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SIMGELER VE KISALTMALAR

% > Yiizde

°C : Derece Santigrat

ABTS* : 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit

AUC : Konsantrasyon-Zaman Egrisinin Altindaki Alan

BHA : Biitillendirilmis Hidroksi Anisol

C18 : Oktadesil silan

CaGl : Klinik Global izlenim Olgegi

cm : Santimetre

Crnaks : Maksimum Plazma Konsantrasyon

COX : Siklooksijenaz

DAD : Diyot Dizi Dedektorii

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

DPPH* : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit

ESCOP : Avrupa Bilimsel Fitoterapi Kooperatifi (European Scientific
Cooperative on Phytotherapy)

FRAP : Ferrik Iyon Indirgeyici Antioksidan Giig

g : Gram

h/h > hacim/hacim

HDL > Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein

HETP : Teorik Plakaya Egdeger Yiikseklik

HMBC . Heteroniikleer Coklu Bag Korelasyon Spektroskopisi

HOMA-IR : Homeostatik Model Degerlendirme-Insiilin Direnci

HPLC - Yiiksek Performanshi S1vi Kromatografisi

HPLC-DAD . Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi - Diyot Dizi
Dedektorii

HPLC-UV . Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi - Ultraviole

HPTLC . Yiiksek Performansli Ince Tabaka Kromatografisi

HRT : Hormon Replasman Tedavisi

HSQC : Heteroniikleer Tek Kuantum iliskisi Spektroskopisi

1C50 : Yar1-Maksimum Inhibisyon Konsantrasyonu
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ICH : Uluslararas1t Harmonizasyon Toplulugu

IL . Interldkin

kg > Kilogram

L . Litre

LC-MS/MS : Stv1 Kromatografisi - Tandem Kiitle Spektrometrisi

LDL - Diistik Yogunluklu Lipoprotein

LOD : Gozlenebilme Sinir1

LOQ - Tayin Simir1

M : Molarite

mg : Miligram

mL . Mililitre

mm : Milimetre

MMP-9 : Matriks Metalloproteinaz-9

MS : Kiitle Spektrometresi

ng : Nanogram

nm : Nanometre

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans

OPA : Orto-ftalaldehit

PDA : Photo-Diode Array

PHBA : p-hidroksibenzoik asit

pMCAO : Kalic1 Orta Serebral Arter Tikanikligi

PMDD : Premenstrual Disforik Bozukluk

PMS : Premenstrual Sendrom

PMTS : Premenstrual Gerginlik Sendromu (Premenstrual Tension
Syndrome)

ppm : Milyonda bir kisim

RP : Indirgeme Potansiyeli

RP-HPLC : Ters Fazli Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi

rom : Dakikadaki Devir Sayis1

RSD : Bagil Standart Sapma

SD : Standart Sapma

SRI : Serotonin Geri Alim Inhibitdrleri

T2 : Eliminasyon Yar1 Omrii

TAC : Toplam Antioksidan Kapasite

TGF-B : Doniistiirticti Biiytime Faktorii-f (Transforming Growth
Factor-)



TLC

Tmaks

TNF-a

TRH

UHPLC
UHPLC-MS/MS

uv
VAC
VAS
WHO

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Maksimum Konsantrasyona Ulagsma Zamani

: Tiimdr Nekroz Faktor Alfa

: Tirotropin Salintm Hormonu

: Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

: Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi - Tandem
Kiitle Spektrometrisi

: Ultraviole

> Vitex agnus-castus

- Viziiel Analog Skala

: Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
: Mikro

: Mikrolitre



TABLO LIiSTESI

Sayfa
Tablo 2.1: Vitex agnus-castus L. bitki sistematii........cccccvereiiverieereiiiesieeseerieseennean, 5
Tablo 3.1 : Plazmadan analitlerin ekstraksiyonu i¢in denenen sivi-sivi ekstraksiyon
SISEEMIETT. .o 30
Tablo 4.1 : Agnusitin 5-125 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan Ol¢i
egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik Veriler........cccooovviiiiiiin i, 39
Tablo 4.2 : Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler. ....................... 39
Tablo 4.3 : Ayni giin iginde ve farkli giinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi
.................................................................................................................................... 40
Tablo 4.4 : Standart katma yontemine ait analiz SONUGIATL. .........cccecvreriiniicienn 41
Tablo 4.5 : Saglamlik ¢alismast SONUGIATT. .......cccvvrieiieiiiiiiiieee e 41
Tablo 4.6 : Agnusit standart ¢ozeltilerine ait stabilite sonuglart. ..........cccovvvivenenenn. 42
Tablo 4.7 : Agnusit igeren kapsiillerin analiz sonuglari ve sonuglarin istatistiki olarak
deZerlendirilmeSi. .. ...cueeiiiiiieiie e 50
Tablo 4.8 : 750 mg hayit ekstresinin uygulanmasindan sonra agnusitin farmakokinetik
O 0 TCT (=] (=T ST US SO 51

Xi



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2.1 : Vitex agnus-castus L. bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu bolgeler.............. 6
Sekil 2.2 : VItEX agNUS-CASTUS L. ...ouviiiiiiiiiiieiceee e 6
Sekil 2.3 : Iridoitlerin genel halka yapisI........ccoceueveeeeevereeeeieee e, 8
Sekil 2.4 : Vitex agnus-castus L. bitkisinde bulunan bazi iridoitler. .............cccccveueenne. 9
Sekil 4.1 : Plazmadan ekstraksiyon iglemi. ...........cccoooeniiiiiiiiicie e 35
Sekil 4.2 : Agnusitin metanol ¢6zeltisinin UV-goriiniir bolgede gozlenen absorpsiyon
SPEKEIUIMUL 1.ttt ettt et et e et e e e e st e e sbeese e e beesbeeneesreeteenaeanaebeeneenreas 36

Sekil 4.3 : (a): Bos plazma numunesi, (b): 100 pg/mL agnusit eklenmis plazma ve (¢):
Vitex agnus-castus L. ekstresinin goniilliiye oral uygulanmasinin 1 saat ardindan

alinan plazma numunesine ait kromatogramlar. ............ccoccovvveiiiiiiiinnce 37
Sekil 4.4 : Agnusitin 5-125 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egris 38
Sekil 4.5 : Agnusit bilesiginin HMBC korelasyonlart..........ccocooooviiiiiiniiniciiiicnnn. 45

Sekil 4.6 : Agnusitin 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi. 46
Sekil 4.7 : (a): sulu ortam bos denemesine, (b): 10 pg/mL standart (sulu) agnusit

coOzeltisine ait Kromato@ramlar............ccveiiiiiieiiiciie e 46
Sekil 4.8 : Agnusitin 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6lgii egrisi. 48
Sekil 4.9 : Plazmada agnusit konsantrasyonunun zamana karsi degisimi. ................ 51

Xii



VITEX AGNUS-CASTUS L. BITKISINDE BULUNAN AGNUSIT
BILESIGININ PLAZMADA SIVI KROMATOGRAFIK ANALIZi VE
BiYOYARARLANIMININ iNCELENMESI

OZET

Bu ¢aligmada Vitex agnus-castus L. bitkisinde bulunan ve basta 6strojenik etki olmak
tizere ¢esitli farmakolojik etkileri olduguna dair bilimsel ¢alismalar bulunan agnusit
adli bilesigin farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda miktar tayininin
yapilabilmesini saglayan yeni bir yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
metodu gelistirilmistir. Bu amagla plazma numunelerinden sivi-sivi ekstraksiyon
teknigi ile ekstre edilen madde; C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm) kolon ve metanol:su
(% 0,1 formik asit) (35:65, h/h) karisimindan olusan bir mobil fazla izokratik akista ve
0,6 mL/dk akis hiziyla ayrilmistir. Analit UV dedeksiyonla 258 nm'de tespit edilmistir
ve alikonma zamani 9,7 + 0,01 dakikadir. Gelistirilen yontem segicilik, dogrusallik,
dogruluk, tekrarlanabilirlik, gozlenebilme sinir1 (LOD), tayin sinir1 (LOQ), saglamlik
ve dayaniklilik agisindan ICH kriterlerine gore valide edilmistir. Y6ntemin dogrusallik
siirlart 5-125 pg/mL, kalibrasyon sonucu elde edilen dogru denkleminin korelasyon
katsayist 0,9915°tir. Yontemin giin i¢i ve giinler arast Kesinligini gésteren % RSD
degerlerinden en yiiksegi 6,35’tir. Gelistirilen yontemin klinik uygulanabilirligini test
etmek amaciyla, saglikli goniillitye hayit ekstresi igeren Castonex® kapsiil oral yolla
tek doz verilmis, ardindan yontem bilesigin farmakokinetik parametrelerinin (Cmaks,
tmaks, tr2 ve AUCo.t, AUCo.x) hesaplanmasinda kullanilmigtir. Plazmada agnusit
analizinin yanisira, bilesigin preparattaki miktart sulu standart ¢ozeltilere ait dogru
denklemi ile hesaplanmis ve sonuglar kiyas yontemi ile elde edilenlerle % 95 olasilik
diizeyinde kiyaslanmistir.

Anahtar Kelimeler: Agnusit, Vitex agnus-castus L., HPLC-UV, metot validasyonu,
farmakokinetik
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LIQUID CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS AND EXAMINATION OF
BIOAVAILABILITY OF AGNUSIDE COMPOUND FOUND IN VITEX
AGNUS-CASTUS L. PLANT IN PLASMA.

SUMMARY

In this study, a new high-performance liquid chromatography (HPLC) method was
developed for plasma and pharmaceutical preparation assays that enables the
determination of the compound called agnuside, which is found in Vitex agnus-castus
L. plant and has various pharmacological effects, especially estrogenic effect. For this
purpose, the analyte extracted from plasma samples by liquid-liquid extraction
technique, then separated with C18 (150 mm X 4,6 mm X 5 um) column and
methanol:water (0.1 % formic acid) (35:65, v/v) mixture as mobile phase with isocratic
flow and at a flow rate of 0.6 mL/min. The analyte has been detected by UV detection
at 258 nm and with 9.7 + 0.01 minutes retention time. The developed method has been
validated according to ICH criteria in terms of selectivity, linearity, accuracy,
repeatability, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), robustness and
stability. The linearity limits of the method are 5-125 pg/mL, and the correlation
coefficient of the linearity equation obtained as a result of the calibration is 0.9915.
The maximum RSD % value indicating the intra-day and inter-day precision of the
method is 6.35. In order to check the clinical applicability of the developed method, a
single dose of Castonex® capsule containing chasteberry extract was administered
orally to a healthy volunteer, and then the method was used to calculate the
pharmacokinetic parameters (Cmax, tmax, tr2 and AUCo.t, AUCo-,) of the compound. In
addition to plasma assays, the amount of agnuside in pharmaceutical preparation was
calculated with the regression equation of the aqueous standard solutions and the
results were compared with those obtained by the validated comparison method at
95 % confidence level.

Keywords: Agnuside, Vitex agnus-castus L., HPLC-UV, method validation,
pharmacokinetics
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1. GIRIS VE AMAC

T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligindan ruhsatli bitkisel ekstre i¢eren {iriinler
‘takviye edici gidalar’ adi altinda piyasada bulunmaktadir. Giinlimiizde bu iiriinler
gerek hastaliklardan korunmak amaciyla gerek destek tedavi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Piyasada hayit, iffetli aga¢ gibi isimleriyle bilinen Vitex agnus-

castus L. bitkisini igeren cesitli takviye edici gidalar bulunmaktadir.

Hayit bitkisinin tedavi amaciyla kullanimi antik ¢aglara dayanmaktadir. Ulkemizde
halk arasinda meyvelerinin inflizyonu idrar arttirict, mide bulantisin1 6nleyici, soguk
alginligini giderici ve sakinlestirici amaglarla kullanilmaktadir. 17. ylizyildan itibaren,
menstrual bozukluklarda ve emzirme déneminde siit salgilanmasinda takviye amaciyla
yaygin olarak kullanilmistir [1, 2]. Hayit glinlimiizde menstruasyon bozukluklari,
premenstrual sendrom (PMS), mastodini ve menopozda goriilen sikayetlerin

giderilmesinde drog ya da standardize ekstreler halinde kullanilmaktadir [3].

Hayitin bilesiminde baslica diterpenler, diterpenoit alkaloitler, iridoit glikozitleri,
flavonoitler, trigliseritler ve ugucu yaglar bulunmaktadir [4]. Bitki i¢erdigi sekonder
metabolitler nedeniyle antioksidan, antimikrobiyal, ostrojenik, antienflamatuvar,
hipoglisemik, antikanser ve ndroprotektif etki gibi birgok farmakolojik aktivite

gostermektedir [5-9].

Vitex cinsinin kemotaksonomik belirteci olan agnusit, iridoit glikozit yapisinda bir
bilesiktir. Agnusit premenstrual ve menstrual problemlerde yaygin olarak tercih
edilmektedir [10, 11]. Hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalara gore, agnusitin
antienflamatuvar, hepatoprotektif, analjezik ve Gstrojenik etkileri bildirilmistir [10-
12]. Farmakolojik etkilerini degerlendirmek i¢in hiicre dizileri ve hayvan modellerinde
birgok preklinik ¢aligma yapilmis olsa da agnusitin terapdtik kullanimlarini bildirmek
i¢cin daha fazla klinik ¢aligmaya ihtiyag¢ vardir. Yeni bir ilag olarak gelistirilmesi icin,
klinik oncesi biyofarmasotik ve klinik farmakoloji ¢alismalarinda agnusitin kantitatif

tahminine yonelik segici ve hassas bir analitik yontem olusturmak gerekmektedir.



Bu ¢alismada uzun yillardir premenstrual sendrom, mastodini tedavisinde kullanilan,
farmakolojik etkileri gesitli ¢aligmalarla gosterilmis, hayit bitkisinde bulunan agnusit
bilesiginin farmasdtik preparatlarda ve insan plazmasinda miktarini tayin edebilen
analitik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Ardindan 26 yasinda bir saglikli
kadin goniillitye oral yolla hayit ekstresi iceren preparat uygulanarak alinan plazma
orneklerinde yeni yontem ile agnusit miktar tayinleri yapilmis ve bu maddenin baglica

farmakokinetik parametreleri (Cmaks, tmaks, t12 Ve AUCo.t, AUCo-» gibi) hesaplanmistir.

Yapilan bu prototip faz 1 klinik ¢aligma ile bu HPLC yonteminin ekstrelerin ve
preparatlarin biyoyararlanim, biyoesdegerlik ¢alismalarinda, agnusitin farmakokinetik
arastirmalarinda  ve  toksikolojik  incelemelerinde  kullanilabilir ~ olmasi
hedeflenmektedir. Gelistirilen yontem hayit ekstreleri - ilag ve hayit ekstreleri - gida

etkilesimleri ile ilgili arastirmalar yapmaya da olanak saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Vitex agnus-castus L. bitkisinin tibbi kullanimu ile ilgili ilk kayitlar M.O. IV. yiizyilda
yasamis olan Hipokrat’a aittir. Hipokrat bitkiyi menstruasyon bozukluklarinda
kullanmistir. Dioscorides “Materia Medica” adli kitapta bitkinin siit salgisini

arttirdigindan ve menstruasyon bozukluklarinda kullanimindan bahsetmistir [13].

Antik ¢aglarda hayitin tohumlari; gaz giderici, karaciger faaliyetlerini diizenleyici,
emenagog ve sakinlestirici olarak da kullanilmis, ayn1 zamanda zehirli bocek ve yilan
sokmalarina kars1 etkili oldugu belirtilmistir [13]. Eski ¢caglardan beri namus simgesi
haline gelen bitki, ilerleyen zamanlarda cinsel arzular1 baskilamak amaciyla orta ¢ag
kesisleri tarafindan kullanilmistir. Bu nedenle bitki Ingilizcede “Monk’s pepper” yani
rahip biberi ya da kesis biberi olarak da adlandirilmistir [14]. Roma’da kadinlarin
tapinak ayinlerinde namus simgesi olarak bilinen bitkinin ¢igekleriyle siislendigi

bilinmektedir [13].

1700’1 yillarda hayitin Avrupa’daki popiilaritesi azalmaya baslamis, ancak Akdeniz
havzasinda sindirim rahatsizliklarinda kullanimi1 devam etmistir [13]. Bitki jinekolojik
hastaliklarda kullanimiyla 1900’lii yillarin baginda yeniden giindeme gelmis ve bitki
ile ilgili bilimsel arastirmalar yapilmaya baslanmistir. Gerhard Madaus (1890-1942)
bitkinin jinekolojik hastaliklarda kullanimiyla ilgili yaptig1 arastirmalar sonucunda,
1938 yilinda kurutulmus hayit meyve ekstresinden ilag gelistirmistir. Madaus patentini
aldig1 bu ilaca ‘Agnolyte’ adin1 vermis ve bu ila¢ daha sonra hayit ile ilgili yapilan

bircok bilimsel aragtirmada kullanilmistir [14].

Vitex agnus-castus L. bitkisi hormonlar {izerinde diizenleyici etkiye sahip olup,
giiniimiizde menstrual siklus bozukluklari, premenstrual sendrom sikayetleri ve

menopozun ilk evresinde goriilen sikayetlerin giderilmesinde kullanilmaktadir [15].



2.2 Botanik Bilgiler
2.2.1 Verbenaceae familyasi

Verbenaceae familyasi bitkiler aleminde yaklasik 100 cins ve 3000 tiir ile temsil edilen
bir familyadir. Bitkileri nadiren otsu, cogunlukla bodur agac veya calilardan olugsmakta
ve tropikal ve subtropikal bolgelerde yetismektedir [16].

Yapraklar stipulasiz, vertisillat ya da karsiliklidir. Yapraklar1 genellikle basit, nadiren
palmatipartit veya pennat par¢alanmistir. Cigek durumlar ise brakteli, sik terminal
spika veya simoz panikulat seklindedir [16].

Cicekler hermafrodit olup; kiigiik soluk mavi, menekse, beyaz veya pembe renkli,
genellikle zigomorf veya bazen aktinomorftur. Kaliks gamosepal 2-5 disli ve kalicidir.
Korolla gamopetal, 4-5 loblu siklikla bilabiattir. Stamenler 4 tane, didinam,
epipetaldir. Ovaryum iist durumlu, 2-4 gozlii, 2 karpelli, oviiller her gézde bir tane
seklindedir [16]. Meyve 2-4 adet tek tohumlu kiigiik nukslar veya drupa seklindedir
[17].

Tiirkiye’de Verbenaceae familyasinda 3 cins ve 6 tiir bulunmaktadir:
(www.tubives.com, erisim tarihi: 15.10.2021)

1-Phyla L. (P. nodiflora L., P. canescens L.)

2-Verbena L. (V. officinalis L., V. supina L.)

3-Vitex L. (V. agnus-castus L., V. pseudo-negundo L.)

2.2.2 Vitex L. cinsi

Vitex L. cinsi, Verbenaceae familyasinin en genis cinsi olup, tiim diinyada yayilis
gosteren 250 tiirden olusmaktadir [18]. Tiirkiye’de ise sadece Vitex agnus-castus L.
ve Vitex pseudo-negundo olmak {izere iki tiir bulunmaktadir [19]. Tipta kullanilan
tiirler Vitex agnus-castus L. ve Vitex negundo L. dir. Vitex agnus-castus L., Akdeniz
bolgesi, Giiney Avrupa ve Orta Asya'da yayilis gosteren bir tiirdiir [20]. Vitex negundo
L. ise baslica Pakistan, Hindistan ve Sri Lanka'da yetismektedir [21]. Vitex agnus-

castus L. bitki sistematigi Tablo 2.1’de sunulmustur.



Tablo 2.1: Vitex agnus-castus L. bitki sistematigi (TUBIVES, erisim tarihi:

18.10.2021).
Alem Plantae
Alt Alem Tracheobionta
Boliim Magnoliophyta
Sinif Magnoliopsida
Alt Simf Asteridae
Takim Lamiales
Aile Verbenaceae
Cins Vitex
Tiir Vitex agnus-castus L.

2.2.3 Vitex agnus — castus L. tiiriiniin 6zellikleri

Verbenaceae familyasi, Vitex cinsine ait Vitex agnus-castus L., 1 - 3 metre
uzunlugunda, ¢ok yillik, yogun aromatik kokuya sahip, ¢ali veya kiiciik aga¢ formunda
bir bitkidir [22]. Vitex agnus-castus L., Tiirk¢e’de hayit, ayid, aci ayit, besparmak otu,
kesis biberi, iffetli aga¢ olarak adlandirilmaktadir. Ingiltere’de Chasteberry, Chaste
tree, Monk’s pepper, Vitex; Italya’da Agnucasto, Lagano, Vitice; Almanya’da
Keuschlamn, Mochspfeffer ve Fransa’da Agneau-chaste isimleriyle bilinmektedir [13,
23]. Bitki geleneksel halk tibbinda yaygin bir sekilde idrar arttirici, gaz ¢ikartict, mide
bulantisint 6nleyici, bag agrisini azaltici, soguk alginligini giderici ve sakinlestirici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica kurutularak toz haline getirilen meyve ve yapraklarin

giiveleri uzaklastirmak igin kullanildigi bilinmektedir [24, 25].

Vitex agnus-castus L., Akdeniz bolgesi, Giliney Avrupa ve Orta Asya'da yayilis
gostermektedir [20]. Ulkemizde Diizce, Zonguldak, Amasya, Antalya, Bursa,
Canakkale, Giresun, Mersin, Mugla, Samsun ve Trabzon bdélgelerinde dogal olarak
yetismektedir (Sekil 2.1) (TUBIVES, erisim tarihi: 18.10.2021). Bitkinin ¢iceklenme

donemi Haziran-Eyliil aylar arasidir [26].



—

Sekil 2.1 : Vitex agnus-castus L. bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu bolgeler
(TUBIVES, erisim tarihi: 18.10.2021).

Yapraklar1 palmat, iist yiizli yesil, alt yiizii beyaz tiiylii olup 5-7 parcalidir. Yapraklar
genellikle 3,5-15x0,5-2,8 cm, bazen daha genis olabilir veya belirgin dentat, tepesi
akuttur. Yapraklar her iki uca dogru daralmaktadir, sapsiz veya bazen tepedekiler

saplidir. Yaprak sap1 uzundur ve alt yapraklar 4 cm’e kadar uzayabilmektedir [16].

Cigek yapist siklikla kiiremsi sapsizdir. Kaliks i¢ yiizeyi ¢ok belirgin ana damarli, dis
yiizeyi sik yumusak tiiylii ve belirgin olmayan sekilde damarlidir. Korolla ise agik
leylak renginden maviye donen renktedir. Meyve 3-4 mm kadar, yuvarlak drupa ve
siyah ya da kirmiz1 renktedir [16]. Bitkinin resmi Sekil 2.2’de goriilmektedir [27].

Sekil 2.2 : Vitex agnus-castus L.

Vitex agnus-castus L. nin bilesiminde baslica diterpenler, flavonoitler, fenolik asitler,
iridoit glikozitleri ve ugucu yaglar yer almaktadir [17]. Bitkiden hazirlanan ekstrelerle
yapilan biyolojik aktivite c¢alismalariyla ekstrelerin antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuvar, antikanser, néroprotektif ve hipoglisemik aktivitelere sahip oldugu

gosterilmigtir [5-9].



2.3 Vitex agnus - castus L. Kimyasal Icerigi
2.3.1 Sekonder metabolitler

Bitkiler, primer veya sekonder metabolit olarak bilinen cesitli kimyasal bilesikleri
veya fitokimyasallar1 sentezlemektedir. Primer metabolitler tiim bitkilerde bulunan,
esas olarak bitkinin biiyiime ve gelisimini saglayan bilesiklerdir [28]. Bitki primer
metabolitleri proteinler, karbonhidratlar, lipitler, enzimler ve niikleik asitler gibi canli
yap1 tasini olusturan organik molekiillerden olusur ve bitkinin gelisiminde 6nemli

rolleri bulunmaktadir [29].

Sekonder metabolitler ise bitkinin temel yasamsal faaliyetleri ile dogrudan iligkisi
olmayan ancak bitkinin ¢evresiyle etkilesiminde rol oynayan bilesiklerdir. Bitkilerin
hem biyotik hem de abiyotik streslere karsi korunmasinda rol oynamaktadirlar.
Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler biyosentez kokenlerine gore ii¢ gruba

ayrilmaktadir: terpenoidler, poliketidler ve fenilpropanoidler [29].

Vitex agnus-castus L. bitkisinin sekonder metabolitleri flavonoit, iridoit, diterpen ve
fenolik asit yapisinda bilesiklerden olusmaktadir [17]. Yapilan ¢aligmalarda bitkinin
bilesiminde labdan iskeleti tasiyan (rotundifuran, viteksilakton) ve klerodan iskeleti
tastyan en az iki siif bisiklik diterpen bulundugu tespit edilmistir [30]. Bitkide
lipofilik yapida kastisin, penduletin ve krizofenol-D flavonoitleri; hidrofilik yapida
orientin, homoorientin, izoviteksin, luteolin-7-glikozit flavonoitleri bulunmaktadir [9,
31, 32]. Ana flavonoit lipofilik yapidaki kastisindir. Vitex agnus-castus L.
meyvelerindeki temel iridoit glikozitlerinin agnusit ve okubin oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir [33]. Bitkinin ¢igekli dallar1 ile yapilan bir baska
fitokimyasal ¢alismada ise agnusit ve okubine ek olarak {i¢ yeni iridoit elde edilmistir.
Bunlar;  6’-O-foliomentolmussenozidik  asit  (agnukastozid A), 6°-0-6,7-
dihidrofoliomentolmussenozidik asit (agnukastozid B), 7-O-trans-p-kumaroil-6’-O-
trans-kafeoil-8-epiloganik asit (agnukastozid C)’tir [34]. Bitkinin gévde ve dallari ile
yapilan ¢alismada en yiiksek miktarda p-hidroksibenzoik asit olmak iizere, sinamik
asit, gallik asit, benzoik asit ve klorojenik asit gibi fenolik bilesiklerin varlig1 tayin
edilmistir [35]. Yapilan bir ¢alismada bitkinin ¢i¢cek, meyve ve yapraklarindan elde
edilen ugucu yagin ana bilesenleri 1,8-sineol, sabinen, a-terpineol, B-karyofillen, trans-

B-farnesen olarak tespit edilmistir [36, 37].



2.3.2 Terpenler

Terpenler sekonder metabolitlerin en genis sinifin1 temsil etmektedir. Terpen adi,
grubun ilk bilesiklerinin terebentinden izole edilmesinden gelmektedir. Terpenler
sadece hidrokarbonlardan olusabilecegi gibi, oksijen igeren terpenler de
bulunmaktadir. Oksijen iceren terpenler ‘terpenoitler’ olarak adlandirilmaktadir.
Bitkilerde serbest olarak bulunabilecegi gibi, bazen proteinlerle birlesmis olarak,

bazen de glikozitleri ya da organik asit esterleri halinde bulunabilmektedir [38].

Terpenler biyosentezinde temel birim olan izopren (CsHsg) birimlerinin sayisina gore
smiflandirilmaktadir. izopren birimlerinin bas-kuyruk seklinde baglanarak diiz zincir
olusturmasiyla veya bag-bas, bas-orta seklinde baglanarak halka olusturmasiyla
terpenler meydana gelmektedir [28]. izopren birimlerinin sayisina gore;
hemiterpenler, monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler,

tetraterpenler ve politerpenler olarak siniflandirilmaktadir [39].

2.3.3 iridoitler

Iridoitler ¢ok ¢esitli bitkilerde ve hayvanlarda bulunan, monoterpenlere ait bir grup
dogal bilesiktir. Ozellikle Apocynaceae, Scrophulariaceae, Verbenaceae, Lamiaceae,
Loganiaceae ve Rubiaceae gibi farkli dikotil familyalarinda dogal olarak sentezlenen
sekonder metabolitlerdir [40]. Bir siklopentan halkasinin, bir oksijen atomu igeren alti
elemanli bir halka ile birlesmesi ile olusan siklopentanopiran halkas, iridoitlerin temel
iskelet halkasini olusturmaktadir (Sekil 2.3) [41, 42]. 8, 9, 10 karbonlu iridoitler 3. ve
4. karbon atomlar1 arasinda bir ¢ifte bag tasimaktadir. 9 karbonlu iridoitler 4. veya 8.
konumda, 10 karbonlu olanlar hem 4. hem 8. konumda birer siibstitiient tasimaktadir

[43].

Sekil 2.3 : iridoitlerin genel halka yapis.



Iridoit bilesikleri bitkilerden ilk defa 1800’lLi yillarda izole edilmistir. Ancak
yapilarinin aydinlatilmasi ve adlandirilmalari 1950’lerin ortalarinda yapilmistir [44].
Iridoit adi, Iridomyrmex cinsi karinca tiiriinden izole edilen iridodiyal (iridodial),
iridomirmesin  (iridomyrmecin) ve iridolakton (iridolactone) bilesiklerinden
gelmektedir. Iridoitler bu tiirlerde savunma salgilar1 olarak bulunmaktadir [44].
Iridoitler terpen tiirevlerinin biiyiik bir grubunu olusturmaktadir ve iridoit glikozitler,
non-glikosidik (aglikon) iridoitler, bisiridoitler ve sekoiridoitler olmak iizere 4 gruba

ayrilmaktadir [45].
2.3.4 Iridoit glikozitler

Monoterpenlere ait bir grup dogal bilesik olan iridoitler, dogada genellikle glikozit
formlarinda bulunmaktadir [46]. Iridoit glikozitler 8, 9 veya 10 karbonlu iskelet
yapisina sahip ve piran halkasinin 1. karbon atomuna bir monosakkaridin baglanmasi
sonucu olusan siklopentanoid monoterpen tiirevli bilesiklerdir [41, 47]. Iridoit
glikozitleri Apocynaceae, Gentianaceae, Lamiaceae, Loganiaceae, Menyanthaceae,
Plantaginaceae, Rubiaceae, Scrophulariaceae, Valerianaceae, Verbenaceae

familyalarinda bulunan sekonder metabolitlerdir [48].

Iridoitler ve iridoit glikozitleri, yapilarma gore farkli farmakolojik etkiler gosteren
biyolojik olarak aktif bilesiklerdir [41]. Sahip olduklar gesitli farmakolojik 6zellikler
nedeniyle bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Iridoit glikozitlerin kan
glukoz seviyelerini diistirdiigii [49-51], histamin ve serotonin salgilanmasini azalttig1
[52] yapilan calismalarla gosterilmistir. Ayrica hepatoprotektif, antienflamatuvar,

antimikrobiyal ve antiviral etkilerinin oldugu da bulunmustur [53].

HO
X
(0]
HO 0
HO HO on
Okubin Agnusit

Sekil 2.4 : Vitex agnus-castus L. bitkisinde bulunan bazi iridoitler.
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Yapilan ¢aligmalarla Vitex agnus-castus L. meyvelerindeki temel iridoit glikozitlerin
agnusit ve okubin oldugu gosterilmistir (Sekil 2.4) [33]. Umut verici bir
hepatoprotektif ajan olan okubunin, farelerde ve siganlarda karbontetrakloriir veya
alfa-amanitin ile indiiklenen karaciger hasarma karsi korudugu bulunmustur [54].
Ayrica koleretik, hemodinamik, antispazmodik, antimikrobiyal ve antinosiseptif
etkileri de bulunmaktadir [55-58]. Okubin ve p-hidroksibenzoik asitin esteri olan
agnusit, premenstrual ve menstrual problemlerde ve menopoz semptomlarinda
kullanilmaktadir [10, 11]. Hayvan modellerinde yapilan ¢alismalara gére, agnusitin
antienflamatuvar, hepatoprotektif, analjezik ve dstrojenik etkileri de bildirilmistir [10-

12, 59].
2.4 Vitex agnus - castus L. Farmakolojik Ozellikleri

Vitex agnus-castus L. bitkisi eski ¢aglardan beri kullanilmaktadir. Bitki Komisyon E
Monograflarinda, WHO Monograflarinda, ESCOP Monograflarinda, Amerikan Tibbi
Bitki Farmakopesinde (American Herbal Pharmacopoeia), Isvigre Farmakopesinde ve
Hint Farmakopesinde kayithdir [4]. Hayit igerdigi sekonder metabolitler sayesinde
bircok farmakolojik aktiviteye sahiptir. Ancak bitkinin etki mekanizmasi ve
farmakolojik o6zelliklerinden sorumlu etkin maddeler kesin olarak bilinmemektedir
[3]. Bitki lizerinde gesitli in vivo, in vitro ve klinik ¢aligmalar yapilmis olup bunlar su
sekilde siniflandirilabilir:

e Premenstrual Sendrom (PMS) Uzerine Etki

e Antimikrobiyal aktivite

e Antioksidan aktivite

e Antienflamatuvar aktivite

e Antikanser etki

e Hipoglisemik etki

e Noroprotektif etki

e Diger etkiler
2.4.1 Premenstrual sendrom (PMS) iizerine etki

Premenstrual sendrom, menstrual siklusun luteal fazi sirasinda fiziksel, davranigsal ve
psikolojik semptomlarin ortaya ¢ikmasi ve menstruasyonun baslamasindan sonraki

birka¢ giin i¢inde kaybolmasi ile karakterizedir [60]. Memelerde hassasiyet, agri
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(mastalji), 6dem, ates basmasi, bitkinlik, gerginlik ve bas agris1 gibi semptomlarla
karakterize siklik bir bozukluktur [61]. Premenstrual sendrom yasayan bir¢ok kadin
tarafindan Serotonin geri alim inhibitorleri ve oral kontraseptifler gibi ilaglarin yani
sira, Vitex agnus-castus L. gibi tamamlayici ve alternatif ilaglar da kullanilmaktadir
[62].

Vitex agnus-castus L. dstrojen, progesteron ve prolaktin gibi hormonlarin seviyelerini
dengelemek ve menstruasyonu diizenlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bununla
birlikte yapilan ¢alismalarla bitkinin premenstrual sendromda goriilen semptomlarin
giderilmesinde ve Iuteal faz bozukluklari, ovulasyon, laktasyon yetersizligi,
hiperprolaktinemi ve menopoz gibi sikayetlerde etkili oldugu gosterilmistir [63-65].
Bitki ekstresinin premenstrual sendrom, menstruasyon diizensizligi ve mastalji

tedavisinde kullanim1 Alman Komisyon E tarafindan onaylanmustir [3].

Hayitin etki mekanizmast ve farmakolojik aktivitelerinden sorumlu etkin maddeler
kesin olarak bilinmemekle birlikte, yapilan ¢alismalar plazmada prolaktin seviyesini
diistirerek etkili oldugunu gostermektedir [3]. Hipofiz bezinin 6n lobundan salgilanan
prolaktin hormonu, hipotalamus tarafindan sentezlenen tirotropin salinim hormonu
(TRH) ile stimiile edilmektedir, dopamin tarafindan da inhibe edilmektedir. Yapilan
cesitli in vivo ve in vitro deneylerle hayit ekstresinin dopaminerjik prolaktin
sekresyonunu inhibe edici aktivite gosterdigi tespit edilmistir [66, 67]. Sliutz ve ark.,
yaptiklari in vitro ¢aligmada Vitex agnus-castus L. preparati ve ekstrelerinin, sican
hipofiz hiicrelerinde bazal ve TRH ile indiiklenen prolaktin sekresyonunu inhibe
ettigini tespit etmislerdir. Gostermis oldugu dopaminerjik etki sayesinde hafif

hiperprolaktinemi tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir [68].

Premenstrual sendrom sikayeti olan 18-45 yas araligindaki 175 kadinin dahil edildigi
randomize, ¢ift kor Klinik bir ¢alisma yapilmistir. Bir gruba Vitex agnus-castus L.
(VAC) preparati (%60 etanollii Vitex agnus-castus L. ekstresi, 3,5-4,2 mg), diger gruba
ise piridoksin (vitamin B6) ii¢ menstrual siklus boyunca verilmistir. Piridoksin verilen
gruba siklusun 1-15. giinlerinde giinde iki kez plasebo kapsiil, 16-35. giinlerinde
giinliik 2x100 mg dozda piridoksin verilmistir. Diger gruba ise her giin 1 kapsiil Vitex
agnus-castus L. ekstresi igeren preparat verilmistir. Terapdtik cevap premenstrual
gerginlik sendromu (PMTS) degeri araciligiyla ve Klinik Global Izlenim (CGI) skalas1
ile degerlendirilmistir. Caligma sonunda PMTS degeri ve CGI sonuglart her iki grupta
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yaklasik ayni degerlerde bulunmustur. Bununla birlikte tipik sikayetlerin VAC
grubunda daha ¢ok azaldigi tespit edilmistir. Calismadan elde edilen verilere gore,
Vitex agnus-castus L. premenstrual sendrom tedavisinde piridoksin grubu kadar etkili

ve giivenli bulunmustur [63].

Almanya’da jinekoloji hekimleri PMS sikayeti olan 1634 hastay1 dahil ettigi bir klinik
calisma yapmustir. Calismada hastalara ti¢ menstrual siklus boyunca giinde 2 adet 1,6-
3,0 mg ekstre iceren (20 mg droga esdeger) Vitex agnus-castus L. kapsiilleri
verilmistir. U¢ donemin sonunda premenstrual sendromun baslica sikayetlerinin
(depresyon, anksiyete, yeme istegi, asir1 ddem gibi) %93 azaldig1 veya hi¢ kalmadigi
tespit edilmistir. Hastalarin %81°1 tedavi sonras1 durumlarini ¢ok iyi olarak belirtirken,
doktorlarin  %85°’t VAC preparatinin klinik etkisini iy1 veya ¢ok iyi olarak
degerlendirmistir [65].

Prospektif, ¢ok merkezli bir ¢alismada, premenstrual sendromlu hastalarda Vitex
agnus-castus L.’nin etkinligi aragtirtlmistir. VAC ekstresi igeren tiriin 3 siklus boyunca
kullanilmis ve {iriiniin PMS semptomlarini iyilestirdigi ve bir yan etki gostermedigi
tespit edilmistir. Hastalar iiriinii kullanmay1 biraktiktan sonra semptomlarin geri
dondigi bildirilmistir. Uygulanan tedavinin premenstrual sendromun siiresinden ¢ok

semptomlarin azalmasi agisindan 6nemli oldugu belirtilmistir [7].

Premenstrual sendromun tedavisinde VAC ekstresinin etkinligini degerlendirmek
amaciyla prospektif, acik etiketli bir calisma yapilmistir. Calismaya 18-44 yaslar
arasindaki 69 hasta dahil edilmistir. Hastalara 20 mg VAC ekstresi i¢eren preparat {ic
siklus boyunca giinde bir kez verilmistir. Sonuglar viziiel analog skala (VAS)
araciligiyla hastalar tarafindan kaydedilen on adet PMS semptomunun (Sinirlilik,
depresif ruh hali, 6fke, bas agrisi, siskinlik, gogiiste dolgunluk, cilt bozuklugu,
yorgunluk, uyusukluk ve uykusuzluk) yogunluguna gore degerlendirilmistir. Ilk
menstrual siklustan itibaren toplam VAS skorunda istatistiksel olarak anlamli bir
diisiis gozlenmistir (p < 0,001). Calismadan elde edilen verilere gore yazarlar, VAC
ekstresinin onemli bir yan etki olmaksizin PMS semptomlarini iyilestirdigini

raporlamistir [69].

Vitex agnus-castus L. ekstresinin etkinligini degerlendirmek amaciyla orta ve siddetli
PMS tanis1 almis 67 kadmin dahil edildigi, prospektif, randomize, ¢ift kor, plasebo

kontrollii bir calisma yapilmistir. Hastalar rastgele plasebo ve VAC olmak iizere 2
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gruba ayrilmistir. Sonuglar PMS toplam skorunun yiizdesi ve dort semptom (olumsuz
duygudurum, 6dem, yeme istegi ve agri) faktorii skoru ile degerlendirilmistir. VAC
grubundaki PMS toplam skoru, plasebo grubundan anlamli olarak diisiik (p = 0,015)
bulunmustur, 6zellikle olumsuz duygudurum (p = 0,047) ve 6dem (p = 0,036)
acisindan farkliliklar bulunmustur. Iyilesme yiizdesi VAC grubunda % 80,1- 92,4
iken, plasebo grubunda % 48,9-73,7 olarak tespit edilmistir [70].

Klinik ¢alismalar, serotonin geri alim inhibitorlerinin (SRI) ve Vitex agnus-castus L.
ekstresinin premenstrual disforik bozukluk (PMDD) tedavisinde etkili oldugunu
gostermistir. Bu baglamda selektif serotonin geri alim inhibit6rii olan fluoksetin ile
Vitex agnus-castus L. ekstresinin etkisini karsilastirmak amaciyla bir klinik ¢alisma
yapilmistir. Calismaya 24-45 yaslar1 arasinda PMDD tanis1 konulan 41 hasta dahil
edilmistir. Hastalar randomize olarak iki gruba ayrilmis, bir gruba 20-40 mg/giin
fluoksetin, diger gruba ise 20-40 mg/giin Vitex agnus-castus L. ekstresi iki ay boyunca
verilmistir. Sonuglar Penn giinlik semptom raporu, Hamilton depresyon
degerlendirme Olcegi ve hastaligin klinik izlenim ve iyilesme degerinin 6l¢iimii ile
degerlendirilmistir. Vitex agnus-castus L. ve fluoksetin grubunun her ikisi de benzer
sonuglar gostermistir. Bununla birlikte, fluoksetin psikolojik semptomlar i¢in daha
etkiliyken, Vitex agnus-castus L. fizyolojik semptomlar i¢in daha etkili bulunmustur
[71]. Hu ve ark., Vitex rotundifolia meyvelerinin etanol ekstresi ve Vitex tiirlerinin ana
bilesenleri olan kastisin, luteolin, rotundifuran ve agnusitin Gstrojenik aktivitesini
degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma yapmustir. Calismada Vitex rotundifolia ekstresi,
agnusit ve rotundifuran bilesiklerinin Ostrojenik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Arastirmacilar bilesiklerin bu etkilerinden dolayr menopozun yanisira premenstrual
sendrom tedavisinde kullanilabilecegini, bununla birlikte bilesiklerin fizyolojik
Oonemini degerlendirmek icin daha fazla caligmaya ihtiya¢ oldugunu belirtmislerdir

[11].

Kadinlarda premenstrual donemde veya menstrual siklus siiresince mastalji
goriilebilmektedir. Mastalji terimi memedeki agri, gerginlik veya sizi duyusunu
tanimlamak igin kullanilmaktadir [72]. Ding ve Coskun, premenopozal kadinlarda
siklik mastalji tedavisinde VAC meyve ekstresi ve flurbiprofenin etkinligini
karsilagtirmak amaciyla prospektif bir ¢alisma yapmistir [73]. Calismaya 114 hasta
dahil edilmis ve hastalar iki gruba ayrilmistir. 3 ay boyunca bir gruba VAC meyve
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ekstresi (40 mg/giin) verilmis, diger gruba ise flurbiprofen (200 mg/giin)
uygulanmustir. Ug aylhk tedavi sonrasinda hastalarin agri degerlendirmesi viziiel
analog skala (VAS) ile yapilmistir. Calisma sonunda iki grup arasinda VAS
skorlarinda anlamli fark ¢ikmamistir. Arastirmacilar, her iki ilacin da sikayetleri

onemli 6l¢iide azalttigini ve kabul edilebilir yan etkileri oldugunu belirtmislerdir.

Beles ve ark., her siklusta en az 5 giin mastalji sikayeti olan 97 hastay1 dahil ettikleri
randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii bir klinik ¢alisma yapmistir. Hastalarin yarisina
(n=48) giinde 2 kez 30 damla VAC ekstresi, diger yarisina da (n=49) plasebo
verilmistir. Caligma ti¢ siklus boyunca devam etmis ve VAC ekstresi ile tedavi basarisi
bliyiik oranda ikinci siklustan sonra elde edilmistir. VAC ekstresi verilen gruptaki

hastalarin % 71,4’ linde semptomlar ya tam olarak diizelmis ya da iyilesme goriilmiistiir
[5]

Vitex agnus-castus L. preparatinin mastalji ve hiperprolaktinemi iizerine etkisini
arastirmak amaciyla prospektif ve plasebo kontrollii klinik ¢alisma yapilmistir [74].
Calismaya 19-54 yas arasi mastalji sikayeti olan 95 hasta dahil edilmistir. Hastalar 3
gruba ayrilmis. Grup 1 siklik mastaljisi ve hiperprolaktinemisi olan hastalar, grup 2 ve
3 siklik mastaljisi ve prolaktin seviyesi normal olan hastalardan olusmustur. Grup 1°¢
40 mg/giin VAC preparati, grup 2’ye 15 mg/giin meloksikam, grup 3’e ise plasebo
verilmistir. Calisma sonunda VAC preparati alan grupta mastalji yogunlugu plasebo
grubuna gore anlamli 6l¢lide azalmistir (p < 0,0001). Ayrica prolaktin seviyesi tedavi
oncesine gore anlamli derecede azalmistir (p < 0,0001). Arastirmacilar ¢alismadan
elde edilen verilere gore, VAC preparatinin mastalji ve hiperprolaktinemi tedavisinde

etkili oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan sistematik bir derlemede, kadin sagligini arastiran randomize, kontrollii
caligmalardan Vitex agnus-castus L. (VAC) ekstrelerinin etkinligi ve giivenligine
iliskin elde edilen veriler degerlendirilmistir [75]. Vitex agnus-castus L. igin
randomize, kontrollii calismalar ya da klinik ¢aligsmalar 8 veri tabaninda arastirilmis
ve 12 randomize, kontrollii calisma degerlendirmeye alinmistir. Calismalardan 8’inde
premenstrual sendrom, 2’sinde latent hiperprolaktinemi ve 2’sinde premenstrual
disforik bozukluk tedavisinde VAC ekstrelerinin etkisi incelenmistir. PMS ile ilgili
yapilan 8 arastirmanin 7 tanesinde VAC ekstreleri piridoksin, magnezyum oksit ve

plasebo ile karsilastirildiginda, tedavide ekstrenin daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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Premenstrual disforik bozuklukla ilgili yapilan bir c¢alismada VAC ekstresinin
fluoksetine esdeger diizeyde etkili oldugu goriiliirken, diger ¢calismada ise fluoksetinin
etkisinin ekstreden daha iyi oldugu bildirilmistir. Latent hiperprolaktinemi ile ilgili
yapilan ¢alismalardan birinde, VAC ekstresinin orta luteal progesteron ve 17p-
Ostradiol seviyelerini arttirmada, TRH ile uyarilmis prolaktin sekresyonunu azaltmada
ve kisaltilmig bir luteal fazi normallestirmede plasebodan daha etkili oldugu
bulunmustur. Diger ¢alismada ise ekstrenin siklik mastaljiyi iyilestirmede ve serum

prolaktin seviyelerini azaltmada bromokriptinden daha etkili oldugu tespit edilmistir.
2.4.2 Antimikrobiyal aktivite

Vitex agnus-castus L. bitkisinden hazirlanan etanol, etil asetat, aseton ve kloroform
ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri aragtirllmigtir. Disk diflizyon metodu ile bazi
Gram (+) ve Gram (-) bakteriler iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calismadan
elde edilen verilere gore bu metotla etanol ekstresinin diger ekstrelere gore daha
yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bitkiden elde edilen ekstreler
arastirmada kullanilan Gram (+) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Ancak ekstrelerin Escherichia coli dahil Gram (-) bakteriler ile maya kiiltiirleri iizerine

antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir [76].

Arokiyaraj ve ark., Vitex agnus-castus L. yapraklarinin hekzan, etil asetat, metanol ve
sulu ekstrelerinin in vitro antibakteriyel aktivitesini incelemistir. Etil asetat ekstresinin
test edilen klinik patojenlere karsi giiclii antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ekstrenin fitokimyasal analiz sonucuna gore arastirmacilar, yiiksek
antibakteriyel etkinin bitkinin igerdigi flavonoitler, terpenoidler ve steroidlerden

kaynaklanabilecegini belirtmistir [77].

Taze hayit yapraklarindan elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir. Calismada bitkiden elde edilen ugucu yagm Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis bakterilerine
kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi ancak Listeria monocytogenes ve Escherichia

coli tizerinde etkisinin olmadig1 belirlenmistir [78].

Yapilan baska bir calismada VAC meyvelerinden elde edilen ucucu yagin Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi olmak tizere Gram

(+) veya Gram (-) sekiz farkli bakteri tizerindeki antibakteriyel aktivitesi incelenmistir.
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Meyvelerden elde edilen ugucu yag onemli antibakteriyel aktivite gostermistir. Buna
ek olarak ugucu yagin Gram (+) bakterilere daha fazla antimikrobiyal aktivite

gosterdigi belirlenmistir [79].

Denizli’den toplanan hayit bitkisinin yaprak ve tohumlarindan elde edilen esansiyel
yaglarin antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Gram (+) Staphylococcus aureus ve
Micrococcus luteus bakterileri ile Gram (-) Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa bakterileri iizerine olan antimikrobiyal etkileri standart disk diflizyon
yontemi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda hayit bitkisinin yaprak yaginin tohum
yagina gore daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Hayittan
elde edilen yaglarin test edilen Gram (+) ve Gram (-) bakteriler {izerine antimikrobiyal

etkisinin oldugu goriilmustiir [80].
2.4.3 Antioksidan aktivite

Son zamanlarda ¢esitli bilimsel arastirmalar, oksidatif stresin kanser, diyabet ve
otoimmiin hastaliklar gibi sayisiz patolojinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigin
ortaya koymustur. Antioksidanlar, kararsiz serbest radikalleri ortadan kaldiran ve
dolayistyla oksidasyon hizin1 engelleyen ve hiicreleri hasardan koruyan molekiillerdir
[81]. Bu biyoaktif molekiiller cogunlukla diyabet, Alzheimer hastaligi ve kanser gibi
oksidatif stresle iligkili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilmaktadir
[82]. Hayut lizerine yapilan gesitli caligmalarla, hayitin yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugu ve bu amagla kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hayit yaprak ve meyvelerinden elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesini
arastirmak amaciyla bir c¢alisma yapilmistir. Calismada bitkinin yaprak ve
meyvelerinden elde edilen etanol, hekzan ve su ekstrelerinin antioksidan aktivitesi
ABTS" (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) katyonu serbest radikalini
yakalama yetenegine gore degerlendirilmistir. Ekstrelerin ABTS" katyonu serbest
radikalini yakalama yetenegi 0.097-2.5 mM Trolox esdegeri/g olarak belirlenmistir ve
bitkinin igerdigi tanen ve flavonoitlerin bu etkiden sorumlu olabilecegi belirtilmistir.
Buna ek olarak etanol ve su ekstrelerinin, hekzan ekstresinden daha gii¢lii antioksidan

aktivite gosterdigi tespit edilmistir [83].

Yapilan bir baska caligmada, Antalya’dan toplanan Vitex agnus-castus L. meyve ve

yapraklarinin metanollii ekstrelerinin antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. Radikal
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stiptiriici ~ aktivitesi  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) testi  kullanilarak
degerlendirilmis ve ekstrelerin ICso degerleri sirasiyla 0,612+0,004 mg/mL ve
0,449+0,001 mg/mL olarak bulunmustur. Sonug olarak meyve ve yapraklarin belirgin
derecede radikal siipiiriicii etki gosterdigi, bununla birlikte meyve ekstrelerinin daha
yiiksek aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica arastirmacilar bitkinin 6nemli
flavonoit bilesenlerinden biri olan viteksinin meyve ve yapraklarda belirgin
miktarlarda bulundugunu ve ekstrelerin antioksidan potansiyelinden sorumlu

olabilecegini belirtmislerdir [84].

Sarikiirk¢ii ve ark., hayit ucucu yagi ve cesitli ekstrelerinin (diklorometan, hekzan,
metanol, etil asetat ve su) antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla yaptiklari
calismada, su ekstresinin ugucu yaga ve diger ekstrelere gore daha yiiksek antioksidan
aktivite (% 64-82) gosterdigini ve toplam fenolik bilesen igeriginin daha yiiksek
(112,46 £ 1,22 ng gallik asit esdegeri/mg ekstre) oldugunu tespit etmislerdir [85]. En
yiiksek toplam flavonoit madde miktar1 ise diklorometan ekstresinde goriilmiistiir.
Arastirmacilar, antioksidan aktivite potansiyeli ile toplam fenolik ve flavonoit
seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle
polifenol, flavonoit ve tanenlerin hayitin antioksidan aktivitesinden sorumlu

potansiyel bilesikler olabilecegini bildirmislerdir.

Negundosit, agnusit ve 6'- p-hidroksi benzoil mussanozidik asit Vitex tiirlerinde
bulunan iridoit glikozitlerdir. Vitex agnus-castus L., Vitex trifolia L. ve Vitex negundo
L.’nin baslica biyoaktif bilesenleridir [86]. Tiwari ve ark., yaptiklar1 bir caligmada
Vitex trifolia L.’den bu bilesikleri izole etmis ve in vitro antioksidan aktivitesini
incelemistir. Bilesiklerin antioksidan aktivitesini DPPH ve nitrik oksit radikalini
stipiirme etkisi, toplam antioksidan kapasite (TAC), ferrik iyon indirgeyici antioksidan
giic (FRAP) ve indirgeme potansiyeli (RP) olmak {izere bes deney protokolii ile
degerlendirmislerdir. Calisma sonunda biitiin bilesiklerin DPPH ve nitrik oksit
radikalini stipiirticii etki gosterdigi, TAC testinde agnusit aktivite gosterirken
negundosit ve 6'- p-hidroksi benzoil mussanozidik asitin aktivite gostermedigi
bulunmustur. Bununla birlikte bilesiklerin FRAP ve RP testlerinde 6nemli aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Caligmadan elde edilen antioksidan aktivite sonuglarina
gore arastirmacilar, negundosit, agnusit ve 6'- p-hidroksi benzoil mussanozidik asitin
proton verme yetenegine sahip oldugunu ve serbest radikal siipiiriicii olarak

kullanilabilecegini rapor etmislerdir [87].
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Vitex agnus-castus L. bitkisinden bir iridoit glikozit olan agnusit bilesigi izole edilmis
ve antioksidan aktivitesi DPPH, nitrik oksit, hidroksil radikallerini siipiiriicii etkisi
tizerinden test edilmistir. Agnusitin serbest radikal siipiiriicii etkisi, standart (BHA:
Biitilhidroksianisol) ile karsilastirildiginda 6nemli aktivite géstermistir. Agnusitin 100
pg/mL konsantrasyonda DPPH, nitrik oksit ve hidroksil radikallerini inhibe etme
yilizdesi sirasiyla % 68,11, % 69,88 ve % 70,83 olarak bulunmustur. Caligmanin
sonuglarina gore, Vitex agnus-castus L. den izole edilen agnusit bilesigi onemli serbest
radikal siipiiriicti etki gostermektedir. Bu nedenle arastirmacilar, agnusitin antioksidan

olarak iyi bir terapotik degere sahip olabilecegini belirtmislerdir [88].

2.4.4 Antienflamatuvar aktivite

Vitex agnus-castus L. yapraklarinin g¢esitli ekstrelerinin (petrol eteri, etil asetat,
metanol ve su ekstresi) antienflamatuvar etkisi arastirilmistir. Bitkinin TNF-o ve IL-6
gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini 6nemli 6l¢iide azaltarak antienflamatuvar
etki gosterdigi tespit edilmistir. Antienflamatuvar etkinin Dbitkinin igerdigi

flavonoidlere bagli olabilecegi bildirilmistir [89].

Vitex agnus-castus L. toprak distii kisimlarmin metanol ekstresinden 10 bilesik
(artemetin, kastisin, 3,3’-dihidroksi-5,6,7,4’-tetrametoksi flavon, penduletin, metil 4-
dihidroksibenzoat, p-hidroksibenzoik asit, metil 3,4-dihidroksibenzoat, 5-hidroksi-2-
metoksbenzoik asit, vanillik asit ve 3,4-dihidroksbenzoik asit) izole edilerek
bilesiklerin antienflamatuvar etkisi ve lipooksijenaz inhibitor aktivitesi arastirilmigtir
[90]. P-hidroksibenzoik asit, metil 3,4-dihidroksibenzoat ve 3,4-dihidroksbenzoik asit
bilesikleri belirgin derecede, Kastisin ve penduletin bilesikleri ise orta derecede
antienflamatuvar aktivite gostermistir. Lipooksijenaz inhibisyon deneyinde ise
kastisin bilesigi kuvvetli aktivite gdstermistir. Vitex agnus-castus L. bitkisinden elde
edilen bu bilesikler potansiyel non-steroidal antienflamatuvar ajan olarak

degerlendirilebilir.

Vitex cinsine ait bir¢ok bitki, enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Yapilan farmakolojik calismalarla, Vitex cinsinden izole edilen bazi terpenlerin
onemli antienflamatuvar etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Agnusit, sicanlarda
karragenan, histamin ve dekstran ile indiiklenen akut inflamasyon modellerinde

onemli antienflamatuvar aktivite gostermistir [12].
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Vitex peduncularis kok kabugunun butanol ekstresinden peduncularisit ve agnusit
isimli iki iridoit izole edilmistir. Bu iki iridoit murin hiicre dizileri kullanilarak COX-
1 ve COX-2 tarafindan diizenlenen prostaglandin biyosentezinin inhibisyonu i¢in test
edilmis ve hem peduncularisit hem agnusitin COX-1 lizerinde diislik inhibitor etkiye

sahip oldugu, COX-2 iizerine segici inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir [91].
2.4.5 Antikanser etki

Vitex agnus-castus L. bitkisinden elde edilen ekstrelerin antikanser etkilerini
degerlendirmek amaciyla bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan g¢alismalarla Vitex
agnus-castus L. meyvelerinden ve ayni familyadan olan Vitex trifolia L.’nin yaprak ve
dallarindan elde edilen cesitli ekstrelerin farkli kanser hiicre dizileri iizerinde

sitotoksik [92-94] ve apoptotik [95-97] etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Aslantiirk ve Celik, Vitex agnus-castus L. tohumunun su, metanol, etil asetat, dietil
eter, petrol eteri ekstrelerinin in vitro antikanser ve antioksidan etkilerini arastirmak
amaciyla bir ¢alisma yapmustir [98]. MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda
yapilan analizlerde DNA hasar1, apoptotik etki ve dnemli sitotoksik etki gézlenmistir.
VAC tohum ekstrelerinin bu etkisinin konsantrasyona bagli olarak arttigi tespit

edilmistir.

Ohyama ve ark., insan kanser hiicreleri iizerinde Vitex agnus-castus L. meyvesinin
etanol ekstresinin etkisini incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmustir. Ekstrenin kolon
karsinomu (COLO 201), gastrik signet ring karsinomast (KATO-III), insan uterin
servikal kanal fibroblasti (HCF), yumurtalik kanseri (SKOV-3), meme karsinomasi
(MCF-7), insan embriyo fibroblasti (HE-21), servikal karsinom (SKG-3a) ve kiigiik
hiicreli akciger karsinomas: (Lu-134-AH) hiicrelerine karsi sitotoksisite gosterdigi
tespit edilmistir. Vitex agnus-castus L. meyve ekstresinin, mitokondriyal membran
hasar1 ve artan hiicre i¢i oksidasyondan kaynakli apoptozise sebep olarak sitotoksik

etki gosterdigi bulunmustur [96, 99].

Weisskopf ve ark., VAC meyve ekstresinin insan kanser hiicrelerinde antitimor
aktivite gostermesinden hareketle bir arastirma yapmislardir. Aragtirmada ekstrenin {i¢
farkli insan prostat epitel hiicresi (BPH-1, LNCaP, PC-3) iizerine etkisi incelenmistir.
Calisma sonucunda ekstrenin ii¢ prostat epitel hiicre dizininde hiicre biiylimesini

inhibe ettigi ve apoptozise neden oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilere gore
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aragtirmacilar, ekstrenin hem benign prostat hiperplazisinde hem de insan prostat

kanserinde koruyucu ve tedavi edici olabilecegini belirtmislerdir [97].

Ibrahim ve ark., Vitex agnus-castus L. meyve ekstresinin insan prostat kanseri hiicre
hattina (PC3) kars1 etkisini arastirmis, ayrica sicanlarda kimyasal olarak indiiklenen
prostat kanseri iizerine etkisini in vivo olarak degerlendirmislerdir. Elde ettikleri
sonuglar, ekstrenin herhangi bir toksisite belirtisi olmadan apoptoz indiiksiyonu ile
prostat kanserini tedavi edebilecegini, ayrica koruyucu bir ajan olarak iyi huylu prostat
hiperplazisinde kullanildiginda prostat kanseri riskini azaltabilecegini gostermistir
[100].

Vitex agnus-castus L. meyve ve meyvesiz bitkilerinden hidrodistilasyon yontemiyle
elde edilen ugucu yaglarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek amaciyla bir ¢aligma
yapilmistir [101]. Her ugucu yagin C6 glioma hiicreleri, insan akciger adenokarsinom
hiicreleri (A549) ve meme kanseri hiicre serileri (MCF-7) tizerindeki sitotoksik ve
apoptotik aktivitesi in vitro olarak degerlendirilmistir. Meyve ucucu yagi, test edilen
tiim kanser hiicreleri tizerinde daha yiiksek sitotoksik etki gostermistir. MCF-7 hiicre
dizisinin her iki ucucu yaga da digerlerine gore daha duyarli oldugu
bulunmustur. Ayrica meyve ugucu yaginin hem A549 hem de MCF-7 hiicre

dizilerinde apoptozu indiikledigi bulunmustur.

Vitex agnus-castus L. bitkisinden bir iridoit glikozit olan agnusit bilesigi izole edilmis
ve COLO 320 kanser hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro sitotoksik etkisi incelenmistir
[88]. Agnusit COLO 320 kanser hiicrelerinde sitotoksik etki (IC50=15.99 pg/ml)

gostermistir.
2.4.6 Hipoglisemik etki

Vitex agnus-castus L.’nin toprak tstii kisimlarinin (gévde ve yaprak) metanol
ekstrelerinin hipoglisemik aktivitesini degerlendirmek amaciyla sicanlar iizerinde bir
calisma yapilmistir. Sicanlar 55 mg/kg dozunda streptozotosin enjeksiyonuyla
diyabetik hale getirilmistir. Sicanlarin toplam kolesterol, trigliserit, yliksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) diizeyleri spektrofotometri
ile belirlenmis, daha sonra kan glikozu 6l¢iilmiistiir. Vitex agnus-castus L. metanol
ekstresinin oral yoldan 300 mg/kg’lik dozda verilmesi sonucu 2 saat sonra kan

glikozunu diisiirdiigii ve 21 giin boyunca glisemide azalma ve lipit profilinde iyilesme
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oldugu goriilmiistiir. Calismadan elde edilen bu sonuglar, bitkinin antidiyabetik etkiye

sahip oldugunu dogrulamaktadir [8].

Vitex agnus-castus L.’nin hidroalkolik ekstresinin D-galaktoza bagli yaslanmada
hipoglisemik ve pankreas koruyucu etkilerini degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma
yapilmistir. Calismada 30-35 g agirliginda fareler kullanilmig ve fareler kontrol, VAC
hidroalkolik ekstresi, D-galaktoz, D-galaktoz + VAC hidroalkolik ekstresi,
yaslandirilmis, yaslandirilmis + VAC hidroalkolik ekstresi grubu olmak {izere 6 gruba
ayrilmistir. Serum glikoz diizeyi kontrol grubuna gére VAC ve D-galaktoz + VAC
grubunda azalmustir. Insiilin diizeyi VAC grubunda artmis, D-galaktozda ve VAC ile
tedavi edilmis yash farelerde ise kontrole kiyasla azaldigi gozlenmistir. D-galaktoz,
yaglanma ve VAC hidroalkolik ekstre uygulanan gruplarda homeostatik model
degerlendirme-tahmini insiilin direncinin (HOMA-IR) arttig1 gozlenmistir. Bununla
birlikte VAC hidroalkolik ekstresinin uygulanmasinin D-galaktoz ile muamele gormiis
fare gruplarinda HOMA-IR'yi iyilestirdigi tespit edilmistir. Yasli ve D-galaktoz
gruplarinda pankreas adaciklarinin boyutu kii¢cilmesine ragmen, VAC uygulamasi ile
diizelmistir. Calismadan elde edilen veriler, dogal yaslanan ve yaslandirilmig fare
modellerinde VAC hidroalkolik ekstresinin hipoglisemik ve pankreas koruyucu

etkilere sahip oldugunu gostermistir [102].

Berrani ve ark., Vitex agnus-castus L. bitkisinin farkli kisimlarinin (yaprak, govde,
cicek, kok ve tohum) metanol ekstrelerinin antidiyabetik, antioksidan ve antibakteriyel
aktivitelerini degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma yapmustir. Antidiyabetik aktivite in
vitro a-amilaz ve a-glukosidaz enzim inhibisyonu deneyleri ile degerlendirilmistir.
Bitkinin farkli kisimlarinin metanol ekstrelerinin a-amilaz ve a-glukosidazin etkili
inhibitorleri oldugu goriilmiistiir. Cicek (1C50=2921.84 pg/mL) ve tohum
(1C50=2992.75 png/mL) ekstreleri a-glukosidaza karsi ve yaprak (ICs0=2156.80 pg/mL)
ve kok (1Cs50=2357.30 ug/mL) ekstreleri ise a-amilaza karsi daha yiiksek etki
gostermistir. Calismanin sonuglar1 Vitex agnus-castus L. bitkisinin antidiyabetik

biyoaktif bilesikler i¢in umut verici bir kaynak oldugunu gostermistir [103].
2.4.7 Noroprotektif etki

Norodejeneratif hastaliklar, sinir hiicrelerindeki yapisal ve islevsel dejenerasyon veya
sinir hiicrelerinin 6liimii ile karakterize hastaliklardir. Alzheimer hastaligi en sik

goriilen norodejeneratif bozukluklardan biridir ve hafiza kaybi, kognitif yeteneklerde
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azalma, konusma bozukluklar1 ve noropsikiyatrik semptomlar gibi ¢esitli belirtilerle
karakterizedir. Norodejeneratif hastaliklarin kesin tedavisi bulunmamakla birlikte, son
zamanlarda hastaligin  prognozunu yavaslatmak amaciyla bitkisel kaynakl
noroprotektif ajanlarin kullanimi arastirilmaktadir [104]. Yapilan arastirmalarla Vitex
agnus-castus L. bitkisinin antioksidan, antienflamatuvar, néroprotektif etkileri oldugu
bildirilmigtir. Bir ¢alismada sicanlarda lipopolisakkarit ile indiiklenen Alzheimer
hastaligi benzeri semptomlara karsi bitkinin etkileri degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda bitki ekstresinin 6grenme ve hafizay1 gelistirdigi tespit edilmistir. Bu
etkinin Vitex agnus-castus L. ekstresinin antioksidan ve antienflamatuvar etkilerinden

kaynaklanabilecegi belirtilmistir [105].

Premenopozal donemde kadinlarda inme siklig1 erkeklerden daha diisiiktiir. Ostrojen
premenopozal donemde serebral iskemide giiclii bir noroprotektif ajan olarak
bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarla fitoostrojenlerin Vitex agnus-castus L. gibi bazi
bitki ekstrelerinde yiiksek miktarda bulundugu ve Ostrojenik ve antienflamatuvar

etkiye sahip oldugu gosterilmistir [106].

Vitex agnus-castus L. bitkisinin fitodstrojenik 6zelligi dikkate alinarak yapilan bir
caligmada, bitki ekstresinin kalici orta serebral arter tikanikligi (p(MCAQO) modelinin
indiiklenmesinden sonra ovariektomize edilmig fareler {iizerindeki etkileri
incelenmistir [106]. Calismada fareler kontrol, Vitex ekstresi, Ostrojen, Tamoksifen
ve Tamoksifen-Vitex ekstresi olmak iizere 5 gruba ayrilmistir. Orta serebral arteri
koterize edilerek ovariektomize edilmis farelerde inme indiikklenmis ve enfarktiis
hacmi ve duyu-motor bozuklugu incelenmistir. Ayrica serum matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve interlokin-10 (IL-10) seviyeleri dlglilmiistiir. Vitex
ekstresi ve oOstrojenin uygulandigi farelerde, kontrol grubuna kiyasla enfarktiis
hacminin ve norolojik defisitlerin azaldigi bulunmustur. Buna ek olarak Vitex
ekstresinin MMP-9 seviyesini azaltarak ve serum IL-10 seviyesini artirarak serebral
iskeminin zararli etkilerini iyilestirdigi tespit edilmistir. Calismadan elde edilen
bulgulara gore, Vitex ekstrelerinin ovariektomize edilmis farelerde orta serebral arter
tikanmasinin ardindan Ostrojene benzer noroprotektif etkilere sahip oldugu rapor

edilmistir.

Ovariektomize edilmis sicanlar {lizerinde yapilan bir calismada, VAC ekstresinin

proenflamatuvar  sitokin  seviyesini  diisiirdiigii ve doku homeostazinin
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stirdiiriilmesinde 6nemli rol oynayan TGF-B (Transforming Growth Factor-f)
seviyesini artirdigi tespit edilmistir [107]. Ayrica ekstrenin sigan mikroglia hiicresi

lizerinde antienflamatuvar ve noroprotektif etki gosterdigi rapor edilmistir.
2.4.8 Diger etkiler

Vitex agnus-castus L. bitkisinin diger etkileri arasinda kemopreventif,
immiinomodulator, antiosteoporotik aktiviteler yer almaktadir [108]. Ayrica bocek
kovucu etki gosterdigi ve kirik iyilesmesinde faydali oldugu cesitli calismalarla
gosterilmistir [109-111]. Bununla birlikte igerdigi bazi bilesenlerin antienflamatuvar,
analjezik ve sedatif 6zellikler gosterdigi de bilinmektedir [108].

Vitex agnus-castus L. meyvesinin n-hekzan ve metanol ekstrelerinin kemoprevensiyon
potansiyellerini  degerlendirmek i¢in bir calisma yapilmistir. Ekstrelerin
kemoproventif aktiviteye sahip oldugu ve bu etkiden bitkinin igerdigi vitetrifolin D ve

vitexlaktam C bilesiklerinin sorumlu oldugu belirlenmistir [112].

In vivo olarak yapilan bir ¢alismada, sag tibia kirig1 olan tavsanlarda Vitex agnus-
castus L. meyvelerinin etanol ekstresinin kirik iyilesmesinin erken doneminde faydali
oldugu gosterilmistir. Bu etkiden bitkinin zengin flavonoit igeriginin sorumlu
olabilecegi diistiniilmiistiir [111]. Orsiektomize edilmis siganlarla yapilan bir baska
caligmada, Vitex agnus-castus L. etanol ekstresi osteoprotektif etkiler gdstermistir
[113]. Bitkinin kortikal ve trabekiiler kemigi korudugu ve hormon replasman tedavisi

(HRT) i¢in giivenli bir alternatif olabilecegi bildirilmistir.

Vitex agnus-castus L. tohum ekstresinin kan emici boceklerin saldirilarint engelleme
potansiyellerini arastirmak i¢in bir ¢alisma yapilmistir [114]. Ekstrenin ozellikle
insanlarin ve hayvanlarin maruz kaldigi Rhipicephalus sanguineus ve Ixodes ricinus
kenelerine kars1 bocek kovucu etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica ekstrenin

sivrisinekleri ve pireleri yaklasik 6 saat boyunca uzak tuttugu gézlenmistir.
2.5 Analiz Yontemleri

Agnusit, negundosit ve 6'- p-hidroksi benzoil mussanozidik asit Vitex tiirlerinde
bulunan iridoit yapisinda biyoaktif bilesiklerdir [86]. Tiwari ve ark, yaptiklari bir
calismada agnusit, negundosit ve 6'- p-hidroksi benzoil mussanozidik asitin eszamanli
analizi i¢in basit, kesin ve tekrarlanabilir bir analitik yontem gelistirmiglerdir [87].

Calismada Vitex trifolia L.’den bilesikler izole edilmis ve bitkisel hammaddelerin ve
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formiilasyonlarin analiz ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan Yiiksek Performansl
Ince Tabaka Kromatografisi (HPTLC) yontemi ile analizi gerceklestirilmistir. Standart
karisim, tiim analitler ve numune c¢ozeltileri, TLC plakalarina bant seklinde
uygulanmistir. Plakalar, petrol eteri (60-80)/toluen/aseton/su (10:10:80:2 v/viviv)
¢oziicli sistemi kullanilarak bir CAMAG ikiz oluk gelistirme tankinda 25 + 2 °C'de
tutulmus ve 263 nm'de kurutulduktan sonra CAMAG TLC tarayici I1l ile 263 nm dalga
boyunda taranmustir. Gelistirilen yonteme gore bu 3 bilesigin 58,14-72,22 ng olmak
tizere hassas diizeyde tespit limiti elde edilmis ve agnusit i¢in tayin sinir1 212,75 ng

olarak bulunmustur.

Hoberg ve ark., Vitex L. cinsinin kemotaksonomik bir belirteci olan agnusit [115] ve
p-hidroksibenzoik asitin (PHBA) belirlenmesi i¢in ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) yontemi gelistirmislerdir [116]. Calismada Vitex agnus-
castus L. meyvelerinin metanol ekstresi ile ¢alisilmigtir. Kromatografik ayirma, 1,3
mL/dk akis hizinda, hareketli faz olarak asetonitril ve % 0,5 fosforik asit ¢6zeltisi
kullanilarak ve 258 nm’de 23 dakika iginde gradient eliisyon modu ile
gerceklestirilmistir. Ters fazli HPLC-DAD ile yapilan analizde agnusit 7.8-8.1 dakika
arasinda ve PHBA 2,0-2,3 dakika arasinda gézlenmistir.

Vitex negundo L. ve Vitex trifolia L. ekstrelerinde agnusit, negundosit ve p-
hidroksibenzoik asitin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi i¢in izokratik yiiksek
performansli  sivi  kromatografisi-Photo-Diode Array (HPLC-PDA) yontemi
gelistirilmistir [117]. Kromatografik ayirma, RP-18 kolonu (4,6 mm x 250 mm, 5 pm)
ile izokratik eliisyon modunda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak asetonitril:%0,05
trifloroasetik asit (15:85) ve 1 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir. Dedektor dalga boyu,
Vitex negundo L. ve Vitex trifolia L.’nin farkli ekstrelerinde 3 bilesigin de belirlenmesi
icin 258 nm'ye ayarlanmustir. Gelistirilen yonteme gore agnusit, negundosit ve p-
hidroksibenzoik asitin tespit limiti sirasiyla 2,5, 2,5 ve 1,0 pg/mL, ayn1 sekilde tayin
smiri ise 5,0, 5,0 ve 2,5 pg/mL olarak tespit edilmistir. Aragtirmacilar gelistirilen bu
yeni yontem ile Vitex tiirlerinde bulunan bu bilesiklerin 25 dakikalik bir analiz

stiresinde es zamanli olarak tanimlanip miktarinin belirlenebilecegini belirtmislerdir.

Shah ve ark., yaptiklar1 bagka bir ¢alismada Vitex negundo L. ve Vitex trifolia L.’nin
farkli ekstrelerinde (metanol, hekzan, kloroform, su ve etil asetat) agnusit ve p-

hidroksibenzoik asitin tayini i¢in ters fazl yiiksek performansl sivi kromatografisi
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(RP-HPLC) yontemini kullanmiglardir [118]. Kromatografik ayirma, izokratik
kosullar altinda, RP-18 kolonu (250 mm x 4 mm, 5 um) iizerinde, 1,0 mL/dk akis
hizinda, hareketli faz olarak asetonitril ve %0,5 o-fosforik asit-su (15:85) kullanilarak
gerceklestirilmistir. PDA dedektorii dalga boyu, farkli Vitex negundo L. ve Vitex
trifolia L. ekstrelerinde agnusit ve p-hidroksibenzoik asitin tanimlanmasi ve
miktariin belirlenmesi i¢in 254 nm'ye ayarlanmistir. Bu yonteme gore agnusit ve p-
hidroksibenzoik asit igin tespit limitleri sirasiyla 2,5 ve 10 ug/mL, ayn1 sekilde tayin

sinirlart da 5 ve 25 pg/mL olarak bulunmustur.

Patil ve Laddha, Vitex negundo L.’nin metanollii ekstresinden agnusit miktarinin
belirlenebilmesi i¢cin HPLC yontemi arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapmislardir
[119]. Calismada ayrica geri akis (reflux), ultrasonikasyon, maserasyon ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon tekniklerinin verimlilikleri de karsilastirilmigtir.  Farkli
ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen yaprak ekstresi metanol ile ¢ézlindiiriildiikten
sonra HPLC ile analizi ger¢eklestirilmistir. Kromatografik ayirma, asetonitril ve %0,5
orto-ftalaldehit (OPA) igeren su (18:82) mobil fazi ile, 1,0 mL/dk akis hizinda ve 254
nm’de gergeklestirilmistir. Optimum ayirma 30°C'de elde edilmistir. Agnusit i¢in en
yiiksek verim mikrodalga destekli ekstraksiyon teknigi ile elde edilmistir. Kullanilan
HPLC yontemine gore agnusit igin tespit limiti 2,085 pg/mL, tayin sinir1 ise 6,138
pg/mL olmak lizere hassas diizeyde sonuglar elde edilmistir. Gelistirilen yontem
agnusitin bitki ekstrelerinden ve formiilasyonlardan kantitatif analizi i¢in

dogrulanmistir.

Hogner ve ark., Vitex agnus-castus L. meyvelerinde ve bu bitkiden elde edilen bitkisel
tibbi triinlerde bulunan ugucu olmayan fitokimyasallarin (iridoitler, flavonoidler,
diterpenler) eszamanli analizi i¢in yeni bir ultra yiiksek performanshi sivi
kromatografisi / Diod Array Dedektor (UHPLC-DAD) yontemi gelistirmislerdir [120].
Referans madde olarak kullanilacak 7 bilesik (3,4-dihidroksibenzoik asit, p-
hidroksibenzoik asit, agnusit, 5-hidroksikaempferol-3,6,7,4'-tetrametileter, 1,2-
dibenzoik asit glukoz, metoksi-viteksilakton ve vitetrifolin D) Vitex agnus-castus L.
metanollii ekstresinden izole edilmistir. Kromatografik ayirma, 20 dakika i¢inde 1,8
um partikiill boyutuna sahip C18 (50 mm x 2,1 mm) UHPLC kolonu ile
gerceklestirilmistir. 0,6 mL/dk akis hizinda, mobil faz olarak %0,5 asetik asit (v/v) ve

asetonitril kullanilarak gradient eliisyon modu ile ¢alisilmistir. Analitlerin tespiti 210
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nm ve 260 nm’de gerceklestirilmistir. Bilesiklerin tespit limitleri 0,1-1,4 pg/mL

araliginda, tayin sinirlari ise 0,7-12,4 pg/mL araliginda bulunmustur.

2.6 Farmakokinetik Calismalar

Farmakokinetik, kisaca viicudun ilaca ne yaptigi olarak bilinmektedir. Farmakokinetik
bilim dali, bir ilacin canliya uygulanmasini takiben ilacin viicutta absorpsiyonu,
dagilimi, metabolizmas1 ve atilimi gibi parametreleri incelemektedir [121, 122].
Farmakokinetik ¢alismalar her ilag i¢in bu parametrelerin belirlenmesini saglayarak
ilacin dozu, uygulama yolu, kullanim sekli, kullanim siiresi gibi ilacin pozolojisi
hakkinda bilgi elde edilmesini saglamaktadir [122]. ilacin kullanim kosullarim
belirleyen farmakokinetik 6zelliklere ruhsatlandirma 6ncesi yapilan preklinik ve klinik

arastirmalarla erisilmektedir [123].

Bir ilagtan istenen etkinin elde edilebilmesi i¢in dncelikle ilacin uygulama yerinden
yeterli miktarda emilmesi ve etki yerine ulasmasi gerekmektedir. Uygulama yerinin
kan akim hizi, yiizey gecirgenligi gibi uygulama yerine ait Ozellikler ve ilacin
lipofilikligi, molekiil biiylikligii, iyonizasyonu, farmasotik sekli gibi ilaca ait
ozellikler ilacin absorbsiyonunu ve biyoyararlanimin1 etkilemektedir [124, 125].
Uygulama yerinden emilen ilag, viicuda dagilmakta ve plazma proteinlerine
baglanmaktadir. Ardindan ilag karaciger ya da diger dokulardaki enzimler tarafindan
biyotransformasyona ugratilarak metabolitlerine doniistiiriilmektedir. Son olarak da
ilag veya metaboliti viicuttan idrar, ter, tikiiriik, akcigerler, safra, feges gibi atilim

yoluyla uzaklastirilmaktadir [123].

Chen ve ark., Vitex trifolia L. nin kurutulmus olgun meyve ekstrelerinin (su ve etanol
ekstresi) oral yoldan uygulanmasindan sonra sigan plazmasinda agnusit, 10-O-vanillo
okubin, luteolin ve kastisinin es zamanl tespiti i¢in ultra yiiksek performansl sivi
kromatografisi-tandem  kiitle  spektrometresi  (UHPLC-MS/MS)  yontemi
gelistirmiglerdir [126]. Gelistirilen yontem ardindan farmakokinetik caligmaya
uygulanmistir. Yontemde kromatografik ayirma, C18 kolonu (2,1 x 50 mm, 1,7 um)
kullanilarak, 0,3 mL/dk akis hizinda, % 0,1 formik asit-su:asetonitril mobil fazi ile
gradient eliisyon modunda gergeklestirilmistir. Yonteme gore etanollii ekstrede 10-O-
vanillo okubin tespit edilememistir, onun disindaki diger bilesenler plazmada her iki
ekstrede tespit edilmistir. Farmakokinetik ¢alisma i¢in 250 g agirliginda 12 adet erkek
sigan rastgele 2 gruba ayrilmis; bir gruba oral yoldan 2,5 g/kg sulu ekstre uygulanmas,
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diger gruba ise 0,58 g/kg dozunda etanolik ekstre verilmistir. Belirli araliklarla kan
ornegi alinmis ve kan 6rnekleri santrifiij edilerek plazmalar ayrilmistir. Sulu ekstreden
elde edilen agnusitin plazmadaki maksimum konsantrasyonu (Cmax) 79,1 24,0 ng/mL
olarak bulunmus, plazmada maksimum agnusit konsantrasyonuna 0,88 + 0,19 saatte
ulagilmistir. Etanollii ekstreden elde edilen agnusitin Cmax degeri ise 5,03 + 0,94 ng/mL
olarak tespit edilmis, plazmada maksimum agnusit konsantrasyonuna 1,63 + 1,38

saatte ulagilmistir.

Ramakrishna ve ark., Vitex cinsinin kemotaksonomik belirteci olan agnusitin fare
plazmasinda ve ¢esitli dokularda (karaciger, bagirsak, dalak, bobrek, kalp, akcigerler
ve beyin) tayini ve farmakokinetigi i¢in sivi kromatografisi / tandem kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi gelistirmiglerdir [59]. Kromatografik ayirma,
C18 kolonunda (100 x 2,2 mm, 5 um), %0,1 formik asit-asetonitril:%0,1 formik asit-
su (92:8) mobil fazi ile, 0,7 mL/dk akis hizinda ve izokratik eliisyon modunda
gerceklestirilmistir. Gelistirilen yontem, farelere intravendz ve oral uygulamayi
takiben plazma ve dokulardaki agnusit konsantrasyonlarini 6l¢mek i¢in kullanilmistir.
Plazma ve dokulardaki maksimum agnusit konsantrasyonu 139,2-62582,3 ng/g olarak
bulunmus ve maksimum agnusit konsantrasyonuna 30-45 dakikada ulasilmistir. Oral
ve intravendz uygulamadan elde edilen verilere gore agnusitin mutlak biyoyararlanimi

% 0,7 olarak hesaplanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler, Cihazlar
ve Ekipman

3.1.1 Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Calismada asagidaki kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler kullanilmistir:

Castonex® Kapsiil (Anti Naturel Besin ve Bitkisel Destek Uriinleri Sanayi ve Ticaret

AS.)

Agnusit (Merck, USP Reference Standard CAS No: 11027-63-7)

Metanol (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Hekzan (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Asetonitril (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ortofosforik asit (%85, ag./ag.) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Trifloroasetik asit (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Formik asit (%96-98 ag./ag.) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)
Diklorometan (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Sodyum hidroksit (HPLC safliginda) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ultra saf su (HPLC safliginda)

3.1.2 Cozeltiler

3.1.2.1 Hareketli faz ¢ozeltisi

Agnusitin analizi i¢in kullanilan hareketli faz ¢ozeltisi 350 mL metanol tizerine 650
mL % 0,1 oraninda formik asit i¢eren ultra saf su ilave edilerek, son hacim 1000 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. Degaze edildikten sonra 5 pm filtreden siiziildii. Metanol:su

(% 0,1 formik asit) (35:65) (h/h) karisimi izokratik eliisyonda kullanilmistir.
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3.1.2.2 Standart ¢ozeltiler

Agnusit stok ¢ozeltisi:

1 mg agnusit tam olarak tartilip, 10 mL’lik balonjojeye aktarildi, yaklasik 5 mL
metanol eklenerek 10 dakika ultrasonik banyo yardimiyla ¢6ziindiiriildii ve metanol
ile hacmine tamamlandi (0,1 mg/mL agnusit’e esdeger). Agnusit stok cozeltisi

+4 °C’ de yaklasik 1 ay boyunca dayaniklidir.
Agnusit stok ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Dogrusallik caligmast i¢in 6 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu
cozeltiler agnusitin stok ¢ozeltisinden metanol ile uygun miktarlarda seyreltilmeler ile

5-125 pg/mL araliginda olacak sekilde hazirlandi.

3.1.3 Aletler ve diger gerecler

- Yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi (Shimadzu Corporations-Japonya)

- Inertsil® ODS-3 C18 kolon (150 mm x 4,6 mm x 5 um) (Shim-Pack, Shimadzu
Corporations-Japonya)

- Inertsil® ODS-3 C18 kolon (250 mm x 4,6 mm x Sum) (Shim-Pack, Shimadzu
Corporations-Japonya)

- UV-goriiniir bolge spektrofotometre (Hitachi-Japonya)

- Santrifiij cihaz1 (Niive-Tiirkiye)

- Terazi (Shimadzu Corporations-Japonya)

- Vorteks karistiric (Velp Scientifica-italya)

- Ultrasonik banyo (VBR-Kanada)

- Ultra saf su cihazi (Younglin Instruments-Kore)

- Otomatik pipetler (10 uL-100 pL ve 100 pL-1000 pL’lik) (Eppendorf-Almanya)

- Hareketli faz siizme tinitesi (Milipor, Sum)

- Enjektor (2 mL, 5 mL)

- HPLC enjeksiyon oncesi filtreleri (0,45 pm)

- Balon jojeler (5 mL, 10 mL, 50 mL ve 100 mL’lik) (Isolab-Almanya)

- Reaksiyon tiipleri (Vidali, kapakli 10 mL’lik) (Isolab-Almanya)

- Dereceli ve transfer pipetler (Isolab-Almanya)
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- Preparatif yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi (Waters-ABD)
- NMR Spektrometresi 500 MHz Avance NEO (Bruker-Féllanden)
- Yazilimlar; LC Solution Programi, MS Office Word Programi ve MS Office Excel

Programi

3.2 Plazmadan Analitin Ekstre Edilmesi Islemi

Plazma orneklerinden yapilan ila¢ analizlerinde maddenin yiiksek verimle ekstre
edilmesi ve plazma proteinlerinden ve girisim yapabilecek diger maddelerden
uzaklastirilmasi i¢in s1vi-s1vi ekstraksiyonu teknigi kullanilmistir. Oncesinde plazma
proteinlerinden gelebilecek girisimleri en aza indirmek amaciyla asetonitril, metanol
ve NaOH ile plazma proteinlerini ¢oktiirme yontemi denenmistir. Ardindan en yiiksek
verimle ekstre elde edebilmek i¢in ¢esitli ¢oziiciiler ve ¢oziicti hacimleri ile s1vi-sivi
ekstraksiyon teknigi denenmistir. Tiim denemeler sonucunda, sivi-sivi ekstraksiyon
tekniginde diklorometan ile ekstraksiyonun en verimli olacagi saptanmistir. Asagida

denenen ¢oziiciiler ve ¢oziicli hacimleri listelenmistir.

Tablo 3.1 : Plazmadan analitlerin ekstraksiyonu i¢in denenen sivi-sivi ekstraksiyon

sistemleri.

Ekstraksiyon Coziiciisii Ekstraksiyon Sayisi
Kloroform (5 mL) 1 kere (5 mL)
Diklorometan (5 mL) 1 kere (5 mL)
Hekzan (5 mL) 1 kere (5 mL)
Hekzan:izoamil alkol (10:1) | 1 kere (5 mL)
Kloroform (5 mL) 2 kere (2,5’ar mL)
Diklorometan (5 mL) 2 kere (2,5’ar mL)
Hekzan (5 mL) 2 kere (2,5’ar mL)
Hekzan:izoamil alkol (10:1) | 2 kere (2,5’ar mL)

Swi-sivi ekstraksiyonu:

500 pL plazma oOrnegine standart agnusit ¢ozeltisinden katim yapildi. Vorteks
karistirict ile bir dakika karistirildiktan sonra 5 mL diklorometan ¢ozeltisinden ilave
edildi. Bir dakika daha vorteks ile karigtirildiktan sonra 15 dakika (x1) 4000 rpm’de

santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 diklorometanl faz alinarak azot akiminda uguruldu.
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Kalint1 1 mL metanol ¢6zeltisinde ¢oziindiiriildiikten sonra filtreden siiziildii ve HPLC

sistemine enjekte edildi. Sonu¢ Boliim 4.1.1°de verilmistir.

3.3 Agnusitin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analizi

Agnusitin HPLC ile analizi ig¢in UV-goriiniir bolge spektrometrik dedektor ile
maksimum absorpsiyon yaptigi dalga boyu belirlenmistir. Daha sonra kromatografik
kosullar optimize edilmistir. Kolon 6zellikleri (yapisi, boyu, i¢ ¢api, partikiil boyutu),
kolon sicaklig1, hareketli faz igerigi ve oranlari, akis hizi, akis profili, enjeksiyon hacmi
gibi kromatografik kosullar belirlenmistir. Akabinde gelistirilen yontem valide

edilmistir.
3.3.1 Kromatografik kosullarin belirlenmesi

[k olarak agnusitin metanoldeki ¢dzeltilerinin spektrofotometre ile UV-gdriiniir
bolgede maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyu belirlendi. Belirlenen maksimum
dalga boyu kullanilarak HPLC cihazinda, farkli uzunlukta (15 ve 25 cm) ve yari ¢apta
(2,1 ve 4,6 mm) ve farkli partikiil boyutu (1-5 um) olan kolonlar ve gesitli hareketli
fazlar (% 0,1 formik asit-asetonitril:% 0,1 formik asit-su, metanol: %0,1 formik asit-
su, metanol: % 0,4 trifloroasetik asit-su, asetonitril: % 0,5 ortofosforik asit-su) farkli
oranlarda kullanilarak 6n denemeler yapildi. Farkli enjeksiyon hacimleri, farkli kolon
sicakliklari, degisik akis hizlar1 ve profilleri i¢in de denemeler yapildi. Uygun
kromatografik kosullar belirlendikten sonra validasyon islemleri i¢in c¢alisildi.
Gelistirilen yontem hayit ekstreleri ve preparatlari ile katilmig ve igilmis plazma
numunelerinde agnusitin kantitatif analizi i¢in kullanildi. Elde edilen veriler Bolim

4.2’ de yer almaktadir.

3.4. Yontem Validasyonu

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontemin validasyonu ICH

kilavuzu Q2 (R1)’e gore yapildi [127].

3.4.1 Segicilik
Bos plazmadan ve hareketli faz ¢ozeltisinden kaynaklanan herhangi bir girisim olup
olmadigini incelemek amaciyla segicilik ¢alismasi yapildi. Elde edilen verilere gore

pikin saflik degeri ve buna ait kromatogramlar Boliim 4.3.1°de gosterilmistir.
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3.4.2 Tayin ve gozlenebilme sinir1

Gelistirilen yontemin hassasiyetini tayin etmek icin kalibrasyon egrisinin egimi (m) ve
y eksenini kestigi nokta verilerinden yararlanarak gozlenebilme sinir1 (LOD) ve tayin
sinir1 (LOQ) degerleri asagidaki formiiller yardimiyla hesaplandi. Hesaplanan degerler

Bolim 4.3.2°de verilmistir.

LOD =3 x SD/m

LOQ =10 x SD/m

SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesigiminin standart sapmast

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.4.3 Dogrusallik

ICH’ye gore dogrusallik araligi en az 5 nokta ile belirlenmelidir [127].

Dogrusallik araliginin goriilebilmesi i¢in agnusitin 6 farkli konsantrasyonunu iceren
cozeltiler hazirland1 ve analizleri yapildi. Kromatogramlardan elde edilen pik
alanlarindan konsantrasyona karsilik dogrusallik grafikleri cizildi. Elde edilen

sonuglar Boliim 4.3.3’te gosterilmistir.

3.4.4 Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Agnusit stok ¢ozeltisinden hareketle metanol kullanilarak ti¢ farkli konsantrasyonda
(distik, orta, yiiksek) agnusit (10, 50 ve 75 pg/mL) iceren kalite kontrol ¢ozeltileri
hazirland1 ve bu ¢ozeltiler ile ¢alisildi. Analizler ayni giin (giin i¢i) ve 3 farkli glinde
(glinler arasi) 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.4°te

gosterilmistir.

3.4.5 Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugu standart katma yontemi kullanilarak saptandi. Bunun
icin 25 pg/mL konsantrasyonlardaki agnusit numune ¢ozeltileri {izerine 5, 50, 75
ug/mL konsantrasyonunda (kalite kontrol ¢ozeltileri ad1 verilen ve diisiik, orta, yiiksek
konsantrasyonlar olarak nitelendirilen) agnusit standart ¢ozeltilerinden ilave edildi.
Elde edilen alan degerleri daha 6nceden hazirlanan 6lcii egrisi denkleminde yerine
konularak konsantrasyonlar hesaplandi. Geri kazanim degerleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.5°te verilmistir.
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% Geri kazanim = [(Ct — Cu)] /Ca] x 100
Ct: bulunan toplam analit konsantrasyonu
Cu: numunede standart katmadan 6nce bulunan analit konsantrasyonu

Ca: ilave edilen analit konsantrasyonu
3.4.6 Saglamhk

Saglamlik testi ile yontemin kiiciik modifikasyonlardan etkilenip etkilenmedigi test
edilmistir. Yontemin saglamlik testi igin 3 parametresi belirlendi. Bunlar; kolon
sicakligr degisikligi (£3 °C), akis hiz1 degisikligi (0.2 mL/dk) ve hareketli faz
oranlaridir. Her konsantrasyon i¢in analizler 3 kez tekrarlandi. Elde edilen sonuglar

Boliim 4.3.6°da verilmistir.
3.4.7 Cozelti stabilitesi

Agnusit ¢ozeltilerinin stabilitesinin belirlenmesi i¢in standart c¢ozeltiler ve plazma
numune ¢ozeltileri, karanlikta 24 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat ve

+4 °C’de 1 ay siireyle bekletildi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.3.7°de gosterilmistir.

3.5 Kromatogram Uzerinde Belirlenen Agnusit Maddesinin Yapisinin
Aydinlatilmasi

Agnusit bilesigine ait olan pike ait fraksiyonu toplamak i¢in gelistirilen ve valide
edilen yontem kosullar1 preparatif HPLC’ye uyarlanmistir. Analitin yapi tayini i¢in
retansiyon zamaninda gelen fraksiyonlar toplanarak baslica niikleer manyetik
rezonans (NMR) deneyleri (*H-NMR, *C-APT NMR, HSQC ve HMBC) yapilmustir.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.4’te gosterilmistir.

3.6 Agnusitin Farmasotik Preparatta Analizi
3.6.1 Gelistirilen yontem ile analizi

10 adet Castonex® kapsiil toz halinde tartilip, ortalama bir kapsiil agirligi bulundu. 1
kapsiil agirligia (1 kapsiil: 425,7 mg) esdeger miktarda kapsiil tozu tartilarak, 100
mL’lik balon jojeye aktarildi. 50 mL metanol eklenerek 30 dakika ultrasonik banyoda
tutuldu. Metanol ile hacmine tamamlandi (4,257 mg/mL) ve 0,45 um filtreden siiztildii.

Stiziintiiden 100 pL balon jojeye alinip balon jojede 100 mL’ye metanolle seyreltildi
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(4,257 pg/mL). Analiz islemi 3 kez tekrarlandi. Kapsiillerdeki agnusit miktar1 daha
onceden hazirlanan Ol¢ili egrisine ait dogru denkleminden hesaplandi. Elde edilen

sonuclar Boliim 4.5.1°de verilmistir.
3.6.2 Kiyas yontemi ile analizi

Kiyas yontemi olarak ‘Validated HPLC method for identification and quantification
of p-hydroxy benzoic acid and agnuside in Vitex negundo and Vitex trifolia’ (ref no:

[118]) yayin metodu belirlendi.

10 adet Castonex® kapsiil toz halinde tartilip, ortalama bir kapsiil agirligi bulundu. 1
kapsiil agirligima (1 kapsiil: 425,7 mg) esdeger miktarda kapsiil tozu tartilarak, 100
mL’lik balon jojeye aktarildi. 50 mL metanol eklenerek 30 dakika ultrasonik banyoda
tutuldu. Metanol ile hacmine tamamlandi (4,257 mg/mL) ve 0,45 um filtreden siiztildii.
Siizlintiiden 100 pL balon jojeye alinip balon jojede 100 mL’ye metanolle seyreltildi
(4,257 pg/mL). Analiz islemi 3 kez tekrarlandi. Kapsiillerdeki agnusit miktar1 bu
metotla daha onceden hazirlanan 6l¢ii egrisine ait dogru denkleminden hesaplandi.

Elde edilen sonuglar Boliim 4.5.2°de verilmistir.
3.7 Biyoyararlamim ve Farmakokinetik Calismalar

Vitex agnus-castus L. bitkisinde bulunan agnusit bilesiginin insan plazmasinda sivi
kromatografik analizi ve biyoyararlaniminin incelenmesi i¢in dncelikle Bezmialem
Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onay alind1 (No: 17/9).
26 yagidaki saglikli bir kadin goniillitye, 750 mg tek bir oral doz Castonex® kapsiil
oral yolla verildi. Analizler i¢in kan 6rnekleri (5 mL) kapsiil verilmeden 6nce (0. saat,
kontrol) ve verildikten 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 saatlerde alinarak EDTA’1
tiiplere aktarildi. Plazmanin ayrilmasini saglamak amaciyla 4000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edildi. Plazma 6rnekleri analiz edilinceye kadar -20 °C’de sakland.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Agnusitin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Analiz
Sonuclan

4.1.1 Plazmadan ekstraksiyon islemi

Boliim 3.2°de anlatildig: sekilde, farkli organik ¢oziiciilerle (hekzan, hekzan:izoamil
alkol (10:1), diklorometan, kloroform) sivi-sivi ekstraksiyonu denemeleri yapildi.
Yapilan denemeler sonucunda agnusitin plazmadan ekstraksiyonu i¢in en yiiksek
verimi saglayan diklorometan kullanilmasina karar verildi. Gelistirilen ornek

hazirlama metodu Sekil 4.1’de verilmistir.

(L[]

500 pL plazma + 10 ppm agnusit

1 dakika vorteksle kangtirir.

!

5 mL diklorometan ¢zeltisi ilave edilir.

1 dakika vorteksle karngtirilir.

!

15 dakika (x1) 4000 rpm’de santrifiij edilir.

Organik faz alinarak azot akiminda ugurulur.

Kalinti 1 mL metanolde ¢ézilir, 1 dakika vorteksle
karistinlir.

Stiziildiikten sonra HPLC sistemine enjekte edilir.

Sekil 4.1 : Plazmadan ekstraksiyon islemi.
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4.2 Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi
4.2.1 Dedeksiyonun belirlenmesi

Kromatografik ayirma ve  kosullarin  belirlenmesinden ~ 6nce  uv-vis.
spektrofotometrede 200-600 nm dalga boyunda agnusitin metanoldeki maksimum
absorbsiyon yaptig1 dalga boyu (258 nm) belirlenmistir. 258 nm’de yapilan 6lgiimlerde
yuksek segicilik elde edilmesi sebebiyle bu dalga boyunda g¢alisilmistir. Agnusitin
spektrumu Sekil 4.2°de gosterilmistir.

1.4
1.3
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0.9
0.8

Absorbans
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0.6

0.5

0.4~
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0.25
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o T
200 250 300 350 400

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.2 : Agnusitin metanol ¢ozeltisinin UV-g0riiniir bolgede gozlenen
absorpsiyon spektrumu.

4.2.2 Kromatografik ayirma kosullarimin belirlenmesi

Agnusitin HPLC ile analizinin yapilabilmesi i¢in, dedektor dalga boyu belirlenmesinin
ardindan, optimum ayirma giicii ve en verimli ayirmayi saglayacak durgun ve hareketli
fazin se¢imi, kolon ozellikleri (yapisi, boyu, i¢ ¢api, partikiil boyutu), hareketli faz
icerigi, hareketli faz oranlari, akis profili, akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi

gibi kromatografik kosullar asagidaki gibi belirlenmistir.

Agnusit analizi i¢gin HPLC sistem parametreleri:

e Durgun faz (Kolon): C18 (150 mm X 4,6 mm x 5 pum)

e Mobil faz: metanol:su (% 0,1 formik asit) (35:65, h/h izokratik akis)
e Akis hizi: 0,6 mL/dk

e Enjeksiyon hacmi: 20 pL
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e Finn sicakligi: 25 °C
e Akis profili: izokratik akis

10 pug/mL standart agnusit ¢ozeltisine ait kromatogram Sekil 4.3’te gosterilmistir.
Alikonma (Retansiyon) zaman1 9.7 & 0,01 dakikadir.

4.2.3 Kromatografik sistem parametreleri

Parametre* kapasite | resoliisyon | HETP kuyruklanma | asimetri
faktorii faktorii faktorii

Agnusit analizi | 2,4 2,62 55,73 1,15 1,6

icin degerler

* kalibrasyon egrisine ait tiim noktalara ait verilerin ortalama degeridir.

4.3 Yontem Validasyonu
4.3.1 Secicilik

Sekil 4.3’te (a): bos plazma numunesi, (b): 100 ug/mL agnusit eklenmis plazma, (C):
Vitex agnus-castus L. ekstresinin goniilliiye oral uygulanmasinin 1 saat ardindan
alinan plazma numunesine ait kromatogramlar belirtilmistir. Alikonma zamani 9,7 +

0,01 dakikadr.

my v
DetAch] 1 B AT

@ min ® mis

Det A Chil

Sekil 4.3 : (a): Bos plazma numunesi, (b): 100 pg/mL agnusit eklenmis plazma ve
(c): Vitex agnus-castus L. ekstresinin goniillitye oral uygulanmasinin 1 saat ardindan
alinan plazma numunesine ait kromatogramlar.
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4.3.2 Tayin smir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)

Boliim 3.4.2°de verilen denklemlere gore agnusit i¢in hesaplanan LOD degeri 1,17

ug/mL ve LOQ degeri ise 3,91 ug/mL olarak bulunmustur.

4.3.3 Dogrusallik

Agnusit stok ¢ozeltisinden uygun metanol miktariyla seyreltilerek hazirlanan 6 farkl
konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler, 5-125 ug/mL konsantrasyon araliginda olacak
sekilde calisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan degerleri
yardimu ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6lcii egrisi Sekil 4.4’te
gosterilmistir.
6000
y = 39,313 + 355,69
R2=09915 _®
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Sekil 4.4 : Agnusitin 5-125 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi.

Tablo 4.1°de pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kii¢iik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,
C = konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir. Tablo 4.2°de ise 6 tekrarl
calisma sonucu elde edilen her bir 6l¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

yer almaktadir.
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Tablo 4.1 : Agnusitin 5-125 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan dl¢i

egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

A~_C 5 10 25 100 125
1 553 752 1497 2133 4293 5476

2 535 753 1771 2015 4421 5459

3 583 738 1501 1979 3917 5267

4 553 703 1698 1956 4503 5344

5 577 772 1399 2062 3922 5457
Ortalama | 560,2 | 7436 | 157372 2029 42112 5400,6
SD 1962 | 2571 | 154,97 | 70,58 276,6 91,28

% RSD 3,50 3,46 9,85 3,48 6,57 1,69

Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A =39,313C + 355,69

(r=0,9915)

Tablo 4.2 : Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler.

4.3.4 Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Plazma orneklerinin ¢ozeltileri 10, 50 ve 75 pg/mL agnusit miktar1 Bolim 4.1.1°de

anlatildig1 gibi calisildi.

Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 0,12 — 4,2

arasinda hesaplandi (Tablo 4.3).
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1 2 3 4 5 Ortalama SD RSD
Egim | 40919 | 40,091 | 37,498 | 40,008 | 38,75 | 39,313 | 1,175 | 2,988
Kesim | 33918 | 387,57 | 362,18 | 359,06 | 330,44 | 35569 | 2225 | 6,255
noktasi
R 109956 | 0,0853 | 0,980 | 0985 | 0.9883 | 0,9915
degeri




Farkl1 glinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri

ise % 2,91 — 6,35 arasinda bulundu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 : Aym giin i¢inde ve farkli giinlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi.

Giin i¢i (n=3)

Giinler arasi* (n=3)

Alinan Bulunan RSD Alinan Bulunan
Konsantrasyon | 1« oneantrasyon Konsantrasyon | Konsantrasyon | RSD
(%) (%)

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mlL)
10 1133 | 42 10 12,69 6,35
50 Ny 50 46,15 3,76
75 v 4 75 77,02 2,91

*Ug¢ farkl giinde elde edilen sonuglar

4.3.5 Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu saptamak i¢in standart katma yontemi uygulandi.

Bunun i¢in Boliim 3.4.5°te anlatildig1 gibi ¢alisildi.

Sonuglarin geri kazanim yiizdeleri (Ct — Cu) x 100/Ca formiiliinden hesaplandi.

Burada;

Ct: Bulunan toplam agnusit konsantrasyonu,

Cu: Plazma numunesinden alinan analit konsantrasyonu,

Ca: Ilave edilen standart ¢dzeltisinin konsantrasyonudur.

Geri kazanim degerleri % araliginda ve %RSD degerleri ile bulundu (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4 : Standart katma yontemine ait analiz sonuglari.

. . Bulunan

Alinan Ilave edilen )

Konsantrasyon Geri
RSD

Konsantrasyon Konsantrasyon Kazanim o
(ng / mL) (96) (%)
/ mL
(ng/mL) (ng/mL) (Ortalama £ SD)
5 32,09 + 1,63 106,96 1,005
25 50 74,4 + 1,10 99,2 3,26
75 98,09 + 2,64 98,09 6,26
n=3

4.3.6 Saglamhk

Y 6ntemin saglamligini belirlemek i¢in metanol:su (% 0,1 formik asit) (35:65, h/h) olan
mobil faz oram1 37:63 ve 33:67 olarak, 0,6 mL/dk olan akis hiz1 0,5 mL/dk ve 0,8
mL/dk olarak ve 25 °C olan kolon sicakligi 22 °C ve 28 °C olarak degistirilerek
standart ¢oOzeltileriyle her konsantrasyon i¢in analizler 3 kez tekrarlandi. Pik
alanlarinda ve agnusit piklerinin resoliisyon degerlerinde anlamli bir fark goriilmedi

ve tiim kosullar arasinda en yiiksek % RSD degeri 6,57 olarak bulundu (Tablo 4.5).

Tablo 4.5 : Saglamlik ¢alismasi sonuglart.

Kosul Oran Geri Kazamim (%) RSD (%)
0,5 95,98 5,26
Akis hizi (mL/dk)

0,8 95,3 5,20
37:63 86,85 5,39

Mobil faz bilesimi

(metanol: %0.1

formik asit-su) 33:67 97,12 1,21
22 87,03 4,03

Kolon sicakhigi (°C)
28 98,25 6,57

n=3

4.3.7 Cozelti stabilitesi

Agnusitin laboratuvar numunesi olarak metanoldeki kalite kontrol ¢ozeltilerinin, oda

sicakliginda karanlikta 24 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat ve +4 °C’de
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1 ay stabil kaldig1 saptanmistir. Agnusitin test edilen tiim kosullar altinda kararli

oldugu bulunmustur.

Tablo 4.6 : Agnusit standart ¢6zeltilerine ait stabilite sonuglari.

Geri kazanim
0,
Uygulama (ortalama=SD) (%) RSD (%)

Oda sicakliginda, karanlikta 24 saat 93.28 102
bekletme
Buzdolabinda +4°C de 1 ay bekletme 96,85 1,59
Otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat 92,58 183
bekletme
n=3

4.4 Kromatogram Uzerinde Belirlenen Agnusit Maddesinin Yapisinin

Aydinlatilmasi

Analitin yapisinin  aydinlatilmasi amaciyla retansiyon zamaninda toplanan
fraksiyonlarin *H-NMR, *C-APT NMR, HSQC NMR ve HMBC NMR spektrumlari
sirastyla Ek A’da verilmistir. Analite ait IH-NMR, ¥C-APT NMR analizine ait
parametreler Tablo 4.7°de; HSQC NMR ve HMBC NMR analizine ait parametreler
Tablo 4.8’de yer almaktadir. Analite ait HMBC korelasyonlart Sekil 4.5°te

gosterilmistir.
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Tablo 4.7 : Agnusit bilesiginin *H-NMR ve 3C-APT NMR analizine ait parametreler.

. “H NMR Sinyal Yarilmasi ve “C NMR
Pozisyon | (500 MHz, CDsOD) Etkilesim Sabitleri (125 MHz, CDs0D)

o0 ppm 0 ppm
1 4.98 d,J=73Hz 96.55
3 6.33 dd,J=6.1,2.0 Hz 140.38
4 511 dd,J=6.1,39Hz 104.14
5 2.69 dddd, J=7.7,5.8, 3.9, 20 Hz 45.02
6 4.46 dt,J=5.6, 1.9 Hz 81.57
7 5.84 -5.77 m 131.07
8 - - 141.51
9 3.00-2.96 m 47.15
10a 5.08 d,J=15.10Hz 62.30
10b 491 d,J=15.10Hz 62.30
1’ 4.69 d,J=79Hz 98.87
2 2] 3.36-3.23 m, 4H (gbziicii 76.98
3 3.23 sinyalinin altinda kaldig1 igin 73.55
4 329 HSQC ve HI\_/IB_C den tespit 69.93
5 3.36 * 76.62
6’a 3.84 dd,J=12.0,2.1 Hz 61.39
6’b 3.64 dd, J=12.0,5.4 Hz 61.39
17 - - 120.72
27 7.91 d, J=88Hz 131.57
3 6.84 d,J=8.8Hz 114.87
47 - - 162.31
5” 6.84 d,J=8.8Hz 114.87
6” 7.91 d,J=8.8Hz 131.57
Karbonil - - 166.42
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Tablo 4.8 : Agnusit bilesiginin HSQC NMR ve HMBC NMR analizine ait

parametreler.

HSQC
Pozisyon | 'HNMR | BC NMR korelasyonlar: HlM]i,C korelasyonlari
1H-3C NMR & ppm H-*C NMR 6 ppm
H1-C1’ =4.98-98.87
1 4.98 96.55 4.98-96.39 H1-C9 = 4 85-47 71
H3-C5 = 6.33-45.02
3 6.33 140.38 6.33-140.38 H3-C1 =6.33-96.39
H3-C4 = 6.33-104.14
4 5.11 104.14 5.11-104.14 -
5 2.69 45.02 2.72-45.02 -
6 4.46 81.57 4.46-81.57 -
H7-C9 =5.82-47.15
7 5.84 -5.77 131.07 5.84-131.07 :77—_(?150_:55.?822_?652'.0320
H7-C6 = 5.82-81.57
8 - 141.51 - -
H9-C7 = 2.98-131.07
H9-C8 = 2.98-141.51
9 3.00 - 2.96 47.15 2.98-47.15 H9-C1 = 2.98-96.39
H9-C6 = 2.98-81.57
H10a-C8= 5.08-141.51
10a 5.08 62.30 5.08-62.30 H10a-Crartonii= 5.08-166.42
H10b-C7 = 4.91-131.07
10b 491 62.30 4.91-62.30 H10b-C8 = 4.91-141.51
H10b-Charbonit = 4.91-166.42
1’ 4.69 98.87 4.69-98.87 H1’-C1 = 4.69-96.39
2’ 3.27 76.98 3.27-76.98 -
3 3.23 73.55 3.23-73.55 H3’-C5* =3.23-76.62
H3’-C1’ =3.23-98.87
4’ 3.29 69.93 3.29-69.93 H4’-C5* = 3.29-76.62
5 3.36 76.62 3.36-76.62 H5’-C4* = 3.36-69.93
6’a 3.84 61.39 3.84-61.39 -
6’b 3.64 61.39 3.64-61.30 -
1” - 120.72 - -
H2”-C3” =7.91-114.80
27 7.91 131.57 7.91-131.57 H2”-C4” =7.91-162.38
HQ”-Ckarbonn =7.91-166.12
H3”-C3” = 6.84-114.80
3” 6.84 114.87 6.84-114.87 H3”-C1” = 6.84-120.72
H3”-C4” = 6.84-162.38
4 - 162.31 - -
5” 6.84 114.87 6.87-114.87 -
6” 7.91 131.57 7.91-131.57 -
Karbonil - 166.42 - -
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Sekil 4.5 : Agnusit bilesiginin HMBC korelasyonlari.

Analitin retansiyon zamanlarinda toplanan fraksiyonlarmin NMR analiz sonuglari
yapinin agnusit oldugunu dogrulamaktadir. [128] ve [129] kaynaklar1 referans alinarak
yapilan degerlendirmeler sonucunda NMR spektrumlar1 ve analiz sonucu elde edilen

degerler yapi ile uyum icerisindedir.

4.5 Agnusitin Farmasotik Preparatta Analizi
4.5.1 Gelistirilen yontem ile analizi

Agnusit stok ¢ozeltisinden metanolle seyreltilerek hazirlanan 5 farkh
konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler, 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda olacak
sekilde calisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan degerleri
yardimu ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6l¢ii egrisi Sekil 4.6’°da
gosterilmistir. Sekil 4.7°de (a): sulu ortam bos denemesine, (b): 10 ug/mL standart

(sulu) agnusit ¢ozeltisine ait kromatogramlar belirtilmistir.

45



25000
y =1956,5x - 725,11

20000 R*=0996 o
g :
g 15000 e
=~
= 10000 o~

5000 .

..
.
0
0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.6 : Agnusitin 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6lgii egrisi.

mv
1 mv
DetAChT 1 DelACh

0.00 N‘\[\W‘/LQF 0.00
T y T T T
25 50 75 10.0 125
@ min

T T T T T
00 A 150 0.0 25 5.0 7.5 100 125 15.0

min
®)

Sekil 4.7 : (a): sulu ortam bos denemesine, (b): 10 pg/mL standart (sulu) agnusit
cozeltisine ait kromatogramlar

Tablo 4.9°de pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kii¢iik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,
C =konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir. Tablo 4.10’da ise 6 tekrarl
calisma sonucu elde edilen her bir 6l¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

yer almaktadir.
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Tablo 4.9 : Agnusitin 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

A_C 1 2 5 75 10
1 1568 3279 8375 13221 19274

2 1599 3233 8446 13158 19243

3 1626 2898 8552 13763 19315

4 1624 3283 8356 13614 19232

5 1699 3247 8563 14103 19600

6 1642 3398 8361 14005 19309
Ortalama | 1626,3 3223 84422 13644 19328,8
SD 44,0 169,51 95,08 392,73 137,02

% RSD 2,71 5,26 1,13 2,88 0,71

Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

(r= 0,996)

A =1956,5C - 725,11

Tablo 4.10 : Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler.

1 2 3 4 5 6 Ortalama SD RSD
Egim | 19349 | 19297 | 1978,1 | 19438 | 19929 | 1959,5 | 1956,5 | 2508 | 1,28
Kesim | 25163 [ 705.48 | 7575 | 69136 | 721,24 | 750,46 | 72511 | 25.42 | 351
noktasi
R 109942 | 09943 | 0,9967 | 0,9957 | 0,9964 | 0,9959 | 0,996
degeri

4.5.2 Kiyas yontemi ile analizi

Agnusit stok ¢ozeltisinden uygun metanolle seyreltilerek hazirlanan 5 farkh

konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler, 1-10 pg/mL konsantrasyon aralifinda olacak

sekilde Boliim 3.6.2 de anlatildig1 sekilde calisildi. Her konsantrasyona karsi elde

edilen ortalama pik alan degerleri yardimi ile belirtilen konsantrasyon degerleri

arasinda gizilen 6l¢ii egrisi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8 : Agnusitin 1-10 ug/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi.

Tablo 4.11°de pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kiigiik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,
C =konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir. Tablo 4.12’de ise 6 tekrarl
calisma sonucu elde edilen her bir 6l¢ii egrisinin regresyon analizine ait parametreler

yer almaktadir.
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Tablo 4.11 : Agnusitin 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan dl¢i
egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

A_C 1 2 5 75 10

1 642 1448 4414 7164 9455

2 795 1623 4435 7039 9676

3 801 1545 4441 7052 9428

4 801 1532 4490 6992 9671

5 852 1681 4485 6979 9575

6 814 1601 4517 6993 9613
Ortalama 784,2 1571,7 | 44637 70365 | 9569,7
SD 72,65 81,27 39,49 68,82 | 106,49

% RSD 9,26 5,17 0,88 0,98 1,11

Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A =983,01C + 328,23

(r= 0,9992)

Tablo 4.12 : Olgii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler.

1 2 3 4 5 6 Ortalama | SD | RSD
Egim | 995,74 | 988,82 | 971,61 | 990,86 | 970,01 | 981,04 983,01 10,58 | 1,07
Kesim 353,68 | 329,38 | 301,79 | 356,19 | 332,63 | 295,73 328,23 23,32 | 7,71
noktasi
I?. 0,999 | 0,9988 | 0,9992 | 0,9987 | 0,9991 | 0,9992 0,9992
degeri

45.3 Gelistirilen yontemin Kkapsiillerde agnusit tayinine uygulanmasi ve

sonuclarin kiyas yontemi ile elde edilen sonug¢larla karsilastirilmasi

375 mg hayit ekstresi igeren Castonex ® kapsiiller Boliim 3.6.1°de anlatildig1 sekilde

hazirlanarak yeni gelistirilen HPLC yontemiyle analiz edildi. Sonuglar kiyaslamak

amaciyla kapsiiller Boliim 3.6.2’de 117 ref no’lu yayin yontemiyle de analiz edildi.
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Her iki yontemle elde edilen sonuglar ve 6 analiz iizerinden hesaplanan ortalamalar

(A), standart sapmalar, % RSD ve giiven araligi degerleri Tablo 4.13’te verilmistir.

Gelistirilen yontem ve kiyas yontemi ile elde edilen sonuglarin ortalamalar yoniinden
karsilastirilmasi student (t) testi, standart sapmalar yoniinden karsilastirilmasi ise
Fischer (F) testi uygulanarak yapildi. Tablo 4.13’teki sonuglar incelendiginde
hesaplanan t ve F degerleri, ilgili istatistiksel cetvellerde bildirilen kritik degerlerden
daha kii¢iik oldugu i¢in gelistirilen HPLC yontemi ile kiyas yontemi arasinda anlamli

bir fark olmadig: belirlendi.

Tablo 4.73 : Agnusit i¢eren kapsiillerin analiz sonuglar1 ve sonuglarin istatistiki
olarak degerlendirilmesi.

Gelistirilen Yontem Varolan Yontem [117]
n ug/kapsiil ug/kapsiil
1 3,64 3,53
2 3,66 3,53
3 3,67 3,68
4 3,85 3,51
5 3,74 3,61
6 3,75 3,71
Ortalama 3,72 3,60
Standart sapma 0,078 0,085
% RSD 2,10 2,37
Giliven araligt + 0,06 +0,07
Giliven sinirlari 3,66-3,78 3,63-3,67
t=0,75 tranlo= 2,228
F=1,187 Frapio= 4,28

4.6 Farmakokinetik Calisma Sonuclari

Boliim 3.7°de anlatildigr sekilde elde edilen saglikli goniilliiye ait plazma ornekleri
TOPFIT 2.0 farmakokinetik ve farmakodinamik veri analiz programi kullanilarak
hesaplanan hayit ekstresine ait farmakokinetik parametre sonuglart Tablo 4.14’te
verilmistir. Plazmada agnusit konsantrasyonunun zamana kars1 degisimi ise Sekil

4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9 : Plazmada agnusit konsantrasyonunun zamana karsi degigimi.

Tablo 4.84 : 750 mg hayit ekstresinin uygulanmasindan sonra agnusitin
farmakokinetik parametreleri.

Parametre Bulunan deger
tmaks * (h) 1
Crmaks® (ug mL™Y) 99,64
t12 ¢ (h) 4,2
AUC Y%.6(ughmL™?) 12411,7
AUC Y%.. (nghmL™?) 12624

®Maksimum konsantrasyona ulagma siiresi

bMaksimum konsantrasyon

‘Eliminasyon yar1 6mrii

dKonsantrasyon-zaman egrisinin altindaki alan
Agnusitin - maksimum konsantrasyona ulasma siiresi (fmaks) 1. saat, maksimum
konsantrasyonu (Cmaks) 99,64 pg/mL, eliminasyon yar1 omrii (t12) 4,2. saat, dozlama

zamanindan gozlenen son konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan (AUCo-)

12624 pg h/mL bulunmustur.
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5.SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde bitkisel icerige sahip bir¢ok iirlin hastaliklardan korunmak, hastaliklar
tedavi etmek ya da tedaviyi desteklemek gibi cesitli amaclarla yaygin olarak
kullanilmaktadir. T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligindan ruhsatli bitkisel
ekstre iceren bu firiinler takviye edici gida adi altinda piyasada bulunmaktadir.
Bakanlik tarafindan takviye edici gidalarin ithalati, iiretimi, iglenmesi ve piyasaya
arzina iliskin usul ve esaslar1 belirlemek amaciyla ‘Takviye Edici Gidalarin ithalati,
Uretimi, Islenmesi ve Piyasaya Arzina Iliskin Uygulama Talimat1’ yayimlanmistir. Bu
tirtinler ilag ad1 altinda degerlendirilmedigi icin, preklinik ve klinik faz caligmalar1 gibi
stirecler yliriitilmemektedir ve liretim ve pazara sunulma stireci daha hizli olmaktadir.
Bununla birlikte takviye edici gidalar, bitki ekstreleri ve formiilasyonlar ilag gelistirme
prosediirlerinden geg¢medigi i¢in bircogunun farmakokinetik 6zellikleri ve
biyoyararlanimlari bilinmemektedir. Bu eksiklik bitki ekstreleri ve bitkilerin icerdigi
sekonder metabolitlerden kaynakli olarak meydana gelebilecek advers etkiler, ilag
veya diger takviye edici gidalar ile etkilesimleri konusunda da bir belirsizlige sebep

olmaktadir.

Bu tez calismasinda hayit bitkisinde bulunan ve bir¢ok farmakolojik aktivitesi
olduguna dair bilimsel caligmalar olan agnusit isimli iridoit glikozit bilesiginin
farmasotik preparatlarda ve insan plazmasinda pg/mL diizeyinde analizini saglayan
yiiksek performansli sivi kromatografisi yontemi gelistirdik. Gelistirilen yontemi
secicilik, dogrusallik, tekrarlanabilirlik, dogruluk, tayin ve gozlenebilme siniri,
saglamlik ve dayaniklilik agisindan ICH kriterlerine gore valide ettik. Bunu takiben
gelistirilen yontemi kullanarak agnusite ait daha 6nce insanda hi¢ sunulmamis olan
farmakokinetik verileri tespit ettik. Bunu yaparken Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
onayini alarak 26 yasindaki saglikli goniilliilye Castonex® kapsiilii oral yoldan tek doz
uyguladik. Goniilliden belirli araliklarla alinan kan O6rneklerinden elde edilen
plazmalarla yapilan analizler ile farmakokinetik verileri ortaya ¢ikardik. Ardindan
hayit ekstresi igeren Castonex® kapsiildeki agnusit miktarini tayin edebilecegimiz bir

HPLC yontemi daha gelistirerek bu yontemin de preparat analizlerinde
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kullanilabilirligini referans bir metotla yeni method sonuglarini istatistiksel testlerden

yararlanarak ispat ettik.

Hay1t bitkisi ve agnusit bilesiginin se¢ilmesinin nedeni premenstrual ve menstrual
problemlerde yaygin olarak kullaniminin olmasi ve [60]-[114] literatiirlerinde ortaya
konan tibbi etkilerini gdsteren makaleler ve literatiirde agnusite ait farmakokinetik
verilerin bulunmamasiydi. [59] ve [126] no’lu referanslara baktigimizda hayvan
modellerinde yapilmis farmakokinetik c¢alismaya rastlamak miimkiindiir. Ancak
insanlarda yapilan farmakokinetik ¢aligma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi agnusit

icin insana dair farmakokinetik verileri hesaplayan ilk ¢alismadir.

Bununla birlikte literatiirde agnusitin analizini yapan sivi kromatografisi ve ince
tabaka kromatografisi yontemleri mevcuttur ancak bu yontemler bitki ekstreleri i¢cinde
miktar tayini yapan yontemlerdir. Bu ¢alismalar plazmada analiz saglamamaktadir. Bir
calismada HPLC-DAD ile analiz yapilmis ve analiz 23 dakika i¢inde gradient eliisyon
modu ile gergeklestirilmistir [116]. Analiz sunulan yonteme gore uzun siirede
gerceklesmistir. Bir baska HPLC analiz yonteminde ise komplike numune hazirlama
stireci vardir ve tayin ve tespit limitleri i¢in sunulan yonteme gore daha diisiik

hassasiyette sonuglar elde edilmistir [119].

Varolan sivi kromatografisi ve ince tabaka kromatografisi yontemlerinde hassas
analizlere rastlanmakta ancak sadece ekstrelerde uygulanabilecek analiz imkani
saglamaktadirlar [87, 115-120]. Literatiirde bulunan bu y6ntemler insan plazmasinda
analiz imkan1 saglamamakta farkli amaclara imkan tanimaktadir. Bu calismada ise,
insan plazmasinda pg/mL diizeyinde analizler yapilmistir ve yontem bitki ekstresini
igeren preparatlarda da analiz imkan1 saglamaktadir. Ayrica validasyon ¢alismalarinda
yiiksek segicilik, diisiik tayin ve tespit limitleri, yiiksek kesinlik ve dogruluk, saglamlik

gbzlenmektedir.

Bu ¢aligmada kullanilan yontem MS-MS gibi pahali, her laboratuvarda ekipman
bulunamayan, sofistike operator gerektiren bir analiz yontemi olmay1p, bulunabilecek
en basit ve ekonomik dedeksiyon sistemi olan UV-goriiniir bdlge absorpsiyon
spektrometrik dedektorle calismaktadir. Bununla birlikte kullanilan numune hazirlama
yontemi olan s1vi-sivi ekstraksiyon teknigi oldukca basit, hizli bir prosediir ve yiiksek

verim saglamaktadir. Agnusitin alikonma zamani 9.7 £ 0,01 dakika gibi kisa bir
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stiredir. Ayrica, yontemin resollisyonu ve diger kromatografik ayirma kalitesini

gosteren sistem parametreleri referans araliklarina uygundur.

Sonug olarak, sunulan bu ¢aligma farmakolojik etkilerine dair ¢cok fazla arastirma ve
kullanim alan1 olan agnusit bilesiginin insan plazmasinda hassas ve kaliteli analizi igin
imkan saglamaktadir. Gelistirilen bu yoOntemle bu analite dair farmakokinetik,
biyoyararlanim, biyoesdegerlik ve toksikolojik analizleri yapmak miimkiindiir.
Yapilan bu prototip biyoyararlanim ve farmakokinetik ¢alisma bu maddeyi igeren
preparat ve ekstrelerin kullaniminda kan konsantrasyonlar1 (doz g¢alismalar1 i¢in),
sistemik dolasima ge¢cme, etki siiresi, yartlanma dmrii ve giivenilirlik profillerine ait

verileri ilk kez ortaya koymustur.
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Ek A1 : Agnusit bilesiginin *H-NMR spektrumu (500 MHz, CD3;0D).
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Ek A2 : Agnusit bilesiginin genisletilmis *H-NMR spektrumu (500 MHz, CD30D).
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Ek A3 : Agnusit bilesiginin genisletilmis *H-NMR spektrumu (500 MHz, CD30D).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

f1 (ppm)

Ek A4 : Agnusit bilesiginin 3C-APT NMR spektrumu (125 MHz, CDs0D).
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Ek A5 : Agnusit bilesiginin genisletilmis 3C-APT NMR spektrumu (125 MHz,
CDs0D).
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Ek A6 : Agnusit bilesiginin genisletilmis 3C-APT NMR spektrumu (125 MHz,
CDs0OD).
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Ek A7 : Agnusit bilesiginin HSQC NMR spektrumu (CDsOD).
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Ek A8 : Agnusit bilesiginin genisletilmis HSQC NMR spektrumu (CD30D).
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Ek A9 :

Agnusit bilesiginin genisletilmis HSQC NMR spektrumu (CD3sOD).
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Ek A10 : Agnusit bilesiginin genisletilmis HSQC NMR spektrumu (CD30D).
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Ek All : Agnusit bilesiginin genisletilmis HSQC NMR spektrumu (CD30D).
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Ek A12 : Agnusit bilesiginin HMBC NMR spektrumu (CD30D).
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Ek A13 : Agnusit bilesiginin genisletilmis HMBC NMR spektrumu (CD30D).
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Ek Al4 : Agnusit bilesiginin genisletilmis HMBC NMR spektrumu (CD30D).
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