyen esik (cut off) degerinin belirlenmesidir. Sonu¢ olarak hala yogun sekilde
caligmalar1 yapilan MDA’nin her iki serum havuzunda da (disik ve yiiksek) MDA
diizeylerinin etkilendigi goriilmiistiir. Yiiksek MDA serum diizeyinde hemoliz indeksi
yaklagik 400-450 araliginda bir degerde sapmaya neden olurken, diisiik MDA serum
diizeyinde bu deger yaklasik olarak 500-600 araliginda bir degerde sapmaya neden
olmustur. Bu nedenle bu degerler ve iizeri i¢in hata pay: getirdiginden ¢alismalara dahil
edilmemelidir. Ayrica diisiik serum MDA gruplarinda daha yiiksek interferans oldugu

gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Eritrosit, Hemoliz, Interferans, Malondialdehit, Tiyobarbitiirik Asit



SUMMARY

Investigation of Interference Effect of Hemolysis in TBARS-Malondialdehyde
(MDA) Analysis

Hemolysis is passing of all of the material of erythrocyte membrane, especially
hemoglobin, into the serum or plasma as result of erythrocyte membrane damage. It has
been shown that when the hemolysis is composed of nearly 15-20 mg/dL of free
hemoglobin concentration, hemolysis started to interfere blood parameter. Hemolytic
interference, an analyte in serum or plasma depends on effects of hemolysis, is
involuntry change which is generated in analyte concentration. Especially spectral
interference is one of the most important of them. Hemolysis causes to spectral
interference especially in 540 and 570 nanometer. Malondialdehyde is a lipid
peroxydation assessment method is used mostly in basic research and spectrometric
measuring is done in 532 nm. The aim of this study: investigation of interference effects
of hemolysis on MDA analysis and identifying of threshold value for hemolysis which
affect MDA measurement. As a result both MDA’s serum pools (low and high) that is
still studied intensely, it was observed that MDA stages were effected. Hemolysis index
caused deflection at approximately between intervals of 400-450 at high MDA serum
stages, this vaule caused deflection at approximately between intervals of 500-600 at
low MDA serum stages. Therefore these values and above of them shouldn’t be
included to studies because they need tolerance. Also it was observed that there were
higher interferences at low serum MDA groups.

Key Words: Erythrocyte, Hemolysis, Interference, Malondialdehyde, Thiobarbituric
Acid



1. GIRIS ve AMAC

Analitik siirecleri etkileyebilecek faktdrlerin onceden bilinmesi ve miimkiin
oldugu kadar giderilmesi, sonuglarin dogrulugunu saptamak agisindan son derece
onemlidir (1). Laboratuvar test sonuglari, klinik muhakeme, karar verme ve tedavi
izlemine 6nemli bir bilgi saglamaktadir. Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO)

(13

tarafindan yayinlanan en giivenilir tanimlamaya gore, laboratuvar hatast “ testleri
raporlanmis sonuglar seklinde diizenlemeyi ve uygun sekilde yorumlamayi engelleyen
herhangi bir defekt” olarak kabul gérmiistiir. Klinik laboratuvar hatalari, analiz 6ncesi
(preanalitik), analiz siras1 (analitik) ve analiz sonrasi (postanalitik) olmak {izere ii¢ ana
grupta toplanmistir (2). Hemoliz; sonucun giivenilirligini etkileyen en Onemli
preanalitik hata kaynagindandir (2rutin). Bazi ¢alismalar da hemoliz en sik numune red
nedeni olarak goriilmektedir (3 rutin). Hemolizli numuneler, uygun olmayan numune
tanimina giren Orneklerin %40-%70° ini olusturmaktadir ve yetersiz numune, pihtili
numune, dogru olmayan numune gibi diger tanimlanan nedenlerden bes kez daha fazla
gbzlemlenmistir (4-5 rutin). Interferans, bir madde veya siirecin bir tahlilin sonucunu
yanlis olarak degistirdiginde olusur. Bu daha fazla uygunsuz test yapilmasina, yanls
tanilara ve hasta icin istenmeyen sonuglart dogurma potansiyeli olan tedavilere neden
olabilir (3). Hemoliz toplam laboratuvar numunelerinin yaklasik %3.3’linde goriilmekte
ve reddedilen numunelerin yaklasik %60’ 11 kapsamaktadir (4). Hemoliz, eritrositlerin
hiicre membranindaki hasar sonucu basta hemoglobin olmak {izere eritrositlerin i¢erdigi
tim materyalin igerisinde bulundugu serum veya plazmaya ge¢mesi olarak
tanimlanmaktadir. Serbest hemoglobin plazmadaki {ist referans diizeyi 2 mg/dL iken, bu
deger serumda 5 mg/dL olarak gozlemlenmistir. Hemoliz, gorsel olarak serbest
hemoglobin konsantrasyonunun > 30 mg/dL (118 pmol/L) olmasi ile tanimlanir ve bu
da serum ya da plazmaya pembe kirmizi bir renk verir. Hemoliz, % 0.5 oraninda lizise

ugramis eritrosit igeren orneklerde belirgin hale gelmektedir (5).

Hemolizin interferans etkisinin baslica sebepleri;

1.  Eritrositlerdeki hemoglobin ve diger intraselliiler bilesenlerinin serum veya
plazmaya c¢ikmasi ile bazi analitlerin diizeyinde hatali yiikselmelere veya

diliisyonel etkilere neden olan biyolojik interferans.

2.  Metodla ve analiz edilecek materyalle ilgili olan spektrofotometrik interferans.



Eritrositlerden agiga c¢ikan kan hiicre bilesenlerinin, analitik reaksiyonun
kimyasallar ile etkilesimi sonucu olusan kimyasal interferans olarak goriilmektedir (6).
Lipid peroksidasyonu olarak membran lipidlerindeki hasar, serbest radikaller tarafindan
baslatilan ve zar yapisindaki ¢coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu kapsayan
kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir (7). Organizmada en ¢ok goriilen radikal
hasari lipid peroksidasyonu seklinde olup, membranda doymamis yag asitlerinden bir
hidrojen ¢ikarilmasiyla yag radikali olusur. Zincir seklindeki reaksiyonlarin sonunda
aldehitlerin en son basamaginda yer alan MDA ise lipid peroksidasyon hasarinin
tespitinde kullanilir (8). Serbest oksijen gruplarinin dokular iizerinde olusturdugu hasar
ve bunun sonuglarindan biri olan lipid peroksidasyonu siddetinin derecesi anlasilmasi
icin uygulanan yontemlerden biri malondialdehit (MDA) diizeyinin belirlenmesidir.
MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatorii degildir. Fakat
lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi iliski gosterir. Lipid peroksidasyonu neticesinde
olusan MDA kan plazmasinda kolaylikla teshis edilebilmektedir ve oksidatif stres
Olciimlerinde de kullanilmaktadir. Bunun yaninda MDA, plazmada kolayca

¢ozilinebildiginden dolayi idrarda da goriilebilmektedir (9).

Malondialdehitler, tiyobarbitiirik asitlerle tepkimeye giren maddelerin kimyasal
kararliligin1 6lgmede yag asitlerinin peroksidasyonu genis c¢apta isaretleyici olarak
kullanirlar (TBARS) (10). Notr pH’ta MDA diisiik kimyasal aktiflikte enolat anyon
olarak bulunur (11). Ancak niikleik asit bazli degisik birkag¢ ek ile tepkime verebilir
(12). MDA canli i¢inde onciil aminelerle reaksiyona girip Ne-(2-propenal) lizin
formuna ve lizin-lizin ¢aprazlamasini 1-amino-3-iminopropan ve piridil dihidropiridin

tipi kopriiler olusturur (13).

Gerek Klinik gerekse temel biyokimya aragtirmalarinda, lipid peroksidasyonu ¢ok
fazla degerlendirilen biyokimyasal yollardan biridir. Malondialdehit (MDA), lipid
peroksidasyonunu degerlendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan testlerden biridir.
MDA ile ilgili Pubmed veritabanin literatiir taramasina gore 35.000°in iizerinde
aragtirma makalesi karsimiza ¢ikmakta ve bu aragtirmalarin yaklagik 7.500 tanesinde
kan serum orneklerinin kullanildigi goriilmektedir. Ayrica bu arastirmalarin biiyiik bir
kismini, 6rnek aliminin ¢ok zor oldugu hayvan ¢alismalar1 olusturmaktadir. Dolayisiyla

bu numunelerde farkli derecelerde hemoliz gériilmesi kuvvetle muhtemeldir. Hemolizin



bilinen interferans etkilerine dayanilarak yapilan literatiir taramasinda MDA iizerine

interferans etkiyi gosteren bir ¢aligma goriilmemektedir.

Bu calisma ile farkli hemoliz derecelerinin serum MDA diizeyi iizerine olan
interferans etkisi ortaya koyularak, arastirmacilara hangi hemoliz derecelerine sahip
serum Orneklerinin ¢aligmalarina dahil edilip edilemeyecegi konusunda bir yol
gosterilebilecek, boylelikle daha dogru ve gilivenilir sonuglara ulagsmalarina katki

saglanabilecektir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Lipid Perokisdasyonu ve Tiiretilmis Aldehitlere Giris

Ara reaktifler, c¢ift tarafli lipid zarlarinda coklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA’lar) oksidasyonun neden oldugu oksidatif stres kosullarinda ortaya g¢ikarak en
sonunda aldehit seklini alir. Akrolein en reaktif aldehit iken bunlarin yaninda en verimli
aldehitler 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve malondialdehittir. HNE en yiiksek biyolojik
aktiviteyi sergileyen ve bu yiizden iizerinde en yogun c¢alisilan lipoperoksidasyon
trtintidiir. Fizyolojik kosullar altinda malondialdehit (MDA) biraz reaktiflik gosterse
bile beta-hidroksiakroleinin iistiin tiirleri geldiginde akrolein ve HNE’ye benzer olarak
diisiikk pH’ta reaktifligi artar, niikleofillere 1,4 Michael tipi yaklasim haline doniisebilir.
MDA’nin glisin ve glutatyon (GSH) ile reaksiyon vermedigi ve fizyolojik kosullar
altinda sistein ile yavas reaksiyona girdigi gosterilmesine ragmen (14) hiicresel

proteinler daha ¢ok MDA tarafindan degistirilirler (15).

Aldehitlerin ana reaksiyonlari, glutatyon S-transferazlar (GSTs) tarafindan
katalize edilebilen ya da kendiliginden olusabilen, alkollerde aldo-keto rediiktazlar
(AKRs) tarafindan indirgenme ya da aldehit dehidrogenezleri tarafindan alkol
hidrogenezi ve oksidasyon asitleri glutatyona yaklastirir. Aldehitlerin yapist Esterbauer
ve is arkadaglar1 tarafindan muhtesem bir sekilde incelenmistir (14). Yiksek
yogunluklarda biitiin aldehitler lipid peroksidasyonda zehirleyici rol oynar. Aldehit
zehirliligi temelde bazi hiicre fonksiyonlarmin degisikligi boyunca daha ¢ok hiicre
proteinleriyle kovalent yakinlasmanin sekline baglidir (16). Onlarin amfifilik dogasi
boyunca aldehitler zarlar arasinda kolaylikla yayilir ve orijinin uzagindaki ¢ekirdek ve
sitoplazmadaki herhangi bir proteinini kovalent bir sekilde degistirebilir (17). Benzer
olarak hiicrenin disinda sekillenen aldehitler (iltihap ya da plazma bolgelerinde) bitisik
hiicrelerle hatta lipid peroksidasyonunun ilk bolgelerinde olmasalar bile reaksiyona
girebilirler. Ekzojen ya da endojen aldehitler ayn1 zamanda ¢ekirdek proteinleriyle
reaksiyona girer boylece diger diizenleyici elementler ya da benzer durumdaki
reaksiyonlarinda kullanilacak proteinler olusturulur (18). Lipid peroksidasyonlu
tiiretilmis aldehitler; hiicre ve aldehit yogunlugu tarafindan proteinlerin sekillerindeki

hiicre fonksiyonu iligkilerinde farkli biyolojik sonuclar ortaya cikarabilir.
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OM/\ 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)
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Sekil 1. HNE, MDA ve akroleinlerin kimyasal yapilar1 (Pizzimenti’den, 19)

Giglii hidrofobik dogasi nedeniyle HNE genelde iiretildigi zarla alakalidir fakat

degisik hiicresel elemanlara da niifuz edebilir (20).
4.2. Lipid Peroksidasyonunun Biyolojik Sonuclar:

Lipid peroksidasyonunun (LP) hiicrede cok c¢esitli zararli etkileri vardir. Bu
etkiler:

1.  Membranin ii¢ boyutlu yapisinda meydana gelen degisikliklere, dolayisiyla

membran biitiinliigiiniin bozulmasina,

2. Olusan lipid hidroperoksitlerin ve bunlarin yikilma {irtinlerinin toksisitesine bagl

olmaktadir (21).

Lipid peroksidasyonuna ugrayan biyomembranlarda lipid, oksilipid ya da
peroksilipid radikalleri arasinda serbest radikal sonlanma reaksiyonlari olusabilir ve
sonugta lipid-lipid kovalent baglar1 olusarak yapi bozulur. Membrani daha rijit hale
getiren bu degisiklikler, Na/K-ATPaz gibi esansiyel membran proteinlerinin

aktivitesinde degisikliklere neden olur (22).

Malondialdehit (MDA) peroksidasyon reaksiyonlar1 sonucu olusan kisa zincirli bi
fonksiyonel bir aldehittir. ki amino grubu ile bir Schiff baz1 vermek iizere reaaksiyona

girer:
R—-NH2+O0=CH-CH2-CH=0 + H:N-R:1 + MDA
— R-N=CH-CH=CH-NH-R1+H20

Schiff bazi (23)



Proteinlerin bu sekilde ¢apraz baglanmasi enzimleri inaktive eder ve seroid,
lipofuksin, veya yaslilik pigmenti gibi adlarla bilinen yiiksek molekiil agirlikl1 flouresan
agregat olusumuna neden olmaktadir. MDA aym ¢apraz baglanmalari
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin veya proteinlerle yapip membran yapisinin
bozulmasina neden olmaktadir. MDA nin biyolojik molekiillerle ¢apraz bag yapmasiyla

olusan Schiff bazinin flouresansi, LP tayini i¢in kullanilmaktadir (24).
4.3. Lipid Peroksidasyon Uriinleri

Lipid peroksidasyonu ya da doymamis yaglarin oksijenle reaksiyonu genis bir
cesitlilikte oksidasyon tirlinleri iiretir. Lipid peroksidasyonunun baslica temel iiriinleri
lipid hidro peroksitlerdir (LOOH). Degisik bir¢ok aldehit tarafindan ikincil {irtin lipid
peroksidasyonu tarafindan, malondialdehit (MDA) propanal, heksanal ve 4-
hidroksinenal (4-HNE) seklinde tiriinler elde edilebildigi Esterbauer ve is arkadaslari
tarafindan, 80’lerde genis bir sekilde c¢alisitlmistir (14, 25). MDA lipid

peroksidasyonunda en mutajenik {irlin olarak goriiniirken HNE en zehirli olanidir (29).
4.3.1. Malondialdehit (MDA)

MDA enzimatik ve enzimatik olmayan siiregler yoluyla, aragidonik asit ve ¢oklu

doymamis yag asitlerinin (PUFA) bozunumu ile ortaya ¢ikan bir son tiriindiir.
4.3.1.1. Enzimatik Siirecler Tarafindan MDA Uretimi

Enzimatik stireglerle ortaya ¢ikan MDA iiretimi 1y1 bilinmektedir fakat kimyasal
olarak ROS’tan (reaktif oksijen tiirleri) daha dengeli ve gegirgen zarli,ve 4-HNE (4-
Hidroksinonenal) ile MG’den (Metilglioksalin) daha az agili (zehirli) olmasina ragmen
MDA’nin biyolojik islevleri ve doza bagli muhtemel ¢ift rolii arastirilmamaktadir. Su
ana kadar, MDA nin bir isaret¢i ve diizenleyici gen ifadesi olarak hareket edebilecegini
gosteren sadece birkac rapor hazirlanmistir: Yeni bir arastirma, MDA’ ’nin bir isaret¢i
olarak ve ¢ogunlukla Wnt yoluyla glikoz uyarict insiilin salgi adacigini (GSIS)
diizenleyici olarak calistigini belirtmektedir. Kismen yiliksek MDA seviyesi (5 ve 10
uM) glikoz uyarict salgt adacigimi  gelistirdi, Adenozintrifostat (ATP) ile
Adenozindifosfat (ADP) oranini ve sitozolik kalsiyum iyon seviyesini yiikselterek, ve
gen ifadesi ile Spi-Sps protein seviyelerindeki reseptorleri arttirarak kolajen genleri
baglatir. Histon diizenleyici enzimleri, Sp: ile Sps’iin  kromatinin yeniden

bi¢imlendirilmesinde ve gen ifadesinin diizenlenmesinde O6nemli transkripsiyon



faktorleri oldugunu giiclii bir sekilde ortaya koyan kromatin bigimlendirici kompleksleri
iceren pek ¢ok proteinle hem Sp: hem de Sps etkilesime girebilir ve bu proteinleri
gelistirebilir. Ote yandan, olas1 terdpatik (tedavi edici) degerine ragmen, enzimatik
olmayan siireclerle gerceklesen MDA iiretimi halen iyi kavranamamaktadir, ¢linkii bu
MDA ’nin stresli kosullar altinda olustuguna, ve addiiksiyon olusumuna yol agan DNA
veya proteinler gibi ¢oklu biyomolekiillerle yiiksek seviyede tepkimeye girme
kapasitesine sahip olduguna inanilir (26, 27) ve asirt MDA iiretimi farkli patolojik
durumlarla iliskilendirilir (26, 28).

MDA canlilarda, damar daraltict madde olan thromboksan Az’nin biyosentezi
esnasinda enzimatik siiregler tarafindan yan {irlin olarak tretilebilir (Sekil 2) (26, 29).
TXA:2 biyolojik olarak, A2 sentetazinin hareketiyle sekillenen arasidonik asitlerin
prostaglandin endoperoksit ya da prostaglandin H2 (PGH2) tizerindeki aktif
metabolitidir. PGH2, AA {izerindeki siklooksijenazlarin hareketleriyle 6nceden iiretilir
(30-32).
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Sekil 2. MDA olusumu ve metabolizmasi (Ayala’dan, 26)



4.3.1.2. Enzimatik Olmayan Siirecler Tarafindan MDA Uretimi

Bir lipid hidroperoksit karigimi, lipid peroksidasyon siireci esnasinda olusturulur.
Hidroperoksitlerin peroksil kokleri, molekiil i¢i kok eklenmesiyle halka kapanma
reaksiyonlarmin ¢ift bag ve yeni kok olusturmasina olanak saglar. Halka kapanma
reaksiyonundan sonra olusan orta seviyedeki bagimsiz kokler, yapisal olarak
prostaglandinlere bagli olan halkali endoperoksitleri olusturmak icin tekrar halka
kapanma reaksiyonundan gecebilirler ve MDA {iretmek i¢in boliinmeye ugrarlar.
Enzimatik olmayan oksijen kok temelli reaksiyon yoluyla, MDA olusturmak i¢in diger
bilesimler olsun ya da olmasin, daha fazla reaksiyona maruz kalan halkali

endoperoksitlerin temel 6n habercisi (prekursor) AA’dir (Sekil 2) (26, 33, 34).

Fakat, enzimatik olmayan oksijen kok temelli reaksiyon (26, 35) yoluyla
olusturulabilen eikozanoitlerin (yag asidi tiirevi bilesik), MDA’nin ve halkal
endoperoksitlerin 6n habercisi olmas1 miimkiindiir. Son yapilan bir aragtirma ile 6zel
durumlar altindaki enzimatik olmayan MDA olusumu i¢in yolaklar1 (pathway) isaret

etmektedir (36).
4.3.2. MDA Metabolizmasi

Bir kere olusan MDA enzimatik olarak metabolize edilebilir, hiicresel ve dokusal
proteinler iizerinde ya da biyomolekiiler hasarlarla sonuclanan eklentiler olusturmak
i¢cin DNA {izerinde reaksiyona gegebilir. Onceki ¢alismalara gére MDA metabolizmasi
icin olast bir biyokimyasal yolun, karbondioksit kaybiyla devam eden mitokondrial
aldehit dehidrojenazla oksitlenmesi asetaldehit olusumuna yol agar, bu asetaldehitte,

aldehit dehidrojenaz tarafindan ve COz ile H2O tarafindan oksitlendirilir (Sekil 2).
4.3.3. MDA Biyomolekiilleri Eklentileri

Fizyolojik pH’ta diisiik reaktifli enolate iyonu olarak bulunan ¢ift islevli elektrofil
aldehit MDA reaktifligi pH temellidir. pH azaldiginda MDA, B-hidroksiakrolin olarak
olusur ve reaktifligi artar. MDA’ nin yiiksek reaktifligi temel olarak, kendisini baglica
aminoasit rezidileri (lizin, histidin, arjinin) gibi niikleofillere kars1 duyarli hale getiren
elektrofilisitise dayanmaktadir. Oksidatif baski altinda ve daha fazla MDA’da bulunan
bir MDA metabolizmas: iiriinii olan Asetaldehit, malondialdehit asetaldehit (MAA)
eklentileri tiretir. MAA yaklagimlarimin oldukga yiiksek bagisiklik meydana getirdigi
belirtilmektedir. MDA eklentileri/yaklagimlar1 biyolojik olarak o©nemlidir, ¢iinki
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molekiil i¢i veya molekiiller arasi protein/DNA c¢apraz baginit gelistirerek capraz
baglama gibi sekonder(ikincil) zararli tepkimelerde bulunabilirler ki bu durumda
biyomolekiillerin biyokimyasal 6zelliklerinde derin bir degisim baglatabilir ve,
yaglanma ile kronik hastaliklar siiresince birikebilir. MDA eklentileri tarafindan

degistirilebilen 6nemli proteinler su sekildedir:

(1) eElongasyon faktor 2 (eEF2) protein sentezi iginde mRNA boyunca
ribozomun hareketini kolaylastirir. eEF2 ile MDA eklentileri, protein sentezinin
azalmasina, LP’nin artmasina katkida bulunabilir. (2) Faktér H (FH), konak hiicrelere
kars1 saldirtyr onlemek icin kompleman etkinligini siki sekilde kontrol eden sivi
icindeki alternatif yolaklarin ana diizenleyicisidir. FH ile MDA eklentileri, canli
farelerde hem makrofajlar tarafindan diizenli MDA proteinlerinin alinmasin1 hem de
MDA uyaricili proinfalamatuvar etkilerini engelleyebilir. MDA eklentileri veya MAA
eklentileri kompleman birlesimini gelistirebilir; oksitlenme yoluyla diizenlenen diisiik
yogunluklu lipoproteinli (Ox-LDL) (3) anafilatoksin C3a (proinfalamatuvar kompleman
bilesenleri) kompleman sisteminin damar tikanikligindaki etkinligini kapsayan yangisal
stireglere katkida bulunur. (4) Protein kinaz C ‘nin (PKC) ¢ogalma, farklilasma, yer
degistirme, iltihaplanma ve hiicre iskeleti gibi siirecleri etkileyen hiicre ici genetik bilgi

aktariminda biiyiik rol oynadigi bilinmektedir (26).

MDA genellikle, en ¢ok bilinen yol olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA)
arasindaki reaksiyonun esas alindigi kalorimetrik deney metodu ile 6lgiiliir. Bununla
birlikte, yiliksek veri akis analizi i¢in uygun olmasina ragmen, MDA’ ya spesifik
reaksiyona giren bu TBA reaktif madde(TBARS) eksikligiyle, MDA ile ayni aralikta
absorblama yapan bilesikleri tiretmek i¢cin TBA ile reaksiyona giren MDA disindaki
aldehitler takip edilerek 6l¢iimii yapilir (37). Ayrica, MDA analizi i¢in ¢esitli ticari
ELISA kitleri de temin edilebilir. Bu antikor bazli dlgiimler, 6zgiinliigii arttirilarak iyi
performans gosteren ve yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile MDA

analizine karsin genellikle dogrudur (38).
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4.4. Laboratuvar Hata Kaynaklari

Tibbi laboratuvar disiplininin amaci1 hekimlere ve hastalara dogru, kaliteli ve hizli
hizmet vermektir. Hatalarin azaltilmasindaki temel esas kullanilan sistemlerin ve

yapilan iglemlerin kalitesini devamli olarak arttirmaktir.

Total test siireci, preanalitik, analitik ve postanalitik olmak iizere {li¢ faza

ayrilmaktadir. Preanalitik faz iki alt evreye ayrilir.

1.  Pre-preanalitik evre, laboratuvarin disinda gerceklesen ve uygun test sec¢imi,
istem yapilmasi, Orneklerin alinmasi, tasinmasi ve laboratuvara kabulii

stireclerini igerir.

2.  Konvansiyonel preanalitik evre, Orneklerin analize hazir hale gelmesi:
santrifiijleme, serumun/plazmanin ayrilmasi, diliie edilmesi ve orneklerin uygun
kisimlara gonderilmesi gibi islemler yapilir. Bu kisim laboratuvarin kontrolii

altinda gerceklesir.
Analitik evre: orneklerin analiz yapildigi sathadir.

Postanalitik evre: analiz sonrasi sonuglarin hekime bildirilmesine kadar ki siirece
denir (39).

Preanalitik faktorler, klinik kimya testlerinin sonuglarindaki varyasyonlarin ana
kaynagi olup hemoliz de bu preanalitik varyasyon sebepleri arasinda sonuglarin
givenilirligini etkileyen en Onemli faktérden birisidir (40). Preanalitik hata
kaynaklarmin g¢oguda testin tanimlanmasinda hata, yetersiz miktarda 6rnek veya
ornegin yapisindaki degisikliklerden (invitro hemoliz, lipemi, ikter veya pihtilasma)
ileri geldigi ileri slirilmistiir (41). Preanalitik aktivitelerin biiylik ¢ogunlugu halen
manuel olarak yiiriitiiliir. Bu nedenle, yogun is yiikii ve sistemdeki bozukluklara bagl

insan kaynakli hatalar olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir (42).
4.5. interferans

Interferans (etkilesim), bir Ornekte Olgiilmek istenen bir maddenin gercek
sonucunu degistiren ve yine o ornekte bulunan bir maddenin etkisi olarak tanimlanir.

Etkilenen maddenin kaynagina bagl olarak eskojen ve endojen olarak iki sinifa ayrilir.
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A. Eksojen interferan maddeler: Hastaya ait ornege karisan maddelerden koken

almaktadir. Bunlar ilaglar, katki maddeleri ve matrix etkileridir.

B. Endojen interferan maddeler: Hastaya ait 6rnekte yer alan maddelerden olusur.

Bunlar hemoliz, lipemi, bilirubinemi ve paraproteinemiadir.
4.5.1. Eksojen Interferan Maddeler

Eksojen interferan maddeler; sonuglarda pozitif veya negatif bir sapmaya neden
olabilir. Pozitif bir interferans, analit konsantrasyonunu daha yiiksek bir seviyede

gOsterir, negatif interferans ise tam tersi durumu gosterir (3).
4.5.1.1. Ilaglar

Pek cok ilag, analitin tayini ile etkilesime girmektedir. Bir hastaya herhangi bir
yolla (6rnegin intravendz, oral, subcutan) verilen herhangi bir ilag, analitik yontemlerle
interfere olmaktadir. Cogu ilaglar, nonpolardan iyonik olanlara dek degisen
spektrumlardaki fonksiyonel gruplari olan diisiik molekiil agirlikli organik bilesiklerden
olusur. Biyolojik olarak aktif olarak tasarlanan ve yiiksek farmakolojik dozlarda verilen
ilaglarin analitlerle veya reaktiflerle etkilesime girme ihtimali daha yiiksektir. ilaglarmn
Metabolitleri interferanslara sebep olabilir ve asil ilag kadar dikkate alinmalar

gerekmektedir (43).
4.5.1.2. Katki Maddeleri

Antikoagiilasyon i¢in yaygin olarak kullanilan maddelerin (heparin, EDTA, sitrat,

oksalat) birgok analit i¢in kullanilan yontemlerle interfere oldugu yaymlanmigtir.
4.5.1.3. Matriks Etkileri

Omek islem siirecindeki degisikliklerin, sonuglarda spesifik biyokimyasal
bilesene atfedilmeyen bir neden baglanmasindan ortaya ¢ikar. Bu nedenle matrix etkisi,
analizde elde edilen degerleri degistiren c¢ozeltideki degisimleri iireten maddenin
hazirlanma siirecindeki ortaya ¢ikan herhangi bir seydir. Bu sorun, 6rnek 6zel siirece

tabi tutulunca meydana gelmektedir (40).
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4.5.2. Endojen interferans Maddeler

4.5.2.1. Lipemi

Lipemi serum ve plazmada ¢iplak gozle goriilebilen bulaniklik olarak tanimlanir.
Lipeminin en sik gozlenen nedeni serum ve plazmada trigliserit konsantrasyonunun
>300 mg/dL olmasidir (39). Lipeminin biyokimyasal sonuglar tizerindeki etkisini 6l¢iim
yontemlerine gore bazi analitler i¢in 151k sacilimini arttirarak, bazi analitler igin ise
analitlerin polar (sulu) ve nonpolar (lipid) fazlarda dagilimini degistirerek ortaya
koymaktadir (44). Lipeminin 1s1k sacgilmasina neden olmasindaki temel mekanizma
silomikronlar ve VLDL serumda siit benzeri bir bulanik yapmasina baglidir. Ciinkii
laboratuvarlarda kullanilan Gl¢iim yontemlerinin ¢ogu belirli reaksiyon kosullarinda,
Olciilen ornekten yansiyan, gecen ya da absorbe olan 151k enerjisinin dl¢iimiine dayali
olan fotometrik Ol¢tim yontemleridir (45). Aymi sekilde 1s1k sagilmasinin nefelometri
gibi 151k sa¢ilmasina dayanan yontemler iizerine de etkileri oldugu bilinmektedir (46).
Interferans etkisini azaltmak icin numunenin yiiksek hizda santrufujii ve dillisyonu en

sik kullanilan yontemlerdendir.
4.5.2.2. Hiperbilirubinemi (ikter)

Yiikselmis  bilirubin  konsantrasyonlari1 endojen interferans kaynagidir.
Interferansin bir kismu biluribinin spektral 6zelliklerinden, diger bir kismi ise
reaktiflerle kimyasal olarak reaksiyona girme Ozelliklerinden ileri gelir. Spektral

interferansi, 400 ile 500 nm’deki gii¢lii biluribin absorbansina bagli olmaktadir (40).
4.5.2.3. Paraproteinemia

Paraproteinler ¢coklu myeloma gibi hastaliklarin sonucu olarak yayilabilirler. Bu
proteinler serum viskozitesini artirabilir. Immunoglobiilin-G CK-BB ile kompleks
olusturabilir ve makro-CK 1 ile form olusturur. Immunoglobiilinler LDH ve amilaz ile

makro komplekslerde olusabilir (47).
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4.6. Hemoliz

Latincedeki hemo (kan) ve lizis (par¢alanma) anlamina gelen hemoliz;
eritrositlerin hiicre membran hasarini takiben basta hemoglobin olmak iizere icerdigi

tiim materyalin serum ya da plazmaya ge¢mesi olarak tanimlanir (5).

Hemoliz g¢esitli nedenlerle olusabilir. Hemolitik hastaliklar, kan dolagiminda
goriilen kan parazitleri gibi nedenlerle ortaya ¢ikan in vivo hemoliz ve ozmotik
parcalanma, kompleman bagimli hiicre parcalanmasi, fiziksel, mekaniksel ya da
kimyasal etkenler sonucu olusan in vitro hemoliz seklinde ortaya ¢ikar (1, 48). Yapilan
cesitli calismalarda hemolizin serum kimyasal parametrelerinde hatali artis ya da
azalmalara neden oldugu bildirilmistir (48). Degisiklikler farkli mekanizmalardan
kaynaklanabilmektedir. Bunlardan en yaygin goriileni eritrosit i¢eriginin yayilmasidir.
Eritrositlerdeki konsantrasyonu fazla olan maddelerin konsantrasyonlarinda hatali
artiglar belirlenebilir. Ayrica eritrositten plazmaya ayrilan hemoglobin, kendi spektral
absorbsiyon sinirlart i¢inde yapilan prosediirlerde (500-600 nm) ol¢imi etkiledigi
goriilmektedir (49, 50). Kandaki hemoliz, hemoglobin konsantrasyonu 20 mg/dL den
fazla oldugunda gozle goriilebilir (51). Hemoliz neticesinde plazmada total protein,
albiimin, trigliserit, kolestrol, bilirlibin, aldesterol, noradrenalin, renin, K, Ca, Mg, Fe,
inorganik fosfat, aldolaz, asit fosfataz, laktat dehidrogenaz ve izositrat dehidrogenaz

gibi parametrelerin konsantrasyonlari belirgin bir sekilde etkilenmektedir (52).
4.6.1. Eritrositler ve Genel Ozellikleri

Eritrositler ~ (Red Blood Cell=RBC) dokulara oksijen tasiyan Ozellesmis
hiicrelerdir. Kan dokusunda hiicresel kismin en biiyiik oranini olustururlar. Eritrositler
cekirdeksiz ve bikonkav disk seklindedir. Bu sekli kilcal damarlardan gegerken mekanik
zarar gormesini engeller. Caplar1 7.5-8.7 pm kalinliklar1 merkezde 0.6 um ve kenarlarda
2.8 um dir. Kemik iliginde Oncii hiicrelerden gelisip olgunlasmasini tamamladiktan
sonra, dolagima salinan eritrositlerin yagam siireleri yaklagik 120 giindiir. Hemoglobinin
%34’tnti kapladig1r stoplazmalarinda nukleus, mitokondri, lizozomlar, ribozomlar,
endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi gibi organeller yoktur (39). Eritrositlerin
voliimii 90 fL’dir ve yiizey alam 136 um?’dir. Eritrosit sayis1 ortalama olarak erkeklerde

4.2-6.2 x 1012 /L ve kadinlarda 3.8-5.5 x 1012 /L civarindadir (53).
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4.6.2. Hemolize Orneklerin Simiflandirilmasi

Tam kan santrifiij oldugunda serum ya da plazmada tipik olarak gozle goriilebilir
bir kirmizilik meydana gelir. Hemoliz terimi olayin klinik mi yoksa edinsel nedenlerden
mi kaynaklandigimni belirlemez. Ik durumda hemoliz, in vivo hemoliz ya da hemolitik
anemi olarak bilinen ¢ok cesitli medikal duurumlar tarafindan tetiklenmektedir. ikincil
durumda ise, in vitro ya da sahte hemoliz olarak nitelendirilen 6rnegin toplanmasindan
analizine kadar olan siirecteki problemlerden olusur. Tiim sebeplere ragmen laboratuvar
pratiginde hemolize 6rnekler tablo 1’de gosterildigi gibi serum veya plazmada serbest

hemoglobin konsantrasyonuna gore siniflandirilir.

Tablo 1. Hemolize 6rneklerin siniflandirilmasi (Lippi’den, 54)

Serum veya plazmadaki serbest Spesmenin tahmin edilen renk
Siflandirma 4 :
emoglobin durumu
Non-hemolize dmek < 3mg/dL Sar
Belli-belirsiz hemolize &rnek = 5-30 mg/dL Saridan agik pembeye dogru
Hafif hemolize 6rnek 2 30-60 mg/dL Pembeden agik kirmiziya dogru
Orta derecede hemolize drnek = 60-200 mg/dL Agik kirmizt
Agir hemolize drnek =200 mg/dL Kirmizidan kahverengiye

Hemoliz, laboratuvara gonderilen uygunsuz oOrneklerin %40-70’inin reddine
neden olmaktadir (55). Hemolize 6rneklerin ¢ogu (%95) hafif hemolize karakterize olup
(serbest hemoglobin <30 mg/dL) ancak sadece %35°1 klinik olarak fark edilebilen esik
degeri (serbest hemoglobin >30 mg/dL) asar (56). Hemoliz in vivo ve in vitro hemoliz

olarak ikiye ayrilir.
4.7. In vivo Hemoliz

In vivo hemoliz dolasimdaki eritrositlerin prematiir yikimiyla ortaya cikar. Kemik
iligi aktivitesinin RBC miktarin1 kompanse edemedigi hemolitik anemiye kadar
ilerleyebilmektedir. /n vivo hemoliz ekstavaskiiler ve intravaskiiler hemoliz olmak iizere
ikiye ayrilir (54). Eritrositler, 6zellikle karaciger ve dalaktaki makrofajlar tarafindan
ortadan yok edilebilir (ekstravaskiiler hemoliz) veya daha nadir olarak dolasimdayken

membranlari hasara ugrayip yikilabilir (intravaskiiler hemoliz) (53).
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4.8. In vitro Hemoliz

In vitro hemoliz, kan &rneklerinin alinmasi, laboratuvara ulastirilmasi, islenmesi
ve depolanmasi esnasinda meydana gelebilecek hatalardan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir

(57).
4.9. In vitro Hemoliz interferansi

Uluslararas1 Klinik Biyokimya ve Tibbi Laboratuvarlar Federasyonu (IFCC) su
tanimlamay1 yapmaktadir. "Analitik interferans 6rnek bilesenlerin neden oldugu, 6l¢iim
sisteminde kendiliginden bir sinyal {iretmeyen sistematik &l¢iim hatasidir "(58). In vitro
hemoliz kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit, trombosit) hasarindan dolay1 ¢ok c¢esitli
bilesenler serum ya da plazmaya salinarak interferans c¢esitliligine neden olurlar.
Hemoliz nedeniyle gelisen interferans, serbest hemoglobinin Ornekteki final
konsantrasyonuna direkt olarak baglhdir (59). In vitro hemoliz interferans: ii¢ sekilde

ortaya ¢ikmaktadir.
4.9.1. Biyolojik Interferans

Intraselliiler alan ekstraselliiler alana gére daha yiiksek olan eritrositlerin hiicresel
komponentleri, hemoliz esnasinda plazma ya da serumda artisa neden olur. Ornegin
laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST), potasyum, magnezyum,
fosfatin plazmadaki aktivitesi veya konsantrasyonlarinda artis goézlenir (39). LDH nin
hiicre i¢i miktar1 plazmadan 160 kat, potasyum 22 kat ve magnezyum ise 3 kat daha

yiiksek olmasindan dolay1 hemolizde siirekli hatal1 yiiksek degerler ortaya koyar (40).

Eritrositler yiiksek konsantrasyonlarda organik fosfat esterleri icerirler ve bu
esterler serum fosfatazlariyla hidrolize oldugundan hemolize orneklerde inorganik
fosfat konsantrasyonu artis gosterir (59). Hemoglobin bir protein oldugundan dolayz,
hemolize orneklerdeki serbest formunun varligi, total protein test sonuglarinda artisa

neden olabilmektedir (53).
4.9.2. Spektral interferans

Bu, eklenen absorbanslar yasasina dayanmaktadir. Test icin kullanilan dalga
boylarinda absorbe olan biitin maddeler Olciilen konsantrasyonda artiga sebep
olmaktadir (60). Hemoglobin 340 nm civarinda absorbe olmaya baslar ve bdylece

NADH ve NADPH’in absorbans ozelliklerine dayanan yontemleri etkiler (40, 61).
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Hemoglobin karakteristik dalga boyu olan 415 nm 15181 ¢ok kuvvetli absorbe eder (Soret
piki). 530 ve 600 nm’ler arasinda daha diisiikk, 540 ve 570 nm de iki pik daha
yapmaktadir. Bu ylizden de bu dalga boylarindaki olgiimler biiyiik ¢apta etkilesime
neden olur. Spektral interferanslar, analitik reaksiyon sirasindaa kimyasal degisime
ugramazken yapilan fotometrik Slgiimlerde (6zellikle 415, 540, 570 nm de) analitinkine
benzer cevap olusumuna neden olurlar. Ornegin, alanin aaminotransferaz (ALT),

kreatinin, kreatin kinaz (CK), demir, lipaz, iire.
4.9.3. Kimyasal Interferans

Kan hiicre bilesenleri, analitik reaksiyonun kimyasallar1 ile reaksiyona girerek
analitin Ol¢iimiinde dogrudan ya da dolayli interferansa sebep olur. Reaktif
sollisyonlarindaki ¢esitli anormal maddelerin varligi, riinlerin bazilarimi tiiketerek
reaksiyonu farkli derecelerinde interferans ortaya cikartirlar. Hemolize oOrneklerde
meydana gelen artmis CK konsantrasyonlari, reaksiyon sartlar1 altinda tamamen inhibe
olmayan intraselliiler adenilat kinazin agiga ¢ikmasini siirdiirerek iyi bilinen kimyasal
bir interferans olarak agiklanmaktadir. Hemolize Orneklerde meydana gelen artmis
bilirubin konsantrasyonlari1 reaksiyon siiresince pH degistiginde hemoglobin hematine

veya methemoglobine doniismektedir ve oOlgiilmekte olan bilirubinde, hemoglobin

peroksidaz tarafindan yikima ugratilmaktadir (62).

Hemoliz indeksi preaanalitik kalitenin bir 6lgiisii olarak kullanilabilir (54). Farkli
tiretici firmalar arasinda yontem agisindan degisiklikler bulunabilir, ancak genel olarak
timii mg/dL birimine karsilik gelen hemoliz iinitesindeki hemoglobin konsantrasyonu

seklinde bildirilen indekse dayanir (5).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan cihazlar ve malzemeler Tablo 2’da verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihaz, malzemeler ve tiretici firmalar

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Uretici Firma

Biyokimya Otoanalizor
Santrifiij

Santrifiij

Mikropleyt okuyucu

Derin dondurucu

Hassas analitik terazi

pH metre

Vorteks

Etiv

Magnetik karistirici
Otomatik pipet, 10-100 pL
Otomatik pipet, 100-1000 pL
Otomatik pipet, 500-5000 pL
Deney tiipleri

Saf su cihazi

Mikropleyt okuyucu

Vitros 5 1 FS

Beckman Coulter Allegra 64R
Eppendorf Centrifuge 5810 )
Molekuler Divices

Forma -86°C ULT Freezer
Metler Toledo AB 204-S
Hanna Instruments

Niive, NM 110

Gallenkamp

Ikamag RH

Eppendorf Research
Eppendorf Research
Eppendorf Research
SH&GLASS

Agquatron 4 AD

VERSA max
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5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler ve tiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler Uretici firma
Asetik asit (CH3COOH) Merck
Tiyobarbitiirik asit (C4HsO2N.S) Sigma
Fosfotungustik asit (HsPO4.12W03.H.0)  Sigma
Siilfiirik asit (H2SO4) Merck
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5.2. Metod
5.2.1. Deneyin Planlanmasi ve Calisilmasi

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda, 2015-07 nolu etik kurul onay1 ile gergeklestirildi. Bu
calisma prospektif olan bir arastirmadir. Bu c¢alisma CLSI (Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisi “Clinical and Laboratory Standards Institute”) tarafindan
tanimlanmis EP7A ve IFCC (Uluslararas1 Klinik Kimya Federasyonu “International

Federation for Clinical Chemistry””) C56-A protokollerine gore gergeklestirildi.
5.3. Yontem
5.3.1. Serum Havuzlarimin Hazirlanmasi

Saglikli 3 kisiden almman kan Orneklerinden normal seviye serum havuzu
olusturuldu ve bu serum havuzundan hemolizat hazirlandi. Hastane laboratuvarina gelen
ve islemi bitmis numunelerden rastgele Ornekler segilip MDA (Malondialdehit)
diizeyleri tespit edildi ve bunlardan 8 mL diisiik MDA diizeyli serum havuzu ile 8 mL
yilksek MDA diizeyli serum havuzu olmak iizere toplam 16 mL serum havuzu
hazirlandi. Hazirlanan serum havuzlarn aligotlara boliinerek, — 80 °C’de derin

dondurucucuda saklandi.
5.3.2. Hemolizat Hazirlanmasi

Lippi ve ark. uyguladiklar1 yontem modifiye edilerek hemolizat hazirlandi (42).
Saglikli goniilliiden toplam 6 mL EDTA’lL tiipe alinan kan 6rnegi 3000 rpm’de 10
dakika santriflij edilip, hiicre ve plazma kismi ayrildi. Dipte kalan hiicre paketi 8§ ml
serum fizyolojik ile 3 kez yikand1 ve her yikama igslemi sonrast 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek siipernatant kisim atildi. Son yikamay1 takiben santrifiij sonrasi iiste
kalan sivi ortam uzaklastirildiktan sonra yikanmig eritrosit paketi iizerine alman sivi
miktara esit hacimde distile su ilave edildi. Distile su ilave edilen hiicre paketi, -
20°C’de derin dondurucuda 30 dakika bekletilmesi sonucu, eritrositlerin patlayarak
hemoliz olmasi saglandi. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip tistte kalan
hemolizat kismi alindi (63) ve hemen hemolizatin hemoliz indeks degeri Vitros Fusion
5.1 FS otoanalizor sisteminde tespit edildi. Vitros Fusion 5.1 FS otoanalizor sistemi

(Ortho Clinical Diagnostics) igin rapor edilebilir hemoliz araligi 15(20)-1000

21



araligindadir. Serum/plazma, CSF bakilabilir fakat dilusyonlu ve oOn ¢alismali
numunelere bakilmaz. Cihaz 475-700 dalga boyu aralifinda spektrofotometrik olarak

Olclim yapar.
5.3.3. Hemolizat indeksinin Belirlenmesi

Hazirlanmis olan hemolizattan her bir serum havuzuna HI’i 900, 500, 250, 125,
68, 34 olacak sekilde sirastyla 100 pL hemolizat eklendi. Her iki serum havuzu i¢in
1500 pL seruma 100 pL hemolizat eklenerek hemoliz indeksi 900 bulundu. Bu serum

parametreleri ayni giin ardisik ticer kez calisildi.
5.3.4. Malondialdehit (MDA) Tayin Yontemi

Serum Orneklerinde malondialdehit miktari, Yagi (1984) tarafindan gelistirilen
TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance) methodu kullanilarak tayin edildi (64).
Lipid peroksidasyon liriinii (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon
sonucu olusan kirmizi renk spektrofotometrik olarak olgiildi. TBA ile reaksiyona
girerek ayni rengi veren suda ¢oziiniir maddeleri uzaklastirmak ic¢in serum lipidleri

proteinle birlikte fosfotungistik asit/siilfirik asit sistemiyle ¢oktiiriildii.
Cozeltilerin Hazirlanmasi

Siilfirik asit (H2SO4) Cozeltisinin Hazirlanmasi, 22.8 M: %98’lik HoSO4’den 228 pL

alinip 100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

Tiyobarbitiirik Asit (TBA) Cozeltisinin Hazirlanmasi: 0.67 g TBA tartilip 50 mL
kadar saf su ile ¢oziildi. Manyetik bar ile karistirildiktan sonra 1sitilip ¢dziinmesi

saglandi. Soguduktan sonra 50 mL asetik asit (CH3COOH) ilave edildi.

Fosfotungustik  Asit (H3PO4.12WO3.H20) Cozeltisinin Hazirlanmasi: 1 ¢
fosfotungustik asit tartilip 9 mL kadar saf su ile ¢oziildii.

Standart Hazirhgi: 1 mmol 1, 1, 3, 3-tetrametoksipropan 100 mL 0.01 M HCI iginde
50 °C’ de 1 saat inkiibe edildi ve bu bilesigin hidrolizi sonucu olusan MDA
¢Ozeltisinden 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312, 0.156 nmol/mL c¢alisma standartlari

hazirlandi. Elde edilen sonuglarla standart grafigi cizildi.
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Deneyin Yapilisi:

1. Bir deney tiipiine 150 pL serum 1.2 mL H>SO4 ve 150 pL fosfotungistik asit

eklendi, iyice karistirildiktan sonra 5 dakika bekletildi.

2. Karisim 1500 g’ de 10 dk. santrifiij edildi ve {ist faz atildi.

3. Geriye kalan ¢okelek tlizerine 2 mL saf su eklendi ve yeniden ¢dziiniinceye kadar

vortekslendi.

4. Tiipe 500 pL TBA eklendi ve 1 saat 100 °C” de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyonun ardindan tiipler 1000 g’ de 10 dk. santrifiijlendi.

6. Ustteki berrak kisim almarak 532 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

7. Standart grafiginden yararlanilarak serum MDA miktar1 nmol MDA/mL olarak

belirlendi (Sekil 3).

Absorbans (532 nm)

12

10

y =4,0017x - 0,1592
R?=0,9999

05 1 15 2 25

Konsantrasyon (nmol/mL)

Sekil 3. MDA standart grafigi
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5.4. istatistiksel Yontemler

Her gruba ait degerler, aritmetik ortalama ve standart sapma (X = SD) olarak ifade
edildi. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu “Kolmogorov-Simirnov” testi ile
kontrol edildi. Normal dagilima uyan parametreler “student t” testi ile degerlendirildi. p

< 0.05 degerleri istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Metodun analitik hassasiyeti yiizde varyasyon katsayisi (%CV) hesaplanarak ifade
edildi.

%CV = (SD/X) x 100
%TH =1.96 x CV + ( BIAS)

BIAS hesab: yapilmadigindan dolay1 yiizde toplam hata (%TH) hesaplanirken 3 x %CV

alindi.
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6. BULGULAR

Yiiksek ve diisiik gruba ait serum MDA diizeylerinin ortalama ve standart sapma
degerleri tablo 4’de gosterilmistir. Yiiksek ve diisiik grubun serum MDA diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0.001).

Tablo 4. Yiiksek ve diisiik gruplara ait serum havuzlarinin MDA (Malondialdehit)

diizeyleri
Yiiksek grup Diisiik grup p
(n=7) (n=7)
MDA, nmol/mL 0.985 + 0.005 0.145 +0.007 0.001*

*: student-t testi

Tablo 5°de diisiik ve yiiksek serum MDA diizeyleri hemolitik indeks dagilimina
gore; ortalama, standart sapma ve yilizde hata cinsinden hesaplanmistir. MDA
Olcimiinde n=7 sayist i¢in diisiik serum MDA grubunda %13, yiiksek serum MDA
grubunda ise %16’lik CV degerleri hesap edilmistir. Bu hesaba gore yiizde hata oranlari
total hata ile karsilastirildiginda yiiksek MDA serum diizeyinde hemoliz indeksi
yaklagik 400-450 araliginda bir degerde sapmaya neden olurken, diisik MDA serum
diizeyinde bu deger yaklasik olarak 500-600 araliginda bir degerde sapmaya neden

oldugu bulunmustur.
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Tablo 5. Diisiik ve yiiksek serum MDA diizeylerinin ortalama, standart sapma ve yilizde hata oranlari.

Ortalama + Standart sapma

(% hata)
Hemolitik indeks ( HI )
% TH  Serum havuzu 34 68 125 250 500 900
Diisiik MDA % 39 0.14540.007 0.146+0.020  0.148+0.022 0.153+0.002 0.157+£0.001 0.195+0.007 0.207+0.020
nmol/mL 0 (0.68) (2.06) (5.51) (8.2) (34.4) (42.75)
Yiiksek MDA 9% 48 0.985+0.006 0.997+0.001  1.003+0.048 1.008+0.050 1.055+0.008 1.519+0.014 1.589+0.028
nmol/mL 0 (1.21) (1.82) (2.33) (7.2) (54.21) (61.3)




70
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MDA
£
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X MDA
20
10
0
34 68 125 250 500 900
Hemoliz Indeks

Sekil 4. Hemoliz indekse gore diisiik ve yiiksek serum MDA interferogrami

Sekil 6’da de goriildiigli gibi her iki serum havuzunda da MDA serum

diizeylerinde hemoliz indeks degeri arttikga MDA seviyesinde de artma bulunmustur.
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7. TARTISMA ve SONUC

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun son iirlinlerinden biri olup,
oksidatif hasar diizeyini belirlemede kullanilir (65, 66). Onemli serbest oksijen
radikallerinden olan siiperoksit (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil iyonlarinin
(OH") fosfolipidler ve yag asitleri ile birlesmeleri sonucu aldehitleri de igine alan gok
sayida yap1 meydana gelmektedir. Bu durum lipid peroksidasyonunun gostergesidir
(67). Lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda hasar olusturarak, hiicrenin
gecirgenligini etkiler. Bu olay hiicre iginde asir1 derecede Ca*? birikimine sebep olur.
Bu olay hiicre membran1 disfonksiyonu ve buna bagli olarak hiicre sismesi ve hiicre
olimii ile son bulur (68). Bunun yani sira hiicre i¢inde bulunan lipid peroksitler ve
MDA gibi ikincil metabolitler dolasim yoluyla diger dokularda hasar meydana
gelmesine neden olabilir (69). Hiicrede en fazla bulunan lipid peroksidasyon iiriinii
MDA’dir. MDA, normal fizyolojik kosullarda aminoasitler ve proteinlerle reaksiyona
girebilmektedir. MDA, memeli hiicrelerde ve insanlarda mutajenik karakterde iken, fare

ve ratlarda ise karsinojeniktir (70).

MDA tayini igin pek ¢ok yildir lipid peroksidasyonunda omega-3 ve omega-6 yag
asitleri kullanilmaktadir ¢ilinkii bu yag asitleri tiyabarbitiirik asit ile kolayca reaksiyon
verebilmektedir (60). MDA tiyobarbiturik asitlerle tepkimeye giren maddeler yiiziinden
®3 ve w6 yag asitlerinin lipid peroksidasyonu i¢in yillarca yaygin olarak uygun bir
biyomarker olarak kullanilmistir (TBA) (71, 72). TBA testi TBA’nin MDA karsisindaki
reaktifligini kromojen floresenti siddetli bir sekilde kirmizi yayilimla akmasiyla
dogrulanir; bu test ilk olarak gida kimyacilar1 tarafindan yaglarin otooksidatif
indirgenmesini 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Ancak, tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler
testi (TBARS) in vivo orneklerden MDA o6l¢iimii nonspesifik oldugu igin TBARS
kullanim1 {izerine Onemli tartismalara yol ag¢mistir. Gaz kromatografisi, kiitle
spektrometrisi (GC-MS / MS) ve sivi kromotografi spektrometrisi (LC-MS / MS) ya
da cesitli strateji tiirevleri gibi cesitli teknolojiler serbest ve toplam MDA’nin

belirlenmesi i¢in, son on yil iginde gelistirilmistir (73).

Literatirde MDA ile ilgili tarama yapildiginda 35000’in {izerinde makale
karsimiza ¢ikmakta ve bu makalelerin yaklasik 7500 tanesinde kan serum orneklerinin

kullanildig1 goriilmektedir. Ayrica bu makalelerin biiyiik bir kismini, 6rnek aliminin ¢ok
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zor oldugu hayvan caligmalari olusturmaktadir. Dolayisiyla bu numunelerde farkli
derecelerde hemoliz goriilmesi kuvvetle muhtemeldir. Hemolizin bilinen interferans
etkilerine dayanarak yapilan literatiir taramasinda MDA {izerine interferans etkiyi
gosteren bir ¢alisma mevcut degildir. Bu bakimdan ¢alismamiz literatiirde bir ilk olarak

bundan sonraki ¢aligmalara Onciiliik saglayacaktir.

Calismamizda serum MDA diizeyleri TBA testi en pratik yol oldugundan ve
interfere edici Ozelliginden dolayr tez c¢alismasi yapilarak degerlendirilmistir.
Literatiirdeki caligmalarin c¢cogu da TBA tesi ile degerlendirilmistir. Boylelikle
yaptigimiz bu c¢aligma daha genis bir uygulama alanin1 kapsamis olacaktir. Bu ¢aligsma
ile farkli hemoliz serum MDA diizeyi iizerine olan interferans etkisi ortaya koyularak,
arastirmacilara hangi hemoliz derecelerine sahip serum 6rneklerinin ¢alismalarina dahil
edilip edilemeyecegi konusunda bir yol gosterilebilecek, bdylece daha dogru ve

giivenilir sonuglara ulagsmalarina katki saglanabilecektir.

Literatiirde hemolizin MDA’y1 etkiledigi c¢alismalar mevcut olmakla birlikte
caligmamizda da hemolizin interferans etkisi gorilmistiir. Weinstein ve ark. (74)
yapmis olduklar1 ¢alismada hemodiyaliz hastalarinda diyaliz suyuna kloramin
eklenmesiyle eritrosit membranimin oksidasyonundan dolayr hemolize yol agtigini
gostermislerdir. Bu ¢alismanin sonucu olarak, hemodiyaliz hastalarinin MDA seviyeleri
kontrol grubundan daha yiiksek oldugunu ve diyalizle tedavi edilen hastalarin yillar1 ve

MDA seviyeleri arasinda pozitif bir kolerasyon oldugu gézlemlemislerdir.

Lee ve ark. (75) yapmis olduklar1 ¢aligmada ise 4 ve 8 saat inkiibasyon arasinda
540 um benzopiren ve 300 pum adriamisin ile muamele edilmis eritrositlerde hemolize
sebep oldugunu gostermiglerdir. Hemolizin olmasiyla birlikte lipid peroksidasyonuna

yol acarak MDA seviyelerinde 6nemli bir artig oldugunu gozlemlemislerdir.

Marjani ve ark. (76) yapmis olduklar1 ¢alismada 35 giinliik siire igerisinde tek
giinlerde bekleme siiresine bagli olarak bekletilmis plazmada lipid peroksidasyonuna,
eritrosit SOD ve GPx enzim aktivitelerindeki degisikligi belirlemislerdir. Saklanma
zamanina bagli olarak hemolizin olusmasiyla beraberinde plazma MDA seviyelerinde
bir artis oldugunu goézlemlemislerdir. Li ve ark. (77) yapmis olduklar1 ¢alismada ise
sadece askorbik asidin hemolize yol agtigim1 ve hemin varliginda da lipid

peroksidasyonuna yol actig1 sonucuna varmisglardir.
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TBARS-MDA analizinde hemoglobinden kaynakli 532 nm dalga boyunda
spektral interferans oldugu bilinmekte olup (40, 42), hemolizinde bu dalga boyuna

yakin spektral interferans yaptig1 bilinmektedir.

Yapilan literatiir calismalarinda klinikte bir¢ok cesitli hastaliklarda serum, plazma
ve doku MDA '’larina bakildigi goriilmektedir. Fakat ¢alismalarin hi¢birinde hemolizin
interferans etkisi goz Oniine alinarak hemoliz indeksinden bakilmamis ve sonuglar
tizerindeki etkisi degerlendirilmemistir. TBARS metoduyla yapilan ¢alismalarda serum
MDA (nmol/mL) kontrol seviyelerini Turhan ve ark. (78) 0.91+0.26 Smriti ve ark. (79)
0.95+0.13 Lodh ve ark. (80) 0.98+0.55 olarak bulmuslardir. Caligmalardaki serum
MDA (nmol/mL) kontrol seviyeleri ¢alismamizda buldugumuz yiiksek serum MDA
(nmol/mL) havuzuyla 0.95+0.006 ile uyumluluk géstermektedir.

Fakat Lorente ve ark. (81) yapmis oldugu c¢alismadaki serum MDA kontrol
seviyesi 1.06 (0.72-1.51) bizim c¢alismamizdaki yiiksek serum MDA gruplar ile
kiyaslandiginda hemoliz indeksi yaklasik 500-600 araligmma denk geldigi i¢in hata

getirme olasiliginin sonuglart degistirebilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica yine yapilan diger calismalarda da serum MDA (nmol/mL) kontrol
seviyelerini Lorente ve ark. (82) 1.11 (0.79-1.51) Yaghoubi ve ark. (83) 4.82+1.41
serum MDA seviyeleri ¢alismamizda yiiksek MDA serum gruplan ile kiyaslaninca
hemoliz indeksi yaklasik 500-600 aralig1 ve lizerine geldiginden sonuglar1 degistirecegi

icin tartigilabilir duruma geldigi diistiniilmektedir.

Ancak HPLC yontemi ile yapilacak calismalar, hemoliz indeksinin etkiledigi
farkli MDA seviyelerini daha hassas bulacagindan giivenilirligi arttiracaktir. Bununla
birlikte HPLC ile yapilacak ¢alismalarda da baz alinmasi gereken hemoliz degerlerini
gostermesi agisindan yardimci olacaktir. Boylelikle MDA tayininde hemoliz agisindan

gerekli ornek kalitesi, kantitatif olarak literatiire sunulmus olacaktir.

Pilz ve ark. (84) yapmis oldugu calismada eritrositlerde MDA diizeyi yiiksek
performansh sivi kromotografisi (HPLC) yontemi ve Tiyobarbitiirik asit yani TBA
yontemleri kullanilarak iki yontem arasindaki MDA seviyelerinin 100 kat farkh

oldugunu bulmustur. Bunun nedenini de 1sitma safhasi sirasinda MDA’ya benzer

30



malzemelerin yapay sekli ya da MDA’yla TBA’nin reaksiyonlarinin 6zgiilliiklerinin

eksikliginden kaynaklanabilir oldugunu diisiinmiistiirler.

Yapilan bir baska ¢alismada da (85) HPLC ve TBA ile plazma ve dokudaki
toplam MDA degerleri dl¢iilerek sonuglar karsilastirilmistir. Calismada giin boyunca ve
giinler arasinda HPLC ile MDA dlgiimiinde istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmemistir. Ancak TBA yonteminde MDA seviyeleri arasinda ii¢ kat kadar énemli
bir fark bulunmustur. Sonug olarak HPLC yontemi ile MDA seviyesi 6l¢iimii daha kesin

ve hassas degerlendirme saglamaktadir.

Ksenobiyotikler eritrosit iginde serbest radikallere oksidize olarak eritrosit
membraninda hemolize yol acar. Hemoliz sonucu bir prooksidan rolii oynayan demir
salmir ve diger toksik etkiler indiiklenir (86). Oksidatif olarak modifiye olan
hemoglobinden demir salinim1 H2O> ya da lipid peroksitler gibi siddetli oksitleyicilerin
varliginda artisa neden olur. Ciinkii demir iyonlar1 redoks katalisti olarak onemli rol
oynamaktadir (87). Pazar’in (88) yapmis oldugu calismasinda hemolizle olusturulmus
deneysel hiperbiliriibinemi sican modelinde beyin dokusundan alinan Orneklerde

malondialdehit diizeyinin arttig1 gézlemlenmistir.

Calismamizda saglikli 3 kisiden alinan kan 6rneklerinden normal seviye serum
havuzu olusturuldu ve bu serum havuzundan hemolizat hazirlandi. Ayrica hastane
laboratuvarina gelen ve igslemi bitmis serum numunelerinden rastgele ornekler secilip
MDA (Malondialdehit) seviyeleri tespit edildi. Bunlardan da diisiik ve yiikksek MDA’ya
sahip 8 ml’lik iki havuz olusturuldu. Her iki serum havuzu i¢in 1500 pL seruma 100 pL
hemolizat eklenerek hemoliz indeksi 900 bulundu. Daha sonra her bir grubun serum
havuzuna hemoliz indeksi 900, 500, 250, 125, 68, 34 olacak sekilde 100 uL hemolizat
eklendi. Hemolizat ekli halinin tekrar MDA (Malondialdehit) diizeylerine bakildi. Son
olarak hemolizat ekli MDA ile saf olan yani hi¢ hemolizat eklenmemis olan diisiik ve
yiiksek seviyedeki MDA diizeylerine iliskin kiyaslama yapildi. Ayrica serum MDA
Olclimiinde n=7 sayis1 i¢in diisiik ve yiiksek serum MDA gruplarinda % CV degerleri

hesap edilmistir.

Sonug olarak hala yogun sekilde caligmalari yapilan MDA’nin her iki serum
havuzunda da (diisiik ve yiiksek) MDA diizeylerinin etkilendigi goriilmiistiir. Yiiksek
MDA serum diizeyinde hemoliz indeksi yaklasik 400-450 araliginda bir degerde
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sapmaya neden olurken, diisik MDA serum diizeyinde bu deger yaklasik olarak 500-
600 araliginda bir degerde sapmaya neden olmustur. Bu nedenle bu degerler ve iizeri
icin hata pay1 getirdiginden ¢alismalara dahil edilmemelidir. Ayrica diisiik serum MDA

gruplarinda daha yiiksek interferans oldugu gozlemlenmistir.
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8. SONUCLAR ve ONERILER
8.1 Sonuclar

1. Her iki serum havuzunda da (diisilk ve yiiksek) MDA serum diizeylerinde
hemoliz indeksi arttikga MDA seviyesinde de artma gozlemlendi. Yiiksek MDA serum
diizeyinde hemoliz indeksi yaklasik 400-450 aralifinda bir degerde sapmaya neden
olurken, diisik MDA serum diizeyinde bu deger yaklasik olarak 500-600 araliginda bir

degerde sapmaya neden olmustur.

2. Diisiik serum MDA gruplarinda daha yiiksek interferans oldugu sonucuna

varilmgtir.
8.2 Oneriler

1. Bundan sonraki yapilacak calismalar i¢in diisiik serum MDA gruplarinda
hemoliz indeksi (HI) cutt-off deger 400-450, yiikksek serum MDA gruplarinda hemoliz
indeksi (HI) cutt-off deger 500-600 ve iizeri hata getirdigi i¢in g¢alismalara dahil

edilmemesi Onerilir.

2. Yiiksek serum MDA gruplarinda 250-500 araligi i¢in ayri hemoliz indeksi

hesap edilerek, daha net sonuclara ulagilmasi acisindan 6ngoriilmektedir.

3. MDA odlgiilecegi zaman eger imkanlar miimkiinse hemoliz indeksinden
etkilenmeyen metodlar secilmelidir. HPLC yontemi lipid peroksidasyonunda geleneksel
spektrofotometrik yontemden (TBA) daha kesin ve hassas degerlendirme saglamakta

oldugundan bu yontemin kullanilmas1 daha dogru sonug verecektir.
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9. EKLER

9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ETiK KURULU
ARASTIRMA BASVURU FORMU
HASTA/ DENEGIN AYDINLATILMIS ONAMI

Arastirmanin  Adi:.  TBARS-Malondialdehit (MDA) Analizinde Hemolizin

interferans Etkisinin incelenmesi

ARASTIRMANIN ADI: TBARS MALONDIALDEHIT (MDA) ANALIZINDE
HEMOLIZIN INTERFERANS ETKIiSININ INCELENMESI

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Yaygin olarak calisilan lipid peroksidasyonu parametresinin MDA 6l¢timii
tizerinde hemolizin etkilerini ortaya koymak ve hemoliz i¢in MDA 0&l¢iimiinii etkileyen

esik (cut off) degerinin belirlenmesidir.

NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Tibbi Biyokimya Rutin Laboratuvar’ina
gelen ve islemi bitmis numunelerden rastgele ornekler secilip her birinden toplamda

6ml EDTA’l1 tiipe kan 6rnegi alinacaktir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak hastanin herhangi bir sorumlulugu yoktur. (orn.
uygulama siiresi boyunca higbir ilag kullanmama ancak zorunlu olarak ila¢ almak
durumunda kalindiginda mutlaka sorumlu arastiriciyr bilgilendirme, uygulanan

arastirma semasina 6zen gosterme, arastiricinin énerilerine uyma

vb.). Bu kosullara uymadiginiz durumlarda arastirict sizi uygulama dig1 birakabilme

yetkisine sahiptir.
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9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)
CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Buradan ¢ikacak sonuglarin hasta yararina olacak sekilde calisma kriterlerine

eklenilmesi ve bundan

sonraki c¢alismalarda yiiksek lisans ve doktora tezlerine referans olacagi

diistiniilmektedir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIiR?

Hastanin rutin islemleri i¢in kan verme sirasinda 6 mL ek kan verme disinda

hicbir ek islem olmayip, bunun da higbir tibbi riski yoktur.

DiGER TEDAVILER NELERDIR?

Yok.

HERHANGI BIR ZARARLANMA DURUMUNDA UKUMLULUK/SORUMLULUK
KIMDEDIR VE NE YAPILACAKTIR?

Hastaya herhangi bir zarar verilmesi miimkiin degildir.

ARASTIRMA SURESINCE CIKABILECEK SORUNLAR ICIN KiMi
ARAMALIYIM?

Hastadan bir seferde kan alinip bunun hastanin tedavi siireciyle iliskisi
olmadigindan acil bir durum olusmayacaktir. Fakat ¢alisma icin, Prof. Dr. Assm OREM

sorumludur.

CALISMAYI| DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?

Yok.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIiYLE HERHANGiI BiR ODEME
YAPILACAK MIDIR?

Hayir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN
AYRILMAM DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIiR?

35



Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer
almayr reddedebilirsiniz. Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amagcla kullanilacaktir;
calismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili

tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir
9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

KATILMAMA ILISKIN BILGILER KONUSUNDA GiZLILIK
SAGLANABILECEK MiDiR?

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz

de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
Caliymaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 2 sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim
sorular1 aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalari
ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar
vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin
gbzden gecirilmesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda arastirma yliriitiiciisiine
yetki veriyor ve s0z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini higbir
zorlama ve bask1 olmaksizin biiylik bir goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum. Bu formu

imzalamakla yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.
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GONULLUNUN

iMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. &
FAKS

TARIH

9.1. Ek 1. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (Devam)

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCiN VELIi VEYA
VASININ

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIiBi DISINDAN YETKIN BiR HEKIM

IMZASI

ADI &
SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVi

TARIH
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