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ROSMARINUS TURLERINDE BULUNAN BAZI DITERPENOID
BILESIKLERIN PLAZMADA SIVI KROMATOGRAFIK ANALIZLERi VE
BiYOYARARLANIMLARININ INCELENMESI

OZET

Bu ¢alismada basta antikarsinojenik etki olmak iizere ¢ok cesitli tibbi etkileri olduguna
dair bilimsel ¢alismalar bulunan, basta Rosmarinus tiirleri olmak iizere Lamiaceae
familyasindan degisik tiirlerde de var olan karnosol ve karnosik asit adl1 iki diterpenoid
bilesigin insan plazmasinda miktar tayini yapilabilmesini saglayan her iki bilesik igin
yeni birer yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) metodu gelistirilmistir. Bu
amagla plazma numunelerinden sivi sivi ekstraksiyon teknigi ile ekstre edilen
maddeler; karnosol i¢in ters faz kromatografi, C18 (250 mm X 4,6 mm x 5 um) kolon
ve metanol-%2 o-fosforik asit karigimindan olusan bir mobil fazla gradient akis profili
ve 1,2 mL/dk akis hiziyla, karnosik asit i¢in ise C18 (150 mm X 4,6 mm x 5 um) kolon
ve metanol-%2 o-fosforik (90:10 (h/h)) asit karisimindan olusan bir mobil fazla
izokratik akista ve 1 mL/dk akis hiziyla ayrilmislardir. Her iki bilesikte UV
dedeksiyonda 230 nm de tayin edilmistir. Gelistirilen yontemler ICH Kkriterleri
cergevesinde secicilik, dogruluk, kesinlik, gbézlenebilme sinir1 (LOD), tayin siniri
(LOQ), saglamlik ve dayaniklilik bakimindan valide edilmistir. Karnosol ve karnosik
asite ait yontemlerin sirasiyla dogrusallik sinirlar1 1-20 ng/mL ve 0,25-8 ng/mL,
kalibrasyon sonucu elde edilen dogru denklemlerinin korelasyon katsayilar1 0,9942 ve
0,9906°dir. Karnosole ve karnosik aside ait yontemlerin giin i¢i ve gilinler arasi
kesinliklerini gosteren % RSD degerleri sirasiyla en fazla 5,71 ve 5,13’diir. Ayrica,
her iki bilesik de retansiyon zamanlarinda preparatif HPLC kullanilarak toplanmis ve
tandem kiitle spektrometrik dedektorlii HPLC ve IR yontemleriyle yapilar
aydmlatilmistir.  Gelistirilen yontemler saglikli goniillii tlizerinde Rosmarinus
officinalis L. ekstresinin oral yolla verilmesinin ardindan her iki bilesigin
farmakokinetik parametlerinin (Cmaks, tmaks, tr2 ve AUCo+t, AUCo-x) hesaplanmasinda
kullanilmastir.

Anahtar Kelimeler: Karnosol, karnosik asit, HPLC-UV, metot validasyonu,
farmakokinetik
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LIQUID CHROMATOGRAPHIC ANALYSIS OF SOME DITERPENOID
COMPOUNDS OF ROSMARINUS SPECIES IN PLASMA AND
INVESTIGATION ON THEIR BIOAVAILABILITY

SUMMARY

In this study high performance liquid chromatographic (HPLC) methods have been
developed in order to determine two diterpenoid compounds called carnosol and
carnosic acid in human plasma, which are subjected to scientific studies due to mainly
anticarcinogenic and other several medical effects and which are found in the species
of Lamiaceae family but mainly in Rosmarinus species. For this purpose the analytes,
that are extracted from plasma by liquid-liquid extraction technique, separated with
reverse phase chromatography, C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 um) column and a mobile
phase composed of methanol-%2 o-phosphoric acid using gradient elution profile with
a flow rate 1.2 mL/min for carnosol and with C18 (150 mm % 4.6 mm x 5 um) column
and methanol-%2 o-phosphoric acid (90:10 (v/v)) mixture as mobile phase with
isocritical flow and 1 mL/min flow rate for carnosic acid. Both of the analytes have
been detected by UV dedection at 230 nm. The developed methods have been validated
according to ICH criteria in the terms of selectivity, accuracy, precision, limit of
detection (LOD), limit of quantitation (LOQ), robustness and stability. The linearity
and the correlation coefficient of the linearity equation for carnosol and carnosic acid
methods are 1-20 ng/mL and 0.25-8 ng/mL and 0.9942 and 0.9906, respectively. The
RSD % values for carnosol and carnosic acid methods are 5.71 and 5.13, respectively.
Additionally, both compounds have been collected by preparative HPLC and their
qualitative analysis have been performed by LC - tandem mass spectrometry
combination and IR spectrometry. The developed methods have been applied to
healthy volunteer following oral administration of the extract of Rosmarinus officinalis
L. and the methods have been used to determine the pharmacokinetic parameters such
as Cmax, tmax, t1/2 and AUCO-t, AUCO-oo.

Keywords: Carnosol, carnosic acid, HPLC-UV, method validation, pharmacokinetics
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1. GIRIS

Insanligin varolusundan bu yana, bitkilerin saglik i¢in kullanilmalarina ait kayitlar séz
konusudur. M.O. 1550°de yazilmis “Papyrus Ebers”, tibbi ve aromatik bitkiler
hakkinda en 6nemli ve en eski belgedir. Papiriiste bitkilerden ve hayvanlardan elde
edilen 700 drog, 450 kadar hastaligin tedavisi i¢in kullanilan 811 recete kayithdir.
Mentha x piperita L. (nane), Sinapis nigra L. (siyah hardal), Cassia acutifolia L.
(sinameki), Papaver somniferum L. (hashas), Scilla maritima L. (ada sogan1), Datura
stromonium L. (tatula) gibi tibbi bitkilerin kullanimlari papiriiste yer almaktadir.
1806’da Papaver somniferum L.’dan morfin alkoloidinin eldesi ile biyoaktif madde
arastirmalart baslamis, ardindan striknin, veratrin ve kinin alkoloidlerinin izole

edilmesiyle de fitokimya calismalarinda hizli ilerlemeler kaydedilmistir [1].

Diinya tizerinde besyiizbin kadar bitki tiirii tanimlanip isimlendirilmistir. Tiirkiye’de
ise ticte biri endemik olan 11400 kadar bitki tiirlinden, 1000 kadar1 tibbi amagla
kullanilmakta ve bunlardan da Farmakopeye kayitli 200°den fazla bitki bulunmaktadir

[2].

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasi 250 cins ve 6500 tiir ile, endemik tiirleri
acisindan da onemli bir konumdaki lilkemizin hemen hemen her bolgesinde yetisen,
tliman ve tropikal iklimin hakim oldugu Ege ve Akdeniz Bolgelerinde iyi uyum
gosteren ¢ok genis bir familyadir. Familya tibbi ve aromatik bitki tiirlerinden adagay1
(Salvia spp.), kekik (Thymus spp.), nane (Mentha spp.), biberiye (Rosmarinus spp.),
lavanta (Lavandula spp.), reyhan (Ocimum spp.) gibi bitkileri kapsamaktadir [3].

Lamiaceae (Labiateae) familyasinin tibbi ve aromatik bir bitkisi olan biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) lilkemizde Ege ve Akdeniz Bodlgelerinde, 1000 m
yiiksekliklere kadar yayilis gosterir. Rosmarinus officinalis L. igerdigi sekonder
metabolitler nedeniyle antikanser, antimikrobiyal, insektisit, antioksidan,

noroprotektif etki gibi birgok biyolojik aktivite gostermektedir [4,5].



Ayn1 zamanda aromaterapide c¢ok degerli olan biberiye ugucu yagi (Oleom
Rosmarini), ilaveten cilt bakim kremleri ve losyonlarin hazirlanmasinda, diger ugucu

yaglarla karistirilip dogal parfiim yapiminda da kullanilmaktadir [6].

Mentha, Salvia, Rosmarinus, Lepechinia, Oreganum ve Thymus cinslerinde bulunan
karnosol, karnosik asit, rosmanol, izorosmanol, epirosmanol, rosmaridifenol ve
rosmariguinon diterpen bilesiklerdir. Bu bilesikler antikanserojenik, antiadipojenik,
yaslanma Onleyici, antienflamatuvar, noroprotektif etkileri ile birlikte kozmetikte ve

agiz sagliginda da kullanilmaktadir [7,8].

Bu calismada Rosmarinus tiirlerinde bulunan baz1 diterpenoid bilesiklerin plazmada
stvi kromatografik analizleri i¢in, ICH (Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu)
kriterlerine uygun bir biyoanalitik metot gelistirilmis ve valide edilmistir. Ardindan da
bu yeni yontem ile, bir saglikli goniilliiye oral yolla Rosmarinus officinalis L. ekstresi
uygulanarak alinan plazma Orneklerinde karnosol ve karnosik asit miktar tayinleri
yapilmis ve bu iki maddenin baslica farmakokinetik parametreleri (Cmaks, tmaks, tu2 Ve
AUCo.t, AUCo gibi) hesaplanmistir. Yapilan bu prototip biyoyararlanim ve
farmakokinetik caligma cergevesinde yoOntemin daha sonra bu maddeleri igeren
preparatlarin  ve ekstrelerin  biyoesdegerlik, biyoyararlanim c¢alismalarinda,
farmakokinetik aragtirmalarda ve toksikolojik incelemelerde kullanilabilir olmasi
hedeflenmektedir. Gelistirilmis olan yontem, biberiye ekstreleri, ilag ve gida

etkilesimleri ile arastirmalar yapmaya da olanak saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Botanik Bilgiler

2.1.1 Bitkinin sistematik siniflandirilmasi

Rosmarinus officinalis L. tiirliniin sistematik siniflandirilmast su sekildedir (plant.
usda. gov. 2002):

Alem: Plantae

Boliim: Spermatophyta

Alt Boliim: Angiospermae

Sinif: Dicotyledonae

Takim: Lamiales

Familya: Lamiaceae (Ballibabagiller) / Labiatae
Alt Familya: Nepetoideae

Cins: Rosmarinus L.

Tur: Rosmarinus officinalis L.

2.1.2 Lamiaceae (Labiatae) familyasi

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyas: diinyada 250 cins ve 6500 tiir ile, Tiirkiye’de
ise 45 cins ve 574 tiir, alt tiirler, varyeteler ve hibritler ile birlikte toplamda 763 takson
ile temsil edilmektedir. Familya akdeniz ikliminin hakim oldugu yerler basta olmak
tizere, Giiney Amerika, Avustralya ve Gliney Bat1 Asya’da yogun bir sekilde yayilis
gostermektedir [9].

Tiirkiye’de icerdigi takson sayisi bakimindan en zengin {igiincii familyasi olan
Lamiacea familyasi % 44,5 endemizm orani ile de 6nemli bir yere sahiptir. Origanum
cinsinin 15’1 endemik 23 tiirii, Salvia cinsinin 45’1 endemik 90 tiirii, Nepata cinsinin
14’1 endemik 33 tiirti, Sideritis cinsinin 41 tiiri ve 10 alt tiirti, Teucrium’un 27 tiirii ile

Tiirkiye florasinda yer almaktadir [2-10].



Bu familya; adagay1 (Salvia spp.), kekik (Thymus spp.), nane (Mentha spp.),
mercankosk (Majorana spp.), biberiye (Rosmarinus spp.), lavanta (Lavandula spp.),
reyhan (Ocimum spp.) gibi taninmis ve ekonomik 6neme sahip bitkileri igermektedir.

Ayrica bu bitkiler siis bitkisi olarak da yetistirilir ve baharat olarak da kullanilir [11].

Ulkemizdeki etnobotanik kullaniminin da olduk¢a yaygm oldugu Lamiaceae
familyasi, zengin sekonder metabolit igerigi sayesinde ve ugucu-aromatik yaglar
igermesi sebebiyle; tip, eczacilik, zirai miicadele ve kozmetik gibi alanlar basta olmak
tizere, c¢esitli sanayi dallarina (boya, dismacunu, sakiz vb) ve kimya sektoriine

hammadde temininde de biiyiik 6neme sahiptir [12].

Familyadaki bazi tiirlerin (ogul otu, nane, reyhan ve kekik) bagisiklik sistemini
giiclendirici etkisi bulunmakta ve alzheimer, aids ve {ilser tedavisinde rol
oynamaktadir. Melissa officinalis L. (ogul otu), Rosmarinus officinalis L. (biberiye),
Origanum vulgare L. (kekik), Salvia fruticosa L. (anadolu adagay1) ve Rhus coriaria
L. (sumak) ekstraktlarinin yiiksek potansiyelde antioksidan etkileri sebebiyle
dejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanildiklar1 yapilan ¢aligmalarla kanitlanmigtir

[13,14].

Lamiaceae familyasi iceriginde en c¢ok diterpenler ve triterpenler olmak iizere,
alkaloidler, fenolik bilesikler, flavonoidler, irodoidler bulunmaktadir. Igerdigi bu
bilesikler sayesinde de 6nemli farmakolojik etkiler géstermektedir. Salvia tiirlerinden
izole edilen bazi diterpenoidlerin antitimor 6zellik gosterdigi, Mentha piperita L.
ekstraktlarmin ilser olusumunu engelledigi, bazi Sideritis tiirlerinin otoimmiin
hastaliklarda etkili oldugu, Thymus vulgaris L. migren, sinir sistemi gii¢ligii ve
dolasim sistemi bozuklugu hastaliklarinda kullanildig1 yapilan ¢alismalar sonucu
bildirilmistir [15,16].

2.1.3 Rosmarinus officinalis L.

Halk arasinda biberiye, hasalbal, kusdili ve akpiiren isimleriyle de bilinen, Lamiaceae
familyasina ait olan Rosmarinus officinalis L. (syn. Rosmarinus officinalis var.
prostratus Hort.), 50-150 cm boyunda, her zaman yesil kalan (Sekil 2.1), mavi ve mor

renkli ¢igekleri bulunan, ¢ok yillik odunsu bir bitkidir [2].



—

Sekil 2.1 : Rosmarinus officinalis L. bitkisinin Tiirkiye’de bulundugu bolgeler.

Rosmarinus officinalis L.’yi teshis edici Ozellikler; dallar1 dort koseli, 50 cm
uzunlugunda ve diktir. Yapraklar1 koyu yesil, 10-25%1-2 mm uzunlugunda, alt kismi1
tiiylii ve gri yesil renktedir. Yaprak ucu kiittiir. Yaprak ayasi derimsi ve mizraksidir.
Kaliks 3-4 mm ve beyazdir. Cicekleri mavi, mor, pembe ve eflatun (Sekil 2.2)
rengindedir [17].

Hafiza arttirici etkisi olan biberiye, Antik Yunan ve Roma’da tibbi ve gida amagh
olarak uzun yillar kullanilmistir. Hasta odalarinin havasinin arindirilmasinda, idrar
soktiiriicii olarak, yara tedavisinde, hazim sistemini uyarict olarak, romatizma
agrilarinin hafifletilmesinde kullanilmaktadir. Biberiye yapraklar1 yemeklerde baharat

olarak, ugucu yag1 kozmetik ve parfiimeride kullanilmaktadir [18].

Sekil 2.2 : Dali ve ¢igegi ile goriinen Rosmarinus officinalis L.



2.2 Fitokimyasal Bilgiler

2.2.1 Sekonder metabolitler

Primer metabolitler organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan, yasamsal faaliyetler i¢in
gerekli olan; karbonhidratlar, lipitler, proteinler, niikleik asitler ve enzimler gibi
canlinin yap1 tasini olusturan organik molekiillerden olusur. Sekonder metabolitler ise
bitkinin temel yasamsal faaliyetleri ile dogrudan iliskisi bulunmayan, buna karsilik
bitkide savunma, ortama uyum saglama, dis etkilerden korunma, diger bitkilerle
haberlesme, nesillerini devam ettirme gibi Ozellikleri saglayan bitkiler tarafindan

gelistirilmis mekanizmalarin Giriinleridir [19].

Sekonder metabolitler basta ilag yapiminda hammadde olup, kozmetikte, gida katki
maddesi olarak, zirai ilag ve bir¢cok farkli kimya sektoriinde kullanilmaktadir.
Sekonder metabolitler biyosentetik olusumlarina {i¢ biiylik gruba ayrilirlar: terpenler
ve steroidler, alkaloitler ve biyolojik aminler, flavonoidler ve diger fenolik bilesikler
[20].
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Sekil 2.3 : Sekonder metabolitlerin biyosentezi.
2.2.2 Terpenler

Sekonder metabolitlerin en genis smnifin1 temsil eden organik molekiiller olan
terpenler, basta bitkiler ve hayvanlardan elde edildigi gibi; algler, likenler ve bazi deniz
canlilarindan da elde edilirler. Terpen ismi, ¢am agaci kozalagindan elde edilen
turpentin (re¢ine bilesigi) isminden tiiremistir. Terpenler sadece hidrokarbonlardan
olusabilecegi gibi, alkol, keton, aldehit ve asit grubu da tasiyabilirler. Oksijen i¢ceren

terpenler terpenoidler olarak isimlendirilir [21].



Terpenlerin biyosentezinde temel birim olan izopren (CsHg) tiniteleri, mevalonik asitin
(3-metil-3,5-dihidroksi pentanoik asit) karbondioksit ve su kaybetmesi sonucu olusur.
Izopren birimlerinin bas-kuyruk, bas-bas ve bas-orta (Sekil 2.4) seklinde birlesmesi

sonucu terpenler meydana gelmektedir [22].

Bas-Kuyruk Bas-Bas Bas-Orta

Sekil 2.4 : izopren birimlerinin birlesme sekilleri.

Terpenler izopren birimlerinin sayisi ve biyiikliigiine gore hemiterpenler,
monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler, sesterpenler, triterpenler, tetraterpenler ve

politerpenler (Tablo 2.1) seklinde siniflandirilirlar.

Tablo 2.1 : Terpenlerin Siniflandirilmast.

Izopren Sinifi Karbon
biriminin sayisi sayisi
1 Hemiterpenler 5
2 Monoterpenler 10
3 Seskiterpenler 15
4 Diterpenler 20
5 Sesterpenler 25
6 Triterpenler 30
8 Tetraterpenler 40
>8 Politerpenler >40

Diger dogal bilesiklerin sentezinde de baslangic maddesi olarak Asetil koenzim A,
terpenlerin sentezinde de kullanilmaktadir. Asetil koenzim A’nin kondenzasyonu
sonucu olusan mevalonik asitten (MVA) su ve karbondioksit ¢ikmasi sonucu izopentil
pirofosfat (IPP) olusur. Izopentil pirofosfatin (IPP) izomerizasyonu sonucu dimetil
allil fosfat (DMAPP) olusur. Bu iki bilesigin birbiriyle olan kondenzasyonu sonucu
geranil pifofosfat (GPP) yani monoterpenler olusur. Farnesil pirofosfatin (FPP),
izopentil pirofosfat (IPP) ile kondenzasyonu sonucu geranil-geranil pirofosfat (GGPP)

yani diterpenler olusur (Sekil 2.5) [22].
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Sekil 2.5 : Terpenlerin biyosentezi.

2.2.3 Diterpenler

C20H32 molekiil formiiliine sahip en basit diterpenler, dort izopren biriminden meydana
gelmis, geranil geranil pirofosfattan tiiremis, terpenler igerisinde en genis sinifi
olusturmaktadir. Diterpenler, sekonder metabolitler igerisinde en fazla biyolojik

aktiviteye sahiptirler [20].

Diterpenler; asiklik diterpenler, monosiklik diterpenler, bisiklik diterpenler, trisiklik
diterpenler ve tetrasiklik diterpenler olmak tizere bes farkl sekilde biyogenetik olarak
siiflandirilirlar. Abietan, labdan, kauren, pimaran, beyeran, giberan, taksan (Sekil

2.6) en yaygin ana diterpen iskeletleridir [20].



Abietan Labdan

Kauren Pimaran
Sekil 2.6 En yaygin diterpen iskeletleri.

Karnosol, karnosik asit ve rosmanol (Sekil 2.7) abietan tip diterpenlerdir. Abietan tip
diterpenlerde son halka aromatiktir ve izopropil baglanmasi ¢ok karakteristiktir.
Karnosol, karnosik asit ve rosmanol molekiillerinde son halkanin aromatik olmasindan
ve bagli hidroksillerden dolayr aymi zamanda fenolik diterpenler olarak da
bilinmektedir. Karnosik asit fenolik diterpenlerin ana bilesenidir. Karnosol ve

rosmanol ise karnosik asidin yikimi sonucu olusan tiirevleridir [24].

OH

Karnosol Karnosik asit Rosmanol

Sekil 2.7 : Rosmarinus tiirlerinde bulunan 6nemli diterpenler.
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2.3 Biyolojik Aktivite Bilgileri

Biberiyenin (Rosmarinus officinalis L.) biyolojik aktivitesi ve farmakolojik
Ozelliklerinden sorumlu baslica sekonder metabolitler; diterpenlerden karnosol,
karnosik asit ve rosmanol, triterpenlerden oleanolik asit ve ursolik asit,
flavonoidlerden apigenin, kersetin ve diosmin, fenolik asitlerden kafeik asit ve
rosmarinik asittir [25].

Sahip oldugu bu sekonder metabolitler sayesinde, Rosmarinus officinalis L. tizerinde

yapilan biyolojik aktivite caligmalar1 su sekilde siniflandirilir:

e Antioksidan aktivite

e Antimikrobiyal aktivite

e Anti-enflamatuvar aktivite

e Analjezik etki

e Asetilkolinesteraz enzimi iizerine inhibitor etki
e Antidepresan etki

e Noroprotektif etki

2.3.1 Antioksidan aktivite

Rosmarinis officinalis L.’ nin antioksidan etkisi karnosol, karnosik asit, rosmanol ve
epirosmanol olmak iizere dort diterpenoidden, ayrica igerdigi fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Bu diterpenoidlerin ve fenolik bilesiklerin oksidatif strese kars1 da

koruyucu 6zellik gosterdikleri bilinmektedir [26].

Fenolik bilesikler ve karnosik asit bakimindan zengin olan Rosmarinus officinalis L.
yaprak ekstresinin, DPPH*® (2,2-difenil-1-pikrilhidrazdil) serbest radikali giderme
yontemine gore antioksidan aktivitesi, sentetik antioksidanlar olan BHA ve BHT den
4 kat yiiksek oldugu sonucu varilmistir. Benzer bir c¢alismada da Rosmarinus
officinalis L. ve Nigella sativa L.’de bulunan karnosik asit ve rosmarinik asitin ayni
yonteme gore antioksidan aktivitesinin tayininde, Rosmarinus officinalis L’nin daha

yuksek aktivite gosterdigi bulunmustur [27,32].

Rosmarinik asitin V79 (¢in hamster akciger fibroblast hiicre hatt1) hiicreleri {izerinde,
mikrocekirdek yontemi ve doksurubisin kullanilarak olusturulan DNA hasari iizerinde

etkisi incelemistir. Yapilan ¢alisma sonucu artan konsantrasyonlarda rosmarinik asit
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verildiginde, DNA hasarin1 azalttigt ve konsantrasyonla dogru orantili oldugu

sonucuna vartlmistir [28].

Rosmarinus officinalis L. yapraklarindan farkli ¢oziiciilerle (benzen, kloroform,
hekzan, etil eter, metanol, etilen diklorid) yapilan ekstrelerin, lipid peroksidasyonu
inhibisyonu yoOntemine (fS-karoten-linoleik asit yoOntemi) gore antioksidan
aktivitesinde, metanol ekstresinin ¢ok iyi antioksidan oldugu ve ayrica sabit yaglar
(ay¢igek, kanola) tizerinde otooksidasyonu engelledigi, bu etkinin a-tokoferolden de
daha yiiksek oldugu bildirilmistir [29,30].

Karbon tetrakloriir (CCls) intoksikasyonu kullanilarak oksidatif stres olusturulmus
hayvan modellerinde, CCls serbest radikallerin artmasina, toksisiteye ve hatta tiimore
neden olmaktadir. Rosmarinus officinalis L. yaprak-su ekstresinin toksisiteyi
engelledigi, serbest radikallere elektron vererek yakalama 6zelligi gosterdigi, endojen
antioksidanlarin sentezini hizlandirdigi ve karaciger enzimlerinde koruyucu 6zellik

gosterdigi bildirilmigtir [14].

2.3.2 Antimikrobiyal aktivite

Listeria monocytogenes insanlari, Listeria ivanovii ise hayvanlar1 enfekte eden
patojenlerdir. Islenmis ve islenmemis bircok iiriinde Listeria kontaminasyonu
listeriyoz hastaligina sebep olur. Karnosik asit icerigi yliksek Rosmarinus officinalis
L. ekstrelerinin, Listeria patojeni lizerinde yiiksek antimikrobiyal etkisinin oldugu,
etkinin  konsantrasyona, icerdigi  diterpen ve triterpenlere, incelenen
mikroorganizmaya gore farkli olabilecegi bulunmustur. Karnosol ve ursolik asitin
antimikrobiyal aktivitesi karsilastirildiginda, ursolik asitin daha fazla antimikrobiyal

etki sergiledigi gosterilmistir [27,31].

Streptococcus (Streptococcus mutans ve Streptococcus sobrinus) tirleri  dis
clireklerine neden olmaktadir. Bazi antiseptikler ve antimikrobiyal maddeler dis
cliriiklerinin engellenmesinde rol oynarlar. Fakat bu maddeler bircok yan etkiye
(gastrointestinal bozukluklar, dis tasi) sebep olmaktadir. Rosmarinus officinalis L.
yaprak ekstrelerinin dis ¢iiriikleri iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin oldugu, en
diistik minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIC) etanol/su ekstresinde oldugu,

antimikrobiyal etkiden karnosol ve karnosik asitin sorumlu oldugu bildirilmistir [33].

Rosmarinus officinalis L. ugucu yaginin giivenli kullanimi, fenolik bilesiklerden,

diterpenlerden ve triterpenlerden daha yliksek antimikrobiyal etki gostermesi
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sebebiyle, ucucu yaginin iizerinde daha fazla ¢alismalar yapilmistir. Ana bilesenleri
alfa-pinen, 1,8-sineol ve linalool olan Cunimum cyminum L. ve Rosmarinus officinalis
L. tiirlerinin ugucu yaglarinin E. coli, S. aureus ve L. monocytogenes bakterileri
lizerinde antimikrobiyal etkileri {iizerine yapilan calismada, her iki tiirlinde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, fakat C. cyminum L. ugucu yagmin daha yiiksek

antimikrobiyal aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir [34].

Aspergillus tiirleri  (Aspergillus flavus ve Aspergillus parasticus) tarafindan
sentezlenen kanserojen ve hepatotoksik metabolitler olan aflatoksinler, zehirlenmeye
ve aspergillozise neden olmaktadir. Aflatoksin B1 (AFB1), aflatoksinler igerisinde en
fazla toksik olan maddedir. Rosmarinus officinalis L. ugucu yaginin, aflatoksin

sentezini engelledigi, bunu da hiicre duvarini bozarak sagladig: bildirilmistir [35].

2.3.3 Anti-enflamatuvar etkisi

Lamiaceae familyasinin Thymus, Rosmarinus, Salvia ve Satureja tiirlerinin sabit
bilesiklerinin antieflamatuvar o6zellik gosterdikleri yapilan c¢alismalar sonucu
bulunmustur. Serbest radikallerin sentezinde gorev alan indiiklenmis nitrik oksit
sentetaz (INOS) enzimi ve L-arginin amino asidi tarafindan iiretilen nitrik oksit (NO),
damar gevsemesini ve viicudun bagisiklik sisteminin azalmasina yol agar. Rosmarinus
officinalis L. yaprak ekstresi nitrik oksit miktarinda azalmaya yol agmistir. Rosmarinik
asit daha az etkili olmak iizere, karnosik asit ile beraber kullanildig: hiicreler iizerinde

antienflamatuvar etkisi oldugu gosterilmistir [36].

Triterpenlerden ursolik asit ve oleanolik asitin antienflamatuvar etkisi néroprotektif
ajanlarin gelisimini saglayabilir, oksidatif stresi amiloid f-protein ile beraber
kullanilarak azaltabilir ve bdylece norolojik rahatsizliklarin  Onlenmesinde
kullanilabilir. Norolojik rahatsizliklarin arastirilmasinda g¢alisilan hiicre hatt1 olan
PC12 iizerinde enflamatuvar hasar olusturmak icin serbest radikaller gibi ¢esitli ajanlar
kullanilmaktadir. Ursolik asit ve oleanolik asit olusan bu hasarlarin giderilmesinde
antienflamatuvar olarak kullanilabilecegine ve ursolik asitin en giiclii bilesik oldugu

sonucuna varilmistir. [37].

Kroton yag1 kullanilarak olusturulmus dermatit modelinde, sentetik ve dogal ajanlarin
topikal antienflamatuvar etkileri {izerinde yapilan bir c¢alismada, Rosmarinus
officinalis L. yapraklarindan farkli ¢6ziicliler kullanilarak elde edilen lipofilik

ekstrelerin, sentetik ajanlara yakin antienflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir [38].
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2.3.4 Analjezik etkisi

Sentetik olarak iiretilmis analjezik etkili ilaglarin yan etkilerinin fazla olmasi
sebebiyle, arastirmacilar insanlarda ve hayvanlarda diisiik ve uzun siireli toksisite
gosteren dogal analjezik maddelerin kullaniminin daha giivenilir oldugunu yapilan

arastirmalar sonucunda kanitlamislardir [39].

Rosmarinus officinalis L. nin toprak iistii kisminin etil asetat ekstresinden elde edilen
triterpenlerin (ursolik asit, oleanolik asit ve mikromerik asit), etanol ekstresinden elde
edilen diterpenlerin (karnosol, karnosik asit, rosmanol ve epi-/izo-rosmanol),
terpenlerinin yani sira rosmarinik asitin ve sentetik tiirevlerinin abdominal kasilma
testinde klinik olarak kullanilan en yiiksek analjezik etki gdsteren sentetik ilag olan

ketorolak ile benzer etkiler gosterdigi bildirilmistir [40,41].

Rosmarinus officinalis L.’nin etanol ekstresinden elde edilen flavonoidlerinin
(diosmin, hesperidin ve luteolin) romatizmal agrilar1 hafifletmek amaciyla
kullanildigi, hesperidin biyoflavonoidinin ise gut hastaliginda goriilen enflamasyonu
azaltmak amaciyla kullanildig1 ve etkinin doza bagli oldugu yapilan arastirmalar

sonucunda bulunmustur [42].

2.3.5 Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi iizerine etkisi

Alzheimer hastaligi norolojik hastaliklar arasinda en yaygin goriilenidir ve beyindeKi
asetilkolin miktarinda azalmalar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastaligin tedavisinde
asetilkolini parcalayan asetilkolinesteraz (AChE) enziminin inhibisyonu sonucu,
asetilkolin miktar1 artar ve hastalik tedavi edilebilir. Hastalig1 durdurma o6zelligi

olmayan ama klinikte kullanilan galantamin ve rivastigmin sentetik bilesiklerdir [43].

Hafiza gelistirici bitkilerin AChE enzimi {izerine etkisi olup olmadig1 konusunda pek
¢ok arastirma yapilmigtir. AChE enziminin inhibisyonu {izerinde olan etkinin
belirlenmesine yonelik in vitro spektrofotometrik yontem olan Ellman metodu
kullanilarak, Rosmarinus officinalis L.’den elde edilen ekstrelerin AChE inhibisyonu

gosterdikleri yapilan ¢alisma sonucu gosterilmistir [44].

Rosmarinus officinalis L.’den elde edilen ugucu yaglarin, basta 1,8-sineol, kafur, a-
pinen ve linalol olmak iizere borneal, kamfen, piperiton, verbenon, ve bornil asetatin

AChE inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir. Etkin maddenin rosmarinik asit
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oldugu ekstrelerin ise biitirilkolinesteraz enzimi iizerinde inhibisyonu oldugu

bildirilmistir [44].

2.3.6 Antidepresan etkisi

Yeni farmakoterapi ¢alismalari, antidepresan ilaglarin (monoamin oksidaz inhibitorti,
trisiklikler ve selektif serotonin gerialim engelleyiciler) yan etkilerinin fazla olmasi
nedeniyle norolojik ve psikolojik hastaliklarda kullanilmak tizere daha az yan etkili
tibbi  bitkileri arastirmaktadir. Arastirmalar sonucunda antidepresan olarak
kullanilabilecek bitkiler; Hypericum perforatum (Sar1 kantaron), Curcuma longa
(Zerdegal), Ginkgo biloba (Mabet agact), Schinus molle (Yalanci karabiber)’dir [45].

Rosmarinus officinalis L.’nin alkol ekstraktlarinin, zorla yiizme testi (FST) ve kuyruk
siispansiyon testi (TST) kullanilarak hayvan modelleri iizerinde yapilan g¢aligma
sonucu antidepresan Ozellik gdstermistir. Ugucu yaginin ise kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, sinir krizi ve depresyon durumunda olusan belirtileri gidermek

icin kullanildig: bildirilmektedir [46].

Akut hipogliseminin depresyon benzeri etkiler gostermesi nedeniyle, kontrol grubu ve
olfaktor bulbektomi yapilan hayvanlar iizerinde serum glikoz seviyesinin bir
antidepresan ilag olan fluoksetin ile degismedigi fakat Rosmarinus officinalis L.

yaprak ekstresi ile normale dondiigii gosterilmistir [47].

Geleneksel antidepresanlardan (fluoksetin, imipramin ve bupropiyon) daha hizli etki
gosteren liclii gerialim inhibitorleri (serotonin, dopamin ve noradrenalin) {izerine
Rosmarinus officinalis L.’nin etkisi incelendiginde, antidepresan etkisinin serotonin

yolag: lizerinden goriildiigii bildirilmistir [46].

Rosmarinus officinalis L.’den izole edilen ursolik asit, karnosol ve betiilinik asitin TST
ve FST testlerinde pozitif sonug gosterdigi, Rosmarinus officinalis L. yaprak ekstresi
ile karsilastirildiginda 100-1000 kat daha az kullanilsa da ayni1 etkiyi gosterdigi ve ayni

zamanda toksik etki gostermedigi bulunmustur [48].

2.3.7 Noroprotektif etkisi

Is1 sok proteinleri, noron hiicrelerini disaridan gelen fizyolojik etkilere (sicaklik,

enfeksiyon, enflamasyon ve cevresel kirleticiler gibi) kars1 koruyucu olarak gorev
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yaparlar. Hasarli katlanmis, katlanmamis veya yanlig katlanmis 1s1 sok proteinlerinin

artmasi, norodejeneratif hastaliklarin teshisinde 6nemlidir [49].

Rosmarinus officinalis L.’nin yaprak ekstresinden izole edilen karnosik asit,
rosmarinik asit ve luteolinin 1s1 sok proteinleri tizerindeki etkisi arastirilmis ve néron
hiicrelerindeki fizyolojik etkileri azaltti§i ve 1siya karst toleransi arttirdigi
bulunmustur. Ayrica bu ii¢ polifenoliin sinir bilytime faktorii izerinde pozitif sonuglar

gosterdigi bildirilmistir [49].

Yiyeceklerin kizartilmasi sonucu ortaya ¢ikan akrilamit, insan i¢in kanserojen bir
maddedir ve pek ¢ok kanser tiiriine (akciger, meme ve tiroid gibi) neden olmaktadir.
Viicutta akrilamit miktarinin artmasi sonucu ndrotransmiterlerin miktarinda bir azalma
goriilmektedir. Rosmarinus officinalis L. yaprak ektresinin akrilamit kaynakl
norotoksisite lizerinde in vitro pozitif sonug gosterdigi ve 100 mg/kg’da in vivo etki

gosterdigi bildirilmistir [50].

Primer beyin tiimorlerinin %30’unu olusturan glioblastoma hiicreleri iizerinde
Rosmarinus officinalis L.’den izole edilen karnosol ve karnosik asitin etkisi
incelendiginde, sinir biiyliime faktoriiniin sentezini arttirdigi ve doza bagl oldugu

bildirilmistir [51].

2.4 Analiz Yontemleri

Okamura ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, Rosmarinus officinalis L. ve Salvia
officinalis L. yapraklarinda yiiksek antioksidatif etki gdsteren fenolik diterpenler olan
karnosol ve karnosik asitin tayini i¢in ters fazli yiiksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) yontemini kullanmiglar. Analiz izokratik kosullar altinda,
1,0 mL/dak akis hizinda, hareketli faz olarak % 0,1’lik fosforik asit igeren su ve
asetonitril (40:60) kullanilarak ve 230 nm’de 15 dakika i¢inde gergeklestirilmistir. Bu
yonteme gore karnosol ve karnosik asit sirastyla 0,521 ve 0,104 ng/mL diizeyinde tayin

sinirina sahiptir [52].

Li ve arkadaslar1 biberiye ve biberiye igeren ekstraktlarin; stabilitesi, giivenligi,
etkililigi ve kalitesini hizl1 ve maliyet acisindan verimli bir sekilde analiz ve kontrol
etmek amaciyla, buharlagmali 151k sagilimli yiiksek performansli sivi kromatografisini

(HPLC-ELSD) igeren yeni bir analitik yontem gelistirmislerdir. Y6ntem biberiyedeki
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rosmarinik asit, karnosol, karnosik asit, oleanolik asit ve ursolik asitin es zamanli
tayini i¢in gelistirilmistir.

Kromatografik ayirma, 1,0 mL/dak akis hizinda, hareketli faz olarak metanol ve asetik
asit (40:60), sabit faz olarak C18 kolon (4,6 mm x 250 mm x 5 um) kullanilarak,
gradient eliisyon modu ile ger¢eklestirilmistir. ELSD nin siiriiklenme tiipii sicakligi 70
°C ve nebiilizér nitrojen gazinin basinct 40 Psi ve nebiilizor sicakligi 30 °C idi.
Gelistirilen yonteme goére bu 5 maddenin tespit limiti 1,3-8,6 ug/mL ile yiiksek
hassasiyete sahiptir. Karnosol ve karnosik asit ise sirastyla 4,3 ve 8,5 ug/mL diizeyinde

tayin siirina sahiptir [53].

Lu ve arkadaglar1 Rosmarinus officinalis L. de karnosik asit ve karnosoliin yiiksek
performanslh kapiler elektroforez ile analizini ger¢eklestirmislerdir. Taze toplanan
Rosmarinus officinalis 6rnekleri kurutulup, bir elekten gegirildikten sonra 50 °C’ de
sabit agirliga gelene kadar kurutuldu. Rosmarinus officinalis tozu 20 dakika boyunca
170 W ve 50 kHz’de 20 mL metanol ile ultrasonik banyoda muamele edildi. Analiz 50
cm’lik (75 pm x 57 cm) kapilerde, 25 kV gerilim uygulanarak, 12 mmol/L pH 9,9
boraks:metanol (80:20) tamponu kullanilarak, 30 °C’de, 280 nm dalga boyunda,
enjeksiyon 5 saniye siireyle 0,5 psi basing modunda gergeklestirilmistir. Tespit edilen
pikin tek bir bilesenden kaynaklandigini ve analitlerin saflik indekslerini dogrulamak
icin DAD dedektorlii kapiler elektroforez kullanilmistir. Karnosol ve karnosik asit i¢in

gozlenebilme sinirt 0,5 pg/mL, tayin smir1 1,6 png/mL dir [54].

Lopez ve arkadaslar1 biberiye ekstraktlarinin antioksidan 6zelliklerinden sorumlu olan
baslica fenolik diterpenler olan karnosol ve karnosik asitin analizi i¢in kapiler zon
elektroforezi (CZE) yontemini gelistirmiglerdir. Yontemde 56 c¢m uzunlugunda
kaplamasiz erimis silika kapiler, 30 kV gerilim ve ortalama 100 pA akim ile 50 mM
pH 10,1 disodyum tetraborat tamponu ile ayrim saglanmistir. Kapiler sicakligi 25 °C’
de tutulmus ve numuneler hidrodinamik enjeksiyon ile 50 mbar’ da 3 saniye siireyle
enjekte edilmistir. Karnosol ve karnosik asit biberiye ekstraktlarinin
elektroforegramlarinda migrasyon siireleri ile tanimlandiktan sonra HPLC fraksiyonu
ile biberiye ekstraktindan izole edilen saf bilesikler CZE analizi sonucu MS ile dedekte
edilmistir [55].

Herrero ve arkadaglar1 biberiyeden biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu ic¢in su ve

etanol kullanarak basingli sivi ekstraksiyonu (PLE), siiper kritik sivi ekstrakyionu
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(SFE) ve etanol ile modifiye edilmis saf COz ile siiperkritik CO2 kullanilarak yeni bir
ekstraksiyon islemi olarak adlandirilan su ekstraksiyonu ve pargacik olusumu on-line
(WEPO) olmak iizere ii¢ farkli ekstraksiyon ydntemini kullanmuslar. Ug farkli
ekstraksiyon yontemine gore elde edilen tiim ekstreler yeni bir ultra performansli sivi
kromatografisi / tandem kiitle spektrometrisi UPLC-MS/MS yontemi kullanilarak
kimyasal olarak karakterize edilmistir. Analiz (hypersil gold kolon) C18 kisa kolon
(50 mm x 2,1 mm x 1,9 um) kullanilarak, gradient eliisyonda, hareketli faz olarak %
0,1 ‘lik formik asit iceren su ve asetonitril, 0,4 mL/dak akis hizinda, tandem MS
kullanilmastyla dedeksiyon saglandi. Gelistirilen yonteme gore karnosol ve karnosik
asit i¢in tayin sinirt sirasiyla 41,79 ve 6,19 ng/mL olmak tizere hassas diizeyde bir

tayin sinir1 elde edilmistir. Gozlenebilme sinir1 ise sirasiyla 12,81 ve 1,86 ng/mL’dir

[56].

Troncoso ve arkadaslari taze biberiyedeki temel fenolik antioksidanlar olan karnosol,
karnosik asit ve rosmarinik asitin tayini icin HPLC-UV yontemi gelistirmislerdir.
Ayirma igin analitik kolondan 6nce 10 mm’lik bir 6n kolon ve 100-4,6 mm C18 kolon
kullanilmis, hareketli faz olarak asetonitril ve su, gradient eliisyonda, 230 ve 330
nm’de iki farkli dedeksiyonda gergeklesmistir. Karnosol ve karnosik asit i¢in alikonma

zamanlari sirastyla 5,7 ve 6,6 dakikadir [57].

Thorsen ve arkadaglar1 biberiye ekstraktlarindan fenolik diterpenlerin izolasyonunu
icin Prep-HPLC yontemini gelistirmiglerdir. Gelistirilen yontemde, C18 kolon (5 um
x 250 x 21,2 mm), izokratik eliisyonda, hareketli faz olarak su ve asetonitril (35:65),
25 mL/dak akis hizinda, 230 nm’de ger¢eklesmistir [58].

Haq ve arkadaglar1 bes farkli Salvia tiiriiniin metabolik profillerini, dereplikasyonunu
ve kantitasyonunu belirlemek i¢in sivi kromatografisi / tandem kiitle spektrometrisi
(LC-MS/MS) yontemini gelistirmislerdir. Analizde C18 (3,0 x 100 mm, 1,8 um)
kolon, 40 °C sicaklik, hareketli faz olarak % 0,1’lik formik asit i¢ceren su ve metanol,
gradient eliisyonda, akis hiz1 0,7 mL/dak ger¢eklesmis. Yonteme gore bes farkli Salvia
tiiriinde 47 dogal iiriin belirlenmistir. Karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asit bu

belirlenen biyoaktif bilesenler arasindadir [59].

Wang ve arkadaslart Rosmarinus officinalis L. ekstresinin oral uygulanmasindan sonra
sigan plazmasinda {i¢ diterpenin (karnosol, karnosik asit ve rosmanol) ultra ytiksek

performansli sivi kromatografisi — tandem kiitle spektrometresi (UHPLC-ESI-
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MS/MS) yontemi ile belirlemisler ve sonra farmakokinetik ¢alismaya uygulanmaistir.
Gelistirilen yontemde C18 kolon (1,8 um, 2,1 mm %100 mm), gradient eliisyonda,
hareketli faz olarak su (% 0,1 formik asit):asetonitril, akis hiz1 0,3 mL/dak, 10 pL
enjeksiyon hacmi ile analiz 9 dakikada tamamlanmistir. Karnosol, karnosik asit ve
rosmanol i¢in gozlenebilme sinir1 sirastyla 1,453, 10,750 ve 1,700 ng/mL diizeyindedir
[60].

2.5 Farmakokinetik Calismalar

Farmakokinetik bilim dali, bir canliya uygulanan ilacin viicutta emilimi (absorpsiyon),
dagilim1 (distribiisyon), metabolizasyonu (biyotransformasyon) ve eliminasyon

(atilim) (ortak kisaltma-ADME) gibi parametreleri inceler [63].

Ila¢ uygulama yerinden emilir ve kan dolasimi ile organ ve dokulara dagilir. Ilacin
emilim hizin etkileyen bazi faktorler vardir. Bunlar ilag molekiiliine (lipofilisite) ve
ila¢ uygulanan bireye (emilme yiizeyi genisligi) ait olabilir. Uygulandigi yerden
emilen ilag, viicuda dagilir ve plazma proteinlerine baglanir. Ardindan karaciger veya
diger dokular tarafindan metabolitlerine doniistiiriiliir. Burada ki amacg ilaci
etkisizlestirmek i¢cin molekiilii pargalamak veya baska bir molekiile doniistiirmektir.

Son olarak ilag veya metabolit idrar, safra, solunum yollar1 araciligiyla viicuttan atilir
[64, 65].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Coziiciiler ve Cozeltiler,
Ekstraktlar, Cihazlar ve Ekipman

3.1.1 Kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler

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

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

Karnosol (= 98,0 % HPLC) (Sigma, St. Louis, Missouri, ABD)

Karnosik asit (= 98,0 % HPLC) (Sigma, St. Louis, Missouri, ABD)

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

[zoamilalkol (Merck, Darmstadt, Almanya)

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

Kloroform (Merck, Darmstadt, Almanya)

Diklorometan (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ortofosforik asit (% 85, ag.) (Analitik saflikta) (Merck, Darmstadt, Almanya)

Ultra saf su (HPLC safliginda)
3.1.2 Cozeltiler

3.1.2.1 Hareketli faz ¢ozeltileri
Karnosoliin analizi icin kullanilan hareketli faz cozeltisi

Karnosoliin analizi i¢in kullanilan hareketli faz ¢ozeltisi 830 mL metanol iizerine 170
mL %2 oraninda ortofosforik asit igeren ultra saf su ilave edilerek, son hacim 1000
mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Degaze edildikten sonra 5 pm filtreden siiziildi.
Metanol:su (%2 orto-fosforik asit) (83:17) (h/h) karisimi gradient eliisyonda

kullanilmistir.
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Karnosik asit analizi i¢cin kullanilan hareketli faz ¢ozeltisi

Karnosik asidin analizi i¢in kullanilan hareketli faz ¢ozeltisi 900 mL metanol {izerine
100 mL %?2 oraninda ortofosforik asit i¢eren ultra saf su ilave edilerek, son hacim 1000
mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Degaze edildikten sonra 5 pum filtreden siiziildii.
Metanol:su (%2 orto-fosforik asit) (90:10) (h/h) karisimi izokratik eliisyonda

kullanilmistir.
3.1.2.2 Standart ¢ozeltiler
Karnosol analizi i¢in kullanilan standart cozeltiler

Karnosol stok cozeltisi:

2 mg karnosol tam olarak tartilip, 10 mL’lik balonjojeye aktarildi, yaklagik 5 mL
etanol ilave edilerek 10 dk. ultrasonik banyo yardimi ile ¢6ziindiiriildii ve etanol ile
hacmine tamamlandi (0,2 mg/mL karnosol’e esdeger). Karnosol stok ¢ozeltisi +4 °C’

de yaklasik 1 ay boyunca dayaniklidir.
Karnosol stok ¢ozeltisinin seyreltilmesi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler:

Dogrusallik calismasi i¢in 5 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu
cozeltiler karnosoliin stok ¢ozeltisinden metanol ile uygun miktarlarda seyreltilmeler

ile 1-20 ng/mL araliginda olacak sekilde hazirlandi.
Karnosik asit analizi i¢cin kullanilan standart ¢ozeltiler
Karnosik asit stok ¢ozeltisi:

1 mg karnosik asit tam olarak tartilip, 5 mL’lik balonjojeye aktarildi, yaklasik 3 mL
etanol ilave edilerek 10 dk. ultrasonik banyo yardimi ile ¢oziindiiriildii ve etanol ile
hacmine tamamland1 (0,1 mg/mL karnosik asid’e esdeger). Karnosik asit stok ¢ozeltisi

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

Dogrusallik caligmast i¢in 7 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu
cozeltiler karnosik asidin stok ¢ozeltisinden metanol ile uygun miktarlarda

seyreltilmeler ile 0,25-8 ng/mL araliginda olacak sekilde hazirlandi.
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3.1.3 Ekstreler

Ekstre Rosmarinus officinalis L. yapraklarmin etanolde bekletilmesinin ardindan
liyofilize edilmesiyle hazirlanmistir. Liyofilize toz jelatin kapsul i¢cinde enkapsule
edilerek formulasyon yapilmistir. EKstre en az %10 karnosol, %10 karnosik asit ve

%10 rosmarinik asit i¢eriyor.

3.1.4 Aletler ve diger gerecler

- Yiiksek performansl sivi kromatografisi cihazi (Shimadzu Corporations-Japonya)
- C18 kolon (150 mm x 4,6 mm x 5um) (Shim-Pack, Shimadzu Corporations-Japonya)
- UV-goriiniir bolge spektrofotometre (Hitachi-Japonya)

- FT-IR (Bruker-ABD)

- S1v1 kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi cihazi (Thermo scientific-ABD)
- Preparatif yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi (Waters-ABD)

- Santrifiij cihazi (Niive-Tiirkiye)

- Terazi (Shimadzu Corporations-Japonya)

- Vorteks karistiric1 (Velp Scientifica-italya)

- Ultrasonik banyo (VBR-Kanada)

- Ultra saf su cihaz1 (Younglin Instruments-Kore)

- pH metre (Hanna Instruments-italya)

- Otomatik pipetler (100 uL-1000 pL ve 10 uL-100 pL’lik) (Eppendorf-Almanya)
- Hareketli faz siizme tinitesi (Milipor, 5um)

- Enjektor (2 mL)

- HPLC enjeksiyon Oncesi filtreleri (0,44 pm)

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

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

- Dereceli ve transfer pipetler (Isolab-Almanya)

- C18 SPE kartuslar1 (Resprep 6 ml)
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- Yazilimlar; LC Solution Programi, MS Office Word Programi ve MS Office Excel

Programi
3.2 Plazmadan Analitlerin Ekstre Edilmesi Islemi

Her iki analit i¢in de, protein ¢Oktiirme teknigi, sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati-faz
ekstraksiyonu biyoanalitik numune hazirlama tekniklerinde kullanilan yontemlerdir
[62]. Plazmadan olasi girisimlerin engellenmesi amaciyla belirtilen bu ii¢ teknikte
denenmistir. Asetonitril ve metanol ile plazma proteinlerini ¢oktiirme, sivi-sivi
ekstraksiyon (karnosolu ve karnosik asidi en yiiksek verimde ekstre edebilmek igin
cesitli tipte ¢oziiciiler ve ¢oziicli hacimleri denenmistir, ayrica ekstraksiyon sayist ile
ilgili denemelerde yapilmistir) ve kat1 faz ekstraksiyonu teknikleri (gesitli icerikte ve

miktarda kartusglar ve eliisyon ¢oziiciileri) denenmistir.
Denenen kat1 faz kartuslar1 ve eliisyon ¢oziiciileri:
-C18 (1 g x 6 mL) kartus, eliisyon ¢oziicii: metanol
-C18 (0,5 g x 5 mL) kartus, eliisyon ¢6ziicii: metanol
-CN (1 g x 6 mL) kartus, diklorometan

Tiim denemeler sonucunda her iki analit i¢in de, s1vi-siv1 ekstraksiyon tekniginin daha
verimli olacagi saptanmistir ve asagida belirtilen ¢oziiciiler ve ekstraksiyon sayilari

denenmistir.

Tablo 3.1: Plazmadan analitlerin ekstraksiyonu igin denenen sivi-sivi ekstraksiyon

sistemleri.

Ekstraksiyon ¢oziiciisii Ekstraksiyon sayisi
Kloroform (5 mL) 1 kere (5 mL)
Kloroform (5 mL) 2 kere (2,5mL)

Diklorometan (5 mL) 1 kere (5 mL)
Diklorometan (5 mL) 2 kere (2,5mL)

Hekzan (5 mL) 1 kere (5 mL)
Hekzan (5 mL) 2 kere (2,5mL)

Hekzan:izoamil alkol (4:1) 1 kere (5 mL)
Hekzan:izoamil alkol (4:1) 2 kere (2,5mL)

Swi-sivi ekstraksiyonu:

500 pL plazma oOrnegine standard karnosol veya karnosik asit ¢ozeltisinden katim

yapilmasmin ardindan vorteks karistirici ile bir dakika karistirildiktan sonra 5 mL
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hekzan ¢ozeltisinden ilave edildi. Bir dakika daha vorteks ile karistirildiktan sonra 5
dakika (x1) 4000 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij sonrasi hekzanli faz alinarak azot
akiminda ugurulmustur. Kalintty1 1 mL etanolde ¢6zdiikten sonra filtreden siiziildii ve

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

3.3 Karnosol ve Karnosik Asidin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC) ile Analizi

Karnosol ve karnosik asidin HPLC ile analizi igin uv-goriiniir bolge spektrometrik
dedektor dalga boyu, kolon 6zellikleri (yapisi, boyu, i¢ ¢api, partikiil boyutu), hareketli
faz oranlari, akis profili, akis hizi, kolon sicakligi, enjeksiyon hacmi gibi
kromatografik kosullar belirlenerek, analize uygun sartlar optimize edilerek belirlendi.

Gelistirilen yontemler akabinde valide edildi.

3.3.1 Kromatografik kosullarin belirlenmesi

Ik olarak karnosol ve karnosik asidin ayr1 ayri etanoldeki cozeltilerinin
spektrofotometre ile uv-goriiniir bélgede maksimum absorbsiyon yaptigi dalga boyu
belirlendi. Belirlenen maksimum dalga boyu kullanilarak HPLC cihazinda, farkli
uzunlukta (10, 15, 25 ve 30 cm) ve yari gapta (2,1 ve 4,6 mm), gesitli i¢erik yapisinda
—C18, -NH>, -NO2, -NO, monolitik C18 gibi farkli kolonlar ve partikiil boyutu (1-5
um) olan kolonlar ve cesitli hareketli fazlar (asetonitril-su, metanol-asetik asit,
metanol-borik asit tamponu, metanol-su karisimlari, metanol-fosfat tamponu,
metanol-o-fosforik asit) farkli oranlarda kullanilarak denemeler yapildi. Degisik akis
hizlar1 ve profilleri, kolon sicakliklari ve farkli enjeksiyon hacimleri i¢in de denemeler
yapildi. Uygun kromatografik kosullar belirlendikten sonra validasyon islemleri i¢in
calisildi. Gelistirilen yontem biberiye ekstreleri, preparatlar ile katilmis ve igilmis
plazma numunelerinde karnosol ve karnosik asidin kantitatif analizi i¢in kullanildi.

Elde edilen veriler Boliim 4.2” de yer almaktadir.

3.4 Yontem Validasyonu

Yontem gelistirme islemi tamamlandiktan sonra analitik yontem validasyonu ICH

kilavuzu Q2 (R1)’e gore yapildi [61].

24



3.4.1 Segcicilik

Secicilik c¢aligmasindaki amag, hareketli faz c¢ozeltisinden ve bos plazmadan
kaynaklanan herhangi bir girisim olup olmadiginin incelenmesidir. Elde edilen
verilere gore pikin saflik degeri ve buna ait kromatogramlar Bolim 4.3.1° de

gosterilmistir.

3.4.2 Tayin ve gozlenebilme sinir1

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

degerler Boliim 4.3.2°de verilmistir.

LOD =3 x SD/m

LOQ =10 x SD/m

SD: Kalibrasyon dogrusunun y kesisiminin standart sapmast

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.4.3 Dogrusallik
ICH’ ye gore dogrusallik aralig1 en az 5 noktadan ile belirlenmelidir [61].
3.4.3.1 Karnosol analizi icin dogrusallik

Yontemin dogrusallik  gdosterdigi  araligin  belirlenebilmesi i¢in 5  farkhi
konsantrasyonda karnosol igeren c¢ozeltiler hazirlandi ve analizleri yapildi.
Kromatogramlardan elde edilen pik alanlarindan konsantrasyonlara karsilik gelen
noktalar yardimiyla dogrusallik grafikleri ¢izildi. Elde edilen sonuclar Bolim

4.3.3.1°de gosterilmistir.

3.4.3.2 Karnosik asit analizi icin dogrusalhk

Yontemin  dogrusallik  gosterdigi  araligin  belirlenebilmesi i¢gin 7  farkh
konsantrasyonda karnosik asit iceren ¢ozeltiler hazirlandi ve analizleri yapildi.
Kromatogramlardan elde edilen pik alanlarindan konsantrasyonlara karsi gelen
noktalar yardimiyla dogrusallik grafikleri ¢izildi. Elde edilen sonucglar Bolim

4.3.3.2°de gosterilmistir.
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3.4.4 Giin ici ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik

3.4.4.1. Karnosol analizi icin giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Karnosol stok c¢ozeltisinden etanolde seyreltmelerle {i¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (diisiik, orta, yiiksek) karnosol (5, 10 ve 20 ng/mL) igeren kalite kontrol
¢ozeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltiler ile ¢alisildi. Analizler ayni giin (giin ici) ve 3
farkli giinde (giinler arasi) 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen sonuglar

Boliim 4.3.4.1°de gosterilmistir.

3.4.4.2 Karnosik asit analizi icin giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Karnosik asit stok ¢ozeltisinden etanolde seyreltmelerle ¢ farkli konsantrasyon
seviyesinde (diisiik, orta, yiiksek) karnosik asit (0,75, 2 ve 5 ng/mL) igeren kalite
kontrol ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltiler ile ¢alisildi. Analizler ayni giin (giin ici)
ve 3 farkli giinde (giinler aras1) 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir. Elde edilen sonuglar
Boliim 4.3.4.2°de gosterilmistir.

3.4.5 Dogruluk

3.4.5.1 Karnosol analizi icin dogruluk

Standart katma metodu kullanilarak gelistirilen yontemin dogrulugu saptanti. Bunun
icin 10 ng/mL konsantrasyonlardaki karnosol numune ¢ozeltileri tizerine 1, 5, 10
ng/mL konsantrasyonunda karnosol standart ¢ozeltilerinden ilave edildi. Elde edilen
alan degerleri daha 6nceden hazirlanan 6l¢li egrisi denkleminde yerine konularak
konsantrasyonlar elde edildi. Geri kazanim degerleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

% Geri kazanim = [(Ct — Cu)]/Ca] x 100

Ct: bulunan toplam analit konsantrasyonu

Cu: numunede standart katmadan 6nce bulunan analit konsantrasyonu
Ca: ilave edilen analit konsantrasyonu

Elde edilen sonuglar Béliim 4.3.5.1°de verilmistir.
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3.4.5.2 Karnosik asit analizi icin dogruluk

Standart katma metodu kullanilarak gelistirilen yontemin dogrulugu saptandi. Bunun
i¢cin 2 ng/mL konsantrasyonlardaki karnosik asit numune ¢ozeltileri lizerine 0,75, 2, 5
ng/mL konsantrasyonunda karnosik asit standard cozeltilerinden ilave edildi. Elde
edilen degerleri daha 6dnceden hazirlanan 6lgii egrisi denkleminde yerine konularak
konsantrasyonlar elde edildi. Geri kazanim degerleri asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir.

% Geri kazanim = [(Ct — Cu)]/Ca] x 100

Ct: bulunan toplam analit konsantrasyonu

Cu: numunede standart katmadan 6nce bulunan analit konsantrasyonu
Ca: ilave edilen analit konsantrasyonu

Elde edilen sonuclar Boliim 4.3.5.2°de verilmistir.
3.4.6 Saglamhk

Yontemin saglamlik testi i¢in temel analiz kosullarindan farkli olmak iizere 3
paramatre belirlendi. Bunlar; kolon sicaklig: degisikligi (£5 °C), akis hiz1 degisikligi
(0,2 mL/dak) ve hareketli faz oranlar1 (karnosol i¢in gradient eliisyonda degisiklikler,
karnosik asit i¢in izokratik eliisyondaki degisiklikler)’dir. Her konsantrasyon ig¢in
analizler 3 kez tekrarlandi. Her iki analit i¢in elde edilen sonuglar Boliim 4.3.6°da
verilmistir. Analiz sonucunda yontemin kiiciik modifikasyonlardan etkilenip

etkilenmedigi test edilmistir.

3.4.7 Cozelti stabilitesi

Karnosol ve karnosik asit ¢ozeltilerinin stabilitesinin belirlenmesi igin standart
cozeltiler ve plazma numune c¢ozeltileri, karanlikta 24 saat, otomatik numune
ornekliyicisinde 24 saat ve +4 °C’de 1 ay siireyle bekletildi. Elde edilen sonuglar

Boliim 4.3.7°de gosterilmistir.
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3.5 Kromatogram Uzerinde Belirlenen Karnosol ve Karnosik Asit Maddelerinin

Yapilarimin Aydinlatilmasi

Gerek karnosol gerekse karnosik asit i¢in gelistirilen ve valide edilen yontem kosullari
preparatif HPLC’ye uyarlanmistir ve analitlerin retansiyon zamanlarinda gelen
fraksiyonlar toplanarak FT-IR ve LC-MS/MS’e verilmistir. Elde edilen sonuglar

Boliim 4.5’te gosterilmistir.

3.6 Biyoyararlanim ve Farmakokinetik Calismalar

3.6.1 Karnosolun ve karnosik asidin biyoyararlaniminin ve farmakokinetiginin

incelenmesi

Rosmarinus tiirlerinde bulunan bazi diterpenoid bilesiklerin (karnosol ve karnosik
asit) insan plazmasinda s1vi kromatografik analizleri ve biyoyararlanim caligsmalarin
yiiriitebilmek i¢in &ncelikle Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onay alind1 (No: 24/23). 27 yasindaki saglikli bir erkek goniilliiye,
%10 karnosol, %10 karnosik asit ve %10 rosmarinik asit (1000 mg) i¢eren tek bir doz
biberiye ekstresi oral yolla verildi. Analizler i¢in kan Ornekleri (5 mL) ekstre
verilmeden once (0. saat, kontrol) ve verildikten 0,25., 0,5.,0,75., 1., 2, 3., 4., 5. ve 6.
saatlerde alinarak EDTA’li tliplere aktarildi. Plazmanin ayrilmasini saglamak
amactyla 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Plazma 6rnekleri analiz edilinceye

kadar -20 °C’de saklandi. Elde edilen sonuglar Boliim 4.4’te gosterilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Karnosolun ve Karnosik Asidin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC) Ile Yapilan Analizlerine Ait Sonuclar

4.1.1 Plazmadan ekstraksiyon islemi

Boliim 3.2.2°de anlatildig1 sekilde, farkli organik ¢oziiciilerle sivi-sivi ekstraksiyonu
denemeleri yapildi. Yapilan denemeler sonucunda karnosoliin ve karnosik asitin
plazmadan ekstraksiyonu i¢in en yiiksek verimi saglayan ¢oziicii olarak hekzan

kullanildi. Gelistirilen 6rnek hazirlama metodu Sekil 4.1°de verilmistir.

500 uLl plazma + 5 ppm kamosol vewva kamosik asit

1 dakika worteks ile karigtraloxr

l

5 mL hekzan gozeltisi ilave edilir

1 dakika daha vorteks ile karnstmrilw

l

5 dakika (x1) 4000 rpm°de santrifiij edilir

Organik faz almarak azot aliommda uweurulur

l

Kalmt1 1 mL etanolde ¢o=ziiliir, siiziildiikten sonra

HPLC sistemine enjekte edilir

Sekil 4.1. Plazmadan ekstraksiyon islemi.
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4.2 Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

4.2.1 Dedeksiyonun belirlenmesi

Kromatografik ayirma ve kosullarin  belirlenmesi ¢alismalarindan  &nce
spektrofotometre de karnosoliin ve karnosik asidin etanolde maksimum absorpsiyon
yaptig1 dalga boylari (230 nm ve 280 nm) belirlenmistir. 230 nm de yapilan dlgiimlerde
daha yiiksek secicilik elde edildigi i¢in bu dalga boyunda c¢alisilmast daha uygun

bulunmustur. Karnosol’iin spektrumu Sekil 4.2.’de, karnosik asidin spektrumu Sekil

4.3.°de_gosterilmistir.

Absotbans

240 260 280 300 320 340
Dalga Boyu {tum)

Sekil 4.2 : Karnosolun etanol ¢6zeltisinin uv-goriiniir bolgede gdzlenen absorpsiyon
spektrumu.

L6

1.4

Absorbans

200 220 240 260 280 300 320 340
Dalga Bovu (nm)

Sekil 4.3 : Karnosik asidin etanol ¢dzeltisinin uv-goriiniir bolgede gbzlenen
absorpsiyon spektrumu.

4.2.2 Kromatografik ayirma kosullarinin belirlenmesi

Analitlerin  HPLC ile analizinin yapilabilmesi i¢in, dedektér dalga boyu
belirlenmesinin ardindan, en yliksek ayirma giicii ve en verimli ayirmay1 saglayacak

durgun ve hareketli fazin se¢imi, kolon 6zellikleri (yapisi, boyu, i¢ ¢api, partikiil
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boyutu), hareketli faz igerigi, hareketli faz oranlari, akis profili, akis hizi, kolon

sicakligi, enjeksiyon hacmi gibi kromatografik kosullar asagidaki gibi belirlenmistir.

Karnosoliin analizi i¢in HPLC sistem parametreleri

Durgun faz (Kolon): C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um)

Mobil faz: Metanol:su (%2 o-fosforik asit) (83:17, h/h baslangigli gradient
akis)

Akis hizi: 1,2 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 20 puL

Firmn sicakligt: 25 °C

Akis profili: gradient

Tablo 4.1: Hareketli faz gradient eliisyonu programi.

Zaman (dk) % A % B (Su)
(Metanol)

0 83 17
3,00 83 17
3,01 90 10
3,30 94 6
4,00 94 6
4,01 83 17

10 ng/mL standart karnosol ¢6zeltisine ait kromatogram Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Alikonma (Retansiyon) zamani 3,40 + 0,01 dakikadir.

Karnosik asit analizi icin HPLC sistem parametreleri

Durgun faz (Kolon): C18 (150 mm % 4,6 mm X 5 um)

Mobil faz: Metanol:su (%2 o-fosforik asit) (90:10, h/h izokratik akis)
Akis hizi: 1,0 mL/dk

Enjeksiyon hacmi: 20 pL

Firin sicaklig: 25 °C

Akis profili: izokratik akis

2 ng/mL standart karnosik asit ¢ozeltisine ait kromatogram Sekil 4.5’te gosterilmistir.

Alikonma (Retansiyon) zamani 4,2 &+ 0,03 dakikadir.
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4.2.3 Kromatografik sistem parametreleri

Parametre* Kapasite Resoliisyon HEPT Kuyruklanma Asimetri
faktorii faktorii faktorii
Karnosol
analizi icin 6,72 2,5 12579 1,2 0,9
degerler
Karnosik asit
analizi icin 6,51 24 1325,2 1,2 0,8
degerler

*kalibrasyon egrisine ait tiim noktalara ait verilerin ortalama degeridir.
4.3 Yontem Validasyonu
4.3.1 Secicilik

4.3.1.1 Karnosol analizi i¢in secicilik

Sekil 4.4’te (a): sulu ortam bos denemesine, (b): 10 ng/mL standart karnosol
¢ozeltisine, (c): plazma bos denemesine, (d): 5 ng/mL karnosol eklenmis plazma
numunesine, (€): tmaks siiresine ait i¢ilmis plazma numunesine ait kromatogramlar
belirtilmistir. Alikonma zamani 3,40 + 0,01 dakikadir.

Sekil 4.4 : a: Sulu ortam bos deneme, b:10 ng/mL standart karnosol ¢ozeltisi ve c:
Bos plazma numunesi, d:5 ng/mL karnosol eklenmis plazma numunesi, e: tmaks
sliresine ait i¢ilmis plazma numunesi.
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4.3.1.2 Karnosik asit analizi i¢in secicilik

Sekil 4.5’te (a): sulu ortam bos denemesine, (b): 2 ng/mL standart karnosik asit
¢ozeltisine, (c): plazma bos denemesine, (d): 2 ng/mL karnosol eklenmis plazma
numunesine, (€): tmaks siiresine ait i¢ilmis plazma numunesine ait kromatogramlar

belirtilmistir. Alikonma zamani 4,2 + 0,03 dakikadr.

ff LA s I o

10 20 30 40 50 60 0 3.0 min 00 10 0 70 8.0 mia
@

. mV
mV 40

L

T \N\

Sekil 4.5: a: Sulu ortam bos deneme, b:2 ng/mL standart karnosik asit ¢ozeltisi ve c:
Bos plazma numunesi, d:2 ng/mL karnosik asit eklenmis plazma numunesi, e: tmaks
stiresine ait i¢ilmis plazma numunesi.

30
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4.3.2 Tayin smir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)

4.3.2.1 Karnosol i¢in tayin simir1 (LOQ) ve gozlenebilme simir1 (LOD)

Boliim 3.3.2°de verilen denklemlere gore karnosol i¢in hesaplanan LOD degeri 0,33
ng/mL ve LOQ degeri ilse 1 ng/mL olarak bulunmustur.

4.3.2.2 Karnosik asit icin tayin simir1 (LOQ) ve gozlenebilme sinir1 (LOD)

Boliim 3.3.2°de verilen denklemlere gore karnosik asit i¢in hesaplanan LOD degeri

0,075 ng/mL ve LOQ degeri ise 0,25 ng/mL olarak bulunmustur.

33



4.3.3 Dogrusalhik

4.3.3.1 Karnosol analizi icin dogrusallik

Karnosol stok ¢ozeltisinden uygun etanol miktariyla seyreltilerek hazirlanmis 5 farkl
konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler, 1-20 ng/mL konsantrasyon araliginda olacak
sekilde calisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan degerleri

yardimut ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda ¢izilen 6l¢ii egrisi Sekil 4.6’da

gosterilmistir.
35000
; = 1484 35 - 242,05
30000 RF=09942 o
25000

= 20000
15000
10000

5000

0 5 10 15 20 23
Konsantrasyon ng/mL

Sekil 4.6 : Karnosolun 1-20 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrisi.

Tablo 4.2°de pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kiiciik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,

C = konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir.

Tablo 4.2: Karnosolun 1-20 ng/mL konstrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii egrilerine
ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

ANC 1 5 10 15 20
1 1939 7074 14148 21222 30733
2 2019 7033 14066 21099 30779
3 2010 7088 14177 21265 30640
4 1995 7005 14010 21015 30676
5 1957 7079 14158 21237 30611
6 1837 7059 14119 21179 30728
Ortalama 1959,5 7056,3 14113 21169,5 30694,5
SD 67,5033 31,6712 63,5609 95,2507 632921
% RSD 3,44 0,44 0,45 0,44 0,20
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Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A =1494,3C — 242,95 (r=0,9942)

Tablo 4.3: Karnosol i¢in 6lgii egrilerinin regrasyon analizlerine ait parametreler.

1 2 3 4 5 6 Ortalama SD RSD
Egim 14944 1494,6 14912 1490,1 1491,7 15007 1494,28 4,1150 0,0027
Kesim 2501 o455 1738 25881 20669 322,79 242,95 50,5576 0,2080

noktasi

R degeri 0,9945 0,9933 0,9948 0,9933 0,9949 0,9945 0,9942

4.3.3.2 Karnosik asit analizi i¢in dogrusallik

Karnosik asit stok ¢ozeltisinden uygun etanol miktariyla seyreltilerek hazirlanmig 7
farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler, 0,25-8 ng/mL konsantrasyon araliginda
olacak sekilde calisildi. Her konsantrasyona karsi elde edilen ortalama pik alan
degerleri yardimi ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda c¢izilen Ol¢ili egrisi

Sekil 4.7°de gosterilmistir.

1200060

10000 w=11497Tx + 32359
B =0.9906

3000

Pik Alat

G000

4000

2000

o 1 2 3 4 3 & 7 3 o

Konsantrasvon {ng/ml)

Sekil 4.7 : Karnosik asidin 0,25-8 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrisi.
Tablo 4.4’te pik alanlar1 (A), SD ve RSD degerleri, en kiigiik kareler yontemi
uygulanarak hesaplanan dogru denklemi (A = mC + b [m = egim, b = kesim noktasi,

C = konsantrasyon]) ve korelasyon katsayisi (r) verilmistir.

35



Tablo 4.4: Karnosik asidin 0,25-8 ng/mL konstrasyon araliginda hazirlanan 6l¢ii
egrilerine ait pik alan1 degerleri ve istatistik veriler.

ANC 0,25 0,75 1,5 2 4 S 8

1 673,1 1512 2140,2 2874 4225,9 6023,4 9687,3
2 724,5 1456,7 2035,5 2754,1 4457,2 6005,3 9625,2
3 7246 1534,7 1943,5 2653,3 4215 6027,3 9757,2
4 662,8 1463,4 1953,6 2741 4534,8 6047,3 97723
5 700 1463,2 1927,2 2477,69 4259,1 5544,7 10108
Ortalama 697 1466 2000 2700,018  4338,4 5929,6 9870
SD 28,5826 35,13111 88,82756 147,0429 147,359  215,6824 187,2294
% RSD 4,1 2,4 4,44 5,45 3,39 3,63 1,9

Ortalama alan (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi:

A =1149,7C + 325,91 (r=0,9906)

Tablo 4.5: Karnosik asit i¢in 6l¢ii egrilerinin regrasyon analizlerine ait parametreler.

1 2 3 4 5 Ortalama SD RSD

Egim 1122 11253 11371 1151 11652 1140,12 18,05871 0,015839
nlf)(i{StI:;l 430,29 409,17 344,05 346,82 204,05 346,876 88,38226 0,254795

Rdegeri  0,9887 0,9947 0,9884 10,9949 0,9821 0,9897

4.3.4 Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

4.3.4.1 Karnosol analizi i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Plazma orneklerinin ¢ozeltileri 5, 10 ve 20 ng/mL karnosol miktart Boliim 3.3.4°te
anlatildig: gibi ¢aligildi.

Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 0,47 — 5,71
arasinda hesaplandi (Tablo 4.6).

Farkli glinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri

ise % 1,81 — 5,53 arasinda bulundu (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Karnosol igin ayn1 giin i¢inde ve farkli giinlerde yapilan analizlerin

tekrarlanabilirligi.
Giin i¢i (n=3) Giinler aras1* (n=3)
Alman Bulunan Alinan Bulunan
RSD RSD
Konsantrasyon Konsantrasyon %) Konsantrasyon  Konsantrasyon %)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
5 5,44 0,47 5 4,89 1,81
10 9,61 0,4 10 9,39 5,53
20 20,14 571 20 18,92 2,57

*Ug farkl1 giinde elde edilen sonuglar
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4.3.4.2 Karnosik asit analizi icin giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik

Plazma 6rneklerinin ¢ozeltileri 0,75, 2 ve 5 ng/mL karnosol miktar1 Bolim 3.3.4°te

anlatildig1 gibi ¢alisildi.

Ayni giin i¢inde yapilan analizlere ait bagil standart sapma degerleri % 1,75 — 3,9
arasinda hesaplandi (Tablo 4.7).

Farkli giinlerde yapilan analizler sonucunda elde edilen bagil standart sapma degerleri

ise % 3,17 — 5,13 arasinda bulundu (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Karnosik asit i¢in ayn1 giin i¢inde ve farkli giinlerde yapilan analizlerin

tekrarlanabilirligi.
Giin i¢i (n=3) Giinler aras1* (n=3)
Alinan Bulunan Alinan Bulunan
RSD RSD
Konsantrasyon Konsantrasyon (%) Konsantrasyon  Konsantrasyon %)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0,75 0,77 3,9 0,75 0,78 5,13
2 2,11 1,75 2 2,05 3,17
5 4,94 2,75 5 5,35 4,6

*Ug farkh giinde elde edilen sonuglar

4.3.5 Dogruluk

4.3.5.1 Karnosol analizi icin dogruluk

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

Bunun i¢in Boliim 3.3.6’da anlatildig gibi calisildi.

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

Burada;

Ct: Bulunan toplam karnosol konsantrasyonu,

Cu: Plazma numunesinden alinan analit konsantrasyonu,
Ca: Ilave edilen standart ¢dzeltisinin konsantrasyonudur.

Geri kazanim degerleri % araliginda ve %RSD degerleri ile bulundu (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8: Karnosol i¢in standart katma yontemine ait analiz sonuglari.

Alinan ilave edilen Bulunan Geri RSD
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Kazanim (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (Ortalama * (%)
SD)
10 1 10,18 £ 0,0713 92,70 0,70
10 5 14,61+ 0,0416 97,37 0,28
10 10 19,63 + 0,0264 98,07 0,13
n=3

4.3.5.2 Karnosik asit analizi icin dogruluk

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

Bunun i¢in Boliim 3.3.6’da anlatildig: gibi c¢alisildu.

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

Burada;

Ct: Bulunan toplam karnosol konsantrasyonu,

Cu: Plazma numunesinden alinan analit konsantrasyonu,

Ca: Ilave edilen standart ¢ozeltisinin konsantrasyonudur.

Geri kazanim degerleri % araliginda ve %RSD degerleri ile bulundu (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: Karnosik asit i¢in standart katma yontemine ait analiz sonuglari.

Alinan ilave edilen Bulunan Geri RSD
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon Kazamm (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (Ortalama * (%)
SD)
2 0,75 2,8 +0,0577 101,87 2,07
2 2 3,10 £ 0,1069 77,5 3,45
2 5 6,71 + 0,4000 95,95 5,95
n=3

4.3.6 Saglamhk

4.3.6.1 Karnosol analizi i¢cin saglamhk

Yontemin saglamligini belirlemek i¢in metanol:su (83:17, h/h) olan mobil faz oram
85:15 ve 80:20 olarak 1,2 mL/dk olan akis hiz1 1,0 ve 1,4 olarak ve 25 °C olan kolon
sicakligi 20 °C ve 30 °C olarak degistirilerek standart ¢ozeltileriyle her konsantrasyon
icin analizler 3 kez tekrarlandi. Pik alanlarinda ve karnosol piklerinin resoliisyon
degerlerinde anlamli bir fark goriilmedi ve tiim kosullar arasinda en yiiksek %RSD

degeri 3,30 olarak bulundu (Tablo 4.10).

38



Tablo 4.10: Karnosol igin saglamlik ¢alismasi sonuglari.

Kosul Oran Geri Kazanim (%) RSD (%)

. 1,0 102,97 0,99
Akis h1iz1 mL/dakika 14 94,81 3.30
85:15 94,67 0,16
Mobil faz bilesimi 80:20 95,86 1,26
20 102,30 0,74

Kol khg: °C
olon sicakhgi 30 101,57 1,26

n=3

4.3.6.2 Karnosik asit analizi icin saglamhk

Yontemin saglamhigini belirlemek i¢in metanol:su (90:10, h/h) olan mobil faz oram
95:5 ve 85:15 olarak 1,0 mL/dk olan akis hiz1 0,8 ve 1,2 olarak ve 25 °C olan kolon
sicakligr 20 °C ve 30 °C olarak degistirilerek standart ¢ozeltileriyle her konsantrasyon
icin analizler 3 kez tekrarlandi. Pik alanlarinda ve karnosik asit piklerinin resoliisyon
degerlerinde anlamli bir fark goriilmedi ve tiim kosullar arasinda en yiliksek %RSD

degeri 8,64 olarak bulundu (Tablo 4.11).

Tablo 4.11: Karnosik asit i¢in Saglamlik ¢alismasi sonuglari.

Kosul Oran Geri Kazanim (%) RSD (%)

. 0,8 111,46 8,64
Akis hiz1 mL/dakika 12 112 3.50
95:5 97,93 0,97
Mobil faz bilesimi 85:15 101,2 2,17
20 97 0,36

Kol khg: °C
olon sicakhig 30 96,3 0,55

n=3

4.3.7 Cozelti stabilitesi

4.3.7.1 Karnosol analizi icin ¢ozelti stabilitesi

Karnosolun laboratuvar numunesi olarak etanoldeki kalite kontrol ¢ozeltilerinin, oda
sicakliginda karanlikta 24 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat ve +4 °C’de

1 ay stabil kaldig1 saptanmistir. Karnosoliin test edilen tiim kosullar altinda kararl

oldugunu bulunmustur.
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Tablo 4.12: Karnosol standart ¢ozeltilerine ait stabilite sonuglari.

Uygulama Geri Kazanim RSD (%)
(ortalama+SD)
(%)
Oda sicakhiginda, karanhkta 24 saat bekletme 98,3 4,23
Buzdolabinda +4°C de 1 ay bekletme 99,4 3,12
Otomatik numune ornekleyicisinde 24 saat bekletme 97,4 5,34

n=3
4.3.7.2 Karnosik asit analizi icin ¢ozelti stabilitesi
Karnosik asidin laboratuvar numunesi olarak etanoldeki kalite kontrol ¢ozeltilerinin,
oda sicakliginda karanlikta 36 saat, otomatik numune 6rnekleyicisinde 36 saat ve +4
°C’de 1 ay stabil kaldig1 saptanmistir. Karnosik asidin test edilen tiim kosullar altinda

kararl1 oldugunu bulunmustur.

Tablo 4.13: Karnosik asit standart ¢ozeltilerine ait stabilite sonuglari.

Uygulama Geri Kazanim RSD (%)
(ortalama+SD)
(%)
Oda sicakhiginda, karanhkta 24 saat bekletme 95,7 4,55
Buzdolabinda +4°C de 1 ay bekletme 96,4 4,72
Otomatik numune 6rnekleyicisinde 24 saat bekletme 98,3 5,12

n=3

4.4 Farmakokinetik Calisma Sonugclari

Boliim 3.6.1°de anlatildig: sekilde elde edilen saglikli goniillilye ait plazma 6rnekleri
TOPFIT 2.0 farmakokinetik ve farmakodinamik veri analiz programi kullanilarak
hesaplanan biberiye ekstresine ait farmakokinetik parametre sonuclar1 tablo 4.14 ve

4.15’te verilmistir.

Tablo 4.14: 1000 mg biberiye ekstresinin uygulanmasindan sonra karnosolun
farmakokinetik parametreleri.

Parametre Bulunan deger
Tmaksa (h) 1,0
Conaks® (ng mL‘l) 2,7
t12° (h) 2,5
AUC%.(ng hmL?) 71,6
AUC%.. (ng h mL™) 107,5

aMaksimum konsantrasyona ulasma siiresi
Maksimum konsantrasyon

°Eliminasyon yar1 dmri
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dKonsantrasyon-zaman egrisinin altindaki alan

Karnosolun maksimum konsantrasyona ulagma siiresi (Tmaks) 1. Saat, maksimum
konsantrasyonu (Cmaks) 2,7 ng/mL, eliminasyon yar1 omrii (t12) 2,5. saat, dozlama
zamanindan gbzlenen son konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan (AUCo.»)

107,5 ng h/mL bulunmustur.

Tablo 4.15: 1000 mg biberiye ekstresinin uygulanmasindan sonra karnosik asidin
farmakokinetik parametreleri.

Parametre Bulunan deger
Tmaksa (h) 1,0
Conaks” (ng mL‘l) 2,2
t12° (h) 6,0
AUCY%. (ng h mL™) 96,2
AUCY%.,(ng h mL™?) 154,6

dMaksimum konsantrasyona ulagma siiresi
bMaksimum konsantrasyon
°Eliminasyon yar1 émri

dKonsantrasyon-zaman egrisinin altindaki alan

Karnosik asidin maksimum konsantrasyona ulagma stiresi (Tmaks) 1. Saat, maksimum
konsantrasyonu (Cmaks) 2,2 ng/mL, eliminasyon yar1 émrii (t12) 6. saat, dozlama
zamanindan gozlenen son konsantrasyona kadar egri altinda kalan alan (AUCo.»)

154,6 ng h/mL bulunmustur.

4.5 Kromatogram Uzerinde Belirlenen Karnosol ve Karnosik Asit Maddelerinin

Yapilarinin Aydinlatilmasi

Analitlerin yapilarinin aydinlatilmasi ¢alismasi kapsaminda, retansiyon (alikonma)
zamanlarinda toplanan fraksiyonlarin LC-MS/MS ve FT-IR spektrumlari agsagidaki

sekillerde verilmistir.
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ETL-P #5354 RT. 6.44 AV 1 NL 8.13E6
T: FTMS - p ESI Full ms[100.0000-1400.0000]
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Sekil 4.8 : Retansiyon zamaninda toplanan karnosol fraksiyonunun LC-MS/MS
spektrumu.

ETL-P #654 RT: 6.44 AV: 1 NL: B.13E6
T: FTMS - p ESI Full ms[100.0000-1400,0000]
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Sekil 4.9 : Retansiyon zamaninda toplanan karnosik asit fraksiyonunun LC-MS/MS
spektrumu.

Karnosol, ESI-HRMS: kimyasal formiili (C20H2604), tam kiitle = 330,18311,
hesaplanan m/z [M-H]* = 329,17528, deneysel m/z [M-H]" = 329,176009.

Karnosik asit, ESI-HRMS: kimyasal formiilii (C20H2804), tam kiitle = 332,19876,
hesaplanan m/z [M-H]" = 331,19093, deneysel m/z [M-H]" = 331,19144.
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Sekil 4.10 : Retansiyon zamaninda toplanan karnosol fraksiyonunun FT-IR
spektrumu.
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Sekil 4.11 : Retansiyon zamaninda toplanan karnosik asit fraksiyonunun FT-IR

spektrumu.

Karnosol FT-IR (cm™): 3277 (-OH), 2962, 2939, 2871 (alifatik -CH, CHz, CH3), 1710
(ester C=0), 1347 (—CHjs gruplari), 626-984 (alifatik karbonlarin hidrojenleri).
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Karnosik asit FT-IR (cm™): 3530 (-OH), 2958, 2903, 2869, 2846 (alifatik -CH, CHx,
CHpa), 1640 (karboksilik asit C=0), 1320 (—CHzs gruplar1), 1261 (karboksilik asit C-O),
789-985 (alifatik karbonlarin hidrojenleri).

Her iki analitin retansiyon zamanlarinda toplanan fraksiyonlariin LC-MS/MS ve FT-

IR degerleri yapilarin karnosol ve karnosik asit oldugunu dogrulamaktadir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Giliniimiizde birgok bitkisel kokenli preparat takviye edici gida adi altinda iiretilip,
piyasaya sunulmaktadir. Takviye edici gidalarin ithalati, iretimi, islenmesi ve
piyasaya arzina iligkin usul ve esaslari belirlemek amaciyla Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1 tarafindan ‘Takviye Edici Gidalarm ithalati, Uretimi, Islenmesi Ve Piyasaya
Arzma Iliskin Uygulama Talimati’ yayimlanmistir. Bu tip iiriinler ila¢ ad1 altinda
onaylanmadig1 icin iiretim ve pazara sunulma siireci daha hizli olmaktadir. Bir
molekiiliin ilag olma yolculugu 10-15 yillik klinik 6ncesi ve klinik faz ¢alismalarini
icerirken, takviye edici gidalarda bu siirecler yiiriitilmemektedir. Ancak, sekonder
metabolitlerin tibbi etkileri ilk ¢aglardan beri ampirik yontemlerle ortaya konmus ve
kullanimlar1 siire gelmistir. Glinlimiizde de yogun olarak kullanilan sekonder
metabolitlerin tibbi etkilerine dair aktivite, klinik 6ncesi ve klinik aragtirmalarina dair

bilimsel ¢alismalarin sayis1 artan bir ivme ile siirekli yiikselmektedir.

Toplum ve saglik calisanlari olarak sekonder metabolitlerden tibbi etkileri nedeniyle
yararlanmak isterken bu bilesikleri igeren ekstreler, formiilasyonlar ilag gelistirme
prosediirlerinden ge¢cmedigi i¢in bir c¢ogunun farmakokinetik Ozellikleri ve
biyoyararlanimlar1 bilinmemektedir. Bu eksiklik sekonder metabolitlerden kaynakli
advers etkiler, ila¢ veya diger gida takviyeleri ile etkilesimler konusunda da biiytiik bir

belirsizlik yaratmaktadir.

Biz bu tez ¢alismasinda birgok tibbi etkisi bulunduguna dair bilimsel ¢alismalar olan
karnosol ve karnosik asit adli iki diterpen maddenin insan plazmasinda ng/mL
diizeyinde analizini saglayan bir yiiksek performansl sivi kromatografisi yontemi
gelistirdik. Gelistirilen yontemi ICH kriterlerine gore valide ettik. Bunu takiben bu iki
diterpeni iceren Rosmarinus officinalis L. nin yapraklarinin etanol 1000 mg’lik
ekstresini Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onayini alarak 27 yasindaki saglikli erkek
goniilliiye oral yoldan uyguladik. Boylelikle her iki bilesige ait plazma analizleri ile
farmakokinetik verileri ortaya ¢ikardik. Karnosol ve karnosik asit bilesiklerinin
secilmesinin nedeni 26-51 literatiirlerinde ortaya konan tibbi etkilerini gosteren

makaleler ve oOzellikle de noroprotektif ve antikarsinojenik etkilerinin ¢ok ilgi
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uyandirmasi ve literatiirde bu maddelere ait farmakokinetik verilerin yer almamasiydi.
60 no’lu referansa baktigimizda sirasiyla karnosol ve karnosik asit icin, siganlar
tizerinde yapilmis farmakokinetik incelemeye rastlamak miimkiindiir. Bu tez ¢calismasi
karnosol ve karnosik asit i¢in insana dair farmakokinetik verileri hesaplayan ilk

caligmadir.

Bunun disinda literatiirde karnosolun ve karnosik asidin birarada analizini yapan sivi
kromatografisi ve kapiler elektroforez yontemleri mevcut ancak hepsi bitki ekstreleri
icinde miktar tayini yapan yontemlerdir. Higbirisi plazmada analiz saglamamaktadir.
Bir ¢calismada HPLC ESLD dedektorii ile kombine edilmistir, sunulan yonteme gore
daha komplike kromatografik kosullar1 vardir [52], bir diger HPLC yonteminde DAD
kullanilmis ve yine ekstrelerde pg/mL diizeyinde yani hassasiyeti sunulan yonteme
gbre oldukea diisiik sonuclar elde edilmistir [53]. Ekstreler icin gelistirilmis bir LC-
MS/MS yonteminde ise hassas sonuglar elde edilmesine ragmen pahali dedeksiyon ve
sofistike operator gereksinimi mevcuttur [56], bir diger HPLC-UV ydnteminde de
komplike bir numune hazirlama siireci ve diisiik hassasiyetle ekstrelerden analizler
yapilmustir [57]. Varolan kapiler elektroforez yontemleri de pg/mL diizeyinde ve

sadece ekstrelerde uygulanabilecek analiz imkani saglamaktadirlar [55, 60].

Oysa bu calismada, ng/mL diizeyinde analizler saglanmakta ve validasyon
caligmalarinda her iki madde i¢in de yiiksek secicilik, varolan yontemlere gore diigiik

LOD ve LOQ degerleri, yliksek kesinlik ve dogruluk, saglamlik gézlenmektedir.

Bu ¢alismada kullanilan numune hazirlama yontemi olan s1vi-sivi ekstraksiyon teknigi
oldukca hizli, basit bir prosediir ve yiiksek verim saglamaktadir. UV dedeksiyon
bulunabilecek en basit ve kullanimi en kolay dedeksiyondur. Karnosol i¢in 3,40 + 0,01,
karnosik asit i¢in 4,2 + 0,03 olan retansiyon zamanlar1 ne kadar hizli bir analiz
yapildigin1 gostermektedir. Ayrica, Bolim 4.2.3’te sunulan kromatografik sistem

parametreleri de ayirmalarin yiiksek kalitede gergeklestigini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak, sunulan bu ¢aligma tibbi etkilerine dair ¢ok fazla arastirma ve kullanim
alan1 olan karnosol ve karnosik asit bilesiklerinin insan plazmasinda hassas ve kaliteli
analizi i¢in imkan saglamaktadir. Bu yoOntemlerle bu analitlere dair her tiirlii
farmakokinetik, biyoyararlanim, esdegerlik ve adli analizleri yapmak miimkiindiir.
Sunulan prototip farmakokinetik ve biyoyararlanim ¢aligmalar1 ise bu maddelerin

kullaniminda nasi1l bir dagilim, sistemik dolasima geg¢me, etki siiresi, yarilanma 6mri,
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kan konsantrasyonlari (doz ¢alismalar1 i¢in) ve glivenilirlik profillerine sahip oldugunu

ilk kez ortaya koymustur.
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