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VITEX AGNUS-CASTUS L. (HAYIT) BITKIiSININ CICEK, YAPRAK VE
MEYVELERINDEN STANDARDIZE EKSTRELERIN HAZIRLANMASI VE
BiYOLOJIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, Balikesir (Burhaniye)’den toplanmis beyaz ve mor ¢igekli Vitex agnus-
castus L. bitkisi ile Istanbul (Zeytinburnu T1bbi Bitkiler Bahgesi)’dan toplanan kiiltiire
alinmis mor ¢icekli V. agnus-castus bitkisinin ¢igcek, yaprak ve meyve kisimlari
ayrilarak ugucu yaglar1 elde edilmistir. Ucucu yaglarin kimyasal bilesenleri GC-
FD/MS ile tespit edilmis, ardindan da kemotipleri belirlenmistir. Bitkinin gegmisteki
kullanimlar1 dogrultusunda, A549 ve MCF-7 hiicre hatlar1 segilerek ugucu yaglarin
sitotoksisiteleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarla V. agnus-castus ugucu
yaglariin yiiksek sitotoksisiteye sahip olduklar1 anlasilmistir. Balikesir bolgesinden
elde edilen ugucu yaglarin (6zellikle de mor ¢igek ugucu yaginin) daha sitotoksik
oldugu goriilmiis ve bu sonuglar ugucu yaglarin yiiksek miktarda igerdikleri a-pinen,
karyofilen ve limonen bilesikleri ile iliskilendirilmistir.

Balikesir’den toplanmis mor ¢igekli V. agnus-castus bitkisinden; meyve, ¢icek ve
yaprak %70 etanol ekstreleri hazirlanmis ve bu ekstrelerin A549 ve MCF-7 hiicre
hatlarindaki sitotoksisitesi degerlendirilmistir. V. agnus-castus meyve ekstresinin her
iki hiicre hattt i¢in de yaprak ve ¢igcek ekstrelerinden daha sitotoksik oldugu
gorilmiistiir.

Balikesir’den toplanmig V. agnus-castus gicek, meyve ve yapraklarindan %70 etanol
ekstreleri ve %100 su ekstreleri hazirlanmis ve her birinin total fenolik, total flavonoit
miktarlari ile LC-HRMS cihaziyla fenolik igerikleri tayin edilmistir. Bu ekstrelerin her
biri, yliksek yagl diyetle indiiklenmis obeziteye sahip erkek Wistar albino sigan
gruplarinin diyetlerine dahil edilerek 7 hafta boyunca test edilmistir. Calismanin
sonucunda; hayit yaprak %70 etanol, hayit yaprak su ve hayit ¢icek %70 etanol
ekstrelerinin obezite olusturulmus siganlarin viicut agirliginda azalmaya neden oldugu
ve negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda serum LDL, trigliserit, leptin, lipaz, TNF-
a ve IL-1p seviyelerinde diistise; HDL ve adinopektin diizeylerinde ise artisa neden
oldugu goriilmiistiir. V. agnus-castus yaprak ve giceklerinin luteolin-7-glukozid ve
kemferol bilesiklerince zengin olmalarinin obezite {izerinde yararlh etki
gostermelerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda, T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
ile galisilarak, 95 farkli bolgeden toplanmis V. agnus-castus meyve droglarinin PDA
dedektorlii HPLC cihaz1 ile Tiirk Farmakopesi “Hayit, Meyve” monografindaki
yontem kullanilarak kastisin icerikleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, yerli ve baslica kastisin bilesigi olmak iizere fenolik ve flavonoit
bilesiklerince zengin bir V. agnus-castus kiiltiir ¢esidi gelistirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Hayit, Vitex agnus-castus, obezite, ucucu yag kemotipleri,
sitotoksisite, kalite kontrol
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PREPARATION OF STANDARDIZED EXTRACTS FROM FLOWERS,
LEAVES AND FRUITS OF VITEX AGNUS-CASTUS L. (CHASTEBERRY)
AND INVESTIGATION OF BIOLOGICAL EFFECTS

SUMMARY

In this study, the flowers, leaves and fruits of Vitex agnus-castus L. with white and
purple flowers collected from Balikesir (Burhaniye) and V. agnus-castus with purple
flowers collected from Istanbul (Zeytinburnu Medicinal Plants Garden) were separated
and their essential oils were obtained. The chemical components of the essential oils
were determined by GC-FD/MS, and then their chemotypes were determined. In line
with the past uses of the plant, A549 and MCF-7 cell lines were selected and the
cytotoxicity of the essential oils was evaluated. The results obtained showed that V.
agnus-castus essential oils have high cytotoxicity. It was observed that the essential
oils obtained from Balikesir region (especially the purple flower essential oil) were
more cytotoxic and these results were associated with the high amounts of a-pinene,
caryophyllene and limonene compounds in the essential oils.

Fruit, flower and leaf 70% ethanol extracts were prepared from purple flowered V.
agnus-castus collected from Balikesir and cytotoxicity of these extracts on A549 and
MCEF-7 cell lines were evaluated. V. agnus-castus fruit extract was analyzed to be more
cytotoxic than leaf and flower extracts for both cell lines.

70% ethanol extracts and 100% water extracts were prepared from flowers, fruits and
leaves of V. agnus-castus collected from Balikesir and total phenolic, total flavonoid
amounts and phenolic contents of each were determined by LC-HRMS analysis.
Each of the extracts was tested for 7 weeks by including them in the diets of male
Wistar albino rat groups with high fat diet induced obesity. As a result of the study; it
was observed that 70% ethanol extract of chasteberry leaf, water extract of
chasteberry leaf and 70% ethanol extract of chasteberry flower caused a decrease in
body weight of obese rats and decreased serum LDL, triglyceride, leptin, lipase,
TNF-a and IL-14 levels and increased HDL and adiponectin levels when compared
to the negative control group. It is thought that the richness of V. agnus-castus leaves
and flowers in luteolin-7-glucoside and kaempferol compounds is effective in their
beneficial effects on obesity.

Within the scope of the thesis, in collaboration with the Republic of Tiirkiye Ministry
of Agriculture and Forestry Aegean Agricultural Research Institute, the casticin
contents of V. agnus-castus fruits collected from 95 different regions were evaluated
using the HPLC device with PDA detector and the method in the Turkish
Pharmacopoeia "Chasteberry, Fruit" monograph. In line with the results obtained, a
native V. agnus-castus cultivar rich in phenolic and flavonoid compounds, primarily
casticin compound, will be developed.

Keywords: Chasteberry, Vitex agnus-castus, obesity, essential oil chemotypes,
cytotoxicity, quality control
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1. GIRIS ve AMAC

“Hay1t”, “kesis biberi”, “namus agac1” ve “bes parmak otu” isimleri ile bilinen Vitex
agnus-castus L. bitkisi, Lamiaceae familyasinda yer almaktadir. Aga¢ veya cali
formlarinda bulunabilen bitkinin ana vatant Akdeniz {ilkeleri olmasina karsin Bati
Asya’da ve Dogu Afrika’da da yetismektedir [1, 2]. Ulkemizde de dogal olarak
yetismekte olan V. agnus-castus ¢igek, yaprak ve meyveleri ugucu yag ve fenolik
bilesikler a¢isindan oldukca zengindir. V. agnus-castus baslica apigenin, kastisin,
luteolin, orientin ve viteksin gibi flavonoid ve flavonoid heteroziti bilesikleri
bakimindan olduk¢a zengindir. Bu bilesikler arasinda yer alan kastisin, hayit
meyvesinin standardizasyonunda kullanildigindan olduk¢a Onem tagimaktadir.
Avrupa Farmakopesi’'nde (EP) “Agnii casti fructus” ismiyle kayitli olan kurutulmus
meyvesinin iceriginde %0,08’den az olmayacak sekilde kastisin bulunmasi
gerekirken, “Agni casti fructus extractum siccum” ismiyle kayitli hayit meyvesi kuru
ekstresinin igeriginde de en az %0,10 kastisin bulunmalidir [2, 3]. Icerdigi diger
sekonder metabolitler arasinda okubin ve agnusit iridoid glikozitleri ile labdan,
klerodan ve haliman iskeleti tasiyan diterpen bilesikler de bulunmaktadir. Ferulik asit,
klorojenik asit ve kafeik asit gibi fenolik asitlerce de zengin olan V. agnus-castus
bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yaglar ise, 1,8-sineol, a-pinen, j-
karyofilen, sabinen, a-terpinil asetat, (Z)-p-farnesen, limonen, «-terpineol ve
bisiklogermakren bilesiklerini major olarak igermektedir [4-6]. Hayit ¢igek, meyve ve
yapraklari tarih boyunca farkli yontemlerle hazirlanmis olup (¢ay, tentiir ve sivi ekstre)
geleneksel olarak oOzellikle kadin hastaliklar1 ile astim, Oksiirlik, nezle ve soguk
alginhigr gibi solunum yolu rahatsizliklarinda kullanilmistir. Hayit meyvesinin
kadinlarda; menstrual siklus diizensizliklerinde, PMS (premenstriiel sendrom) ve
mastalji tedavisinde kullanilmas1 Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) ve Alman Komisyonu E

tarafindan onaylanmistir. Bunun disinda menopoz semptomlarinda ve fertiliteyi



arttirmak icin de kullanilmaktadir. EMA kadinlar i¢in, giinliik 180 mg kuru meyve
droguna karsilik gelecek 20 mg’lik meyve ekstresini veya 40 damlalik sivi ekstre

kullanimini 6nermektedir [2, 3].

Bu tezde, Tiirkiye’de dogal olarak yetismekte olan V. agnus-castus bitkisinin, T.C.
Tarim ve Orman Bakanlig1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile igbirligi igerisinde 95
farkli bolgeden alinan meyve ornekleri kastisin igerigi agisindan degerlendirilip
iilkemizde farmakope kalite kriterine uygun bir ¢esit gelistirilmesi hedeflenmistir ve
elde edilen sonuglara gore yerli ve baslica kastisin bilesigi olmak {izere fenolik ve

flavonoit bilesiklerince zengin bir V. agnus-castus kiiltiir ¢esidi gelistirilecektir.

Balikesir (Burhaniye)’de dogal olarak yetismekte olan mor ve beyaz ¢igekli V.agnus-
castus ile Istanbul (Zeytinburnu Tibbi Bitkiler Bahcesi)’da kiiltiire alinmis mor renkli
V.agnus- castus bitkilerinin ¢icek, yaprak ve meyve kisimlari ayrilarak ugucu yaglarin
elde edilmesi, elde edilen ucucu yaglarin Gaz Kromatografi-Alev Iyonlastirma
Detektorii-Kiitle Spektrometresi (GC-FID-MS) cihazi ile kimyasal yapilarinin analiz
edilmesiyle kemotiplerinin belirlenmesi ve ardindan da in-vitro olarak insan alveoler
adenokarsinom hiicresi (A549), insan meme adenokarsinomu hiicresi (MCF-7)
hatlarinda sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
beyaz ve mor renkli hayit ¢igekleri ugucu yaglarinin biyolojik aktiviteleri de ilk kez

kiyaslanmistir.

Balikesir (Burhaniye)’den toplanmis V. agnus-castus bitkisinin yaprak, cicek ve
meyve kisimlart ayrilarak elde edilen ekstrelerin in-vitro olarak insan alveoler
adenokarsinom hiicresi (A549) ve insan meme adenokarsinomu hiicresi (MCF-7)
hatlarinda sitotoksisitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Toplanan materyallerden
elde edilen ekstrelerin kimyasal bilegenlerinin ve miktarlarinin aydinlatilabilmesi igin
Sivi Kromatografisi ve Yiiksek Rezoliisyonlu Kiitle Spektrometresi (LC-HRMS)
cihazi ile analizlerinin yani sira total fenolik madde ve toplam flavonoit madde miktar
tayinleri yapilmast amaglanmistir. V.agnus-castus yaprak, cicek ve meyve
kisimlarindan elde edilen bu standardize ekstrelerin anti-obezite aktivitelerinin in-vivo
olarak yiiksek yagli diyetle indiiklenmis obeziteye sahip Wistar albino si¢anlar

tizerinde incelenmesi hedeflenmistir.

Literattirde V. agnus-castus bitkisinin genellikle meyve ekstresi ile ¢alisilmis olunup

kadin hastaliklar1 {izerindeki etkisine yogunlasilmistir. Bu tez ile V. agnus castus



bitkisinin ¢i¢ek, yaprak ve meyvelerinden hazirlanan ekstrelerin ve ugucu yaglarin
sahip olduklar1 sekonder metabolitler sayesinde meydana getirecegi biyolojik
aktiviteler arastirilarak, yeni kullanim olanaklar1 ve yeni {iriin potansiyellerinin ortaya
konulmasi amaglanmistir. Gergeklestirilecek biyolojik aktivite ¢alismalari, V. agnus-
castus’un etnobotanik c¢aligmalarda soz edildigi kullanimlarina gore segilmistir.
Ulkemizde dogal olarak ¢ok yaygin yetismekte olan bu bitkinin ciceklerinin,
yapraklariin  ve meyvelerinin degerlendirilmesi, Tiirkiye’deki en verimli
cesitlerinden bazilarinin bulunup bunlarin 1slahina yardime1 olunmasi, bitkinin iilke
ekonomisine kazandirilmasi, ¢icek, yaprak ve meyvelerinden ekstreler hazirlanarak

tirtine doniistlirtilmesinin iilkemiz i¢in degerli olacag: diistiniilmektedir.



2. Vitex agnus-castus L. TURUNE AIT BOTANIK BILGILER

2.1 Vitex agnus-castus Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

Vitex agnus-castus L., Lamiales takimina ait olup Lamiaceae familyasinda yer
almaktadir. Genis bir {liye sayisina sahip Vitex L. cinsine ait olan V. agnus-castus, bu
cinsin kiiltiirel ve tibbi amaglarla kullanilan en inlii tiirii olma 6zelligine sahiptir.
Pakistan, Hindistan ve Sri Lanka gibi iilkelerde yaygin olarak yetismekte olan Vitex
negundo L. ve Cin, Hindistan gibi iilkelerde yetismekte olan Vitex trifolia L. ‘da bu
cinse ait dikkat ¢ekmekte olan diger tiirlerdir. Vitex agnus-castus un igerisinde
bulundugu Vitex cinsi, eskiden Verbenaceae familyasina mensup olarak kabul
ediliyordu ancak gilinlimiizde yapilan molekiiler filogenetik calismalar ile birlikte bu

cinsin Lamiaceae familyasinda yer almasi gerektigi kabul edilmistir [2, 7, 8].

2.2 Lamiaceae Familyasinin Ozellikleri

Tiim diinyada ve tlilkemizde olduk¢a yaygin goriilmekte olan Lamiaceae; Tiirkiye'de
takson sayisina gore ligiinci, tlir sayisina gore ise dordiincii biiylik familyadir. Tibbi
ve ekonomik degeri ¢ok yiiksek olan Lamiaceae familyasi bitkileri arasinda; Salvia,
Origanum, Thymus, Lavandula, Mentha, Vitex ve Melissa gibi cinsler bulunmaktadir
[9].

Otsu bitki veya cali formunda bulunan Lamiaceae familyas: bitkileri genellikle
aromatik, hos kokulu ve salgilidir. Lamiaceae familyasinin iiyelerinin govdeleri
genellikle dort koseli olup, yapraklar1 karsilikli ¢apraz veya halka seklinde dizili
haldedir. Yalanci vertisillat sekilli ¢igek durumu ve korolla tiipiine yerlestirilmis 4
veya 2 adet stamen bulunmaktadir. Ovaryumlart {ist durumlu olup, 2 derin karpelli, 4
gozli sekildedir. Stilus, ovaryumun i¢ tabanindan ¢ikmakta oldugundan ginobazik
sekilde olarak tanimlanmaktadir. Kaliks 5 birlesik par¢adan olusmakta, korolla
genellikle 2 dudakli olup 5 lobdan olusmaktadir. Siklikla iistte 2, altta 3 lob

4



bulunmaktadir. Meyveleri nadiren etli, genellikle kuru veya sert sekilde olup 4 adet
nuksa ayrilmaktadir [10].

Literatiirde bulunan baz1 ¢alismalarda Lamiaceae familyasinin, Verbenaceae
familyasindan evrimleserek olustuguna dair goriisler bulunmaktadir. Lamiaceae ve
Verbenaceae familyalart morfolojik olarak birbirlerine ¢ok benzemekte olsalar da
aralarinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar 6zellikle sahip olduklari
meyve ve ovaryum yapilari ile dikkat gekmektedir. Vitex 'in Lamiaceae familyasindaki
¢ogu bitki cinsinden farkli olarak etli meyveye sahip olmasindan dolay1 baslangigta,
Verbenaceae familyasina yerlestirilmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak ilerleyen
zamanlarda ozellikle molekiiler filogenetik alaninda yapilan ¢aligmalarla birlikte iki
familya arasindaki farkliliklar daha da belirgin olarak ortaya konuldugundan Vitex

cinsinin Lamiaceae familyasinda yer almasi gerektigine karar verilmistir [11, 12].

2.3 Vitex L. Cinsi

Vitex L. cinsi boyu 3-6 m yiikseklige ulasabilen, diinyanin tropikal ve subtropikal
bolgelerine 6zgii ¢ali veya aga¢ formunda bulunan genis bir topluluktur. Cesitli tiirleri;
Avrupa, Akdeniz ve Orta Asya’ya yayilmistir. Vitex L. cinsi diinya ¢apinda 214 tiire
sahiptir ve yalnizca bir tiir, Vitex agnus-castus, Tirkiye'de dogal olarak yetismektedir.
Vitex L."in en iyi taninan ve arastirilan tiirlerinden bazilar1 V. negundo L., V. agnus-
castus L., V. trifolia L, V. rotundifolia L. f., V. cymosa Bertero ex Spreng ve V.
peduncularis Wall. Ex Schauer'dir. Bu tiirler arasinda V. agnus-castus, esas olarak
mastalji, adet kanamasi sorunlari, amenore, menoraji, luteal yetmezlik ve PMS
tedavisi i¢in cinsin kullanimina iligkin klinik denemelere tabi tutuldugu bildirilen tek
tiirdiir. Vitex L. cinsinin yapraklari karsilikli capraz sekilde karakterize olup 3-7 foliolii
digitat parcalanmigtir. Korolla ¢ogunlukla zigomorftur ve huni sekilli olup beyaz
ve/veya mavi, mor, leylak tonlarina sahiptir. Korolla tiipii kisa 5 pargals; st iki, alt ii¢
parcali olacak sekilde iki dudaklidir. Stamenler, 4 adet olup didinam seklindedir.
Ovaryumlari dort gozlii, meyveleri drupa tipinde, etlidir. Endokarp genellikle ¢ok sert
yapida olup 4 gozlidiir [13-15].



2.4 Vitex agnus-castus Tiiriiniin Ozellikleri ve Yayihs

Vitex agnus-castus bitkisi baslica Akdeniz bolgesi cografyasinda (Giiney Avrupa,
Kuzey Afrika ve Bati Asya’da) ve Kafkasya’da 6zellikle nehir ve deniz kiyilarinda
dogal olarak yetismektedir. Hayit bitkisi, Akdeniz bdlgesi bitkisi olmasina ragmen;
Iran, kuzeydogu Hindistan, Afganistan ve Pakistan’da da dogal olarak yetismektedir.
Gliniimiizde, ozellikle Amerika Birlesik Devletleri’'nin Dogu, Giiney ve Bati
kiyilarinda ise kiiltiire alinmis olarak yetistirilmektedir (Sekil 2.1) [16, 17].

V. agnus-castus Amerika Birlesik Devletleri’nde “Abbeville Blue (mavi ¢igekli, bitki
boyu 3-6 m)”, “Alba (beyaz ¢igekli)”, “Blue Diddley (bitki boyu 185 cm’ye kadar
uzayan, mavi ¢igekli)”, “Blue Puffbal (bitki boyu 1 m kadar, mavi ¢gigekli)”, “Blushing
Spires (pembe ¢icekli)”, “Delta Blues (bitki boyu 3 m kadar)”, “Latifolia (mavi-
lavanta ¢icekli, yesil-mavimsi yaprakli, bitki boyu 4,5 m kadar)”, “Montrose Purple
(uzun boylu yaklagik 7,5 m kadar, mavi ¢igekli)”, “Pink Sensation (pembe ¢igekli,
bitki boyu 4,5 m kadar)”, “Rosea (bitki boyu 3 m kadar, pembe ¢igekli, pembe hayit
agaci olarak da bilinmektedir)”, “Salinas Pink (gercek pembe ¢icekli)” ve “Shoal
Creek (iri mavi mor ¢igekli)” isimleri ile ¢igek rengine veya bitki boyuna gore farkli

isimlerle kiiltiire alinmaktadir [18].
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Sekil 2.1: Vitex agnus-castus 'un yetistigi yerlerin diinya haritas1 iizerindeki dagilimi
[17].



Vitex agnus-castus Anadolu’da “hayit”, “bes parmak otu”, “ayit” ve “ayid” isimleri ile
bilinmekte olup olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir. Hatta Anadolu’da
“Karacahayit”, “Karahayit” ve “Hayitl1” isimli yerlesim yerleri bulunmaktadir. Hayit
bitkisi bu yerlesim yerlerinde yiiksek oranda bulundugundan yerel halk tarafindan bu
bitkiye 6nem verilmekte ve siklikla kullanilmaktadir. V. agnus-castus Tiirkiye’de
Akdeniz, Ege, Marmara, Dogu Karadeniz ve kismen de Giiney Dogu Anadolu
bolgesinde yayilis gostermektedir. Ozellikle Trabzon, Giresun, Bursa, Izmir, Manisa,
Aydm, Mugla, Antalya, Adana, Mersin ve Iskenderun illerimizde yaygin olarak
yetismektedir (Sekil 2.2) [1, 15, 19].
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Sekil 2.2: Vitex agnus-castus 'un yetistigi yerlerin Tiirkiye haritas1 tizerindeki
dagilimi [15].

V. agnus-castus aromatik bir kokuya sahip, biiyiik bir ¢al1 veya kiigiik bir agag¢ seklinde
bulunmaktadir. Boyu 3-6 m’yi bulmaktadir. Ust yiizii yesil-gri, alt yiizii beyaz
tomentoz tiiylii yapraklar1 5-7 pargali, palmat seklindedir. Korolla iki dudakli olup
yaklagik 8 mm c¢apindadir ve petallerin rengi soluk pembe, pembe, koyu pembe ve
leylak renginden mora ve ara sira beyaza kadar degisiklik gosterebilmektedir (Sekil
2.3, Sekil 2.4). Cigeklenme donemi haziran ayindan sonbahar baslarina kadar devam
etmektedir. Meyve, 3-4 mm ¢apinda, siyah-kirmizims: etli, drupa tipi meyvedir ve
kendine 6zgii bir kokusu ve hafif ac1 bir tadi vardir (Sekil 2.5) [16, 20].



Sekil 2.4: Mor ¢igekli Vitex agnus-castus bitkisi.
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Sekil 2.5: Vitex agnus-castus meyveleri.



3. GENEL BILGILER

3.1 Vitex agnus-castus’un Tarihge ve Mitolojisi

Vitex agnus-castus bitkisinin dallar1, ¢igekleri, yapraklar: ve meyveleri antik donemde
bile; dini torenlerde, gilinliik yasantida ve saglik alaninda kullanilmistir. Hayit
bitkisinin giiniimiizde saglik alaninda olan kullanimlarinin, antik donemde olan
kullanimlari ile benzerlik géstermesi ge¢miste yasamis uygarliklarin sahip olduklar
bilgi birikimlerini vurgulamaktadir. V. agnus-castus geleneksel olarak italya, iran,
Yunan ve Misir tibbinda 2500 seneden fazladir jinekolojik rahatsizliklarda
kullanilmaktadir. Bitki diinyanin c¢esitli yerlerinde; “Fruit de gattilier” (Fransa),
“Sauzgatillo” (Ispanya), “Ménchspfefferfriichte” (Almanya), “Panj-angosht” (Pers
Imparatorlugu), “Frutto di Agnocasto” (talya) ve “Chaste tree” (Ingilizce) isimleri ile
bilinmektedir [2, 21].

Romal: tarih¢i Plinius, tarafindan hayit dallarinin antik donemde sepet yapiminda
kullanildig1 bildirilmistir. Bu nedenle bitkinin cins ismi “Vitex” 'in, dallarinin
orlilebilmesinden dolay1 Latince “vitilis”-6riilerek yapilmig- kelimesinden geldigi
diisiiniilmektedir. Hayit agacinin dallar1 giinlimiizde de bu kullanima paralel olarak
Anadolu’da; Balikesir Havran ve Burhaniye'de, Mugla ve Mersin'de sepet ve sele
yapiminda kullanilmaktadir."agnus-castus” epitet isminin ise, eski Yunancada kutsal,
saf veya iffetli anlamina gelen "agnos" kelimesinden tiiretilmis olup daha sonradan
“agnus” seklinde sdylendigi diisiiniilmektedir. Epitet adinin ikinci kismi olan castus

ise, iffet anlamina gelen Latince "castitas" kelimesinden tiiretilmistir [2, 21].
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Sekil 3.1: Buldan Dogank6y’de yumurta sepeti yapan Nasif Usta (Fotograf: Fiisun
Ertug) [22].

Eski Yunan Uygarligi’nda hayit; tarim, evlilik ve verimlilik tanrigasi Ceres (Demeter)
igin gerceklestirilen torenler i¢in olduk¢a Onemliydi. Thesmophoria bayrami adi
verilen bu 6zel giinlerde, kutlamalara yalnizca kadinlar katilmaktaydi. Bu bayram
evlenme ve annelige hazirlik kutlamasiydi. Bu festival siiresince kadinlar, kendilerini
hayit ¢icekleri ile siislerdi. Hayit ¢iceginin saflik ve namus ile iligkili olmasimnimn yani
sira evli kadinlarin ¢ocuk dogurmalarina yardimci olmast icin tanrigalarla iletisim
kurmanin bir yolu da oldugu diisiiniiliiyordu. Yunan mitolojisinde 6zellikle evliliklerin
ve dogum yapan kadinlarin koruyucusu olarak goriilen tanrica Hera’nin Samos
Adast’nda hayit agacinin altinda dogdugu diistiniilmekte oldugundan, bu aga¢ kutsal
sayllmig ve altina yapilan heykel ile her yil Hera onuruna toérenler diizenlenmistir.

Sparta'da ise kadinlarin, Yunan Mitolojisi'nde tibbin ve sagligin tanris1 Asklepios’dan
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kadin hastaliklarinin tedavisi i¢in yardim istemelerinin ardindan hayit bitkisi ile kadin
hastaliklarinin tedavi edildigine inanilmaktadir [21, 23].

Hipokrat, M.O. IV. yiizyilda hayit bitkisinin ¢ig halde veya suda kaynatilmasiyla yara
ve iltihaplarda; kirmizi sarap icerisinde dinlendirilmesiyle ise kadin hastaliklarinda
kullanilabileceginden bahsetmistir. Dioskorides, “Materia Medica” isimli kitabinda,
hayit bitkisinin jinekolojik rahatsizliklarda ve bebek emziren kadinlarda siit salgisini

arttiracagindan bahsetmistir (Sekil 3.2) [8, 21].

RN
AU NeMor i

Sekil 3.2: De Materia Medica igerisinde yer alan Vitex sp. [24].

Dioskorides’in yani sira, Plinius’da hayit bitkisinin jinekolojik rahatsizliklarda
kullanilabileceginden bahsetmistir. Her ikisi de hayit meyvesinin dalak
rahatsizliklarinda, bas agrisinda ve bazi zehirli hayvanlarin 1siklarinin tedavisinde
kullanilabileceginden hatta bu zehirli hayvanlarin yasam alanlarindan uzaklastirilmasi

icin de kullanilabileceginden bahsetmistir [8, 21]

Hayit bitkisi Ortacag’da Avrupa’da da saflik ve namus simgesi olarak bilinmekteydi.
Katolik kilisesi tarafindan benimsenmis olan hayit bitkisinin erkeklerde cinsel istegi

azalttigina inanmildigindan, manastirlarda yemek salonlarinda siklikla ogiitiilerek
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kullanildig1 bilinmektedir. Hayit bitkisi bu sebeple “kesis biberi (monk’s pepper)”
adiyla da amilmaktadir [2, 21]. Giiniimizde, V. agnus-castus’un erkeklerde
testosteron hormonu seviyelerinde azalmaya yol a¢tigi kanitlanmistir [25]. 9. ve 12.
yiizyillarda baz1 Islam alimleri tarafindan akil hastalig1 ve epilepsi rahatsizlig1 olan
kisilerde hayit bitkisini Kkullandiklar1 belirtilmigtir [21]. Saberi ve arkadaslar
tarafindan 2008 yilinda gergeklestirilen in-vivo hayvan deneyi ¢alismasi ile V. agnus-
castus’un sahip oldugu x-opioid ve D2 dopaminerjik aktiviteleri sayesinde, doza
bagimli olarak epileptik aktiviteyi Onleyebilecegi ve/veya azaltabilecegi ortaya
konulmustur. Bu alanda yapilacak daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulsa da, bitkinin
gecmisteki kullanimina paralel bir kullanim alaninin giiniimiizde de miimkiin

olabilecegi ihtimali oldugu goriilmektedir [26].

3.2 V. agnus-castus Tiiriiniin Geleneksel Kullanim Alanlari

Anadolu’da V. agnus-castus meyve ve yapraklarinin, yiinli kumaslart giivelere karsi
korudugu soylenmektedir. Bitkinin dallar1 sepet O6rmekte ve kumas boyamada
kullanilmaktadir. V. agnus-castus meyveleri infiizyon seklinde hazirlanarak ditiretik,
karminatif ve yatistirici olarak kullanilmaktadir [27] .

Tiirkiye'nin farkli yerlesim yerlerinde yapilan etnobotanik ¢alismalar incelendiginde,
V. agnus-castus'un ozellikle kadin hastaliklart ve akciger saghgi icin kullanildigi
belirlenmistir. Alasehir-Manisa’da yerel halk tarafindan, V.agnus-castus meyvesi ve
cicekli dallar1 dekoksiyon yontemiyle hazirlanarak adet sancisi, vajinal kasinti ve
solunum yolu hastaliklarinin giderilmesi i¢in glinde 2-3 kez olacak sekilde iki hafta
boyunca kullanilmaktadir [28]. Bozyazi-Mersin’de astim, bronsit, soguk alginligi, grip
ve hormonal bozukluklar i¢in hayit meyvelerinin; bal ile karistirilarak 2 hafta boyunca
giinde 1-2 kez tiiketildigi veya infiizyon seklinde cay olarak i¢ildigi goriilmektedir
[29]. Datca-Mugla’da V. agnus-castus meyvelerinin dekoksiyon seklinde hazirlanarak
kadinlarda kisirlik i¢in ve/veya fertiliteyi arttirmak igin kullanildigi bilinmektedir [30].
Izmir’de geleneksel olarak, kadinlarda adet dongiisiinii diizenlemek icin V. agnus-
castus meyveleri infiizyon seklinde hazirlanarak 15-30 giin boyunca giinde 2-3 kez
cay seklinde tiiketilmektedir [31]. Mugla-Marmaris’de ise V.agnus-castus’un toprak
iistii kistmlar1 dekoksiyon seklinde hazirlanarak oksiiriik ve bronsitin giderilmesi i¢in
kullanilmaktadir [32]. Karahayit-Denizli’de hayit bitkisinin meyvelerinin ve

yapraklarinin; kadinlarda adet diizensizligi ve agrilarin1 gidermek, yumurtaliklarda
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olusan iltihab1 ve kistleri tedavi etmek ve fertiliteyi arttirmak icin tiiketildigi
goriilmektedir. V. agnus-castus meyve ve yapraklarinin, yerel halk tarafindan bu
kullanimlarin yani sira diyabet, kalp ve damar hastaliklari, romatizma ve karin agrilari
icin de yemeklere baharat seklinde ilave ettikleri veya c¢ay seklinde tiiketerek
kullandiklar1 da goriilmektedir. Karahayit yoresinin bu ad ile anilmasinin, bdlgede cok
sayida yetismekte olan koyu renkli meyvelere sahip hayit agaglarindan ilerigeldigine
veya bolgede hayit agaclarinin yandigini géren bir ¢obanin hayitlarin karardigin

sOylemesi ardindan bu sekilde sdylenegeldigine inanilmaktadir [1].

3.3 Vitex agnus-castus Uzerine Yapilan Fitokimyasal Arastirmalar

V. agnus-castus bitkisi baslica; flavonoid ve flavonoid heterozitleri, iridoid
glikozitleri, fenolik asitler ve bisiklik diterpen bilesiklerini igermektedir [7]. Bitkinin
cicek, yaprak ve meyvelerinden ugucu yag elde edilmektedir. Meyvelerinden elde
edilen sabit yag, yag asitleri bakimindan olduk¢a zengindir [33]. Bu bdliimiin
devaminda V. agnus-castus bitkisinde yer almakta olan fitokimyasal bilesikler detayli

olarak incelenecektir.

3.3.1 Flavonoitler ve flavonoit heterozitleri

V. agnus-castus bitkisi flavonoit ve flavonoit heterozitleri bilesikleri agisindan oldukca
zengindir. Berrani ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, V. agnus-
castus total flavonoit igeriginin yapraklarinda 1,39 mg QE/g; koklerinde 0,67 mg
QE/g; toprak {istii kisimlarinda 0,41 mg QE/g; ciceklerinde 1,84 mg QE/g ve
meyvelerinde ise 1,13 mg QE/g oldugu hesaplanmistir. Bitkinin ¢igek, yaprak ve
meyveleri; kastisin, penduletin, orientin, viteksin, kemferol, luteolin, luteolin-7-O-
glukozit ve apigenin bilesiklerini igermektedir. Bu bilesikler arasindan kastisin
bilesigi, bitkinin standardizasyonunda kullanildigindan 6nem tasimaktadir (Sekil 3.3-

3.10) [2, 3, 34, 35] .
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Sekil 3.3: Kastisin [36].

Sekil 3.4: Penduletin [37].

Sekil 3.5: Orientin [38].
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Sekil 3.6: Viteksin [39].

Sekil 3.8: Luteolin [41].
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Sekil 3.10: Apigenin [43].

3.3.2 Fenolik asitler

V. agnus-castus ¢igek, yaprak ve meyveleri fenolik asit bilesiklerinden baslica; ferulik
asit, p-kumarik asit ve klorojenik asit bilesiklerini barindirmaktadir (Sekil 3.11-3.13)
[34, 35].

HO

Sekil 3.11: Ferulik asit [44].
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Sekil 3.12: p-Kumarik asit [45].
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Sekil 3.13: Klorojenik asit [46].

3.3.3 iridoid heterozitleri

V.agnus castus bitkisi baslica agnusit ve okubin iridoid heteroziti bilesiklerinden
olusmaktadir (Sekil 3.14 ve Sekil 3.15) [2].

OH

Sekil 3.14: Agnusit [47].
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Sekil 3.15: Okubin [48].

Kuruiliziim-Uz ve arkadaslarn tarafindan 2003 yilinda yiiriitilmiis bir ¢alismada,
V.agnus-castus bitkisinin ¢igekli dallarindan hazirlanmis metanollii ekstreden;
agnukastozid A (6’-O-foliomentolmussenozidik asit), agnukastozid B (6’-O-(6,7-
dihidrofoliomentolmussenozidik asit) ve agnukastozid C (7-O-trans-p-kumaroil-6’-O-
trans-kafeoil-8-epiloganik asit) isimli {i¢ adet iridoit heterozit bilesigi elde edilmistir
[49].

3.3.4 Bisiklik diterpenler

V. agnus-castus meyvesinin igerdigi bisiklik diterpenler baslica; Labdan (rotundifuran,
viteksilakton, viteksilaktam, viteagnusit A, 64,7/-diasetoksi-13-hidroksi-labda-8,14-
dien, viteagnusin C, viteagnusin D, viteagnusin E, viteagnusin F, viteagnusin G,
viteagnusin H, viteagnusin |, viteagnusin J), Haliman (viteagnusin A, viteagnusin B)
ve Klerodan (Kleroda-7,14-dien-13-ol, Kleroda-1,3,14-trien-13-ol) iskeleti tasiyan
bilesiklerdir (Sekil 3.16-3.19) [2, 50, 51]. V.agnus-castus’un meyvesinin igerdigi bu
bilesiklerin sahip oldugu dopaminerjik aktiveye yol actigi1 anlagilmistir [4, 52].
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AcO

Sekil 3.18: Viteagnusin A (Haliman iskeleti) [51].
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Sekil 3.19: Kleroda-7,14-dien-13-ol (Klerodan iskeleti) [51].

3.3.5 Ugucu yag ve bilesenleri

Literatiirde bulunan ¢alismalarda V.agnus-castus bitkisinin meyvelerinden elde edilen
ugucu yagin %0,21-1,34 verime sahipken, yapraklarindan elde edilen ugucu yagin ise
%0,21-0,80 verime sahip oldugu belirtilmektedir. V. agnus-castus ¢iceklerinden elde
edilen ugucu yag ile ilgili yer almakta olan ¢alisma sayis1 olduk¢a azdir. Roberta ve
Camara tarafindan 2016 yilinda gerceklestirilen bir ¢alismada, V. agnus-castus
ciceklerinden elde edilen ugucu yagin verimi %0,07 olarak tespit edilmistir. [33, 55-
57]. Ugucu yaglarin verimleri ve kimyasal kompozisyonlari; bitkinin bulundugu

habitata, yagis vb. ortam kosullarina gére de degisiklik gosterebilmektedir [33, 58].

V. agnus-castus bitkisinin ¢icek, yaprak ve meyvelerinden elde edilen ugucu yagda
major olarak 1,8-sineol, a-pinen, S-karyofilen, sabinen, a-terpinil asetat, g-felandren,
(2)-p-tarnesen, limonen, bisiklogermakren, pg-selinen ve a-terpineol bilesikleri
bulunmaktadir. V. agnus castus meyve ve yaprak ugucu yaglarinin kemotiplerini
belirlemek i¢in yapilan ilk caligmada iki baskin kemotip, a-pinen ve o-terpinil
asetattan bahsedilmistir. Ancak daha sonradan yiiriitiilmiis ¢alismalarda bitkinin
kemotip  adlandirmasmin  genellikle  “a-pinen-1,8-sineol”,  “(Z)-p-farnesen-
bisiklogermakren” ve ‘“sabinen-1,8-sineol” gibi ikili bilesikler {izerinden yapildig1

goriilmektedir (Sekil 3.20-3.30) [6, 33, 55-59].
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Sekil 3.20: a-pinen [60].

Sekil 3.21: 1,8-sineol [61].

ch\%\

CHj4

Sekil 3.22: (Z2)-p-farnesen [62].
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Sekil 3.23: Bisiklogermakren [63].

Sekil 3.24: Sabinen [64].

Aoy

Sekil 3.25: a-Terpinil asetat [65].
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Sekil 3.26: s-Karyofilen [66].

Sekil 3.27: Limonen [67].

Sekil 3.28: S-Selinen [68].
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Sekil 3.29: a-Terpineol [69].

Sekil 3.30: s-Felandren [70].

3.3.6 Sabit yag ve bilesenleri

V. agnus-castus meyvesi %3,8-7,9 oraninda sabit yag igcermektedir. Sabit yagin
icerdigi yag asitleri incelendiginde; ana bilesen olarak linoleik asit (%24,76-71,50) ve
oleik asit (%16,85-26,11) doymanmus yag asitlerini icerdigi goriilmektedir. Onlari
palmitik asit (%6,18-9.00) ve stearik asit (%3,4-4,23) doymus yag asitleri
izlemektedir. V. agnus-castus meyvesinden elde edilen sabit yagi, %1,4-1,5 oraninda
sterol icermektedir. Bu sterollerin baslica f-sitosterol (%43,3-59,28), stigmasterol
(%7,1-10,37) ve kampesterol (%6,56- 13,3) oldugu goriilmektedir (Sekil 3.31-3.37)
[33, 71, 72].
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Sekil 3.31: Linoleik asit [72].
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Sekil 3.32: Oleik asit [73].
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Sekil 3.33: Palmitik asit [74].
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Sekil 3.34: Stearik asit [75].
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Sekil 3.36: Stigmasterol [77].

Sekil 3.37: Kampesterol [78].
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3.3.7 V. agnus-castus standardizasyon ve kalite kontrol

Gerhard Madaus isimli Alman bilim insani, 1930 yilindan itibaren hayit bitkisi ve
bitkinin jinekolojik hastaliklardaki kullanim potansiyeli iizerine ¢alismalar yiiriitmeye
baslamistir. Bitkinin meyve ekstresinin kadin hastaliklarinda daha etkili oldugunu
ortaya koymus ardindan da “Agnolyt®” adiyla bu ilacin patentini almistir. Bu ilag daha
sonradan ytiriitiilecek bilimsel ¢aligmalarda ve hayit ekstresinin standardizasyonun
belirlenmesinde kullanilmistir. Agnolyt®’in ardindan hayit eksresinin sivi ve kati

dozaj formlar1 halinde farkli ekstreleri piyasaya siiriilmiistiir [79].

3.3.7.1 Farkh firmalarin hazirladig: standardize ekstreler ve dozlar

EMA (Avrupa ilag Ajansi) kadmlar igin, giinliikk 180 mg kuru V. agnus-castus meyve
droguna karsilik gelecek 20 mg’lik meyve ekstresini veya 40 damlalik sivi ekstre
kullanimin1 6nermektedir. V.agnus-castus bitkisinden hazirlanan preparatlar; likit
formda EtOH tentiirii seklinde, kat1 formda ise kuru ekstre seklindedir. %50-70 (h/h)
EtOH’dan farkli DEO (Drog Ekstre Orani) ile hazirlanmaktadirlar [3]. Baz1 firmalar,
farkli DEO oranlart ile farkli dozda kullanilacak V. agnus-castus ekstrelerini

hazirlamaktadirlar.
Kat1 dozaj formlar:

Agnolyt®’in hem kat1 hem de sivi dozaj formu bulunmaktadir. Kati1 dozaj formunda
kapsiil seklindedir. Her bir kapsiil V. agnus-castus meyvelerinden %50-70 (h/h) EtOH
ile hazirlanmis 3,5-4,2 mg kurutulmus ekstreyi icermektedir [3, 79, 80].

Ulkemizde Saglik Bakanlig1 tarafindan onayli Agnucaston® ayni zamanda BNO 1095
adiyla bilinmekte olup diinyanin pek ¢ok yerinde de kullanilmaktadir. Kat1 dozaj
formunda olup; her bir film kapli tableti %70 (h/h) EtOH’dan hazirlanmis 4 mg (7-
11:1) V.agnus-castus meyve ekstresini icermektedir. Her bir kapsiil 40 mg kuru droga
es degerdir. Almanya’da, Castufemin® isimli tiriin aynmi sekilde hazirlanmaktadir [3,
80-82].

Prefemin® (Ze 440) Avrupa’da o6zellikle, Almanya’da yaygin olarak kullanilmakta
olup kat1 dozaj formunda bulunmaktadir. V. agnus-castus’un etkinliginin arastirildigi
klinik arastirmalarda siklikla tercih edilmekte olan Prefemin®’in her bir tableti %60
(h/n) EtOH kullanilarak hazirlanmig 20 mg kuru ekstreyi (6-12:1) icermektedir. Her
bir kapsiil 180 mg kuru droga es degerdir. Yine Almanya’da iiretilmekte olan Strotan®
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ve Isvicre’de hazirlanan Oprane® isimli {iriin de aym sekilde hazirlanmaktadir [3, 80,
83, 84].

Almanya’da Agno Sabana®, Cefanorm®, Femicur N®, Feminon A®, Ispanya’da
Dismegyn®, Femiplante® isimli ftriinlerin her bir tableti V. agnus-castus
meyvesinden %60 EtOH kullanilarak hazirlanmis 4 mg (7-13:1) kuru ekstreyi
icermektedir [85-90].

Sivi dozaj formlar:

Agnolyt® sivi dozaj formu seklinde ise, V.agnus-castus meyvelerinden %50-70 (h/h)
EtOH kullanilarak 1:5 DEO ile hazirlanmig tentiirdiir. Giinliik, 40 damlas1 bir bardak
suya ilave edilerek kullanilmaktadir [3, 79, 80]. Avusturya’da iiretilmekte olan
Agnofem® ve Agnumens® iriinleri, Agnolyt® ile aymi sekilde hazirlanip
kullanilmaktadir [91, 92].

Almanya’da Gynocastus® isimli iiriin tentiir seklinde, %60 EtOH kullanilarak (h/h)
V.agnus-castus meyvesinden (7,9-8,8:1) hazirlanmaktadir [93].

Avrupa ve diinyada kullanilan kat1 ve sivi dozaj formlar1 standardizasyonunda her bir
dozajin belirlenmesi total ekstreye gore belirlenmistir. Ornegin Agnucaston®’da her
bir tablet 4 mg kuru ekstre icermektedir. Burada, etkili major bilesik kastisin oldugu
ve ekstrelerin kastisine gore standardize edildigi diisiiniildiigiine gore her bir dozaj
formunda ne kadar kastisin ve total flavonoit miktarini icermesi gerektigi
belirlenmelidir. Yine, farkli yerlerden toplanan meyve orneklerinden miktarsal ¢ok
biiyiik degisiklikler saptanmistir. Bundan sonraki projemizde piyasadaki farkli Vitex
agnus-castus Triinlerinin toplanarak kastisin ile total fenol-flavonoit bilesikleri
acisindan karsilastirilmast ve her bir dozaj formunda ne kadar kastisin ve total fenol-
flavonoit miktar1 olmast gerektigi konusunda standardizasyon getirilmesi

amaclanmaktadir.
3.3.7.2 Kalite kontrol
Meyvenin kalite kontrolii

V. agnus-castus meyvesi toplamda; %9,6-10,7 nem, %5,3-7,4 protein, %73,9-78,8
karbonhidrat ve %2,5-3,0 kiil igermektedir. Toplam karbonhidrat igeriginin (%73,9-
78,8), %14,1-23,8’i nisasta, %0,7-1,0’1 seker ve %47,2-49,9’u lif yapilarindan

olusmaktadir [33]. V. agnus-castus meyvesi, Avrupa Farmakopesi’ne “Agnii casti
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fructus” adiyla kayitli olarak bulunmaktadir. Avrupa Farmakopesi’ne gore kurutulmus
V. agnus castus meyve drogunun igerisinde %0,08’den az olmayacak sekilde kastisin

bilesigi bulunmalidir [3].
Uriinlerin kalite kontrolii

V. agnus-castus meyve ekstresi ise Avrupa Farmakopesi’ne “Agni casti fructus
extractum siccum” adiyla kayithdir. Avrupa Farmakopesi’ne gore V. agnus castus

meyve ekstresi %0,10’dan az olmayacak sekilde kastisin bilesigi igermelidir [3].
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4. Vitex agnus-castus TURUNUN BiYOLOJiK AKTIVITELERI ve
KLINIK KULLANIM ALANLARI

4.1 Biyolojik Aktiviteleri

4.1.1 Antioksidan aktivite

Saglam ve arkadaslar1 ger¢eklestirmis olduklari ¢alismada, V.agnus-castus meyve ve
yapraklarindan hazirlanmig EtOH, su ve hekzan ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini
TEAC (Trolox esdeger antioksidan kapasitesi) analizi ile degerlendirmislerdir.
Calismanin sonucunda V. agnus-castus yapragindan elde edilmis su (2,50 = 0,04 mM)
ve EtOH (1,57 + 0,03 mM) ekstreleri ile V. agnus-castus meyvesinden elde edilmis su
(2,27 £ 0,08 mM) ve EtOH (1,35 + 0,03 mM) ekstrelerinin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu aktivitenin V. agnus-castus’un icerdigi
cesitli fenolik ve flavonoit bilesiklerden ileri geldigi diigiiniilmektedir [94].

Sahib ve arkadaslari gergeklestirmis olduklar1 ¢alisma ile V. agnus-castus
yapraklarindan elde edilmis MeOH ekstresinin DPPH’a kars1 antiradikal etki
gosterdigini (ICso degeri 126,79 mg/mL) ortaya koymuslardir [95]. Bir bagska
calismada; V. agnus-castus bitkisi ¢icek, yaprak, meyve, kok ve toprak iistii kisimlar
olacak sekilde gruplandirilmis ardindan bu kisimlardan MeOH ekstreleri hazirlanarak
DPPH radikaline kars1 antioksidan etkileri degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda
antioksidan etkiler sirasiyla ¢igek (ICso degeri 0,199 mg/mL), kok (ICso degeri
0,283 mg/mL), toprak iistii kismi (ICso degeri 0,410 mg/mL), yaprak kismi (ICso degeri
0,420 mg/mL) ve meyve (ICso degeri 0,612 mg/mL) olacak sekilde tespit edilmistir.
En diisiik antioksidan etki meyvede goriilmiistiir. Yine ayni ¢alismada ayn1 ekstrelerin
antioksidan etkileri FRAP (Ferrik iyon indirgeyici antioksidan giicii) yontemi ile de
degerlendirilmistir. Caligmada kontrol grubu olarak askorbik asit kullanilmistir. Cigek,
kok ve toprak lstii kisimlarinin (sirasiyla 1,347 + 0,08, 1,293 + 0,06, ve 0,926 +
0,17 mg AAE/g) yiiksek indirgeme 6zelligine sahip oldugu anlasilmistir.
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Yaprak (0,488 + 0,14 mg AAE/g) ve meyve kisimlarinin (0,615 £+ 0,09 mg AAE/g);
bitkinin ¢icek, kok ve toprak iistii kisimlarina gore daha az indirgeme 6zelligine sahip
oldugu goriilmiistiir [35].

V.agnus-castus yapraklarindan elde edilen ugucu yagin, in-vitro olarak kiiltiire edilmis
H69AR (Coklu ilaca direngli kii¢iik hiicreli akciger kanseri) hiicre hatt1 lizerinde gii¢li
antioksidan ve sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir [96]. Sarikiirk¢ii ve
arkadaglar1 tarafindan yiritilmiis ¢alisma ile, V.agnus-castus meyvesinden elde
edilen ugucu yagm p-karoten/linoleik asit sisteminde yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigi (2,0 mg/ml konsantrasyonda %86,17 + 1,82) anlagilmistir [97].

4.1.2 Antibakteriyel aktivite

V. agnus-castus bitkisinin ¢icek, yaprak, meyve, kok ve toprak iistii kisimlarindan
hazirlanmis MeOH ekstrelerinin;  Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enterica suslari tizerinde
inhibitor aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu aktivitenin, V. agnus-castus bitkisinin
icerdigi klorojenik asit ve luteolin gibi fenolik bilesikler sayesinde goriildigi
diistiniilmektedir [35]. V. agnus-castus yapraklarindan hazirlanmig etil asetat
ekstresinin, metisiline direngli Staphylococcus aureus iizerinde antibakteriyel etki
(MIK= 0,312 mg/mL) gosterdigi tespit edilmistir [98].

V. agnus-castus meyvesinden elde edilen ugucu yagin; Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Kocuria rhizophila, Enterococcus faecalis, gibi gram-pozitif bakteri
suslart ile Salmonella abony, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gram-
negatif bakteri suslar1 iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi anlasilmistir [33, 99].
V.agnus-castus yaprak ugucu yaginin ise Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Enterococcus casseliflavus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella pneumoniae suslari olmak iizere genis bir
antibakteriyel etki alanina sahip oldugu kanitlanmigtir [100]. V.agnus-castus yaprak
ucucu yaginin antibakteriyel etkinliginin disk difiizyon yontemi kullanilarak
incelendigi bir bagka ¢aligmada, Bacillus subtilis susuna kars1 antibakteriyel etkinligin

100 kat seyreltmeye ragmen etkili oldugu goriilmektedir [56].

4.1.3 Antienflamatuvar aktivite

V. agnus-castus bitkisinin sahip oldugu antienflamatuvar aktiviteyi konu alan in-vitro

ve in-vivo ¢alismalar bulunmaktadir.
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Bir ¢aligmada; V. agnus-castus bitkisinden elde edilmis kastisin bilesiginin %69,51
etkinlik ve 302,1 pg/mL'lik ICso degeri ile anti-enflamatuar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir [101]. Bir baska calismada ise in-vivo olarak, Sprague Dawley disi
siganlarda olusturulan dismenore (sancili adet agrisi) modeli tizerinde V. agnus-castus
meyve ekstresi iceren Agnucaston® (BNO 1095) preparatinin etkisi incelenmistir. V.
agnus-castus meyve ekstresi, Sprague Dawley disi si¢anlarda oksitosin ile
indiiklenmis kasilmalar1 azaltmis, lipoksijenaz aktivitesini ve l6kotrien {iretimini gii¢lii
bir sekilde inhibe etmis ve reaktif oksijen tiirleri ile enflamatuar sitokinlerin {iretimini

azaltarak antienflamatuvar aktivitesini gostermistir [102].

V.agnus-castus yapraklarindan elde edilen petrol eteri, etil asetat, su ve MeOH,
ekstrelerinin enflamasyon tizerindeki etkilerini belirlemek igin Wistar siganlarin ve
Albino farelerin yer aldigi bir ¢alisma tasarlanmig; ekstrelerin olusturulan standart
akut, subakut ve kronik enflamasyon modelleri tizerindeki etkileri incelenmistir.
V.agnus-castus yaprak-MeOH ekstresinin 400 mg/kg dozunun akut modelinde %43,
subakut modelinde %75 ve kronik enflamasyon modelinde %59,28’lik inhibisyona
neden oldugu gorilmiistiir. V.agnus-castus yaprak-MeOH ekstresinin 400 mg/kg dozu
ayn1 zamanda enflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve TNF-o seviyelerinde sirasiyla
%77,87 ve %63,34 diisiise yol agmistir. Ekstrenin gostermis oldugu antienflamatuvar
aktivitenin bitkinin icerisinde bulunmakta olan kemferol ve luteolin gibi flavonoit

bilesiklerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir [103].

V. agnus-castus meyve ekstresi, kalici orta serebral arter tikaniklig1 olusturulmus disi
fare modeline 30 giin boyunca (giinliik 80 mg/kg dozda) uygulanmistir. Calismanin
sonucunda ekstrenin sahip oldugu anti-enflamatuar ve Ostrojenik aktivitelerin inme
yaralanmalarini azalttigi gézlemlenmistir. Dahasi, bu c¢alisma ile V. agnus-castus
meyve ekstresinin matris metalloproteinaz-9 (MMP-9) miktarin1 azalttigi ve 1L-10

miktarini arttirarak néroprotektif aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir [104].

4.1.4 Antidiyabetik/anti-obezite ile ilgili aktiviteler

Bir ¢alismada V. agnus-castus meyvelerinden hazirlanmis MeOH, kloroform ve su
ekstreleri, hiperlipidemi modeli olusturulmus Albino erkek farelere 28 boyunca
ginlik 500 mg/kg dozda verilmistir. Calismanin sonucunda deneklerin; total
kolesterol, trigliserit, LDL ve VLDL degerlerinin azaldig1 gériilmiistiir. En etkili ekstre

V. agnus-castus meyve-MeOH ekstresi olmustur [105].
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Bir bagka calismada ise V. agnus-castus 'un toprak iistli kisimlarindan elde edilmis
EtOH ekstresinin ve Agnucaston® (V. agnus castus meyve ekstresi, BNO 1095)
preparatinin letrozol ile indiiklenmis PKOS (Polikistik Over Sendromu) olusturulan
disi Wistar Albino siganlar iizerindeki etkisi arastirilmistir. Deney protokoliine gore
her bir ekstre 15 giin boyunca giinlik 8 mg/kg dozda uygulanmistir. Calismanin
sonucunda her iki V. agnus-castus ekstresinin de PKOS’a bagli olusan parametreler
tizerinde olumlu etki gosterdigi saptanmistir. Total kolesterol, LDL, serum glukoz ve
serum insiilin degerlerinin azaldigi, HDL degerinin ise arttig1 anlasilmistir. Calismada,
V. agnus-castus toprak tistii kisimlarindan hazirlanmis ekstrenin, Agnucaston®
preparatina gore daha etkili oldugu gozlemlenmistir [106].

Non-alkolik yagli karaciger hastaligi (NAFDL) indiiklenmis disi Wistar sicanlarda
V.agnus-castus hidroalkolik meyve ekstresi uygulamasinin karaciger lipit
metabolizmas1 fonksiyonlarini diizenledigi ve dolayisiyla da NAFDL ve oksidatif
stresi onlemek i¢in potansiyele sahip oldugu sonucuna ulagilmistir [107].
V.agnus-castus bitkisinin ¢igek, yaprak, meyve, kok ve toprak {iistii kisimlarindan
hazirlanmig MeOH ekstrelerinin in-vitro antidiyabetik etkilerinin arastirildigi bir
calismada; ¢igek (ICso degeri 2921.84 pg/mL) ve meyve (ICso degeri 2992.75 pug/mL)
ekstrelerinde a-glukozidaza karsi, yaprak (ICso degeri 2156.80 pug/mL) ve kok (ICso
degeri 2357.30 pug/mL) ekstrelerinde ise a-amilaza karsi daha yiiksek inhibisyon
goriilmiistiir. V. agnus-castus ¢icek ekstresinin a-glukozidazi, yaprak ekstresinin ise
a-amilaz1 giiclii olarak inhibe ettikleri igin, anti-diyabetik etki potansiyeline sahip
olduklari gézlemlenmistir [35].

Bu calismalarin yani sira; Brezilya’da yerel halk tarafindan kardiyosvaskiiler sistemi
korumak ve ateroskleroz riskini azaltmak igin kullanilan bir baska hayit tiirii olan Vitex
megapotamica (Spreng.) Moldenke iizerinde yapilmig bir ¢alisma da bulunmaktadir.
Bitkinin yapraklarindan hazirlanan hidroalkolik ekstre (giinliik 500 mg/kg ve 1000
mg/kg dozlarda) 30 giin boyunca dislipidemi modeli olusturulmus erkek farelerde
uygulanmistir. Calismanin sonucunda bitki ekstresinin her iki dozda da total
kolesterol, LDL ve aterojenik indeks degerlerini azaltarak gercekten de bu
endikasyonlarda etkili olabilecegi ortaya konulmustur [108].

Tiim bu sonuglar, obezitenin 6nlenmesi ve tedavisinde V. agnus-castus ekstrelerinin
bir potansiyel vaat ettigini ortaya koymaktadir. V.agnus-castus ¢igcek, meyve ve yaprak
ekstrelerinin  obezitenin Onlenmesi ve/veya tedavisinde roliiniin daha Once

saptanmadig1 goriilmektedir. Bu baglamda yapilacak in vivo galismalara ihtiyag vardir.
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4.1.5 V. agnus-castus’un kadin hastahiklarinda kullanima ile ilgili biyolojik etkiler

Kadinlarda adet dongiisiiniin kontrol merkezi hipotalamustur. Hipotalamus, tarafindan
gonadotropin salgilatici hormonlar (GnRH) tiretilmektedir. Gonadotropin salgilatici
hormonlar, hipofiz bezini uyararak LH (Luteinlestirici Hormon) ve FSH (Folikiil
Uyarict Hormon) iiretilmesini saglamaktadir. FSH, folikiillerin fertil yumurtalar haline
gelmesini saglaylp yumurtaliklar tarafindan Ostrojen iiretilmesini saglayan birincil
hormondur. LH ise, yumurtanin salinmasini, folikiiliin korpus luteuma doniismesini ve
ardindan da progesteron hormonunun {iretilmesini saglamaktadir. Adet dongiisiiniin
ortasinda Gstrojen en yiiksek seviyeye ulagir ve progesteron seviyeleri de yiikselmeye
baslar. Bu noktada FSH seviyeleri diiser ve LH seviyeleri yumurtlamaya neden olacak
sekilde artar. Yumurtalikta, korpus luteum progesteron iiretir. Bu hormon, déllenmis
yumurtanin rahimde yerlesebilmesi i¢in endometriuma yeterli kan teminini saglar.
Dollenme gerceklesmezse korpus luteum yok olmaya baslar, hormon iiretimi azalir,
endometriuma yeterli kan saglanmaz ve adet kanamasi goriiliir. FSH ve LH seviyeleri,
adet donemine ve yeni bir adet dongiisiiniin baslangicina kadar diiser. Hipotiroidizm,
hipofiz adenomlari, PKOS, hiperprolaktinemi, kullanilan bazi ilaglar (antipsikotikler,
antidepresanlar vb. gibi dopamin antagonistleri) gibi ¢esitli nedenlerden dolay1 adet
dongiisti diizensizlikleri olugabilmektedir. Kadinlarda 6zellikle de hiperprolaktinemi,
yaygin olarak goriilmektedir. Prolaktin, 6n hipofiz bezi tarafindan {iretilen ve esas
olarak kadinlarda siit tiretimini saglayan bir peptit hormonudur. Prolaktin, GnRH
salgilanmasin1  engeller. Gonadotropin  seviyeleri baskilanir. Bu  sebeple
hiperprolaktinemi, oldugunda kadinlarda adet dongiisii diizensizlikleri ve fertilite
sorunlart  goriilebilmektedir. V. agnus-castus prolaktin hormonu {iretimini
baskilayarak korpus luteum gelisimini arttirir ve progesteron ile dstrojen seviyelerini
yiikseltir. Folikiil uyarict hormonu inhibe ederken, 6n hipofizin LH {iretimini diizenler.
Hiperprolaktinemi sonucu asir1 prolaktin tiretimini dopaminerjik aktivite yoluyla
diizenlemektedir. Prolaktin seviyesinin azalmasi mastodini ve PMS semptomlarinin

azalmasini saglamaktadir (Sekil 4.1) [109, 110].
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Sekil 4.1: V.agnus-castus’un hormonlar tizerindeki etki mekanizmasi [109].

V. agnus-castus’un hormonlar {izerinde gostermis oldugu bu etki temel olarak,
dopamin reseptorlerine baglanarak prolaktin hormonu tiretimini baskilamasindan ileri
gelmektedir. Prolaktin hormonunu diisiiricii etkiden sorumlu oldugu diisiiniilen
bilesikler, hipofiz bezindeki dopamin reseptorleri ile etkilesime giren bisiklik diterpen
bilesikleridir. Prolaktin inhibisyonu, hipofizdeki D2 reseptérlerine baglanmalariyla
meydana gelir. Dopaminerjik etkiyi 6zellikle de bitkinin bilesiminde bulunan labdan
ve klerodan iskeletine sahip bilesikler saglamaktadir [4, 52] . V. agnus-castus’un
gosterdigi etkiye Ostrojen reseptorlerine baglanabilmesi de katki saglamaktadir.
Ostrojen reseptdriiniin alfa (ESRa) ve beta (ESRS) olmak iizere iki tipi bulunmaktadir.
Iki reseptdr proteininin de DNA baglanma bolgesi oldukca benzer olmasina ragmen,
molekiiliin genelindeki amino asitleri birbirinden farklidir. Ostrojen reseptdriine
baglanmanin baslica V. agnus-castus’un bilesiminde yer almakta olan flavonoit
bilesiklerinden ileri geldigi goriilmektedir. Bir c¢alismada, %70 EtOH (h/h)

kullanilarak hazirlanmig V. agnus castus ekstresinden izole edilmis flavonoit
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bilesiklerinden apigenin, penduletin ve viteksinin ESRf’ya baglanarak fitodstrojenik
aktivite gosterdikleri kanitlanmistir. Ug bilesikten en aktif olanin apigenin oldugu
tespit edilmistir [111]. Bir baska ¢alismada ise, disi siganlardan alinan hipofiz bezi
hiicrelerinde %70 EtOH (h/h) kullanilarak hazirlanmis V. agnus castus meyve
ekstresinden izole edilmis apigenin ve penduletin bilesiklerinin ESRf’ya baglanarak
fitodstrojenik aktivite gosterdikleri kanitlanmustir [112]. V. agnus castus ekstrelerinin
standardizasyonunda kullanilan kastisin bilesiginin de ESRf’ya baglandigi Ye ve
arkadaglar1 tarafindan in-vivo ve in-vitro olarak yriitiilmiis ¢alismayla kanitlanmustir.
Ayni calismada kastisinin prolaktin inhibisyonuna da yol agarak serum prolaktin
hormonu miktarin1 diisiirdiigli gézlemlenmistir. Bu etkinin mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamasa da ESRpf’ya baglanarak burada mRNA iretimini tetikleyerek
gerceklestigi disiiniilmektedir [113]. Hu ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen in-
vivo klinik ¢alismada da kastisinin anti-hiperprolaktinemik ve analjezik aktiviteleri
kanitlanmistir [114]. V. agnus castus’un son yillarda one siiriilen diger bir
mekanizmas1 ise opioid reseptorleri iizerindeki etkisidir. Literatiirde bulunan
caligmalarla V. agnus castus ekstrelerinin mu (u), kappa (x) ve delta (6) opioid
reseptorlerine baglanarak onlar1 aktive ettigi ortaya konulmustur. V. agnus castus’un
opioid reseptorlerini aktive ederek; analjezik etki gdosterdigi ve ruh halini iyilestirdigi

distintilmektedir [115, 116].

4.2 Klinik Kullanim Alanlari

4.2.1 V. agnus-castus bitkisel ilag olarak kullanimi

Alman Komisyon E monografina gore Agni casti fructus‘dan %50-70 EtOH (h/h)
kullanilarak hazirlanan sivi veya kuru ekstre; kadinlarda PMS (Premenstriiel
Sendrom), diizensiz kanama, adet gorememe, adet kanamasinda azalma gibi adet
dongiisii diizensizlikleri ve mastodini endikasyonlarinda kullanilmaktadir [3, 117].

EMA tarafindan V.agnus-castus meyvelerinden %60 EtOH (h/h) ile hazirlanmis kuru
ekstrakt (DEO 6-12:1), giinliik 20 mg dozaj1 ile veya % 50-70 EtOH (h/h) kullanilarak
hazirlanmis 40 damla (0,03-0,04 ml/giin dozda) sivi ekstrenin kullanilmasi
onerilmektedir Bunun disinda Komisyon E ve ESCOP monograflarinda tavsiye
edildigi gibi 40 mg meyve droguna karsilik gelen, 4 mg etanolik ekstreler de
kullanilabilmektedir [3]. Klinik c¢alismalarla V. agnus-castus meyve ekstrelerinin

etkinligi ve giivenligi kanitlanmistir. Bu kapsamda, onceki “3.2.7.1 Farkli Firmalarin
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Hazirladig1 Standardize Ekstreler ve Dozlar1” isimli bdliimde incelenmis olan kat1 ve
stvi dozaj formlari1 kullanilmaktadir.

PMS, adet dongiisiiniin luteal faz1 sirasinda, ortaya ¢ikmakta olup klinik olarak 6nemli
somatik ve psikolojik belirtileri kapsamaktadir. Diinya ¢apinda PMS’den etkilenen
tireme ¢agindaki kadinlarin yayginligi %47,8 dir. Bunlar arasinda kadinlarin %20’si
giinliik aktivitelerini aksatacak kadar siddetli semptomlar yasarken, geri kalan1 hafif
ile orta siddette semptomlar yasamaktadir. PMS semptomlar1 arasinda istahta
degisiklikler, kilo alimi, karin agrisi, sirt agrisi, bel agrisi, bas agrisi, gogiislerde sislik
ve hassasiyet, mide bulantisi, kabizlik, anksiyete, sinirlilik, 6fke, yorgunluk,
huzursuzluk, ruh hali degisimleri ve aglama semptomlart bulunmaktadir [118].
Japonya’da 18-44 yaslarinda 83 kadinin katildig1 klinik ¢alismada, Prefemin® (giinde
20 mg V. agnus-castus kuru meyve ekstresi) ti¢ ay boyunca kullanilmigtir. Klinik
calisma sonucunda bu donemde goriilen rahatsizlik, sinirlilik, mod diisiikliigl, bas
agrisi, cilt problemleri, gogiis agrisi, yorgunluk, uyusukluk ve uykusuzluk
semptomlarinda azalma oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, katilimcilarin adet
dongiilerinin diizene girdigi de vurgulanmistir. [119]. Bir baska calismada, orta ile
siddetli PMS semptomlar1 gosteren 120 katilimci 3 ay boyunca giinde 1 kez
Agnucaston® tablet (giinliikk 4 mg V. agnus-castus kuru meyve ekstresi) kullanmistir.
Katilimeilarin %67,8’nin 3 aylik kullanima yanit verdigi ve PMS semptomlarinin
azaldig1r goriilmiistiir [120]. PMS’den muzdarip 1634 katilimcinin yer aldigi bir
aragtirmada Femicur® (4 mg V. agnus-castus meyve kuru meyve ekstresi, giinde 2
kez), isimli preparat 3 ay boyunca kullanilarak 6zellikle depresyon, anksiyete, cinsel
istek ve fazla sivi tiiketimi semptomlari lizerindeki etkileri incelenmistir. Calismanin
sonunda katilimeilarin %93’iiniin  semptomlarmin azaldigir goriilmiistiir. Ayrica
katilimcilarin %94’ilintin V. agnus-castus ekstresine olan toleranslarinin iyi oldugu
bildirilmistir [120]. Dismenore (sancili adet agris1) bulunan 60 kadin katilimcidan
olusan bir bagka calismada; birinci grup 3 ay siireyle Agnucaston® (giinliik 4 mg
V.agnus castus kuru meyve ekstresi) kullanirken, ikinci grup Yasmin® (0,03 mg
etinilestradiol/ 3 mg drospirenon) kullanmistir. Calismanin sonucunda V.agnus castus
meyve ekstresinin dismenorede bir oral kontraseptif olan etinilestradiol/drospirenon
kadar etkili oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmanin, oral kontraseptiflerin sahip oldugu
pek cok olumsuz yan etkiler g6z oniinde bulunduruldugunda olduk¢a énemli oldugu
goriilmektedir [121]. Adet dongiisii diizensizligi bulunan 211 katilimecinin yer aldigi
bir klinik ¢alismada katilimcilar, 3 ay siireyle giinde 1 tablet Ze 440 (Prefemin®,
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giinlik 20 mg V. agnus-castus kuru meyve ekstresi) kullanmigtir. Calismanin
sonucunda; dismenore, hipermenore (adet kanamasinin az olmasi veya kisa siirmesi)
ve menometroraji (agir diizensiz adet kanamasi) semptomlarinin iyilestigi,
katilimcilarin ve hekimlerin tedaviden memnun olduklar1 goriilmiistiir [122]. Amenore
(adet gorememe) sorunu yasayan 20 katilimci, 6 ay boyunca %68 EtOH (h/h)
kullanilarak 1:5 oraninda hazirlanmis likit formdaki V. agnus-castus meyve ekstresini
kullanmistir. Calismay1 15 kadin tamamlamis ve aralarindan 10 tanesi tekrardan adet
gormeye baslamistir [3]. Mastalji adiyla da bilinmekte olan mastodini, meme agrisini
tanimlayan tibbi terimdir. Bu semptom hem erkeklerde hem de kadinlarda
goriilebilmektedir, ancak kadinlarda daha sik gériiliir. Ureme ¢agindaki kadinlarin iicte
ikisini etkilemekte olup, c¢ok siddetli agrilara yol acabilmektedir. Psikolojik
bozukluklar, PMS, hiperprolaktinemi gibi hormonal bozukluklar veya meme kanseri
mastodiniye yol agmaktadir [123]. V. agnus-castus meyve ekstrelerinin mastaljide
kullanimi, Komisyon E tarafindan onaylanmistir. Mastodinisi ve hiperprolaktinemisi
bulunan 40’ar kadinin yer aldig1 toplamda 80 katilimcidan olusan bir klinik ¢aligmada,
V. agnus-castus meyve ekstresinin etkinligi arastirtlmistir. Bromokriptin (dopamin
agonisti, Parlodel®) tedavisi ile V. agnus-castus kuru meyve ekstresinin
(Agnucaston®) etkinliginin karsilastirildigi ¢alismada katilimcilar randomize olarak
ikiye ayrilarak; bromokriptin (giinliik 5 mg) ya da V. agnus-castus meyve ekstresinin
(giinlik 4 mg kuru meyve ekstresi) 3 aylik uygulamasina tabi tutulmustur. Prolaktin
seviyeleri tedaviden sonra her iki grupta da 6nemli 6l¢iide azalmistir ancak bu siire
icinde Agnucaston® kullanan kadinlarda herhangi bir yan etki goézlenmezken,
bromokriptin ile tedavi edilen kadinlarin %12,5'inde bulant1 ve kusma yan etkileri
goriilmistiir. Calismanin sonucunda V. agnus-castus meyve ekstresinin serum
prolaktin seviyelerini ve mastaljiyi azaltmada konvansiyonel olarak kullanilmakta
olan bromokriptin kadar etkili oldugu, ancak hasta uyuncu ve yan etki profili agisindan
bromokripten daha iyi oldugu goriilmistir [124]. Bir baska c¢alismada ise,
mastodiniden muzdarip 40 yasindan kiigiik 104 premenopozal hasta iki gruba
ayrilmistir. Birinci gruptaki katilimeilar (51 kisi) 3 ay siireyle Agnucaston® (giinde 1
tablet, 4 mg kuru V. agnus-castus meyve ekstresi) alirken, ikinci gruptakiler (53 kisi)
flurbiprofen (giinde 2 tablet, 200 mg) almistir. Sonug olarak her iki tedavinin de
mastodini semptomlarini azalttig1 ortaya konulurken bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak dikkate deger bir fark goriilmedigi anlasilmistir [125]. Anormal uterus

kanamasi, dismenore ve premenstriiel sendromla iliskili mastodini gibi adet dongiisii
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bozukluklar1 olan 1700 kadinin yer aldigi bir klinik ¢aligmada katilimcilar, 3 ay
boyunca giinde 1 tablet Cyclodynon® (Agnucaston®, bazi iilkelerde bu isimle satisa
sunulmaktadir, 4 mg V. agnus-castus kuru meyve ekstresi) kullanmislardir.
Calismanin sonucunda, diizensiz adet dongiisii bulunan hastalarin yiizdesi %9,1’den
%0,1’e, mastodinisi bulunan hastalarin yiizdesi ise %39,9’dan %0,8’e gerilemistir.
Hastalarin kanama yogunlugu (%83,4), kanama siklig1 (%79,2) ve adet agrilarinda
(%85,2) iyilesme oranlari ise oldukga yiiksektir [126].

V.agnus-castus ekstresinin etkisinin goriilebilmesi i¢in devamli olarak, en az 3 ay
stireyle kullanilmas1 gerekmektedir. Genellikle de 5-7 ay boyunca kullanilmasi
Onerilmektedir. Preparatlar sabah a¢ karna alinmalidir. V.agnus-castus oldukca
giivenlidir ve bilinen 6nemli bir yan etkisi yoktur. Bazi ¢calismalarda akne, kasinti, bag
agrisi, mide bulantisi, yorgunluk, agiz kurulugu, eritematdz dokiintiiler ve hafif
gastrointestinal sikayetleri raporlanmistir ancak belirtilen olumsuz etkiler hafif ve geri
dondiiriilebilirdir. V. agnus-castus bromokriptin ve metoklopramid gibi dopamin
reseptorleri lizerinde etkili olan ilaglarla etkilesime girebileceginden birlikte
kullanilmamalidirlar. Antipsikotik grubu ilaglarla beraber de kullanilmamalar
gerekmektedir. Ayrica hipofiz tiimorleri bulunanlara, gebe kadinlara da
kontraendikedir. V. agnus-castus hormonlar iizerinde etkili oldugundan, hormon

tedavisi alan kisilerin kullanirken dikkatli olmalar1 6nerilmektedir. [3, 117].

4.2.2 V. agnus-castus endikasyon dis1 kullanimi

V. agnus-castus meyve ekstresi yukarida belirtilen endikasyonlarin diginda kadinlarda;
menopoz, PKOS ve fertilite sorunlarinda da kullanilabilmektedir. Literatiirde bu
alanda yapilmis klinik ¢aligmalar mevcuttur. Ayrica geleneksel olarak kadinlarda siit
tretimini arttirdigina da inanilmaktadir, hatta piyasada bu amagla kullanima
hazirlanmig miistahzarlar da bulunmaktadir. Ancak V. agnus-castus’un siit {iretimini
saglayan prolaktin hormonunu baskilamasi dolayisiyla tam tersi etkiye neden
olabilecegi de disiiniilmektedir. Yeterli veri olmadigindan bu konu netlige

kavugamamustir [3, 117].

Menopoz, kadinlarda yumurtaliklardan tireme hormonlari {iretiminin en az 12 ay
boyunca durmasi nedeniyle adet dongiilerinin kalic1 olarak sona ermesini igeren
normal bir durumdur. Bu dénemde sicak basmasi, gece terlemeleri, vajinal kuruluk,

uyku bozukluklari, depresyon ve anksiyete gibi semptomlar goriilebilmektedir [127].
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52 menopoz semptomlarindan muzdarip kadin katilimcinin yer aldigi bir klinik
calismada, katilimcilar 8 hafta boyunca giinliikk 30 mg V. agnus-castus meyve ekstresi
almiglardir. Calismanin sonunda herhangi bir yan etki olusmamis olup somatik
bozukluklarda, anskiyete ve depresyon semptomlarinda azalma goriilmistiir [128]. Bir
baska caligmada, yaslar1 45-60 yaslarinda olan menopoz sonrasi donemde olup yiiksek
oranda ates basmasi semptomu olan 60 kadin katilimer likit formda bulunmakta olan
V. agnus-castus meyve ekstresinden 8 hafta boyunca giinliik 40 damla kullanmistir. 8
haftanin ardindan kontrol grubuna goére, V. agnus-castus kullanan gruptakilerin ates
basmasi semptomlarinin azaldigi goriilmistiir [129]. Kadinlarda progesteron hormonu
seviyelerinin normalden diisiik olmasi; yumurtaliklarda kist olusumuna, fertilite
sorunlarina veya PKOS’a sebep olabilmektedir. V. agnus-castus progesteron iiretimini
destekledigi icin PKOS ve fertilite sorunlarinda kullanilabilecegi diistintilmektedir.
Polikistik over sendromu, tipik olarak yumurtlamama, kisirlik, obezite, insiilin direnci
ve yumurtalarda olusan kistlerle karakterize edilen karmasik bir metabolik
bozukluktur [130]. Bir ¢alismada PKOS indiiklenmis disi albino si¢anlara 30 giinliik
stireyle, %70 EtOH (h/h) kullanilarak hazirlanmis V. agnus-castus meyve ekstresi (250
mg/kg viicut agirlig/5 ml deiyonize su/giin) oral yoldan uygulanmistir. Calismanin
sonucunda, V.agnus-castus ekstresinin LH (Luteinlestirici hormon) seviyelerini
belirgin sekilde diistirerek LH/FSH (Folikiil Uyarici Hormon) oranini azalttigi ve disi
siganlarda oviilasyonu arttirdig1 tespit edilmistir [131]. Baska bir ¢alismada, V. agnus-
castus meyve ekstresinin giinlitk 365 mg/kg dozuyla disi siganlara 30 giin boyunca
uygulanmasimin ardindan LH ve testosteron seviyelerinin diiserek; FSH, progesteron
ve Ostrojen seviyelerinin ise artarak hormonlarin dengelendigi sonucuna ulagilmistir.
Ayrica disi sicanlarda PKOS indiiklenmesinin KISS-1 geninin asir1 ekspresyonuna
neden oldugu, ancak V. agnus-castus ekstresi kullanimmin ardindan gen
ekspresyonunun normal seviyeye diistiigli gézlemlenmistir. V. agnus-castus meyve
ekstresi PKOS igin potansiyel gostermektedir [132]. V. agnus-castus meyve
ekstresinin fertilite tizerindeki olumlu etkilerini gdsteren klinik calismalar da
mevcuttur. Bir klinik ¢alismada, prematiir ovaryen yetmezlik (kadinlarda 40 yasindan
once FSH yiiksekligi ve 6strojen diistikliigii) tanili cocuk sahibi olmak isteyen 61 kadin
(21-37 yag araligi) katilimcidan kontrol grubunda olan 29’u adet déneminin 3.
giiniinden itibaren toplamda 4 giin, 5 mg letrozol kullanmistir. Miidahele grubunda
olan 32’si ise kontrol grubundakilere ek olarak giinliik 40 damla s1v1 V. agnus castus

meyve ekstresini 4 ay boyunca kullanmistir. Calismanin sonucunda her iki grupta da
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tedavi sonrasi fertilitenin bir dlgiitii olan AMH (Anti-Miillerian Hormon) diizeyleri
artmistir, V. agnus castus kullanan miidahele grubunda, kontrol grubuna gore serum
FSH ve 6stradiol konsantrasyonlar1 anlamli derecede azdir. V. agnus-castus grubunda
hamile kalma oran1 78.1% (25/32) iken, kontrol grubunda 34.48% (10/29) olmustur.
Prematiir ovaryen yetmezligi olan kadinlarin belirlenen doz dahilinde V. agnus-castus
ekstresi kullanmalarinin giivenli oldugu ve dogurganligi arttirdigi kanitlanmigtir [133].
2006 yilinda Amerika’da gergeklestirilmis bir klinik ¢alismada, 6-36 hafta boyunca
gebe kalamayan yaglar1 24-42 arasinda olan 93 kadin katilimcidan 53’1 3 ay boyunca
giinde 3 kapsiil olacak sekilde etken maddesi V. agnus-castus meyve ekstresi olan
Fertility Blend® isimli iriini kullanmiglardir. Calismanin sonucunda, Fertility
Blend® kullanan kadinlarda dogurganlik parametrelerinin plasebo grubuna kiyasla
onemli derecede diizeldigi gozlemlenmistir. Fertility Blend® grubundaki 53 kadindan
17°si galismanin sonucunda hamile kalirken, kontrol grubundaki 40 kadindan 4’
hamile kalmistir. V. agnus-castus meyve ekstresi kullanan katilimcilarda herhangi bir
yan etki de gézlemlenmemistir [134]. 2017 yilinda 6 aylik siireyle gergeklestirilen bir
klinik ¢alismaya ise 189 kadin (yas ortalamasi 30) katilmistir. Katilimeilar iki tedavi
grubuna ayrilmistir. 103 katiliciomdan olusan A grubu V. agnus-castus ekstresi,
Lepidium meyenii (Maca) ekstresi ve folat kombinasyonundan olusan patentli
karisimdan giinliik 1 tablet, 86 katilimcidan olusan B grubu ise ilk gruba ek olarak
DHA ve EPA omega 3 yag asitlerinden olusan bir jel kapsiilii de almistir. Calismanin
sonucunda, her iki grup arasinda belirgin bir fark olmaksizin %37'lik basarili gebelik
orant tespit edilmistir. 6 ay boyunca yan etki tespit edilmemistir. Calismanin

sonucunda oviilasyon orant %10’dan %43’e yiikselmistir [135].
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

N-hekzan (suitable for GC — 104391; > %98,0 — Sigma-Aldrich)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (276855; >%99,9 — Sigma-Aldrich)
Tripsin/EDTA soliisyonu (Wisent Bio Products)

Fetal sig1r serumu ([Fetal bovine serum] FBS) (Wisent Bio Products)
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) (475989;
>98% — Sigma-Aldrich)

Fosfat tampon ¢6zeltisi ([Phosphate buffer solution] PBS) (Wisent Bio
Products)

Yiiksek glukozlu DMEM [Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle ortami] (Wisent Bio Products)

F12 Hiicre Kiiltiirti Besiyeri [F12 cell culture medium] (Wisent Bio Products)
Etanol (absolute, suitable for HPLC - 34852-M; > %99,8 — Sigma-Aldrich)
Dihidrokapsaisin (M1022; >97% — Sigma-Aldrich)

Formik asit (for analysis Emsure® - 100264; %98-100 — Merck)

Metanol (suitable for HPLC - 34860; > %99,9 — Sigma-Aldrich)

Kastisin (phyproof® Reference Substance - PHL89173; >95.0% —Merck)
Asetonitril (suitable for HPLC, gradient grade-34851; > %99.9 — Sigma-
Aldrich)

orto-Fosforik asit (for analysis Emsure® - 100573; %85 — Supelco®)
Gallik asit (G7384; >97.5% — Sigma-Aldrich)

Kersetin (Q4951; >95% — Sigma-Aldrich)

Folin & Ciocalteu fenol reaktifi (FCR) (F9252 — Sigma-Aldrich)

Sodyum karbonat (223530; %99,5 — Sigma-Aldrich)
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e Aliiminyum kloriir (206911; %98 — Sigma-Aldrich)
e Amonyum asetat (A7262; >%98 — Sigma-Aldrich

5.2 V. agnus-castus Ucucu Yag1 Uzerine Yapilan Cahsmalar

5.2.1 Bitkisel materyaller

Beyaz ve mor ¢igekli Vitex agnus-castus bitkileri, dogal yasam alanindan, 2022 yilinda
Temmuz (gicek ve yaprak) ve Eyliil (meyve) aylarinda Balikesir (Burhaniye)’den
toplanmistir. Dr. Ogr. Uyesi Ebru Ozdemir Nath tarafindan, Tiirkiye ve Dogu Ege
Adalar1 Floras1 (Flora of Turkey and The East Aegean Islands) 7. Cilt kullanilarak
tayinleri gergeklestirilmistir [136]. Beyaz ¢icekli bitki 6rnegi HERA 1057 koduyla,
mor ¢icekli bitki 6rnegi HERA 1061 koduyla Altinbas Universitesi Herbaryumun’da

muhafaza edilmektedir.

Kiiltiire alinmis mor ¢igekli Vitex agnus-castus bitkisi, 2022 yilinda Temmuz (¢i¢ek
ve yaprak) ve EKim (meyve) aylarinda Zeytinburnu Tibbi Bitkiler Bahgesi
(Istanbul)’nden toplanmustir. Bitki tayini Dr. Ogr. Uyesi Ebru Ozdemir Nath
tarafindan, Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi (Flora of Turkey and The East
Aegean Islands) 7. Cilt kullanilarak yapilmistir [136]. Bitki materyali, Altinbas
Universitesi Herbaryumun’da muhafaza edilmektedir (HERA 1058).

5.2.2 Ugucu yag eldesi ve verimleri

Balikesir ve Istanbul’dan toplanmis bitki érnekleri gélgede kurutuldu ve ardindan
cicek, yaprak ve meyveleri ayrilarak her bitki materyalinden 300 gram ii¢ kopya
halinde, 3 saat boyunca Clevenger cihazi kullanilarak Avrupa Farmakopesi 7.0
prosediiriine uygun olarak hidrodistilasyona tabi tutuldu [137]. Ugucu yaglar elde
edildikten sonra, susuz sodyum siilfat (Na:SOs) ile suyundan kurtarildiktan sonra

analizleri yapilmak iizere 4 °C'de kahverengi siselerde saklandi.
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Sekil 5.1: V.agnus-castus bitkisinden ugucu yag eldesi.

5.2.3 Ucucu yaglarin rolatif yogunluklar

Elde edilen V. agnus-castus ugucu yaglarmin rélatif yogunluklari (d2%), bir piknometre
(1mL) kullanilarak 20°C'de 3 tekrarli olarak dl¢tilmustiir.

5.2.4 GC-FID/MS ile ucucu yag analizi

V. agnus-castus ucucu yaglari, GC-FD/MS ile analiz edilmistir. Ugucu yag bilesikleri,
cift yonlii bir kapiler ayiric1 araciligryla Agilent 5977E kiitle spektrometresine (Santa
Clara, CA, ABD) bagli Agilent 7890B GC-FID (Santa Clara, CA, ABD) kullanilarak
tespit edilmis ve miktarlari 6lgiilmistiir. Agilent G4513A (Santa Clara, CA, ABD)
otomatik enjektorii, 1 pL numune enjekte etmek icin kullanilmistir. DB-WAX
kolonunun (60m, 0,25mm, 0,25um) sicaklik programi, 15 dakika boyunca 70°C’ye
ayarlandiktan sonra dakikada 2°C/dk hizla artacak sekilde 180°C'ye yiikseltilmistir.
Kolon sicakligi, 180°C‘de izotermal sicaklikta 5 dakika boyunca beklenildikten sonra,
dakikada 5°C/dk hizla artacak sekilde 230°C'ye ¢ikarilmistir. Daha sonra, izotermal
kolon sicakligi 15 dk boyunca 230 °C olarak ayarlanmigtir. Analiz siiresi toplamda 100
dakikadir. Tastyic1 gaz olarak helyum kullanilmistir (sabit akis hiz1 1,5 mL/dakika).
1:50'lik bir split oran1 se¢ilmistir. Enjektor portu, kuadrupol, MSD transfer hatti, iyon
kaynagi ve FID sicakliklari sirastyla 220 °C, 150 °C, 250 °C, 230 °C ve 220 °C dir.
Kiitle spektrumlar1 70 eV'de kaydedilmistir. H2 akist 30 mL/dk, FID hava akis1 400
mL/dk, mass aralig1 ise 45-450 m/z olarak ayarlanmistir [138].

Wiley Mass Spectral Data Registry, 9th edition (Nisan 2011) ve NIST 11 Mass
Spectral Library (NIST11/2011/EPA/NIH) kullanilarak elde edilen kiitle spektrumlari
karsilagtirilarak ugucu yaglarin kimyasal bilesikleri tespit edilmistir. GC-FID/MS'de
ayni kosullarda, {i¢ ayr1 es zamanl oto-enjeksiyon gerceklestirilmistir. Bilesiklerin
tanimlanma yontemleri; DB-WAX kolonu iizerindeki bilesiklerin relatif alikonma
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indislerine (RRI) dayanmaktadir, FID verileri kullanilarak elde edilen doymus n-alkan
serisine  gore (C7-Ca0) hesaplamalar yapilmistir. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesi, literatiirde yer almakta olan g¢alismalar ve NIST online web
kiitiiphanesi kullanilarak gerceklestirilmistir. Relatif yiizdeler, temsili bilesiklerin GC-
FID analizlerinden tiiretilen kalibrasyon egrileri kullanilarak hesaplanmistir [138,

139].

5.2.5 In-vitro sitotoksite testi

Calisma sirasinda kullanilan insan meme adenokarsinomu hiicresi (MCF-7, HTB-22)
ve insan alveolar adenokarsinom hiicresi (A549, CCL-185) hatlari, Amerikan Tipi
Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) elde edilmistir. Her iki hiicre hatti, FBS (%10) ve
antibiyotik (100 U/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin) eklenerek DMEM: F12
(1:1) hiicre kiiltiiri besiyeri ortaminda biiytitiilmiistiir. Hiicreler 37 °C'de, %5 CO2'de
ve %90 nem igeren bir ortamda inkiibe edilmistir. Daha sonra, 96 kuyulu bir plakaya
1x10* hiicre/100 pL olacak sekilde hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Hiicrelerin
plakada tutunmalar i¢in 24 saat inkiibasyonundan sonra farkli konsantrasyonlarda taze
DMSO ile ¢oziinmiis V. agnus-castus ornekleri eklenmistir. Hiicreler, 6rneklere 24
saat boyunca maruz birakilmistir, ardindan her kuyucuga 20 pL MTT c¢ozeltisi (0,5
mg/mL) eklenmis ve 3 saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra kuyucuklarda bulunan
MTT igeren besiyeri dokiilerek her bir kuyucuga 100 pL. DMSO eklenmistir.
Coziinmiis formazan kristallerinin absorbansi (OD), 590 nm'de bir Thermofisher
mikro plaka okuyucusu (Massachusetts, ABD) ile Olclilmiistiir. %1 oraninda
DMSO’ya maruz birakilan hiicreler ve %1 triton-x 100'e maruz birakilan hiicreler
sirastyla negatif (bliylime) ve pozitif kontrol gruplari olarak kabul edildi. Canlilik ve
6lim oranlar1 negatif kontrol ile karsilastirilarak hesaplandi. Calisma ti¢ tekrarli olarak
ti¢ ayr1 glinde uygulandi (n=3x3). Farkli konsantrasyonlardaki hiicre 6liim oranlar1 (%)
ortalamazstandart sapma (SD) olarak ifade edildi ve sonuclar hiicrelerin yarisinda
olime neden olan konsantrasyon, yart maksimum inhibitor konsantrasyonu (ICsp)
olarak ifade edildi. ICso degeri hesaplamasinin yapilamadig1 durumlarda ise bu etkiden
sorumlu olan konsantrasyon ile maksimum hiicre 6liimii orani olarak gdsterilmistir

[140].
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5.3 V. agnus-castus Ekstresi Uzerine Yapilan Cahsmalar

5.3.1 Bitkisel materyal

Calismada kullanilan mor ¢igekli Vitex agnus-castus bitkisi, 2022 yilinda Temmuz
(¢igek ve yaprak) ve Eyliil (meyve) aylarinda Balikesir (Burhaniye)’den toplanmis
olup Dr. Ogr. Uyesi Ebru Ozdemir Nath tarafindan, Tiirkiye ve Dogu Ege Adalari
Florasi (Flora of Turkey and The East Aegean Islands) 7. Cilt kullanilarak tayin
edilmistir [136]. Bitki 6rnegi, Altinbas Universitesi Herbaryumun’da muhafaza
edilmektedir (HERA 1061).

5.3.2 V. agnus-castus cicek, yaprak ve meyve ekstrelerinin hazirlanmasi

10 g V. agnus-castus mor ¢igegi (10:100, %70 EtOH), 10 g V. agnus-castus yapragi
(10:100, %70 EtOH) ve 10 g V. agnus-castus meyvesi (10:100, %70 EtOH) tartild1 ve
belirtilen ¢oziiciilerle 1 giin boyunca maserasyona birakildi. Whatman® Grade 1 filtre
kagidi kullanilarak filtrelenen ekstraktlarin ¢oziiciileri déner buharlastiric1 (Heidolph
Rotary Evaporator, Germany) kullanilarak uzaklastirildi [3].

5.3.3 Ekstrelerin sivi kromatografisi ve yiiksek rezoliisyonlu Kiitle spektrometresi
(LC-HRMS) ile fenolik bilesiklerinin tayin edilmesi

Elde edilen V. agnus-castus kuru mor ¢igek, yaprak ve meyve ekstrelerinin her biri
tartilarak (250 mg) 10 ml MeOH igerisinde ¢oziiliip, sonike edilmistir. Ardindan,
cozeltiler 0,45 pm Millipore MillexHV filtreden gecirilmistir. ~ Standart
dihidrokapsaisin, LC-HRMS olglimleri i¢in internal standart olarak kullanilmustir.
1,000 ppm’lik stok dihidrokapsaisin/MeOH ¢ozeltisinden 30 pL alinarak ekstre
numuneleri tizerine eklenmistir. Son olarak numuneler, cihaza enjekte edilmek tizere

viale (1 mL) alinmustur.

LC-HRMS o6l¢iimleri igin, Thermo ORBITRAP Q-EXACTIVE (Bremen, Almanya)
kiitle spektrometresi donanimli ESI iyon kaynagi ve Dionex sivi kromatografi (LC)
sistemi kullanilmigtir. Tarama araligi m/z 100-900 amu olarak programlanmustir.
Diger kiitle parametreleri ise sirasiyla: gaz akis hizi: 45, yardimer gaz akis hizi: 10,
puskiirtme voltaji: 3,80 kV, kapiler sicaklik: 320 °C, yardime1 gaz 1sitict sicakligt: 320
°C ve S-lens RF 50 olacak sekilde ayarlanmistir. Analiz sirasinda, Troyasil C18 kolonu
(150 x 3 mm i¢ ¢ap, 5 pm partikiil boyutu, Istanbul, Tiirkiye) kullanildi. Mobil faz A

%1 formik asit-su ¢ozeltisi iken, Mobil faz B %1 formik asit-metanol ¢ozeltisiydi.
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Gradyan programi: 0-1,00 dk %50 A ve %50 B, 1,01-6.00 dk %2100 B ve son olarak
6,01-15 dk %50 A ve %50 B seklindedir. Mobil fazin akis hiz1 0,35 mL/dak olup kolon
sicakligl 22°C’ye ayarlanmistir. Ortam kosullar1 sicaklik 22,0 £ 5,0 °C ve bagil nem
(%50 = 15) % rh olarak segilmistir. Bilesiklerin tanimlanmasi, standart bilesiklerin
alikonma siireleri ve Bezmialem Vakif Universitesi Ilag Uygulama ve Arastirma

Merkezi Kiitiiphanesi verilerinin karsilagtirilmasiyla gergeklestirilmistir [141].

5.3.4 In-vitro sitotoksite testi

“5.2.5 In-vitro sitotoksite testi” basliginda yer almakta olan yontem kullanilmustir.

5.4 Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin Baz
Agromorfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM (Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Miudiirliigii) Projesi Kapsaminda Yapilan

Cahsmalar

5.4.1 Bitkisel materyaller

Tezin bu boliimiide yer alan V.agnus-castus bitki ornekleri, T.C. Tarim ve Orman
Bakanlig1 Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile ortaklasa calisilan “Ege Bolgesi Hayit
(Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin Bazi Agromorfolojik ve Biyokimyasal
Ozelliklerinin Belirlenmesi” isimli proje kapsamimda TAGEM tarafindan toplanmustir.
95 farkli bolgeden gelmekte olan V. agnus-castus meyve drnekleri asagida yer almakta
olan Tablo 5.1°de gosterilmistir. Orneklerin kastisin analizleri tamamlandiktan sonra
en yiiksek miktarda kastisin bilesigi iceren ilk 10 drog (57, 111, 70, 13-40, 49, 60, 65,
47,28 ve 69 kodlu 6rnekler), 1 sene sonrasinda 2022 yilinda TAGEM tarafindan tekrar
toplanmustir.
Tablo 5.1: “Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) popiilasyonlarinin bazi

agromorfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi” isimli TAGEM projesi
kapsaminda calisilan V. agnus-castus ornekleri.

Ornek Kodu TOp‘Ig?lr: ma Toplanma Bolgesi
1 2021 Aydin, Cine
2 2021 Aydin, Cine
3 2021 Aydin, Cine
4 2021 Aydin, Cine
6 2021 Aydin, Cine
13-40 2021, 2022 Aydin, Cine
15 2021 Aydin, Karpuzlu
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Tablo 5.2 (devami): “Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) popiilasyonlarinin
baz1 agromorfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi” isimli TAGEM
projesi kapsaminda calisilan V. agnus-castus ornekleri.

48 2021 Balikesir, Ayvalik
67 2021 Canakkale, Ayvacik
77 2021 [zmir, Menderes
73 2021 [zmir, Menderes
76 2021 [zmir, Menderes
78 2021 [zmir, Menderes
81 2021 Mugla, Yatagan
89 2021 Mugla, Milas
95 2021 Mugla, Ula
41 2021 [zmir, Aliaga
103 2021 Manisa, Salihli
91 2021 Mugla, Milas
80 2021 Mugla, Yatagan
11 2021 Aydin, Cine
45 2021 [zmir, Dikili
46 2021 [zmir, Dikili
25 2021 Aydin, Karpuzlu
44 2021 [zmir, Aliaga
104 2021 Manisa, Salihli
87 2021 Mugla, Milas
85 2021 Mugla, Milas
23 2021 Aydin, Karpuzlu
63 2021 Canakkale, Ayvacik
98 2021 Mugla, Kdycegiz
82 2021 Mugla, Yatagan
84 2021 Mugla, Milas
64 2021 Canakkale, Ayvacik
8 2021 Aydin, Cine
42 2021 [zmir, Aliaga
100 2021 Aydin, Kocarl
53 2021 Balikesir, Burhaniye
33 2021 [zmir, Kaynaklar
86 2021 Mugla, Milas
79 2021 Aydin, Karpuzlu
38 2021 [zmir, Menderes
55 2021 Balikesir, Burhaniye
34 2021 [zmir, Kaynaklar
74 2021 [zmir, Menderes
35 2021 [zmir, Kaynaklar
59 2021 Balikesir, Burhaniye
17 2021 Aydin, Karpuzlu
43 2021 [zmir, Aliaga
102 2021 [zmir, Aliaga
22 2021 Aydin, Karpuzlu
60 2021, 2022 Balikesir, Burhaniye
94 2021 Mugla, Ula
54 2021 Balikesir, Burhaniye
109 2021 Balikesir, Gomeg
49 2021, 2022 Balikesir, Ayvalik
90 2021 Mugla, Milas
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Tablo 5.3 (devami): “Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) popiilasyonlarinin
baz1 agromorfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi” isimli TAGEM

projesi kapsaminda calisilan V. agnus-castus ornekleri.

37 2021 [zmir, Menderes
58 2021 Balikesir, Burhaniye
69 2021, 2022 Canakkale, Ayvacik
39 2021 [zmir, Menderes
105 2021 Manisa, Salihli
66 2021 Canakkale, Ayvacik
26 2021 Aydin, Karpuzlu
21 2021 Aydin, Karpuzlu
72 2021 Canakkale, Ayvacik
70 2021, 2022 Canakkale, Ayvacik
110 2021 Balikesir, Gomeg
29 2021 Aydin, Kocarli
101 2021 Aydn, Kogarl
92 2021 Mugla, Ula
57 2021, 2022 Balikesir, Burhaniye
75 2021 [zmir, Menderes
107 2021 Manisa, Salihli
106 2021 Manisa, Salihli
111 2021, 2022 Canakkale, Ayvacik
71 2021 Canakkale, Ayvacik
56 2021 Balikesir, Burhaniye
68 2021 Canakkale, Ayvacik
47 2021, 2022 [zmir, Dikili
97 2021 Mugla, Ula
65 2021, 2022 Canakkale, Ayvacik
61 2021 Balikesir, Burhaniye
32 2021 Aydin, Kusadasi
83 2021 Mugla, Yatagan
108 2021 Manisa, Salihli
28 2021, 2022 Aydin, Kocarl
88 2021 Mugla, Milas
93 2021 Mugla, Ula
99 2021 Mugla, Kdycegiz
96 2021 Mugla, Ula
24 2021 Aydin, Karpuzlu
36 2021 [zmir, Kaynaklar
9 2021 Aydin, Cine
10 2021 Aydin, Cine

5.4.2 V. agnus-castus meyve ekstrelerindeki kastisin miktar tayini i¢cin kullanilan
HPLC-PDA metodu

Kuru V. agnus-castus meyve orneklerinin kaliteleri, Tiirk Farmakopesi “Hayait,

Meyve”

monografindaki

degerlendirilmistir.

yontem  kullanilarak kastisin ~ bilesigi
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5.4.2.1 Standart Kkastisin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Standart Kkastisin bilesigi MeOH i¢inde 0,1; 0,07; 0,05; 0,03; 0,01 ve 0,005 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda hazirlanarak, 0.45 pum’lik filtreden gegirilip viallere alinmustir.
Hesaplamalar, standart ¢o6zeltilerin fotodiyot dizisi (PDA) dedektorlii yiiksek
performanshi sivi kromatografisi (HPLC) cihaziyla (Shimadzu LC 5020) 348
nanometrede (nm) absorbanslariin 6lgiilmesiyle elde edilen kalibrasyon egrisi ile

yapilmistir.

5.4.2.2 Kromatografik kosullar

Analizler, PDA dedektorlii Shimadzu LC 5020 cihazi ile gergeklestirilmistir. Kolon
olarak ise GL Sciences Inc. InertSustain C-18, Serial No:22E0328078 (5 um x 250 x
4,6 mm) kullanilmistir. Mobil faz olarak 5,88 g/L fosforik asit ¢ozeltisi (A) ve
asetonitril (B) kullanilmistir. Akis gradienti; 0-50 dk: %70 A-%45 A, %30 B—%55 B
seklindedir. Akis hizi 1 mL olacak sekilde 50 dakika siirmektedir. Enjeksiyon hacmi
10 pL olup, kolon sicakligi 25 °C’de tutulmustur. Hesaplamalar, 348 nm dalga
boyunda elde edilen kromatogramlardan yapilmstir [142].

5.4.2.3 Ekstrelerin nicel analizi

Analiz 6rneklerinin hazirlanmasi i¢in; her bir 6giitiilmiis kuru V. agnus-castus meyve
drogundan 1 g tartilmis, ardindan 25 mL %70’lik EtOH ile 30 dk boyunca sonike
edilerek ekstre edilmistir. Ekstreler siiziildiikten sonra hacimleri %70’lik EtOH ile 50
mL’ye tamamlanmigtir. Ekstreler, HPLC analizi icin filtrelendikten sonra viala
alimarak 348 nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Kastisin miktari, olusturulan
kalibrasyon egrisinin denklemi (y = 39209360,32238x — 28411,58091) kullanilarak

hesaplanmistir. Calisma 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

5.4.3 Total fenolik madde tayini

HPLC-PDA analizi sonuglar1 degerlendirildikten sonra, en yiiksek kastisin igerigine
sahip 10 adet 6rnek belirlenmis ve bu 6rneklerin total fenolik madde tayinleri

gergeklestirilmistir.

Ekstrelerin total fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak tayin
edilmistir. Gallik asit standart maddesinden, farkli konsantrasyonlarda seyreltilerek bir

kalibrasyon egrisi olusturulmustur. V. agnus castus ekstrelerinin ve gallik asit
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seyreltilerinin test ¢dzeltileri hazirlanmistir. 104 pL distile su, 8 pL numune, 8§ uL FCR
ve 80 uL %7 Na2COs3 kullanilarak elde edilen test ¢ozeltileri 90 dakika karanlikta
tutulmus, ardindan da absorbanslar1 765 nm dalga boyunda UV-Vis mikroplaka
spektrofotometre (BioTek Epoch Microplate Spectrophotometer, ABD) cihazi
kullanilarak o6lgiilmiistiir. Total fenolik madde degeri, gallik asitin kalibrasyon
egrisinden elde edilen denklem ile gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.
Calisma 3 tekrarli olarak yiiriitilmustiir [143].

5.4.4 Total flavonoit madde tayini

HPLC-PDA analizi sonuglar1 degerlendirildikten sonra, en yiiksek kastisin icerigine
sahip 10 adet 6rnek belirlenmis ve bu Orneklerin total flavonoit madde tayinleri

gerceklestirilmistir.

Ekstrelerin total flavonoit madde miktarlart aliiminyum klortir (AICI3) kolorimetrik
metodu kullanilarak tayin edilmistir. Kersetin standart maddesinden, farkli
konsantrasyonlarda seyreltilerek bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. V. agnus
castus ekstrelerinin ve kersetin seyreltilerinin test ¢ozeltileri hazirlanmistir. 134 pL
distile su, 20 pL numune, 6 pL %10 AlCl3 ve 40 uL. CH3COONH3 kullanilarak elde
edilen test ¢ozeltileri 10 dakika karanlikta tutulmus, ardindan da absorbanslar1 415 nm
dalga boyunda UV-Vis mikroplaka spektrofotometre (BioTek Epoch Microplate
Spectrophotometer, ABD) cihaz1 kullanilarak ol¢iilmiistiir. Total flavonoit madde
degeri, kersetinin kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem ile kersetin esdegeri

(KE) olarak ifade edilmistir. Calisma 3 tekrarli olarak yuriitiilmustiir [144].

5.5 In-vivo Biyolojik Aktivite Calismasi i¢in Kullanilan Gere¢ ve Metodlar

5.5.1 Bitkisel materyal

In-vivo biyolojik aktvite ¢alismalarinda 2022 yili Temmuz (¢igek ve yaprak) ve Eyliil
(meyve) aylarinda Balikesir (Burhaniye)’den toplanmis olan mor ¢igekli Vitex agnus-
castus bitkisi kullanilmustir. Bitki, Dr. Ogr. Uyesi Ebru Ozdemir Nath tarafindan,
Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Floras1 (Flora of Turkey and The East Aegean Islands)
7. Cilt kullanilarak tayin edilmis olup, HERA 1061 koduyla Altinbas Universitesi
Herbaryumun’da muhafaza edilmektedir [136].
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5.5.2 V. agnus-castus cicek, yaprak ve meyve ekstrelerinin hazirlanmasi

V. agnus-castus bitkisinden in-vivo anti-obezite aktivitesi ¢alismasinda kullanilmak
tizere 6 adet ekstre hazirlanmistir. Kurutulmus V. agnus-castus yaprak, ¢igek ve meyve
kisimlar1 ayrilarak mekanik bir 6giitiicide 6gitiilmiistiir. 100 gram hayit yaprak, ¢igek
ve meyveleri tartildiktan sonra 1:10 DEO (drog/ekstre orani) ile %70 EtOH ve %100
su ¢oziictileriyle 25°C’de 12 saat boyunca masere edilmistir. Elde edilen ekstraktlar,
Whatman® Grade 1 filtre kagidindan siiziiliip bir Heidolph Doner Buharlastiricida
(Almanya) azaltilmis basing altinda, 50°C’de kuruyana kadar birer birer
buharlastirilmistir [3, 94].

5.5.3 Total fenolik madde tayini
Elde edilen 6 adet ekstrenin total fenolik madde miktarlari, “5.4.3 Total fenolik madde
tayini” baslig1 altinda aciklanmis olan yontem uygulanarak tespit edilmistir.

5.5.4 Total flavonoit madde tayini

Elde edilen 6 adet ekstrenin total flavonoit madde miktarlari, “5.4.4 Total flavonoit

madde tayini” basligi altinda a¢iklanmis olan yontem uygulanarak tespit edilmistir.

5.5.5 LC-HRMS ile fenolik bilesen tayini

Elde edilen 6 adet ekstrenin igerdigi fenolik bilesenleri, “5.3.3 Ekstrelerin sivi
kromatografisi ve yiiksek rezoliisyonlu kiitle spektrometresi (LC-HRMS) ile fenolik
bilesiklerinin tayin edilmesi” baslig1 altinda agiklanmis olan ydntem uygulanarak

tespit edilmistir.
5.5.6 In-vivo anti-obezite aktivite testleri

5.5.6.1 Deney protokolii

Deney hayvanlari

Deney c¢aligmalari, Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilmis 200-
250 g agirliga sahip erkek, Wistar albino ratlar ile gergeklestirilmistir. Wistar albino
ratlar, standart sartlar altinda 12 saat aydinlik-12 saat karanlik 151k periyodunda
bekletilip, standart pellet yem / su ile beslenmistir (ad libitum). Deney protokolii,

10.00-18.00 arasinda uygulanmustir. Her bir grupta minimum 7 rat kullanilmustir.
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Biitiin ¢alismalar uluslararasi etik kurallarina uygun olarak, hayvan haklarin1 suistimal

etmeden gergeklestirilmistir [145].
Test numunelerinin hazirlanmasi

Test numuneleri, biyolojik aktivite deneylerinde kullanilmak tizere %0,5’lik sodyum
karboksimetil selilloz (CMC) cozeltisi igerisinde, gerekli durumlarda ultrasonik
banyoda siispanse edilerek, deney hayvanlarina 6zel mide gavajiyla oral yol ile 100
mg/kg dozda uygulanmistir. Kontrol grubunda bulunan ratlere ise sadece, test
numunelerinin hazirlanmasinda kullanilan %0,5’lik CMC verilmistir. Test numuneleri

ratlere 7 hafta boyunca uygulanmistir [145].
Referans madde

Referans madde olarak Orlistat kullanilmistir. 5 mg/kg dozda olacak sekilde %0,5’1ik
CMC igerisinde siispanse edilerek hazirlanmistir. Deney siiresi boyunca, ratlere gastrik

gavajla giinde bir kez uygulanmistir [145].
Deney gruplan

Deneyler 7 hafta siirmiistiir. Haftalik periyotlar halinde, kullanilan siganlarin agirlik
takipleri yapilmistir. Her bir deney grubunda minimum 7 rat yer almaktadir. Ratler,

bireysel kafeslerde barimdirilmis olup 15 gruba ayrilmistir (Tablo 5.2).

Tablo 5.4: In-vivo anti-obezite aktivite testlerinde yer alan deney gruplari.

Gruplar Uygulama

%0,5’lik CMC siispansiyonu (ImL/kg/p.o.) +
Standart pellet yem
%0,5’lik CMC stispansiyonu (1mL/kg/p.0.) + %40
dana eti igeren yiiksek yagl diyet yemi

Kontrol grubu

Negatif kontrol grubu

Test numune gruplari
(6 adet)

Hayit yapraklari etanol-su ekstresi
Hayit yapraklar sulu ekstresi
Hayit ¢igekleri etanol-su ekstresi
Hayit ¢igekleri sulu ekstresi
Hay1t meyveleri etanol-su ekstresi
Hayit meyveleri sulu ekstresi

%0,5’1ik CMC siispansiyonu igerisinde siispanse
edilmis test numuneleri (100 mg/kg, p.o) + %40
dana eti iceren yiiksek yagl diyet yemi

Orlistat (5 mg/kg doz) + %40 dana eti igeren yiiksek

Referans madde grubu A .
yaglh diyet yemi
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5.5.6.2 Biyokimyasal analizler

Serum parametrelerinin ol¢iimii

7 haftalik deney siiresi tamamlandiktan sonra, siganlar sakrifiye edilmistir. Gogiis
kafesleri agilmis ve kalplerinden alinan kan 6rnekleri antikoagiilansiz tiipe alinmuistir.
Oda sicakliginda pihtilasmasinin beklenilmesinden sonra 1000 g’de 10 dakika
santrifriij edilerek serumlari elde edilmistir. Elde edilen serumlar 1,5 mL’lik ependorf

tiiplere konulmus ve 6l¢timler yapilincaya kadar -20 °C’de muhaza edilmistir [145].

Elde edilen serum 6rneklerinde insiilin (Cat. EZRMI-13K), trigliserit, HDL, LDL,
adiponektin (Human Diagnostica. GmbH, Germany), leptin (Cat. EZRL-83K), serbest
T3 (DSL-10-41100), serbest T4 (DSL-10-40100i), TNF-a, IL-15 ve lipaz seviyeleri
ticari kitler kullanilarak ol¢tilmiistiir [146].

HDL-C tayini

Serum HDL-C seviyeleri, Dimension RL Max otoanalizor cihazi kullanilarak mg/dL
cinsinden hesaplanmistir [145]. Yontem; esterlesmemis kolestroliin N, N-bis (4-
sulfobiitil)-m-toluidin-disodyum (DSBmT) ile reaksiyona girmesi sonucu ortaya ¢ikan
renksiz lirliniiniin kolestrol esteraz enzimi ile renkli bilesige doniistiiriilmesi ile olusan

HDL-C seviyesinin dl¢iilmesi esasina dayanmaktadir [145, 147].
LDL-C tayini

Serum LDL-C diizeyleri, Hitachi Moduler otoanalizér cihazi kullanilarak mg/dL
cinsinden Olgllmustiir [145]. Yontem; ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein, HDL ve
silomikronlarin belirli kosullar altinda parcalanarak LDL-C’ye doniistiiriilmesi ve
bundan enzim ve surfaktanlar yardimi ile renkli bilesiklerin olusturularak

absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir [145, 147].
Trigliserit tayini

Serum trigliserit seviyeleri, Dimension RL Max otoanalizér cihazi kullanilarak,
bikromatik u¢ nokta teknigi ile mg/dL cinsinden hesaplanmistir [145]. Lipoprotein
lipaz enzimi araciligiyla trigliseritlerden agiga ¢ikan gliseroliin gliserol kinaz ile
fosoforilasyonu sonucu olusan gliserol-3-fosfatin, gliserol-3-fosfat oksidaz enzimi ile

okside olarak dihidroksiaseton fosfat ve hidrojen peroksite doniismesi ve bundan 4-
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klorofenol ile H2O2 varliginda kuinoniminin olugsmasi, olusan rengin 510 ve 700

nm’lerde absorbanslarinin 6l¢giilmesi ile tespit edilmektedir [145, 147].
Leptin seviyesinin olciilmesi

Leptin diizeyleri ELISA kit ile tespit edilmistir. Reajanlar, 6rnekler ve standartlar
tiretici talimatlarina gore hazirlanmistir. Kuyucuklara 100 pL eklenerek 1 saat inkiibe
edilmistir. Ardindan, kuyucuklar bosaltilmis, yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra
kuyucuklara 100 pL biotinle isaretlenmis antikor ¢ozeltisi eklenmis ve 1 saat inkiibe
edilmistir. Kuyucuklar yikama ¢6zeltisi ile 3 kez yikanmistir. Daha sonra tizerine 100
uL streptavidin-HRP konjugati eklenerek 30 dakika inkiibe edilmis ve yikanmistir.
Yikamadan sonra 100 pL substrat ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dakika inkiibe edilmis ve

son olarak 100 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek 450 nm’de okuma yapilmistir

[145].

IL-18ve TNF-a seviyelerinin 6l¢ciimii

IL-15ve TNF-a diizeyleri ELISA Kitlerin kullanilmasi ile tespit edilmistir. Reajanlar,
ornekler ve standartlar iiretici talimatlarina gore hazirlanmistir. 96 kuyucuklu plakanin
her bir kuyucuguna, 100 pL standart ve test numunesi konulmustur. 37 °C’de 2 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra her bir kuyucuktan sivilar ¢ikarilmis ve kuyucuklara
100 pL biotin antikor ilave edilerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklar 3 kez yikama cozeltisi ile yikanmistir.
Ardindan, kuyucuklar bosaltilmis ve her bir kuyucuga 100 uL yaban turpu peroksidazi
(HRP)-avidin ilave edilerek tekrar 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Kuyucuklar bosaltilarak 5 kez yikama ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 90 pL 3,3",5,5'-
tetrametilbenzidin (TMB) substrat1 eklenmis, 37 °C’de 30 dakika karanlik ortamda
inkiibasyona birakilmigtir. Son olarak 50 pL durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek 450

nm’de ELISA mikroplaka okuyucu ile okuma yapilmistir [145].
Lipaz enzim inhibisyonu tayini

Test numuneleri 0,1 M Tris-HCI tamponu (pH=8.0) ile mikroplaklardaki son
konsantrasyonlari 25, 50, 100, 200 ve 400 pg/mL olacak sekilde seyreltilmistir. Lipaz
enzim inhibisyon diizeyleri, substrat olarak p-nitro fenil butirat (p-NPB) (CAS:2635-
84-9)’1n kullanildig1 modifiye metot ile tespit edilmistir [148-150]. Lipaz inhibitorii

etki gosteren orlistat, referans madde olarak secilmistir. Orlistat, son konsantrasyonlari
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6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 pg/mL olacak sekilde mikroplaktaki tampon ¢ozelti ile diliie
edilmistir. Orneklerin absorbans dl¢iimleri spektrofotometrede, 405 nm dalga boyunda
96 kuyucuklu mikroplak kullanilarak yapilmistir. Her bir Ornege ait, her bir
konsantrasyon 3 paralel olarak ¢alisilmistir [145].

Deney sonucunda belirlenen % enzim inhibisyon degerleri ve ait olduklar
konsantrasyonun logaritmasi (ordinat ve absis) seklinde grafige aktarilmistir.
Olusturulan grafik denkleminden 6rneklerin, lipaz enzim iizerine olan ICsg degerleri
tespit edilmistir. Calisilan doz aralig1 disinda ICsg degerine sahip olan 6rnekler, lipaz

inhibitor etkili olarak degerlendirilmemistir [145].
Istatiksel analiz

Calisma sona erdikten sonra ratlerin; haftalik agirliklari, haftalar arasi agirlik farklar
ve haftalar arast1 % agirlik degisimleri, biyokimyasal parametrelere ait veriler
istatistiksel ortalama=standart sapma olarak hesaplanmustir. Istatistiksel analizler igin
GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, ABD) programi kullanilmistir. Tim
parametrelerde ANOVA testi yapilmis ve ardindan Dunnett testi uygulanmistir [145].

57



6. BULGULAR ve TARTISMA

6.1 V. agnus-castus Ucucu Yag Uzerine Yapilan Cahismalarla flgili Bulgular

6.1.1 Ucucu yag verimleri ve rolatif yogunluklari

V. agnus-castus meyvesinden elde edilen ugucu yaglarin; hem Balikesir hem de
Istanbul bolgelerinde en yiiksek verime (1,37+0,04 mL/100 g ve 1,09+0,06 mL/100 g)

sahip oldugu goriilmiistiir. Cigeklerden elde edilen ugucu yaglarin ise en diisiik verime
(0,38+0,07 mL/100 g, 0,44+0,19 mL/100 g ve 0,50+0,00 mL/100 g) sahip oldugu

tespit edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin bolgeleri, 6rnek kodlari, % verimleri

(mI/100 g) ve rolatif yogunluklart (g/L) Tablo 6.1°de yer almaktadir.

Tablo 6.1: V.agnus-castus ugucu yagi1 parametreleri.

Bitki béliimii Bilge Ornek kodu (?IX%B' g‘) R"lat‘gﬁf““l“k
Balikesir (Burhaniye) = BBC (beyaz ¢igekli bitki) 0,38+0,07 0,84+0,08
Cigcek Balikesir (Burhaniye) BMC (mor ¢igekli bitki) 0,44+0,19 0,90+0,09
Istanbul (Zeytinburnu) ~ IMC (mor gigekli bitki) 0,50+0,03 0,86+0,05
Balikesir (Burhaniye) BMY (mor ¢icekli bitki) 0,59+0,02 0,87+0,12
Yaprak istanbul (Zeytinburnu) ~ IMY (mor cicekli bitki) ~ 0,630,12 0,86£0,04
Balikesir (Burhaniye) =~ BMM (mor ¢igekli bitki) 1,37+0,04 0,85+0,02
Meyve istanbul (Zeytinburnu) ~ IMM (mor cicekli bitki)  1,09+0,06 0,86£0,05

6.1.2 Ucucu yaglarin GC-FD/MS sonuclar

V. agnus-castus ¢icek, yaprak ve meyve ugucu yaglarinin analizinde toplam 54 bilesik

belirlenmistir. Tespit edilen bilesenler ugucu yaglarin %96,8-100'ini olusturmaktadir.

Elde edilen ugucu yaglarin GC-FD/MS analizi

kompozisyonlari, Tablo 6.2°de yer almaktadir.
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Tablo 6.2: V. agnus-castus ugucu yaglariin kimyasal kompozisyonlari (%).

No Bilesik Kl RAI®  BBC BMC iMC BMY iMY BMM iMM
1 a-Pinen 1018-1032 1026  7,4+0,1 15,7+0,1 7,4+0,1 13,1+0,1 4,6+0,1 21,8+0,1 0,9+0,1
2 a-Tujen 1020-1035 1028 - - - - - - 0,8+0,1
3 p-Pinen 1102-1118 1113 0,5+0,1 0,8+0,1 0,7+0,1 1,1+0,1 1,2+0,1 1,2+0,1 1,1+0,1
4 Sabinen 1115-1132 1125 4,1+0,1 8,1+0,1 20,1+0,1 11,4+0,1 23,5+0,1 16,6+0,1 37,3+0,1
5  Mirsen 1155-1169 1160 1,9+0,1 3,0£0,1 24+0,1 2,740,1 2,2+0,1 3,5+0,1 1,9+0,1
6 a-Felandren 1160-1176 1168 04+0,1 0,9+0,1 0,6+0,1 0,6+05 0,3£0,01 1,3+0,1 -
7  o-Terpinen 1170-1188 1181 - 0,5+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1 1,1+0,1 0,6+0,1 0,8+0,1
8  Limonen 1190-1204 1203 5,3+0,1 7,3+0,1 2,6+0,1 6,040,1 1,6+0,1 7,3+0,1 0,9+0,1
9 1,8-Sineol 1203-1220 1213 9,3+0,1 9,3+0,1 9,5+0,1 17,6+0,1 26,6+0,1 16,0+0,1 17,3+0.1
10  p- Felandren 1202-1218 1217  3,5+0,1 4,6+0,1 3,2+0,1 4,4+0,1 - 5,1£0,1 -
11 Y-Terpinen 1238-1255 1247 0,5#0,1 0,940,1 15+0,1 1,640,1 2,1+0,1 1.0+0,1 1,4+0,1
12 p-Osimen, (E)- 1244-1257 1254 0,640,1 0,4+0,1 - 0,7+0,1 - 0,4+0,1 -
13 p-Simen 1264-1280 1275 0,6+0,1 0,5+0,1 - 0,3+0,1 - 0,3+0,1 -
14 Terpinolen 1277-1290 1284 - 0,3+0,1 04+0,1 04+01 05+0.1 0,3+0,1 0,4+0,1
15  3-metil-1-pentanol 1313-1341 1336 - - - - - 0,1+0,1 -
16  Trans-Sabinen Hidrat 1474 1464 - - - - 0,2+0,1 - 0,9+0,1
17 o-Gurjunen 1523-1538 1524 0,6+0,1 03+0,1 05+0,1 0,3+0,1 04+0,1 0,4+0,1 0,3+0,1
18  Linalool 1537-1553 1545 1,040,1 0,8+0,1 0,2+0,1 0,540,1 0,3+0,1 0,4+0,1 -
19  Cis-Sabinen Hidrat 1556 1549 - - - - - - 0,5+0,1
20  Terpin-1-ol 1562-1589 1568 - - 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,140,1 0,2+0,1
21  trans-o-Bergamoten  1568-1583 1572 0,5+0,1 0,4+0,1 0,2+0,1 - - - -
22 Karyofilen 1585-1612 1591 17,5+0,1 12,3+0,1 9,7+0,1 4,740,1 45+0,1 4,5+0,1 3,5+0,1
23 Terpinen-4-ol 1592-1611 1602 3,3+0,1 3,4+0,1 4,8+0,1 4,940,1 5,7+0,1 3,0+0,1 3,7+0,1
24 Alloaromadendren 1638-1661 1639 1,4+0,1 18+0,1 18+0,1 1,2+0,1 1,0+0,1 0,9+0,1 0,6+0,1
25  Sitronellil asetat 1650-1666 1663 0,6+0,1 0,640,1 0,4+0,1 0,3+0,1 - 0,2+0,1 0,4+0,1
26 (Z)-p-Farnesen 1638-1667 1667 4,8+0,1 2,6+0,1 8,6+0,1 0,740,1 3,740,1 1,4+0,1 5,3+0,1
27  a-Terpineol 1682-1706 1684 - - - 0,7+0,1 - 0,4+0,1 1,2+0,1
28  o-Terpinil asetat 1685-1709 1697 5,8+0,1 4,3+0,1 4,2+0,1 7,5+0,1 8,3+0,1 4,1+0,1 5,8+0,1
29  Germakren-D 1699-1726 1703  0,2+0,1 - 2,6+0,1 - 0,7+0,1 0,1+0,1 1,8+0,1
30  p-Bisabolen 1718-1741 1741 0,3+0,1 0,440,1 - - - - -
31  Bisiklogermakren 1723-1751 1747 6,3+0,1 3,9+40,1 7,9+0,1 4,840,1 6,3+0,1 4,9+40,1 6,0+0,1
32 Geranil asetat 1743-1764 1757 0,3+0,1 0,4+0,1 - - - - -
33  J-Kadinen 1746-1772 1771 0,3+0,1 - 0,4+0,1 - - - -
34 Sitronellol 1756-1774 1767 0,3+0,1 0,240,1 - 0,3+0,1 - 0,1+0,1 0,2+0,1
35  pB-Seskifelandren 1766-1783 1784 - 0,2+0,1 - - - - -
36  Geraniol 1830-1857 1853 - - - 0,2+0,1 - - -
37  Palustrol 1931-1938 1937  0,2+0,1 - - 0,2+0,1 - - -
38  Karyofilen oksit 1970-2008 1988 0,7+0,1 0,6+0,1 - 0,5+0,1 - 0,240,1 -
39  Ledol 2025-2057 2042 0,8+0,1 0,7+0,1 0,6+0,1 1.0+0,1 0,6#0,1 0,3+0,1 0,6+0,1
40  Germakren-D-4-ol 2000-2070 2044 16+0,1 15+0,1 0.6+0,1 0,8+0,1 0,4+0,1 - 0,2+0,1
41  Globulol 2070-2098 2088 05+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,3+0,1 0,240,1 - -
42 Viridiflorol 2083-2104 2097 0,4+0,1 - - 0,1+0,1 - - -
43 Spathulenol 2117-2144 2119 11,0401 05+0,1 05+0,1 1,3+0,1 04401 0,6+0,1 0,8+0,1
44 p-Bisabolol 2090-2189 2154  0,2+0,1 - 0,2+0,1 0,3+0,1 - - -
45  r-Kadinol 2134-2191 2165 2,0+0,1 - 2,0+0,1 - 0,7¢0,1 0,1+0,1 0,3+0,1
46  oa-Bisabolol 2204-2232 2231 0540,1 1,0+0,1 - 0,4+0,1 - - -
47  trans-a-Bergamotol 2241-2247 2244  0,2+0,1 - - 0,2+0,1 - - -
48  o-Kadinol 2218-2255 2251 0,940,1 - - 0,4+0,1 - 0,1+0,1 0,3+0,1
49  p-Eudesmol 2222-2256 2256 0,6+0,1 0,9+0,1 04+0,1 0,3+0,1 - 0,1+0,1 0,4+0,1
50  Karyofilladienol | 2316-2320 2316 0,2+0,1 - - - - - -
51  Manoil oksit 2335-2376 2354  0,2+0,1 - - - - - 0,3+0,1
52  Abietatrien 2476-2530 2524 39+0,1 3,6+0,1 1,4+0,1 2,3+0,1 0,9+0,1 0,3+0,1 1,5+0,1
53  Fitol 2510-2633 2536 0,8+0,1 0,7+0,1 0,2+0,1 0,4+0,1 - - -
54  Manool 2370-2628 2542 0,9+0,1 1,0+0,1 0,2+0,1 0,6+0,1 0,2+0,1 - 0,2+0,1
Tetradekanoik asit
55 (Miristik asit) 2670-2713 2700 1,6+0,1 14+0,1 04+0,1 1,1+0,1 0,3+0,1 - 0,5+0,1
Toplam Tespit Edilen Miktar 96,8 97,9 98,9 99,0 100.0 99,4 99,6
Monoterpen Hidrokarbonlar (1-8, 10-14) 25,3 43,5 40,1 43,8 37,4 60,0 45,9
Monoterpen Oksitler (9, 16, 18-20, 23, 25, 27,
28,32, 34, 36) 20,9 19,4 19,4 32,5 41,6 24,7 30,5
Seskiterpen Hidrokarbonlar (17, 21, 22, 24,
26, 29-31, 33, 35) 32,1 22,2 32,1 11,9 16,8 12,4 17,7
Seskiterpen Oksitler (37-50) 10,5 58 4,9 6,2 25 1,6 2,7
Diterpen Hidrokarbonlar (52) 3,9 3,6 14 2,3 0,9 0,3 15
Diterpen Oksitler (51, 53, 54) 2,0 1,8 04 11 0,2 - 0,5
Yag Asitleri (55, 56) 1,9 1,4 04 11 0,3 - 0,5
Digerleri (15) - - - - - 0,1 -

aKI: Kovats Indeksi. Her bilesik igin, alikonma indeksi veri araligi %50 giiven arahgi ile literatiirden verilmistir [6, 151-153].
PRATI: Rélatif Alikonma Indeksi, n-alkan serisine karst %FID verilerinden hesaplanmustir.
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Balikesir bolgesinden elde edilen beyaz ¢igek V. agnus-castus (BBC) ugucu yaginin
dort major bileseni karyofilen (%17,5+0,1), 1,8-sineol (%9,3+£0,1), a-pinen
(%7,4+0,1) ve bisiklogermakrendir (%6,3+0,1). Balikesir bolgesinden elde edilen mor
cicek V. agnus-castus (BMC) ugucu yaginin ana bilesenleri ise sirasiyla a-pinen
(%15,7£0,1), karyofilen (%12,3+0,1), 1,8-sineol (%9,3+£0,1) ve sabinen (%8,1+0,1)
olarak tespit edilirken, Istanbul’dan elde edilen mor ¢igek (IMC) ugucu yaginin ana
bilesenleri sabinen (%20,1+0,1), karyofilen (%9,7+0,1), 1,8-sineol (%9,5+0,1) ve (Z)-
p-farnesen (%8,6+0,1) olarak tespit edilmistir. Balikesir’den elde edilen yaprak
(BMY) ugucu yaginda: 1,8-sineol (%17,6+0,1), a-pinen (%13,14+0,1), sabinen
(%11,4+0,1) ve a-terpinil asetat (%7,5+0,1) baslica bilesenler olarak tespit edilmistir.
Diger yaprak ugucu yaginda ise (IMY) baslica 1,8-sineol (%26,6+0,1), sabinen
(%23,5%0,1), a-terpinil asetat (%8,3+0,1) ve bisiklogermakren (%6,3+0,1) bilesikleri
bulunmaktadir. Meyve ugucu yaglarma gelindiginde ise, Balikesir’den elde edilen
meyve (BMM) ugucu yaginin ana bilesenlerinin sirasiyla a-pinen (%21,8+0,1),
sabinen (%16,6+0,1), 1,8-sineol (%16,0+0,1) ve limonen (%7,3+0,1) oldugu tespit
edilirken, Istanbul’dan elde edilen meyve (IMM) ugucu yagmin ana bilesenlerinin
sirastyla sabinen (%37,3+0,1), 1,8-sineol (%17,3+0,1), bisiklogermakren (%6,0+0,1)
ve a-terpinil asetat (%5,8+€0,1) oldugu anlasilmigtir. Ugucu yaglarin major
bilesiklerinin yer aldigit GC-FD/MS kromatogramlar1 Sekil 6.1-6.7°de gosterilmistir.
Abundance Signal: Vitex Beyaz Cicek Ucucu Yag 1.D0\FID1A ch
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Sekil 6.1: BBC ugucu yag1 kromatogrami.

1: o-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 8: Limonene, 9: 1,8-Sineol, 10: p-Felandren, 22: Karyofilen, 23:
Terpinen-4-ol, 26: (Z)-4-Farnesen, 28: a-Terpinil asetat, 31: Bisiklogermakren, 40: Germakren-D-4-ol,
45: r-Kadinol, 52: Abietatrien.
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Abundance Signal: Vitex Mor Cicek Ucucu Yag 1.D\FID1A.ch
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Sekil 6.2: BMC ugucu yag1 kromatograma.

1: a-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 8: Limonen, 9: 1,8-Sineol, 22: Karyofilen, 23: Terpinen-4-ol, 28: a-
Terpinil asetat, 31: Bisiklogermakren, 52: Abietatrien.

Abundance 4 Signal: Vitex zeytinbumu Cicek Ucucu Yag 1.0\FID1A.ch
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Sekil 6.3: IMC ugucu yag1 kromatogrami.

1: a-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 8: Limonen, 9: 1,8-Sineol, 10: g -Felandren, 22: Karyofilen, 23:
Terpinen-4-ol, 26: (Z)-S-Farnesen, 28: a-Terpinil asetat, 29: Germakren-D, 31: Bisiklogermakren, 45:
7-Kadinol, 52: Abietatrien.
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Abundance Signal: Ebrar- Balikesir Mor Yaprak 1.D\FID1A.ch
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Sekil 6.4: BMY ucgucu yag1 kromatogrami.

1: a-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 8: Limonen, 9: 1,8-Sineol, 10: g -Felandren, 22: Karyofilen, 23:
Terpinen-4-ol, 28: a-Terpinil asetat, 31: Bisiklogermakren, 43:Spathulenol, 52: Abietatrien.

Abundance Signal: Vitex zeytinburnu Yaprak Ucucu Yag 1.0\FID1A.ch
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Sekil 6.5: IMY ugucu yag1 kromatogramu.

1: a-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 9: 1,8-Sineol, 22: Karyofilen, 23: Terpinen-4-ol, 27: a-Terpineol, 28:
a-Terpinil asetat, 31: Bisiklogermakren, 52: Abietatrien.
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Abundance Signal: Ebrar Hayit Meyve Balikesir 2.D\FID1A.ch
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Sekil 6.6: BMM ugucu yag1 kromatograma.

1: a-Pinen, 4: Sabinen, 5: Mirsen, 8: Limonen, 9: 1,8-Sineol, 10: g-Felandren, 22: Karyofilen, 23:
Terpinen-4-ol, 28: o-Terpinil asetat, 31: Bisiklogermakren.

Abundance . Signal: Zeytinburnu Hayit Tohum,DIFID1A.ch
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Sekil 6.7: IMM ugucu yag1 kromatogramu.

4: Sabinen, 8: Limonen, 22: Karyofilen, 23: Terpinen-4-ol, 27: a-Terpineol, 28: o-Terpinil asetat, 31:
Bisiklogermakren, 52: Abietatrien.

Monoterpen hidrokarbon ve monoterpen oksit bilesikleri hayit ugucu yaglarinin baskin
grubunu olusturmaktadir. Seskiterpen hidrokarbonlar, seskiterpen oksitler, diterpen
hidrokarbonlar, diterpen oksitler ve yag asitleri sirasiyla onlar1 takip etmektedir. BMM

monoterpen hidrokarbon bilesiklerini en yiliksek miktarda i¢eren ugucu yag olurken
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(%60,0), IMY en yiiksek miktarda monoterpen oksit bilesiklerine sahip olan ugucu
yagdir (%41,6). BMC ugucu yagiyla karsilastirildiginda, BBC ugucu yaginin daha az
miktarda monoterpen hidrokarbon bilesigi igermekteyken (%25,3), seskiterpen
hidrokarbonlar agisindan daha zengin oldugu (%32,1) goriilmektedir. Elde edilen
sonuglara gore hayit ¢igek, yaprak ve meyve ugucu yaglarini birbirinden ayirt etmek
miimkiindiir. Seskiterpen hidrokarbonlar hem yaprak hem de meyve ugucu
yaglarindaki bilesiklerin %20'sinden azin1 olustururken, ¢i¢ceklerden elde edilen ugucu
yaglardaki bilesiklerin %20'sinden fazlasini olugturmaktadir. Yaprak ugucu yaglarinin
her ikisi de (BMY, IMY), en bol bilesen olarak 1,8-sineol icermektedir, bu da onlar
meyve ve cicek ugucu yaglarindan ayirmaktadir. Tez kapsaminda gerceklestirilmis
olan bu ¢alisma, Novak ve arkadaslarinin bahsettigi, V. agnus-castus yaprak ve meyve
ugucu yaglarinda iki ayr1 kemotip bulundugu -a-pinen ve a-terpinil asetat- varsayimini
desteklememektedir [33]. Literatiirde bulunan giincel ¢alismalar; V. agnus-castus
bitkisinin meyve ve yaprak ugucu yagi kemotiplerinin “sabinen-1,8-sineol”, “a-pinen-
1,8-sineol” ve “(Z)-p-farnesene-bisiklogermakren” gibi ikili bilesiklere gore
yapildigina isaret etmektedir. Mevcut calisma, literatiirde bulunan bu alandaki giincel
calismalarla uyumludur [59, 100, 154]. Bu tezde; Balikesir’den (BBC, BMC, BMY ve
BMM) elde edilen ugucu yaglar; "a-pinen-1,8-sineol" kemotipi olarak tanimlanirken,
Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglar "sabinen-1,8-sineol” kemotipi olarak

tanimlanmustir.

6.1.3 Ucucu yaglarn in-vitro sitotoksite testi sonuglari

V. agnus-castus ucucu yaglarinin sitotoksik potansiyelini degerlendirmek i¢in MTT
testi kullanilmig olup, Sonuglar hiicrelerin yarisinin dldiiriilmesinden sorumlu olan
ortalama ICsp konsantrasyonu olarak belirtilmistir. Test sonuglar1 ile MCF-7
hiicrelerinin, A549 hiicrelerine gore daha duyarli oldugu belirlenmistir. Balikesir
bolgesinden elde edilen ucucu yaglar MCF-7 ve A549 hiicrelerinde daha potent
goriinmektedir. Balikesir bolgesinden beyaz c¢icek, mor c¢icek, yaprak ve meyveden
elde edilen ugucu yaglarin 1Cso degerleri sirasiyla A549 hiicre hattinda 39,39, 48,62,
49,77 ve 55,85 png/mL (Sekil 6.8) ve MCF-7 hiicre hattinda sirasiyla 45,93, 4,68, 39,2
ve 32,43 ng/mL (Sekil 6.9) olarak hesaplanmustir. Istanbul’dan elde edilen mor ¢igek,
yaprak ve meyve ugucu yaglarinin ICso degerleri A549 hiicre hattinda sirasiyla 63,84,
75,16 ve 55,37 pg/mL (Sekil 6.10), MCF-7 hiicrelerinde ise sirasiyla 57,77, 65,08 ve
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58,11 pg/mL (Sekil 6.11) olarak hesaplanmistir. Istanbul ve Balikesir’den elde edilen
V. agnus-castus ugucu yaglarminn sitotoksik aktiviteleri Tablo 6.3’de gosterilmistir.
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Sekil 6.8: Balikesi ugucu yaglarmin A549 hiicre hattindaki sitotoksisitesi.
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Sekil 6.9: Balikesir ugucu yaglarinin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksisitesi.
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Sekil 6.10: Istanbul ugucu yaglarmin A549 hiicre hattindaki sitotoksisitesi.
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Sekil 6.11: Istanbul ucucu yaglarinin MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksisitesi.
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Tablo 6.3: V. agnus-castus ugucu yaglarinin sitotoksisite (ICso) degerleri.

Ornek kodu MCF-7 A-549
BBC 45,93 pg/mL 39,39 pg/mL
BMC 4,68 pg/mL 48,62 pg/mL
iMC 57,77 ug/mL 63,84 pg/mL
BMY 39,2 ug/mL 49,77 pg/mL
MY 65,08 pg/mL 75,16 pg/mL
BMM 32,43 pg/mL 55,85 ug/mL
iMM 58,11 pg/mL 55,37 pg/mL

Literatiirde V. agnus-castus ucucu yagmin sitotoksik etkisini inceleyen az sayida
caligma bulunmaktadir, bu ¢aligmalarda bitkinin yaprak veya toprak iistii kisimlarina
odaklanilmistir. Zhelev ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada V. agnus-
castus meyve ugucu yagmmn Hela, A549, ve LS180 hiicre hatlarindaki etkinligi
incelenmistir. HeLa hiicrelerinin V. agnus-castus ugucu yagina daha duyarli oldugu
goriilmiis, V. agnus-castus ugucu yaginin test edilen tiim hiicre hatlarinda sitotoksisite
gosterdigi belirlenmistir. 1Cso degeri %0,118 - 0,252 (h/h) olarak hesaplanmistir. A549
hiicre hattinda, V. agnus-castus'un meyveli toprak istii kisimlarindan edilen ugucu
yagin I1Csq'si 90,0 pg/mL iken, ayni galismada bitkinin meyvesiz toprak tistii kismindan
edilen ugucu yagin ICso degeri 157 ug/mL bulundu. Bir bagka ¢alismada MCF-7 hiicre
hattinda, V. agnus-castus’un meyveli toprak {istli kismindan elde edilen ugucu yaginin
ICso'si 70,0 ug/mL, meyvesiz toprak iistii kismindan elde edilen ugucu yagmin ICso
degeri ise 111,7 pg/mL olarak hesaplanmistir. Ricarte ve arkadaglari, taze
yapraklardan elde ettikleri ugucu yagin MCF-7 hiicre hattinda 1Csg degerinin 32,4
pug/mL oldugunu bildirmistir [33, 154, 155].

Bu tez c¢aligmasi ile V. agnus-castus meyve ugucu yaginin MCF-7 hiicre hatti
tizerindeki sitotoksik etkisi ilk kez incelenmistir. MCF-7 hiicre hattinda, Balikesir
bolgesinden elde edilen meyve ucucu yaginin I1Cso degeri 32,43 ug/mL olarak
hesaplanirken, Istanbul bdlgesinden edilen meyve ugucu yagmin 1Cso degeri 58,11
pg/mL olarak hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinda V. agnus-castus'un beyaz ve mor
ciceklerinin sitotoksisitesi de ilk kez analiz edilmistir. MCF-7 hiicrelerinde,
Balikesir'den elde edilen mor gigek (BMC) ugucu yagi, beyaz ¢icek ugucu yagindan
(BBC) yaklasik 10 kat daha potent olup, 1Cso degeri 4.68 pg/mL’dir. BMC ugucu yagi,
bu deger ile MCF-7 hiicre hattinda hem Balikesir hem de Istanbul bdlgelerinden elde
edilen ugucu yaglar arasindaki en sitotoksik ucucu yagdir. Ancak, beyaz ¢i¢ek ugucu

yaginin A549 hiicre hattinda, Balikesir bolgesindeki diger ugucu yaglarin etki
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giiclinden (ICso deger araligi 39,39-48,62 ug/mL) biiyiik bir fark olmaksizin daha ¢ok
sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglarin
(IMC, IMY, IMM) da A549 hiicrelerinde BBC ugucu yagindan belirgin sekilde daha
az sitotoksisiteye sahip oldugu tespit edildi. Sonuglar, V. agnus-castus'un yiiksek
sitotoksisite potansiyeline sahip oldugunu gostermis olup, bitkilerin toplanma

bolgelerinin ve kullanilan kisimlarimin énemini vurgulamaktadir.

Literatiirde yer almakta olan ¢alismalarla, ugucu yaglarin ve onlarin bilesenlerinin
kanser hiicre hatlar iizerinde etkili oldugu ve gelecek igin potansitel vaat ettikleri
kanitlanmistir. a-Pinen bilesiginin, metastatik MDA-MB-231 insan meme kanseri
hiicrelerinde, tiimor invazyonu iizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica ERK/AKT yolagmi kullanarak A549 ve HepG2 hiicre hatlarinin,
hiicre 6limlerini de tetikledigi anlasilmistir [156-158]. Mevcut tez calismasinda,
Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglardaki a-pinen bilesigi miktari, Balikesir
bolgesinden elde edilen ugucu yaglardaki miktarindan 6nemli Ol¢iide diisiik olarak
belirlenmistir. a-Pinen &zellikle de, IMM ugucu yaginda %0,9+0,1 miktarinda tespit
edilmistir. MTT testi sonucunda Balikesir bolgesinden elde edilen ugucu yaglarin, hem
MCF-7 hem de A549 hiicrelerinde daha potent oldugu tespit edilmistir. Bu durum,
Balikesir’den elde edilen ugucu yaglarin, Istanbul bélgesinden elde edilen ugucu
yaglara gore daha fazla miktarda a-pinen igermesi ile iliskilendirilebilir. a-Pinen
bilesigi, BBC ugucu yaginda, BMC ugucu yagindan yaklagik iki kat daha az miktarda
tespit edilmistir. Buna paralel olarak, MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde BMC ugucu yaginin,
BBC ugucu yagindan daha ¢ok sitotoksisiteye sahip oldugu gozlenmistir. Karyofilen
bilesiginin NSCLC, A549, MCF-7, DLD-1, L-929 ve NCI-H1299 hiicre hatlar
tizerindeki sitotoksiksisitesi kanitlanmigtir. Caligmalar Kkaryofilenin a-humulen,
izokaryofillen, paklitaksel ve sisplatin gibi anti-timor ajanlar ile yapmis oldugu
sinerjistik etkiye de dikkat ¢ekmistir [159, 160]. Tez ¢alismasinda elde edilen ¢i¢ek
ugucu yaglarindaki karyofilen bilesiginin miktarinin, yaprak ve meyve ugucu
yaglarina gore daha yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde MTT
sonuglar,, MCF7 hiicre hattinda Balikesir ve Istanbul bolgelerinden elde edilen ¢icek
ucucu yaglarmin diger ucucu yaglara gore daha potent oldugunu géstermektedir. BMC
ucucu yagi, karyofilen (%12,340,1) ve a-pinen (%15,7+0,1) bilesiklerini diger ugucu
yaglardan daha yiiksek miktarda icermekte olup, MCF-7 hiicre hattinda diger ugucu
yaglardan yaklasik 10 kat daha potenttir. Benzer sekilde limonen bilesiginin de MCF-
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7, A549 ve H1299 hiicre hatlar iizerindeki sitotoksisitesi arastirmacilar tarafindan
kesfedilmistir [161-163]. Tez ¢alismasinda; Balikesir bolgesinden elde edilen beyaz
cicek (%5,3 = 0,1), mor cicek (%7,3 = 0,1), yaprak (%6,0 = 0,1) ve meyve (%7,3
0,1) ugucu yaglarmin limonen igeriginin, Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglardan
daha yiiksek miktarda oldugu tespit edilmistir. MTT sonuglart g6z 6niine alindiginda,
Balikesir’den elde edilen ugucu yaglarin daha potent olmalari igerdikleri limonen

bilesigi ile de iliskilendirilebilir.
6.2 V. agnus-castus Ekstresi Uzerine Yapilan Calismalarla ilgili Bulgular

6.2.1 Ekstrelerin verimleri

Sitotoksisite c¢alismasinda kullanilmak tiizere hazirlanmis olan ekstrelerden kuru
meyve ekstresi %12,72 verimle, 1,2723 g elde edilmistir. Kuru yaprak ekstresi %9,61
verimle 0,9615 g elde edilirken, kuru cicek ekstresi %11,65 verimle 1,1651 g elde

edilmistir.

6.2.2 Ekstrelerin LC-HRMS sonuglari

Calismada kullanilan her ii¢ ekstrenin fenolik bilesikleri LC-HRMS ile analiz
edilmistir. Daha sonra ekstrelerden droglara orant1 ile gecis yapilarak kurutulmus
cicek, meyve ve yapraklardaki her bir bilesigin miktar1 hesaplanmistir. Fumarik asit
(70,7756+0,001 mg/100 g), klorojenik asit (34,9544+0,002 mg/100 g), orientin
(33,4926+0,002 mg/100 g), kastisin (9,5391+0,000 mg/100 g) ve luteolin-7-glukozit
(5,0726+0,001 mg/100 g) bilesikleri kurutulmus ciceklerin major bilesenleri olarak
analiz edildi. Kuru meyvenin baslica bilesenleri sirasiyla fumarik asit (107,861+ 0,001
mg/100 g), klorojenik asit (46,9900+0,002 mg/100 g), orientin (44,9738« 0,002
mg/100 g), kastisin (15,5327+ 0,000 mg/100 g) ve luteolin-7-glukozit (6,8472+0,002
mg/100 g) olarak tespit edildi. V. agnus-castus kurutulmus yapraklarinin major
bilesenleri ise orientin (137,5407+ 0,001 mg /100 g), klorojenik asit (47,565+0,001
mg /100), fumarik asit (38,620+ 0,001 mg /100 g), luteolin-7-glukozit (24,6136+ 0,001
mg /100 g) ve kastisin (11,7450+0,000 mg /100) olarak tespit edildi (Tablo 6.4) Her
bir ekstreye ait kromatogramlar Sekil 6.12-6.15 de gosterilmistir.
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Tablo 6.4: V. agnus-castus gicek, meyve ve yapraklarindaki fenolik bilesikler.

Rolatif

Bilesik belirsizlik mg/l0.0 g mg/100 g mg/100 g kuru
(%) kuru cicek kuru meyve yaprak
Klorojenik asit 3,58 34,9540 46,9900 47,5650
Fumarik asit 2,88 70,7756 107,8610 38,6200
(-)-Epikatesin gallat 3,05 0,0255 0,0330 -
Orientin 3,67 33,4926 44,9738 137,5407
Kafeik asit 3,74 0,6762 0,9207 0,7267
Vanilik asit 3,49 0,7621 0,9067 -
Luteolin 7-glukozit 4,13 5,0726 6,8472 24,6136
Hiperozit 3,46 0,1438 0,2063 -
Dihidrokemferol 2,86 0,1078 0,1479 -
Apigenin 7-glukozit 3,59 47415 6,5811 3,8340
Kersetin 2,95 0,0232 0,0298 0,0427
Salisilik asit 1,89 0,5713 0,7537 0,3276
Naringenin 4,20 0,0632 0,1079 0,0576
Luteolin 3,42 0,5834 0,7359 1,1740
Kemferol 3,56 1,2006 1,6141 2,4174
Apigenin 2,87 1,0121 1,4414 0,0774
Penduletin 3,20 1,1141 1,6129 1,1079
Krizin 3,24 0,0034 0,0038 -
Akasetin 3,98 0,0139 0,0171 -
Hispidulin 7-glukozit 5,15 2,9661 4,3916 -
Krizoeriol 6,13 0,0278 0,0374 0,0216
Apigenin 7-metilat 7,10 0,0023 0,0025 -
Sklareol 8,87 0,7946 0,6864 1,4350
Kastisin 6,55 9,5391 15,5327 11,7450
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Sekil 6.13: V. agnus-castus meyve ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.13 (devami): V. agnus-castus meyve ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.13 (devam): V. agnus-castus meyve ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.14: V. agnus-castus yaprak ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.14 (devami): V. agnus-castus yaprak ekstresi kromatogramlari.
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6.2.3 Ekstrelerin in-vitro sitotoksisite testi sonuglar:

Ekstrelerin in-vitro sitotoksisite sonuglari, hiicrelerin yarisinin 6ldiiriilmesinden
sorumlu olan ortalama ICso konsantrasyonu olarak belirtilmistir. 1Cso degeri
hesaplamas1 yapilamadiginda, bu durumdan sorumlu konsantrasyonla birlikte
maksimum hiicre 6liimii orani seklinde gosterilmistir. Sitotoksisite test sonuglari,
MCEF-7 hiicre hattinin, A549 hiicre hattindan daha duyarli oldugunu gostermektedir.
Mevcut ¢alismada, MCF-7'deki meyve, mor ¢igek ve yaprak %70 etanol (h/h)
ekstrelerinin ICso'si sirasiyla 53,16 ug/mL, 62,12 pg/mL ve 159,40 pg/mL ve A549
hiicre hattinda sirastyla 139,70 pg/mL, 200 pg/mL'den fazla (100 pg/mL
konsantrasyonda %26,70+3,9) ve 190,55 ug/mL bulundu (Tablo 6.5).

Tablo 6.5: V. agnus-castus’un farkli hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi.

Ekstre Hiicre hatti Degerlendirme tipi Sonug¢

Cigek A549 Hiucre 6liim oran1 100 pg/mL konsantrasyonda %26,70+3,9
Cicek MCF-7 ICso 62,12 pg/mL

Meyve A549 ICso 139,70 pg/mL

Meyve MCF-7 ICso 53,16 pg/mL

Yaprak A549 1Cso 190,55 pg/mL

Yaprak MCE-7 ICso 159,40 pg/mL

Vitex agnus-castus'un sitotoksik etkisini degerlendiren ¢aligmalar olmasina ragmen,
bu caligmalarda esas olarak bitkinin meyvelerine veya toprak fistii kisimlarina
odaklanilmistir. Literatiirde bulunan g¢alismalarda V. agnus-castus’dan hazirlanmis
etanol veya metanol ekstrelerinin 1Cso degerleri 0,01 pg/mL ile 90,0 pg/mL arasinda
degismektedir. MCF-7 hiicre hattinda, yapraklardan elde edilen metanol ekstresi 46,5
png/mL ICsg ile hiicre 6liimiine neden olurken, toprak iistii kisimlarindan elde edilmis
metanol ekstresi i¢in 23,8 pg/mL olarak hesaplanmistir. V. agnus-castus
meyvelerinden hazirlanmis etanol ve metanol ekstrelerinin her ikisinin de MCF-7
hiicre hattinda 30 pg/mL’lik I1Cso degeri ile sitotoksisite gosterdigi tespit edilirken, bir
baska ¢alismada bitkinin toprak iistii kisimlarindan hazirlanmis metanol ekstresi A549
hiicre hattinda 100 pg/mL'ye kadar 6nemli sitotoksisiteye neden olamadigindan, 1Csg
degeri hesaplanamamistir [95, 164, 165]. Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligma V. agnus-
castus cicek ekstresinin sitotoksisitesini degerlendiren ilk ¢alismadir. Yaprak ve
meyve ekstrelerinin sonuglart ise onceki caligmalar ve veriler ile tutarhidir. Cigek
ekstresi, MCF-7 hiicrelerinde (ICso 62,12 ug/mL degeri ile) iyi sitotoksisite
gosterirken, A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi ¢ok diisiik olup, 100 pg/mL'de 6lim
oran1 %26,7'dir. Meyve ekstresi, her iki hiicre hatti i¢cin de yaprak ve g¢igek
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ekstrelerinden daha sitotoksik goriinmektedir. Ekstrelerin sahip olduklart farkli

kimyasal bilesenleri, sonuglar etkilemektedir.

6.3 Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin Baz
Agromorfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM (Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) Projesi Kapsaminda Yapilan

Cahsmalarla Tlgili Bulgular

6.3.1 Orneklerin kastisin miktarlarinin HPLC-PDA ile analizlerinin sonuclar

Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin Baz1 Agromorfolojik ve
Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM (Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miudiirliigii) projesi kapsaminda 95 farkli bolgeden toplanmis V.
agnus-castus meyvelerinin kalitelerinin belirlenmesi icin; kastisin igerikleri Tiirk
Farmakopesi  “Hayit, = Meyve”  monografindaki  yontem  kullanilarak
degerlendirilmistir. Kastisin miktar1 analizi i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil
6.15de, bos ¢oziicti (%70 EtOH) ve standart pikleri ise Sekil 6.16 ve Sekil 6.17°de,
77 kodlu ornegin kastisin pikini gosteren kromatogram da Sekil 6.18’de yer

almaktadir.
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Sekil 6.15: Kastisin bilesiginin kalibrasyon egrisi.
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79



Avrupa Farmakopesi’ne gore V. agnus-castus meyve drogu minimum %0,08 olacak
sekilde kastisin bilesigini i¢ermelidir. Bu degerin altindaki droglar kalite kriterini
karsilamamaktadir [3]. Tez kapsaminda incelenen 95 farkli V. agnus-castus meyve
drogundan 48 tanesi bu kriteri karsilamaktadir. Sonuglar Tablo 6.6’da yer almaktadir.
Tablo 6.6: Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin Bazi

Agromorfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM (Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirligii) Projesi Kapsamindaki hayit

orneklerinin kastisin miktarlari.

Ornek Kodu Toplanma Yih Toplanma Bolgesi % P?astlsm
miktan

1 2021 Aydin, Cine 0,048 £ 0,001
2 2021 Aydin, Cine 0,075+ 0,005
3 2021 Aydn, Cine 0,069 + 0,002
4 2021 Aydn, Cine 0,069 + 0,003
6 2021 Aydin, Cine 0,077 £ 0,004
13-40 2021 Aydin, Cine 0,183 + 0,002
15 2021 Aydin, Karpuzlu 0,050 + 0,001
48 2021 Balikesir, Ayvalik 0,104 + 0,003
67 2021 Canakkale, Ayvacik 0,105+ 0,001
77 2021 [zmir, Menderes 0,089 + 0,003
73 2021 [zmir, Menderes 0,071 £ 0,002
76 2021 [zmir, Menderes 0,040 + 0,001
78 2021 [zmir, Menderes 0,070 + 0,003
81 2021 Mugla, Yatagan 0,098 + 0,002
89 2021 Mugla, Milas 0,076 + 0,001
95 2021 Mugla, Ula 0,116 + 0,002
41 2021 Izmir, Aliaga 0,050 + 0,004
103 2021 Manisa, Salihli 0,042 + 0,001
91 2021 Mugla, Milas 0,116 £ 0,003
80 2021 Mugla, Yatagan 0,085 + 0,002
11 2021 Aydin, Cine 0,051 + 0,001
45 2021 [zmir, Dikili 0,118 + 0,003
46 2021 [zmir, Dikili 0,129 &+ 0,005
25 2021 Aydin, Karpuzlu 0,075+ 0,001
44 2021 [zmir, Aliaga 0,096 + 0,003
104 2021 Manisa, Salihli 0,102 + 0,002
87 2021 Mugla, Milas 0,070 £ 0,001
85 2021 Mugla, Milas 0,080 + 0,004
23 2021 Aydin, Karpuzlu 0,054 + 0,003
63 2021 Canakkale, Ayvacik 0,058 + 0,002
98 2021 Mugla, Koycegiz 0,021 + 0,001
82 2021 Mugla, Yatagan 0,062 + 0,002
84 2021 Mugla, Milas 0,072 + 0,001
64 2021 Canakkale, Ayvacik 0,073+ 0,002
8 2021 Aydin, Cine 0,091 + 0,003
42 2021 [zmir, Aliaga 0,073+ 0,001
100 2021 Aydin, Kocarli 0,046 + 0,003
53 2021 Balikesir, Burhaniye 0,126 + 0,002
33 2021 Izmir, Kaynaklar 0,107 £ 0,001
86 2021 Mugla, Milas 0,024 + 0,001
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Tablo 6.7 (devamu): Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarimin
Baz1 Agromorfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM
(Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) Projesi Kapsamindaki hayit

orneklerinin kastisin miktarlari.

79 2021 Aydin, Karpuzlu 0,040 + 0,001
38 2021 Izmir, Menderes 0,071 + 0,003
55 2021 Balikesir, Burhaniye 0,117 £ 0,002
34 2021 Izmir, Kaynaklar 0,058 + 0,003
74 2021 Izmir, Menderes 0,149 + 0,001
35 2021 [zmir, Kaynaklar 0,075 + 0,002
59 2021 Balikesir, Burhaniye 0,091 + 0,004
17 2021 Aydin, Karpuzlu 0,042 + 0,001
43 2021 [zmir, Aliaga 0,089 + 0,001
102 2021 [zmir, Aliaga 0,099 + 0,002
22 2021 Aydin, Karpuzlu 0,022 + 0,003
60 2021 Balikesir, Burhaniye 0,180 + 0,001
94 2021 Mugla, Ula 0,069 £ 0,002
54 2021 Balikesir, Burhaniye 0,099 + 0,001
109 2021 Balikesir, Gbmeg 0,122 + 0,003
49 2021 Balikesir, Ayvalik 0,180 + 0,002
90 2021 Mugla, Milas 0,042 + 0,001
37 2021 [zmir, Menderes 0,066 + 0,002
58 2021 Balikesir, Burhaniye 0,113+ 0,003
69 2021 Canakkale, Ayvacik 0,155 + 0,002
39 2021 [zmir, Menderes 0,046 + 0,001
105 2021 Manisa, Salihli 0,153 + 0,002
66 2021 Canakkale, Ayvacik 0,091 + 0,001
26 2021 Aydn, Karpuzlu 0,079 £ 0,003
21 2021 Aydn, Karpuzlu 0,042 + 0,002
72 2021 Canakkale, Ayvacik 0,050 + 0,001
70 2021 Canakkale, Ayvacik 0,191 + 0,003
110 2021 Balikesir, Gomeg 0,149 + 0,001
29 2021 Aydin, Kogarlt 0,093 £ 0,002
101 2021 Aydin, Kogarlt 0,061 + 0,001
92 2021 Mugla, Ula 0,113+ 0,001
57 2021 Balikesir, Burhaniye 0,216 + 0,002
75 2021 [zmir, Menderes 0,136 + 0,002
107 2021 Manisa, Salihli 0,066 + 0,003
106 2021 Manisa, Salihli 0,090 + 0,001
111 2021 Canakkale, Ayvacik 0,202 + 0,002
71 2021 Canakkale, Ayvacik 0,060 + 0,001
56 2021 Balikesir, Burhaniye 0,150 £+ 0,002
68 2021 Canakkale, Ayvacik 0,085 + 0,002
47 2021 [zmir, Dikili 0,171 £+ 0,002
97 2021 Mugla, Ula 0,049 + 0,001
65 2021 Canakkale, Ayvacik 0,179 £ 0,004
61 2021 Balikesir, Burhaniye 0,071 £ 0,003
32 2021 Aydin, Kusadasi 0,088 + 0,001
83 2021 Mugla, Yatagan 0,095 + 0,002
108 2021 Manisa, Salihli 0,067 + 0,002
28 2021 Aydin, Kogarlt 0,159 + 0,001
88 2021 Mugla, Milas 0,064 + 0,001
93 2021 Mugla, Ula 0,115+ 0,003
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Tablo 6.8 (devami): Ege Bolgesi Hayit (Vitex agnus-castus L.) Popiilasyonlarinin
Baz1 Agromorfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi TAGEM
(Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) Projesi Kapsamindaki hayit
orneklerinin kastisin miktarlari.

99 2021 Mugla, Koycegiz 0,049 + 0,002
96 2021 Mugla, Ula 0,061 + 0,001
24 2021 Aydin, Karpuzlu 0,056 + 0,001
36 2021 Izmir, Kaynaklar 0,125 + 0,001
9 2021 Aydin, Cine 0,131+ 0,003
10 2021 Aydin, Cine 0,095 £+ 0,003

En yliksek miktarda kastisin bilesigini igeren ilk 10 V. agnus-castus meyve drogu
belirlenmis, 1 sene sonrasinda 2022 yilinda aymi bdlgelerden aynt meyve drogu
ornekleri toplanarak ayni yontemle HPLC-PDA ile analiz edilmistir. Droglarin
icerdigi kastisin miktarlarinin bir 6nceki yila paralel olarak drog siralamasida herhangi

bir degisim olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 6.7).

Tablo 6.9: Kastisin miktar1 en yiiksek olan 10 &rnek.

% Kastisin Miktar1 % Kastisin Miktar1

Ornek Kodu — Toplanma Bolgesi 05«1 Grnekleri) (2022 yih drnekleri)

57 Aydin, Cine 0,216 +£ 0,002 0,225 £ 0,003
111 Aydin, Cine 0,202 £+ 0,002 0,208 + 0,002
70 Aydn, Cine 0,191 + 0,003 0,195 + 0,002
13-40 Aydn, Cine 0,183 + 0,002 0,187+ 0,004
49 Aydin, Cine 0,180 £ 0,002 0,182 + 0,000
60 Aydn, Cine 0,180+ 0,001 0,179 + 0,001
65 Aydin, Karpuzlu 0,179 + 0,004 0,176 + 0,003
47 Balikesir, Ayvalik 0,171 £0,002 0,175+ 0,003
28 Canakkale, Ayvacik 0,159 £ 0,001 0,162 £ 0,002
69 Izmir, Kaynaklar 0,155+ 0,002 0,156 = 0,004

6.3.2 Orneklerin total fenolik madde miktarlar:

TAGEM tarafindan 2022 yilinda toplanmis ve en yliksek miktarda kastisin bilesigi
icerdigi tespit edilmig olan 10 Ornegin total fenolik madde miktarlar,
spektrofotometrik yontem ile gallik asit es degeri olarak tayin edilmistir (Tablo 6.8).
Gallik asit kullanilarak elde edilmis kalibrasyon egrisi Sekil 6.19’da gosterilmistir.
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Sekil 6.19: Gallik asit kalibrasyon egrisi.

Tablo 6.10: V. agnus-castus ekstrelerinin total fenolik madde miktarlari.

Ornek Kodu Toplanma Bolgesi Total fenolik? madde icerigi + S.S.”

57 Aydin, Cine 9,67+ 0,42
111 Aydn, Cine 18,93 + 0,31
70 Aydin, Cine 17,63 £ 0,57

13-40 Aydin, Cine 11,33 +£0,48
49 Aydin, Cine 6,32 +0,53
60 Aydin, Cine 8,89 +£0,61
65 Aydin, Karpuzlu 15,93 £ 0,36
47 Balikesir, Ayvalik 14,46 £ 0,62
28 Canakkale, Ayvacik 10,14 + 0,49
69 [zmir, Kaynaklar 13,59 £ 0,25

@Veriler, 1 g ekstredeki gallik asit esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).

6.3.3 Orneklerin total flavonoit madde miktarlar

TAGEM tarafindan 2022 yilinda toplanmis ve en yiiksek miktarda kastisin bilesigi
icerdigi tespit edilmis olan 10 Ornegin total flavonoit madde miktarlari,
spektrofotometrik yontem ile kersetin es degeri olarak tayin edilmistir (Tablo 6.9).

Kersetin kullanilarak elde edilmis kalibrasyon egrisi Sekil 6.20°de gosterilmistir.
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Sekil 6.20: Kersetin kalibrasyon egrisi.

Tablo 6.11: V. agnus-castus ekstrelerinin total flavonoit madde miktarlari.

Ornek Kodu Toplanma Bélgesi  Total flavonoit* madde icerigi + S.S.°

57 Aydin, Cine 3,95+0,28
111 Aydin, Cine 8,52 +0,46
70 Aydn, Cine 5,96 + 0,37

13-40 Aydn, Cine 6,28 +0,78
49 Aydin, Cine 3,18+ 0,24
60 Aydin, Cine 2,09 +0,45
65 Aydin, Karpuzlu 10,17 £ 0,58
47 Balikesir, Ayvalik 6,91+ 0,33
28 Canakkale, Ayvacik 3,66 +0,27
69 Izmir, Kaynaklar 5,93 + 0,39

aVeriler, 1 g ekstredeki kersetin esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).

6.4 In-vivo Anti-obezite Aktivite Calismasina Ait Bulgular

6.4.1 Ekstrelerin verimleri

V. agnus-castus bitkisinden in-vivo anti-obezite aktivitesi ¢alismasinda kullanilmak
tizere 100 gram hayit yaprak, ¢igek ve meyvelerinden 1:10 DEO (drog/ekstre orani)
ile %70 EtOH ve %100 su ¢oziiciileriyle hazirlanmig 6 adet ekstrenin verimleri, Tablo

6.10’da gosterilmistir.
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Tablo 6.12: In-vivo anti-obezite aktivite calismasi ekstre verimleri.

Ekstre % Verim
Hayit yaprak %70 EtOH 32,32
Hayit yaprak %100 su 27,67
Hayit ¢igek %70 EtOH 35,00
Hayit ¢igek %100 su 30,16
Hayit meyve %70 EtOH 12,77
Hayit meyve %100 su 11,81

6.4.2 Ekstrelerin total fenolik madde miktarlari

V. agnus-castus bitkisinden elde edilen ekstrelerin spektrofotometrik ydntem
kullanilarak tayin edilmis olan total fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri olarak
Tablo 6.11°de yer almaktadir. En yiiksek total fenolik igerigine sahip ti¢ ekstre; hayit
cicek %70 EtOH (%68,42 + 1,20), hayit yaprak %100 su (%50,78 + 1,81) ve hayit
yaprak %70 EtOH (%49,11 =+ 0,82) olarak tespit edilmistir.

Tablo 6.13: Ekstrelerin total fenol madde miktarlari.

Ekstre Total fenol® icerigi + S.S.”
Hayit yaprak %70 EtOH 49,11 £0,82
Hayit yaprak %100 su 50,78 + 1,81
Hayit ¢igek %70 EtOH 68,42 + 1,20
Hayit ¢igek %100 su 40,89 + 0,87
Hayit meyve %70 EtOH 27,05+ 0,79
Hayit meyve %100 su 22,66 + 0,83

2Veriler, 1 g ekstredeki gallik asit esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).

6.4.3 Ekstrelerin total flavonoit madde miktarlari

V. agnus-castus bitkisinden elde edilen ekstrelerin spektrofotometrik ydntem
kullanilarak tayin edilmis olan total flavonoit madde miktarlar1 kersetin esdegeri
olarak Tablo 6.12°’de yer almaktadir. En yiiksek total flavonoit igerigine sahip ti¢
ekstre; hayit yaprak %70 EtOH (%31,99 + 1,17), hayit ¢icek %70 EtOH (%21,76 +
1,51) ve hayit yaprak %100 su (%21,67 + 1,46) olarak hesaplanmustir.
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Tablo 6.14: Ekstrelerin total flavonoit madde miktarlari.

Ekstre Total flavonoit® icerigi + S.S.”
Hayit yaprak %70 EtOH 31,99 £ 1,17
Hay1t yaprak %100 su 21,67+ 1,46
Hayit ¢igek %70 EtOH 21,76 + 1,51
Hayit ¢igek %100 su 9,00 = 0,49
Hay1it meyve %70 EtOH 11,21 £0,74
Hay1it meyve %100 su 3,17+ 0,17

aVeriler, 1 g ekstredeki kersetin esdegerinin mg cinsinden degeridir.
b Standart sapma (n = 3).

6.4.4 Ekstrelerin LC-HRMS sonuclari

In-vivo anti-obezite aktivite calismasinda kullanilan 6 adet ekstrenin fenolik madde
icerikleri, Bezmialem Vakif Universitesi ILMER’de bulunan LC-HRMS cihaz1
kullanilarak tayin edilmistir. Bilesikler; ILMER Kiitiiphanesi’nde bulunan bilesiklerin
alikonma siireleri ve hedef iyonlar1 karsilastirilarak tespit edilmistir. Analiz sonuglar
incelendiginde hayit ekstrelerinin fenolik bilesikler agisindan olduk¢a zengin oldugu
goriilmektedir. Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresinin (HYE) major fenolik
bilesenleri baslica klorojenik asit (3889,66 mg/100 g), fumarik asit (2844,38 mg/100
g) ve luteolin-7-glukozit (1720,26 mg/100 g) olarak analiz edilmistir. Benzer sekilde,
hayit yaprak su kuru ekstresinin (HYS) ana fenolik bilesenleri sirasiyla klorojenik asit
(6958,63 mg/100 g), fumarik asit (4806,52 mg/100 g) ve luteolin-7-glukozit (690,49
mg/100 g) olarak tespit edilmistir. Klorojenik asit (8227,81 mg/100 g), apigenin-7-
glukozit (684,02 mg/100 g) ve luteolin-7-glukozit (653,04 mg/100 g) hayit ¢icek %70
etanol kuru ekstresinin (HCE) baslica fenolik bilesikleri olarak analiz edilirken;
fumarik asit (7373,07 mg/100 g), klorojenik asit (4789,74 mg/100 g) ve kastisin
(108,51 mg/100 g) hayit cigek su kuru ekstresinin (HCS) major fenolik bilesenleri
olarak belirlenmistir. Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresinin (HME) baslica fenolik
bilesikleri fumarik asit (4159,18 mg/100 g), kastisin (3264,28 mg/100 g) ve klorojenik
asit (826,60 mg/100 g) olarak tespit edilmistir. Hayit meyve su kuru ekstresinin (HMS)
ana fenolik bilesikleri ise baslica penduletin (8453,61 mg/100 g), kastisin (504,43
mg/100 g) ve luteolin-7-glukozit (187,04 mg/100 g) olarak analiz edilmistir (Tablo
6.13). Ekstrelere ait kromatogramlar Sekil 6.22- Sekil 6.26’da yer almaktadir.

86



Tablo 6.15: Ekstrelerin LC-HRMS bulgulari.

Fenolik Rolatif
o . belirsizlik m/z HYE HYS HCE HCS HME HMS
Bilesik (%)
Apigenin 2.87 269,05 3,87 433 68,40 77.22 7,76 332
Apigenin-7- 3,59 431,10 241,42 8,81 684,02 52,04 93,53 ;
glukozit
Kafeik asit 3,74 179,04 40,82 145,13 63,63 107,11 61,13 0,90
Kastisin 6,55 375,11 409,64 16046 590,36 108,51 326428 504,43
Kl";‘s’]itemk 3,58 353,09 3889,66  6958.63  8227.81 478974 826,60 13845
Sirsilineol 3,90 343,08 40,72 10,95 153,71 22,45 501,70 63.43
Fumarik asit 2.88 115,01 284438  4806,52 - 737307 4159,18 ;
Hiperozit 3.46 463,09 9,28 3.61 2227 1,29 13,07 0,34
Kemferol 3,56 28504 9585 194,41 62,63 85,53 34,28 37,96
Luteolin-7- 414 447,09 172026 69049 653,04 . 683,61 187,04
glukozit
Naringenin 4,20 271,06 18,12 19,61 24,46 17,35 23,97 10,90
Penduletin 3,20 343,08 53,30 17,68 190,05 30,90 596,98  8453,61
Kersetin 2,95 301,04 4,02 2,14 2.35 1,98 14,77 2,55

%U: Rolatif belirsizlik; HYE: Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi; HYS: Hayit yaprak su kuru ekstresi; HCE: Hayit ¢igek
%70 etanol kuru ekstresi; HCS: Hayit cigek su kuru ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi; HMS: Hayit meyve
su kuru ekstresi.
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Sekil 6.21: Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlart.
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Sekil 6.22 (devami): Hay1t yaprak %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.21 (devami): Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.23: Hayit yaprak su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.22 (devam): Hayit yaprak su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.22 (devam): Hayit yaprak su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.24: Hayit ¢igek %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.23 (devami): Hayit ¢igek %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.23 (devami): Hayit ¢igek %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.25: Hayit ¢igek su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.24 (devam): Hayit ¢igek Su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.26: Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.
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F12023-04-04-DISK C\...\MK-1 1211723 13:15:04
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Sekil 6.25 (devami): Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi kromatogramlari.

F2023-04-04-DISK €. \MK-4 121723 14:03:22
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:
g
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:
g
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- p ESI Full ms [100.0000-800,0000]
MS MK-4

Time (min)

Sekil 6.27: Hayit meyve su kuru ekstresi kromatogramlari.
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Sekil 6.26 (devam): Hayit meyve su kuru ekstresi kromatogramlari.
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6.4.5 In-vivo anti-obezite aktivite ¢alisma bulgular

7 haftalik deney siiresi sonunda elde edilen agirlik ortalamasi verilerine gore en yiiksek
antiobezite etki, referans madde grubu olan orlistat grubunda gézlemlenmistir. Ayni
zamanda negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda hayit yaprak %70 etanol (HYE),
hayit yaprak su (HYS) ve hayit ¢igek %70 etanol (HCE) kodlu kuru ekstrelerin
antiobezite etkisi goriilmiis olup en yiiksek antiobezite etkinin HYE kodlu test

numunesi uygulamasi gerceklestirilen grupta oldugu belirlenmistir.

Agirlik ortalamasi sonuglarina gore 7 haftalik deney siiresi sonunda kontrol grubu’nun
ortalama agirliginin 299,31 g, negatif kontrol grubunun 391,28 g ve referans madde
grubunun 291,12 g oldugu belirlenmistir. Test numunelerinden HYE, HYS ve HCE
gruplariin ortalama agirliklarinin ise sirastyla 297,43, 301,03 ve 305,14 g oldugu

belirlenmistir.

Deney tamamlandiginda si¢anlarin almis oldugu almis oldugu toplam agirlik
miktarinin agirhik farki sonuglarina gore ortalamasinin HYE kodlu test numunesi
grubunda 81.64 g; HYS kodlu test numunesi grubunda 75,17 g; HCE nolu test
numunesi grubunda 92,67 g oldugu tespit edilmistir. Buna paralel olarak deney siiresi
tamamlandiginda, karin i¢i yag dokusunun genel goriintiisiiniin degerlendirilmesi
sonucunda obezite grubunun diger gruplardan daha fazla oranda karin igi yagi

icermekte oldugu goriilmiistiir.

Agirlik agisindan elde edilen bulgulara gore kontrol grubu ve negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiklarinda HYE, HYS ve HCE kodlu test numunelerine ait gruplarda viicut
agirliginda diistis oldugu belirlenmistir (Tablo 6.14).

Gergeklestirilen tez calismasi ile elde edilen sonuglar, literatiirde bulunmakta olan
yiiksek yagl diyetin viseral dokular icerisinde lipit birikmesine ve viicut agirligi ile
leptin seviyelerinin yiikselmesine yol agtig1 goriisiine paraleldir [166-168]. Enerji
homeostazi, viicut igerisinde gerceklestirilen bir dizi kompleks ve dinamik siiregleri
kapsamaktadir. Leptin hormonu bu siiregler igerisinde, santral sinir sistemi ile periferik
dokulardaki spesifik reseptorler vasitasiyla metabolik etkisini gostermekte olup, gida

alim1 ve enerji homeostazinda baslica diizenleyici roliine sahiptir [169].
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Tablo 6.16: Deney gruplarinin ¢alisma siirecindeki agirliklari.

Gruplar Ortalama agirhik (g) £ SS
0. Hafta 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta 7. Hafta

Kontrol 221,40 +10,85 239,95+1294 24944 +13,26 258,12+ 14,61 265,34 £13,61 27836=+12,54 289,46+10,32 299,31 +12,44
Negatif kontrol 234,66 12,08 251,13 +£14,05 298,51 £12,19 319,26 £13,04 327,43+11,36 366,55+ 11,13 378,23 +11,01 391,28+ 10,12
HYE 215,79 + 8,64 223,64 +£9,22 237,06 £ 10,27 246,32 +£1291 259,01 £13,34 27434+12,80 289,34 £ 11,18 297,43 £ 9,37
HYS 225,86 £ 9,15 230,12 +£ 12,31 241,36 £11,07 262,11 £12,53 274,82+ 12,64 289,26 +10,45 292,05 +9,76 301,03 £ 11,35
HCE 212,47 +7,48 225,58 £9,09 239,14 £ 9,05 248,11 £ 11,09 261,95+ 10,12 286,03 +£9,34 294,32 +£ 9,01 305,14 £ 10,22
HCS 224,55 +£9,94 242,52 + 7,82 261,43 £9,52 27847 +£10,45 286,69 £ 11,27 291,16+ 11,46 314,07 +12,33 329,27 +£10,54
HME 233,47 + 8,89 246,83 + 14,13 261,24+ 12,61 274,76 +13,91 288,11 £14,92 297,44+ 11,92 312,64 +£9,98 343,12 +9,26
HMS 236,17 +£7,23 259,78 +£10,14 274,52 + 9,53 285,24 +£10,67 297,27+1291 306,72+ 14,21 313,52+12,26 355,04 +10,13
Referans madde 221,27 £6,79 229,50 £ 7,06 237,61 £8,01 251,13 £8,26 262,13 £8,10 284,32 £ 8,02 290,31 £9,12 291,12 £ 8,61

HYE: Hayit yaprak %70 etanol ekstresi; HYS: Hayit yaprak su ekstresi; HCE: Hayit ¢icek %70 etanol ekstresi; HCS: Hayit ¢igek su ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol
ekstresi; HCS: Hayit meyve su ekstresi.
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Leptin adiposit kdkenli bir hormon olup enerjinin viicut iginde kullanilmasi i¢in yag
dokusundan gelen sinyalleri uyarmaktadir [169, 170]. Leptin, hipotalamik reseptorler
araciligiyla viicutta baslica istah kontroliiniin gergeklestigi kisim olarak da adlandirilan
yaysi ¢ekirdeginde noropeptid Y'nin (NPY) salimini1 baskilayarak istahin azalmasina
yola acarken, sempatik sinir sistemini aktive eder ve metabolizmay1 hizlandirarak
enerji harcanmasini ¢ogaltir [171].

Tez kapsaminda ylriitiilen ¢alismada, deney gruplarindan elde edilen serumlarin
HDL-C, LDL-C ve trigliserit ile yag dokularindan salgilanan ve obeziteyle iliskilli
olan adiponektin ve leptin diizeyleri dislipidemiyi degerlendirmek tizere 6lgiilmiistiir.
Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda HYE, HY'S ve HCE kodlu test numuneleri
ile referans madde grubunda serum LDL, trigliserit, leptin seviyelerinin azaldigi
gortiliirken, HDL-C ve adiponektin seviyelerinin artmis oldugu tespit edilmistir (Tablo
6.15). 12 hafta boyunca yiiksek yagli diyet ile beslenen farelerin serum LDL-C, TG ve
kolesterol seviyelerinin 6nemli derecede yiikseldigi Yang ve arkadaglar tarafindan
2006 yilinda yiiritilmis bir in-vivo ¢alismada tespit edilmistir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen ¢alisma ile elde edilen sonucglar Yang ve arkadaslari tarafindan
yiriitiilmiis ¢alisma ile uyumludur [167].

T4 tiroid bezi tarafindan sentezlenmekte olan bir hormondur. T4 enzimatik 5'-
deiodinasyonuna ugrayarak metabolik olarak aktif formu olan T3’e
dontstirilmektedir [172]. Kanda bulunan tiroid hormonlari, plazma proteinlerine
baglanarak albiimin, tiroksin baglayicit globiilin (TBG) ve tiroksin baglayici 6n
alblimin (TBPA) ile hiicresel membranlar1 gegebilen ve tiroid hormonlarinin aktif
formlar1 olarak kabul edilen serbest formlarla denge halinde bulunurlar [172]. Tiroid
hormonlari, viicutta ATP tiikketimini arttirmakta ve ATP sentezinin etkinligini
diistirerek termojenezi indiiklemektedir [173]. Tiroid hormonlart bu etkilerini,
mitokondrinin i¢ zarindaki ayirici proteini (UCP) uyararak proton baglanmasinin
onlenmesi ve ATP sentezi yerine 1s1 salimi saglayarak daha ¢ok enerji tiiketilmesi
mekanizmalari ile géstermektedir [174].

Tez kapsaminda yiiriitiilen calismada, ¢aligma gruplarinda Ts ve T4 diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilememistir (Tablo 6.15). Literatiirde
bulunmakta olan arastirmalarla yiiksek yagh diyetin, T4 deiyodinasyonunun ve hedef
hiicreler tarafindan T4 aliminin artmast ile iliskili oldugu ve yag asitlerinin hipofiz Ts
ve T4 alimlarm farkli sekilde diizenleyebildigi ortaya konulmustur [175, 176]. Bu
sebeple de yiiksek yag diyetinden kaynaklanan daha yiiksek T4 aliminin, normal serum
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T4 konsantrasyonuna, yiiksek serum T3 diizeylerine ve yiiksek tiroid hormon etkisine
yol agmast miimkiin goriinmektedir [177]. Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismadan elde
edilen sonuglarda, test numunelerinin T3 ve T4 diizeylerinde herhangi bir etkilerinin

olmadig1 goriilmiustiir.
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Tablo 6.17: HDL-C, LDL-C, trigliserit, adinopektin, leptin, T3 ve T4 diizeyleri.

L . . . T3 Ta
Gruplar (mgidL) (/L) T(E']gg;/'fff)' t AO(“n%(;PneS ; (rgjaL) (p?(/,/:‘)'-) (”%/T)'-)

Kontrol 97,34 £ 6,72 37,09 + 3,81 98,43 + 5,34 12,03 £2,55 1,71 £ 0,83 1,42 £ 0,55 0,54 +0,29
Negatif kontrol 62,52 +£4,17 45,40+ 3,24 116,27 £ 6,51 9,34+ 1,42 4,98 £ 1,56 1,30+ 0,41 0,45+ 0,34
HYE 94,45+ 5,57 31,27 £4,26 72,14+ 5,08 12,16 £ 1,05 1,51 £0,38 1,44+ 0,91 0,54 + 0,05
HYS 93,54 + 5,65 32,71 £ 2,65 83,96 £4,37 12,41 £ 2,05 1,59 £0,71 1,31 +£ 0,35 0,46 + 0,03
HCE 82,65+ 3,27 31,90 + 3,61 83,23 +4,14 10,67 £ 1,42 1,63+0,51 1,27 £ 0,47 0,33 +0,02
HCS 78,22 £ 6,51 32,46 +3,48 85,01 £4,53 10,63 £ 0,98 2,51+0,98 1,53 +£0,62 0,52 +0,05
HME 69,14 + 5,93 33,15+4,12 94,32 + 6,96 11,32+ 1,74 2,72+ 0,56 1,34+ 0,31 0,47 £ 0,06
HMS 71,61 £6,05 35,28 +3,29 96,77 £ 5,13 9,51+ 1,44 2,19+ 1,05 1,35+0,54 0,31+0,12
Referans madde 95,40 £ 4,19 29,53 £ 3,41 71,65+ 4,82 13,05 £ 1,63 1,43 +£0,82 1,31 £0,29 0.39+ 0,08

HYE: Hay1t yaprak %70 etanol ekstresi; HYS: Hayit yaprak su ekstresi; HCE: Hayit cicek %70 etanol ekstresi; HCS: Hayit cicek su ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol
ekstresi; HCS: Hayit meyve su ekstresi
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Obeziteyle baglantili goriilen kronik enflamasyonun incelenmesi amaciyla siganlarin
serum TNF-a ve IL-1f seviyeleri de analiz edilmistir. HYE, HYS ve HCE kodlu test
numunelerinin serum TNF-a ve IL-15 diizeylerinin negatif kontrol grubuyla

karsilastirildiginda daha diisiik oranda oldugu goriilmiistiir (Tablo 6.16).

Tablo 6.18: Hayit ekstrelerinin obezite modelinde serum sitokin diizeyleri.

Gruplar TNF-a seviyesi (pg/mL) IL-18seviyesi (pg/mL)

Kontrol 703,12 £ 15,84 914,82 + 10,67
Negatif kontrol 925,31 + 17,06 1271,94 £ 11,83
HYE 613,33 +10,08 722,08 +£ 13,48
HYS 731,19 £ 8,56 746,12 £ 11,37
HCE 692,31 = 11,25 790,68 + 17,08
HCS 705,74 + 10,61 810,25+ 11,92
HME 794,02 + 11,26 813,05 +9,97
HMS 786,13 +£9,73 820,94 + 8,89
Referans madde 675,09 £ 9,82 731,28 £ 10,04

HYE: Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi; HY'S: Hayit yaprak su kuru ekstresi; HCE: Hayit ¢igek %70 etanol
kuru ekstresi; HCS: Hayit ¢igek su kuru ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi; HMS: Hayit meyve
su kuru ekstresi.

Plazmada insiilin diizeylerinin artmasi adipoz dokular ile karacigerde lipogenezisin
uyarilmasina ve plazma leptin ve ob gen mRNA diizeylerinin yiikselmesine yol
agmaktadir [178, 179]. Insiilin hormonu bilhassa da kalp ve iskelet kaslari ile yag
dokularma glukoz girisini ve dokularm insiiline olan duyarlihigmi yiikseltmektedir
[180]. Bunun yani sira, serbest yag asitleri ve amino asitler gibi diger besin
maddelerinin de hiicreye alimini saglamaktadir. Glikoz, glikolizis sirasinda
oksitlenmekte olup sitoplazmadaki ATP / ADP oranini arttirmaktadir, yiikselen ATP /
ADP orani ise insiilin igeren graniillerin ekzositozunu indiiklemektedir. Ayrica, yag
asitleri de yiiksek ATP / ADP oranmma yol agmakta olan yag asitlerinin S-
oksidasyonunu tetikleyerek veya bazi protein kinazlarin aktive olmasini saglayarak
insiilin iiretimini arttirmaktadir. Uzun siireyle yiiksek yagl diyet uygulamasina bagl
olusan hiperinsiilinemi viicutta; pankreas hiperplazisi, yag asitleri alimi ve yiikselen
pankreas S-hiicreli glukoz metabolizmasi faaliyetleri ile olusmaktadir [179].

Obeziteyle iliskili olan insiilin direncinin belirlenebilmesi i¢in siganlarin kan glukoz
ve serum insiilin seviyeleri dl¢tilmistiir. Glukoz 6l¢iim cihaziyla belirlenen kan glukoz
diizeylerinde belirgin bir fark gozlenmezken; serum insiilin  diizeyleri

degerlendirildiginde, referans madde grubunda ve HYE, HYS ve HCE kodlu test
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numunesi uygulanan gruplarda negatif kontrol grubuna oranla daha diisiik diizeyde
oldugu goriilmistiir (Tablo 6.17).

Tablo 6.19: Kan glukoz ve serum insiilin seviyeleri.

Kan glukoz seviyesi Serum insiilin diizeyi

Gruplar

(mg/dL) (mIU/I)
Kontrol 122,70 + 4,18 8,16+ 1,90
Negatif kontrol 134,03 + 4,96 11,93 +2,24
HYE 135,08 + 4,62 6,89 + 0,83
HYS 149,17 £ 6,24 7,79 £ 0,37
HCE 145,26 £ 9,59 6,41 +£0,81
HCS 133,07 £ 11,36 7,46 £ 1,22
HME 121,13 £ 8,68 9,49 + 1,49
HMS 129,54 + 7,16 10,37 £ 1,18
Referans madde 125,60 + 8,25 5,19+ 0,34

HYE: Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi; HY'S: Hayit yaprak su kuru ekstresi; HCE: Hayit ¢igek %70 etanol
kuru ekstresi; HCS: Hayit ¢icek su kuru ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi; HMS: Hayit meyve
su kuru ekstresi.

Sicanlarin serum lipaz seviyeleri kiyaslandiginda, orlistat uygulamasi gergeklestirilen
grupta daha fazla belirgin olmakla beraber HYE, HYS ve HCE kodlu test
numunelerinde negatif kontrol grubuna karsi daha diisiik oranda oldugu tespit
edilmistir (p<0,01). In vitro lipaz enzim inhbisyon ¢alismalarinda HYE, HYS ve HCE
kodlu test numuneleri ve referans madde olarak kullanilan orlistat gurubunda lipaz

enzim inhibitor etki gozlenirken, diger gruplarda istatistiksel agidan anlamli bir etki

gozlemlenmemistir (Tablo 6.18).

Tablo 6.20: Serum lipaz ve lipaz enzimi {izerine belirlenen IC50 seviyeleri.

Lipaz enzim inhibisyonu

Gruplar Serum lipaz diizeyi (U/L) (1Cso (ng/mL) £ SS)
Kontrol 13,06 + 1,94 -
Negatif kontrol 4120+ 5,12 -
HYE 18,23 + 1,34 56,22 + 4,94
HYS 21,12 +£2.08 68,95+ 4,13
HCE 23,06 + 1,08 72,84 + 6,47
HCS 29,14 + 0,83 92,08 + 8,15
HME 31,26 £ 0,54 111,49 + 7,82
HMS 37,09 +£ 0,92 135,48 + 8,09
Referans madde 8,21+ 0,46 20,53 + 0,98

HYE: Hayit yaprak %70 etanol kuru ekstresi; HY'S: Hayit yaprak su kuru ekstresi; HCE: Hayit ¢igek %70 etanol
kuru ekstresi; HCS: Hayit ¢icek su kuru ekstresi; HME: Hayit meyve %70 etanol kuru ekstresi; HMS: Hayit meyve
su kuru ekstresi, *: p<0,01.

Tez kapsaminda yiiriitiilen in-vivo anti-obezite aktivite ¢alisma bulgulari, HYE, HYS

ve HCE kodlu test numunelerinin yiiksek yapili diyetle beslenerek obezite olusturulan
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sicanlarin viicut agirliginda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Negatif kontrol
grubu ile karsilastirildiginda HYE, HYS ve HCE kodlu test numunelerinin serum
LDL, trigliserit ve leptin seviyelerinde diistise; HDL ve adinopektin diizeylerinde ise
artisa neden oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte serum lipaz, TNF-«a ve IL-13
seviyelerinde HYE, HY'S ve HCE kodlu test numunelerinin diistise neden oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda HYE, HYS ve HCE kodlu test
numunelerinin obezite tedavisinde yararl etkilere sahip olabilecegi diislinltilmektedir.
Total fenolik ve flavonoit madde miktarlar1 bulgular1 incelendiginde obezite aktivitesi
yikksek olan HYE, HYS ve HCE kodlu ekstrelerinin fenolik ve flavonoidler
bakimindan olduk¢a zengin oldugu gézlemlenmistir. Toplam fenol i¢erik miktar1 en
yiiksek olan ekstre HCE (68,42 + 1,20) iken toplam flavonoit i¢erigi bakimindan en
yiiksek ekstre HYE (31,99 + 1,17) ‘dir. LC-HRMS analizi sonuglar1 incelendiginde
ise, total fenolik ve flavonoit madde miktarlar1 sonuglarina paralel olarak obezite
aktivitesi en yiiksek olan HYE, HYS ve HCE kodlu ekstrelerinin kemferol ve luteolin-
7-glukozit bilesiklerini nispeten yiiksek seviyelerde icerdigi gézlenmistir. Luteolin-7-
glukozit miktari sirastyla 1720,26 mg/ 100 g, 690,49 mg/ 100 g ve 653,04 mg/ 100 g
olarak belirlenirken, kemferol miktar1 ise sirasiyla 95,85 mg/ 100 g, 194,41 mg/100 g
ve 62,63 mg/100 g olarak belirlenmistir. Luteolin ve bitkilerdeki en yaygin tiirevi olan
luteolin-7-glukozitin yiiksek yagli diyete maruz birakilmis fareler tizerinde yapilan bir
in vivo ¢alismada, viicut ve epididimal yag agirligin1 azaltmanin yani sira vaskiiler
disfonksiyon gibi metabolik obeziteyle iligkili komplikasyonlar: azaltarak anti-obezite
aktivite gosterdigi ortaya konulmustur [181]. Torres-Villarreal ve arkadaslar
tarafindan 2019 yilinda gergeklestirilmis bir ¢calismada, kemferoliin Cebpa geninin
tiretimini inhibe ettigi ve bunun da Pnpla2 ve Lipe mRNA seviyelerini artirarak adipoz
dokularda birikmekte olan yag miktarin1 azalttig1 bildirilmistir. Bu siire¢ adipojenik
farklilasma sirasinda 3T3-L1 hiicrelerinde meydana gelmektedir, ¢aligmanin
sonucunda kemferoliin anti-obezite aktivitesi gosteriyor olabilecegine ulasilmistir
[182]. Bir bagka c¢alismada ise, kemferoliin gosterdigi prebiyotik ve anti-enflamatuar
etkileri ile farelerde yiiksek yagli diyetle indiiklenmis obeziteye karsi koruyucu
ozelligi bulundugu gorilmistir [183]. Tez kapsaminda yiriitilen calismada
gbzlemlenen potansiyel anti-obezite etkiler HYE, HYS ve HCE kodlu ekstrelerinin
igerdigi luteolin-7-glukozit ve kemferol bilesikleri ile iliskilendirilebilir.
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7. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, Tiirkiye’de yaygin sekilde yabani olarak yetisen meyveleri
toplanarak satilan ve binlerce yildir geleneksel tedavide ve giiniimiizde de ilag seklinde
PMS, menstrual siklus diizensizlikleri ve mastodinide kullanilan Vitex agnus-castus L.
bitkisinin iilkemiz biyogesitliligi géz oniine alinarak T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1
Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ile birlikte yerli ve kastisin bilesigince zengin bir V.
agnus-castus kiiltiir cesidi gelistirilmesine katki saglanmustir.

Balikesir, Burhaniye’den toplanmis beyaz ve mor ¢igekli Vitex agnus-castus bitkisi ile
Istanbul, Zeytinburnu Tibbi Bitkiler Bahgesi’nden toplanan kiiltiire alinmis mor
cicekli V. agnus-castus bitkisinin ¢igek, yaprak ve meyve kisimlari ayrilarak ugucu
yaglar1 elde edilmistir. Ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri GC-FD/MS cihazi ile
analiz edilerek aydinlatilmig, ardindan da kemotipleri belirlenmistir. Balikesir
bolgesinden elde edilen ugucu yaglar; "a-pinen-1,8-sineol” kemotipi olarak
tamimlanirken, Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglar "sabinen-1,8-sineol" kemotipi
olarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglar sayesinde hayit ¢icek, yaprak ve meyve
ucucu yaglarini; toplam monoterpen hidrokarbon, monoterpen oksit ve seskiterpen
hidrokarbon bilesikleri miktarlarina gore ayirt etmenin miimkiin oldugu gorilmiistiir.
Seskiterpen hidrokarbonlarin, hem yaprak hem de meyve ugucu yaglarindaki
bilesiklerin %20'sinden azini olustururken, ¢igceklerden elde edilen ugucu yaglardaki
bilesiklerin %20'sinden fazlasini olugturmakta oldugu tespit edilmistir. Yapraklardan
elde edilen ugucu yaglarin her ikisi de (BMY, IMY), en bol bilesen olarak 1,8-sineol
bilesigini icermektedir, bu da onlar1 meyve ve ¢i¢ek ugucu yaglarindan ayirmaktadir.
Antik ¢aglardan beri kadinlarin safliklarinin ve iffetlerinin sembolii olarak bilinen
hayit bitkisinin, ge¢misten giliniimiize kadar gelen genis bir tibbi kullanim alani
mevcuttur. Etnobotanik ¢alismalar, bitkinin 6zellikle de kadin hastaliklar1 ve solunum
yollart rahatsizliklarinda kullanildigini gostermektedir [1, 27-32]. Bu sebeple, tez

kapsaminda yiiriitiilen in-vitro sitotoksisite ¢alismalarinda insan meme
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adenokarsinomu hiicresi (MCF-7, HTB-22) ve insan alveolar adenokarsinom hiicresi
(A549, CCL-185) hatlar1 tercih edilmistir. Tez ¢alismasi ile, hayit meyve ugucu
yaginin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisitesi ilk kez c¢alisilmis olunup,
Balikesir bolgesinden elde edilen meyve ugucu yaginin ICso degeri 32,43 pg/mL iken,
Istanbul bolgesinden edilen meyve ugucu yaginin ICso degeri 58,11 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Tez kapsaminda yliriitiillen ¢alisma, mor ve beyaz V. agnus-castus
¢icek ugucu yaglarmin in vitro sitotoksisitelerinin degerlendirildigi ilk ¢alisma olma
ozelligi ile de dikkat ¢ekmektedir. MCF-7 hiicrelerinde, Balikesir'den elde edilen mor
cicek ugucu yagi, beyaz ¢icek ugucu yagindan yaklagik 10 kat daha potent olup, 1Cso
degeri 4.68 ng/mL’dir. BMC ucucu yagi, bu deger ile MCF-7 hiicre hattinda hem
Balikesir hem de Istanbul bolgelerinden elde edilen ucucu yaglar arasindaki en
sitotoksik ugucu yag olma 6zelligine sahiptir. Ancak, beyaz cicek ugucu yaginin A549
hiicre hattinda, Balikesir bdlgesindeki diger ugucu yaglarin etki giiclinden (ICso deger
araligr 39,39-48,62 pg/mL) biiyliik bir fark olmaksizin daha ¢ok sitotoksik etki
gosterdigi gortilmistiir. Elde edilen sonuglar, V. agnus-castus ucucu yaglarinin MCF-
7 ve A549 hatlan iizerinde yiiksek sitotoksisite potansiyeline sahip oldugunu
gostermekte olup, bitkilerin toplanma bélgeleri ile kullanilan kisimlarinin 6nemini
vurgular nitelikte olmustur. Balikesir bolgesinden elde edilen ugucu yaglarin -6zellikle
mor ¢igek ugucu yagi (BMC) ICso degeri MCF-7 hiicre hattinda 4,68 pg/ mL-
Istanbul’dan elde edilen ugucu yaglara gére daha potent oldugu goriilmiistiir. Bu
durum; bu ugucu yaglarin a-pinen, karyofilen ve limonen igeriklerinin daha yiiksek
olmast ile iliskilendirilmistir.

Yine tez kapsaminda, standardize V. agnus-castus cicek, yaprak ve meyve
ekstrelerinin  MCF-7 ile A549 hatlar1 izerindeki in-vitro sitotoksisitesi de
degerlendirilmistir. V. agnus-castus c¢igcek ekstresinin sitotoksisitesinin ilk kez
arastirildigi caligmada; MCF-7 hiicrelerinde (ICso 62,12 pg/mL degeri ile) iyi
sitotoksisite gosterirken, A549 hiicrelerinde diisiik sitotoksisite gosterdigi (100
ng/mL'de 6liim oran1 %26,7) tespit edilmistir. V. agnus-castus meyve ekstresinin her
iki hiicre hatti i¢in de yaprak ve ¢igcek ekstrelerinden daha sitotoksik oldugu
goriilmiistiir. Tez kapsaminda elde edilen sitotoksisite sonuglari, antik caglardan
gliniimiize kadar gelen kadim bilgilerin kiymetini vurgular niteliktedir. V. agnus-
castus bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen ugucu yag ve ekstreleri, gegmisteki

kullanimlarina paralel olarak MCF-7 ile A549 hatlar1 lizerinde etkili bulunmustur.
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Tez ¢alismasinda; T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii
ile ortaklasa calisilarak 95 farkli bolgeden toplanmig V. agnus-castus meyve
droglarinin PDA dedektorlii HPLC cihazi ile Tirk Farmakopesi “Hayit, Meyve”
monografindaki yontem kullanilarak kastisin igerikleri degerlendirilmistir. 95 farkli
ornek icerisinden 48 tanesi Avrupa Farmakopesi kriterine uygun olarak %0,08’den
yiiksek miktarda kastisin igermektedir. 2021 yilinda toplanmis 57, 111, 70, 13-40, 49,
60, 65, 47, 28 ve 69 kodlu orneklerin kastisin bilesigi agisindan en zengin 6rnekler
oldugu tespit edilmistir. Bu orneklerin kastisin miktarlar1 sirasiyla 0,216 + 0,002;
0,202 + 0,002; 0,191 + 0,003; 0,183 + 0,002; 0,180 + 0,002; 0,180 + 0,001; 0,179 +
0,004, 0,171 + 0,002; 0,159 + 0,001; 0,155 + 0,002’dir. En yiiksek miktarda kastisin
bilesigi iceren bu ilk 10 adet V. agnus-castus meyve drogu, 2022 yilinda tekrar
toplanarak ayni sekilde analiz edilmis, ve sonuglarin paralel oldugu gbézlemlenmistir.
Bu oOrneklerin total fenolik ve flavonoit miktarlar1 da analiz edilerek, bu bilesiklerce
zengin olduklar1 goriilmistiir. 2015 yilinda yiiriitiilmiis bir aragtirmada diinyadaki
farkli lokasyonlardan toplanmis V. agnus-castus meyve ornekleri kastisin bakimidan
degerlendirilmistir. Sonuglar meyve orneklerinin kastisin igeriklerinin Krishnagiri
(Hindistan) 0,03; Mettur (Hindistan) 0,11; Kaliforniya (Amerika) 0,09; Florida
(Amerika) 0,16; Viyana (Avusturya) 0,13 ve Torino (italya) 0,09 oldugunu
gostermistir [184]. Bir baska ¢alismada ise Arnavutluk’tan toplanmis V. agnus-castus
meyve Orneklerinden %80 etanol ile hazirlanmis ekstrelerin %0,13-0,15 araliginda
kastisin igerdigi saptanmistir [185]. Hoberg ve arkadaslari tarafindan 1999 yilinda
yuriitiilmiis ¢alismada ise, V. agnus-castus meyvelerinden %60 etanol kullanilarak
hazirlanmis  ekstrelerin  kastisin igerikleri  %0,025-0,207 araliginda oldugu
anlagilmistir. Caligmada kullanilan meyvelerin temin kaynaklar1 net olarak belli
degildir [186]. Ulkemizdeki V. agnus-castus meyvelerinin igerdigi kastisin miktar
diger iilkelerle kiyaslandiginda ¢ok daha yiiksektir. Hatta yalnizca meyvelerin igerdigi
kastisin miktar1, ekstrelerden bile yiiksek olarak saptanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda iilkemizin sahip oldugu potansiyel degerlendirilecek; T.C. Tarim ve
Orman Bakanlhigi Ege Tarimsal Arastirma Enstitiisii ortakliginda yerli ve Kastisin
bilesigince zengin bir V. agnus-castus kiiltiir cesidi gelistirilecektir. Ulkemizde yetisen
V. agnus-castus meyveleri kastisin igerigi degerlendirildiginde diger iilkelere gore
daha ytiksek olmasinin avantajlari kullanilarak hem ham madde hem de iiriin eldesinde

kullanilmasi tilkemiz ekonomisine katma deger saglayacaktir.
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Tez kapsaminda elde edilen standardize hayit ekstrelerinin; yliksek yagh diyetle
indiiklenmis obeziteye sahip erkek Wistar albino si¢anlarinda bazi hormonlarin
(leptin, insiilin, T3 ve T4), lipidlerin (trigliserit, HDL ve LDL) ve lipaz enziminin
plazma seviyeleri iizerindeki in vivo etkisi incelenmistir. 7 haftalik ¢alismanin
sonucunda, HYE, HYS ve HCE ekstrelerinin obezite olusturulmus siganlarin viicut
agirh@inda azalmaya neden oldugu anlasilmistir. Negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda HYE, HYS ve HCE kodlu test numunelerinin serum LDL,
trigliserit, leptin, lipaz, TNF-« ve IL-15 seviyelerinde diisiise; HDL ve adinopektin
diizeylerinde ise artisa neden oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda, V. agnus-castus yaprak ve gi¢eklerinin luteolin-7-glukozid ve kemferol
icerikleri  nedeniyle obezite iizerinde yararli etkilere sahip olabilecegi
distintilmektedir. Mevcut ¢alismanin bulgulari 1s1ginda obezite tedavisinde yararh
etkileri olabilecegi diisiiniilen V. agnus-castus yaprak ve giceklerinin klinik
uygulamalarinin, kontrollii klinik ¢alismalarla degerlendirilmesi gerekmektedir. Her
ne kadar hayit meyveleri ¢ay seklinde kadin hastaliklarinda geleneksel olarak
kullanilsa da tez ¢alismasinda gergeklestirilen in-vivo ¢alisma g6z oniine alindiginda
kadinlarda obezite i¢in bir 6neri olarak hayit yapraklarinin giinde 3 kez tek basina veya
kombine ¢ay karisimlarinda (her seferinde yaklasik 2 g V. agnus-castus yapraklarindan
hazirlanmis ¢ayin) demlenerek i¢ilmesi Onerilebilir. Bu sekilde zayiflama gaylarinin
bilesiminde yer alabilir, bu Oneri yaptigimiz in-vivo ¢alismamiza dayali olarak
yapilmaktadir. Literatiirde bulunan ¢aligmalarda, V. agnus-castus yapraklarinin
herhangi bir toksik etkisine rastlanmamustir dolayisiyla giivenle kullanilabilir [187,
188].

V. agnus-castus meyvesinden elde edilen ekstreler, sivi veya kati dozaj formlari
seklinde ila¢ ve gida takviyesi lriinleri olarak basta Almanya ve Avusturya olmak
lizere tiim diinyada kadin hastaliklarinda yaygin sekilde kullaniimaktadir. Ulkemizde
hayit Dbitkisinin Agnucaston® haricinde, bir takim gida takviyesi riinleri
bulunmaktadir. Ancak bu gida takviyesi iriinlerinin  standardizasyonu
yapilmamaktadir. Tiim diinyada yaygin olarak yetismekte olan V. agnus-castus bitkisi
yalnizca kadin hastaliklar1 ile kalmayip daha pek ¢ok biyolojik aktivite de
gostermektedir. V. agnus-castus tilkemizde dogal olarak yetismekte olup yerel halk
tarafindan bitkinin adina ithafen Karahayit, Karacahayit, Hayitli isimleriyle anilmakta
olan yerlesim yerleri bulunmaktadir [1]. Tez c¢alismasi ile bitkinin ¢icek ve

yapraklarinin MCF-7 ve A-549 hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksisite ve anti-obezite
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aktivite gosterdigi anlagilmistir. Bu durum, V. agnus-castus’un yalnizca meyvesinin
degil diger kisimlarmin da kullanilabilecegini kanitlar niteliktedir. Bu alanda
yapilacak daha cok sayida calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ulkemizde pek c¢ok
bolgede yaygin olarak bulunmasina karsin V. agnus-castus bitkisinin sahip oldugu
potansiyel degerlendirilememektedir. Tiirkiye’de kaliteli, kastisin Kriterine uygun,
fenolik ve flavanoit bilesiklerce zengin V. agnus-castus bahgelerinin olusturulmasi ve
buralardan elde edilen ekstrelerin degerlendirilmesi gerekmektedir. Ulkemiz ancak bu
sekilde hayit ham madde tliretiminde s6z sahibi olabilir. Bunun yani sira, yerli ham
maddelerden gida takviyesi ve ilag formunda yeni ve yaratici tirtinlerin gelistirilerek
diinya pazarinda yer alimmasi ve iilke ekonomisine katkida bulunulmasi
gerekmektedir. Bu tez kapsaminda, yiiriitiilen ¢alismalarin bu alanda yapilacak yeni
arastirmalara ve hayit {riinleri ile ilgilenen kurum ve kuruluslara destek olacagi

distiniilmektedir.
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