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OZET

BAKAC M.S, Kaside (Scutellaria orientalis L. subsp. pichleri) Bitkisi Etanolik Ekstresinin LC-
MS/MS ile i¢erik Analizinin Belirlenmesi ve Diyabetik Sicanlarda Ekstrenin iyilestirici Etkilerinin
Arastirilmasi, Van Y.Y.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Eczaciik Anabilim Dali, Biyokimya
Bilim Dah, Yiksek Lisans Tezi, Van, 2022. Lamiaceae familyasinda yer alan Kaside (Scutellaria
orientalis L. subsp. pichleri) bitkisi antikanser, antinemolitik, antiproliferatif, antioksidan, antimikrobiyal
etkilere ve in vitro diyabetik enzim inhibisyon aktivitesine sahiptir. Bu ¢alismada, Scutellaria orientalis
(SO) etanol ekstresinin LC-MS/MS ile fenolik igeriginin belirlenmesi ve ekstrenin streptozotosin (STZ)
50 mg/kg ile diyabet olusturulan ratlarda iyilestirici etkileri biyokimyasal, antioksidan ve antidiyabetik
bulgular 1s18inda ortaya konulmasi amaclandi. Toksisite testi sonrasi kirk iki adet rat rastgele alt1 esit
gruba (n=7) ayrildi. Kontrol grubu, Diabetes mellitus (DM) grubu, SO ile tedavi edilen DM’li gruplar
(100 mg/kg, 200 mg/kg ve 400 mg/kg) ve DM + Gly (Glibenklamit)-3 mg/kg grubu. Yirmi bir glnlik
uygulama sonrasinda; SO ekstresinin antidiyabetik ve antioksidan roliinun belirlenebilmesi i¢in; serum
biyokimyasal parametrelerden alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST), laktat
dehidrogenaz (LDH), kolesterol, trigliserid (TG), yiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL c),
kreatinin, re, glukoz ve total kanda glikolize hemoglobin (HbA1c¢) 6lgiildii. Ayrica karaciger, bobrek ve
pankreas dokularinda malondialdehit (MDA) ve redukte glutatyon (GSH) icerikleri, antioksidan savunma
unsurlarindan glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon reduktaz (GR), katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri olculdi. Elde edilen bulgulara gére, SO
ekstresinde total fenolik igerigi (61.34+3.29 mg GAE/g), total flavonoit igerigi (48.60+2.68 mg RE/Q),
LC-MS/MS icerik analizinde ise major bilesiklerden apigenin (1.653 pg/g), luteolin (0.932 pg/g), kinik
asit (0.701 ng/g), kozmosiin (0.656 ng/g) ve epigallokatesin (0.625 ug/g) tespit edildi. Ozellikle SO-400
mg/kg ekstre ve Gly-3 gruplarinin genel olarak ALT, LDH, kolesterol, iire, glikoz ve HbAlc
seviyelerinde azalmaya sebep oldu. Ayrica SO tedavisi ile karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda
MDA diiserken GSH diizeyinde ise artisa neden oldugu belirlendi. DM grubu antioksidan enzim
aktivitleri kontrol grubuna gére negatif olarak etkilendi. Diger yandan, tedavi gruplarinda antioksidan
enzim aktivitlerinin ise kontrol degerlerine ¢ekildigi goriildii. Ilaveten, SO ile tedavi diyabetik rat
gruplarinin karaciger dokusunda GR artisina ve pakreas dokusunda ise GST, CAT ve SOD enzim aktivite
artisina neden oldu. Sonug olarak, SO bitki ekstresi sahip oldugu zengin fitokimyasal igerik nedeniyle
antioksidan ve antidiyabetik potansiyele sahip oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Diyabet, LC-MS/MS, Scutellaria orientalis, Rat.



ABSTRACT

BAKAC M.S, Determination of Content Analysis of Scullcap (Scutellaria orientalis L. subsp.
pichleri) Plant Ethanolic Extract by LC-MS/MS and Investigation of the Therapeutic Effects of the
Extract in Diabetic Rats, Van Y.Y.U. Institute of Health Sciences, Department of Basic
Pharmaceutical Sciences, Biochemistry Science, Master Thesis, Van, 2022. Scullcap (Scutellaria
orientalis L. subsp. pichleri) plant, which belongs to the Lamiaceae family, has anticancer, antihemolytic,
antiproliferative, antioxidant, antibacterial effects and in vitro diabetes enzyme inhibitory activity. The
aim of this study was to determine the phenolic content Scutellaria orientalis (SO) ethanol extract by LC-
MS/MS and to investigate its therapeutic effects on streptozotocin (STZ) (50 mg/kg) induced diabetic rats
in the light of the biochemical, antioxidant, and antidiabetic findings. After the toxicity test, forty-two rats
were randomly divided into six equal groups (n=7): control group, diabetes mellitus (DM) group, DM
groups treated with SO (100 mg/kg, 200 mg/kg, and 400 mg/kg), and the DM + Gly (Glybenclamide)-(3
mg/kg) group. After twenty-one days of treatment, alanine amino transferase (ALT), aspartate amino
transferase (AST), lactate dehydrogenase (LDH), cholesterol, triglyceride (TG), high-density lipoprotein
cholesterol (HDL c), creatinine, urea, glucose, and total blood glycosylated hemoglobin (HbAlc) were
measured among the serum biochemical parameters. Malondialdehyde (MDA) and reduced glutathione
(GSH) levels in the tissues of the liver, kidney, and pancreas were also evaluated, as well as the activities
of the antioxidant defense enzymes glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR), catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GPx). According to the findings, total
phenolic content (61.34+3.29 mg GAE/g) and total flavonoid content (48.60+2.68 mg RE/g) measured
and apigenin (1.653 pg/g), luteolin (0.932 pg/g), quinic acid (0.701 pg/g), cosmosin (0.656 pg/g) and
epigallocatechin (0.625 pg/g) were identified as major compunds according to LC-MS/MS analysis.
There was a general decrease in the levels of ALT, LDH, cholesterol, urea, glucose and HbAlc,
especially in the SO-400 mg/kg extract and Gly-3 groups. Also, while SO treatment caused reduction in
MDA levels in the liver, kidney, and pancreas tissues, it caused increase in GSH levels. The antioxidant
enzyme activities of the DM group were negatively affected when compared to the control group. On the
other hand, the antioxidant enzyme activities of the teratment groups regulated to control values.
Furthermore, treatment with SO resulted with increase in GR in liver tissue and increase in GST, CAT,
and SOD enzyme activities in pancreatic tissue of SO-treated diabetic rat groups. As a result, SO plant
extract may have antioxidant and anti-diabetic properties due to its high phytochemical content.

Key Words: Antioxidant, Diabetes, LC-MS/MS, Scutellaria orientalis, Rat.
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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM) o6nemli metabolik bozukluklardan biridir. Diyabet
prevalans1 ve tedavisi i¢in yapilan harcamalar yildan yila artmaktadir. Sun ve ark.
(2022) yaptiklar ¢alismaya gore, yetiskinlerde diyabetin kiiresel prevalansi 2021'de
%10,5 (536,6 milyon kisi) oldugu ve 2045'te bu saymin %12,2'ye (783,2 milyon)
yiikselecegi belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada, kiiresel diyabetle ilgili saglik harcamalarin
2021'de 966 milyar ABD dolar1 oldugu ve 2045 yilina kadar bu maliyetin 1054 milyar
dolar olacagini bildirmisler. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) raporlarma gére dliimlerin
baslica nedenlerden biri DM ve DM ile iliskili komplikasyonlarin sebep oldugu
belirtilmektedir. Ulkemizde saglik bakanhigi tarafindan 2018 yilinda agiklanan bir
rapora gore Tiirkiye’de 7 milyon DM’li hastanin oldugu ve goriilme siklig1 bakimindan
Ekonomik Kalkinma ve Is birligi Orgiitii (OECD) iilkeleri arasinda ikinci sirada yer
aldigimiz  belirtilmektedir (Ozliler Baser ve ark., 2021). ila¢ endiistrisindeki son
gelismelere ragmen, insanlar diyabetle miicadelede alternatif yaklagimlara ilgi
duymaktadir. Diyabet hastalar1 giinliikk yasamlarini iyilestirmek igin sifali bitkilere,
bunlarin ozlerine ve bunlardan izole edilmis aktif bilesiklere alternatif bir tedavi
yontemi olarak ge¢miste oldugu gibi gliniimiizde de ilgi gostermektedir. Bu nedenle
etnofarmakolojik agidan onemli bitkilerin antidiyabetik ve antioksidan aktivitelerinin

arastirilmasi son zamanlarda 6nem kazanmastir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinyada tibbi amagcli kullanilan
21.000 bitkiden 400'den fazlasinin diyabet ve diyabetin komplikasyonlarini
engellemede tedavi amagl kullanildig: rapor edilmistir (Kumar ve ark., 2021). Avrupa,
Kuzey Amerika, Dogu Asya ve Giliney Amerika'da yaygin yayiligi olan Scutellaria cinsi
Lamiaceae familyasinda yer alir ve yaklasik 360-469 tir ile temsil edilmektedir (Shen
ve ark., 2021). Scutellaria cinsinin flavonoit, diterpenoid ve triterpenoid bilesikler
bakimimdan zengin oldugu rapor edilmistir (Shang ve ark., 2010). Biyolojik olarak aktif
zengin fitokimysal igerigine sahip Scutellaria cinsine ait tlrlerin kanser, karaciger,
gastrik bozukluklar, solunum, nérolojik ve kardiyovaskiiler hastaliklar ve g¢esitli

enfeksiyonlarin tedavisinde etkilidir (Shen ve ark., 2021).



Halk arasinda Kaside olarak bilinen Scutellaria orientalis L. subsp. pichleri
tirindn toprak tstii ve ¢igek kisimlarimin Tirkiye halk hekimliginde analjezik,
antikanser ve antihemoroid tedavisinde kullanildigi rapor edilmistir (Miikemre ve ark.,
2015; Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2009). S. orienatlis’in ylksek flavon ve total fenolik
igerigine ve in vitro antidiyabetik enzim inhibisyon 0&zelliklerine sahip oldugu
belirlenmistir (Zengin ve ark., 2019). S. orienatlis ekstresinin yiiksek fenolik igerige ve
antioksidan potansiyele sahip oldugu bilinmekle birlikte, bitkinin in vivo etkileri

belirsizligini koruyor.

Bu ¢alismada, S. orientalis etanolik liyofilize ekstresinin LC-MS/MS ile fenolik
iceriginin belirlenmesi ve ekstrenin streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulan ratlarda
tyilestirici etkileri biyokimyasal, antioksidan ve antidiyabetik bulgular 1s1ginda ortaya

konulmas1 amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), pankreas bezinin langerhans adaciklarindaki 8-
hiicrelerinden insiilin salinimin yetersizligi veya yokluguna bagli olarak dolasimdaki
aclik kan glukoz diizeyinin diizeyinin >126 mg/dL olmasi ile karakterize endokrinolojik
bir bozukluktur (Agirman ve ark., 2022). DM’nin ilerlemesinde karbonhidrat, protein ve
yag metabolizma bozukluklarmin da eslik ettigi komplike bir durumdur. DM
olusmasinda beslenme bi¢imi, sedanter yasam tarzi, c¢evresel toksinler, stres,

uykusuzluk ve genetik faktorlerin roli oldugu bilinmektedir.

Diinyada artan niifus, gidaya ulasimda yasanan sikintilar ve dengesiz
beslenmeye bagl olarak ¢esitli hastaliklar olusmaktadir. Kasim 2021 verilerine goére
dinya nifusunun (7,9 milyar) yaklasik %14,7'si (537 milyon) diyabet hastasidir. Ayrica
yetiskin diyabetik hastalara yonelik saglik harcamalarinin yilda en az 966 milyar ABD
dolar1 oldugu tahmin edilmektedir (Sun ve ark., 2022). Tip 1, Tip 2, gestasyonel ve
diger nedenlerden kaynaklanan spesifik diyabet tiirleri olmak {izere 4 ¢esit diyabet tiirii
vardir. Ancak, diyabetin etiyolojik siiflandirmasi, prensip olarak tip 1 ve tip 2 olmak
tizere iki ana tipe ayirir ve toplam DM prevalansinin ¢ogunu (>%85) tip 2 diyabet
olusturur (Forouhi ve Wareham, 2019). Tip 1 diyabet genellikle 20 yas alt1 bireylerde
gorulen, B-hlcrelerinin immun bir atak sonucu yok edildigi, instlin sentezinin diisiik
veya olmadigi, genetik yatkinlik, adacik hiicre antikorlarin ve ketoasidozisin oldugu,
obezitenin yaygin olmadigi ve insilin ile tedavi edilen bulasici olmayan bir hastaliktir
(Baynes ve Dominiczak, 2009). Tip 2 diyabet ise genellikle 40’11 yaslarda ortaya ¢ikan,
insiilin salinim1 ve plazma insiilin konsantrasyonunun diisiikk oldugu, insiilin direnci,
genetik yatkinlik ve obezitenin yaygin oldugu, ketoasidozun nadir ancak buyuk
metabolik stres ile gelisebildigi, oral antidiyabetik ilaclar ve insilin ile tedavi
edilebildigi bulasict olmayan bir hastaliktir (Baynes ve Dominiczak, 2009). Tip 1 ve Tip
2 diyabet retinopati, nefropati ve ndropati dahil olmak Uzere mikrovaskuler ug
noktalarda ve iskemik kalp hastaligi, inme ve periferik vaskiiler hastaliklar
makrovaskiiler u¢ noktalarda ¢oklu sistem komplikasyonlarina yol acabilmektedir

(Forouhi ve Wareham, 2019). Diyabet tanist aglik kan glukozu (126 > mg/dL), %



glikolize hemoglobin (HbA;C > % 6.5), oral glukoz tolerans testi (OGTT) ve herhangi
bir zamanda 6l¢iilen kan glukoz degerinin 200 > mg/dL iizerinde ¢ikan kriterlere gore
belirlenmektedir (WHO, 2006). Bu dort kriterden bir tanesi bile var ise kisi diyabet

hastasi olarak kabul edilir.
2.2. Diabetes Mellitus ve Serbest Radikaller

Serbest radikaller oksijen, nitrojen ve kukurtten turetilir. Oksijen merkezli
serbest radikaller, reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak bilinir ve siperoksit (O;-—),
hidroksil (HO-), peroksil (ROO-), alkoksil (RO-) ve nitrik oksit (NO-) icerir. HO- ve
RO- serbest radikaller ¢ok reaktiftir ve yakindaki hiicrelere hizla saldirarak onarimi zor
streclere sebep olurlar (Gulcin, 2020). Serbest radikaller 6zellikle lipitlere,
karbonhidratlara, proteinlere ve niikleik asitlere saldirarak olumsuz etkilere sebep

olurlar (Sekil 1).
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Sekil 1. Serbest radikallerin biyolojik hedefleri

ROS ve antioksidanlar arasindaki herhangi bir dengesizlik, oksidatif stres (OS)

olarak bilinen ve aralarinda diyabetin de bulundugu patolojik durumun gelismesine



neden olan bir duruma yol agar (Asmat ve ark., 2016). Diabetes Mellitus'un ortaya
¢ikmasi ve gelismesinde OS roll kritik 6neme sahiptir. Glikolitik, hekzosamin, protein
kinaz C, poliol ve ileri glikasyon son tiriinii molekiillerin farkli metabolik yollarda pro-
oksidatif slreclerde diyabetin diizenlenmesinde roli vardir (Ighodaro, 2018). Deneysel
kanitlar, tip 1 diyabette otoimmiin reaksiyonlar, sitokinler ve enflamatuar proteinlerin
neden oldugu bozulmus beta hiicre fonksiyonunda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
roliiniin oldugu vurgulanmistir (Prattichizzo ve ark., 2018). Klinik ¢alismalardan elde
edilen bulgulara gére, OS Tip 2 diyabetin prevalansi ve pro-oksidan seviyeleri ve
oksidatif stres kaynakli doku hasar1 biyobelirtegleri (DNA bazlarinin oksidasyonu, 4-
hidroksi-2- gibi) ile giiglii bir sekilde iliskili oldugu vurgulanmistir (Rehman ve Akash,
2017; Aouacheri ve ark., 2015). ROS’daki artis OS gelismesinde 6nemli rol oyanayan
eslesmemis elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. OS diyabet ve diyabetle
iligkili komplikasyonlarin gelisimi ve ilerlemesinde anahtar rolii oldugu gosterilmistir
(Rains ve Jain, 2011). Diyabet patogenezinde OS’nin enzimatik sistemlerdeki
degisiklik, lipit peroksidasyonu, bozulmus glutatyon metabolizmasi ve azalmis C
vitamini, glutatyon, katalaz ve siliperoksit dismutaz seviyeleri iizerinde etkisi oldugu
belirtilmigtir (Asmat ve ark., 2016). OS ile gelisen makro ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar, diyabetik hastalarda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedeni
olmakla beraber bu komplikasyonlar dokuya 06zgudir ve benzer mekanizmalardan
kaynaklanir (Ahmad ve ark., 2005). Ayrica DM, koroner arter hastaligi, periferik
vaskiiler hastalik ve serebrovaskiiler hastalik gibi makrovaskiiler komplikasyonlara ve
retinopati, nefropati ve noropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine

katkida bulunur (Sun ve ark., 2021; Papatheodorou ve ark., 2016).
2.3. Diabetes Mellitus ve Antioksidanlar

ROS’larin etkilerini ¢esitli mekanizmalarla ortadan kaldiran veya hafifleten
yapilara antioksidanlar denir. Antioksidanlar, ROS'un oksidatif siireglerini ve zararh
etkilerini azaltmak igin hem gida sistemlerinde hem de insan viicudunda hayati rollere
sahipler (Gocer ve ark., 2013). Enzimatik ve enzimatik olmayan pekcok antioksidan
madde bulunmaktadir. Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon S transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (CAT) 6nemli

enzimatik antioksidanlardan bazilaridir. Bu antioksidanlar ¢esitli mekenizmalarla



serbest radikallerin etkilerini ortadan kaldirirlar veya hafifletirler. Ayrica enzimatik
olmayan antioksidanlarda sentetik ve dogal antioksidanlar olarak grupladirilirlar.
Antioksidanlar Sekil 2’de gosterildigi gibi serbest radikallerin olumsuz etkilerini

ortadan kaldirirlar.

STZ kaynakh serbest radikallerin etkilerini diisiiriir
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Sekil 2. Antioksidan enzim mekanizmalari

Sentetik antioksidanlar, dogal antioksidanlarla karsilastirmak ve gidaya dahil
edilmek iizere standart bir antioksidan aktivite 6l¢iim sistemine sahip olacak sekilde
gelistirilmistir  (Gulcin, 2020). Biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), tert-bitilhidrokinon (TBHQ), propil galat (PG) ve oktil galat
(OG) onemli sentetik antioksidanlardir (Giilcin, 2012). Sentetik antioksidanlar
toksikolojik etkileri agisindan kapsamli bir sekilde test edilmesine ragmen insanlarin

dogal antioksidan maddelere olan ilgisi giincelligini siirekli koruduguna inanilmaktadir.

Dogal gida katki maddelerinin artan popularitesi, daha fazla gida iireticisini
sentetik antioksidanlar1 dogal antioksidan bilesikler iceren bilesenlerle degistirmeye
sevk etmektedir (Gulcin, 2020). Ciinkii dogal iiriinlerinin ROS'a ve serbest radikallerin

neden oldugu ¢esitli hastaliklara kars1 koruma sagladigina ve sentetik antioksidanlara



oranla yan etkilerinin daha az olduguna inanilmaktadir. Fenolik bilesikler, fenolik
asitler, flavonoitler, flavonoller, karotenoitler, likopen, B-kriptoksantin, retinol (A
Vitamini), tokoferoller (E vitamini), troloks, askorbik asit (C Vitamini), stilbenler,
resveratrol, kumarinler, liganlar, tanenler, tannik asit ve gesitli mineraller 6nemli dogal

antioksidanlardan bazilaridir.

Antioksidanlar, diyabet tedavilerinde yararli bilesikler olarak kabul edilir. Bu
nedenle, antioksidan Ozelliklere sahip bitkisel ilaclar, diyabet tedavisinde 6nemli rol
oynayabilir (Xie ve ark., 2009). Kronik diyabet, reaktif oksijen tdrlerinin Uretimini
artirarak ve/veya antioksidan savunma sistemi aktivitesini azaltarak oksidatif stresin
olusumunu kolaylastirir. Meyvelerde ve bitkilerde bir¢ok fitokimyasal vardir ve her biri
farkli sekilde diyabet kaynakli hasarin Onlenmesinde rol alirlar. Bitkilerin
antihiperglisemik aktivitesi, esas olarak, insiilin ¢ikisinda bir artisa neden olarak veya
glikozun bagirsak emilimini inhibe ederek veya insiiline bagimli siireclerde
metabolitlerin kolaylastirilmasini saglayarak pankreas dokularinin islevini eski haline
getirme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir (Mohan ve ark., 2013). Polifenollerin
antidiyabetik etkileri insiilin uyarmasi, insiilin sekresyonu, insiilin duyarliligi, glukagon
benzeri peptit-1 (GLP-1) salgist ve GLP-1 yar1 émrii uyarirken hiperglisemiyi ve
dipeptidil peptidaz-4'u (DPP-4) baskilar (Neha ve ark., 2019). Ayrica, STZ ile diyabet
olustrulan rat modellerinde STZ’nin glukoz, HbAlc, AST, ALT, LDH, kreatinin, iire,
MDA, LDL c, diizeylerinde artisa neden oldugu belirlenirken; insulin, C-peptid, SOD,
GPx, CAT, GST, GR ve GSH diizeylerinde ise diislise neden oldugu belirlenmistir
(Dogan ve ark., 2015; Dogan ve Celik, 2016; Duman ve ark., 2022).

2.4. Oral Antidiyabetikler ve Glibenklamid

Diyabetik hastalarin  klinik tablosuna gore farkli tedavi yaklagimlari
bulunmaktadir. Bu tedavi yaklasimlarindan bazilar1 beslenme, hareket, etnofarmakalojik
acidan yararl bitkisel triinlerin kullanimi ve ilag tedavileridir. Prediyabet, insulin
salimiminin yetersiz oldugu ve kan glukoz diizeyinin normal sinirlarin iizerinde ise oral
antidiyabetik kullanimi Onerilmektedir. Diyabet tedavisinde kullanilan baslica oral
antidiyabetik 1ila¢ siniflar1 biguanidler, siilfoniliireler, meglitinid, tiyazolidinedion
(TZD), dipeptidil peptidaz 4 (DPP-4) inhibitorleri, sodyum-glikoz kotransporter
(SGLT?2) inhibitorleri ve a-glukozidaz inhibitorleri bulunur (Chaudhury ve ark., 2017).
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Oral antidiyabetik ilaglar, monoterapi veya kombinasyon halinde tip 2 diyabet
tedavisinin temelini olusturur (Bron ve ark., 2012). Oral antidiyabetik ilag¢larin tedavide
kullaniminin ortak o6zelligi, tedavinin diisiik dozda baslatilmas1 ve hastada Olciilen
HbAlc ve kan glukoz duzeyindeki glisemik cevaba gore yeri geldiginde titre edilerek

takibin yapilmasidir (Krentz ve Bailey, 2005).

Biguanidler, ozellikle diyet ve egzersiz tedavisinin basarisiz oldugu obez
hastalarda, instlin direncinin tstesinden gelmek icin hafif ila orta dereceli tip 2 diyabetli
hastalarinin tedavisinde kullanilan oral ajanlardir (Mehanna, 2013). Biguanidlerin iki
yonlii bir etki mekanizmasi vardir: (1) kas ve yag hiicrelerini mevcut insiiline kars1 daha
duyarli hale getirerek periferik kas glukoz alimini ve kullanimimi arttirirlar ve (2)
karacigerin asir1 glikoz yapmasini onleyerek hepatik glikoz ¢ikisini inhibe ederler
(Miller ve ark., 2013; Singh, 2016). Biguanid ilaglarin ana etkisi, karaciger
mitokondrisinde adenozin-5-monofosfatla aktive olan protein kinazin (AMPK)
aktivasyonu yoluyla ortaya c¢ikmasidir (Zhou ve ark., 2011). Biguanidler sinifin en
onemli ilaglaridan biri Metformindir. Metformin, tip 2 diyabetin tedavisi icin WHO
tarafindan en yaygin sekilde recete edilen temel ilag olarak kabul edilir. Metforminin
glukoz metabolizmasi lizerinde pleotropik etkileri oldugu gosterilmis olsa da, tip 2
diyabetli hastalarda baglica glukoz diigliricii etkinin ¢ogunlukla hepatik
glukoneogenezin inhibisyonu araciligiyla oldugu konusunda genel bir fikir birligi vardir

(LaMoia ve Shulman, 2021).

Sulfonillreler, bir fenil-stlfonil-iire yapisi igeren en eski oral antidiyabetik ilag
smifidir.  Stlfoniliireler, pankreas beta hiicrelerinde ATP'ye duyarli potasyum
kanallarina (K") baglanir ve onlar1 inhibe ederek, K™ akisi azalir ve beta hiicre zari
depolarize olur. Membran depolarizasyonu, kalsiyum (Ca*®) kanallarmin acilmasina
neden olarak Ca*? akisma ve hiicre ici Ca™’un artmasina neden olarak pankreatik beta
hiicrelerinden kan glukoz seviyelerinden bagimsiz olarak insiilin salinimina neden olur

(Proks ve ark., 2002).

Siilfoniliireler siifinin 2. kusak ilaglarindan glibenklamit 6nemli bir oral
antidiyabetik ajandir. Glibenklamid, merkezi sinir sistemi hasarini takiben siilfoniliire

reseptori 1'i (Surl) ve Katp kanalinin diizenleyici alt birimini inhibe ederek asiri



inflamatuar yanit1 azaltan tip 2 diaybetin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir
(Caffes ve ark., 2015).

Meglitinidler, yar1 omrii kisa etkili anti-diyabetik ajanlardir ve bu nedenle
postprandiyal hiperglisemiyi diisiirmede ve hipoglisemi tehlikesini azaltmada degerli
rollere sahiptirler (Wu ve ark., 2017). Bu sinifta engok kullanilan ilaglar repaglinid ve
nateglinid'dir. Her iki ila¢ da karacigerde metabolize edilir ve repaglinid'in < % 10'u ve

nateglinidin ¢ogu renal olarak atilir (Snyder ve Berns, 2004).

Tiyazolidinedionlar (TZD), inslilin duyarliliim1 artirarak tip 2 diyabetli
hastalarda metabolik kontrolii iyilestiren bir oral antidiyabetik ila¢ sinifidir. TZD'ler,
antidiyabetik etkilerini, bir niikleer reseptor olan peroksizom proliferatorle aktive olan
reseptoriin (PPARy) gama izoformunun aktivasyonunu igeren bir mekanizma yoluyla
gosterir (Hauner, 2002).

Dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri, tip 2 diyabet tedavisi i¢in kullanilan
bir ila¢ smifidir. Bu smiftaki ilaclar siddetli hipoglisemiye neden olmadan metabolik

kontrolii saglayarak iyilestirme saglamasi beklenmektedir (Richter ve ark., 2008).

Sodyum-glikoz kotransporter (SGLT2) inhibit6rleri bobrekte glukozun yeniden
emilmesinde rol oynayarak SGLT2 inhibitorleri renal glukoz atilimini arttirir ve sonug
olarak plazma glukoz seviyelerini distirirler (Isaji, 2007). SGLT2, yiksek
kapasiteli/diisiik afiniteli bir Na'/K" yardime! tastyicist olup, glikozun %90'nin yeniden

emilmesinden sorumludur (Madaan ve ark., 2016).

a-glukozidaz inhibitorleri, karbonhidrat emilimini geciktirerek, HbAlc'de
O6nemli bir diisiisle postprandial hiperglisemi ve postprandiyal insiilinde 6nemli bir
azalma saglayan oral antidiyabetik ajanlardir (Rabasa-Lhoret ve Chiasson, 2003). a-
glukozidaz inhibitorleri ince bagirsagin epitelinde bulunan zara bagli bir enzimdir ve
oligosakkaritlerin emilebilir monosakkaritlere hidrolitik bdlinmesini katalize ederek
glikozun ince bagirsak tarafindan emilmesini kolaylastirmaya calisir (Kumar ve ark.,

2011).



2.5. Calismada Kullanilan Analitik Teknikler

Insanlik ge¢misi boyunca, bitkilerden elde edilen iiriinlerin hastaliklarin
tedavisinde iyilestirici etkileri, besin ve gida amaciyla kullanilmiglardir. Bu anlamda
guvenilir kaynaklar olan tibbi bitkiler, ilag kesif hedefleri dogrultusunda bilesikler
bulmak i¢in arastirtlacak yiizlerce molekiil igerdikleri goriilmiistiir. (McChesney ve ark.,
2007; Huang ve ark., 2004).

Kromatografi, karisimlardaki bilesenleri basit veya karmasik yoOntemlerle
birbirinden ayirmak igin kullanilan analitik bir tekniktir. Genel olarak tanimlamak
gerekirse kromatografi, madde karisimlarinin (nukleik asit, polisakkarit, protein ve
enzim v.b) sabit ve mobil faz arasinda ayristirmak istenen bilesenin sabit bir faza
eklenmesi ve bu sabit faz iizerinde akan bir bagka hareketli bir faz sayesinde
bilesenlerine ayrilmasi ilkesine dayanan cok yonli ve analitik glice sahip bir
kromatografik tekniktir. Bir kromatografi sisteminde: (i) sabit, (ii) hareketli ve (iii)
ayristirilmak istenen karigim olmak (zere 3 bilesen bulunmaktadir. Karigimdaki
maddeler sabit ve mobil faz arasinda, yiik, sekil, biiyiiklik ve ¢oziiniirliikk gibi
Ozelliklerinden yararlanilarak ayristirma islemi  gerceklestirilmektedir. Cesitli
kaynaklardaki maddeleri ayirnak igin ince tabaka kromatografisi, gaz kromatografisi,
kapiler elektroforez ve yiksek basingli sivi  kromatografisi gibi yOntemler
kullanilmaktadir (Sherma 2010; Ganzera 2008; Gotti 2011).

2.5.1. LC-MS teknikleri

Kitle spektrometresi (MS), kimyasal turleri iyonize eden ve olusan iyonlar
kiitle/yiik oranini esas alarak olusturulan ve daha ¢ok kalitatif amaglar i¢in kullanilan bir
analitik tekniktir. MS dedektorleri 6zellikle bilinmeyen maddelerin dogrulanmasinda
genis olgekli kullanilir (Watson ve Sparkman 2007; Chiu ve Muddiman 2008).

Kitle spektrometresi dedektorleri (Sekil 3) elektrik ya da manyetik kuvvet
alanlarin1 kullanarak iyonlar1 kiitle (m)/yUk(z) oranlarina gore ayiran optik cihazlardir.
Kiitle spektrometre cihazi; numuneden iyonlari olusturarak, iyonlart m/z oranlaria gore

ayristirmak ve iyonlarin fazlahigim 6l¢gmeye dayali bir tekniktir. Kiitle spektrometre
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dedektorleri  notr molekdllerin  kitlesini  dogrudan 6lgmedigi  icin  molekili

Iyonlastirarak (m/z) oranini 6lgerler.

Bir kutle spektrometresi (¢ parcadan olusur: Bir iyon kaynagi, kiitle analizori ve
dedektorden olusur. Kiitle spektrometre teknigi canli matrislerdeki (insan, bitki, hayvan
vs.) dokusu veya herhangi bir canli matriste bulunan dokularin sekonder metobolitleri

hem kalitatif (nitel) hem de kantitatif (nicel) analizlerini yapmak amaciyla kullanilabilir.
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Sekil 3. Kiitle spektrometre cihazlarinin sematik diyagrami
2.5.2. LC-MS/MS (S1iv1 kromatografisi tandem kiitle spektrometresi)

S1vi kromatografi-kitle spektrometrisi (LC-MS) ile birlesen (tekli kuadrupol) ve
Ozellikle de (G¢lt kuadrupol) cihaz sistemleri (Sekil 4) organik bilesiklerde oldugu gibi
bitkilerin sekonder metabolitlerinin kalitatif (nitel) ve kantitatif (nicel) analizlerinde ¢ok
sik tercih edilmektedir. LC-MS cihaz1 ile HPLC kolonunda belli bir ayrimdan gecen
analitlerin ana iyon (parent iyon) da denilen molekiiler iyonlarini belirleyerek
bilesenlerin nicel (kantitatif) veya nitel (kalitatif) analizleri yapilir. Aymi kiitle/yiik
oranma sahip bircok sayida molekiill olmasina ragmen dogada ayni pargalanma
iyonlarina sahip molekiillerin bulunma olasiligi 1/100000 dir. Bunun i¢in LC-MS/MS
teknigi spesifik bir testtir. Bundan dolay1 bu teknikle ¢ok kiiclik derisimlerde kantitatif
analiz yiiksek duyarlilikla yapilmaktadir. LC-MS/MS teknigi Orneginde bulunan
bilesenlerin miktarini, molekiil agirligin1 ve molekiil yapisinmi kisa siirede tayin edebilir

(Vogeser ve Kirchhoff, 2011).
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Sekil 4. Tekli kuadrupol (LC-MS) ve tc¢li kuadrupol (LC-MS/MS) cihaz semalari
2.6. Scutellaria

Lamiaceae familyasinda yer alan Scutellaria cinsi yaklasik 360-469 tur ile temsil
edilmektedir (Shen ve ark., 2021). “Takke” olarak bilinen Scutellaria cinsi Avrupa,
Amerika Birlesik Devletleri ve Dogu Asya gibi 1liman ve tropikal bolgelerde yaygin
bulunur. Scutellaria tiirlerinin ¢ogu, 5 cm ila 1 m boyunda tek yillik veya ¢ok yillik otsu
bitkiler iken; bazi tiirler ¢alilik tarzinda ve sucul ortamda yetisirler. Scutellaria
tiirlerinin yapraklar karsilikli ve dort koseli govdeye sahiptirler. Cigeklerin alt ve (st
dudaklar1 olan Scutellaria cinsinin tiir tanimlanmasinda kaliks tizerindeki tipik kalkan
tarafindan en kolay sekilde tanmir (Jiangsu New Medical College, 1977). Bu cinsin
tlrleri binlerce yildir yerel tipta yaygin olarak kullanilmaktadir. Etnofarmakolojik
caligmalara gore, Scutellaria cinsi ekstrelerinin veya etken maddelerinin antitimor,
hepatoprotektif, antioksidan, antiinflamatuar, antikonvilsan, antibakteriyel, antiviral,
noroprotektif ve hafiza gelistirici etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Shang ve ark.,
2010). Bagka bir ¢alismada, Scutellaria cinsine ait tirlerin antidiyabetik, antidepresan
etkilere sahip oldugunu ve ayrica omurilik yaralanmalarina, kronik obstriiktif akciger
hastaligina ve pulmoner arteriyel hipertansiyona kars1 koruyucu etkilere sahip oldugu
belirlenmistir (Shen ve ark., 2021). Scutellaria basta fenolik bilesikler (flavonoitler,
feniletanoid glikozitler) ve terpen bilesikleri (iridoit glikozitler, diterpenler ve
triterpenoidler) olmak Uzere alkaloitler, fitosteroller ve polisakkaritler igerdigi rapor
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edilmistir (Shang ve ark., 2010). Bu ¢alismada ayrica, flavonoitlerin ana bilesikleri olan
baicalin, baicalein, wogonin ve ganhuangenin, antikanser, anti-HIV, antibakteriyel,
antiviral, anti-inflamatuar ve antikonviilsan etkilere sahip oldugu belirlenirken;
diterpenlerin ana bilesikleri olan Jodrellin A, jodrellin B, scutalbin A ve scutecyprol

B'nin istah1 dnleyici etkileri oldugu belirlenmistir.

Scutellaria turleri tzerinde pekgok in vivo ve in vitro etkilerin arastirildigi

calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilar1 asagida verilmistir.

S. baicalensis ve iki ana biyoaktif bileseni, baicalin ve baicalein, metabolik
sendromun ve obezite, hiperlipidemi, ateroskleroz, diyabet gibi ilgili bozukluklarin ve
bunlar1 takip eden komplikasyonlarin kontrolii iizerinde iimit verici etkilere sahip

oldugu rapor edilmistir (Rahimi ve ark., 2021).

STZ ile diyabet olusturulan ratlarda S. baicalensis etanolik kok ekstresinin
antioksidan, antidiyabetik ve lipit profilini iyilestirmenin yani sira pankreatik insiilin

icerigini de arttirdig1 belirlenmistir (Waisundara ve ark., 2008).

STZ ile diyabet olusturulan sicanlarda Rhizoma coptidis ve Scutellaria
baicalensis bitki ¢ifti ve ana bilesenlerin bagirsak disakkaridazlarinin artan
aktivitelerini kismen inhibe ederek ve plazma insiilin seviyesini yiikselterek anti-

hiperglisemik etki gosterdigi rapor edilmistir (Liu ve ark., 2013).

Tip 2 diyabet ve komplikasyonlarmin tedavisinde S. baicalensis Georgi'de
bulunan baicalin, baicalein, wogonoside ve wogonin'in patogenezini ve klinik
etkilerinin ~ derlendigi ¢alismada, Scutellaria flavonoitin  tip2 diyabet ve
komplikasyonlarinin tedavisinde iyilestirici etkiye ve insan sagliginin iyilestirilmesinde

genis uygulama alanina sahip olabilecegini vurgulamiglardir (Yingrui ve ark., 2022).

Scutellaria—coptis otunun Tip 2 diyabet KK-Ay farelerinde ve RAW264.7
makrofajlarinda anti-diyabetik 6zelliklere sahip oldugunu bildirmisler (Zhang ve ark.,

2019).

S. baicalensis surgunlerinin flavonoitler agisindan zengin 6zii ve bunun sekiz

yuksek icerikli flavonoitlerinin, a-glukosidaz ve a-amilaza karsi inhibisyon etkilerinin
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arastirildigr calismada, ekstre flavonoitlerin dogrudan enzimleri inhibe edici etkilerinin
yant sira, artan oksidatif streslerin neden oldugu cesitli serbest radikalleri temizleyerek

tip 2 diyabetin iyilestirilmesine de yardimci olabilecegini bildirmislerdir (Li ve ark.,

2018).

Geleneksel Cin tibbinda S. baicalensis Georgi, diyabet tzerinde dikkate deger
bir iyilestirici etkisinin oldugu ve bu etkinin AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK)
yolu araciligiyla otofajiyi indiikleyerek yiiksek glikoz altinda insiilin sekresyonunu

artirdigini ve apoptozu azalttig1 bildirilmistir (Zhou ve ark., 2022).

Tip 2 diaybet db/db tiirii obez erkek fareler ilizerinde yapilan calismada, S.
baicalensis ekstrelerinin, kilo alimi ve hipertrigliserideminin tedavisi i¢in adjuvan
terapotik ajan olarak yararli potansiyel islevini ortaya koyan, giiglii anti-obezite ve anti-

hipertrigliserid etkileri oldugu rapor edilmistir (Song ve ark., 2013).

S. baicalensis ve C. chinensis’nin bagirsak mukozal bariyerinin korunmasi ile
iligkili mekanizmalar sayesinde, TLR-4/TRIF ve TNFR-1/NF-«xB sinyal yollarini igeren
enflamasyonun inhibisyonu ve bagirsak mikrobiyotasinin diizenlenmesiyle, hasarli
bagirsak bariyerini onararak, dolasimdaki bagirsak kaynakli lipopolisakkarit (LPS) ve
inflamatuar faktorlerin miktarin1 azaltabilecegini boylece Tip 2 diyabette terapétik bir

etki saglayabilecegi vurgulanmistir (Zhang ve ark., 2020).

STZ (60 mg/kg intraperitonal) ile diyabet olusturulan siganlarda S. baicalensis'in
penil ereksiyonu tizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada, 300 mg/kg/giin S.
baicalensis ekstre uygulamasinin penil korpus kavernozumun NO/cGMP yollarmin
aktivasyonu yoluyla penil erektil disfonksiyonu iyilestirdigini belirtmigler (Li ve ark.,
2016).

S. baicalensis’te bulunan pirogallol tipi polifenollerin potansiyel amiloid peptit

inhibitor etkisinin oldugu vurgulanmistir (Wang ve ark., 2022).
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2.6.1. Scutellaria orientalis L. Subsp. pichleri

Tiirk geleneksel tibbinda 'kaside' diye bilinen Scutellaria orientalis L. subsp.
pichleri, Scutellaria pinnatifida subsp. pichleri (Staf) Rech. f.’nin sinonimi olarak kabul
edilir. Bu bitkinin fitokimaysal igerik analizi ¢ok fazla calisilmakla beraber preklinik
kullanimina iligkin in vivo ¢alismalar yok denecek kadar azdir. Scutellaria orientalis L.
subsp. pichleri, trinin toprak istii ve ¢igek kisimlarimin Tirkiye halk hekimliginde
analjezik, antikanser ve antihemoroit tedavisinde kullanildig rapor edilmistir (Miikemre
ve ark., 2015; Cakilcioglu ve Tiirkoglu, 2009). S. orientalis toprak iistii kisimlarindan
kaynatilarak hazirlanan bir bardak ¢ayin giinde iki kez kullanilmasinin kan durdurucu
etkisinin oldugu rapor edilmistir (Cakilcioglu ve Turkoglu, 2010). Bir baska calismada,
S. orientalis yaprak ve ¢igeklerinden hazirlanan bir bardak ¢ayin a¢ karnina giinde iki
kez alinmasinin analjezik, kanser ve hemoroid tedavisinde yararli oldugu onerilmistir
(Zengin ve ark., 2019). S. orientalis kok ekstresinin insan kolon hiicre hatlarinda baslica
anti-kanser ajanlarinin varligimmi gosteren bir antikanser aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Garari ve ark., 2021). Scutellaria orientalis’in su ve etanol ekstrelerinin
ABTSe ve DPPHe radikalleri temizleme kapasitesine gore kuvvetli antioksidan aktivite
gosterdigi ve dogal antioksidan potansiyel kaynagi oldugu belirlenmistir (Tiirkoglu,
2010).

S. orientalis B-karyofillen, germacrene D, bisiklogermakren, karyofilen oksit,
spathulenol ve karyofilenol 1l gibi major ugucu yag bilesimine sahiptir (Yilmaz ve ark.,
2019). S. orientalis bitkisinin fenolik bilesik miktar tayininde apigenin, apigenin-o-
glukuronid, scutellarin ve apigenin-C-hekzosit-C-pentosit gibi flavon bilesikleri
bakimindan zengin oldugu ve ylksek flavon ve total fenolik sayesinde in vitro
antidiyabetik enzim inhibisyon 6zelliklerine sahip oldugu belirlenmistir (Zengin ve ark.,
2019).

Bu c¢alismada, Scutellaria orientalis toprak iistii kisimlarindan hazirlanan
etanolik liyofilize ekstresinde LC-MS/MS ile fenolik igeriginin belirlenmesi ve STZ ile
diyabet olusturulan ratlarda 1yilestirici etkileri biyokimyasal, antioksidan ve

antidiyabetik bulgular 15181nda ortaya konulmasi amaglanda.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Analizlerde kullanilan cihazlar ve malzemeler

AE-S90-MD UV/VIS spektrofotometre, NUVE NF 1200R sogutmali santrifiij,
ISOLab LS-EJ-320AB hassas terazi, JSWB-22T sicak su banyosu, WTW inolab pH
7110 pH metre, WiseMix VM-10 vorteks, Eppendorf plus mikro pipet, Ultrasonik
homojenizatér (SONOPULS HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany), Vestel derin
dondurucu, Wisecryo difiriz (-80 °C), Kross saf su cihazi, Rotary mikrotom (H315,
Mikrom GmbH, Almanya), Mikroskop (Leica DMI 6000B model), enjektor, falkon 50
mL plastik tiip, EDTA’l1 ve Biyokimya tiipleri, diseksiyon seti, kurutma kagidu.

3.1.2. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Bovin serum albumin (Sigma, AZ2153-10G), Beta Nikotinamid adenin
dintkleotit fosfat (NADPH), Coomasie Blue G, Etil alkol (Sigma, Cas no:64-17-5),
Metafosforik asit (HPO3), Tiyobarbitirik asit (TBA), Trikloro asetik asit (TCA),
1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA), Askorbik asit, Demir Il sulfat (FeSO4.7H,0),
Okside glutatyon (GSSG), Redukte glutatyon (GSH), 5-5’-Ditiobis 2- nitrobenzoik asit
(DTNB), Hidroksi metil amino metan (Tris), Hidroklorik asit (HCI), Sodyum Klortr
(NaCl), Sodyum hidroksit (NaOH), Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PQO,), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Coomasie Blue G,
Hidrojen peroksit (H,0;), Ketamin (%10 luk).

3.1.3. Bitki

Calismada Kaside (Scutellaria orientalis L. subsp. pichleri) bitkisinin toprak
ustd kisimlart kullanildi. Bitki Van Glirpmar ilgesinden Mayis 2022°de toplandi.
Giinesten korunarak gélgede kurutulan bitki, teshis i¢in bir 6rnek alinarak Van Yuzuncu
Y1l Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dalinda gorev yapan
Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin EROGLU tarafindan teshis edildi. Teshis sonrasi bitkinin
Scutellaria orientalis L. subsp. pichleri oldugu rapor edilerek, bir 6rnegi 165215 nolu

kayit numarasiyla Van Fen Fakiiltesi Herbaryumu (VANF)’nda kayit altina alindi.
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3.1.4. Deney hayvam (Sigan)

Deneysel ¢aligmada Van Yiiziincii Yil Universitesi Deney Hayvanlari
Unitesi’nden temin edilen 2-3 aylik, 150-250 g agirhiginda 6+42=48 adet Wistar albino
k1 erkek siganlar kullanildi. Alti adet sigan toksiste testi icin geriye kalan kirk iki
tanesi ise normal calismada kullanildi. Siganlar oda sicakliginda, 12 saat aydinlik/12
saat karanlik 151k periyodunda, standart plastik kaplarda ad libitum olarak beslenmeleri
saglandi. Yapilacak calismada parametrelere olumsuz etki edecek faktorlerin en aza
indirilmesi icin gerekli biitiin 6nlemler alindi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 23/12/2021 tarih ve 2021/12-13 sayili karar ile onay
alind1 ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 01/12/2022 tarih ve 2022/12-18

sayili karar1 ile kesin sonug raporu ile ¢alisma sonuglandirildi.
3.2. YOntem
3.2.1. Etanolik liyofilize ekstrenin hazirlanmasi

Liyofilize ekstre Dogan ve ark.’a (2018) gore hazirland1. Ozetle; toprak, toz ve
haserelerden temizlenmis toprak Ustl bitki numuneleri gélgelik laboratuvar ortaminda
yice kurutulmalar1 saglandi. Kuruyan ¢igek kisimlar1 blender yardimi ile toz haline
getirildikten sonra 40 g 6rnegi 1 L % 80’lik etanol iginde 2 saat siireyle calkalayicida
karistirildi. Kaba kurutma kagidindan stzildi. Suzilen drnekler enjektdr yardimiyla
0.45 pm’lik hidrofilik filtreden gegcirildi. +37 °C’de evaporator yardimiyla ¢oziiciiden
arindirilan yogunlastirilmis fraksiyonlar -85 °C sicaklik ve 50 millitor basing altinda
liyofilizatér cihazinda kuruyana kadar bekletildi. Elde edile liyofilize ekstreler deney
uygulamasina kadar -20 °C’de saklanarak deneysel uygulamalar i¢in hazir hale getirildi.
Deney sirasinda daha dnce belirlenmis olan dozlar canli hayvan agirligina gore ekstreler

mg/kg olarak saf suda ¢ozunduiriilerek siganlara gavaj olarak verildi.
3.2.2. Toplam fenolik miktar tayini

Gerekli ekstre miktar: tartildi, konsantrasyon 2 mg/mL olacak sekilde etanolde
(% 75) ¢ozdiiriildii. Daha sonra 6rnekten 20 pL alinip, iizerine sirasiyla 1580 pL distile
su (dH,0), 100 pL Folin-Ciocalteau reaktifi ve 300 pL %20’lik sodyum karbonat
¢ozeltisi eklendi. Kalibrasyon egrisi olusturabilmek i¢in 50 mg/mL, 100 mg/mL, 150
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mg/mL, 250 mg/mL, 500 mg/mL konsantrasyonlarda gallik asit (GA) diliisyonlari
hazirland1 ve 6rnek yerine GA dilusyonlart konularak diger ¢ozeltiler ayn1 miktarda
ilave edildi. Tiim tiipler 40°C'de 30 dak. Inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
absorbanslar 765 nm dalga boyunda kor olarak kullanilan etanole karsi ELISA’da
okundu (Singlet ve Rossi, 1965). GA cozeltileri yardimiyla hazirlanan kalibrasyon
egrisine gore (Sekil 5), 6rnegin absorbanasi kullanilarak toplam fenol konsantrasyonu
GA esdegeri olarak hesaplandi. Ekstrenin toplam fenol mikatr1 mg/g ekstre + standart

sapma olarak verildi.

y = 0,5752x - 0,0059
£ 06 R?=0,9951

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Gallik asit konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 5. Toplam fenolik madde tayininde standart olarak kullanilan gallik asitin

kalibrasyon egrisi
3.2.3. Toplam flavonoit miktar tayini

Gerekli ekstre miktar: tartildi, konsantrasyon 2 mg/mL olacak sekilde etanolde
(% 75) ¢6zdiiriildii. Daha sonra 6rnekten 500 pL alinip, iizerine sirasiyla 1500 puL etanol
(% 75), 100 pL %10’lik AICI3, 100 pL 1M sodyum asetat ¢ozeltisi ve 2800 puL dH,O
eklendi. Kalibrasyon egrisi olusturabilmek i¢in 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.50 mg/mL
ve 1 mg/mL konsantrasyonlarda kersetin’in kalibrasyon ¢ozeltileri hazirland1 ve 6rnek
yerine Kersetin dilisyonlar1 konularak diger ¢ozeltiler ayn1 miktarda ilave edildi.
Karisimlar 30 dak. oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda absorbanslar
415 nm dalga boyunda kor olarak kullanilan etanole kars1t ELISA’da okundu (Woisky
ve Salatino, 1998). Ornegin absorbanasindan, kersetin ¢zeltileri yardimiyla hazirlanan

kalibrasyon egrisine (Sekil 6) gore, total flavonoit konsantrasyonu kersetin es degeri

18



olarak hesaplandi. Ekstrenin toplam flavonoit mikatr1 mg/g ekstre + standart sapma

olarak verildi.

y = 3,2461x + 0,0138
R2 = 0,941

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Kersetin konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 6. Toplam flavonoit madde tayininde standart olarak kullanilan Kkersetinin

kalibrasyon egrisi
3.2.4. LC-MS/MS analizi

Kaside (Scutellaria orientalis L. subsp. pichleri) bitkisinin toprak usti
kisimlarindan hazirlanan % 80’lik etanol ekstresinin fitokimyasal igerik tanimlanmasi
ultra yliksek performansli sivi kromatografi (UHPLC) cihazi ile daha 6nce validasyonu
yapilan 53 fitokimyasalin taranmasi esasina gore Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi’ndeki Yilmaz (2020) metoduna goére yapildi. Bu 53
bilesigin 3 tanesi bitki bilesiminde bulunmayan ticari olarak satin alinan saf madde i¢
standartlardir (IS). Bunlar sirasiyla, ferulik asit D1 (20 mg/L), rutin D2 (1 mg/L) ve
kersetin D3 (5 mg/L) dir.

Analiz igin Shimadzu-Nexera model UHPLC cihazina bagli tandem Kkiitle
spektrometresi kullanildi. Kullanilan ters faz UHPLC sistemi, bir otodrnekleyici (SIL-
30AC model), bir kolon firim1 (CTO-10ASvp model), gradiyent pompa sistemi (LC-
30AD model) ve bir degazer (DGU- 20A3R model) bilesenlerinden olusmaktadir.
Kromatografik ayrim Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mmx2.1 mm, 2.7 um)
bir kolon kullanilak gergeklestirildi. Kolon sicakligi 40°C’ye ayarlandi. Ellsyon
gradiyenti, mobil faz A (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit) ve

mobil faz B (ultrasaf su+5 mM amonyum format+0.1% formik asit)’den olusturuldu.
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Gradiyent ellsyon profili, %20-100 B (0-25 dk), %100 B (25-35 dk), %20 B (35-45 dk)
seklinde kullanildi. Mobil faz akis hizt 0.5 ml/dk ve enjeksiyon hacmi 5 pl olarak
belirlendi (Yilmaz, 2020).

Kullanilan LC-MS/MS sisteminin kiitle spektrometre dedeksiyonu igin hem
pozitif hem de negatif modda ¢alisan bir elektrosprey iyonlasma kaynagi ile donanmis
Shimadzu LCMS-8040 model sirali kiitle spektrometresi kullanildi. LC-ESI-MS/MS
verileri LabSolutions yazilimi (Shimadzu) ile alinarak islendi. Fitokimyasallarin miktar
tayinlerinin tespiti icin Coklu Reaksiyon Goruntiileme (MRM) modu kullanildi. MRM
yontemi, belirli ana iyon-parcalanma iyonu gegislerinin taranmasina dayali olarak
fitokimyasalllarin segici olarak tespit edilip miktarsal tayininin yapilmasi i¢in optimize
edildi. Optimum fitokimyasal fragmentasyonu ve arzulanan pargalanma iyonlarinin
maksimal gecisini elde etmek i¢in ¢arpisma enerjileri optimize edildi. Uygulanan MS
calisma sartlar1, kurutucu gaz (N2) akis1 15 L/dk; nebiilizer gaz (N2) akis1 3 L/dk; DL
sicakligi 250°C; heat block sicakligi 400°C ve arayliz sicakligt 350°C olarak
belirlenerek ekstredeki kantitatif miktar tayini mg analit/g ekstre olarak verildi (Y1ilmaz,
2020).

3.2.5. Toksisite testi ve dozlarin belirlenmesi

Toksisite testi Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitiiniin (OECD) 432’ye gore
yapildi. Toksisite testinde 6 adet wistar albino irki erkek sican kullanildi. Siganlara 24
saatte bir sirastyla 2000, 300 ve 50 mg/kg S. orientalis (SO) ekstresi gavaj olarak
verildi. Toksisite testi sonrasi sicanlarda morbidite veya mortalite gézlenmedi. Toksiste

testi sonrasi ¢aligmada 100, 200 ve 400 mg/kg SO dozlar1 uygulandi.
3.2.6. Streptozotosinle (STZ) sicanlarda diyabet olusturulmasi

Calismaya baslamadan kontrol grubu disindaki gruplara 0.1 M sitrat tamponu
(pH:4.5) icinde ¢ozdiirilen STZ (50 mg/kg, intraperitnal, i.p) uygulandi (Duman ve
ark., 2022). Uygulama sonras1 72. saatte glukometre yardimiyla kuyruk kani glukoz
degerleri Olgiilerek > 200 mg/dL ¢ikan hayvanlar diabetes mellitus (DM) olarak kabul
edildi.
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3.2.7. Deneysel muamele ve gruplarin olusturulmasi
21 gin surdirulen galismada 42 adet rat 6 esit gruba (n=7) ayrildu.

(1) Kontrol grubu: Gruptaki ratlar belirlenen siire boyunca standart yem ve su
ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi ve ek olarak ginde tek doz (1mL/Kkg)

fizyolojik su gavaj olarak verildi.

(11) DM grubu: Gruptaki DM’li ratlar belirlenen siire boyunca standart yem ve
su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Ayrica, DM’li ratlara giinde tek doz

(ImL/kg) fizyolojik su gavaj olarak verildi.

(111) DM + SO-100 mg/kg ekstre grubu: Gruptaki DM’li ratlar belirlenen sire
boyunca standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Ayrica, DM’li
ratlara giinde tek doz (100 mg/kg) ekstre gavaj olarak verildi.

(V) DM + SO-200 mg/kg ekstre grubu: Gruptaki DM’li ratlar belirlenen stre
boyunca standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Ayrica, DM’li

ratlara guinde tek doz (200 mg/kg) ekstre gavaj olarak verildi.

(V) DM + SO-400 mg/kg ekstre grubu: Gruptaki DM’li ratlar belirlenen sire
boyunca standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglandi. Ayrica, DM’li

ratlara guinde tek doz (400 mg/kg) ekstre gavaj olarak verildi.

(V1) DM + glibenklamid (Gly) (3 mg/kg) grubu: Gruptaki DM’li ratlar
belirlenen siire boyunca standart yem ve su ile ad libitum olarak beslenmeleri saglanda.
Ayrica, pozitif kontrol grubu olarak DM’li ratlara giinde tek doz oral antidiyabetik ilac
olan glibenklamid (3 mg/kg) gavaj olarak verildi (Agirman ve ark., 2022).

Ayrica, deney siiresince haftalik canli agirlik degisimleri ve kan glukoz

degerlerine bakildi.
3.2.8. Kan ve doku orneklerinin alinmasi

Yirmi bir glinliik deney sonunda siganlar ketamin HCI (50 mg/kg) ve ksilazin

HCI (10 mg/kg) ile intraperitonal (ip) olarak anestezi altina alindi. Anestezi altinda

21



enjektdr ile kalpten alinan kan biyokimya ve EDTA’li hemogram tiiplerine alindi.
Ayrica pankreas, karaciger ve bobrek dokulari alinarak derin dondurucuda analiz

agsamasina kadar saklandi.
3.2.9. Doku homojenizasyonu

Derin dondurucuda bekletilen si¢anlarin pankreas, karaciger ve bobrek dokulari
oda sicakligina gelinceye kadar kademeli olarak buz lizerinde ¢oziinmeleri saglandi.
Ekstraksiyon icin 1 mmol/L EDTA ve 50 mM KH,PO, (pH 7.4) iceren tampon
kullanildi (Dogan ve ark., 2018). 500 mg doku iizerine 5 mL soguk tampon eklenerek,
dokular cam bagetle iyice ezilerek Ultrasonic Processor homojenizatérde (SONOPULS
HD 2200, Bandelin, Berlin, Germany) 3 dakika boyunca homojenize edildi. Ekstre
hemen +4 °C’de 30 dakika 9500 rpm’de santrifiij edildi. Pankreas, karaciger ve bobrek
dokusundan elde edilen berrak siipernatantlarda hedeflenen parametre ve enzim

tayinleri i¢in kullanildi.
3.2.10. Total protein tayini

Total protein konsantrasyon tayini igin standart olarak sigir serum albiimini
(BSA) kullanild1 (Bradford, 1976). Protein tayini, proteine baglanan Coomasie Blue G
boya reaktifinin, spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda maksimum
absorpsiyonunun olgiilmesi prensibine dayanir. Total protein tayini pankreas, karaciger
ve bobrek dokulari siipernatantlarinda bakilan malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon
(GSH), antioksidan enzimlerden glutatyon peroksidaz (GPx), slperoksid dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon S- transferaz (GST) ve glutatyon reduktaz (GR)
mg/protein cinsinden ifade edildi.

Cozeltiler

1. Konsantre Bradford soliisyonu (5%): 100 mg Coomasie Blue G siraysiyla 50
mL absolut etanol ve 100 mL ortofosforik asit (% 85) icerisinde ¢dzindurildiu. Daha

sonra soltiisyon distile su ile 200 mL’ye tamamlandi ve filtre edildi.

2. Bradford calisma soliisyonu (1%): Yukarida hazirlanan ve filtre edilen

soliisyonun distile su ile 1:5 oraninda sulandirilmasi ile hazirlandi.
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Protein Tayin Yontemi

6 adet standart 10 mg/mL stok BSA’dan seri sulandirmalar yapilarak hazirlandi.
Standartlar, 6rnek ve kor bradford ¢alisma soliisyonu ile muamele edildikten sonra 20
dk karanlikta inkiibe edildi. 20 dk sonunda 595 nm dalga boyunda spektrofotometre
kore karsi sifirlandiktan sonra 6rnek ve standartlarin absorbansi Slgiildii. Standartlara
karsilik gelen konsantrasyon-absorbans degerleri ile standart egri grafigi olusturuldu
(Sekil 7). Orneklerdeki total protein konsantrasyonu egri kullanilarak sonuclar mg/mL

protein olarak ifade edildi.
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Absorbans 595 nm

Sekil 7. Protein standart egrisi
3.2.11. Rutin serum biyokimyasal ve HbAlc analizleri

Serum karaciger ve bobrek hasar1 biyomarkirlarindan aspartat aminotransferaz
(AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH), kreatinin, Ure,
glukoz ve lipit profili [total trigliserit (TG), total kolesterol (TC) ve yiiksek yogunluklu
lipoptotein_kolesterol (HDL_c)] parametreleri Cobas 6000 otoanalizor cihazi (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim, Almanya) ve bu cihaza 0zgu kitlerde okundu. %
HbAlc ise Tina-quant hemoglobin Alc Gen.3 COBAS INTEGRA/cobas ¢ systems,

(Roche Diagnostics, Indianapolis, Almanya) kitlerde okundu.
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3.2.12. Malondialdehit tayini

Yag asitlerinin, serbest radikallerle reaksiyonu sonucu olusan peroksidasyon
urinlerinden malondialdehid, tiyobarbiturik asit ile pembe renkli forma girmesi

prensibine dayanir (Buege ve Aust, 1978).

MDA Standart Egrisi
120
y =198,02x - 1,7455
100 Rz = 0'999[} ........
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E
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a.c | e ¢
E 40 X
g ........
c 20| . . o
@
0 a®®
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
-20
Absorbans 532 nm

Sekil 8. MDA standart egrisi
Deneyin yapilisi

MDA standart egrisi i¢in 1.1.3.3.tetracthoksipropan kullanildi. Standar egri sekil
8’deki gibidir.

MDA seviyesi karaciger, bobrek ve pankreas doku siipernatantlarinda tabloda

belirtildigi gibi dl¢tilmiistiir.

Islem sonrasi tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 532 nm dalga
boyunda tek okuma yapildi. Sonuglar standart grafikten (Sekil 8) degerlendirildi.
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Tablo 1. MDA yontemi

Ayrraglar Numune (mL) Standart (mL) Kor (mL)
Numune 0.1

Kor - e 0.1
Standart --- 0.1 ---
Tris-HCI tamponu (150 mM) 0.1 0.1 0.1
Askorbik asit ¢dzeltisi (1.5 mM) 0.1 0.1 0.1
FeS0,4.7H,0 (1 mM) 0.1 0.1 0.1
Distile Su 0.6 0.6 0.6
Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler karistirildi. Pipetlemeden sonra tiipler 37
°C’de 15 dakika inkube edildi.

TCA (%10) 1 1 1

TBA Cozeltisi (%0,375) 2 2 2

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra tiipler vortekslendi. Tiipler vortekslendikten sonra
kaynayan su banyosunda (95 °C) 15 dakika bekletildi.

3.2.13. Redukte glutatyon tayini

Indirgenmis glutatyonun (GSH), fosfat tamponu kullanilarak 5,5'-ditiyobis-2-
nitrobenzoik asit (DTNB) ile siipernatanttaki siilfidril gruplarinin reaksiyonu sonucu
olusan sar1 rengin spektrofotometrik olarak 412 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina

dayanmaktadir (Beutler ve ark., 1963).
Cozeltiler
1. Fosfat Cozeltisi: 0.3 M disodyum fosfat, distile su ile hazirland1 (pH:6.8).

2. DTNB (Ellman’s Ayiraci): 40 mg DTNB, % 1 sodyum sitrat, 100 mL’ye

distile su ile tamamlandi.

3. Standart c¢ozeltileri: Standartlar i¢in 100 uM GSH stok c¢ozeltisi fosfat
tamponu igerisinde taze olarak hazirlandi daha sonra stok ¢ozeltisi seyreltilerek 6 adet

standart hazirland1 (Sekil 9). Pipetleme asagidaki tabloya gore yapildi.

GSH standartlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden olusturulan standart
egriye gore karaciger, bobrek ve pankreas doku siipernatantlarinda GSH

konsantrasyonu hesaplanarak sonuglar pumol GSH /mg protein olarak ifade edildi.
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Tablo 1. GSH yontemi

Ayiraglar Numune (mL) Standart Kor (mL)
Numune 0.2
Standart 0.2
Distile su 0.2
Fosfat Cozeltisi 1 1 1

Tiiplere sekildeki gibi pipetleme yapildiktan sonra vortekslendi. Sonra sicak su

banyosunda 60 °C’de 10 dakika inkiibe edildi ve ¢ikarilarak oda 1sisma getirildi.

DTNB (Ellman’s Ayiraci) 0.2 0.2 0.2
Spektrofotometrede 412 nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu.
GSH Standart Egrisi
160
y = 94,765x + 11,277 )
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Absorbans 412 nm

Sekil 9. GSH standart egrisi

3.2.14. Glutatyon S-transferaz enzim tayini

Glutatyon S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —SH

grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de 37 °C’de CDNB ile

glutatyon konjugasyon siddetini 6lgerek tespit edilir (Mannervik ve Guthenberg, 1981).

ROOH + 2GSH ————— GSSG + ROH + H,0

GST
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Deneyin yapilisi

Analiz materyali olarak daha once hazirlanan ve analiz zamanina kadar derin
dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen karaciger, bobrek ve pankreas doku
stipernatantlar1 kullanildi. Karisimlar Tablo 3.3’e gore 3.5 mL’lik kuvete pipetlenerek

340 nm’de absorbans dl¢iimii gerceklestirildi.

Absorbanslar, 3 dakika boyunca 30 saniyede bir kaydedilerek her Ornegin
absorbansindaki dk basma degisim (AA) belirlendikten sonra GST’nin molar
ekstinksiyon katsayisi (9.6 mmol/L/cm) ve kiivetteki sulandirma orani hesaba katilarak,
enzimin mL’deki aktivitesi belirlendi. Bulunan deger, 6rnegin mL’sindeki total protein
miktarina bdoliinerek GST’nin spesifik aktivite degeri hesaplanarak sonuclar, nmol

CDNB-glutatyon konjugati/dk/mg protein olarak ifade edildi.

Tablo 3. Karisimlarin kiivete alinmasi ile GST 6l¢iimiin yapilmasi

Kor (mL) Numune (mL) Son konsantrasyon
PBS 2.7 2.7 0.1M
Distile Su 0.1
CDNB 0.1 0.1 1 mM
GSH 0.1 0.1 1 mM
Supernatant 0.1

3.2.15. Glutatyon rediktaz enzim tayini

Prensip: GR GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini katalize eder.
GR aktivitesi (EU), 37 °C’de 340 nm dalga boyunda dakika basina harcanan NADPH
miktarindan hesaplandi. 5 dakika boyunca 6lgiilen absorbansin lineer olan kismi1 dakika
basina hesaplandi (A= ¢ x b x c¢), (Carlberg ve Mannervik, 1985). Enzim aktiviteleri
karaciger, bobrek ve pankreas doku silipernatantlarinda 6l¢iildii. Ve sonuglar U/g doku
olarak hesaplandi.

GSSG +NADPH + H —>3C R, 565H + NADP?
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Analiz materyali olarak daha Once muhafaza edilen karaciger, bdobrek ve
pankreas doku siipernatantlar1 kullanildi. Asagidaki tabloda yer alan miktarlar uygun

sekilde karigtirilarak ol¢iim yapildi.

Tablo 4. GR karisimlarin kiivete alinmasi ile 6l¢timiin yapilmasi

Olglim Prosediirii Kér (uL) Numune (uL)
Fosfat Tamponu 1500 1500
Homojenat Tamponu 1200 -

B-NADPH 2 mM 150 150

GSSG 20 mM 150 150

Numune (Supernatant) - 1200

3.2.16. Katalaz enzim tayini

Prensip: Katalaz, asagidaki reaksiyona gore H»O,’in suya ve oksijene
ayrilmasini katalizler. Katalaz enziminin aktivite tayini, 37 °C 240 nm’de H,0,’in

tiikketilme esasina dayanan spektrofotometrik metoda gore tespit edildi (Aebi, 1974).

AT
2H,0, C—> 2H,0 + O,

Enzim aktiviteleri karaciger, bobrek ve pankreas doku siipernatantlarinda
Olciildii. Katalaz tarafindan H,O,’in dekompoze olma orani, spektrofotometrede 240
nm dalga boyunda o6l¢ildi. Cinki H,0,, 15181 bu dalga boyunda absorbe etmektedir.
Kullanilan soliisyonlar asagida Tablo 5‘teki gibi hazirlandilar.

H,0; ¢ozeltisi ise; absorbansi 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan H,O3’li
fosfat tamponudur. Yaklasik 300 mL, pH 7.50 mM olan fosfat tamponu renkli kaba
aktarilir. Spektrofotometre 240 nm’de fosfat tamponuna gore sifirlanip renkli kaptaki
tampona 10-20 uL hacimlerle H,O, ilave edilir. Optik Dansite (OD) 0.500 nm oluncaya
kadar devam edilir ve aralarda karistirilir.
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Tablo 2. Katalaz fosfat tamponun hazirlanisi

Kimyasal MA 50 mM ic¢in [ Son Hacim (distile su) | Sol. Ad1
KH32PO4 136.09 g/mol 6.805g 1000mL A
Na,HPO,4.12H,0 [ 358.14 g/mol | 17.907 g 1000 mL B;
Na;HPO,4.2H,0 ([178.14 g/mol 8.907¢g 1000 mL B,
Na,HPO, (saf) [141.96 g/mol 7.098 g 1000 mL Bj

Tablo 3. Katalaz fosfat tampon soliisyonlarin karistirilarak hazirlanmasi

50 mM Fosfat tamponu (1 L) A Solisyonu (mL) | B Solisyonu (mL)

pH 7.5 igin 160 840

Deneyin yapilist: Ornek ve tampon kuvartz kiivet icerisine Tablo 6’da belirtilen
miktarlarda birakildiktan sonra kiivetin agzi bekletilmeden kapatilir ve kiivet hizlica alt-
ust edilereck absorbansi okunur. Absorbans azalmasi, her 15 sn’de bir defa olmak iizere
5 dakika siire ile kaydedilir ve hesaplamada hesaplamada 2 dakikalik lineer absorbans

azalmasinin en yliksek (A1) ve en diisiik (A2) degerleri esas alinir.

Tablo 4. Katalaz tampon ve O0rneklerin kiivete pipetlenmesi

Tampon Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -
H,0, ¢ozeltisi 0.01 -
H,0,’li fosfat tamponu - 2.99
Slpernatant - 0.01

Enzim aktivitesi hesabi: A=e X ¢ X L,

A: absorbans/dakika, e: ekstinksiyon katsayisi, c: konsantrasyon, L: 151k yolu (1

cm).

H,0;,’nin 240 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi: 0.0436 mM em™?
(0.0436 mM= 0.0436 mmol/L= 0.0000436 mmol/mL= 0.436 umol/mL=43.6 nmol/mL)

Katalaz aktivitesi (nmol/dk/mL) = AA43.6xKiivet i¢i sulandirma (Vt/V6)xSO
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Katalaz aktivitesi (nmol/dk/mL)

Katalaz spesifik aktivitesi (nmol/dk/mg protein) = —
Total protein miktar1 (mg/mL)

AA: Absorbansin 240 nm dalga boyunda dk basina degisimi
Vt: Toplam hacim

Vo: Ornek hacmi

SO: Siipernatant sulandirma orani

3.2.17. Glutatyon peroksidaz tayini

Glutatyon peroksidaz enzim tayini AFG Bioscience (Katalog No: EK720976)
Elisa kit protokoluna gore okundu. Karaciger, bobrek ve pankreas dokulari fosfat
tamponunda homojenize edildikten sonra elde edilen supernatantlarda gerekli seyreltme
islemleri yapildi. Standartlar belirlenen uygulama protokoluna gore hazirlandi ve
devaminda belirlenen uygun ornek konsantrasyonler1 hazirlanarak 96 kuyucuklu
mikroplaka okuyucuda (POLARstar Omega, BMG Labtech, Offenburg, Germany) 450

nm’de okundu ve degerler IU/mL olarak hesaplandi.

GPx

~ 180 y=282,11x-2,0498 @
E 160 R2 = 0[9882

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbans

Sekil 10. GPx standart egrisi
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3.2.18. Superoksit dismutaz tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji basamaginda {iretilen siiperoksit radikalinin
(O2¢), hidrojen peroksite (H,O,) ve molekuler oksijene (O;) dismutasyonunu

hizlandiran antioksidan bir enzimdir.

Superoksit dismutaz enzim tayini AFG Bioscience (Katalog No: EK720188)
Elisa kit protokoluna gore okundu. Karaciger, bobrek ve pankreas dokulari fosfat
tamponunda homojenize edildikten sonra elde edilen supernatantlarda gerekli seyreltme
islemleri yapildi. Standartlar belirlenen uygulama protokoluna gore hazirlandi ve
devaminda belirlenen uygun ornek konsantrasyonler1 hazirlanarak 96 kuyucuklu
mikroplaka okuyucuda (POLARstar Omega, BMG Labtech, Offenburg, Germany) 450

nm’de okundu ve degerler IU/mL olarak hesaplandi.

SOD
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
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Sekil 11. SOD standart egrisis

3.2.19. istatistiksel analizler

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler Graphpad prism 8 istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesinde tek
yonli varyans analizi (ANOVA) kullamildi. ikiden fazla olan gruplar arasindaki

farkliliklarin belirlenmesinde Tukey Coklu karsilastirma testinden yararlanildi. Tim
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analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi + standart sapma seklinde

sunuldu. Onem derecesi bitiin testler igin (P< 0.05) olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tablo 8’de S. orientalis etanolik liyofilize ekstresinin verim yizedesi, total
fenolik ve flavonit miktarlar1 verilmistir. Solvent olarak % 80 etanol kullanilan
ekstraksiyon isleminde ekstre verimi % 18.25 olarak belirlendi. Bitki ekstresindeki total
fenolik madde tayini gallik asite es deger (GAE) olarak mg fenolik madde/g ekstre
seklinde elde edilen kalibrasyon egrisinden (y=0,5752x-0,0059 R’=0,9951) 61.34 +
3.29 olarak hesaplandi. Benzer sekilde total flavonoit madde tayini icin kersetin es
deger olarak mg flavonoit madde/g ekstre seklinde elde edilen kalibrasyon egrisinden

(y=3,2461x + 0,0138, R?=0,9941) 48.60 + 2.68 olarak hesaplandi.

Tablo 8. S. orientalis bitkisinin total fenolik ve flavonoit icerikleri

Bitki materyali Solvent % Ekstraksiyon verimi  Total Fenolik Total flavonoid
(mg GAE/g)* (mg RE/g)?
S. orientalis ekstresi % 80 etanol 18.25 61.34 + 3.29 48.60+ 2.68

Tablodaki her deger ortalama + standart sapma (n=3) olarak sunulmustur.
GAE": Gallik asit esdegeri; RE?: Kersetin esdegeri

Tablo 9. S. orientalis etanolik ekstresinin LC-MS/MS (mg analit/g ekstre) ile

fitokimyasal igerigin nicel olarak belirlenmesi

No® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
SOEP 0.701 N.D N.D 0.026 N.D 0.155 N.D N.D 0.283 0.021 N.D N.D N.D N.D
No 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

SOE N.D N.D N.D 0.077 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.A N.D N.D
(1)

No 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

SOE 0.045 0.617 N.D N.A 0.625 0.249 0.381 N.D N.D 0.087 N.D 0.656 N.D 0.108
(1)

No 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56

SOE 0.051 N.D N.D N.A N.D 0.04 N.D 0.932 N.D N.D 1.653 0.002 0.209 0.019
(1s)

No® Bakilan 53 adet standart fitokimyasal bilesikleri gdsterir. 1: Kinik asit. 2: Fumarik
asit. 3: Akonitik asit.4: Gallik asit. 5: Epigallokatesin. 6: Protokatesik asit. 7: Katesin. 8:
Gentisik asit. 9: Klorojenik asit. 10: Protokatesik aldehit. 11: Tanik asit. 12:
Epigallokatesin galat. 13: 1,5-dikaffeoilkinik asit. 14: 4-OH Benzoik asit. 15:
Epikatesin. 16: Vanilik asit. 17: Kafeik asit. 18: Siringik asit. 19: Vanilin. 20: Siringik
aldehit. 21: Daidzin. 22: Epikatesin galat. 23: Piceid. 24: p-Kumarik asit. 25: Ferulik
asit-D3-1S. 26: Ferulik asit. 27: Sinapik asit. 28: Kumarin. 29: Salisilik asit. 30:
Sinarosid. 31: Miquelianin. 32: Rutin-D3-IS. 33: Rutin. 34: izokersitrin. 35: Hesperidin.
36: o-Kumarik asit. 37: Genistin. 38: Rosmarinik asit. 39: Ellagik asit. 40: Kozmosiin.
41: Kuersitrin. 42: Astragalin. 43: Nikotiflorin. 44: Fisetin. 45: Daidzein. 46: Quercetin-
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D3-IS. 47: Quercetin. 48: Naringenin. 49: Hesperetin. 50: Luteolin. 51: Genistein. 52:
Kaempferol. 53: Apigenin. 54: Amentoflavon. 55: Chrysin. 56: Acacetin. SOE:
Scutellaria orientalis ekstresi. N.D: Belirlenmedi. N.A: Uygulanmaz. IS: I¢ standart.

(x100.000)
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V905375 IS (18)32 (1S)46 55
6003 (25) 33 4850 53 56
e o 4w |
7,003 . | ‘ I
6.005 9 17 ' ‘ | ‘ /| s
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5009 1 I“' ‘ | SN
4130% ? “ 35
3 4 i ||
3,007 |‘I A I 'j\lg
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2,007 5 1o
1,007
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min

Sekil 12. S. oerientalis etanol ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

LC-MS/MS analizleri yontem validasyonu yapilmis ve ¢ogunlugunu fenolik ve
falavonoidlerin olusturdugu 53 fitokimyasal bilesik ve 3 tane i¢ standarda (IS) gore
yapildi. Elde ettigimiz LC-MS/MS sonuglarina gore; S.orientalis etanolik liyofilize
ekstresinde kolonda gelis zamanina (RT) gore kinik asit, gallik asit, protokatesik asit,
kolorojenik asit, protokatesik aldehit, kafeik asit, salisilik asit, sinarosid, rutin,
izokersitrin, hesperidin, rosmarinik asit, kozmosiin, astragalin, nikotiflorin, neringenin,
luteolin, apigenin, amentoflavon, krizin ve akasetin (sirasiyla, 0.701, 0.026, 0.155,
0.283, 0.021, 0.077,0.045, 0.617, 0.625, 0.249, 0.381, 0.087, 0.656, 0.108, 0.051, 0.04,
0.932, 1.653, 0.002, 0.209 ve 0.019 pg/g) kayda deger miktarda bulundu (Sekil 12 ve
Tablo 9). SO ekstresinde major bilesikler olarak apigenin (1.653 pg/g), luteolin (0.932
ng/g), kinik asit (0.701 pg/g), kozmosiin (0.656 ng/g) ve epigallokatesin (0.625 png/g)
tespit edildi.

Canli hayvan agirliklar1 (CHA) haftalik olarak sekil 13’te gosterilmistir. TUm
gruplarin 7 ve 21. giin CHA artislar1 0. giine (baslangi¢) gore istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Ayrica, 7. giin CHA diisiisii tiim gruplarda 21. giine gore istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Sekil 14. Haftalik kan glukoz degisimi

Sekil 14’te haftalik kan glukoz diizeyleri verilmistir. Ug haftalik kan glukoz
Olcimlerindeki farkliliklar istatistiksel ag¢idan anlamli bulunmamakla beraber, SO

uygulamasinin kan glukoz diizeyinde diisiise sebep oldugu sdylenebilir.
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Sekil 15. Deneysel gruplara ait biyokimyasal parametre dizeyleri. Veriler ortalama +
standart sapma olarak sunulmustur. = p<0.05: Kontrol grubuna gére anlamli, ¥ p<0.05:

DM grubuna gore anlamli.

Biyokimyasal parametrelere ait veriler sekil 15°teki gibidir. Karaciger harabiyet
gostergelerinden ALT enzimi ile Glukoz diizeyleri Kontrol grubunda diger tiim gruplara

gore artis1 istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi gruplarindan DM+S0O-400 mg/kg
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ekstre ve DM+Gly-3 mg/kg gruplarindaki ALT ve Glukoz diizeylerindeki diisiis ise DM

grubuna gore istatistiksel agidan anlamli bulundu (Sekil 15 A ve I).

DM ve DM+S0-200 mg/kg gruplarinda 6l¢iillen AST ve LDH diizeyleri Kontrol
grubuna kiyasla artiglar: istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 15 B ve C). Diger
yandan DM+S0O-100 mg/kg, DM+S0-400 mg/kg ve DM+Gly-3 mg/kg gruplarinda
Olctlen LDH diizeylerindeki diisiis DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Sekil 15 C).

DM grubu Kolesterol ve Ure diizeylerindeki artis diger tiim gruplara kiyasla

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 15 D ve H).

HDL c diizeyi SO ile tedavi edilen 200, 400 mg/kg ekstre gruplart ve Gly-3
gruplarindaki diisiis Kontrol grubuna kiyasla istatistisel olarak anlamli bulundu (Sekil
15F).

TRIG ve Kreatinin diizeylerindeki degisim ise belirlenen grup kiyaslanmasinda

istatistiksel fark bulunmadi (Sekil 15 E ve G).

HbAlc

15—

= 10 * *

HbALc (%

Sekil 16. Deneysel gruplara ait HbAlc dizeyleri. Veriler ortalama + standart sapma
olarak sunulmustur. ~ p<0.05: Kontrol grubuna gore anlamli, * p<0.05: DM grubuna

gore anlamli.
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Karaciger dokusuna ait MDA ve GSH icerikleri ile antioksidan enzim
aktiviteleri Tablo 10’da verilmistir. DM grubu karaciger MDA igerigi DM+S0O-100
mg/kg grubu hari¢ diger tiim gruplara kiyasla artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu.
DM ve DM+S0-100 mg/kg gruplarinin karaciger GSH diizeyleri Kontrol grubuna gore
azaliglar1 anlamli bulunurken, DM+S0-400 mg/kg ve DM+Gly-3 gruplarinda karaciger
GSH diizeylerindeki artislar DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Karaciger GST enzim aktivitesi belirlenen grup kiyaslanmasinda istatistiksel agidan
anlaml fark bulunmazken, DM+S0O-400 mg/kg grubu karaciger GR aktivitesindeki artis
DM grubuna kiyasla isatistiksel olarak anlamli bulundu. Kontrol grubu Karaciger CAT
aktivitesindeki artis DM+S0-100 mg/kg grubu hari¢ diger tiim gruplara kiyasla
istatistksel olarak anlamli bulundu. DM+Gly-3 grubu karaciger GPx enzim aktivitesi

DM grubuna gore artisi istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bobrek dokusuna ait MDA ve GSH igerikleri ile antioksidan enzim aktiviteleri
Tablo 10°da verilmistir. DM grubu bobrek dokusunda 6lgiilen MDA igerigindeki artig
diger tim gruplara kiyasla istatistiksel agidan anlamli bulundu. GSH, GST, GR ve
CAT’ta ise belirlenen grup kiyaslamasinda istatistiksel agidan fark bulunmadi.
DM+S0-100 mg/kg grubu hari¢ diger gruplarin bobrek dokusu SOD enzim aktiviteleri
Kontrol grubuna gore azalislan istatistiksel olarak anlamli bulundu. Benzer sekilde,
bobrek dokusu DM+SO-200 mg/kg ve DM+Gly-3 mg/kg gruplarin GPx enzim
aktiviteleri Kontrol degerlerine c¢ekilirken diger gruplarin GPx enzim aktiviteleri

Kontrol grubuna gore diisiisii istatistiksel olarak analmali bulundu.

Pankreas dokusuna ait MDA ve GSH igerikleri ile antioksidan enzim aktiviteleri
Tablo 10’da verilmistir. Pankreas dokusunun Kontrol grubunda MDA igerigi DM ve
DM+SO-100 mg/kg gruplarina gore artis1 istatistksel agidan anlamli bulunurken,
DM+S0-400 mg/kg ekstre grubu MDA igerigi ise DM grubuna gore azalisi istatistiksel
acidan anlamli bulundu. DM ve DM+SO-100 mg/kg gruplarinin pankreas GSH diizeyi
ve GST enzim aktiviteleri Kontrol grubuna kiyasla azalislar istatistiksel olarak anlamli
bulunurken, bu parametrelerin DM+S0-400 mg/kg ekstre grubundaki artiglari ise DM
grubuna kiyasla istatistiksel ag¢idan anlamli bulundu. DM+S0-200 mg/kg grubu GR
aktivitesi Kontrol grubuna kiyasla azalamasi istatistiksel agidan anlamli bulundu.

Pankreas CAT aktivitesi DM ve DM+SO-100 mg/kg gruplarindaki diisiis Kontrol
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grubuna kiyasla istatistiksel agidan anlamli bulundu. Diger yandan DM+S0O-200 mg/kg,
DM+S0-400 mg/kg ve DM+GIly-3 mg/kg gruplarin CAT aktivitesindeki artiglar DM
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu. Pankreas SOD enzim aktivitesi
DM+S0-200 mg/kg ve DM+Gly-3 mg/kg gruplarinda Kontrol ve DM gruplarina gore
artiglart istatistiksel olarak anlamli bulundu. Benzer sekilde, DM+Gly-3 mg/kg grubu
GPx enzim aktivitesindeki artis Kontrol ve DM gruplarina kiyasla istatistiksel olarak

analmli bulundu.
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Tablo 10. S. orientalis bitki ekstresinin ¢esitli dokulardaki MDA, GSH icerikleri ve antioksidan enzim aktivitelerine etkisi

Doku  Enzim Kontrol DM DM+S0O-100 mg/kg ekstre  DM+SO-200 mg/kg ekstre  DM+S0-400 mg/kg ekstre  DM+Gly-3 mg/kg

MDA (nmol/g prty  0.61 * 0.06 0.76 + 0.05* 0.70 £0.11 0.60 = 0.05 0.63 + 0.06" 0.62 +0.04"
GSH (GSH/mg prt) ~ 92.56 + 3.87 76.79 £ 7.49* 84.93 £ 4.47 80.65 + 3.33* 85.23 + 3.61" 85.07 + 2.43"

£  GST (nmol/g prt) 155.83 £5.74 144.14 +5.96 148 £ 17.05 138.79 £ 8.73 162.24 + 14.07 149.61 +9.85

F  GR (U/g prt) 2.90+0.17 2.61+0.26 2.83+0.18 2.83+0.30 3.13 +0.26" 2.87+0.13

£ CAT (nmol/g prt) 24.71 +2.99 20.93 + 1.49* 22.42 +2.46 19.39 +2.41* 20.65 + 1.59* 21.01 + 1.58*

%  SOD (pg/mg prt) 266.19+39.89 223.40+36.81 233.83+20.48 295.97+38.05 246.97+38.05 226.47+18.50
GPx (1U/mg prt) 34.24+9.03 29.3+1.03 36.0245.54 32.447.80 38.13+4.51 44.08+8.35"
MDA (nmol/g prt)  1.21+0.14 1.63 +0.10* 1.32 +0.19° 1.39 +0.07% 1.27 +0.117 1.27 +0.11%
GSH (GSH/mg prt)  119.81+15.81  108.04 +9.00 115.47 £ 6.93 119.46 + 3.62 119.48 + 7.38 119.52 +8.16

«  GST (nmol/g prt) 19.01+0.81 17.55+2.33 18.16 +3.08 20.40 2.97 20.15 £0.72 17.20 +1.81

©  GR(U/g prt) 6.38 +0.43 5.73+0.45 6.23+0.67 6.11+0.56 5.77 +0.48 6.07 £0.50

©  CAT (nmol/g prt) 12.86 +1.28 10.73 +1.45 10.79 + 1.40 11.80 +1.03 11.25+1.24 11.67 £0.82

@ SOD (pg/mg prt) 678.68£135.98  420.74+54.74*  455.23+74.70* 523.70+75.03 473.36+59.65* 459.07+101.30*
GPx (1U/mg prt) 105.83+33.74 61.66+9.03* 63.02+9.57* 75.08+13.07 68.20+9.65* 82.25+16.10
MDA (nmol/g prt)  3.09 + 0.39 4.45 + 0.46%* 4.30 +0.36* 4.10 £0.77 3.21+0.97 3.40 £ 0.64
GSH (GSH/mg prt)  173.13+24.41  89.98 £22.58*  105.50 + 17.71* 129.66 + 30.52 149.49 + 33.71* 131.23 £ 22,51

@ GST (nmol/g prt) 25.69 + 5.62 15.61 +2.98* 13.43 +2.26* 23.32+7.15 28.32 +6.25" 21.25 £ 3.47

£ GR(Uigpr) 7.08 +1.11 5.33+1.21 7.08+1.21 5.18 +1.13* 6.54 +0.71 5.94 +1.00

c  CAT (nmol/g prt) 4.27 +0.37 1.71 + 0.29* 2.22+0.31* 3.82 +0.42* 3.84 +0.75" 3.66 +0.67*

o SOD (pg/mg prt) 1509.41+265.89  1485.23+364.14  2184.34%617.79 2501.17+604.41*" 1712.02+419.02 2575.47+589.65*"
GPx (1U/mg prt) 185.71+36.66 180.51+18.99 239.86+76.32 282.10+58.77 230.63+61.19 324.05+84.96*"

DM; Diabetes mellitus, DM+S0-100 mg/kg ekstre; Diabetes mellitus + Scutellaria orientalis-100 mg/kg ekstre, DM+S0O-200 mg/kg ekstre; Diabetes mellitus +
Scutellaria orientalis-200 mg/kg ekstre, DM+S0-400 mg/kg ekstre; Diabetes mellitus + Scutellaria orientalis-400 mg/kg ekstre, DM+Gly-3 mg/kg; Diabetes mellitus
+ Glibenklamid 3 mg/kg. Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur. * p<0.05: Kontrol grubuna gére anlamli, * p<0.05: DM grubuna gore anlamli.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢aligmanin in vitro kisminda kaside bitkisinin (Scutellaria orientalis
subsp. pichleri) toprak tistii kisimlarindan elde edilen etanolik liyofilize ekstresinde
toplam fenolik miktari, toplam falovonid miktar1 ve LC-MS/MS ile fitokimyasal
igerigin nicel olarak belirlenmesi amaglandi. Calismanin in vivo kisminda ise STZ ile
diyabet olusturulan ratlarda S. orientalis ekstresinin etkileri antidiyabetik, antioksidan

ve antihiprelipidemik bulgular 1s18inda ortaya konulmasi amaglandi.

Modern tip ve ila¢ endiistrisindeki gelismelerle beraber zenginlesen tedavi
yontemlerine ragmen DM’deki artisin 6nlenememesi, artan maliyetler ve ilaglarin yan
etkileri gibi sebeplerle insanlarin diyabetle muicadelede alternatif yaklagimlara
yonelmesine sebep olmustur. Bu alanlardan birisi de dogal bitkisel tirtinlerdir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore diinyada tibbi amacli kullanilan 21.000 bitkiden
400'den fazlasinin diyabet ve diaybetin komplikasyonlarini engellemede tedavi amach
kullanildigin1 bildirmistir (Kumar ve ark., 2021).

Lamiaceae familyasinda yer alan Scutellaria cinsi yaklasik 360 tiir ile temsil
edilmektedir (Gharari ve ark., 2022). Scutellaria tlrlerinin antikanser, anti proliferatif,
anti-l6semik, kabizlik Onleyici, yara iyilestirici ve oksidatif strese karsi etkileri oldugu
bilinmektedir (Ozmen ve ark., 2010; Gharari ve ark., 2022). Scutellaria baicalensis
etanolik kok ekstresinin antioksidan ve antidiyabetik etkisi oldugu rapor edilmistir
(Waisundara ve ark., 2008). S. orientalis bitki kok ekstresinin terpenoid (karyofilen,
gualol ve gama-gurjunen) ve flavonoit (vagonin, baicalin ve apigenin-7-glukosidaz)
bilesikler bakimindan zengin oldugu ve bu bilesiklerin insan kolon hiicre hatlarinda
umut verici antikanser aktivitesine sahip oldugu vurgulanmistir (Gharari ve ark., 2022).
Scutellaria orientalis subsp. pichleri bitkisinin farkli kisimlarinin halk arasinda
analjezik, kanser ve hemoroit tedavisinde kullanimi oldugu bildirilmistir (Mikemre et
al., 2015). S. orientalis bitkisinin diyabet tedavisi igin umut verici farmasotik ajanlara
hizmet edebilecegi vurgulanmistir (Dalar, 2018). S. orienatlis’in yuksek flavon ve total
fenolik igerigine, fosfomolibden, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP ve Metal selatlama
aktiviteleri ile antioksidan etkiye ve AChE, BChE, tirozinaz ve a-amilaz enzim

inhibisyon 6zelliklerine gore in vitro antidiyabetik potansiyeline sahip olabilecegi rapor
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edilmistir (Zengin ve ark., 2019). Ancak bu bitkiye ait in vivo antidiyabetik ¢aligmalara
rastlanmadi. Bu calismada ilk 6nce S. orientalis subsp. pichleri bitkisinin toprak ustu
kisimlarindan elde edilen etanlolik liyofilize ekstresinde LC-MS/MS ile icerik analizleri
yapilarak bitkideki apigenin, luteolin, kinik asit, kozmosiin ve epigallokatesin gibi
antidiyabetik potansiyeli yiiksek major tiriinlerin varligi belirlendi (Tablo 9 ve Sekil 12).
Daha sonra STZ ile diyabet modeli olusturulan ratlarda bitkinin antidiyabetik ve
antioksidan etkisi kan serumu, karaciger, bobrek ve pankreas dokularindaki iyilestirici

etkisi arastirildi.

Kilo kayb1 diyabet hastalarinda gozlemlenen en belirgin septomlardan biridir.
Sekil 13’te gorildiigii gibi Kontrol grubu disindaki STZ ile diyabet olusturulan
gruplarin 7. ginlindeki CHA’da agirlik kaybina sebep oldugu goriilmektedir. Diger
yandan Scutellaria orientalis ekstresi (SOE) ve Glibenklamid ile tedavi edilen gruplarin
21. gundeki CHA degerlerinde artisa neden oldu. Bu durum SOE’nin DM
komplikasyonlarin1 azaltarak CHA artisinda etkili olabilecegini gostermektedir.
Bulgularimiz daha 6nce STZ ile diyabet olusturulan rat modellerindeki CHA
degisimleriyle uyumlu oldugunu géstermektedir (Duman ve ark., 2022; Agirman ve
ark., 2022).

DM’nin en belirgin 6zelligi dolagimdaki kan glukoz diizeyinin normal referans
araligin Ustiinde olmasidir. Aclik kan glukoz diizeyi 126 mg/dL (izerinde ise birey DM
olarak kabul edilir. Sekil 14’te goriildiigii gibi kuyruk kanindan olgiilen haftalik kan
glukoz dizeylerinde istatistiksel olarak fark bulunmazken, serum glukoz diizeyinin
SOE-400 mg/kg ve Glibenklamid gruplarinda ise DM grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli azalma goriildii (Sekil 15 1). Benzer Sekilde HbAlc diizeyi DM grubuna
kiyasla SOE-400 mg/kg grubunda istatistiksel olarak analmli diisiis gosterdi (Sekil 16).
Ayrica, karaciger ve bobrek hasari belirteclerinden ALT, LDH, lre ve lipit profili
parametrelerinden kolesterol degerlerleri ti¢ haftalik SOE-400 mg/kg ve glibenklamid
tedavisi sonucu DM grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli iyilestirme gosterdi
(Sekil 15 A, C, D ve H). Elde edilen sonuglara gére, SOE dozlar1 ve glibenklamidin
hem kan glukoz ve HbAlc diizeylerini diisiirdiigi hemde karaciger ve bobrek hasar
biyobelirtecleri tizerinde iyilestirici etkiye sahaip oldugu belirlendi. Bu olumlu etkilerin
kesin sebebi belli olmamakla beraber bitki ekstresinde bulunan fenolik, flavonoit (Tablo
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8), apigenin, luteolin, kinik asit, kozmosiin ve epigallokatesin (Tablo 9 ve Sekil 12)
fitokimyasal bilesiklerin ve/veya oral antidiyabetik ilacin (glibenklamid) uyarici
aktivitesine bagl olabilir. Daha 6nce STZ ile diyabet olusturulan siganlarda da apigenin,
luteolin, kinik asit, kozmosiin ve epigallokatesin fitokimyasal bilesiklerin antidiyabetik,
hepatoprotektif ve nefroprotektif etkiye sahip olduklari rapor edilmistir (Duman ve ark.,
2022; Ding ve ark., 2019; Kotha ve ark., 2017).

Hiicresel rediiksiyon oksidasyonu dengesizliginin oksidatif strese ve ardindan [3-
hlcre disfonksiyonu ve insilin direncinde yer alan belirli sinyal yollaklarini etkileyerek
diyabet ve ilgili komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina ve gelismesine yol agmaktadir
(Zhang ve ark., 2020). Reaktif oksit turleri, diyabet surecinde yer alan belirli proteinleri
ve lipitleri etkileyerek protein oksidasyonuna ve lipit peroksidasyonuna sebep olur.
Dahasi, oksidatif stres sonucu artan serbest radikaller proteinlere, karbonhidratlara,
yaglara ve niikleik asitlere saldirarak antioksidan savunma sistemi enzim aktivitelerinde
diisiise ve lipit peroksidasyonun artisina sebep olur. Yapilan pekgok calismada lipit
peroksidasyonun major {irtinii olan MDA’nin diyabetik ratlarda ©nemli oranda
yiikseldigi GSH seviyesi ve antioksidan enzim aktivite diizeylerinde ise diistiigu
belirlenmistir (Dogan ve ark., 2015; Hanalp ve ark., 2022). Diyabetik ratlarda serbest
radikallerin doymamis yag asitlerin ¢ift baglarina saldirarak MDA artisina neden
olmaktadir (Duman ve ark., 2022; Dogan ve Celik, 2016). Bu ¢alismada elde edilen
bulgulara gére, MDA igerigin karaciger, bobrek ve pankreas DM grubunda arttigi
goriilirken, karaciger MDA duzeyinin SO-200 mg/kg, SO-400 mg/kg ve Gly
gruplarinda DM grubuna kiyasla 6nemli oranda diistiigii belirlendi. Benzer sekilde
bobrek dokusunun tiim tedavi gruplari ile pankreasin SO-400 mg/kg grubunun MDA
diuzeyi DM grubuna kiyasla diististi istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 10).
Scutellaria tiirleri ile yapilan gesitli ¢alismalarda, bu cinse ait tirlerin zengin fenolik ve
flavonoit igerigine sahip olduklar1 ve lipit peroksidasyonunu baskilayici/engelleyici
etkilerinin oldugu vurgulanmistir (Shang ve ark., 2010; Bardakgi ve ark., 2015; Zengin
ve ark., 2019).

Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin) oksidatif stresin etkilerini azaltmada
anahtar rol oynayan 6nemli bir hiicre i¢i non-enzimatik antioksidandir (Wu ve ark.,
2004; Lutchmansingh ve ark., 2018). STZ ile oksiadtif stres olusturulan ratlarda GSH
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iceriginin karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda dustiigii rapor edilmistir
(Yaghmaie ve ark., 2011). Calismada elde edilen bulgulara gore karaciger ve pankreas
dokulardaki GSH diizeyi DM grubunda Kontrol ve SO ile tedavi edilen gruplara
(genelde yiiksek dozlar) kiyasla genel olarak diisiis gosterdigi belirlendi (Tablo 10). Bu

durum SO bitki ekstresinin antioksidan etksinin olabilecegini gostermektedir.

Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini azaltan veya ortadan kaldiran
onemli bilesiklerdir. Enzimatik (SOD, GPx, CAT, GST, GR vb.) ve non ezimatik
(glutatyon, vitanin ve mineral) olarak gérev yapan pek ¢ok onemli antioksidan bilesik
vardir. DM kaynakli artan oksidatif stres ile antioksidan savunma sisteminin diisiisii pek
cok calismada vurgulanmistir (Scott ve King, 2004; Nasri ve ark., 2015; Dogan ve
Celik, 2016). Alloksan ile diyabet olusturulan ratlarda artan serbest radikaller ve lipit
peroksidasyonunun karaciger, bobrek ve pankreas dokularinda o6l¢tilen CAT, GPx ve
SOD antioksidan enzim aktivitlerinde 6nemli diisiise neden oldugu rapor edilmistir.
Baska bir ¢calismada STZ ile diyabet olusturulan ratlarin karaciger, bobrek ve pankreas
dokularinda olgiilen GST ve CAT enzim aktivitelerinin kontrol, DM ve tedavi
gruplarinda farkli dalgalanmalara sebep oldugu gosterilmistir (Duman ve ark., 2022).
Benzer sekilde calismamizdaki antioksidan enzim aktivitlerinin genel olarak DM
grubunda diisiis gosterdigi tedavi gruplarinda ise dokudan dokuya farkli dalgalanmalara
sebep oldugu goriilmiistiir (Tablo 10). Dokulardaki bu dalgalanmalarin sebebi kesin
olmamakla beraber dokularin farkli fizyolojik ozelliklerine, doz miktarina ve deney

stiresine bagli olabilir.

Calisma kapsaminda veriler bir biitiin olarak degerlendirildiginde, STZ ile DM
modeli olusturulan ratlarda Scutellaria orientalis toprak Usti etanolik liyofilize
ekstresinin antihiperglisemik, antioksidan ve lipit peroksidasyonu diisiiriicii etkisinin
olabilecegi belirlendi. LC-MS/MS ile bitki ekstresinde apigenin, luteolin, kinik asit,
kozmosiin ve epigallokatesin gibi antidiyabetik potansiyeli yiksek major bilesiklerin
varligr tespit edildi. Bu veriler 1s1ginda Scutellaria orientalis’in belirlenen dozlarda
kullamnmmin diyabet ve diyabet komplikasyonlarim1 hafifletici/engelleyici ve

antioksidan rollinlin olabilecegi sonucuna varilmistir.

Scutellaria orientalis bitkisinden daha fazla bilesiklerin izole edilmesi (i), izole

edilecek bilesiklerin DM ve DM ile iliskili komplikasyonlarin énlenmesindeki etkileri
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in vivo galismalarla desteklenmesi (ii), gen ekspresyonu, hiicre kultlr( ve histopatolojik

calismalarin yapilmasi (ii1) 6neri olarak sunulabilir.
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