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OZET

Bu ¢alismada, bitki ekstrelerinde oksidatif stres biyobelirtegleri igin
yontem performansinin kabul edilebilirligini degerlendirmek i¢in
biyolojik varyasyonlar ve analitik kalite spesifikasyonlarinin
saptanmas1 amaclandi. Arastirmada Silybum marianum (Deve
Dikeni) ve Artemisia absinthium (Pelin Otu) kullanmildi. Bitkilerden
0,1., 3., 5., 7., 15. ve 30. gunlerde 6rnekler alindi. Bitki ekstrelerinde
oksidatif stres biyobelirtecleri [katalaz (CAT) superoksit dismutaz
(SOD) ve malondialdehit (MDA)] spektrofotometrik yéntemlerle
olgtildii. Her bir bitkinin kendi-iginde (CVI) ve bitkiler-aras1 (CVG)
varyasyonlarindan bireysellik indeksi (BI) ve referans degisim degeri
(RDD) hesaplandi. Ayrica analitik kalite spesifikasyonlar: olarak
impresizyon, bias ve toplam hata hesaplandi. Calismamaizda,
Artemisia absinthium’a kiyasla Silybum marianum'da daha yiksek
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antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve CAT) ve daha diisiik MDA
diizeyleri tespit edildi (p<0.05). Bitkilerde MDA diisiik bireysellik
gosterdi ve. MDAmin CVI'sti CVG'den daha buylukti. Bununla
birlikte, CAT ve SOD glgli bir bireysellik gosterdi, ancak
bitkilerdeki CVI'lar1i CVG'lerden daha kiigikti. CAT ve SOD
disinda, MDA analitinin RDD'leri, yiiksek CVI nedeniyle nispeten
daha yiiksekti ve bu da daha yliksek bir RDD ile sonuglandi. Ayrica
aciklanan metodoloji, tim analitler i¢cin <%3.5 analitik CV ile bu
hedeflere ulasir. Bias ve toplam hata hedefleri sirasiyla %11.2-25.2
ve %8.93-27.6 idi. Bitkinin anormal bir fizyolojik stirecle sonuglanan
bazi nedensel ajanlar tarafindan hastalandigini tahmin etmeye
yonelik RDD konsepti, laboratuvar optimizasyonunu gostermede
degerli bir ara¢ olabilir. Ayrica, bitkilerde oksidatif stres
biyobelirteclerinin 6l¢timleri i¢in biyolojik varyasyona dayali istenen
kesinlik hedefleri, mevcut metodolojilerle elde edilebilir.
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to Artemisia absinthium, higher antioxidant enzyme activities (SOD
and CAT) and lower MDA levels in Silybum marianum were found in
our study (p<0.05). MDA in plants showed low individuality, and
CVI of MDA were larger than CVG. However, CAT and SOD in
plants showed strong individuality, but CVI of them were smaller
than CVG. CAT and SOD except, RCVs of MDA analyte were
relatively higher, because of high CVI, resulting in a higher RCV.
Also, the described methodology achieves these goals, with analytical
CVs of < 3.5% for all analytes. Goals for bias and total error were
11.2-25.2% and 8.93-27.6%, respectively. The RCV concept for
predicting that the plant is diseased by some causative agent
resulting in an abnormal physiological process can be a valuable tool

in demonstrating laboratory optimization. Moreover,

desirable

precision targets based on biological variation for measurements of
oxidative stress biomarkers in plants can be achieved with current

methodologies.
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GIRIS yoludur (Kurutas,2014, Yiicel, 2014 ve Cokluk, 2019 ).

Validasyon  cihazin, metodun  veya 6l¢im Bitkiler sesil dogalar1 geregi yasam donglleri

prosediriiniin belirlenen amaclara uygunlugunun
objektif olarak test edilerek yazili delillerle
kanitlanmasidir. Analitik metot validasyonu, bir
metodun performansini  belirlemek i¢in yapilan
birtakim degiskenlere gore test ve 6lgme islemleridir.
Cesitli alanlarda verilen pek c¢ok karar, yapilan
6l¢ciimlerin sonucuna dayanilarak verilir. Dogru karar
verebilmek i¢cin analitik 6l¢iim sonucunun dogru ve
tekrarlanabilir olmas1 gerekir. ISO/IEC, ICH, US
EPA, US FDA, USP, cGMP gibi kurumlar tarafindan
belirlenmis ve uluslararast kabul edilen cesithi
validasyon kriterleri mecuttur. Bunlar Dogruluk
(accuracy), kesinlik (precision), ézgiinliikk (specifity),
dogrusallik (linearity), gozlenebilme simnir1 (LOD:;
Limit of Detection), tayin smri1 (LOQ; limit of
quantification), calisma arahigl (range), tutarlihk
(ruggedness), saglamlik ya da kararlilik (robustness)

ve stabilite'dir (Yilmaz, 2012, FDA, 2013,
EURACHEM, 1998).
Analitik performans kriterleri elde etmek igin

biyolojik varyasyonun kullanilmasi, bir test sonucu
icin ne kadar dogal varyasyonun beklendigini
belirlemekle baslar. Her bitki o6rneginde &lgiilen
buyukligin konsantrasyonu, temel veya homeostatik
ayar noktas1 etrafinda degisir. Gézlemlenen toplam
varyasyon, preanalitik varyasyon, analitik varyasyon
ve her bir bitkinin ayni giin igerisinde ve farkh
ginlerde ol¢ilmesiyle olusur. Bir laboratuvar
ortaminda, biyolojik bileseni tek gercek degisken
olarak birakarak preanalitik ve analitik degigkenligi
kontrol edebiliriz. Biyolojik varyasyon; analitik
varyasyonun etkisini belirlemek, bir analizin istenen
performans kriterlerini geligstirmenin basit bir
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boyunca biuylime ve gelismelerini olumsuz yoénde
etkileyecek bircok stres faktoru ile karsilasirlar.
Biyotik ve abiyotik kékenli olabilen bu stres faktorleri
bitkilerde fizyolojik ve biyokimyasal =zararlar
olusturarak, liriin nicelik ve niteligini olumsuz y6nde
etkileyebilir (Biiyiik, 2012).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) bitkilerde endojen
olarak kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlarinda,
plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerde sitrik
asit sikliisunda, plazma mebraninda bulunan
NADPH oksidaz, peroksidazlar ve amino oksidazlar
gibi enzimlerin etkisiyle olusan en yogun serbest
radikallerdir =~ (Biiyiilk, 2012). Tuzluluk, UV
radyasyonu, kuraklik, agir metaller, asir1 yiiksek ve
dustiik sicakliklar, besin eksikligi, hava kirliligi,
herbisitler ve patojen saldirilar1 gibi biyotik ve
abiyotik stres faktorleri, ROSlarin olusum ve
detoksifikasyon hizi arasindaki dengeyi bozabilir. Bu
da hiicresel yapilarda hasarlara neden olan ROS’larin
hiicre i¢indeki miktarinin hizla artmasina yol agar

(Dogru, 2020). Bitkiler oksidatif stres altinda
yvagsamlarini devam ettirebilmek ve stresle basa
¢ikabilmek i¢in ROSun kontroli ve
detoksifikasyonunu saglayan g¢esitli antioksidan
enzimlere (katalaz, superoksit dismutaz, v.s.)
sahiptirler.

Oksidatif stres biyobelirtegleri, insan ve hayvan
dokularinda, eritrosit ve lokositlerde, serum ve idrar
orneklerinde é&lciilebilmektedir (Hursitoglu, 2021,
Kurutas, 2015, Kurutas, 2016, Kurutas 2009 ve
2005). Bitkilerde bu yoéntemlerin uygulanabirligini
test edilebilmesi i¢in yontem validasyonuna ihtiyag
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vardir. Bitkilerdeki oksidatif stres biyobelirtegleri i¢in
yontem  performansinin  kabul  edilebilirligini
degerlendirmek i¢in analitik kalite spesifikasyonlar:
ile ilgili veriler literatiirde bariz bir sekilde eksiktir.
Bu tir veriler, analitik kalite spesifikasyonlarinin
belirlenmesin; saglikli bitki popiilasyonunda referans
araliklarinin degerlendirilmesinde ve bir bitkiden
(referans degisiklik degeri; RDD) elde edilen seri

sonuglardaki degisikliklerin 6neminin
degerlendirilmesinde 6énemlidir. Ilk defa yapilan bu
calismada  bitki  ekstrelerinde oksidatif stres
biyobelirte¢lerinin Ol¢liilmesinde metod
validasyonunun saglanmasi i¢in; biyolojik
varyasyonlarin saptanmasi ve analitik kalite

spesifikasyonlar: saptanmasi amac¢lanmagtir.

MATERYAL ve METOD
Bu arastirmada kullanilan iki adet bitki tira
(Silybum marianum ve Artemisia absinthium)

Kahramanmarag ili civarindan Aralik 2020-Haziran
2021 tarihleri arasinda toplandi. Tim deneysel
caligmalar, Siit¢ii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya  Anabilim Dali  laboratuvarlarinda
gerceklestirildi.

Laboratuvara getirilen bitki érnekleri steril bir nester
kullanilarak parcaladiktan sonra glines goérmeyen,
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kurutulan bitki
numuneleri toz haline getirilmesi i¢in mekanik
oguticti kullanmildi ve sonra 10 g tartilarak 100 ml
%70lik metanol (Merck) {izerine ilave edildi ve
buzdolabinda (+4 °C) bir giin bekletildi. Bir giin
sonunda numuneler Whatmann No. 1 (Merck) filtre
kagidiyla stizuldikten sonra alkolin tamamen
u¢masi icin ¢okelti oda sicakliginda bir ka¢ dakika
bekletildi. Cokelti 10 ml steril serum fizyolojik ile 5
dakika (3.000 g) santrifiijlenerek (Sorvall RC 2B)
yikandiktan sonra Ust faz uzaklastirildi ve kalint
tekrar %20’lik 5 ml metanolde buzdolabinda (+4 °C)
bir gece Dbekletildikten sonra filtre kagidiyla
stizilerek ekstraksiyon iglemi tamamlandi. Daha
sonra tum bitki ekstraktlari, toplama periyodu
sonunda test edilene kadar -70°C'de saklandi. Elde
edilen bitki ekstrelerinde antioksidan enzim
aktiviteleri (CAT, SOD), lipid peroksidasyon diizeyleri
ve protein igerikleri spektrofotometrik yoéntemlerle
ol¢tldi ve yontem performansi degerlendirildi.

Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi
Katalaz (CAT) Aktivitesi

Her bir bitki ekstresinde CAT enzim aktivitesi
Beutler yontemiyle saptandi (Beutler, 1984).
Reaksiyon karisimi icin; 1 M TrissHCI (Tampon
cozelti pH 8.0), 10 mM H202, belirlinen 6l¢iide saf su
ve enzim iceren bitki ekstresinden olusmaktadir.
37°C’de enzimin aktivitesi ile parcalanan H202'in
230 nm’ de 10 dakika streyle her 5 dakikadaki
absorbans  degisimleri  (Shimadzu  UV-1601,
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Shimadzu,  Kyoto, Japonya) dlciilerek  yapildi.
Sonuclar U/mg protein olarak ifade edildi.

Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD aktivitesi her bitki ekstresinde Fridovich
yontemiyle saptandi (Fridovich, 1974). SOD aktivite
tayini icin bitki ekstresi 0.01 M Fosfat tamponu (pH
7.0) cozeltisi ile 65 kat seyreltilerek, bu diliisyonda
aktivite belirlendi. Reaksiyon karigsimi bitki ekstresi,
ksantin ve INT (p-iyodonitrotetrazoliyum viyolet)
iceren karigim substrat ve ksantin oksidazdan olugur.
Kor de numune ile ayni sekilde hazirlandi fakat
numune yerine fosfat tamponu konuldu. 37°C'de
numunenin 505 nm de havaya kars1 ilk 30 saniyedeki
baglangic absorbanslar1 (A1) élciilerek yapildi. Ayni
esnada kronometre ile 3 dakika sonra son
absorbanslar1 (A2) (Shimadzu UV-1601, Shimadzu,
Kyoto, Japonya) élciildii ve degerler standart egriden

degerlendirildi. Sonuclar U/mg protein olarak ifade
edildi.

Lipid Peroksidasyon Diizeylerinin Saptanmasi

Lipid peroksidasyon iiriinii Malondialdehit (MDA)'tir.
Her bir bitki ekstresinde MDA duzeyi Ohkawa
yoéntemiyle saptandi (Ohkawa ve ark., 1979). Lipid
peroksidasyonunun sekonder trini olan MDA’nin
aerobik sartlarda pH 3.4’de tiyobarbitirik asit ile
numunenin inkiibasyonu sonucu pembe renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanmir. Olusan renk
siddeti ortamdaki MDA konsantrasyonu ile dogru
orantilidir; 532 nm’de spektrofotometrik olarak
(Shimadzu UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japonya)
6l¢tuldi. MDA sonuglari, nmol/mg protein olarak ifade
edildi.

Protein Diizeylerinin Saptanmasi

Bitki ekstresinin protein icerigi Lowry yontemi ile
saptandi (Lowry ve ark., 1951). Proteinlerin alkali
bakir sulfat ilavesiyle, fosfotungustik asit ile mavi
renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan
bu renkli bilesigin ise spektrofotometrede 750 nm
dalga boyunda absorbansi élciilerek (Shimadzu UV-
1601, Shimadzu, Kyoto, Japonya) kantitatif olarak
protein miktarlar: tespit edildi.

Istatistik Analizler

Her bir bitkiden sifirinei, 1., 3., 5., 7., 15. ve 30.
giinlerde olmak {izere yedi oOrnek alindi ve
ekstrasyonlar hazirlanda. Bitki ekstrelerinde

oksidatif stres biyobelirteglerinin duzeyleri 6l¢uldu.
Cochran ve Reed testleri kullanilarak u¢ degerler
¢gikarildiktan sonra logaritmik transformasyonla
déniistiirilmiis veriler (veri transformasyonu ile
dagilim Gaussian forma yaklastirldiktan sonra)
uzerinde varyasyon analizleri yapildi. U¢ degerlerin
¢ikarilmasindan sonra biyolojik varyasyon verileri
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Fraser ve ark. tarafindan yayinlanan yonteme gore
yapildi. (Fraser, 2001, Fraser, 2004, Fraser, 2014,
Fraser, 1994). Analitik varyans (SDA2), asagidaki
formiile gore tekrarlanan Ol¢gimler arasindaki
farklardan hesaplandi .

SDA2=%d?/2n

burada d, tekrarlanan 6l¢timler arasindaki farktir ve
n, tekrarlanma sayisidir. SDA2, ilk numune
konsantrasyonuna goéreli SDA, analitik varyasyon
katsayis1 (CVa) olarak ifade edilir. Her analit icin,
toplam varyansi bitkiler arasi (SD¢?) varyansi ve
toplam bitkinin kendi icindeki varyansi (SDTI?)
bélmek icin tek yonlii varyans analizi (One way
ANOVA) kullanildi. SD1i2 hem biyolojik hem de
analitik bilegenleri igerdiginden, her bir bitkinin
kendi icinde varyans1 (SDI?) asagidaki formiil
kullanilarak cikarilarak elde edildi (Ricos, 2004).
Sr2=Srr -Sa?

Bitkinin kendi i¢inde ve bitkiler aras1 biyolojik
varyasyonlari, her bitkinin homeostatik
ortalamas1  swrasiyla, bitkinin kendi i¢indeki
varyasyon katsayis1 (CV1) ve bitkiler arasi varyasyon
katsayis1 (CVe) kullanilarak ifade edildi. Bitkiler i¢in
bireysellik indeksi (BI), CV/CVc olarak hesaplandi,
burada diisiikk bir deger (<0,60: yiiksek bireysellik)
popllasyona dayali referans araliklarinin duasik
kullanighhigini  goésterirken, yiksek bir deger
(>1,40:diisiik bireysellik) popiilasyona dayali referans
araliklarinin yiksek kullanmiglihigr gostermektedir.
Oksidatif stres biyobelirtec¢lerinin iki seri 6l¢iminiin
p <0,05'te 6nemli 6l¢iide degismesi i¢in gereken fark
olan referans degisim degeri (RDD), asagidaki
formiile gére hesaplandi (Ricos, 2004)

bir

RDD=21/2x Z x (CVa2+CV12)12=2.77CVrr

Z- skoru 1,96 (%95 olasilik, cift yénlii z-skor) olarak
kabul edildi.

Bitkide oksidatif stres biyobelirtegleri igin biyolojik
varyasyon verileri, asagidaki formiller kullanilarak
impresizyon (I), bias (B) ve total hata (TE) i¢in arzu
edilen (desirable) kalite spesifikasyonlarini tahmin
etmek icin kullanildi (Petersen, 2002).

I=0.5CV1
B=0.25(CV2+CVg2)12
TE=1.65(0.25CVD+0.25(CV2+CV¢2) 12

Bu c¢alismada, test sisteminin guvenilirligini
dogrulamak ve sonuclari etkileyebilecek
kullanicilarin performansini ve cevresel kogullari
degerlendirmek amaciyla “in house QC” kontrol
materyali kullanildi. (Yiicel , 2019; Ursula, 2011).
Bitkinin kendi i¢inde ve bitkiler arasindaki ortalama
biyolojik varyasyonlarin farkhiliklar1 F testi ile
kontrol edildi. CAT, SOD ve MDA degerlerindeki
onemli egilimleri kontrol etmek ve bitkinin kendi
icindeki  varyasyonlarin  zamana  bagimhhgim
arastirmak i¢in dogrusal regresyon analizi kullanildi.
Bitkilerde antioksidan enzim aktivitelerini (CAT ve
SOD) ve MDA diizeylerinin karsilastirmalar1 Mann-
Whitney U testi kullanilarak yapildi. p <0,05 degeri
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

BULGULAR ve TARTISMA

S. marianum'da, A. Absinthiun’a kiyasla daha
yiiksek antioksidan enzim aktivitesine (SOD ve CAT)
ve daha digiik MDA diizeyine sahip oldugu saptandi
(p<0,05). Sonuclar Cizelge 1’de gésterildi.

Cizelge 1. Silybum marianum ve Artemisia absinthium’da oksidatif stres biyobelirteclerinin ortalama, medyan,

standart sapma ve referans degerleri

Table 1. Mean, standard deviation and reference ranges of oxidative stress biomarkers

Plants Analitler Mean Medyan Referans Aralig:
Silybum Marianum SOD 631.33 650 520-770

CAT 117.56 110 50-170

MDA 49.33 56 11-78
Artemisia Absinthum SOD 583.33 590 400-750

CAT 86.11 95 40-150

MDA 54.33 50 25-100

CAT ve SOD enzim aktivite sonuclar1 U/mg protein ve MDA diizeyleri nmol/mg protein olarak verilmigtir.
* Silybum marianum’'da Artemisia absinthium’a kiyasla SOD ve CAT enzim aktivitesi istatiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulundu (p<0,05).

** Silybum marianum ’da Artemisia absinthium’a kiyasla MDA duzeyi istatiksel olarak anlaml derecede dugiik bulundu

(p<0,05).

Cizelge 2de goruldugua gibi, MDA'min CVDs,
CVG’sinden daha buytkti. Buna karsin, CAT ve
SOD'un CVI 1 her iki bitki gruplarinda CVG’' den
daha kiicukti. SOD ve CAT hari¢c, MDA’'min CVI'nin
CVG’den yliksek citkmasindan dolayi, bitkiler de RDD
analitleri de nispeten daha ytliksek bulundu. CAT ve
SOD’un BI sonuglar1 0,6-1,4 arasi bulundugu igin
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yiksek bireysellik gésterdigi ve referans degerlerin
orta diizeyde kullanigh oldugunu saptandi. Buna
kargin, her iki bitkide MDAmin BI sonucu 1.4’den
yiksek ¢ikmigtir. Bu sonu¢ MDAmin distk
bireysellik yani populasyona dayal referansin yluksek
diizeyde kullanigh oldugunu géstermektedir.

Analitik varyasyonu en aza indirmek i¢in her bir
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bitkinin 30 glnlik bir stre icinde elde edilen 30
ornekte ve kontrol materyalinde (in house QC) analiz
edilen seriler arasindaki impresizyon verileri Cizelge
3’te verilmigtir. Bitki ekstrelerinde CAT, SOD ve

MDA o6l¢imiine yonelik laboratuvar yéntemimizin
belirsizligi, istenen kesinlik hedeflerinden daha azd.

Cizelge 2. Silybum marianum ve Artemisia absinthium’da oksidatif stres biyobelirteclerinin biyolojik varyasyon

bilesenleri
Table 2. Biological variation components of oxidative stress biomarkers in Silybum marianum and Artemisia
absinthium
aCV1 (%) bCVa (%) Bl dRDD (%)

Silybum Marianum SOD 14.84 16.83 0.882 2.59

CAT 34.8 35.04 0.993 4.01

MDA 50.21 35.18 1.427 4.25

Artemisia Absinthium SOD 16.26 18.39 0.884 0.97

CAT 40.49 41.15 0.984 1.59

MDA 50.43 35.77 1.410 1.55

CAT ve SOD enzim aktivite sonuclar: U/mg protein ve MDA diizeyleri nmol/mg protein olarak verilmistir.
* aCVI (Birey ici biyolojik varyasyon), bCVg (Bireyler aras1 biyolojik varyasyon), cBI (Bireysellik indeksi) ve dRDD (Referans

degisim degeri)

Cizelge 3. Silybum marianum ve Artemisi absinthum’da

spektrofotometrik olarak olgiilen oksidatif stres

biyobelirteclerinin 6l¢iim kesinligi (precision) (CV)
Table 3. Measurement precision (CV) of oxidative stress biomarkers measured spectrophotometrically in Silybum

marianum and Artemisi absinthum

* Aym Seri Calisma
(Within Batch)

**Farkli seri Calisma
(Between Batch)

Analitler Mean CV(%) Mean CV(%)
Silybum marianum SOD 633.45 12.82 650.00 16.82
CAT 115.42 35.74 109.68 35.01
MDA 50.12 48.55 50.63 36.74
Artemisia absinthum SOD 582.78 17.01 584.75 18.39
CAT 85.96 41.50 80.49 41.15
MDA 55.02 51.32 68.86 45.77

* Within batch imprecision; havuzlanmag bir bitki 6rneginin ayni giin i¢inde 10 kez analiz edilmesiyle hesaplanmagtar.
** Between Batch; istatistiksel analiz béliimiinde agiklandigi gibi, her bir bitkinin 30 gunlik bir stre i¢inde elde edilen 30
érnekte ve kontrol materyalinde (in house QC) analiz edilen seriler arasindaki belirsizlik imprecision) verileri)

Her bir analit (CAT, SOD, MDA) icin, laboratuvar
yonteminin belirsizligi ve Dbiyolojik varyasyon
verilerinden elde edilen I, B ve TE icin istenen
analitik  kalite spesifikasyonlar1  Cizelge 4'te
sunulmustur. Her iki bitkide tiim analitlerin (CAT,
SOD ve MDA) analitik varyasyonlar: istenilen
ozellikteki analitik kalite spesifikasyonlarina ulagtig:
gorillmektedir. Ozellikle biitiin analitler (CAT, SOD
ve MDA) icin CVA ile I degerleri benzer oldugu
gorilmektedir. Bunun yanmisira, S. marianum ve A.
Absinthiun’da SOD haricinde CAT aktivitesi ve MDA
diizeylerinin CVA’s1 ile B'nin benzer olmasi, istenilen
hedeflerden sapmanin olmadigini isaret etmektedir.
Cizelge 4’deki her iki bitki tiirtinde izin verilen hata
(en fazla %1.86) diizeyinin altindadir. Elde edilen
%CV degeri de onerilen maksimum %CV’nin (%1.0)
altindadir.

Regresyon analizinde, her iki bitkide 30 glin boyunca
CAT ve SOD aktivitelerinde ve MDA dizeylerindeki
degisiklikler i¢in herhangi bir egilim gostermedigi
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saptanda.

Bildigimiz kadariyla, bitki orneklerinde oksidatif
stres biyobelirteclerinin (CAT, SOD ve MDA) biyolojik
varyasyonlarina iligkin verilerin belirlenmesini ve
uygulanmasimi  gergeklestiren  i1lk  c¢aligmadir.
Bitkilerdeki oksidatif stres biyobelirtecleri igin
yontem  performansinin  kabul  edilebilirligini
degerlendirmek i¢in analitik kalite spesifikasyonlari
(I, B, TE) ile ilgili veriler literatiirde bariz bir sekilde
eksiktir. Bu c¢alismada, S. marianum ve A.
absinthium bitki ekstrelerinde antioksidan enzim
aktivitelerinin (CAT ve SOD) ve lipid peroksidasyon
diizeylerinin o6l¢ilmesi ve yoéntem performansinin
degerlendirilmesi i¢in analitik kalite spesifikasyonlari
saptanda.

Bitkilerde antioksidan kapasiteyi 6l¢gmek i¢in bugiine
kadar cok sayida yontem gelistirilmistir (Albayrak,
2010). Toplam antioksidan kapasitenin é&lciilmesini
saglayan yontemler, hidrojen atomu transfer (HAT)
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reaksiyonlarina dayanan yontemler ve elektron
transferine (ET) dayanan yoéntemler olmak {izere
ikiye ayrilabilir. HAT temelli yontemlerin bircogu
azobilesiklerin  bozulmasi1 ile olugsan peroksil
radikalleri i¢in antioksidan ve substratin rekabetine
dayanan yarismaci reaksiyonlar: kullanmaktadir. Bu

yontemler oksijen radikal absorbans kapasite
(ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan
parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma yéntemlerini
icermektedir. ET temelli yontemler antioksidanin
oksidani indirgeme yetenegini renk degisimi ile dlger.

Cizelge 4. Silybum marianum ve Artemisia absinthium’da analitik varyasyon (CVA), belirsizlik (I), sapma (B) ve
biyolojik varyasyondan kaynaklanan total hata (TE) sonuclar:
Table 4. Analytical variation (CVA), uncertainty (I), deviation (B) and total error (TE) results from biological
variation in Silybum marianum and Artemisia absinthium

Istenen Ozellikler

Yontem Belirsizligi

(Desirable specifications) (Method imprecision)
1(%) B (%) TE (%) CVa (%)

Silybum Marianum SOD 7.42 11.2 8.93 7.4

CAT 17.4 17.0 18.71 17.4

MDA 25.1 25.1 26.97 25.11
Artemisia Absinthium SOD 8.13 12.28 9.78 8.13

CAT 20.25 20.25 21.7 20.25

MDA 25.22 25.2 27.6 25.22
Renk degisiminin derecesi oOrneklerin antioksidan bircok bitkide c¢esitli stres kosullar1 altinda
konsantrasyonu ile alakalidir. ET temelli yéntemler gerceklestirilen calismalarda SOD aktivitesinde

toplam Folin Ciocalteu ayiraci ile toplam Fenolik
yontemi (FCR), Troloks esiti antioksidan kapasite
(TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksidan gii¢
(FRAP), oksidan olarak bakir (II) kullanan toplam
antioksidan potansiyel yéntemi (CUPRAC) ve DPPH
(2,2-difenil1-pikrilhidrazil) yontemini igermektedir
(Somogoyi, 2007). Yukarida bahsedilen her iki yéntem
de total antioksidan kapasiteyl o6lgmeye yoneliktir.
Oysa, bu c¢alismada, bitkinin sahip oldugu CAT
enziminin ve SOD enzimlerinin ayri ayri1 aktivitesi
6lcildi. Olclilen enzim aktivitesi spesifik aktivite
birimi cinsinden (U/mg protein) verildi. Bitkilerin
Protein igerikleri Folin Ciocalteu ile 6lgtildi. Bu bitki
calismasinda kullanilan yéntemlerin temel prensibini
HAT ve ET tegkil etmektedir. Ustelik, bu yontemlerle
antioksidan enzim aktiviteleri (CAT ve SOD) kanda,
dokuda ve idrarda da o¢l¢iilmekte olup sensivitesi ve
spesifitesi oldukca yiuksek oldugu Kurutas ve ark.
tarafindan bildirilmistir (Kurutas, 2015a ve 2015b).

SOD’lar olaganiistii katalitik etkinlikte c¢aligsan
metalloproteinlerdir (Kurutas, 2016). 02~ i H202 e
déntstirme roli olan SOD’larin aktif merkezlerinde
yer alan metal iyonlarina gore li¢ izoenzimi vardir.
Bunlar bakir ve ¢inko iceren Cu/Zn SOD, mangan
iceren MnSOD ve demir igeren FeSOD’lardir
(Kurutas, 2016, Scandalios, 1993, Edreva, 1998,
Kukreja, 2005). Bu calismada S. marianum’da SOD
aktivitesinin A. absinthium’a kiyasla yiiksek olarak
bulundu. SOD aktivitesiyle yapilan caligmalarda;
SOD’larin ifadesindeki artiglarin bitkide biyotik ve
abiyotik strese baglhh olusan oksidatif stresle basa
¢citkmada ve bitkilerin stres kosullar1 altinda canliligi
stirdirmesine katki saglamada 6nemli rolleri oldugu
ileri stirilmiistiir. Morus alba L. (dut), Cicer
arietinum L. (nohut) ve L. esculentum (domates) gibi

artislar meydana geldigi gozlenmistir (Harinasut,
2003, Gaprinska, 2008, Attia, 2009).

CAT enzimi bitkilerin stres kogullar1 altinda olugan
zararlh H202 ’in H20 ve 02 ’ya direkt olarak
donugimuni saglayarak hicreleri strese karsi
korumada gorevli en onemli enzimatik
antioksidanlardan biridir (Demirhan, 2021, Ozyurt,
2021, Kurutas, 2016) Bu calismada S. marianum’da
CAT aktivitesi A. absinthiun’a kiyasla yiiksek olarak
bulundu. Yuksek bitkilerde tanimlanmis ¢ok sayida
CAT izoenzimi; Hordeum vulgare’de (arpa),
Helianthus annuus L’ta (aycicegi), Brassica oleracea
L. ’da (karnabahar) ve Zea mays L’da (misir)
calisilmistir ve elde edilen veriler neticesinde enzimin
farkli stres kosullari ve farklh bitkilerde degisik
diizeylerde koruma sagladign gozlenmistir (Azevedo
1998, Azpilicueta 2007, Frugoli 1996, Polle 1992).

Bitkilerde stresin oncelikli etkilerinden biri olarak
gosterilen lipid peroksidasyonun son Uuriinlerinden
biri olan MDA analizleriyle stresin 6ncelikli hedefi
olan membranlardaki etkileri yansitilmaktadir
(Kurutas, 2016). Bu calismada S. marianum’da MDA
diizeylerinin A. absinthium’a kiyasla disiik oldugu
saptandi. Guniumiuze dek gergeklestirilmis olan
calismalarda stresle birlikte Lycopersicon esculentum
Lda (domates) (Krupa 1989, Qarati 1997, Malk 1992),
Triticum aestivum [’da (bugday) (Vassilev 2004),
Hordeum vulgare L'de (arpa) (Gaur, 1994), Brassica
nigra (L) W.D.J.Koch’da (hardal) (Nouairi 2006,

Halliwell 1999) ve daha bircok bitkide MDA
diizeyinin yani lipid peroksidasyonunun arttigi
gosterilmistir.

Validasyon c¢aligsmalari, gerek klinik laboratuvarlarda
gerekse Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Gida
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ve Kontrol Genel Mudurliginin, Gida Kontrol
Laboratuvarlarinda metot Dbirlikteligini saglamak
amaciyla konularinda uzman personeller tarafindan
yapilmaktadir (Gida ve Kontrol Genel Midiirliigi,
2018). Validasyon calismalari, cesitli analiz
metotlarin1 uygulayan laboratuvarin yeterliligini
teyit ederken izleyecegi yontemleri/caligmalary, bu
calismalar sonucunda elde edilen verilerin nasil
degerlendirileceginin belirlenmesi ve bu verilerle
6lcim belirsizliginin hesaplanip raporlanmasina da
yol gosterir. Bu kapsamda parametreler ve deney
modeli oOnerilirken uluslararas1 kabul goérmis
rehberler g6z oniinde bulundurularak ve
laboratuvarin TS EN ISO/IEC 17025 gereksinimlerini
de karsilayacak sekilde istatistiki olarak gerekli
bilgileri igerecek sekilde hazirlanmasi gereklidir.
Laboratuvarlarda analitlerin 6l¢iminde givenilir
sonuglar verilebilmesi i¢in biyolojik varyasyonun
hesaba katilmasi gerekmektedir (Yiicel, 2014).
Laboratuvar verilerinde biyolojik varyasyon, bir
bireyde her bir analitin homeostatik ayar noktasinda
izlenen rastgele dalgalanmalari olarak tanimlanir
(Kurutas, 2014, 2015a, 2015b). Toplam analitik hata
sinirlarinin  belirlenmesi  i¢in  pek ¢ok kaynak
kullanilabilir. Ayrica biyolojik varyasyon verileri,

ozellikle Dbireysel Dbiyolojik varyasyon, referans
araligin  belli bir fraksiyonu, yontemin genel
performans1 da hata siirlarinin belirlenmesinde

kullanilir (Kurutas, 2015a, ve 2015b).

Bu ¢alismada her iki bitkide de CAT ve SOD igin CVea
genel olarak CVrdan daha buyukti. Her bir bitkinin
CAT ve SOD’un CVrs1 kiigiik oldugu i¢gin homeostatik
ayar noktasi hakkinda daha kesin bilgi verebilir ve
bitkinin herhangi bir strese ya da kimyasala maruz
kalip kalmadigi hakkinda daha iyi bilgi verebilir.
Bununla birlikte, her bir bitkinin MDA nin CVr'sinin
buyuk olmasinin nedeni bitki lipid
peroksidasyonundaki glinden gline biyolojik
varyasyonlar goriilebilecegi yoniindedir. Ayrica,
MDA'min bitkiler arasindaki ortalama toplam
varyanslarinin =~ (CVe), muhtemelen  bitki ici
varyasyonundaki heterojenlikten ve belki de stabilite
sorunlarindan dolayi, her iki bitkininin CVr'sin1 daha
kiicik oldugunu bulduk. Bir MDA analitinin CVi
degerleri, CVg degerlerinden ¢ok daha buylk olmasi;
MDA analitinin verilerindeki homojenligin olmamasi,
biyolojik varyasyonun hatali hesaplanmasina ve
sonuclarin yanlis yorumlanmasina neden olabilir. BI,
CVi/CVg formiili ile hesaplanmaktadir (Kurutas,
2015a ve 2015b). Bu formiile goére sonucun 0,6’dan
kiiciik olmas: yiliksek bireysellik oldugunu yani bitki
populasyona dayali referansin disuk kullanigh
oldugunu goéstermektedir. Sonucun 1.4 ve bu
degerden yiiksek olmasi diisiik bireyselligi yani bitki
popiillasyona dayali referansin ylksek diizeyde
kullanigh oldugunu géstermektedir. BI degerinin 0.6
ila 1,4 arasinda olmasinda ise orta dizey bireysellik
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yani populasyona dayali referansin orta diizeyde
kullanigh oldugunu géstermektedir. RDD, bitkinin
agir metaller, kuraklik, yuksek ve dusik sicaklik,
mekanik  yaralanma, ultraviyole (UV) 1gik,
fotoinhibisyona yol acan yuksek 1sik yogunlugu,
patojen enfeksiyonu ve hava kirliligi gibi stres
faktorlerine maruz kalmasi durumundaki analitlerin
diizeylerindeki degisikliklerin degerlendirilmesi ig¢in
onemli bir ara¢ olabilir. Referans araliklarini
tanimlamak i¢in 6nemli miktarda kaynak harcamak
yerine, laboratuvarlarin RDD'yi hesaplamak i¢in iyi
kurulmus metodolojiyi uygulamalari ve bunlar:
ginlik pratikte kullanmalari, bitkiden gelen seri
sonuclardaki degisikliklerin izlenmesinde buylk
avantaj saglamalar istenmektedir (Kurutas, 2015a
ve 2015b).

Yontem performans degerlendirilmesinde
laboratuvarin  belirledigi yonteme gore farklh
kriterlerle yapilir (Yiicel 2014, Kurutas 2015a ve
2015b). Bugiin sistematik hata (inaccuracy),
impresizyon (rastlantisal hata) ve total hata
kavramlari yerine ISO tarafindan 6nerilen ve gegerli
olan sozler gerceklik (trueness), bias, presizyon ve
belirsizliktir ~ (uncertainty). —Burada  gerceklik,
dogruluk kavramindaki bias’in yerinin, belirsizlik ise
toplam hata kavraminin yerini almistir. Bildigimiz
kadariyla bitkide oksidatif stres biyobelirteglerinin
biyolojik varyasyonu ilk kez belgelendi. Bu ¢alismada,
bu yontem belirsizligi, veri degiskenligine yalnizca
%23'lik bir katki sagladig: i¢in arzu edilen analitik
CV, genellikle 0,5 kat CVi olarak kabul edildi.
(Kurutas 2015a ve 2015b). Calismamizda, bitkide
oksidatif stres Dbiyobelirteglerini  6lgmek  ig¢in
laboratuvar yontemlerimizin belirsizligi, istenilen
kesinlik hedeflerinden daha dusik bulundu. Bu
caligmada biyolojik varyasyon verilerinden tiiretilen
analitik kalite spesifikasyonlarinin mevcut
metodolojilerle elde edilebilecegi gorilmustir. Bu
nedenle, bu biyolojik varyasyon verilerinin bitkilerde

oksidatif stres Dbiyobelirteclerinin analizinde bu
yaklagimi uygulamak i¢in yardimeci olabilir.

SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, bitkilerde oksidatif stres

biyobelirteclerini 6l¢gmek i¢in kullanilan laboratuvar
yontemlerimizin toplam analitik hatasi izin verilen
toplam hata sinirinin altindadir, dolayisiyla yontemin
performans1 uygundur. BI ve RDD degerlerinin
belirlenmesi, bir bitkinin mevcut durumu hakkindaki
degisiklikler konusunda konuyla ugrasan bilim
insanlarin1 daha dogru yo6nlendirmesine olanak
saglayacak belirteclerdir. Bu uygulamalar yakin
gelecekte Dbitin Gida Tarim ve Hayvancihik
Bakanligina bagli laboratuvarlarda kullanilmaya
baslanacak ve elde edilen laboratuvar sonuclarinin
daha dogru yorumlanmas: ile ilgili faaliyetlerinin
geligtirilmesine zemin olusturacaktir.
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