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OZET

Pirildar, S. (2006). Colchicum baytopiorum C.D.Brickell Uzerinde Farmakognozik
Aragtirmalar. Istanbul Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada, endemik bir tiir olan Colchicum baytopiorum C.D.Brickell bitkisinin
cicek, ¢icek sapi, yaprak, tohum ve yumrulari (Haziran ve Ekim aylarinda toplanan)
kimyasal acgidan ve sitotoksik aktivite yoOniinden ayr1 ayri1 calisilmis ve sonuglar
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Siitun kromatografisi, kromatotron ve preparatif ITK yontemleri uygulanarak elde
edilip UV, IR, 'H NMR ve ESI/MS spektral yontemleri ile yapilart aydinlatilan
kolsisin, 2-demetilkolsisin, 3-demetilkolsisin, 3-demetil-N-formil- N-deasetilkolsisin,
2-demetil-y-lumikolsisin, kolsifolin, 2-demetilkolsifolin, demekolsin ve 2-demetil
demekolsin isimli bilinen 9 adet alkaloidin varlig1 saptanmistir. Ayrica, kornigerin, N-
formil-N-deasetilkolsisin ve 3-demetildemekolsin alkaloitlerinin varligr ise MS/MS
yontemi ile belirlenmistir.

Cicek sapi1 eter ekstresinden apigenin ve luteolin isimli flavon aglikonlar1 elde edilmis,
yaptr tayininde UV ve IR spektrofotometrisi yontemleri kullanilmistir. Diger eter
ekstreleri sadece ITK yontemi ile karsilastirilmis, sonucta yaprak ekstresinde apigenin
ve luteolin, cicek ekstresinde ise sadece apigenin varligi saptanmistir. Tohum ve
yumrularda flavon bilesigi bulunamamustir.

Metanol ekstrelerinde LC/MS yontemi kullanilarak benzoik, kumarik, vanilik,
sinnamik, ferulik, kafeik asitler, 2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit, 4-hidroksi-3-metoksi
benzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-hidroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik
olmak tizere toplam 11 adet fenolik asidin varlig1 saptanmustir.

Metanol ekstreleri sitotoksik aktivite agisindan Oncelikle Brine Shrimp yontemi ile
incelenmis ve ekstrelerin tiimiiniin aktif oldugu goriilmiistiir. Bu dogrultuda ekstreler,
MTT yontemi kullanilarak K562 ve HL60 losemi hiicre serilerinde kolsisin ve
demekolsin  sahitleri ile karsilastirilmis ve sonuglar Student-t testi ile
degerlendirilmistir. Sonucta, tohum hari¢ tiim ekstrelerin HL60 hiicrelerine karsit K562
hiicrelerinde oldugundan daha sitotoksik etkide olduklar1 ve spektrofotometrik total
alkaloit miktar tayini sonucunda en yiiksek alkaloit oranina sahip olduklar1 saptanan
cicek (% 5,27) ve cicek sap1 (% 2,96) metanol ekstrelerinin, en yiiksek aktiviteyi
gosterdikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Colchicum baytopiorum, kolsisin, tropolon alkaloitleri, fenolik
asit, sitotoksik aktivite.

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T-435/08032004 no’lu proje olarak desteklenmistir.
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ABSTRACT

Pirildar, S. (2006). Pharmacognostical Investigations on Colchicum baytopiorum C.D.
Brickell. Istanbul University Institute of Health Science, Department of
Pharmacognosy. PhD Thesis. Istanbul.

In this study, flower, stem, leaf, seed and corms (collected in June and October) of
Colchicum baytopiorum which is an endemic species, were studied in terms of plant
chemistry and cytotoxic activity and the results were compared with each other.

Nine known alkaloids namely colchicine, 2-demethylcolchicine, 3-demethylcolchicine, 3-
demethyl-N-formyl-N-deacetylcolchicine, 2-demethy-y-lumicolchicine, colchifoline, 2-
demethylcolchifoline, demecolcine, 2-demethyldemecolcine were isolated and purified by
chromatotron, column and preparative thin layer chromatographic methods and their
structures were identified using spectrometric methods such as UV, IR, '"H NMR and
ESI/MS. Cornigerine, N-formyl-N-deacethylcolchicine and 3-demethyldemecolcine were
detected by MS/MS spectrometer.

Two flavonoids, apigenine and luteoline were isolated from the ether extract of stem by
preparative thin layer chromatography and their structures were identified by UV and IR
spectroscopy. These flavonoids were also found in methanolic leaf and flower extracts. No
flavonoids were found in seed and corms extracts.

In all methanolic extracts 11 phenolic acids namely; benzoic, coumaric, vanillic, cinnamic,
ferulic, caffeic acids, 2-hydroxy-6-methoxybenzoic acid, 4-hydroxy-3-methoxybenzoic
acid, 2,5-dihydroxybenzoic acid, 2-hydroxybenzoic acid, 4-hydroxybenzoic acid were
detected using LC/MS.

All methanolic extracs were subjected to cytotoxicity assay by Brine Shrimp method and
all extracs were found to be active. The cytotoxicities of the extracts were evaluated using
K562 and HL60 cell lines by MTT test and all extracts were compared with colchicine and
demecolcine using Student’s t test. Except the seed extract, all extracts were found more
cytotoxic on HL60 cell line than K562 cell line. The results also showed that methanolic
extracts of flower (5.27 %) and stem (2.96 %), which have the richest alkaloid contents,
were the most active extracts.

Key Words: Colchicum baytopiorum, colchicine, tropolone alkaloids, phenolic acid,
cytotoxic activity.

This study was supported by The Research Support Unit of istanbul University as the
project no T-435/08032004.



1. GIRIS VE AMAC

Doktora tezinin konusunu olusturan Colchicum baytopiorum C.D. Brickell
tirii, Turkiye bitkileri ozellikle soganli tiirler iizerindeki ¢aligmalarmmi Omriince
stirdiirmiis olan rahmetli hocamiz Prof.Dr. Turhan Baytop’un adinin yasatildig1 bir tiir
olmasi nedeniyle ayr1 bir 6neme sahiptir. Tez calismasina, hocamizin vefat ettigi
25.6.2002 tarihinden hemen sonra baglanmis olmasi, C. baytopiorum tiirliniin
secilmesinde etken olmus ve onun bizlere verdigi emeklere bir siikran borcunu yerine

getirmek amaciyla bu tiir tizerinde ¢aligma diisiincesi dogmustur.

Liliaceae (Colchicaceae) familyasinda yer alan Colchicum cinsinin, tedavideki
o6nemi 2000 yildan daha fazla bir siireden beri bilinmektedir (65). Eski Misir’in Ebers
Papyrus’unda (M.O. 1550) yaklasik 700 bitki listelenmistir. Bu bitkilerden yirmi kadar1
giiniimiizde halen kullanilmakta ve Colchicum tiirleri de bu bitkiler arasinda yer

almaktadir (23, 114).

Colchicum ismi koken olarak Colchis (Dogu Karadeniz, Giiney Kafkasya,
Batum ydresi) kelimesinden gelir. Asirlardan beri Hermodactyl, Siirinjan ve Colchicum
adlartyla anilan bu bitkinin M.O 800’lerde Hindistan ile Arabistan arasinda ticaret

amaciyla tasindigi bilinmektedir (15, 41, 55).

Colchicum cinsinin botanik ag¢idan ilk tanim1 1.yy da Dioscorides tarafindan
yapilmis, (65) daha sonra Linne, Dioscorides’in vermis oldugu ismi koruyarak Yunanca
“kolchicon” olan ismi Latince “Colchicum” ismi ile degistirmistir (115). Colchicum
ekstrelerinin gut tedavisinde kullanildigin1 bildiren ilk kaynak, yine Dioscorides’e ait
olan “Materia Medica” dir (65). 6.yy da Alexander of Trallis tarafindan Colchicum
ekstreleri ile gut tedavisinin yapildigi bilinmektedir (73, 81). Colchicum yumrusu,
yiiksek toksisitesine ragmen agriy1 ¢ok ¢abuk gecirdigi icin ilk defa 1618 de London
Pharmacopoeia’de listelenmis fakat daha sonra cikarilmistir. Colchicum bitkisi esas
olarak 1763 de Viyana’ da Anton Stoerck tarafindan hazirlanan ekstre ve piliillerin gut
hastaligina karsi kullanilmasi ile modern tedavi alanina girmis ve zamanla Onemi
artmigtir. Tohumlar ise ilk defa 1820 de Dr.Williams tarafindan tibbi tedavi alaninda

kullanilmis ve ardindan 1824 de London Pharmacopoeia’ de kabul edilmistir (115).



Colchicum tiirlerinin kimyasal yapisi lizerindeki calismalar 20.yy’ 1n ikinci
yarisinda baslamistir (48, 118). Yapilan ilk caligmalar esnasinda, 1820 yilinda Pelletier
ve Caventou, alkaloit yapisindaki “Kolsisin” isimli maddeyi ilk olarak izole etmis ve
ardindan ana halka yapisi iizerindeki ¢alismalar: siirdiirmiislerdir (23). Daha sonralari
Dewar, Gieger, Oberlin, Zeisel ve Houde kristalize kolsisinin yapist lizerindeki
caligmalara devam etmistir. Kolsisin iizerindeki modern kimyasal ¢aligsmalar ise, Eigsti
ve Dustin tarfindan yapilan ve kolsisinin bitki ve hayvanlarda hiicre boliinmesi {izerine

olan giiclii etkisinin varliginin ortaya ¢ikmasinin ardindan baslamistir ( 23, 45, 125).

Kolsisinin ana halkasi benzosikloheptanotropolon yapisindadir ve bu halka
yapisina sahip alkaloitlere genel olarak “tropolon alkaloidi” ismi verilmektedir. Bu sinif

alkaloitler Liliaceae familyasinin bir alt familyasi olan Wurbaoideae alt familyasi

bitkilerinde bulunur (6, 23, 45, 46, 107).

Kolsisin, hiicre boliinmesini metafaz sathasinda durdurur ve boylece giiclii bir
antitimoral, antikanser etki olusturur. Ancak bu etken maddenin tedavideki en biiyilik
sorunu, sahip oldugu bu etki amaciyla kullanilmak istendiginde, letal doz ve tedavi
dozunun birbirine ¢ok yakin olmasidir (21). Bu nedenle yapilan calismalar; gerek
izolasyon ¢aligmalar1 gerekse sentez kimyasi ¢aligmalari olsun, hep kolsisine benzer etki
giiciinde ancak toksisitesi ¢ok daha az olabilecek kolsisin tlirevlerinin bulunmasina

yonelik olmustur (29, 42, 126).

Kolsisin, kanser ve tiimdrler {izerine olan etkilerinin yanisira sahip oldugu giiglii
antienflamatuvar etki dolayisi ile gut, Behget hastaligi ve ailevi Akdeniz atesinin
spesifik ilacidir (8, 66, 68, 69, 82). Sentetik bir tiirev olan ve 3-demetiltiyokolsisinden
hareketle hazirlanan tiyokolsikozit ise tedavide miyeroleksan (kas gevsetici) etkisi

nedeniyle kullanilmaktadir (21, 87, 121) .

Tiirkiye’de kolsisin ve tiirevlerinden hazirlanmis olan ve giliniimiiz tedavisinde
kullanilan Colchicum-Dispert®, Kolsin®, MuscoRil®, Muscoﬂex®, Adeleks®, Thiospa®,

gibi preparatlar mevcuttur.

Kolsisinin bir diger énemli kullanim alani ise bitki genetigi arastirmalar1 ve bitki
yetistiriciligidir. Kolsisinin mitoz bdliinme esnasinda kromozom sayisint iki katina
cikarma ozelligi sayesinde diploit ve ileri asamalarda poliploit hiicreler olusturmasi

ozelliginden yararlanilarak daha biiyiik c¢icek ve meyva veren bitkiler elde

edilebilmektedir (17, 64, 100).



Colchicum bitkisi ya da Colchici semen drogu denildiginde akla ilk gelen
Colchicum autumnale (giiz ¢igdemi) tiiriidiir. Ulkemizde dogal olarak yetismeyen
sadece Avrupa’da dogal olarak yetisen bu tiir, Ikinci Diinya Savasi’na kadar, tedavi
alaninda Onem kazanmig tropolon alkaloitlerinin elde edilmesi agisindan Diinya
piyasalarinda yararlanilan tek kaynakti. Ancak daha sonralar1 bu drog alkaloit
fabrikalariin ihtiyacini karsilayamaz duruma gelmis, bu durumun bir sonucu olarak da
Tiirkiye’nin Kuzey dogu Bolgesinde yetisen Colchicum tiirlerinden (6zellikle

C.speciosum) elde edilen tohumlar dis iilkelere satilmaya baslanmstir.

Ulkemiz 15’i endemik olmak iizere toplam 41 (96) Colchicum tiirii ile
Colchicum tiirleri agisindan en zengin iilkelerden biridir (78). Anabilim dalimizda 1970
li yillarda Colchicum tiirleri iizerinde calismalara baglanmis (14) ve daha sonra
Siitliipmar N tarafindan devam edilmistir (15a, 58, 59, 90-93, 111-116). Ulkemizde
yetisen Colchicum tiirleri lizerinde yapilan c¢alismalar, bir ¢cok Colchicum tiiriintin C.
autumnale tiirline yakin ya da daha yliksek oranda, tedavi agisindan onemli tropolon
alkaloitlerini tasidigini gostermistir. Bu ¢aligmalarda C. baytopiorum tiirliniin de

alkaloit i¢erigi acisindan zengin oldugunu gosterilmistir (113).

Anabilim dalimizda Colchicum tiirleri tizerinde 1970 yilindan beri stlirdiiriilmekte
olan ¢alismalar dogrultusunda, lilkemizde oldukca dar bir alanda yetisen ve endemik bir
tir olan C.baytopiorum tiriiniin alkaloit, flavon bilesikleri ve fenolik asit iceriginin
belirlenmesi bu ¢aligmanin esast olarak planlanmis; bitkinin ¢igek, ¢icek sapi, yaprak,
tohum ve yumrularinda (Haziran ve Ekim aylarina ait) bulunan alkaloitlerin izolasyonu
ve izole edilen alkaloitlerin yapilarinin aydinlatilmasi, ayni zamanda flavon
bilesiklerinin izolasyonu ve yapilarinin aydinlatilmasi ve fenolik asit igeriginin ile

belirlenmesi amaglanmustir.

C. baytopiorum tiri lizerindeki farmakognozik arastirmalarin, botanik ve
kimyasal acidan yapilan incelemelerin yani sira biyolojik aktivite calismalariyla
siirdliriilmesi amaciyla, bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen metanol ekstreleri
tizerinde oncelikle Brine Shrimp yontemi ile ve daha sonra K562 ve HL60 16semi hiicre
serileri tizerinde kolorimetrik MTT ydntemi kullanilarak sitotoksisite tayini yapilmasi
planlanmistir. Sitotoksisite ¢alismalarinda sahit madde olarak kolsisin ve demekolsin
kullanilmas1 ve sonuglarin Student-t testi uygulanilarak elde edilen istatistiksel veriler

dogrultusunda degerlendirilmesi diisiiniilmiistiir.



Bu calisma sirasinda, bitkinin her bir kismina ait ekstreler {lizerinde yapilan
farmakognozik analizlerden elde edilen sonuglarin birbirleriyle karsilastiriimalari

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Botanik Boliim:

2.1.1.Liliaceae (18)

Cok yillik (nadiren tek yillik) genellikle rizomlu, kormuslu, soganli ya da
tuberli; nadiren de dikenli tirmanici bitkiler. Yapraklar tabanda ya da gévdede (nadiren
sapsiz karsilikli iki sira iizerinde ve tabanlariyla birbirlerini orter vaziyette sik dizilisli),
bazen de ovat ya da linear yapraga benzer sekillerdeki govdelerde (kladotlar) pullara
indirgenmis. Cigek durumu birlesik salkim (panikula), salkim (rasem), semsiye
(umbella) ya da yalanci semsiye (korimbus) seklinde veya cigekler tek. Periant iki sirali
(nadiren i¢ siranin ortadan kalkmasi ile tek sirall); segmentler (4 -) 6 ( - 8) adet, serbest
ya da birlesik, genellikle petalimsi. Stamenler (4 -) 6 (- 10). Nektaryumlar sepallerde,
tabanda ya da periant iizerinde. Ovaryum 3- gozlii, daima iist durumlu (nadiren perigin
disk ile birlikte) stiluslar 1-3, nadiren 5, basit ya da loplu. Meyva bir kapsula ya da
bakka. Tohumlar yuvarlak, ii¢ yiizlii ya da tabla seklinde.

2.1.2.Colchicum L. (18)

Cok yillik bitkiler. Toprakalti gévdesi tunikali bir kormus, bazen uzamis yatay
rizoma benzer stolonlu ¢ikintilari olan siiriiniicii gévdeler seklinde (soboller); tunikalar
zarimsi, kagits1 veya derimsi, genellikle tlipsii, kalici bir ‘boyun’ i¢inde son bulur.
Gelisen yapraklar ve ¢icek durumu zarimsi bir kin i¢inde (katafil). Yapraklar tabanda,
kismen c¢icek agma evresinde (sinantus) veya ¢igeklenmeden sonra (histerantus), bazen
cicekler soldugunda (subsinantus) gelisir. Cigeklerin her biri kiigiik bir brakteli ve ¢cok
kisa sapli tek veya demet halinde, sap kapsiillerin olgunlastig1 sirada uzar. Periant ¢an
veya huni seklinde, rotat ya da stellat, morumsu kirmizi, pembe veya beyaz, bazen
teselat. Periant pargalar1 6 adet, tabanda iki esit veya hemen hemen esit seriler halinde
tiip seklinde birlesmis; parcalarin tabani1 kulakgikli, bogaz bazen (filament tabanlarinin
olusturdugu) bir ‘filament kanal’ ile cikintili, ¢ikintilar ¢iplak veya kisa tiiylii.

Stamenler periant parcalarinin tabani ile birlesmis, 1 veya 2 sirali; filamentler ince,



bazen tabanda kalinlagsmis; anterler filamentlerin tepesine sirtindan bagli, oynak
(Tirkiye’deki tiirlerde), i¢ yiiziinden agilir. Stiluslar 3 adet, serbest, stigmalar nokta
seklinde veya stilus boyunca tek tarafli olarak asagiya dogru uzanir, ovaryum
toprakaltinda. Meyve septisit kapsiil, 3 gozlii; tohumlar ¢ok sayida, yuvarlaga yakin
veya yuvarlak.

2.1.3.Colchicum baytopiorum C.D.Brickell (18)

Kormus 2.5-3.5x1.5-2.5 cm, dar ovattan hemen hemen yuvarlaga kadar
degisen sekillerde, bazen govdenin toprak altinda stiriiniicii (sobolifer) horizontal veya
olmayan, 4-6x1.3-2 cm ¢apinda, diizensiz sekilde tabani var; tunikalar kizil-kahve,
zarims1 veya kagit seklinde, genellikle cabuk diisiicii. Yapraklar 3, ¢igekler ile ayni
zamanda meydana gelir (sinantus) ya da nadiren bitkinin ¢igekleri ancak solarken
meydana gelir (subsinantus), ilk olustugunda hemen hemen dik, sonra asagiya dogru
kivrik, dar lanseolattan olduk¢a dar lanseolata kadar degisen sekillerde, spata ¢icek
acma doneminde 1-5 (-8) cm den, olgunlukta (20 -) 22-32 cm x 24- 45 mm gelisir,
tepesi obtus veya akut, tiiysiiz. Cicekler 1-3 (-5) adet, ¢an ya da huni seklinde. Periant
segmentleri parlak morumsu pembe, (2.2 -) 2.5-3.5(- 4.2) cm x 5-8(-11) mm
boyutlarinda; eliptik, oblong eliptikten veya oblanseolat ve tepede obtus veya akut,
tilysiiz. Flamentler 10-14 mm boyunda, beyaz ve sigkin tabanli, turuncu, tiiysiiz; anterler
sar1, 5-7x1 mm boyutlarinda, polenler limon saris1. Stilus diiz, stigmalar noktali sekilde.
Kapsiiller dar elips seklinde, 2-2.5 cm x 9-10 mm boyutlarinda, acik ya da giimiisi
kahve, belirsiz veya belirgin agimsi1 damarli sekilde ve koyu benekli, tiiysiiz, u¢ kismi

bir tepecik (apikulus) seklinde.

Ciceklenme zamani: Ekim - Kasim

Yetisme ortami: Pinus makilikleri, Styrax officinalis, Quercus ve Pinus ormanlarinin

acik alanlarindaki kayaliklar arasinda, demirce zengin kizil topraklar.

Tipus: Tiirkiye C3 Antalya: Termessos, 550 m, 7.X1.1976, T.Baytop ISTE 36255 (holo.
ISTE, ¢igek). yaprak ve kapsiil Brickell tarafindan tanimlanmig 1380 (K).



Turkive’deki vayilisi:

Giiney Bati Anadolu. C3 Antalya: Termessos yakinlari, 550 m, T.Baytop&Leep (ISTE
33890, ¢igek) ibid., 900-1000 m, Brickell 1380 (yaprak&meyva) ibid., 900 m, Pasche
73-4 (fotograf ), kiiltiir Brickell 16.X.1976 (¢icek) d. Kemer, Kesmebogazi’indan
Sumraksehri’ne kadar olan bolge, 50-600 m, Pesmen&Giiner 4768 (yaprak&meyva)
Isparta: Anamas’in yukari kismi, Siehe 1911: 87 (¢icek)

Endemik. Akdeniz elementi.

Colchicum tiirleri ¢igeklenme zamanina gore 2 gruba ayrilmaktadir (115, 116).

a) Sonbaharda cicek acan tiirler; bu tiirler sonbaharda ¢icek agar, bu mevsimde
yaprak olusumu olmaz. Toprak {izerinde sadece cicek vardir. Yapraklar ilkbahar sonuna
dogru olusur, meyva yaz mevsimi basinda meydana gelir. Yapraklar genellikle genis ve

biiyiiktiir (115) .

b) Ilkbaharda cicek acan tiirler; bu tirlerde cicek ilkbaharda olusur. Cicek ve

yaprak ayni1 zamanda meydana gelir. Yapraklar darca lineardir.

Sonbaharda ¢icek agan tiirlerin yumrular1 genellikle daha biiyiikk ve tohum

verimleri daha yiiksektir.

Tirkiye Florasi’'nin 2. ek cildinin yayimlanmasindan bu yana goriilen
taksonomik degisikliklerle birlikte 27 Colchicum tiiriiniin (28 takson) sonbaharda
ciceklendigi, 8 Colchicum tiiriiniin ise erken ilkbaharda cicek actigi tespit edilmistir.
Cins toplam 35 tiirden (36 takson) olusmaktadir ve bunlarin 15°i Tirkiye igin

endemiktir (4, 18, 97).

Persson K. tarafindan yapilan ¢alismalarda Colchicum cinsinin diinya tizerinde

yaklagik 90 tiir (123), Tiirkiye’de ise 41 tiir ile temsil edildigi bildirilmistir (96).

C.baytopiorum tiirii lizerinde morfolojik ve anatomik incelemeler yapilmigtir

(38, 67).

Not: Colchicum cinsi son yayinlarda Colchicaceae familyasina dahil edilmektedir (124).



2.2.Kimyasal Boliim:

2.2.1.Colchicum Alkaloitleri:

Colchicum alkaloitleri sadece Liliaceae familyasinin Wurbaeoideae alt familyasi
bitkilerinde bulunmaktadir (129). Bu alt familya bitkilerinden Androcymbium,
Bulbocodium, Camptorrhiza, Colchicum, Dipidax, Gloriosa, Iphigenia, Merendera,
Littonia, Ornithoglassum, Kreysigia, Wurmbea ve Sandersonia tiirlerinin Colchicum

alkaloitleri tasidiklar1 yapilan ¢alismalarla belirlenmistir (45, 126, 127, 129).

Ancak ilging olarak, diinyadaki dogal iiriinler agisindan en genis bilgi agina
sahip olan NAPRALERT kaynaklarinda, kolsisinin Liliaceae familyasindaki 28 cins ve
91 tiirde bulundugu, ayni zamanda Araceae familyasindan Arisaema curvatum ve
Asteraceae (Compositae) familyasindan Saussurea sacra  tiirlerinde de kolsisin
varliginin saptandigi kayithidir. Biyogenetik agidan bakildiginda kolsisinin monokotil
(Liliaceae, Araceae gibi) bitkiler disinda Asteraceae familyasindaki dikotil bir bitkide
olusumunun normal olmadigr ve bu konuda yapilmis kayith sadece bir ¢aligmanin

olduguna dikkat ¢ekilmistir (137).

Son zamanlarda ilging olarak Ginkgo biloba igeren besin takviyelerinde kolsisin
varhiginin saptandigini iddia eden bir ¢alisma yayinlanmistir. Bunun tizerine Ginkgo
iceren besin takviyeleri lizerinde bir ¢cok calisma yapilmis ve Ginkgo biloba ve besin

takviyelerinin kolsisin igermedigi agiklanmistir (35, 74, 98).

Colchicum alkaloitleri iizerinde ilk ¢alismalar 1820 yilinda Pelletier ve Caventou
tarafindan kolsisinin izole edilmesi ile baglamistir. Kolsisinin yapisi ise 1945°te Dewar

tarafindan aydinlatilmistir (46, 87).

Sanayide Colchicum alkaloitleri Colchicum ve Gloriosa tiirlerinden elde

edilmektedir.

Kapali formiilii ~ [N-5,6,7,9-tetrahidro-1,2,3,10-tetrametoksi-9-oksobenzo (a)

heptalen-7-il-(S)-asetamit] olan kolsisin ve analoglari tropolon halkasi tasirlar (23, 130).

Colchicum tiirleri lizerinde yapilan ¢alismalar, bitkide tropolon alkaloitlerinin
yani sira bunlarin lumi tiirevlerinin ve ayrica tropolon halkasi tasimayan alkaloitlerin

bulundugunu géstermistir (45, 79, 107).



2.2.2.Colchicum Alkaloitlerinin Simiflandirilmasi (107, 115)

I. Tropolon Alkaloitleri ve Lumi Tirevleri
a) Notral ve Notral - fenolik alkaloitler
b) Bazik ve Bazik- fenolik alkaloitler
¢) Glikozidik alkaloitler
I1. Tropolon Halkas1 Tasimayan Alkaloitler
a) Fenetiltetrahidroizokinolin alkaloitleri
b) Homopromorfinan alkalotleri
d) Homoproaporfin alkaloitleri
e) Homoaporfin alkaloitleri

f) Aporfin alkaloitleri
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2.2.3.Colchicum Alkaloitlerinin Biyosentezi

Colchicum alkaloitlerinin biyosentezi tlizerindeki ilk ¢aligmalar 1960 yilinda
Battersby ve Leete tarafindan izotopla isaretlenmis bilesikler iizerinde yapilmistir
(45, 72). Batterby ve Leete, fenilalanin, tirozin, metionin, asetik asit ve sinnamik asit
yardimiyla yapmis olduklar1 ¢alismalar sonucunda, kolsisindeki asetamido grubunun
asetik asitten, A halkast ve 5, 6, 7 ve 12 nolu karbon atomlarinin fenilalanin ve
sinnamik asitten ve tropolon halkasinin tirozinden meydana geldigini gostermislerdir

(115). (Sekil 2-1)

O O
+_ COOH X COOH
m ©/\+/
NH,

Fenilalanin Sinnamik asit
[ J
H;C-HS—CH,CH,CH(NH,)COOH CH;COOH
Metionin Asetik asit

Tirozin

JCH;0

Kolsisin

Sekil 2-1: Battersby ve Leete’nin biyosentez calismalari
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Tropolon Halkasi1 Tasiyan ve Tasimayan Colchicum Alkaloitlerinin Genel Biyosentezi(136)

HO
COOH
X~ COOH o N—CH,
i —_— —
/ Sinnamik asit

OH

Tirozin

Fenetilizokinolinler

Autumnalin Tipi \

RO
r"\\‘\ H
---N—CH; RO . _N—CH,
R
AL
R
l Homomorfin Tipi Homoaporfin tipi
Kolsisin Tipi

Sekil 2-2: Colchicum tiirlerinde meydana gelen alkaloitlerin genel biyosentezi
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Tropolon Halkasi Tasiyan Alkaloitlerin Biyosentez Asamalanr (12,45, 56, 72, 76, 89, 105, 110)

COOH H
—> H,CO
HO NH, HO NH,

N Dopamin HO N-CH;
Tirozin =
CHO
T Autumnalin
COOH H,CO H,CO OH
O/Y H;CO Autumnalin P30
NH 4-hidroksidihidro ’ OH NADPH/O,
Fenilalanin OH sinnamik asit

H,CO

O O-metil androsimbin H,CO Izoandrosimbin
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|

CH;0

Demekolsin

\C=O

CH;0 Kolsisin

CH;0

Deasetilkolsisin

Sekil 2-3: Tropolon alkaloitlerinin biyosentez asamalari
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Fenetilizokinolin alkaloidi olan “Autumnalin”, kolsisin dolayisiyla da tropolon
alkaloitleri biyosentezinin ara asamasindaki en onemli yapidir; biyosentezin ilerleyen
asamalarinda tropolon halkasini olusturacak olan isoandrosimbin gibi pek ¢ok alkaloidal
metabolitin prekiirsoriidiir. Kolsisin biyosentezinin dayanagi olan en onemli kimyasal
olay ise “fenol-oksidatif eslesme”dir. Bu kimyasal olayin ger¢eklesmesinden Sitokrom P-
450, NADPH ve oksijene bagli enzim sistemleri sorumludur. Oksidatif eslesme olayinda
baglanmanin hangi konumdan meydana geldigi de biyosentez agisindan Onemlidir.
Alkaloitlerde genel olarak para-para ya da orto-para konumlarindan baglanma meydana
gelir. Para-para baglanmanin 6zellikle autumnalinden isoandrosimbin olusumu
esnasinda ii¢ oksijenli halkada orto-para baglanmaya bir alternatif olarak meydana
geldigi diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar da, kolsisinde hem orto-para

hem de para-para baglanmanin gergeklesiyor olabilecegini belirtmektedir (76).



2.2.4.Colchicum Tirlerinden Elde Edilen Alkaloitler:
(5, 23, 46, 58, 59, 73, 90-94, 103, 107)

2.2.4.1.Notral ve Notral-fenolik Tropolon Alkaloitleri:

Tablo 2-1: Notral ve fenolik tropolon alkaloitlerinin kimyasal formiilleri

15

Notral ve Fenolik Ry R, R3 R4 Ry R¢ R,
Alkaloitler
Kolsisin CH3 CH3 CH3 H H COCH3 CH3
2-demetilkolsisin CH; H CH; H H COCH; CH;
3-demetilkolsisin CH; CH; H H H COCH; CH;
2,3-didemetilkolgisin CH; H H H H COCH; CH;
N-deasetilformil CH; CH; CH; H H CHO CH;
kolgisin
2-demetil-N-formil- CH; H CH; H H CHO CH;
N-deasetilkolsisin
3-demetil-N-formil- CH;, CH; H H H CHO CH;
N-deasetilkolsisin
2-asetil-2-demetil CH; COCH; CH; H H COCH; CH;
kolgisin
Kolsikozit CH; CH; Ce¢H11 05 H H COCH; CH;
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Notral ve Fenolik R, R, R; R4 Rs R R,
Alkaloitler
N-metil kol§isin CH3 CH3 CH3 H CH3 COCH3 CH3
N-deasetilmetil CH; CH; CH; H CH; H CH;
kolgisin
Kolsisein CH; CHj; CH; H H COCH; H
2-demetilkolsisein CH; H CH; H H COCH; H
3-demetilkolsisein CH; CH; H H H COCH; H
N-deasetil-N-formil CH; CH; CH; H H CHO H
kolsisein
N-asetil demekolsin CH; CH; CH; H COCH; CH; CH;
N-formildemekolsin CH; CH; CH; H CHO CH; CH;
Kolsifolin CH; CHj; CH; H H COCH,OH CH;
2-demetilkolsifolin CH; H CH; H H COCH,OH CH;
3-demetilkolsifolin CH; CH; H H H COCH,OH CH;
Kornigerin CH; CH, H H COCH; CH;
(metilendioksi)
Kornigerein CH; CH, H H COCH; OH
(metilendioksi)

Kolgsisilin CH; CH; CH; OH H COCH; CH;
2-demetilkolsisilin CH; H CH; OH H COCH; CH;
3-demetil-N-deasetil CH; CH; H H H H CH;

kolgisin




2.2.4.2.Bazik ve Bazik-fenolik Tropolon Alkaloitleri

Tablo 2-2: Bazik ve fenolik tropolon alkaloitlerinin kimyasal formiilleri

Bazik ve Fenolik R, R, R; Ry Ry R¢ R,
AlKkaloitler

N-deasetilkolsisin CH; CH; CH; H H H CH;

3- demetil-N- CH; CH; H H H H CH;

deasetil kolsisin

2- demetil-N CH; H CH; H H H CH;

deasetil kolsisin

2,3-didemetil- CH; H H H H H CH;

N-deasetilkolgisin

N-metil-N-deasetil CH; CH; CH; H CH; H CH;

kolsisin

N-deasetilkolsisein CH; CH; CH; H H H H

Demekolsin CH; CH; CH; H H CH; CH;

3-demetil CH; CH; H H H CH; CH;

demekolsin

2-demetil CH; H CH; H H CH; CH;

demekolsin

Demekolsein CH; CH; CH; H H CH; H

N-metil CH3 CH3 CH3 H CH3 CH3 H

demekolsein

N-metildemekolsin CH; CH;, CH; H CH; CH; CH;

2,3-didemetil CH; H H H H CH; CH;

demekolsin

N-Formil CH; CH; CHj; H CHO CH; CH;

demekolsin

Speciosin CH; CH;, CH; H 2-hidroksi CH; CH;

toluen
N-etoksikarbonil CH; CHj; CHj; H COOC,H; CH; CH;

demekolsin




2.2.4.3.Farkh Yapidaki Notral, Bazik ve Fenolik Alkaloitler:
(1,26, 27, 84, 85, 90-94, 107, 111-120)
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CH,0

--- NHCOCH;

Sekokolsisin Demekolsikon

CH;0 H,CO

NHCOCH,
--- NHCOCH;
H,CO
OCH; COOCH;

Allokolsisin

Androbifenilin




2.2.4.4Tropolon Halkas1 Tasimayan Alkaloitler

19

HO
N_CH3
H;CO @r
OCH;
Autumnalin Kolgietanamin
HO
N_CH3
H;CO I
H;CO q
. 'I{I_ CH3
H
OCH;

O

OH OCH;

Kolsietin Krosiflorin
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H,CO

OCH,s

OCH,

Kollutin Androsimbin

CH;0
N

HO

CH;0

CH;O
H  ocn, HO CH;0

Tetrahidroandrosimbin Floramultin (Behuanin)

(=Merenderin)
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CH

CH;0

OH

CH;0

Szovitsidin

CH;0

N— CH;

HO

CH;0

CH;0

1,12-dihidroksi-2,10,11-trimetoksi

homoaporfin

Kreysiginin
HO

— CH

CH,0 N 3
HO
CH;0
CH;0
Szovitsinin
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CH;0
CH;0
o CH;0 N— CH;
HO N— ™5
HO
CH;0
CH;O CH;0
CH;0 CH;0
Kreysigin Szovitsamin
CH;0
CH;O N—CH;
CH;0
CH;0
CH;0

O- metil kreysigin
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Tablo 2-3: Tiirkiye’de sonbaharda yetisen Colchicum tiirlerinden elde edilen alkaloitler (94, 113, 131)

MADDELER C.bivonae bornmulleri cilicicum kotschyi  macrophyllum speciosum triphyllum  turcicum
Kolsisin + (v . yp.tky) He.es,yp.ty) Hyp.ty)  +(yp.ty) +He.yp.kity) Heyp.ty) Heyp.ty)
2-demetilkolsisin + (y.0) HG,yp,t.K,y) +(¢.¢s) +(yp.t.y) +(cyp.t) +He.yp.k.ty) He.yp.t.y)
3-demetilkolsisin +(¥) te.yp.tky) He.¢s,yp.t) Hyp.ty) Heypty)  Heypkty) +He.yp.ty) +(yp.ty)
p-Lumikolsisin +(y) +(¢,¢S,yp,t.k) +(y)
y-Lumikolsisin +(y) +(6,¢5.t,y)

Kornigerin +(¥) . yp.tky) He.ges.ty) Heyp.kty) Heypty) H(ty)
Kolsifolin +(¢.yp.tky) +(yp,ty) +(¢,t) e yp.kty) Heyp.ty) +(yp.ty)
N-formil-N-deasetilkolsisin  +(t) t.yp.tky) +(y.¢s) +(.yp.y) Heypkty) (¢yp.ty) )
Demekolsin +Hy.b) H,yp.tky) He.¢s,yp.ty) Hyp.ty) +(S.yp,ty) Heyp.kty) Heyp.ty) +(Syp.ty)
2-demetil demekolsin ) He,yp.t.ky) +(¢) +(yp,t.y) +e,ypit) +Heypkity) Heypty) +

* ¢=cicek, ¢s=cicek sapi, yp=yaprak, t=tohum, y=yumru



Tablo 2-3 (devami)
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MADDELER bivonae  bornmulleri cilicicum kotschyi  macrophyllum speciosum triphyllum  turcicum
3-demetildemekolsin Heyp,tky) He.es.yp)  HLy) He.ty) Heypkty) Heyp.ty)  He.yp.ty)
N-metildemekolsin +(y)
p-Lumidemekolsin +(¢,¢8,yp.y)
y-Lumidemekolsin +(¢.68.y)

O-metilkreysigin +(y)

Kolsisilin +(1)

N-deasetil-N-formil +(y)

kolsisilin

N-etoksikarbonil +(y)
demekolsin

N-deasetilkolsisin +(t)

2,3-didemetil kolsisin +(t)

* ¢=cicek, ¢s=cicek sapi, yp=yaprak, t=tohum, y=yumru
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2.2.4.4.Diger Tiirevler:

Lumi Tiirevleri:

Tropolon halkasina sahip alkaloitler 1518a, 6zellikle de giin 15181na kars1 hassastir.
Bu alkaloitler 151k etkisi ile a-, - ve y-lumi tlirevlerinden olusan bir karisima dontistirler.
Bu tiirevler tropolon alkaloidinin izomeridir. Isik etkisi ile meydana geldikleri i¢in

fotoizomer olarak adlandirilirlar. Bu tiirevler arasinda en fazla olusan B-lumi tiirevleridir.

Lumi tiirevleri dogal olarak bitkide bir miktar olusur, ancak izolasyon
caligmalarinda bunlarin bozunma iiriinii olabilecegi de diisliniilmektedir. Lumi tlirevleri
tizerinde yapilan biyolojik aktivite caligmalari bu tiirevlerin tubuline baglanmadigim

dolayistyla antimitotik etkiye sahip olmadiklarini géstermistir (79, 127, 128).

Kolsisinin Lumi Tiirevleri

T e
a3
le) © o]
H;COC NHCOCH;
/ OCH3 H;CQ \
N OCH; H,CO
H;CO H;CO

a-Lumikolsisin

B-Lumikolsgisin yY-Lumikolsgisin
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Allo Tiirevier:

Allo tiirevler, tropolon alkaloitlerinin bifenil halka yapisina sahip olan
izomerleridir. Bitkide dogal olarak bulunurlar. Ayrica kolsisin ve izokolsisinin sodyum
metoksitli ortamda muameleleri ile elde edilebilirler. Allo tiirevlerinin tubulin
polimerizasyonu Onleyici etkileri yiiksektir ancak yapilan hayvan deneylerinde
antitiimoral ajan olarak ¢ok kuvvetli bir aktiviteye sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Allo
kolsisin ile yapilan in vitro ¢alismalar tropolonik C halkasinin 6 karbonlu bir halkaya
doniismesinin antitubulin aktivititede bir azalmaya sebep olmadigini gdstermektedir. Allo
tiirevlerin sentetik olarak elde edilmeleri tropolon tiirevlerinden ¢ok daha kolaydir. N-

asetilkolsinil metil eter antitubulin aktivitenin Olgiilmesi ¢aligmalarinda standart olarak

kullanilir (19, 21, 50).

H;CO H,CO
NHCOCH; NHCOCH;
H,CO H;CO
OCH, OCH;
COOCH; OCH;,
Allokolsisin N-metilkolsinil metil eter
Tzokolsisinler:

Bitkide dogal olarak bulunmazlar. izokolsisin, kolsisinin diazometan ile O-
metilasyonu sonucunda elde edilir (23). Tropolon alkaloitleri {izerinde yapilan yap1
aktivite iliskisinin aydinlatilmasina yonelik caligmalarda 6zellikle A ve C halkalarnin
aktiviteden sorumlu oldugu goriilmiistiir. Izokolsisinlerin olusumu esnasinda C
halkasindaki 9. ve 10. karbona bagli metoksi ve okso gruplarinin yer degistirmesi
aktivitenin ortadan kalkmasina sebep olmaktadir yani izokolsisinler biyolojik olarak
inaktif izomerlerdir. Ancak son yillarda yapilan sentez kimyasi c¢alismalarinda,

B halkasindaki 7 nolu karbon atomuna bagl: siibstituentler ve bunlarin yapi-etki iligkisi
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tizerinde yapilan caligmalar sonucunda ilk aktif isokolsisin tiirevi bulunmus, bu
dogrultuda yapilan ¢alismalar sonucunda da tubulin polimerizasyonunu kolsisinden daha

giiclii inhibe eden bir tiirev bulunmustur (29).

CH;0 O
CH;0

CH,0 i NH——$=0
e
(6]
N(CH;),
izokolsisin izokolsisin bilesigi
(Inaktif ) ( Bulunan ilk aktif bilesik )

Tiyo tiirevler:

Sentetik olarak elde edilirler. Tubulin polimerizasyonunu gii¢lii bir sekilde inhibe
etmelerinden dolay1 tropolon tiirevleri tizerinde yapilan sentez ¢alismalarinda 6nemli bir
yere sahiplerdir (47, 70, 87). 3-demetilkolsisinin glikoziti olan tiyokolsikozit sahip
oldugu kas gevsetici etki dolayisiyla tedavide kullanilmaktadir (21).

Gl
o
NHCOCH,
H,CO

OCH,

SCH;,

Tiyokolsikozit
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Oksikolsisinler:
Biyolojik olarak inaktiftirler (45, 126).

H,CO
NHCOCH;
H,CO
OCH,4

OCH,

Oksikolsisin

2.2.5.Tropolon Alkaloitlerinin Teshisi: (115)

CH;O CH;0
NHCOCH;
CH;0 . CH;0

Kristal halde iken tropolon halkasi tasiyan alkaloitler agik sar1 renklidir, fenolik
yap1 tasiyan tropolon alkalotleri ise koyu sar1 renk verir. Lumi tiirevleri ve

sekokolsisin renksizdir.

Tropolon alkaloitleri, diliie asit veya alkalilerle hidroliz sonucu kolsisein tiirevini
meydana getirirler. Fenolik tropolon yapisinda olan bu maddeler FeCl; ile zeytin
yesili renk verirler. Kloroformda bu renk kirmizidir, lumi tiirevleri ve

sekokolsisin ise bu reaksiyonu vermez.

Oberlin-Zeisel Reaksiyonu

CH;0 +FeCl; CH;0

@ CH;0 @

Kolsisin Kolsisein (Fenolik tropolon)

(FeCls ile zeytin yesili renk)
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Alkaloit ¢ozeltisine birkag damla mineral asit eklenirse koyu sar1 renk olusur, bu
renk nitrik asitle dnce yesil-mavi sonra kirmizimsi sar1 ve sonugta renksiz olur

(30, 45).
Kolsisinin etanoldeki ¢ozeltisine FeCls eklenirse kirmizi renk agiga ¢ikar (135).

Tropolon alkaloitleri konsantre H,SOy4 ile 48 saat kalict sart renk, lumi tlirevleri

ise aninda mor-kirmizi veya turuncu renk verirler (107).
Tropolon alkaloitleri H,SOy ile 1sitilinca kirmiziya doniisen sar1 renk verir.

C-7’de amit grubu tasiyan tropolon alkaloitleri Dragendorff belirteci ile turuncu
renk verir. B- ve y- lumi kolsisinler ise bu belirtegle zamanla kizilkahveye donen

siyah renk alir (107).

Tropolon alkaloitleri Carr-Price belirteci (antimontrikloritin kloroformdaki

¢ozeltisi) ile sar1 renk verir.

Kolsisin, Wagner belirteci (I, / KI) ile hafif asitli ortamda kahverengi bir ¢okelti

Verir.

UVys4 nm’de tropolon alkaloitleri koyu menekse renk verirler. UVigs nm’de
kolsisin alkaloitleri bej, demekolsin alkaloitleri kahverengi ve lumi tiirevleri ise

gri renk alir (107).

C-2 ve C-3’te serbest fenolik grup igeren tropolon alkaloitleri, giin 1s181nda

silikajelde sar1 renk verirler.

2.2.6.Tropolon Alkaloitlerinin Yapi-Aktivite fliskileri: (23)

Sadece a S-konfigilirasyonlu biaril sisteme sahip bilesikler aktiftir.
Konfigiirasyonu a R’ye doniistiirmek bu etkiyi yok eder. Rasemik karigimlar saf a

S izomerlerden daha diisiik aktiviteye sahiptir (19, 88).

Aromatik A halkasindaki substitiisyon aktivite acisindan olduk¢a ©Snemlidir.
Ornegin, 3-demetilkolsisin kolsisine yakin etki gosteririken, 2-demetilkolsisinde
aktivite azalmakta, 1-demetilkolsisinde ve kolsikozitte ise aktivite ortadan

kalmaktadir (20, 87, 104, 108, 115, 134).
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A halkasinda aromatik siibstitiisyon biyolojik aktivite iistiinde olduk¢a yiiksek bir
etkiye sahiptir (23).

Yapilan bazi ¢aligmalar sonucu tiibiiline baglanmada 3-demetil kolsisinin oldukca

aktif ve kolsisinden daha az toksik olabilecegi gézlenmistir (25).

Kolsisinin A halkas1 analogu olan meskalin ve N-asetilmeskalin de,
mikrotiibiilleri kismen inhibe etmektedir. Bundan yola ¢ikarak yapilan
caligmalarda, kolsisinin tiibiiline C’nin yan1 sira, A halkasindan da baglandig1

belirlenmistir (9, 16, 31).

Kolsisindeki C-1, C-2, C-3 ve C-10 ve N-asetilkolsisinil metil eterdeki C-1, C-2,
C-3 ve C-9 metoksi gruplart molekiiliin proteinlere baglanmasinda oldukga
onemlidir. Bu metoksilerin ¢ikarilmasi veya fenolik gruplara doniistiirtilmesi

proteinlere baglanma potansiyelinde diismeye yol acar (88).

C-7 de bulunan N siibstitiisyonu aktivite agisindan énemlidir. N-agil bilesiklerin
N-deasetil tiirevlerine goére hem tiibiiline baglanma hem de antitiimér etki
acisindan daha aktif oldugu belirlenmistir. N-agil yerine N-aril baglanmasi ise
aktivetinin azalmasina sebep olur N de hig siibstitiisyon bulunmamasi aktiviteyi

etkilemez (23, 115).

N-halojenizasyon aktivitede artiga neden olur (20).

Kolisisitte oldugu gibi C-10 da hig siibstitusyon bulanmamas: aktiviteyi azaltmaz
(20).

C-7 amido grubunda asit artig1 zincirinin uzamasi aktiviteyi azaltir. En yiliksek
etkiyi N-deasetil-N-formilkolsisin gosterir. Amino grubunda bir asit artig1 olan
bilesikler ile azotta ayrica bir metil grubu tasiyanlarin LD oo ve terapdtik indeksi

birbirinin aynisidir (109, 115).

Kolsisinoit ve allo-tiirevlerindeki 7-asetamido grubu tiibiiline baglanmada
etkisizdir (109).

Demekolsinin agil tiirevleri N-metildemekolsine gore daha aktiftir.

B halkasiin tiibiiline baglanmada etkili olmadig1 sdylenebilir. Fakat bununla

ilgili bir ¢aligmada kolsisinin sadece B halkasinda kiiglik siibstitiientler bulundugu

zaman tiibiiline baglanmanin daha hizli gelistigi gozlenmistir (73, 102).
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Kolsifolinin N-metil, O-etil ve O-agilli tiirevleri de kolsifolin ve kolsisin kadar
aktiftir (20, 23).

Tropolon metil esterin tiibiilin molekiiliine baglandig1 ve in vitro olarak tiibiilinin

polimerizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (131).

C-10’daki metoksi grubunun amino veya tiyo eter gruplari ile yer degistirmesi

aktivitede 6nemli bir degisime sebep olmaz (88).

Genel olarak izokolsisinler ve 10-CHj; siibstitiienti yerine 10-OH olan, keto

enoller, yani kolsiseinler inaktiftir.

Son yillarda izokolsisinlerin B halkasi siibstitiisyonu {izerinde yapilan

calismalarda aktif izokolsisinler elde edilmitistir (29).

Tropolon halkasinin hidrojenasyonu aktivitenin tamamen ortadan kalkmasina

sebep olur (115).

Aktivite i¢in C halkasinin C-9 da keto grubu tasiyan bir tropolon halkasi olmasi
gereklidir, bu halkanin benzen halkasina doniismesi aktivitenin ortadan

kalkmasina sebep olur (115).
Oksikolsisin, epoksikolsisin ve lumikolsisin inaktiftir (109).

Tim bu veriler kolsisinin etkisinin 6zellikle A ve C halkasina dayandigini

gostermektedir (37, 73).
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2.2.7.Colchicum Tiirlerinde Bulunan Fenolik asit ve Flavon Bilesikleri

Fenolik asit ve flavon bilesiklerinin Colchicum alkaloitlerininin biyosentezinde
prekiirsor rol oynadiklar diistiniilmektedir. Colchicum tiirlerinde bulunan basglica fenolik
asit ve flavon bilesiklerinin, benzoik asit ve tiirevleri, vanilik asit (4-hidroksi-3-
metoksibenzoik asit), vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehit), kumarik asit (3-(4-
hidroksifenil)-2-propenoik asit, kafeik ait (3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propenoik asit,
ferulik asit 3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-2-propenoik asit ve luteolin (3'4',5,7-
tetrahidroksiflavon) oldugu goriilmiistiir. Colchicum tiirlerinde bulunmus olan fenolik asit
ve flavon bilesikleri Tablo 2-5’de verilmistir (7, 59, 92, 99, 112). Calisilan Colchicum
tirlerinde fenolik asit ve flavon bilesikleri agisindan major bilesikler kafeik asit ve
luteolindir. 2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit sadece Wurmbaeoideae alt familyasi

bitkilerinde meydana gelir, bu nedenle bu bilesik kemotaksonamik agidan 6nemlidir (99).

Bazi Colchicum tiirlerinin fenolik fraksiyonlarinin karaciger hepatositleri
tizerindeki sitoprotektif etkisi in vivo olarak incelenmis ve Ozellikle luteolin igeren

toprakiistii kistmlarin bu etkiye sahip olduklar1 gérilmiistiir (121).

COOH CHO
COOH
OCH, OCH,
OH OH
Benzoik asit Vanilik asit Vanilin
COOH COOH

Kafeik asit Ferulik asit Luteolin




Tablo 2-4: Colchicum tiirlerinde bulunan flavon bilesikleri ve fenolik asitler
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TUR

MADDELER

¢

Yp

C. bornmuelleri*

C. speciosum*

C. kotschyi*

4-metoksi benzoik asit
vanillin

2,4-dihidroksi benzoik asit
2,5-dihidroksibenzoik asit
4-hidroksibenzoik asit
3,4- dihidroksibenzaldehit
Vanillik asit
3,4-dihidroksibenzoik asit
Kumarik asit
3-(3,4-dimetoksifenil)-2-propanoik asit
Ferulik asit

Kafeik asit

Luteolin
4-hidroksifenilmetanol
Vanillin

Sinnamik asit
2,5-dihidroksibenzoik asit
2,6-dihidroksibenzoik asit
4-hidroksibenzoik asit
Vanilik asit
3,4-dihidroksibenzoik asit
Kumarik asit

Kafeik asit

Luteolin

Vanilin
2,5-dihidroksibenzoik asit
4-hidroksibenzoik asit
3,4- dihidroksibenzaldehit
3-(4-hidroksifenil)propanoik asit
Vanilik asit
3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)propenol
3,4- dihidroksibenzaldehit

3-(4-hidroksi-3-metoksifenil)propanoik asit

Kumarik asit
Ferulik asit
Kafeik asit

Luteolin

+

+ o+ 4+ o+

B IR B, B TR BN BEEPE, B, P, BEPSS, BEPSG, B, B, + —+ + + —+ + + +

S S

+ o+ 4+ o+ o+

+

+
+

+ o+ o+ o+ o+ o+

J’_

+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ 4+ o+ o+ o+

C=cicek, Yp=yaprak, T=tohum, Y=yumru , ?= analiz edilmedi, *=Tiirkiye’de yetisen tiirler

* Tiirkiye’de yetisen tiirler



TUR

MADDELER

Yp

C. macrophyllum*

C. triphyllum*

C. autumnale

C.cilicicum*

C. cornigerum

C. cupani

C. libanoticum

C. luteum

C. ritchii

2,5-dihidroksibenzoik asit
2,6-dihidroksibenzoik asit
4-hidroksibenzoik asit
3-(4-metoksifenil)propanoik asit
Vanilik asit
3,4-dihidroksibenzoik asit
Kumarik asit

Ferulik asit

Kafeik asit

Luteolin

Vanilin

2,5-dihidroksibenzoik asit
2,6-dihidroksibenzoik asit
Vanilik asit

3,4-dihidrobenzoik asit

Kumarik asit

Ferulik asit

Kafeik asit

2-hidroksi benzoik asit

Benzoik asit
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit
2,6-dimetoksibenzoik asit
4-hidroksi benzoik asit
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit
Luteolin

Saligenin

Apigenin

Apigenin

Luteolin

Benzoik asit
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit
Benzoik asit
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit
3-hidroksi-4-metoksibenzoik asit
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit
Luteolin

Benzoik asit

4-hidroksibenzoik asit

Benzoik asit
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit
2,6-dimetoksibenzoik asit
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit

3-hidroksi-4-metoksibenzoik asit

+ +

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

I I C IS B R B R R SR S|

+

N D D D Y D D D D D D D) D D D

+ o+ o+ o+ o+

e I e e e B e e e e A e B B " R S R

N D D D Y N D D D D D D) D D D

+

e T S S S S

T T e s S S
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2.3.Farmakolojik Boliim:

Colchicum tiirlerinin tedavi acisindan 6nemleri, genel olarak basta kolsisin olmak
tizere tasidiklari tropolon sinifi alkaloitlere dayanmaktadir. Tropolon smifi alkaloitler
farmakolojik ag¢idan birbirine yakin aktivitelere sahiptir. Kimyasal yapidaki bazi
degisiklikler aktivitenin artmasina, azalmasina ya da tamamen ortadan kalkmasina sebep
olur. Bolim 2.2.6’da yapi-aktivite iliskileri izerinde durulmustur. Bu bdéliimde 6zellikle,
benzer etkilere sahip olmalar1 ve farmakolojik acidan iizerinde en ¢ok calisma yapilmis
tropolon alkaloidi olmasi nedeniyle Colchicum tiirlerinin major alkaloidi olarak bilinen
“kolsisin” iizerinde durulmustur. Kolsisin, giliniimiizde standart bir madde olarak
biyolojik arastirmalarda oldugu kadar pek ¢ok hastaligin tedavisinde de 6nemli bir yere

sahiptir (11).

Colchicum tiirleri halk arasinda haricen romatizma agrilarina karsi kullanilmistir.
Bu amagla, bir tutam ac1 ¢igdem tohumu 2-3 dis sarimsak ile havanda iyice doviiliir ve
elde edilen sulu usare tiilbente emdirilerek agriyan bolgeye sarilir ve pansuman hergiin

yenilenir (15).

Kolsisin tlizerinde bugiine kadar yapilan ¢alismalar gut, Ailevi Akdeniz Atesi,
amiloidoz, Behget hastaligi, vaskiilitler, ileri sistemik skleroz, primer safra sirozu,
karaciger sirozu, Hodgkin lenfoma, kronik lenfoit 16semi, sedef hastaligi, eklem
kireclenmesi, sarkoidoz, paget hastalii iizerinde olumlu etkilerinin oldugunu

gostermektedir (61, 63, 68, 71).

2.3.1.Farmakodinamik Ozellikleri:

2.3.1.1.Etki Mekanizmasi

Kolsisin etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Kolsisinin tubulin
proteinlerinin mikrotiibiilleri olusturacak sekilde bir araya toplanmalarini 6nledigi ve
stirekli dinamik bir denge igerisinde olan tubulin-mikrotiibiil dengesini bozdugu ileri
striilmektedir (53, 68). Eritrositler diginda tiim hiicrelerde hiicre fonksiyonlar1 ve
boliinmesi i¢in gerekli olan mikrotiibiiller bulunur. Mikrotiibul-tubulin dengesinin

bozulmasi ve biraraya gelemeyen mikrotiibiillerin sayisinin artmasi tubulin mRNA sinin
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sentezinin durmasina sebep olur. Bu antimitotik etkinlik ilk olarak 1889 yilinda Sicilyal1
patalog Pernice tarafindan ortaya konmustur (68). Gdstermis oldugu bu etki nedeniyle
kolsisin iizerinde antitiimoral ajan olarak pek ¢ok arastirma yapilmis ve bu ¢alismalar
sonunda kolsisinin tiimdr segciciliginin olmadig1 goriilmistiir. Demekolsin gibi kolsisin

tiirevleri, kronik miyeloit 16semi ve malign lenfomada kullanilmistir (5, 16, 68).

Tubulin inhibisyonu sonucu dogal olarak cok sayida etki meydana gelir.
Hiicrelerin formunun ve ultra yapisinin degisikligi, uyarilmaya bagli ya da bundan
bagimsiz olarak hiicre haraketinin inhibisyonu, mitokondriyal yapinin degisiklige
ugramasi, hiicre bdoliinmesi esnasinda ig ipliklerinin olusumunun engellenmesi,
kromozom dagilimindaki diizenin bozulmasi, 16kosit ve makrofajlarda reseptor
haraketliliginin inhibisyonu, pinositoz inhibisyonu, lizozom hareketliliginin azalmasi ve
boylece degraniilasyon ve kemotaktik faktorlerin saliniminin azalmasi, sekresyon
azalmasina eslik eden sekresyon graniillerinin hareketliliginin azalmasi, kollajen sentezi
ve kollajenaz stimiilasyonunun inhibisyonu, siklik AMP artisi, prostaglandin
sekresyonunun stimiile edilmesi, polimorf niiklear 16kosit ve monositlerin kemotaksis ve
hareketliliginin azalmasina bagli olarak fagositozun azalmasi, Arthus reaksiyonunun
inhibisyonu, mast hiicrelerinden histamin saliniminin inhibisyonu gibi etkiler hep tubulin
inhibisyonuna bagli olarak gelismektedir. Kolsisinin antienflamatuvar 6zelligi de lizozom

degraniilasyonunun ve Arthus reaksiyonunun durdurulmasi olaylarindan kaynaklanir

(68).

Kolsisinin mikrotiibiiller iizerinde sahip oldugu etkiden bagimsiz olarak
gostermis oldugu etkiler de bulunmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda insiilin ve
parathormon salinmasinin in vitro inhibisyonu (23, 68), aksonal tasinmanin inhibisyonu,
sinaps morfolojisinin degismesi, ndrotransmitter inhibisyonu, kalsiyum ve amino asit
transportundaki degisimlerden kaynaklanabilecek DNA sentezinin inhibisyonu,
mitojenlerin  varh@inda lenfoblast ve lenfoit kokenli olmayan hiicrelerin
proliferasyonunun azalmasi, hiicre flizyonunun (kaynasma) inhibisyonu, kalsiyum
akisindaki degisime bagli olarak trombosit agregasyonunun azalmasi, membran
bilesenlerinin yatay hareketliliginin degismesi ve membran akicilifindaki azalma gibi

etkiler mikrotiibiiller {izerindeki etkilerden farklit mekanizmalarla gerceklesir (68).
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Kolsisin bir kismi1 aydmlatilmisg ancak heniiz tam olarak agiklanamamis pek
cok kompleks etki mekanizmasina sahiptir ve cesitli hastaliklarin tedavisinde objektif

olarak agiklanamamasina ragmen basariyla kullanilmaktadir (68).

Kolsisinin antienflamatuvar etki mekanizmasi {izerine 2005 yilinda yapilan bir
calismada kolsisinin antienflamatuvar ekisinin sadece mikrotiibiiller ile etkilesimi
sonucunda medana gelmeyip, transkripsiyonal seviyede degisikliklere sebep olarak da bu
etkiyi meydana getirebilecegi  gosterilmistir. Calismada kolsisin etkisinin HUVEC
(Human Umbilical Vien Endothelial Cell Line) hiicrelerinin gen ekspresyonu {izerine
etkilerinin analiz edilmesi yoluyla aydinlatilmas: amaglanmigtir. Sonug olarak, kolsisinin
antienflamatuvar etkisinin transkripsiyonal seviyede degisimlere sebep olarak
gosterebilecegi ancak bu etkinin yiliksek doz ve uzun sureli uygulama ile olustugu
saptanmig, bu durumun belkide FMF (Familial Mediterranean Fever, Ailevi Akdeniz
Atesi) akut ataklar1 esnasinda neden kolsisinin hemen etki gdstermedigini, ancak

meydana gelme asamasindayken etkili olabildigini agiklayabilecegi belirtilmistir (28).

2.3.2.Farmakokinetik Ozellikleri:

Kolsisinin farmakokinetigini tubulin proteini ve P-glikoprotein adindaki iki
protein etkiler. Kolsisin i¢in spesifik hiicre ici reseptor olan tubulin proteini kolsisinin
kandan eliminasyon yar1 Omriinii diizenler. P-glikoprotein ise hiicresel bir
detoksifikasyon pompasidir, bu sekilde kolsisinin dokulara dagilimi, safra ve

bobreklerden eliminasyonu diizenlenir (68).

2.3.2.1.Emilim :

Kolsisinin ~ emilimi, oran ve miktar acisindan ¢esitli  farkliliklar
gosterebilmektedir. Yapilan bir calismada 10 saglikli geng erkege 1 mg kolsisin oral yolla
uygulanmis ve her biri i¢in plazma diizeyleri belirlenmistir. Kolsisinin 30. ve 120.
dakikalar arasinda verdigi pikler dikkate alindiginda ortalama plazma konsantrasyonu
yaklagik 3 ng/ml’dir. Bununla birlikte bireyler arasinda maksimum konsantrasyona
ulagsma zamani (tmax) ve maksimum konsantrasyonda (Cp,x) bliylik farklar gézlenmistir.

Bu farkliliklarin sebebi, emilim bolgesindeki pH farklari, midenin dolu ya da bos olmasi,
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bagirsak motilitesi gibi faktorlerle aciklanabilmektedir. Diger bir klinik ¢alismada 1 mg
kolsisin oral yolla deneklere uygulanmis ve alindiktan 2 saat sonra 6 ng/ml pik plazma

konsantrasyonu belirlenmistir (73).

Wallace ve Ertel saglikli goniillillerde 1 mg i.v. uygulamadan sonra pik plazma
konsantrasyonunun ortalama 3,2 ng/ml olarak gdstermislerdir (125). Yapilan farkli bir
calismada soliisyon formun oral uygulamasindan sonra pik plazma konsantrasyonlari
6,5 ng/ml; bagil biyoyararlanim ise % 47 olarak Ol¢iilmiistir. Cogu goniilliide
uygulandiktan sonra 6 saat i¢inde ikinci bir pik ortaya c¢ikmistir, bu durum, ikinci bir
absorpsiyon bolgesi oldugu veya ilacin enterohepatik siklusa girdigini gostermektedir. Bu

ikinci absorpsiyon siireci ilkinden belirli bir bicimde daha uzundur (131).

Yapilan son galigmalar kolsisinin oral bagil biyoyararlaniminin % 25-50 oldugunu

gostermektedir (16).

2.3.2.2.Dagilim:

Kolsisinin non-kompartmental farmakokinetigi lizerinde rastgele yapilan, ¢apraz
gecisli bir ¢alismada oral yolla 3 farkli kolsisin dozundan (0,1, 0,5 ve 1,5 mg’lik) sonra 9
saglikli erkek gonilli iizerinde farmakokinetik parametreler oOl¢iilmistiir. Oral
uygulamay1 takiben dagilim hacmi (Vq) 11,4 — 14,9 L/kg olarak bulunmustur. Kolsisinin
% 50’si plazma proteinlerine baglanir. Radyoaktif kolsisinin dagilimi ile ilgili hayvan
deneylerinde ilacin bobrek, dalak ve karacigerde konsantrasyonlar1 diger dokulara oranla
yiiksek bulunmus, kalp, iskelet kaslart ve beyinde dokusunda kolsisin tesbit
edilememistir. ilacin, i.v. yoldan uygulanmasindan 9 giin sonrasina kadar, kolsisin

16kositlerde ve idrarda tespit edilmistir (73).

2.3.2.3.Metabolizma:

Eski bir ilag olasina ragmen kolsisinin metabolizasyonu ve viicuttan atilmasi
hakkindaki bilgiler azdir. Bu konudaki en genel bilgi, kolsisinin karacigerde
deasetilasyona ugradigidir (73, 122). Bununla birlikte yapilan caligmalar kolsisinin
oncelikle karacigerde oksidatif demetilasyon ile metabolizmaya ugradigini isaret
etmektedir. Yapilan bir ¢alisma kolsisinin % 10’unun karaciger mikrozomal enzimleri

tarafindan 3- ve 2-demetilkolsisin’e dontstiiriildiigiinii gostermektedir (39, 130, 131).
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Karaciger ya da bobrek yetmezligi olan hastalarda ve bunun yanisira ileri yastaki
hastalarda uygulanan dozun azaltilmas1 gerekir. Renal klirensin 10 ml/dk’nin altinda

oldugu hastalarda kolsisine alternatif olabilecek bir ilacin kullanilmas1 uygun olur (68).

2.3.2.4.Atilim:

Kolsisin, biiyiik oranda inaktif metabolitler halinde safra yolu ile elimine olur.
Eliminasyon yar1 omrii, bunu degerlendirmek i¢in kullanilan teknige ve ilacin verilis
zamanina gore degisir. Kolsisin ve metabolitlerinin biiyiik kism1 idrar ve safra yoluyla
atilmaktadir. Saglikli bireylerde eliminasyon yar1 Omriiniin 14 ile 30 saat arasinda
degismekte oldugu bildirilmistir (68). Safrada yiiksek konsantrasyonda bulunan kolsisin
ve metabolitleri, kolsisinin enterohepatik siklusa girdigini gdstermektedir. Bu durum,
yiiksek dozda alimla goriilen kolsisin zehirlenmelerinde ya da kolsisin kullanan
hastalarda sik goriilen gastrointestinal yan etkilerin nedeni olabilir. Kolsisinin safra yolu
ile atilmini incelemek {izere farkli hayvan tiirleri iizerinde ¢alismalar yapilmistir. [*H]
kolsisin i.v. olarak sicanlara verildiginde % 68 oraninda fegesle atildig1 saptanmus, 2 saat
icinde % 50’si safrada bulunmustur. Bunun yarisin1 kolsisin diger kalan kismini ise

demekolsin ve diger polar metabolitler olusturmaktadir (73).

2.3.3.Diger Farmakolojik Ozellikler:

2.3.3.1.Toksisite ve Yan Etkliler:

Kolsisin ozellikle gastrointestinal, hematolojik, kardiyovaskiiler, renal, solunum
sistemi, sinir sistemi ve dermatolojik sistem iizerine toksisite gosterir. Kolsisin ile
zehirlenme nadir goriiliir. Milne ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada 21 yasindaki bir
bayanmn intihar amachi 30 mg kolsisin aldig1 kayithdir. Ilag alimindan 1 saat sonra
hastaneye getirilen hastada, gastrointestinal sikayetler (bulanti, kusma, diyare gibi),
metabolik asidoz, pansitopeni (kan eritrosit, l0kosit ve trombosit degerlerinin diigmesi),

hipotansiyon, solunum gii¢liigii, rabdomiyoliz ve hipokalsemi bulgular1 tanimlanmistir

(81).
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2.3.3.2.Gebelik ve Siit verme Doneminde Kullanim:

Hayvan deneylerinde molekiiliin, ¢ok yiiksek dozlarda potansiyel teratojen etki
gosterdigi saptanmistir. Hamile hastalarda kullaniminda yarar zarar orani diistiniilmelidir.
Siit veren annelerin ilac1 aldiktan 8 saat sonra emzirmeleri Onerilir. Kolsisin ¢ocugun
normal gelisimini 6nlemez ve FMF olup tedavi gérmeyen c¢ocuklara oranla tedavi

gorenler daha normal gelisirler (68).

2.3.3.3.Kontrendikasyonlari ve Ilac etkilesmeleri:

Kolsisine kars1 asir1 duyarlhiligi, kan diskrazileri ve ciddi gastrointestinal, renal,

hepatik veya kardiyak rahasizligi olanlarda kontrendikedir (51, 62).

Kolsisin sitokrom P450 inhibitorleri ile de etkilesime girer ve toksisite goriilme
riski artar. P-glikoproteini inhibe eden molekiillerin (6r:siklosporin) kolsisinle etkilesime
girdigi bildirilmistir (68).

Alkol ve kolsisinin birlikte kullanimi, 6zellikle alkoliklerde gastrointestinal
toksisite riskini arttirir. Non-steroidal antienflamatuvar ilaglar, 16kopeni, trombositopeni
veya kemik iligi depresyonu riskini arttirabilir. Antineoplastik, bumetanid, diazoksit,
tiyazit grubu diiiretikler, etakrinik asit, furosemid, mekamilamin, pirazinamid veya
triamteren serum lirik asit konsantrasyonunu arttirabilir ve proflaktik gut tedavisinin
etkinligini azaltabilir. Ilaglarin neden oldugu kan diskrazilerinin, kemik iligi
depresanlarinin ve radyasyon tedavisinin sonucunda olusan kemik iligi depresonunu
arttirict etkisi olabilir. Alkolle birlikte kullanimi, diger toksik hematolojik etki riskini
arttirabilir. Kolsisinin kronik olarak veya yiiksek dozlarda uygulanmasi B, vitamininin

emilimini azaltabilir (51).

2.3.3.4.Kullanim sekli:

Akut gut artritinde akut krizin ilk belirtisinden itibaren kullanilmaya baslanir.
Oral olarak kullanimda, baslangi¢ dozu 1-1,2 mg olup, agr1 gecene kadar veya mide

bulantisi, kusma ya da diyare meydana gelene kadar her 1-2 saatte bir 0,5-1,2 mg
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kullanilir (51). Oral yolla ila¢ kullannrmindan 24-48 saat sonra agri ve iltihaba bagh

semptomlarda diizelme gozlenir (73).

Istenen cevabin daha ¢abuk olmas1 ve gastrointestinal yan etkilerin daha az ortaya
cikmasindan dolay1 bazen intravendz uygulama tercih edilir. i.v. uygulama, giinde 2 mg
olmak iizere 6 saatte bir 1’er mg uygulanacak sekilde yapilir. Ilaca cevap 6-12 saatte

olusur (73).

Doz ayarlamas1 ¢ocuklarda kiloya gore yapilir (73). Viicutta birikme 6zelligine
sebebiyle, uzun siireli kullaniminda zehirlenmelere sebep olabilir. Maksimal dozu 2-5

mg’dir (52).

N-deasetil N-metil kolsisin yapisinda olan demekolsin ise, deri kanserlerinde
merhem halinde % 0.5 konsantrasyonda kullanilir. Bir defada 1,5 mg dan fazla merhem

tatbik edilmemelidir (52).

2.3.4.Tropolon Alkaloitlerinin Tedavide Kullanima:

2.3.4.1.Gut (Damla) Hastahg (61)

Gut, iirik asit metabolizmasinin bozuklugu sonucu olusan hiperiirisemi hali ve
akut artirit nobetleri ile kendini gosteren kronik bir hastaliktir. Zamanla eklemlerde ve
bobreklerde sodyum iirat birikintileri (tofus) ve idrar yollarinda iirat tasi olusumuna
neden olabilir. Gutlu hastalar normal kisilere oranla 80 kat daha fazla tas olusma riski

altindadirlar.

Kolsisin gut tedavisinde ¢ok eskiden beri kullanilan bir alkaloittir. Urik asit
metabolizmasini etkilemez ve iirikoziirik (lirik asit itrahini arttiran) etkisi yoktur. Sadece
gut artritinde antienflamatuvar etki gosterir, diger tip artritlerde ise bdyle bir etkisi

yoktur.

Akut gut artriti tirat kristallerinin graniilositler tarafindan fagosite edilmesi ile
baslar, fagositoz sonucu lizozomlar parcalanir, proenflamatuvar maddeler ortama
saliverilir ve fagositlerin metabolizmalari hizli oldugu i¢in fazla laktik asit olusur.
Dokunun asitlegsmesi {iirat kristallerinin olusumunu arttirir, bu da fagositozun artmasina

sebep olur. Bdoylece kisir bir dongli meydana gelir. Kolsisin, iirat kristallerinin
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fagositozunu engelleyerek dokunun asitlesmesini ve bdylece yeniden kristal olusumunu
ve 16kosit gociinii Onler. Lokositlerin hareketinin 6nlenmesinde kolsisinin etkili oldugu

ve etkisini hiicre i¢indeki mikrotiibiilleri pargalayarak gosterdigi diisiiniilmektedir.

2.3.4.2.Ailevi Akdeniz Atesi ve Amiloidoz

Ailevi Akdeniz atesi (FMF); Akdeniz kokenli toplumlarda sik goriilen,
tekrarlayan ve kendi kendini sinirlayan, ates ile birlikte karin agrisi, plevrit, artrit ve deri
lezyonlar1 ile karakterize otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. Tiirkler, Yahudiler,
Araplar ve Ermenilerde sik gortiliir. Diinya literatiiriinde ilk defa 1908 yilinda 16 yasinda
Yahudi bir kiz olgu ile tanimlanmistir. Ailevi Akdeniz Atesi ismi ise ilk defa 1958
yilinda kullanilmistir. Esas olarak ¢ocukluk ¢agi hastaligidir ve hastalifin % 90 ninda
sikayetler 20 yasindan 6nce baslar. Hastalik esnasinda ates ile birlikte viicudun bir ya da
birka¢ bolgesinde enflamasyona bagli agr1 ataklari goriiliir. Bu bolgeler karin, gogiis,
eklemler, kaslar, deri ve skrotumdur. Hastaligin semptomatik oldugu donem “atak”
olarak adlandirilir ve ataklar disinda hasta kendini oldukg¢a iyi hisseder. FMF’li
hastalarda Behget hastaligi goriilme olasilig1 normal populasyondan ¢ok daha fazladir.

FMF’li hastalarda goriilen renal tutulumun en iyi bilinen sekli ise amiloidozdur (63).

Amiloidoz: Amiloid, ¢esitli hastaliklarda viicudun bir¢ok doku ve organinda
depolanan anormal protein yapisinda bir maddedir. Amiloidozis bircok doku ve organi
tutan sistemik ya da tek doku ve organi tutan lokalize formu ile karsimiza ¢ikabilir.
Etiyolojisi bilinmemektedir ve yavas ilerleyen bir hastaliktir. Amiloidoz romatoit artrit ya
da FMF gibi enflamatuvar hastaliklarda ortaya ¢ikabilir, bu tip amiloidoza ‘“sekonder

amiloidoz” adi verilmektedir (13, 95).

Gilinlimiizde FMF hastalarina, ataklarin azalmasini saglayan ve daha da 6nemlisi
tiim hastalarda amiloidoz gelisimini 6nleyen kolsisin tedavisi uygulanmaktadir. Ik defa
1972 yilinda Goldfinger uzun siireli kolsisin tedavisinin FMF’li hastalarda ataklari
engelledigini gostermistir. Amiloidoz olusumunu engelleyen en diisiik etkin dozun

1 mg/giin oldugu bildirilmistir (63).

Kolsisin, FMF’de amiloidoz gelisimini Onleyerek ve hastalifin gerilemesini
saglayarak hastalik prognozunu carpici bir sekilde degistirmektedir. Bu etkilerinin
yaninda, kortikosteroid ve immiinosupresanlar uygulamasi sonucu meydana gelen hatali

tedavilerin diizeltilmesi amaciyla da kullanilmaktadir (68).
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2.3.4.3.Behcet Hastahig:

Behget hastalig1 ilk defa 1937 yilinda Tiirk arastirmaci Hulusi Behget tarafindan
tanimlanan, ¢ok farkli sistemler iizerine etki edebilen, nedeni tam olarak agiklanamamis
bir hastaliktir. Tekrarlanan oral ve genital iilserler ve iiveit ataklarinin yanisira, eklem,

akciger, sindirim sistemi ve sinir sistemini de etkileyen bir hastaliktir (10).

Yapilan ¢aligmalar, kolsisinin Behget hastaliginda 6zellikle goz tizerinde meydana
gelen hasar ve mukozal lezyonlar {iizerinde etkili oldugunu gdstermektedir. Bu
calismalardan biri, Behget hastaligi olan 12 hasta iizerinde 2 y1l siireli olarak Matsumura
ve Mizushima tarafindan yapilmistir. 12 hastaya giinde 1 mg dozda kolsisin verilmis ve
8-9 ay sonunda gézde meydana gelmis olan semptomlarin hastalarin 7’sinde ortadan
kalktig1, hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda ise aft ve eklem agrilarimin hafifledigi
goriilmiistiir. Bagka bir ¢alisma ise, 1 yildan daha uzun siireli olmak {izere giinde 1 mg
dozda kolsisin kullanan 24 hasta iizerinde yapilmistir. Calisma sonunda hastalarin %83
niin goz lezyonlarinda belirgin bir diisiis ve mukoza sikayetlerinde %58 oraninda bir

azalmanin meydana geldigi goriilmiistir (82).

Bu hastaligin tedavisinde kolsisin basariyla kullanilan bir ilagtir ve tedavide
immunosupresif ilaglarla kombine olarak -6zellikle tiveit tedavisinde- kullanilmalar
tavsiye edilmektedir. Kolsisin ayrica, kortikosteroid ya da immunosupresiflerle yapilan

hatali tedavilerin diizeltilmesi amaciyla da kullanilamktadir (68, 82).

2.3.5.Kolsisinin Etkileri Uzerine Yapilmis Diger Cahsmalar

2.3.5.1.Karaciger Sirozu

Kolsisin, sitoplazmik mikrotiibiillerin toplanmasin1 Onleyici etkisi nedeniyle
karaciger koruyucusu olarak bilinmektedir. Bunun yani sira kollajenin hiicreler arasi
hareketini inhibe eder, sinoviyal doku kiiltiirlerinde kollajenaz tiretimini stimule eder ve
hepatositlerin plazma membranlar1 {lizerinde stabilizasyonu saglamaya calisir. CCly

verilerek karaciger sirozu olusturulmus sicanlarda geri doniisiimii saglar. Ve yine CCly ile
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kronik olarak muamele edilen siganlarda kollojen sentezi ve depolanmasini inhibe eder.
Sirozlu hastalara kolsisin verildiginde, klinik durumlarinin iyilestigi serum albumin ve
bilirubin diizeylerinde diizelme meydana geldigi ve protrombin zamaninin kisaldigi
goriilmiistiir. Olusturdugu tek istenmeyen etkisi ise, serum alkali fosfataz diizeyinin

artmasina sebep olmasidir (101).

Diger acgidan, bir flavonolignan bilesigi olan silimarin deney hayvanlarinda cesitli
hepatotoksik maddeye kars1 koruyucu etki gostermistir. Bu maddeler arasinda falloidin,
alfa-amanitin, tiyoasetamit, galaktozamin, etanol, karbontetrakloriir ve parsetamol
bulunmaktadir. Silimarin ayn1 zamanda insanda hepatoprotektif etkiye sahiptir.
Silimarinin hepatoprotektif 6zelligi karaciger hiicreleri i¢in toksik olan serbest radikalleri
yakalama 0Ozelligine ve hepatositlerin hiicre membranini stabilize etmelerine, hiicreleri
osmotik liziz (erime) olayma kars1 daha dayanikli hale getirmelerine dayanir. Terapdtik

ajan olarak silimarin iyi tolere edilebilmekte ve yan etki gostermemektedir.

Favari L ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 bir calismada kolsisin ve silimarinin
karaciger iizerine olan etkilerini karsilastirmuslardir. Kolsisin (10pg giin ™', p.o) ve
silimarin (50 mg kg, p.o) sekiz hafta boyunca haftada 5 giin CCl, ile karaciger hasari
olusturulan siganlarda ¢alisilmistir. CCly verilmesi ile plazma karaciger membranlarinda
Na’, K, ve Ca *" ATPazlarinda, tastyici, ya da silimarin ya da kolsisin ile
karsilagtirildiginda  belirgin bir azalma goriilmistir. CCly ile muamele edilmis
hayvanlarin karaciger kollajen icerikleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik 4
kat artmig oldugu gozlenmis ve karaciger Ornekleri histolojik olarak incelendiginde
normal karacigerden daha farkli tahrip olmus bir kollajen yapis1 gézlendi. Kolsisin ya da
silimarin tedavisi uygulandiginda CCls uygulanmasi sonucunda goézlenen tiim bu
degisimlerin (lipit peroksidasyon, Na®, K', ve Ca’" ATPaz lar gibi) engellendigi
goriilmistiir. Sadece karaciger kollajen igeriginin % 55 oraninda azaldigi goriilmiistiir.
CCly + silimarin grubunda glikojen igeriginin kaybi tamamen Onlenmistir. Bununla
birlikte siganlara CCly + kolsisin uygulandiginda karaciger glikojen igerigi eski haline
donmemistir. Kolsisin ya da silimarinin kronik karaciger hasarina karsi hepatoprotektif

etkisinin birbirine olduk¢a yakin oldugu sdylenebilir (44).

Das ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada ise kolsisinin antioksidan ve
antifibrotik 6zellikleri incelenmistir. Ayrintili olarak kolsisin ve antioksidan bdliimiinde

verilen bu g¢alismada kolsisinin karaciger lizerindeki etkilerinden de bahsedilmistir.
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Calismada, uzun siireli kolsisin uygulanmasi sonucunda yerlesmis olan karaciger

sirozunun gerileyebilecegi ve bu agidan da bir degere sahip oldugu belirtilmistir (32).

2.3.5.2.Diyabet

invtro olarak yapilan ¢alismalar kolsisinin, izole perfiize pankreasta insiilin sekresonu

stimiilasyonunu inhibe ettigini gostermistir (23).

Das UN, 1993 yilinda insiiline bagimli olmayan diyabet hastaliginda kolsisinin
etkisi lizerine bir ¢alisma yapmustir. Asetilsalisilik asit gibi antienflamtuvar etkili ilaglarin
bu diyabet tiirli izerinde olumlu etkilerinin olmasi bu ¢alismanin dayanagini olusturmus;
NIDDM (Non-Insuline Dependent Diabetes Mellitus) hastalarina giinde 3 defa 0.5 mg
dozda kolsisin verildiginde hem aglik hem de tokluk kan sekeri diizeyinde belirgin bir
azalma oldugu goriilmiis ve herhangi bir yan etki goriilmemistir. Bu ¢alisma kolsisinin

antidiyabetik 6zelliklere sahip olabilecegini gdstermektedir (34).

Acik ve kontrolsiiz diger bir ¢alisma, ilk faz diyabetik ndropatisi bulunmayan 50
hasta tizerinde yapilmistir. Bu hastalara 1 ay siiresince insiilin tedavisinin yanisira diyet
uygulanmis, ¢aligmanin ikinci fazinda hastalardan 25 inde baslangicta uygulanan diyete
devam edilmis, diger 25 hastaya ise giinde 1 mg olmak lizere 1 ay siiresince sadece
kolsisin verilmistir. Daha sonraki 5 ay siliresince de giin asir1 1 mg dozda kolsisin
uygulamasina devam edilmis, 6 ayin sonunda insiilin ve diyet tedavisi uygulanan grupta
herhangi bir gelisme goézlenmezken, kolsisin uygulanan gruptan 17 hastanin kisisel
sikayetlerinin ortadan kalktig1 8 hastada ise bunun daha zayif etkide oldugu gozlenmistir.

Bu grup hastada sinir iletilerinin hizinda ise bir artis gdzlenmistir.

Insiiline bagimli olmayan 12 diyabet hastasi iizerinde agik olarak yapilan diger bir
calismada ise 15 giin plasebo uygulamasinin ardindan 15 giin boyunca giinde 1,5 mg

dozda kolsisin verilen hastalarin kan seker seviyelerinde diisme goriilmiistiir.

Insiilin cevabindaki bu diismenin, prostaglandin seviyesinin azalmasi ya da
immiin sistemin diizene girmesi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Insiilin
sekresyonunun azalmasina iligkin etkilerinin saptanmasi i¢in daha detayli calismalara

gereksinim oldugu belirtilmektedir (68).
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2.3.5.3.Alzheimer Hastalig:

Aisen ve arkadaglari, Alzheimer hastaliginda antienflamatuvar etkili ilaclarin
etkili olabilecegini diisiinerek bu etkiye sahip olan iki madde; hidroksiklorokin ve
kolsisin iizerinde pilot tolerans testleri yapmigslardir. Pilot fizibilite testleri olarak
adlandirdiklar1 bu deneylerde sadece hidroksiklorokin ve bu maddenin kolsisin ile

kombinasyonu kullanilmistir.

20 Alzheimer hastasina 11 hafta siiresince giinde iki defa 200 mg hidroksiklorokin
ve 200 mg hidroksiklorokin + kolsisin kombinayonu 12 hafta siiresince verilmis, hastalar
yan etkiler ve davranig acisindan gozlenmistir. Sadece hidroksiklorokin alan grupta
belirgin bir yan etki gézlenmemis ancak kombine halde ila¢ kullanan grupta iki hastada
diyare meydana geldigi goriilmiistiir. Calisma sonunda sistemli bir sekilde uygulanacak
olan bu antienflamatuvar terapinin Alzheimer hastalan tarafindan iyi tolere edilebildigi

goriilmiistiir (3).

Histopatolojik c¢alismalar, Alzheimerli hastalarda norétik plak alanlarina ait
enflamasyonlarda goézlenen enflamatuvar sitokinler, akut faz proteinler, tamamlayici
proteinler ve aktive olmus mikroglial hiicrelerin varligin1 gostermistir. Hayvan ve hiicre
kiiltiirii caligmalar1 bu enflamatuvar medyatorlerin ndrotik kayiplara yol acabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu dogrultuda Alzheimer hastalarinin tedavisinde anti- enflamatuvar
ilaclarin etkili olabilecegi hipotezinden yola c¢ikilarak antienflamatuvar etkili 3 ilag
(prednisone, hidroksiklorokin ve colchicine) iizerinde calisilmistir. Pilot c¢alisma

sonuglari bu ilaglarin Alzheimer hastalarinda iyi tolere edilebildigini gostermistir (2).

2.3.5.4.Akut Perikardit

Kolsisinin tekrarlayan perikarditli hastalarda etkili olabilecegi ve gilivenle
kullanilabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Imazoi ve arkadaslar1 yapmis olduklari
calismada, kolsisinin tekrarlayan akut perikarditli hastalarda hastaligin ilk evresinde,
geleneksel tedaviye yardimer olarak kullanilabilecegini tespit etmistir. Calisma Italya’da
Ocak 2002 ve Agustos 2004 tarihleri arasinda 120 ilk evre akut perikarditli hastalar
tizerinde rastgele olarak yapilmistir. % 55’1 kadin olan 120 hastanin yas ortalamasi 56,9
dur. Rastgele secilen hastalara kilolar1 ile orantili olarak ilk giin 1-2 mg, daha sonraki 3
ay boyunca 0,5-1 mg dozda kolsisin verilmistir. Biitlin goniilliiler 7-10 giin boyunca 800

mg dozda aspirin almigtir. 18 ay sonra sonuglar degerlendirildiginde, kolsisin kullanan
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grupta hastaligin tekrarlama oraninin %10.7 iken kontrol grubunda bu oranin %32.3

oldugu goriilmiistiir.

Bu calisma sonucunda da kolsisin ile birlikte uygulanan aspirin tedavisinin ilk
evre akut perikarditli hastalarda hastaligin tekrarlama oranimi diiglirdiigii goriilmiistiir

(77).

2.3.5.5.Antioksidan Ozelligi

CCly verilerek akut karaciger hasari olusturulan si¢anlarda kolsisinin antioksidan
ozelligi ve siroz hastaligindaki rolii {izerine Das ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada, kolsisinin antioksidan ve antifibrotik Ozellikleri arastinnlmistir. CCly
verilmeden o©nce kolsisin uygulanmis ve CCly verilmesi ile olusan oksidan stres
incelemistir. Bobrek ve karaciger malondialdehit ve bobrek glutatyon seviyelerinin CCly
uygulanmasinin ardindan arttig1 gortilmiis, fakat sadece bobrek malondialdehit diizeyinin
kolsisin uygulanmasinin etkisiyle artisinin Onlendigi belirgin bir sekilde goriilmiistiir.
Oncelikle kolsisin verilen grupta, serum total antioksidan seviyesinin belirgin olarak
yiiksek oldugu saptanmis,. CCly ile karaciger hasari olusturulan sicanlarda uzun siireli

etkinligine histolojik ve biyokimyasal markirlar ile bakilmistir (long term etki) .

in vitro olrak kolsisinin antioksidan etkilerinin, diger plazma antioksidanlarina

gore daha yliksek dozlarda gerceklestigi goriilmiistiir (33).

Caligmada kolsisinin zay1f bir antioksidan etkinliginin bulundugu fakat oksidatif
stresten koruyucu etkinliginin oldugu belirtilmistir. Daha da 6nemli olarak; uzun siireli
uygulanma (long-term) sonucunda yerlesmis olan karaciger sirozunun gerileyebilecegi ve

bu acidan da bir degere sahip oldugu belirtilmistir.

Kolsisinin ve 6ldiiriicii dozun altinda CCly tin 10 hafta boyunca birlikte verilmesi
siroz gelisimini engellememis ancak tekrarlanan doz CCly ile siroz yapilan siganlar
hemen ardindan 12 ay boyunca kolsisinle tedavi edildiklerinde hepsinde siroz dokusu

olusumunda gerileme goriilmiistiir.

Kolsisin ve antioksidan sistemler iizerine diger bir ¢aligma ise Canacankatan N.
ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda yapilan bir kongrede sunulmustur. Bu calisma
kolsinin serbest radikal diizeyinde artisin gozlendigi Behget hastalifi, siroz, ailesel

Akdeniz atesi gibi bir¢ok hastaligin tedavisindeki olumlu etkilerine dayanmaktadir.
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Calismada kolsisin ve antioksidan sistem arasinda bir baglanti olup olmadigi
arasgtirilmistir. Antioksidan etkinin gdzlenmesi amaciyla eritrositlerde ve karaciger
dokularinda redukte glutatyon (GSH) miktar1 ile glutatyon peroksidaz (GSHPx) ve
superoksit dismutaz (SOD) enzim diizeyleri Olclilmiis. Lipit peroksidasyonunun

gostergesi olarak da malondialdehit (MDA) diizeyi saptanmustir.

Calisma 3 grup iizerinde yapilmistir. 1. grupta bulunan 6 sicana 40 ug, 2.grupta
bulunan 8 sigana 100 pg ve 3.grupta bulunan 6 sicana 200 pg kolsisin/agirlik olmak
tizere 9 hafta siiresince haftada 3 kez gavaj yoluyla oral olarak verilmis, kontrol grubunda
yer alan 8 sicanda ise uygulama saf su ile siirdiirilmiistiir. 9. hafta sonunda servikal
dislokasyon ile siganlar sakrifiye edilmis, GSH, GSHPx ve karaciger MDA degerleri
Ol¢iiliip kontrol degerleri ile karsilagtirildiginda aralarindaki farkin doza bagli bir
degisiklik gosterdigi goriilmiis, SOD diizeyinde ise anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
Patoloji sonuglarinda 1.grupta hepatositlerinde 6nemli bulgu saptanmazken 2. ve 3. grup

hepatositlerinde doza bagli olarak artan nonspesifik degisiklikler gozlenmistir (22).

2.3.5.6.Kanser

Kanser tedavisi amaciyla radyoterapi goren gutlu hastalarda kolsisinin kanser
tizerindeki olumlu etkileri bildirilmistir. Ancak kolsisin kanser tedavisi i¢in istenilen
dozlarda oldukca toksiktir. Radyoterapi ve cerrahi miidahalede bulunulmus meme
kanserli 90 kadin hasta iizerinde yapilan bir calisma sonucunda, cerrahi girisim oncesi ve
sonrasinda kolsisin tlirevlerini kullanmis olan ve her 6 ayda bir kolsisin preparati
kullanan 55 hastanin, kolsisin uygulamasi yapilmayan hastalara gore daha 1yi durumda
olduklar1 goriilmustiir. Kolsisinin yiiksek dozlarda gdstermis oldugu yiiksek toksisite
nedeniyle daha az toksisite gosteren N-deasetilkolsisin veya trimetil kolsisinik asit

tiirevleri kanser tedavisinde daha umut verici goriinmektedir (68).

2.4.Kanser ve Kanser Tedavisinde Bitkisel Kokenli Etken Maddeler

Kolsisin ve tiirevleri ¢esitli kanserlerin tedavisinde oldugu oldugu kadar bu alanda
yapilan ¢aligmalarda da standart madde olarak olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Bitkisel
kokenli bir etken maddenin kanser lizerindeki bu etkinligi, aragtirmacilar1 giiniimiiziin en

biiyiik saglik sorunlarindan olan kanser i¢in etkili olabilecek bitkisel kokenli etken
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maddeleri arastirmaya yoneltmistir. Calismalar dogrultusunda kolsisin disinda pek ¢ok
antikanser etkinlige sahip maddeler bulunmus (Vinca alkaloitleri, podofillotoksin, taksol

ve tiirevleri gibi.) ve tedavideki yerlerini almislardir.

2.4.1.Kanser ve kemoterapi

Bu hastaligin tanimlanmasinda en bilinen isim olan “kanser” ismi, eski Romalilar

déneminde su 3 6zelligi ile tanimlanan bir grup hastalik i¢in kullanilmistir.
» Kontrolsiiz hiicre proliferasyonu
» Hiicresel farklilagmanin kaybi1
= (Cevre dokulara hiicum etmek ve daha sonra yenilerinin olusumunu saglamak

Kanseri daha farkli ve 6zel olarak tanimlayan terimler de vardir; 6rnegin “timor”,
“neoplazm” ya da “onko-" kokiine sahip terimler gibi. Bu terimler dokudaki bir sisigi
tanimlamak i¢in kullanilirken, “karsinoma” terimi organ dokularini saran ya da
cevrelerinde bulunan dokularda gelisen kanser tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilir;
ornegin: cilt, ag1z mukozasi ya da intestinal mukoza kanserleri gibi. Diger kullanilan bir
terim ise “sarkoma”dir, bu terim ise viicudun kemik, kas, yag gibi bag ve destek
dokularinda gelisen kanser tiirleri i¢in kullanilir. Kanser viicudun her kisminda

gelisebilir.

Kanser hastaligi, toplumda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin ardindan gelen en
o6nemli 6liim sebeplerindendir. 1850’ lerde diinyada goriilen kanser oran1 % 0,5 iken,
1946°da % 11, 1970° te % 16 ve 1994 yilinda yaklasik % 20 oldugu kayitlidir. Kanser
nedeniyle 6liim oranlarinin her gecen yil hizla artmasi nedeniyle, 2000 li yillarda bu
hastaligin kardiyovaskiiler hastaliklarin Oniline gecebilecegi tahmin edilmektedir.
Istatistiksel sonuglar, sasirtic1 olarak toplumun iicte birinin hayatlarinda bir defa kanser

hastalig1 ile karsilasacagini gostermektedir (11).

Kemoterapi, 19.yy sonunda Paul Erlich tarafindan ortaya atilmis bir deyimdir.
Viicudu istila eden mikroorganizmalar1 veya parazitleri konak¢iya zarar vermeksizin
Oldiirebilen ilaglarla yapilan tedavi sekli demektir. Viicuda giren ve hastalik etkeni olan
organizmalar ¢ok c¢esitli oldugundan (6r: bakteri, viriis, helmint, amip vs.) kemoterapide
kullanilan ilaglar da o oranda cesitlilik gdsteririler. Viicut i¢in malinite gostermesi, ¢abuk

cogalmast ve normal viicut hiicresinden kismen farkli biyokimyasal 6zelliklere sahip
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olmas1 bakimindan neoplastik hiicreler de bakteri ve diger patojen mikroorganizmalara
benzetilebilirler. Bu noktadan hareketle farmakolojide, kanser kemoterapisinden de s6z

edilir (61).

Kemoterapitik ilaclarin siniflandirilmast

= Antibakteriyel ilaclar
»  Antihelmintik ilaclar
* Antimalaryal ilaglar
* Antiamibik ilaglar

= Antiriketziyal ilaglar
= Antiviral ilaglar

=  Antineoplastik ilaclar

2.4.2.Kanser kemoterapisinde dogal iiriinlerin yeri (132)

Kanser tedavisinde birgok yontem kullanilmaktadir. Cerrahi, radyoterapi (151n
tedavisi), kemoterapi ve immiinoterapi tedavide en c¢ok kullanilan ydntemlerdir. Bu
yontemler igerisinde kemoterapi en yeni olanidir. Tiimor tedavisinde cerrahi yontem 100
yil1 askin bir siiredir uygulanmaktadir, radyoterapi de yine yaklasik 80 yildir kullanilir.
Sistematik kemoterapinin uygulanmasi ise 2. Diinya Savasi sirasinda 1940 yilinda Faber’
in ¢ocuklarda goriilen 16semiye karst metotraksati kullanmasi ile baslamistir. Bundan
sonra bu alanda, 6zellikle son 10 yil igerisinde ilaglar ve tedavi sirasinda goriilen yan
etkilerin hafifletilmesi iizerine biiyilk gelismeler kaydedilmistir. Gergekten de
kemoterapi, kanserin yayilmasim1 Onlemek acgisindan umut vericidir. Ciinki
kemoterapoétik ilaglar, yeni hiicre olusturmak iizere boliinen hiicrelere miidahale ederek
etkisini gosterir. Bu ilaglar kan dolagimina girerek viicuda dagilir boylece kanserli
hiicreleri olustuklar1 bolgelerin yanmi sira yayildiklar1 diger dokularda da (metastaz)
oldiiriir. Bu da viicudun sadece lokal bir bolgesinde uygulanabilen avantajli bir tedavi

yontemi olmasini saglar.

Bu arada onemli olan diger bir nokta da, kemoterapdtik ajanlarin kanserli
hiicrelere zarar verirken ayni zamanda normal hiicrelere de zarar vermesidir. Cilinkii

kanserli hiicreler, biliylime ve ¢ogalma mekanizmalarmin kontroliinii kaybetmis olmasi
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gibi ancak ¢ok ince bir farkla normal hiicrelerden ayrilir. Diger yandan biyolojik
davranislar1 ve kimyasal yapilar1 hemen hemen aynidir. Kemoterapdtik ilaglarla tedavi
esnasinda genellikle belirli periyotlarda tedaviye ara verilir. Bu bekleme doneminde
normal hiicreler kanserli hiicrelerden daha ¢abuk kendini yeniler ve bu kiigiik farklilik,

pratikte kemoterapinin giivenilirligini saglar.

Diger kanser terapisi metotlar1 gibi, kanser kemoterapisi de kendi sinirlarini
kendisi belirler. Bunun igerisinde, biiyiik tlimorlerde tiim hiicrelere yeterli harabiyet
verememesi, ila¢ rezistansinin gelismesi ve mide bulantisi, kusma, diyare, sa¢ dokiilmesi
ve enfeksiyona duyarliligin artmasi gibi yan etkileri yer alir. Bu yan etkilerin en énemli

sebebi tedavi esnasinda normal hiicrelerin de zarar gérmesidir.

Kanser tedavisinde kemoterapinin en etkili roliiniin, cerrahi, radyoterapi ve
immiinoterapi ile ve bunlarla oldugu kadar da diger kemoterapétik ilaglarla kombinasyon
halinde kullanilmasi oldugu aciktir. Bununla birlikte 6zellikle de selektif kemoterapotik
ajanlarin  kullanilabilir oldugu bazi kanser tiirlerinde kemoterapi tek basina da

uygulanabilir.

Yeni ve daha etki antikanser ajanlarin bulunmasina yonelik ¢aligmalarda, dogal
tiriinler olduk¢a 6nemli, iiretken bir yer edinmistir. Gergekten, diinya iizerinde yetisen
bitkiler binlerce yildir hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir, buna ragmen
bir¢cok bitkinin etkileri tam olarak agiklanamamis ya da bilinmiyor durumdadir. Son
bilgilere gére Amerika’ da 87 kanser ilac1 vardir ve bunlarin % 62’si ya tamamen dogal
ya da dogal maddeler model alinarak yapimistir. 1989-1995 yillar1 arasinda 300°den fazla
yeni antikanser etkili olabilecek ila¢ bagvurusundan % 61’inin dogal kaynakli oldugu

saptanmigtir.

Gilinlimiizde, kemoteropatik kanser ajanlar1 etki mekanizmalarina gore 6 sinifa

ayrilmaktadir:

. Alkilleyici ajanlar: DNA replikasyonunu ve hiicre boliinmesini onlerler ve DNA
sarmalinin agilmasini 6nleyerek hiicre 6liimiine sebep olurlar. Nitrojen gazi, aziridinler,

metanosiilfiirik asit esterleri, kiikiirbitasinler gibi (41, 132).

. Antimetabolitler: Bunlar dogal metabolitlere benzer yapiya sahiptirler ve niikleik
asit sentezine DNA/RNA nin biyosentetik prekiirsorleri i¢in yanlis siibstitiisyon yaparlar
ya da normal prekiirsor sentezini inhibe ederler. Folik asit, purin ve pirimidin

antagonistleri bu grup ajanlara ornektir.
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. Karsinolitik antibiyotikler: DNA ya baglanarak DNA ve RNA sentezini inhibe
ederler. Or: Aktinomisin (Cosmogen ®), c¢ocuklarda bdbreklerde gelisen Wilm’s

timorinin tedavisinde kullanilir.

. Hormonal Ajanlar: Over timorleri, gogiis ve prostat gibi Ostrojen ve/veya
androjenik hormonlarla ilgili olarak hormonal gereksinimi olan dokularda gelisen kanser
tiirlerinin tedavisinde kullanilr. Ostrojenik ve androjenik bilesikler ve son zamanlarda
antidstrojenler  hormonal tedavide kullanmilmaktadir. Bu  ajanlar  hormonal
mekanizmalarinin olmasi sebebiyle toksisite ve 6liim orani agisindan diger ajanlardan

daha avantajhdir.

. Mitotik inhibitorler: Mitoz boliinme sirasinda mikrotiibiilleri etkileyerek hiicre
boliinmesini inhibe ederler. Catharantus roseus bitkisinden izole edilen vinkristin
(Oncovin ®) gibi. Bu ilag ¢ok c¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde diger ajanlarla
kombinasyon seklinde kullanilmaktadir. Losemi, mesane kanseri, testikiiler kanser gibi.
Hodgkin hastaliginda da kullanilir. Teniposide (Vumon®), dogal {iriin olan
podofillotoksinin kimyasal analogudur. Hodgkin hastaligi, diger malign lenfomalarda,
yetigskinlerde goriillen kronik ndroblastomada kullanilir. Kamptotesin Camptotheca
acuminata agacindan izole edilir. Cesitli kanser tiirlerine kars1 laboratuar ¢aligmalarinda
etkili oldugu gozlenmistir fakat klinik uygulamada c¢oziintirliigiin ¢ok diisiik olmasi
sorunlara neden olmaktadir, klinik kullanim i¢in Topotecan gibi suda ¢oziinen tiirevleri
hazirlanmistir. Colchicum autumnale bitkisinden elde edilen kolsisin de bu grupta yer

almaktadir (11, 36, 53).

. Diger kemoterapitik ajanlar: Bu grupta yer alan ajanlar diger 5 simiftan

hi¢birinde yer almazlar. Procarbazin (Matulanc®) ve L- asparaginaz bu sinifta yer alir.

Yeni antikanser ilaclarin bulunmasi yoniinde yapilan ¢aligmalar agisindan, dogal
tiriinler zengin ve Onciiliikk eden bilesiklerdir. Cesitli hastaliklarin, 6zellikle de kanser

hastaliginin tedavisinde dogal kaynakl1 ilaglarin kesfi en baskin rolii oynamaktadir (132).
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2.4.3.Mikrotiibiil ve Tubulin Polimerizasyonu

Mikrotiibiiller tubulin proteininden yapilan hiicreler arasi organellerdir. Bu
organeller hiicre ile ilgili ¢cok sayida 6nemli fonksiyonda (kromozom ayrilmasi, hiicre

seklinin korunmasi, transport, hareket ve organellerin dagilmasi gibi) rol oynar.

Tubulin hiicrede iki formda bulunur; serbest protein olarak ya da mikrotiibiiller
olarak bilinen protein toplulugu seklinde. Mikrotiibiiller mitotik 1§ ipliklerinin

sekillenmesi gibi bir¢ok hiicresel olusumda da 6nemli rol oynar. (36, 53).

Mikrotiibiiller polar karakterdedir ve tubulin proteinlerinin non- kovalant olarak
baglanmasi ile olugurlar. Hiicre bdliinmesi esnasinda mikrotiibiiller mitotik ig iplikleri,
kromozom c¢iftinin ayrilmasi ve ayrilma asamasinin yonlendirilmesi gibi fonksiyonlara
sahiptir. Boliinmeyen hiicrelerde ise sitoplazma, hiicre ¢ekirdeginin pozisyonu,
organelleri organize eder, kamg1 ve silialarda asil element olarak gorev alirlar. Aktin
filamentleri ve orta filamentler ile sitoplazmay1 giiglendirerek seklini saglayan iskeleti

olustururlar.

Mikrotiibiiller, benzer yapida iki protein iinitesinden olusmuslardir. Bunlar a ve 3
tubulin iiniteleridir. Bu tubulinler 80 A luk a¢1 ile bas-kuyruk seklinde diizenlenirler ve
linear protofilament formunu alirlar. Bir mikrotiibiil 13 adet protofilamentten olusur ve
cap1 240 A olan bir halka olusturur. Her bir tubulin monomeri ise 440 aminoasitten

olusmustur.

Toplulugun olusmas ¢esitli ajanlarin - tubulin {initesine baglanmalar: ile bloke
edilebilir. in vitro da, mikrotiibiil fonksyonuna zarar verecek ajanlar hiicredeki mitoz
asamasini tutarlar, sonucta nekroz ya da apoptosiz ile hiicre 6liimii gerceklesir. Tubuline
baglanmada 3 baglanma bdlgesi belirlenmistir. Kolsisinin baglanma kismi o/f ara
ylizeyine yakindir. Vinca alkaloitleri de kolsine oldukca benzer sekilde baglanma
gosterirler. Taksanlarin tubulinle etkilesimleri ise oldukc¢a farklidir. B iinitesinden
baglanma gosterir ve tubulin toplulugunun olusumunu destekler ancak fonksyonu

olmayan polimerler meydana gelir (53).
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tubulin
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>dimer

Sekil 2-4: Tubulin toplulugundan olusan miikrotiibiiliin goriiniimii (132)

a) Mikrotiibiiliin uzunlamasina goriinlimii
b) Mikrotiibiiliin enine kesiti

Hiicre yasam siklusu

Normal olarak, insan hiicre siklusu proliferasyon (¢ogalma), farklilasma ve
hiicrenin 6liimii seklinde olmaktadir. Hiicrede ¢cogalmay1 saglayan siklus Gi, S, G, M
olmak iizere 4 fazdan olusmaktadir. Gy ise harekesiz faz olarak adlandirilir. G; fazinda
niikleositler ve enzimler sentezlenir. S fazinda DNA sentezi baslar. DNA sentezinden
topoizomeraz isimli enzim sorumludur. Daha sonraki faz olan G; fazinda hiicre mitoz i¢in
hazirliklarini yapar. M fazi mitoz boliinmenin gergeklestigi ve iki yeni es hiicrenin

meydana geldigi donemdir (86).

/ _ -~ Mitoz  boliinmeye  hazirlik
[ : /
|I ) Gy
AT MYy
(e
\ )\ B Mitoz boliinme safhasi
- - —— Gl:l

Sekil 2-5: Hiicre yasam siklusu (11)
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2.4.4.Antitubulin Ajanlarin Aydinlatilmasinda Kullanilan Biyolojik Yontemler: (86)

Antimitotik ajanlar, insan neoplastik hastaliklarinin tedavisinde oldukca
Oonemlidir. Yeni antitubulin ajanlarin aydinlatilmasi i¢in ¢esitli biyolojik arastirmalar
yapilmaktadir. Bunlarin biyolojik etkinliklerinin olgiilmesi amaciyla yeni teknikler

gelistirilmekte ayn1 zamanda molekiiler diizeyde ¢aligsmalar da yapilmaktadir.

Hiicre kiiltiirii: Bu tiir caligmalar, incelenen maddelerin hiicreleri c¢ogaltma ya da

cogalmalarinit 6nleme etkilerinin olup olmadiginin veya bu maddelerin bu tiir bir etki
gostermediklerinin belirlenmesi agisindan bilgi vericidir. MTT ve sulforhodamine B
miktar tayini yontemleri bu a¢idan antikanser etkide olabilecek droglarin incelenmesinde
0zel bir 6neme sahiptir. Antimitotik ajanlar kanser hiicre serilerinin proliferayonunu

inhibe ederler.

Flow sitometri : Propidium iyod ile boyanmanin ardindan 6karyotik hiicrelerin dl¢iimiine

dayanan bir yontemdir. Flow sitometri ¢caligsmalari, antitubulin ajanlarla muamele olmus

hiicreleri, hiicre siklusunun G,/M fazinda yakalamasina dayanir.

Indirekt _immiinofloresans: Denenen ilaglarla muameleyi takiben mikrotiibiillerin

intraseliiler dagilimmnin belirlenmesi bu yontem kullanilarak saglanabilir. Paklitaksel
benzeri ilaglar ile muamele edildiginde karakteristik genis mikrotiibiil toplulugunun
gelistigi goriiliir ve genis oranda sitoplazmada bu durum gozlenir. Kolsisin benzeri

ilaclarda ise mikrotiibiiller sitoplazmada dagilmis halde obulundugundan gozlenmez.

Tubulin izolasyonu ve purifikasyonu: Tubulin domuz ya da inek beyninden 37°C de GTP

(Guanozin trifosfat) varliginda toplanarak mikrotiibiilleri olusturur ve sogukta (4°C) ise
kalsiyum iyonlar1 varliginda bir araya toplanmaz ve o ve B tubulin dimerleri rejenere
olur. Bu yontem ayni zamanda tiibulinin ortamda bulunan diger proteinlerden

temizlenmesi amaciyla da kullanilmaktadir.

Tubulin toplulugu tayini: Antitubulin ajanlarin etkilerini mikrotiibiil toplulugunun

olusumunu engelleyerek mi yoksa destekleyerek mi gdsterdiklerini belirleyen bir

yontemdir.

Sedimentasyon tayini: Tubulin toplulugu tayini esnasindaki mikrotiibiil say1sinin santrifiij

isleminden Once ve sonra supernatant protein konsantrasyonuyla karsilastirilmasina

dayanir.
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Secici_baglanma_tayini: ilacin tubuline baglanma bolgesi iic simfa ayrilir; kolsisin,

paklitaksel ve vinblastin. Incelenen maddenin hangi tip baglanmaya yatkin oldugu

belirlenir.

Elektron mikroskobu: Tubulin polimerleri mikrotiibiil stabilize edici ajanlarla elektron

mikroskobunda incelenebilir.

Cytoblot tayini: Hiicre siklusuna etki eden, hiicreye gecebilen maddelerin kimyasal ve

genetik bir yaklasimla aydinlatilmasi olayina dayanur.

2.5.Bitkisel Kokenli Kemoterapotikler

Bu boliimde giiniimiiz tedavi sisteminde en ¢cok kullanimi olan ve kolsisine benzer
sekilde antimitotik 6zellikleriyle etkilerini olusturan maddeler hakkinda kisa genel bir

bilgi verilmistir.

2.5.1.Podofillotoksin:

Lignanlar farkli bitki tiirlerinde genis oranda yayilimi olan ve ¢ok eski
zamanlardan beri bilinen dogal {irlinlerdir. Giliniimiize kadar 200 den fazla lignan
tanimlanmis durumdadir. Baz1 lignanlarin antineoplastik etki gostermeleri, son yillarda
bu alandaki ¢alismalar agisindan oldukga ilgi ¢ekici olmalarmin nedenidir. En az 30
lignanin sitotoksik ya da antitiimdral etkili oldugu bulunmustur. Bunlardan en 6nemlisi
Podophyllum (Berberidaceae) recinesi bilesikleridir. Podophyllum peltatum ve P. emodi

gibi Podophyllum tiirlerinin re¢inelerinde podofillotoksin major bilesenlerdir.

Podofillotoksin ve bu maddeden semisentetik olarak hazirlanan tiirevleri iki farkl
mekanizma ile sitotoksik etkilerini gostermektedir. Podofillotoksinden semisentetik
olarak hazirlanan etoposid ve teniposit isimli tiirevlerin de in vitro ve in vivo ¢alismalarda

antikanser maddeler agisindan umut verici oldugunu gostermistir.

Etki mekanizmalar1 agisindan ele alindiklarinda, podofillotoksinin etkisini
mikrotiiblil polimerizasyonu inhibe etmek; etiposit ve teniposidin ise DNA topoizomeraz
II enzimini inhibe etmek suretiyle olusturduklar1 ortaya ¢ikmistir. Podofillotoksin ve a-
peltatin sirastyla % 0 ve % 20 oraninda DNA topoizomeraz II’yi inhibe etmekte asil

etkisini ise miikrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek gostermektedir (86).
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Podofillotoksinin etki mekanizmasi, tubulin proteinine ayni bélgeden baglanmasi
nedeniyle kolsisine olduk¢a benzer. Ancak podofillotoksin kolsisine gore daha hizli bir
sekilde tubulin proteinine baglanir (36). Etoposit ve teniposit ise % 88’den daha yiiksek
bir oranda DNA topoizomeraz II'yi inhibe etmekte, miikrotiibiil polimerizasyonu iizerine
ise etki gostermemektedir. Bu iki madde S fazi sonu ve G; fazinda etkilerini gostererek

tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktadir (86).

2.5.2. Kamptotesin:

Kamptotesin, Camptotheca acuminata (Nyssaceae) bitkisinden 1966 yilinda izole
edilen ve antikanser aktivite agisindan umut verici kinolin alkaloidi yapisinda bir
maddedir. Yapisinda bulunan 9-amino ve 10-hidroksi siibstitiisyonuna sahip tiirevleri
DNA topoizomeraz enzimini inhibe etmek siiretiyle antikanser etki gostermektedir.
Aktivitesi agisindan 5°1i lakton halkast ve 20- hidroksil yapisinin da 6nemli oldugu

bilinmektedir.

in vitro olarak yapilan ¢aligmalar 16semi hiicreleri iizerinde kuvvetli inhibitor
etkisi oldugunu gostermektedir. in vivo olarak L1210, P388 Ilosemi ve B16

melanokarsinom hiicrelerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Kamptotesinden hareketle hazirlanan topotekan ve irinotekan tedavide
kullanilmaktadir. Giiniimiizde topotekan igeren Hycamtin® isimli preparat ovaryum

®

kanserlerinin ve irinotekan igeren Camptosar isimli preparat kolon ve rektum

kanserlerinin tedavisinde kullanilamktadir (86).

2.5.3.Steganacin:

Steganotaenia araliace (Umbelliferae) bitkisinin gévde kabuklari ve odunundan
elde edilen dibenzosiklooktadien yapisindaki lignanlar, kolsisin ve podofillotoksine
benzer sekilde, hiicre boliinmesi esnasinda tubuline baglanarak mitotik ig ipliklerinin
olusumunu engeller ve bu sekilde sitotoksik etki olusturur. in vivo olarak P388 lenfotik
l6semide belirgin bir antilésemik etki olusturmustur. Yapilan calismalarda 11 farkl

tiirdeki kanser hiicresine kars1 sitotoksik etki olusturmustur (36, 86, 126).
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2.5.4.Vinca alkaloitleri:

Apocynaceae familyas1 bitkisi olan Catharanthus roseus G.Don (Syn: Vinca
rosea Linn.) lizerinde Kanada’li ve Amerika’li bilim adamlarinin yapmis oldugu
sistematik caligmalar sonucunda bu bitkinin antineoplastik etkisi kesfedilmistir. Daha
sonraki calismalarda baglica aktif bilesenleri olan Vinblastin ve Vinkristin alkaloitleri

izole edilmis ve bu maddelerin antikanser etkileri ortaya konmustur.

Vinca alkaloitleri 40 yildan fazla bir siiredir kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Etkinlikleri kanitlanmistir ve ¢ok sayida kanser tipinde, tiimor tedavisinde
kullanilmaktadir; Lenfositik 16semi, Hodgkin hastaligi, testikiiler kanser, bas ve boyun
kanserleri, renal, kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi. Ek olarak, solid tiimorlerin
tedavisinde hafifletici olarak (palyatif) kullanilmaktadir. Bu ilaglar tubulin proteinini
hedef alir. Vinca alkaloitleri mikrotiibiil harabiyetine sebebiyet vererek tubulin —
mikrotiibiil dengesini bozar ve bu sekilde etki gosterir (53). Etki mekanizmalar1 kolsisine

benzer sekilde mikrotiibiil toplulugunun olusumunu engellemek yoniindedir (86).

Sentetik bir tlirev olan 5-nonanhidrovinblastin ise vinblastinden daha 1iyi
aktiviteye sahip olmasi yaninda daha az toksik olmasi agisindan énemlidir ve Fransa’da

antikanser ila¢ olarak tanitilmaktadir (86).

2.5.5.Taxol:

Paclitaxel, Taxus brevifolia (Taxaceae) bitkisinin govde kabuklarinda dogal
olarak bulunan ve izole edilen diterpen yapisinda bir maddedir. Taxus tiirleri izerindeki
ilk caligmalar 19.yy ortalarinda yapilmaya baslanmis ve 1856 yilinda Alman eczaci
Lucas tarafindan karisim halde taksanlar elde edilmistir. Paklitaksel ¢cok sayidaki klinik
oncesi tiimor modelinde denenmis ve oldukga aktif oldugu goriilmiistiir. Bunun {izerine
1981 yilinda Faz I ve 1985 yilinda Faz II ¢aligmalar1 baglatilmis ve bu calismalar
sonucunda ovaryum kanseri ve daha bir ¢cok kanser tiiriine kars1 yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Gilinlimiizde ovaryum ve gogis kanserlerinin klinik tedavisinde
kullanilan en 6nemli kemoterapdtik ajandir. Son zamanlarda yapilan klinik deneyler,
paklitakselin ayni zamanda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun
kanserleri ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde potansiyel olabilecegini gostermektedir

(132).
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1980 lerde taxol ilacinin heyecan verici klinik sonuglari alinana kadar, ig
ipliklerine etki gostererek etkili olan maddelerin bilinmesine ragmen bu alandaki
calismalar pek giindemde degildi. Baslangicta Taxus brevifolia bitkisinden elde edilen
paclitaxel klavuz bir madde olmustur. Paclitaxel ilaglar1 etkilerini tubulin-mikrotiibiil
dengesini bozarak gostermektedir ancak kolsisin ve Vinca alkaloitlerinin aksine bu
dengeyi mikrotiibiillerin toplanmasi (mikrotiibiil stabilizayonu) yoniinde bozar

(36, 53, 86).

Bu maddelerin tiimiiniin ortak 06zelligi, giincel olmalar1 ve kolsisin gibi
antimitotik &zellikleri ile sitotoksik etkilerini ortaya c¢ikarmalaridir. Ancak Vinca
alkaloitleri ve taxol, combrestatin ve semisentetik podofillotoksin tiirevleri etki
mekanizmalar1 agisindan yukarida da bahsedildigi tlizere baz1 farkliliklar tasimaktadir.
Podofillotoksin, steganasin tubulin proteinine kolsisin ile ayni bolgeden baglanmak
suretiyle ¢ok benzer bir etki mekanizmasi gostermektedir. Bu maddelerin kimyasal
yapilarina bakildiginda da kolsisinin A ve C halkalar1 ile benzer halka sistemleri

tasimakta olduklar1 géze ¢arpmaktadir (54, 86).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Colchicum baytopiorum C.D. Brickell bitkisine ait materyal bitkinin meyvali
oldugu 10.07.2003 ve 05.07.2005 (ISTE 81438) ile ¢igekli oldugu dénem 20.10.2003 ve
21.10.2004 (ISTE 81439) tarihlerinde olmak {izere dort ayri tarihte Antalya -Termessos

yoresinden toplandi.

Her bir donemde toplamis oldugumuz bitkisel materyalin ¢icek, ¢icek sapi,
yumru, tohum ve yaprak kisimlar1 birbirinden ayrildi ve 6nce oda 1sisinda, sonra 60 °C ye
1sitilmis havali etiivde kurutuldu, toz edildi. Bitkinin ¢i¢ekli oldugu dénemde ve meyvali
oldugu donemde toplanmis olan yumrular ayr1 ayri ¢alisildi. Caligsma, esas olarak 2003

yilinda toplanan bitkisel materyalden elde edilen ekstreler iizerinde siirdiiriildii.

3.2.Kimyasal Yontemler

3.2.1.Fitokimyasal On Denemeler

5 g kaba toz edilmis materyal iizerine 100 ml sicak su konuldu ve karisim 5 dk
sicak su banyosunda tutuldu, soguduktan sonra siiziildii. Hazirlanan infiizyonda flavon,

antrasen, saponin, alkaloit ve tanen tlirevleri arandi.

3.2.1.1.Flavon Tiirevlerinin Aranmasi:

5 ml infiizyon iizerine 5 ml hidroklorik asitli etanol (Shibata belirteci: 1k derisik
hidroklorik asit + 1k su + 1k etanol) ve yeterli miktar magnezyum talag1 ilave edildi.
Pembe, turuncu veya mor bir rengin meydana gelip gelmedigi gozlendi.

(Shibata Reaksiyonu= Siyanidin Reaksiyonu)
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3.2.1.2.Antrasen Tiirevlerinin Aranmasi:

10 ml inflizyon {izerine 5 damla derisik siilfiirik asit ilave edildi. Karigim 15
dakika sicak su banyosunda tutulup glikozitler hidroliz edildi. Karisim soguduktan sonra
5 ml toluen ile ¢alkalandi. Toluenli tabaka bir pipet yardimi ile bagka bir tiibe aktarildi ve
tizerine 3 ml % 10’ luk amonyak ¢ozeltisi ilave edildi. Pembe-kirmiz1 bir rengin meydana

gelip gelmedigi gozlendi.

3.2.1.3.Saponin Aranmasi :

10 ml infiizyon bir deney tiibiine konuldu. Tiip bas parmak ile sikica kapatilip
yatay olarak 30 saniye kuvvetle ¢alkalandi ve 15 dakika dinlenmeye birakildi. Bu siirenin

sonunda tiipte en az 1 cm yiiksekliginde kalic1 kopiik olusup olusmadigina bakildi.

3.2.1.4.Tanen Bilesiklerinin Aranmasi :

10 ml infiizyon tizerine 2 ml tuzlu jelatin ¢ozeltisi (sodyum kloriir ile doyurulmus
% 1° lik jelatin ¢ozeltisi) ilave edildi. Krem renkli bir ¢okeltinin olusup olusmadigi

gozlendi.

Gallik ve katesik tanenin ayrilmasi : 5 ml infiizyon {izerine 3 damla % 5’ lik
demir-I1I-kloriir ¢ozeltisi ilave edildi. Mavi siyah (gallik tanen) veya esmer zeytin yesili

(katesik tanen) rengin olusup olusmadig1 gozlendi.

3.2.1.5.Alkaloit Aranmasi :

1 g toz edilmis numune, 10 ml % 3’liikk H,SO4 ¢ozeltisiyle bir miiddet 1sitilarak
tilketildi. Soguduktan sonra siiziildii. Siiziintii 5 ml % 10’luk amonyak c¢ozeltisiyle
kalevilendirildi ve ayirma hunisinde 10 ml eterle tiiketildi. Eterli ¢ozelti su banyosu

tizerinde yogunlastirildi.
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Bakiye 10 ml % 3’lik H,SOy ile ¢oziildi. Bu asitli ¢ozeltide alkaloit teshisi 6zel
belirteclerle yapildi.

*  Bouchardat Belirteci : Esmer- kirmizi ¢okelek
»  Dragendorff Belirteci : Turuncu-kirmizi ¢okelek
*  Mayer Belirteci : Siit rengi ¢okelek

olusup olusmadig1 gézlendi.

3.2.2.Miktar Tayini Yontemleri

3.2.2.1.Su Miktar Tayini :

Etiivde 1sitilarak sabit vezne getirilmis bir cam tart1 kab1 i¢ine 1 g toz haldeki
bitki materyali konulup tam olarak tartildi. 2 saat 100-105°C’ lik etiivde kurutuldu ve

desikatorde soguduktan sonra tartildu.

3.2.2.2. Spektrofotometrik Total Alkaloit Miktar Tayini: (115)

Bitkinin farkli kisimlarina ait materyaller tam olarak tartildi ve her birinin ayr
ayr1 ayr1 Soxhlet apareyinde metanolle (Merck) 6 saat tiiketilmesi suretiyle ekstreleri
hazirlandi. Ekstraktlarin ¢oziiciisii, alcak baskida kuruluga kadar distillendi ve bakiye
ultrasonik banyoda metanolde ¢ozilindiiriiliip kantitatif siyah banth siizge¢ kagidindan
stiziilerek balon jojede 100 ml’ye tamamlandi. 100 ml’ye tamamlanmis metanollii
ekstreden 100 pl almip 10 ml’ye seyreltildi ve bu c¢ozeltilerin 352 nm’de UV
spektrofotometresinde absorbanslari 6lgiilerek standart kolsisin egrisi yardimiyla kolsisin
tizerinden hesaplanmis total tropolon alkaloitleri konsantrasyonu saptandi. Total alkaloit
yilizdesi her ornek i¢in 5 kez tekrarlanan absorbans oOlclimlerinin ortalama degerleri

aliarak hesaplandi.
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2 mg kolsisin (Fluka 27650) 400 pl metanolde ¢oziindiiriilerek % 0,5’lik stok
kolsisin ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢dzeltiden 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35’er ul (2.5, 5, 7.5, 10,
12.5, 15, 17.5 pg/ml maddeye karsilik gelen degerler) alinarak saf metanolle hepsi 10’ar
ml’ye tamamlandi ve 352 nm’de absorbanslari Olgiilerek standart kolsisin egrisi

hazirlandi.

Total Alkaloit Miktar Tayininde Kullanilan Istatistiksel Bilgiler

Belirli konsantrasyonlarda 5 defa tekrarlanarak alinan Ol¢limler igin ortalama
deger, standart sapma, standart hata ve % 95 giiven diizeyi i¢in giiven sinirlar1 asagida

belirtilen denklemler yardimiyla hesaplanmustir.

S =
n—1
X = Ortalama deger
S = Standart sapma
Sy = S: n = Deney sayisi
X
Sk = Relatif standart sapma
(=Degisme katsayis1)
S S, = Standart hata
S_. = —
Vn t = % 95 giiven diizeyi i¢in verilen sabite

(Bu sabite 5 deney icin 2,78 dir.)
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3.2.3.Alkaloitlerin Tiiketilmesi

3.2.3.1.Metanol Ekstrelerinin Hazirlamsi :

Kurutulup toz edilmis bitkisel materyal ¢igek, ¢icek sapi, tohum, yaprak, yumru
(Haziran) ve yumru (Ekim) kisimlarinin her biri, ayr1 ayr1 Soxhlet apareyinde metanol ile
tiketildi. Ancak tohumlar metanol ile tiiketilmeden Once, yagli maddelerinden
kurtarilmak amaciyla Soxhlet apareyinde petrol eteri ile tiiketildi. Elde edilen metanol

ekstreleri algak baskida rotavaporda, 30-35 °C de yogunlastirildi.

Bu sekilde elde edilen metanol ekstrelerine verilen kodlar:

B CigeKuiiiiiiiiiieeee e C
" Cicek sapl.....cceeeeeeiiieninnin, CS
"o YapraK....oooooeeecieeniieeieens Yp
= Tohum.......ccooevriiiniieienne T
*  Yumru (Haziran)................. YH
= Yumru (Ekim)..................... YE

3.2.3.2.Alkaloit Tiiketmesi :

Hazirlanan metanol ekstresi su ile alind1 ve siiziildii. Siizlintiiniin pH’s1 % 3’lik
H,SO, ile pH=3-4" e ayarland1 ve ayirma hunisinde kloroformla tiiketildi (Kloroformla

titketme iglemleri Dragendorff Belirteci ile kontrol edilerek sonlandirilds).

Kloroformlu kisim susuz sodyum siilfat ile suyundan kurtarildiktan sonra siiziildii ve
algak baskida 30-35 °C de yogunlastirildi. Boylece notral-fenolik ekstre (A ekstresi) elde
edildi.

Sulu asitli kismin pH s1 % 10°luk NH4OH c¢ozeltisi ile pH=8-9’a ayarland1 ve ayirma
huniinde yeniden kloroformla tiiketildi. Kloroformlu kismin sodyum siilfat ile suyu

alindi, siiziildi ve algak baskida yogunlagtirildi. Bazik ekstre (B ekstresi) elde edildi.

Kalan sulu bazik kisim nétrallestirildi ve bu defa kloroform:metanol (4:1) ile
tilketildi. Kloroform:metanol (4:1) kism1 sodyum siilfat ile muamele edilip siiziildii, algak
baskida yogunlastirildi. Bu tiikketme sonucunda ise glikozidik ekstre (C ekstresi) elde

edildi.
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Rotovapordaki yogunlastirma islemleri 30-35 °C de yapild1 ve calisma esnasinda

ekstreler miimkiin oldugunca direkt 1siktan korundu.

Bitkinin ayrilan her bir kismi i¢in yapilan alkaloit tiikketmesi sonucunda ¢igek,
cicek sapi, yaprak tohum, yumrulara (Haziran ve Ekim) ait A, B, C ekstreleri elde edildi.

Miktarlar1 az oldugundan C ekstreleri iizerinde ¢aligiimadi.

Bu sekilde elde edilen A ve B ekstrelerine verilen kodlar:

B CICeK i C-AveC-B

" Cicek sapl....cccceveeeciieniieiiee, CS-Ave CS-B
" YapraK...ooooooooiiiienieeeeee, Yp-A ve Yp-B
" TOhUM..cciiiiiieceeeeeee T-A ve T-B

*  Yumru (Haziran).................... YH-A ve YH-B
=  Yumru (Ekim).......ccecvvennnnn. YE-A veYE-B

3.2.3.3.Flavon Bilesikleri icin Tiiketme:

Daha 6nce hazirlanan ve algak baskida kuruluga kadar u¢urulmus olan metanol
ekstresi hacminin 3 kati suyla seyreltildi. % 3’lik H,SOy4 ile pH’s1 3-4’e ayarlanarak

ayirma hunisinde 6 kez eterle tiiketildi. Eterli ekstre kuruluga kadar yogunlastirildi.

Bu yontemle ¢icek sapin metanol ekstresinden (3 g) 183 mg eter ekstresi elde

edildi ve bu ekstre tizerinde flavon bilesiklerinin izolasyonu yapilda.

Bitkinin diger kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin 150 mg’1 aym

yontemle tiiketilerek eter ekstreleri elde edildi.

Bu yontemle elde edilen eter ekstrelerine verilen kodlar:

B CigeKu i C-E

" Cicek sapl....cccerieeciieniieiien, CS-E
"o YapraK....ooooceeeeieeeieeeeeeen Yp-E
" TOhUM..cceeiiiiecceeee T-E

*  Yumru (Haziran)...................... YH-E

*  Yumru (EKim)........ccccoeevnennnne. YE-E
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Her bir eter ekstresi gesitli ¢oziicii sistemlerinde Ince Tabaka Kromatografisi
(ITK) ve Kagit Kromatografisi (KK) ydntemleri kullanilarak sahit maddeler, CS-E
ekstresinden elde edilen maddeler ve birbirleriyle karsilagtirilarak E ekstrelerinin flavon

bilesikleri belirlendi.

3.2.4.Kromatografik Metotlar

3.2.4.1.Ince Tabaka Kromatografisi (ITK):

Hazir Plaklar: Kieselgel 60 Fos4 (Merck 0.5554)
Aluminiumoxid 60 F,s4 neutral (Merck 0.5550)

Kullanilan Coziicii Sistemleri ve Oranlari:

Tablo 3-1:Tropolon alkaloitleri i¢in ITK’nde kullanilan céziicii sistemleri

No COZUCU SISTEMI COZUCU ORANLARI

1 Kloroform:Aseton:% 25 Amonyum hidroksit 50:50:1

2 Benzen:Etil asetat:Dietilamin: Metanol 50:40:10:8
3 Kloroform:Aseton:Amonyak 40:60:10
4 Etil asetat:izopropanol:% 25Amonyum hidroksit 85:15:5

5 Kloroform:Aseton:Dietilamin 7:2:1

6 Benzen:Etil asetat:Dietilamin 50:40:10

Tablo 3-2: Flavon aglikonlari icin ITK’nde kullamlan ¢éziicii sistemleri

No COZUCU SISTEMI COZUCU ORANLARI
7 Kloroform:Aseton:Formik asit 9:2:1
8 Toluen:FEtil asetat:Formik asit 5:4:1

9 Benzen:Etanol 8:2
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Kullanilan Belirtecler:

. Alkaloitler icin kullamilan belirtegler:
Carr-Price Belirteci:

25 g antimon trikloriir, 75 g kloroform igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlandi.
Dragendorff Belirteci:

Cozelti A: 0.85 g bazik bizmut nitratin 10 ml asetik asit ve 40 ml sudaki

coOzeltisi
Cozelti B: 8 g potasyum iyodiiriin 20 ml sudaki ¢ozeltisi
Stok Cozelti: A ve B ¢ozeltilerinden esit hacimde alinarak karistirildi.

10 ml stok ¢ozelti, 20 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml distile su ile karistirildi.

= Flavon aglikonlari icin kullanilan belirtecler:
Potasyum Hidroksit Cozeltisi:
1 g KOH 100 ml etanolde ¢oziilerek hazirlandu.
Amonyak Buhart
NA Belirteci ( Naturstoffreagenz A:Difenil borik asit f-amino etil ester):

100 mg NA tozu 100 ml saf metanolde ¢o6ziilerek hazirlandi.

3.2.4.2. Kromatotron (Santrifiijlii Ince Tabaka Kromatografisi):

Kromatotron santrifiijle hazirlanan, radyal, preparatif ince tabaka kromatografisi
yontemidir. Iyi rezoliisyon saglamasi ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle tercih

edilmektedir.

Kromatotron Plaklarimin Hazirlanmasi: 50 g silikajel (Kieselgel PF-254 Merck 7749)

100 ml 0-5 °C’ daki distile su ile hazirlanan homojen karigim hizla dondiiriilen plagin
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merkezine dokiildii. Laboratuvar 1sisinda 1 saat plagin iizeri kapatilarak ardindan 24 saat
istli acik birakilarak bekletildi, 3 saat 70 ‘C’ daki etiivde aktive edildi. Aktive edilen
plaklar 1 mm kalinlikta olacak sekilde 6zel bicaklar yardimiyla kazinarak iist ylizeyi

diizeltildi

Kromatotronun uygulanmasi: Uzeri uygun kalinlikta adsorban ile kaplanmis ve 1siya
dayaniksiz camdan yapilmis olan plak bir motor tarafindan sabit hizla déndiiriiliir. Ornek
uygulanmadan 6nce adsorban tabakasi ¢oziicii ile tamamen doyurulur ve 5 dakika daha
¢oziicli ile alet calistirilir, ardindan 6rnek kabinine uygun hacimde 6rnek az miktardaki
uygun c¢oziiciide c¢oziilerek verilir ve damla damla coziicii ilavesiyle ayirim yapilir.
Coziiclinliin akis hizi adsorbanin kalinligina gore, adsorbanin kalinligi ise uygulanacak
ekstre miktarina gore ayarlanir. 1-4 mm kalinligindaki plaklarla 0,25-1,5 mg ekstrenin
ayirmmi saglanabilir. Alet calisirken plagin tizeri teflon kapakla kapatilir ve ayirim

siiresince inert bir gaz (azot gazi) kullanilir.

3.2.4.3.Preparatif ince Tabaka Kromatografisi:

Hazir Plaklar: Kieselgel 60 Fys4 (Merck 0.5554)

Laboratuar Ortaminda Hazirlanan Plaklar:

30 g Kieselgel 60HF;s4 (Merck 7739) ya da Silicagel DS-O (baglayicisiz,
Camag 760701) 60 ml distile su ile hazirlanan homojen karigim 20x20 cm
boyutlarindaki 5 adet cam plaga 0,5-1 mm kalinliginda Desaga plak yayicisi kullanilarak
yayildi. 24 saat laboratuar ortaminda kurumaya birakildiktan sonra 1 saat 100-105 °C’
daki etiivde aktive edildi.

Uygulanmasi: Coziicii olarak ince tabaka kromatografisinde en iyi sonu¢ alinan
sistemler kullanildi. Siirikleme islemi tamamlandiktan sonra, plak kurutuldu. Olusan
bantlar uygun dalga boyundaki UV 1s1k altinda incelendi. Bantlarin yerinin tam olarak

belirlenememesi durumunda plagin kenerinda ¢ok ince bir serit halinde alkaloit
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belirtegleri piiskiirtiildii. Bantlar plaktan kazindiktan sonra, adsorbanin miktarina gore
Pasteur pipetlerinden ve ya 0,5-2 cm ¢apinda siitunlardan Kloroform-Metanol karigiminin
degisen oranlar1 ile eliie edildi. Eliatlar, filtre kagidindan siiziildii, algak baskida
kuruluga kadar distillendi, uygun bir ¢dziicli veya ¢oziiclii karisiminda ¢6ziildii, tekrar

stiziilerek kristallenmeye birakildi.

3.2.4.4.Siitun Kromatografisi

Adsorban olarak Aluminiumoxide Aktive Neutral, Aktivitatsstufe I (Merck 1078)
kullanildi.

Aktivitesi I olan aluminyum okside % 3 oraninda distile su ilave edilip bir havanda

iyice karistirilarak Aktivitesi II haline getirildi.

Uygulanmasi: Eksre ¢ok az miktarda kloroformda ¢oziildii ve kuru haldeki ekstre
miktarmin 3 kati kadar aliiminyum oksit ile iyice karistirildi ve kurutuldu. Ekstre miktar1
g6z Onlinde bulundurularak segilen uygun boyutlardaki bir cam sutun igerisine, yine
ekstre miktar1 ve sutun ebatlari i¢in uygun olan miktarda adsorban konuldu. Hazirlanan
ekstre, adsorbanin {izerine, diizgiin olmasina dikkat edilerek ilave edildi. Siitundan
degisen oranlarda sirasiyla Eter-Kloroform-Metanol geg¢irildi. Toplanan fraksiyonlar
alcak baskida yogunlastirildi, ince tabaka kromatografisi ile incelendi. Ayn1 alkaloit veya
alkaloit karisimini igeren fraksiyonlar birlestirildi, algak baskida kuruluga kadar
distillendi. Karisim halinde olan fraksiyonlar yeniden preparaif ITK y&ntemi uygulanarak

saflastirildi.
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3.2.4.5.Kagit Kromatografisi (KK):

Kullanilan Kagit: Whatmann No:1.

Kullanilan coziicii sistemleri:

Tablo 3-3: Flavon aglikonlar icin K.K.’inde kullanilan ¢éziicii sistemleri

No COZUCU SISTEMI COZUCU ORANLARI
10 n-butanol:Asetik asit:Su 4:1:5
11 Asetik asit:Su 60:40
12 Asetik asit:Su 40:60

Kullanilan Belirtec:

NA Belirteci ( Naturstoffreagenz A:Difenil borik asit f-amino etil ester):

100 mg NA tozu 100 ml saf metanolde ¢oziilerek hazirlandi.

3.2.4.6.S1v1 Kromatografisi- Kiitle Spektroskopisi (LC/MS):

LC ozellikleri

Kullanilan Alet: Microcolumn Liquid Chromatography, Waters, Cap LC XE System
(Milford, USA).

Kolon Ozellikleri: Reverse phase Microcolumn Geminy, Phenomenex, C-18 (150 mm x

300 um LD.)



Kullanilan Yontem, Coziicii Sistemleri ve Oranlari:

3 farkli ¢oziicti kullanildi ve gradient yontemle galisildi.
A ¢oziiciisii= 5,7 mM NH4OH + %5 ACN (Asetonitril)
B ¢oziiciisii= 5,7 mM CH3;COOH + %5 ACN

C coziiciisi= ACN

Tablo 3-4: LC/MS yontemindeKi ¢oziicii sisteminin zamana gore orani

Siire (dk) % A % B % C
0,00 90 10 5
5,00 90 10 5
25,00 70 30 5
40,00 10 90 5
45,00 90 10 5
60,00 90 10 5

Analiz siiresi: 60 dk
Basing: 4000 psi

Ornek hacmi: 5 pl

MS ozellikleri
MS spektrumu icin kullanilan alet: MS, QTOF Premier, Waters, USA

Analiz siiresi: 60 dk



72

3.2.5.Spektral Yontemler

3.2.5.1.Kiitle -Kiitle Spektrumu (MS/MS):

Bu analizler MassLynx v.4.0, Waters, USA aletinde ESI-MS (pozitif mod)

yontemi kullanilarak yapildi.

Analiz siiresi : 60 dk

3.2.5.2.Ultraviyole Spektrumu (UV):

Jasco 530V UV-Vis spektrofotometresi kullanildi. Spektrumlar, 1 cm’lik kuvartz

kiivetler kullanilarak maddenin metanolde hazirlanmis ¢6zeltisi ile alindi.

Alkaloitler icin:

Alkaloitlerin spektrumlar1 direkt olarak metanolle hazirlanmis ¢ozeltileri ile alindi.

Flavon Bilesikleri icin:

Flavon bilesiklerinin UV spektrumlar1 asagida belirtilen kayma belirtecleri kullanilarak
alindi. Aliman spektrumlarla yapi1 tayini i¢in bantlarda meydana gelen kaymalar

degerlendirildi. Flavon bilesiklerinin UV spektrumu 3 agamada alindi (75).
L Asama:
* Maddenin metanoldeki ¢ozeltisinin spektrumu alindi

=  Metanol {lizerine 3 damla NaOMe ¢6zeltisi damlatilarak spektrum alindi.

Il Asama:

» Maddenin metanoldeki ¢6zeltisine 6 damla AlCl; ¢ozeltisi ilave edilerek spektrum

alindi.

» AICl; igeren ¢ozelti iizerine 3 damla HCI ¢ozeltisi damlatilarak spektrum alindi.
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Il Asama:

» Maddenin metanoldeki ¢ozeltisine kiivette 2 mm kalinliginda NaOAc tabakasi

coziinmeden kalincaya kadar NaOAc ilave edildi ve spektrum alindu.

= NaOAc iceren metanol ¢ozeltisine spektrumun 6zelligine gore kat1 ya da ¢ozelti

halinde H3;BOj; ilave edildi ve spektrum alindi.

3.2.5.3.infrared Spektrumu (IR):

Perkin Elmer 1600 Series FTIR aleti kullanildi. IR spektrumlarinin alinabilmesi
icin maddeler spektroskopik KBr ile karistirilip tablet halinde basildi.

3.2.5.4.Niikleer Magnetik Rezonans Spektrumu (NMR):

Maddelerin 'H NMR spektrumlar1 Varian Unity Inova 500MHz NMR aletinde

alindi.

3.2.5.5.Kiitle (Mass) Spektrumu (MS):
Maddelerin kiitle spektrumlar1 2 farkl alette alinda.
=  Termo Finnigan "™LCQ™, ESI (+)

=  Masse ZQ 2000 Watres (Source:Z Spray) ESI (+)
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3.2.6.Sitotoksik Aktivite Testlerinde Kullanilan Yontemler

3.2.6.1.Brine Shrimp Letalite Testi (24, 80)

Bitkinin her bir kismindan hazirlanmig olan metanol ekstreleri (C, CS, Yp,T, YE,

YH) ve sahit madde olarak kullanilan kolsisinden (K), 1, 10, 100 pg/ml (ppm) olmak

lizere hazirlanan 3 ayr konsantrasyonda calisildi.

3,8 g deniz tuzu 100 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriildii.

Hazirlanan tuzlu suyun 25 ml’si orta kisminda bulunan bir bélme ile iki kisma
ayrilarak bir tarafi aydinlik, diger tarafi karanlik olmasi saglanan 6zel tanka

konuldu.
Tank tizerine karides larvalar (Artemia salina) ekildi.

Maddeler 6nce 1000, 100, 10 ppm olmak lizere 3 ayr1 konsantrasyonda
hazirlandi. Ancak bu konsantrasyonda tiim larvalar 6ldiigi i¢in, sitotoksik
aktivitenin hesaplanabilmesi i¢in deney 100, 10 ve 1 ppm konsantrasyonlarda

hazirlanarak yapildu.

48 saat kesintisiz 151k kaynagi altinda bekletilen larvalar yeterli olgunluga
eristiginde belirli konsantrasyonda ekstrelerin bulundugu siselere 5 ml deniz

tuzu ¢ozeltisi eklendi.
Herbir siseye pastor pipeti yardimiyla 10 adet karides konuldu.

Bu sekilde karidesler ekstrelerin de bulundugu siseler icinde 24 saat daha
kesintisiz 151k kaynag altinda bekletildi.

24 saat sonunda yasayan karidesler sayildi ve kaydedildi.

Sonuglar Finneya bilgisayar programinda  LCsy degeri olarak % 95

giivenilirlikle hesaplandi.
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3.2.6.2.MTT Yontemi ile Hiicre Serileri Uzerinde Sitotoksik Aktivite Tayini

Oda sicakliginda kurutulan metanol ekstreleri liyofilize edilip desikatdrde
bekletildikten sonra 10’ar mg tartilarak 1 er ml dimetilsiilfoksitte (DMSO, Sigma D-
5879) ¢oziildii ve % 10 FCS (Foetal Calf Serum, Sigma Cat. No: F 4135) iceren IMDM
(Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma Cat.No: I 2510) ile diliie edilerek farkl
konsantrasyonlar (500, 100, 50, 10, 1, 0,1 pg/ml) hazirlandi.

Hiicre Kiiltiirlerinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

17,7 g IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma Cat. No: I 2510)
100 ml distile suda ¢oziilerek iizerine 100 ml distile suda ¢oziinmiis 3,024 g sodyum
bikarbonat (Sigma Cat. No: S 5761) ve 100 ml distile suda ¢6ziinmiis 0,3 g L-glutamin
(Sigma Cat. No: G 3226) eklendi. Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde distile su
eklenerek 0,45 um capinda steril filtreden (Millipore Cat. No: XX1004704) geg¢irildi.
Hazirlanan stok medyuma 50 mg/litre olacak miktarda Gentamisin (Genta®™) eklendikten
sonra kii¢iik hacimlere (100-200 ml) ayrilarak deneyler siiresince +4 °C” de sakland: ve

kullanilacagi zaman % 10 FCS (Foetal Calf Serum, Sigma Cat. No: F 4135) eklendi.

Siispansiyon Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Siispansiyon kiiltiirleri i¢in 50 ve 250°ml lik kiiltiir flasklar1 (Nunc®) kullanildi.
Besi ortami olarak % 10 FCS ilave edilmis IMDM kullanildi. Kiiltiir flasklar1 % 5 CO,
iceren inkiibatérde, (NuAire US) nemli ortamda, 37 °C’ de belli araliklarla pasaj
yapilarak inkiibe edildi.

Losemik Hiicre Serilerinin Hazirlanmasi

Bu calisgmada, ATCC’den (American Type Culture Collection) ve farkli
laboratuarlardan elde edilen 16semik hiicre serileri (K562 ve HL60), laboratuarda birkag

kez % 10 FCS iceren IMDM ile pasaj yapildiktan sonra kullanildi.
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Hiicre Sayimi ve Canlilik Tayini

Bu amagla her bir 6rnekten 10 upl alinip {izerine, sadece 6lii hiicreleri boyama
ozelligine sahip olan Trypan-blue (Sigma Cat. No: T 8154) maddesinin % 4’liikk
cozeltisinden 10 pl eklendikten hemen sonra Neubauer laminda 10 x 40 biyiitme ile
saymm yapildi. Ozellikle kiiltiir galismalarinda sadece canli hiicrelerin sayis1 dikkate
almacagindan, hem Kkiiltiir 6dncesi hem de siispansiyon kiiltiiriinden alinan hiicrelerin

sayiminda, boya almamis ve diizenli hiicre morfolojisi gosteren hiicreler dikkate alindi.

Kolorimetrik MTT Yonteminin Uygulanmast (48, 83).

Bu calismada her bir metanol ekstresinin 6 ayr1 konsantrasyonu (500, 100, 50, 10,
1, 0,1 pg/ml), 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina, her bir konsantrasyondan tiger kuyucuk
olacak sekilde, 10’ar ul konuldu. Ayrica kontrol grubu olarak 3 kuyucuga 10’ar ul ekstre

icermeyen medyum konuldu.

Biitiin kuyucuklara hazirlanan hiicre siispansiyonundan 90’ar ul ekildi. Islem
sonunda biitiin kuyucuklarda toplam 100 er pl hiicre siispansiyonu oldu. Bu sekilde
hazirlanan hiicre kiiltiir plaklari iki giin, 37 'C’da nemlendirilmis % 5 CO, li steril etiivde
saklandi. Bu siire sonunda, plaktaki biitiin kuyucuklara 10’ar pl MTT (5 mg MTT/ml
PBS) eklendi (Baslangigta rengi sar1 olan MTT, metabolik olarak aktif olan hiicrelerin
mitakondrilerinde degisime ugrayarak mor renk vereceginden sadece canli hiicreler
boyanir) ve tekrar ayni etiivde 4 saat bekletildi. Daha sonra kiiltiir plagi etiivden
sarsmadan c¢ikarild1 ve kuyucuklarin diplerinde ¢okmiis olarak bulunan hiicrelere zarar
vermeden kuyucuklarin iist kismindan 80’er pl siipernatant mikropipetle ¢ekilip atilarak
yerine 180 pl isopropanol solusyonu (pH:5,5) eklendi. Mikrokiiltiir plaklari, formazanin
daha iyi ¢oziilebilmesi i¢in, bir gece karanlik odada bekletildi. ELISA pleyt okuyucuda
620 nm referans dalga boyuna goére 540 nm’ de okundu. Deney ve kontrol gruplarinin
ortalama absorbans (OA) degerleri karsilastirilarak, asagidaki formiil ile sitotoksisite

indeksi (SI) hesaplandi.

SI =1 —[OA (deney) / OA (kontrol)] x 100
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Sitotoksisite indeksi, sitotoksisite degisimlerinin %’si olarak da ifade

edilebilecegi i¢in grafiklerde “% sitotoksisiste” ifadesi kullaniimustir.

Ekstre konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerinin giivenilir oldugunu test etmek
amaciyla konsantrasyonlari hazirlarken kullanilan DMSO’nun ekstreler ile tamamen ayni

sekilde altisar konsantrasyonlar1 hazirlandi ve ayn1 yontemle sitotoksik etkileri olgtildii.

Ayrica hiicrelerin % 50’sini dldiiren letal konsantrasyonu (LK) hesaplamak i¢in
grafiklerdeki % 50 sitotoksisite indeksine en yakin ekstre konsantrasyonlar1 baz alinarak

orant1 ile LKs( degerleri hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1.Colchicum baytopiorum Uzerinde Fitokimyasal On Deneme Bulgulari

Golgede kurutulduktan sonra toz edilen, bitkinin ¢esitli kisimlarina ait materyaller

lizerinde yapilan fitokimyasal 6n deneme sonuglar1 Tablo 4-1’de gosterilmistir.

Tablo 4-1: Colchicum baytopiorum bitkisine ait fitokimyasal 6n deneme sonuclari

¢ Cs Yp T YH YE
Alkaloit + + + + + +
Flavon + + + - - -
Gallik - - - - + -
Tanen Katesik - - + - + +
Antrasen - - - - - -
Saponin - - - - + +

C=Cicek, CS=Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH= Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)

4.2.Miktar Tayini Bulgular

4.2.1.Su Miktar Tayini

Tablo 4-2: Colchicum baytopiorum tiiriinde yapilan su miktar tayini sonug¢lari

C CS Yp T YH YE

Su (%) 7,17 6,79 6,93 7,00 7,88 8,27




4.2.2.Spektrofotometrik Total Alkaloit Miktar Tayini Bulgulari:
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Colchicum baytopiorum bitkisinin ¢alisilan kisimlarindan elde edilen metanol

ekstrelerinin, 352 nm dalga boyundaki absorbans degerleri Jasco UV visible

spektrofotometrisinde total alkaloit miktar tayini yapilmak amaciyla oOlgiilmistiir.

Ekstrelere ait absorbans degerleri hesaplanirken, yapilan 5 6l¢iimiin ortalamasi alinmistir

(Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Kolsisin standartinin belirli konsantrasyonlarda alinan absorbans ortalamalari,

S ve Sk degerleri

"C(ng/ml) A, A, As Ay As At S Sk
3 0,12 0,121 0,123 0,118 0,127 0,122  0,003421  2,808314
5 0215 0212 0,213 0203 0202 0,209 0,006042  2,890681
7.5 0321 0,320 0316 0,328 0,326 0,322  0,004817  1,494922
10 0,452 0,450 0,461 0,449 0,463 0,455 0,006519  1,432792
12.5 0,579 0,571 0,568 0,579 0,554 0,570  0,010281  1,803060
15 0,693 0,691 0,68 0,683 0,678 0,687 0,006181  0,899915
16 0,737 0,735 0,728 0,743 0,725 0,734  0,007197  0,981083

*C= Konsantrasyon, A= 352nm deki absorbans, S= Standart sapma, Sp=Relatif standart sapma

0,9 -
0,8
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Absorbans (A)

y=0,0475x- 0,0256
R2=0,9996

10

15

Konsantrasyon (C) ug/mi

20

25

Sekil 4-1: Kolsisinin standart egrisi
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Kolsisin standartinin belirli konsantrasyonlarda 352 nm’de vermis oldugu
adsorbans degerleri ile hazirlanan kolsisinin standart egrisine  (Sekil 4-1) gore

konsantrasyon hesabi; y = 0.0475x — 0.0256 (R* = 0.9996) formiilii ile yapilmustr.

Metanol ekstrelerinin ortalama absorbans degerleri y degeri olarak bu

formiildeki yerine konularak x (konsantrasyon) degerileri hesaplanmustir.

Tablo 4-4: C.baytopiorum metanol ekstrelerine ait absorbans ortalamalari (A,,) ve standart
sapma (S) degerleri

Ekstre Ay A, Aj Ay As Aot SD
C 0,229 0,227 0,231 0,225 0,230 0,228 0,002408
CS 0,378 0,430 0,410 0,422 0,412 0,410 0,017728
Yp 0,241 0,281 0,267 0,267 0,287 0,269 0,015870
T 0,097 0,099 0,099 0,100 0,097 0,098 0,001211
YH 0,075 0,077 0,072 0,076 0,072 0,074 0,002066
YE 0,042 0,048 0,049 0,049 0,050 0,048 0,002875

Tablo 4-5. C.baytopiorum absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon
ve ortalama degerleri

Ekstre C, C, C; C, Cs Cort
C 5,360 5,317 5,402 5,275 5,381 5,347

CS 8,497 9,592 9,171 9,423 9,213 9,179
Yp 5613 6455 6160 6,160 6581 6.194

T 2,581 2,623 2,623 2,644 2,581 2,610

YH 2,118 2,160 2,055 2,139 2,055 2,105

YE 1,423 1,549 1,571 1,571 1,592 1,541
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Hesaplamalarda giivenilir sonug¢ araligimmin belirlenmesi i¢in istatiksel

degerlendirmeler yapilarak sonuglar1 Tablo 4-6 da verilmistir.

Tablo 4-6:.C. baytopiorum metanol ekstrelerine ait Sg, S_ ve G.S. istatistik degerleri

Ekstre Sy S, G.S G.S. Arah@
C 1,056140 0,0011 5,275 £ 0,003 5,272-5,278
CS 4,323902 0,0079 9,179 £ 0,022 9,151-9,201
Yp 5,899628 0,0072 6,194 £ 0,200 5,994-6,394
T 1,235714 54158 x 107 2,610+ 1,506 x 107 2,608-2,612
YH 2,791891 9,2394 x 10™* 2,105 +£2,567 x 107 2,103-2,107
YE 5,989583 0,0013 1,541 = 0,0036 1,537-1,545

Bitkinin herbir kismina ait metanol ekstresinin i¢erdigi total alkaloit miktarinin
hesaplanmasinda, bu ekstrelerin hazirlandig1 bitki kisimlarinin miktar1 (Tablo 4-7)

tizerinden hareket edilmis ve giiven sinirlar1 dahilinde sonuglar Tablo 4-8 de verilmistir.

Tablo 4-7: C.baytopiorum metanol ekstrelerinin hazirlanmasinda kullanilan bitki miktarlar:

Ekstreler C CS Yp T YH YE

Bitki Miktar1 ( g)
0,8290 3,0895 3,0641 3,0334 3,0442 3,0162

Tablo 4-8: C. baytopiorum metanol ekstrelerinin giiven araliinda total alkaloit miktarlari

Ekstreler C CS Yp T YH YE

Alkaloit
Miktar1 (%)

5,27-5,28  2,96-2,97 1,96-2,09 0,85-0,86  0,69-0,70  0,50-0,51
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4.3. C. baytopiorum Alkaloitlerinin Ayrilmasi, Saflastirilmas1 ve Elde Edilen

Alkaloitlerin Yapilarimin Aydinlatilmasi:

Bitkinin her bir kismina ait kurutulup toz edilmis materyal Bolim 3’te
anlatildig1 sekilde tiiketildi. Tiiketme sonucunda elde edilen metanol (M), notral-fenolik
ekstre (A), bazik ekstre (B) ve glikozidik ekstre (C) miktarlar1 ve % verim Tablo 4-9 da

verilmistir.

Tablo 4-9: C. baytopiorum tiiriine ait ekstre miktarlari ve % verimleri

Bitki miktar M A B C
Ekstre miktar1 520 g 162mg 16,7 mg 13,4 mg
el 11,71 ¢ (42)*
° V .
d erm %4441 %45 %042 %034
% Ekstre miktar1 5,80 g 290mg  37.5mg 11,3 mg
z 16,60 g (48)*
s Verim
5 % 34,94 %725 %094 % 0,28
» Ekstre miktari 6.88 ¢ 1539 mg 34,5mg 23 mg
g 60 g (4g)*
< 0 0
e Verim % 11,47 % 3,85 % 0,86 % 0,58
g Ekstre miktari 270 ¢ 310,5mg 21,4mg 4,6 mg
k
= Verim % 9 %15,53 % 1.07 % 0,23
. 12 g
R Ekstre miktar: 200mg 10mg 2,7 mg
g g (7g)*
Z = % 12
- = Verim % 2,86 %0,14 % 0,04
= ’g Ekstre miktari 3511 e 107mg 10,8mg 21,5mg
E g 30g (2g)*
=
- = Verim HPILT0 9535 %054 % 1,08

*A, B ve C ekstrelerinin tiiketmeleri bu miktarlar iizerinden yapildi.
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4.3.1.C. baytopiorum M, A ve B ekstrelerinin Ince Tabaka Kromatografisi Yontemi

ile 3 Ayr1 Coziicii Sisteminde Karsilastirilmalar::

Karsilagtirma 1, 2 ve 5 nolu ¢6ziicii sistemlerinde yapilmstir.
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Sekil 4-2: M, A ve B ekstrelerinin iTK ile karsilastiriimasi
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4.3.2.Alkaloitlerin Ayrilmasi ve Saflastirllmasi:

Bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen A ekstreleri ayr1 ayr calisildi
alkaloitler Siitun Kromatografisi, Kromatotron ve Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi
yontemlerinden uygun olanlar1 yardimu ile ayrildi ve gerekli oldugu durumda saflagtirma

islemi yine preparatif ITK yontemi kullanilarak yapildi.

Ekstrelerden izole edilen ve saflastirilan alkaloitlerin miktar ve saflik acisindan
en uygun olanlarmin UV, IR, '"H NMR ve Mass Spektrumlari yardimiyla yapilari
aydinlatildi. Elde edilen diger alkaloitler, sahit maddeler ve yapilar1 aydinlatilan
alkaloitler ile cesitli ¢oziicii sistemlerinde ITK yontemi ile karsilastirildi. Bu sekilde

bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen alkaloitler belirlendi.

4.3.2.1.C-A EKkstresi:

110 mg C-A ekstresi 2 nolu c¢oziicii sisteminde Kieselgel kapli plaklar
kullanilarak preparatif ITK yapildi. 1, 2, 3, 4 ve 7 nolu bantlar, diger ekstreler ve sahit

maddeler ile gesitli ¢oziicii sistemlerinde ITK ile karsilastirildi.

Ayrilan CA-1 (3.3 mg), CA-2 (2.5 mg), CA-3 (5.2 mg), CA-4 (11.3 mg) ve
CA-7 (1,3 mg) alkaloitlerinin cesitli sistemlerde ITK yontemleri ve 'H NMR ile
karsilagtirilmast sonucunda bu maddlerin sirasiyla “2-demetilkolsifolin, 3-demetil

kolsisin, kolsifolin, kolsisin ve demekolsin”olduklar1 saptandi.

4.3.2.2.CS-A Ekstresi:
150 mg CS-A ekstresi Al,O3 (Aktivite I) ile siitun kromatografisi yapildi.

Kullanilan ¢6ziicii sistemi, oranlari ve benzer fraksiyonlarin birlestirilmesi ile

elde edilen bakiye miktarlar1 Tablo 4-10’da verilmistir.
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Tablo 4-10: Siitun kromatografisinde kullanilan ¢o6ziicii sistemi, oranlar:
ve bakiye miktarlari

Birlestirilen Fraksiyonlar Bakiye

Coziicii

(Fr) Miktar
Eter (%100)
Eter:Kloroform (9:1)

1-38 Eter:Kloroform (2:1) 13.4 mg
Eter:Klroform (1:1)
Kloroform (%100)

Kloroform:Metanol (99:1)
Kloroform:Metanol (98:2)
Kloroform:Metanol (96:4)
Kloroform:Metanol (92:8)
Kloroform:Metanol (84:16)
38-140 Kloroform:Metanol (70:30) 48.4 mg

Kloroform:Metanol (40:60)
Kloroform:Metanol (30:70)
Kloroform:Metanol (20:80)
Kloroform:Metanol (10:90)
Metanol (%100)

Fr 133 ve Fr 33149 1 nolu ¢oziicii sisteminde kieselgel plakta tekrar preparatif ITK
yapild1. Fr ;3¢ in preparatif ITK’s1 sonucunda ayrilan 1 ve 2 nolu bantlardan elde edilen
ve en az 3 sistemde ITK ile saflik kontrolleri yapilan CSA-1 (1.5 mg) ve CSA-2 (2.3 mg)
maddeleri, ITK ydnteminde sahit maddeler ile gesitli ¢oziicii sistemlerinde karsilastirildi
ve alinan 'H NMR  spektrumlarimin da degerlendirilmesi ile bu maddelerin sirasiyla
“demekolsin” ve “kolsisin” olduklar1 belirlendi.

Fr 3s.140'1n preparatif ITK sindan ayrilan 5 nolu banttan elde edilen CS-AS
maddesinin (3,1 mg) “kolsifolin” oldugu yapilan iTK karsilastirmalar1 ve 'H NMR, kiitle

spektrumlari ile saptanmustir.
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4.3.2.3.Yp-A Ekstresi:

125 mg Yp-A ekstresi 5 nolu ¢oziicii sisteminde baglayicisiz silikajel ile kaplanan

cam plaklarda preparatif iITK yapildi.

Bu preparatif ayirimdan elde edilen 2 nolu bant (19.8 mg) ve 3 nolu bant (8.6
mg) 1 nolu ¢6ziicii sisteminde ve 6 nolu bant (13 mg) 5 nolu ¢oziicii sisteminde tekrar

preparatif ITK yapildi.

2 nolu bantmn (19,8 mg) tekrarlanan preparatif iTK sinden ayrilan 1 nolu banttan
Yp-21 (5,5 mg) kodlu madde elde edildi. UV, "H NMR ve kiitle spektrumu analizleri

sonucunda bu maddenin “2-demetilkolsifolin” oldugu belirlenmistir.

3 nolu bantin (8,6 mg) preparatifinden ayrilan 1 nolu banttan Yp-31 (3,8 mg) kodlu
madde elde edildi. UV, "H NMR ve kiitle spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin

“3-demetilkolsisin” oldugu belirlenmistir.

6 nolu bantin (15,1 mg) preparatifinden ayrilan 1 nolu banttan Yp-61 (1,5 mg)
kodlu madde elde edildi. UV, 'H NMR analizleri sonucunda bu maddenin “N-deasetil-

N-formil-3-demetilkolsisin” oldugu belirlenmistir.

6 nolu bantin (15,1 mg) preparatif ITK’sinden ayrilan 3 nolu banttan Yp-63 (2,5
mg) kodlu madde elde edildi. UV, 'H proton NMR ve kiitle spektrumu analizleri

sonucunda bu maddenin “2-demetil-y-lumikolsisin” oldugu belirlenmistir.

Kirli oldugu goriilen 10 nolu bant (51,4 mg) 5 nolu ¢oziicii sisteminde tekrar
preparatif ITK yapildi. 1 nolu banttan elde edilen Yp-101 (2 mg) maddesinin “kolsisin”
oldugu ITK ve '"H NMR yéntemleri ile, Yp-102 (0,7 mg) maddesinin ise “demekolsin”
oldugu ITK ydntemiyle yapilan karsilastirmalar ile saptand.
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4.3.2.4.T-A Ekstresi:

215 mg T-A ekstresi 5 nolu ¢dziicii sisteminde kieselgel plaklarda preparatif ITK
yapildi.

Preparatif ITK den ayrilan 6 nolu banttan TA-6 (7.1 mg) kodlu madde elde edildi.
UV, 'H NMR ve kiitle spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin “Kkelsisin” oldugu

belirlenmistir.

7 nolu banttan ise TA-7 (4.8 mg) kodlu madde elde edildi. UV, 'H NMR ve mass

spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin “demekolsin” oldugu belirlenmistir.

Sahit maddeler ve yapilarini aydinlatmis oldugumuz maddelerle ITK yéntemi
kullanilarak c¢esitli ¢oziicii sistemlerinde yapilan karsilagtirmalar sonucunda T-A
ekstresinden elde edilen T-Al (1,3 mg) maddesinin “2-demetilkolsisin” ve T-A3 (2,2

mg) “kolsifolin” oldugu saptanmustir.

4.3.2.5.YH-A Ekstresi:
50 mg YH-A ekstresi 1 nolu ¢dziicii sisteminde preparatif ITK yapildi.

1 nolu bant (24,3 mg) ayn1 sistemde tekrar preparatif ITK yapilmis ve elde edilen
YH-A11 (6,1 mg) ve YH-A12 (5,1 mg) maddelerinin, sahit maddeler ve yapisi
aydinlatilan maddelerle ITK yontemi ile gesitli ¢oziicii sistemlerinde yapmis oldugumuz
karsilagtirmalar1 sonucunda bu maddelerin sirasiyla “kolsisin” ve “demekolsin”

olduklar1 saptanmustir.
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4.3.2.6.YE-A Ekstresi:
800 mg YE-M ekstresi Al,Os plakta kromatotron ile ayrildi

Tablo 4-11: Kromatotronda kullanilan c¢o6ziicii sistemi, oranlar1 ve birlestirilen
fraksiyonlara ait bakiyeler

Birlestirilen Fraksiyonlar

(Fr) Coziicii Bakiye
1-5 Eter (%100) 37 mg
Eter:Kloroform (9:1)
Eter:Kloroform (2:1)
6-21 Eter:Klroform (1:1) 10 mg

Kloroform (%100)
Kloroform:Metanol (99:1)

Kloroform:Metanol (98:2)
Kloroform:Metanol (96:4)
2238 Kloroform:Metanol (92:8) 21.8 mg
Kloroform:Metanol (84:16)
Kloroform:Metanol (70:30)

Kloroform:Metanol (40:60)
Kloroform:Metanol (30:70)
39-57 Kloroform:Metanol (20:80) 63.4 mg
Kloroform:Metanol (10:90)
Metanol (%100)

Fr 1.5 (37 mg) 2 nolu ¢dziicii sisteminde kieselgel plaklarda preparatif ITK yapildi.
Bu preparatiften ayrilan 1 nolu banttan YE-1 (3.4 mg), 2 nolu banttan ise YE-2 (2,0 mg)
kodlu maddeler elde edildi. Sahit maddeler ve yapisini aydinlatmis oldugumuz maddeler
ile 5 ayr sistemde yapilan kontroller sonucunda bu maddelerin sirastyla “kolsisin” ve

“demekolsin” olduklar1 saptanmuistir.

Fr 533 (21.8 mg) 2 nolu ¢dziicii sisteminde kieselgel plakta preparatif ITK
yapildi. Preparatiften ayrilan 1 nolu banttan YE-3 (1.4 mg) kodlu madde elde edildi. UV,
'H NMR ve kiitle spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin “2-demetilkolsisin”

oldugu belirlenmistir.

Preparatiften ayrilan 2 nolu banttan YE-4 ( 2.9 mg) kodlu madde elde edildi. UV,
'H proton NMR ve kiitle spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin “Kkolsifolin”

oldugu belirlenmistir.
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4.3.2.7.CS-B ekstresi:

B ekstreleri icerisinde verimi en yiiksek olan CS-B ekstresinin 32,5 mg’1 2 nolu

¢oziicii sisteminde kieselgel kapli plaklar kullanilarak preparatif ITK yapildi.

Preparatiften ITK ile ayrilan 2 nolu bant (19,2 mg) 5 nolu ¢dziicii sisteminde
tekrar preparatif ITK yontemi ile saflastirilarak CS-B2 (9,5 mg) kodlu madde elde edildi.
UV, 'H NMR ve kitle spektrumu analizleri sonucunda bu maddenin “2-

demetildemekolsin ” oldugu belirlenmistir.

[k preparatif ITK den ayrilan CS-B5 (2,0 mg) kodlu maddenin ise gesitli ¢dziicii
sistemlerinde sahit maddeler ile yapilan karsilastirmalari sonucunda “demekolsin”

oldugu belirlenmistir.

5 farkli sistemde ITK yoéntemi ile yapilan Kkarsilastirmalar sonucunda
C-B, Yp-B, T-B, YE-B ve YH-B ckstrelerinde de “2- demetildemekolsin” varlig

saptanmistir.

4.3.3.Renk Reaksiyonlar::

Tablo 4-12. C.baytopiorum bitkisinden elde edilen alkaloitlere ait renk reaksiyonlari

Elde Edilen Maddeler Carr-Price  Dragendorff UV 254 nm
Kolsisin (TA-6) Parlak Sar1 Turuncu Mor
2-Demetilkolsisin (YE-3) Sar1 Sari-Turuncu ~ Mor

3- Demetilkolsisin (Yp-31) Sar1 Sari-Turuncu  Mor
N-Asetil-N-formil-3- demetil Sari _ Mor
kolsisin (Yp-61)

2-Demetil-y- lumikolsisin (Yp-63)  Acik Sari - Mor
Kolsifolin (YE-4) Parlak Sar1 Sari-Turuncu  Mor
2-Demetilkolsifolin (Yp-21) Sar1 Sari-Turuncu ~ Mor
Demekolsin (TA-7) Parlak sar1 Turuncu Mor

2-Demetildemekolsin (CS-B2) Parlak sar1 - Mor




4.3.4.Alkaloitlerin Rf Degerleri:

Tablo 4-13. C. baytopiorum bitkisinden elde edilen alkaloitlerin Rf degerleri.
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Elde Edilen Maddeler Coziicii Sistemleri
1 2 3 4 5

Kolsisin (TA-6) 0,32 0,48 0,57 0,41 0,64
2-Demetilkolsisin (YE-3) 0,18 0,21 0,29 0,23 0,14
3- Demetilkolsisin (Yp-31) 0,18 0,29 0,31 0,25 0,39
N—Asetil—N—forrnilgg—pc_lzrlr;etilkolsisin ) 021 ) ) 0,26
2-Demetil-y- lumikolsisin (Yp-63) - 0,35 - - 0,27
Kolsifolin (YE-4) 0,15 0,36 0,30 0,24 0,30
2-Demetilkolsifolin (Yp-21) 0,07 0,20 0,14 0,13 0,14
Demekolsin (TA-7) 0,41 0,73 0,73 0,52 0,73
2-Demetildemekolsin (CS-B2) 0,27 0,46 0,56 0,32 0,56




4.3.5.Elde Edilen Maddelerin Yapilarinin Aydinlatilmasi:

4.3.5.1. Kolsisin (Alkaloit TA-6)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: Tablo 4-13

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-3)

A max (MeOH) 348, 256 nm

IR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-4) Vmax 3426, 2925, 2851, 1704, 1653, 1614, 1544,
1490, 1458, 1350, 1321, 1255, 1194, 1094, 1048, 1017, 920 cm ™'

'"H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-5)

Tablo 4-14: TA-6 alkaloidine ait "H NMR degerleri
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Konum ve Grup Oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCH;) 3,65 (3H, s)
2 (-OCH;) 3,91 (3H, s)
3 (-OCHs) 3,94 (3H, s)
4 6,55 (1H, s)
5 2,5 (m), 2,3 (m)
6 2,4 (m), 1,99 (m)
7 (-NCOCH;) 2,00 (3H, s)
7 4,65 (m)
8 7,53 (1H, s)
10 (-OCHs) 4,00 (3H, s)
11 7,34 -7,36 (d) J=10 Hz
12 6,87 — 6,89 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-6)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+1]"=400.19 (% 70)
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4.3.5.2. 2-Demetilkolsisin (Alkaloit YE-3)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: Tablo 4-13

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-7)

A max (MeOH) 350, 252

IR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-8) V max 3446, 2925, 2854, 1734, 1653, 1612, 1560,
1508, 1458, 1380, 1259, 1203, 1170, 973 cm™

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-9)

Tablo 4-15: YE-3 alkaloidine ait '"H NMR degerleri
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Konum ve Grup oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHy) 3,57 (3H, s)
3 (-OCHs) 3,93 (3H, s)
4 6,52 (1H, s)
5 2,42 (m), 2,25 (m)
6 2,17 (m), 1,78 (m)
7 (-NCOCH;) 1,94 3H, s)
7 4,59 (m)
8 7,32 (1H, s)
10 (-OCHs) 3,95 (3H, s)
11 6,77 — 6,79 (d) J=10 Hz
12 6,27 - 6,29 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-10)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+Na] = 408 (% 100)
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Sekil 4-10: YE-3 alkaloidi ESI/MS (+) spektrumu (2-demetilkolsisin)



4.3.5.3. 3-Demetilkolsisin (Alkaloit Yp-31)

Renk Reaksivonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: (Tablo 4-13)

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-11)

A max (MeOH) 353 nm, 235 nm

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-12)

Tablo 4-16: Yp-31 alkaloidine ait '"H NMR degerleri
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Konum ve Grup o (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHj;) 3,57 (3H,s)
2 (-OCH3) 3,87 (3H, s)
4 6,45 (1H, s)
5 2,42 (m), 2,32 (m)
6 2,15 (m), 1,79 (m)
7 (-NCOCHj) 1,92 (3H, s)
7 4,58 (m)
8 7,37 (1H, s)
10 (-OCHs) 3,94 (3H, s)
11 7,24-7,26 (d) J=10 Hz
12 6,74 — 6,76 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-13)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+Na]" = 408,39 (% 100)
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4.3.5.4. N-Deasetil-N-Formil-3-Demetilkolsisin (Alkaloit Yp-61)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: Tablo 4-13

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-14)

A max (MeOH) 350 nm, 248 nm

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-15)

Tablo 4-17: Yp-61 alkaloidine ait '"H NMR degerleri
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Konum ve Grup Oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHj;) 3,56 (3H,s)
2 (-OCHjy) 3,87 (3H, s)
4 6,46 (1H, s)
5 2,46 (m), 2,34 (m)
6 2,18 (m), 1,96 (m)
7 (-NCOH) 8,11 (1H, s)
7 4,65 (m)
8 7,34(1H, s)
10 (-OCHs) 3,94 (3H, s)
11 7,24-17,26 (d) J=10 Hz
12 6,74 — 6,76 (d) J=10 Hz
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Sekil 4-14: Yp-61 alkaloidi UV spektrumu
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Sekil 4-15: Yp-61 alkaloidi "H NMR spektrumu (N-deasetil-N-formil-3-demetilkolsisin)
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4.3.5.5. 2-Demetil-y-Lumikolsisin (Alkaloit Yp-63)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: (Tablo 4-13)

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-16)

A max (MeOH) 342 nm, 264 nm

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-17)

Tablo 4-18: Yp-63 alkaloidine ait '"H NMR degerleri

Konum ve Grup Oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHs) 3,65 (3H, s)
3 (-OCH,) 3,85 (3H, s)
4 6,47 (1H, s)
5 2,46 (m), 2,66 (m)
6 2,16 (m), 1,85 (m)
7 (-NCOCHs;) 1,99 (3H, s)
7 4,75 (m)
8 3,59 (d) J=1 Hz
10 -(OCH;) 3,88 (3H, s)
11 6,56— 6,57 (d)
12 4,06 (d) J=1Hz
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Sekil 4-16: Yp-63 alkaloidi UV spektrumu
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Sekil 4-17: Yp-63 allkaloidi "H NMR spektrumu (2-demetil-y-lumikolsisin)
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4.13.5.6. Kolsifolin (Alkaloit YE-4)

CH,0 H
’ N/ Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12
\C—CHZOH
CH;0 S Rf degerleri: Tablo 4-13
OCH
3 UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-18)
0
oc, A max (MeOH) 349 nm, 246 nm

IR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-19) Viyax. 3420, 2924, 2853, 1702, 1654, 1615, 1542,
1459, 1350, 1321, 1255, 1197, 1092, 1018, 977 cm’

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-20)

Tablo 4-19: YE-4 alkaloidine ait '"H NMR degerleri

Konum ve Grup Oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCH,) 3,58 (3H, s)
2 (-OCH,) 3,84 (3H, s)
3 (-OCHa) 3,87 (3H, s)
4 6,48 (1H, s)
5 2,48 (m), 2,35 (m)
6 2,22 (m), 1,96 (m)
7 4,65 (m)
8 7,40 (1H, s)
10 (-OCHs;) 3,93 3H, s)
11 7,33 -7,35(d) J=10 Hz
12 6,79 - 6,81 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-21)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+Na] = 410,14 (% 84)



110

20

AS -

Rbsorbans

0.5 4

200 150 300 350 40O 450
A (om)

Sekil 4-18: YE-4 alkaloidi UV Spektrumu

Sekil 4-19: YE-4 alkaloidi IR spektrumu (x=madde, Y= sahit )
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Sekil 4-20: YE-4 alkaloidi '"H NMR spektrumu (Kolsifolin)
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Sekil 4-21: YE-4 alkaloidi ESI/MS (+) spektrumu (Kolsifolin)
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4.3.5.7. 2-Demetilkolsifolin (Alkaloit Yp-21)

CH,0 H
’ N/ Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12
N
HO i CHROH Rf degerleri: Tablo 4-13
0 Al degerler.
OCH
3 UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-22)
0
b, A max (MeOH) 352 nm, 232 nm

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-23)

Tablo 4-20. Yp-21 alkaloidine ait '"H NMR degerleri
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Konum ve Grup Oy (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHs) 3,56 (3H,s)
3 (-OCHs) 3,87 (3H, s)
4 6,47 (1H, s)
5 2,46 (m), 2,35 (m)
6 2,22 (m), 1,96 (m)
7 4,65 (m)
8 7,45 (1H, s)
10 (-OCHj3) 3,93 3H, s)
11 7,28 - 7,30 (d) J=10 Hz
12 6,80 — 6,82 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-24)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+Na] = 396,20 (% 100)
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Sekil 4-22: Yp-21 alkaloidi UV spektrumu
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Sekil 4-23: Yp-21 alkaloidi "H MNR spektrumu (2-demetilkolsifolin)
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Sekil 4-24: Yp-21 alkaloidi ESI/MS (+) spektrumu (2-demetilkolsifolin)
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4.3.5.7. Demekolsin (Alkaloit TA-7)

CH;0

CH;0
OCH,;

OCH,4

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12

Rf degerleri: Tablo 4-13

UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-25)

A max (MeOH) 350, 246 nm

IR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-26) V ax 3424, 2934, 2846, 1701, 1613, 1588, 1561,

1486, 1319, 1283, 1249, 1192, 1136, 1092,1018, 923 cm’'

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-27)

Tablo 4-21. TA-7 alkaloidine ait "H NMR degerleri

Konum ve Grup on (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCHs) 3,55 (3H,s)
3 (-OCHs) 3,93 (3H, s)
4 6,61 (1H, s)
5 2,42 (m), 2,38 (m)
6 1,65 (m)
7 (-NCH3) 2,21 (3H, s)
7 3,29 (m)
8 7,71 (1H, s)
10 (-OCH3) 4,00 (3H, s)
11 7,23—17,25 (d) J=10 Hz
12 6,78 — 6,80 (d) J=10 Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-28)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+1]" = 373,28 (% 100)
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Sekil 4-25: TA-7 alkaloidi UV spektrumu
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Sekil 4-26: TA-7 alkaloidi IR Spektrumu (x=madde, y= sahit)
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Sekil 4-27: TA-7 alkaloidi '"H NMR spektrumu (Demekolsin)
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4.3.5.8. 2-Demetildemekolsin (Alkaloit CS-B2)

CH,0O

’ N/H Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-12
“\CH,

HO Rf degerleri: Tablo 4-13

OCH
’ UV Spektrumu degerleri: (Sekil 4-29)
(@)
A max (MeOH) 349, 246 nm
OCH,

IR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-30) V ax 3402, 2960, 2850, 1734, 1701, 1611, 1559,
1496, 1460, 1347, 1315, 1257, 1182, 1086, 1018, 984, 917 cm’'

'H NMR Spektrumu degerleri: (Sekil 4-31)

Tablo 4-22.CS-B2 alkaloidine ait '"H NMR degerleri
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Konum ve Grup On (ppm) J degeri (Hz)
1 (-OCH;) 3,55 (3H, s)
3 (-OCH3) 3,93 3H, s)
4 6,61 (1H, s)
5 2,42 (m), 2,38 (m)
6 1,65 (m)
7 (-NCH;) 2,21 (3H, s)
7 3,29 (m)
8 7,71 (1H, s)
10 (-OCH3) 4,00 (3H, s)
11 7,23- 7,25 (d) J=10 Hz
12 6,78 — 6,80 (d) J=10Hz

Mass Spektrumu degerleri: (Sekil 4-32)

ESI-MS (pozitif mod) m/z (intensite) : [M+Na] = 380 (% 100)
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Sekil 4-29: CS-B2 alkaloidi UV spektrumu
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Sekil 4-30: CS-B2 alkaloidi IR Spektrumu (x=madde, Y= sahit)
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Sekil 4-31: CS-B2 alkaloidi '"H NMR spektrumu (2-demetildemekolsin)
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Sekil 4-32: CS-B2 alkaloidi ESI/MS (+) spektrumu (2-demetildemekolsin)
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4.3.6.MS/MS Yontemi ile Belirlenen Alkaloitler:

C, CS, Yp, T, YH ve YE ekstrelerinde diger yontemlerle saptanamamis olan,
N-deasetil- N-formilkolsisin, kornigerin ve 3- demetildemekolsin alkaloitlerinin varlig

ise karsilastirmali olarak MS/MS yontemi ile saptandi.

MS/MS analizleri sonucunda bulunan maddeler icin, ekstrelerden sadece CS

ekstresine ait spektrumlar verilmistir (Sekil 4-36, 4-37 ve 4-38).



126

CS ekstresi- 3-Demetildemekolsin

(m/z: [M+1]" 358)

3-Demetildemekolsin MS Spektrumu

‘olchiciny extract ES 110 (6.492) Cm (102:116-(90:99+126:131)) 3: TOF MS ES+

358.1213 1.07e4
1004
=

359.1393

534.1667
360.1379  415.0355
228.9267 535.1714
INUASTN HMm w‘;u“u\\uuu\u I \

L A A A B A A A A A IS A B S B S Aan AN NASAE RanAY anas Annan SRS annRA LI 2
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

MS/MS Spektrumu

kolchiciny extract ES 109 (6.386) Cm (104:114-(94:100+119:130)) 1: TOF MS ES+
100+ 372.1288 225
237.1043
235.0676
207.0736
358.1561
72.0400
265.0935
<
297.0568
181.0617
179.0853
312.0987 373.1309
165.0667 471.0969
330.1003 380.1337 534.1752
130.0744 10,0696
455.1389472.1123 5351799 5721349
87.0684 83.0152
ol ] | | ‘ﬁ Ll L o .
y

! ! T T T T T T T Y T T r ! m/z
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

ekil 4-33:CS ekstresinde saptanan 3-demetildemekolsin’e ait MS ve MS/MS spektrumlari
p P
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CS Ekstresi — N-Deasatil-N-Formilkolsisin

(m/z: [M+1]" 386)

N-Deasetil-N-formilkolsisin MS Spektrumu

kolchiciny extract ES 336 (19.786) Cm (333:340-(321:330+342:345))
3¢

3: TOF MS ES+

100+ 86.1299 7.49e3
=
387.1363
595.1371
470.0984,
493.0445 614.1046
107.0441 266.0416 319.0647
1510349 206:9888 388.1512
408.1259 511.6200
38,0350 | 2710556 319.5582 P33'0957 L ( 638.1321
TN S dh | AL Lln‘ ! L. il I N | " l
0 L A B LA B LA R AR R AR AR S A AR A S AL RS AR Aan RARAARASEAARA Aansst LARRRRARAEAAR RRRAN et miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
kolchiciny extract ES 337 (19.823) Cm (333:341-(325:330+342:344)) 1: TOF MS ES+
271.0496 2.60e3
1004
107.0441
=l
386.1444
206.9888 272.0568
201.0043
351.0218 369.0242 475.0611
158.9926
185.0070) 14240857
85.0225 iy 595.1371
J 224.9662 308.9907 ‘ } 476.0728 621.1322837-1098
PRI | ‘H\ \‘1 bodlih bbb Lt sl gy bl o 0 L 4 .( l . [— Lf iz
¥ t T Y iy ! f t t ¥ f t T t T T T T T T T T 1 T 1
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

Sekil 4-34:CS ekstresinde saptanan N-deasetil-N-formilkolsisin’e ait MS ve MS/MS

spektrumlari
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CS Ekstresi-Kornigerin
(m/z: [M+1]" 384)

Kornigerin MS Spektrumu

kolchiciny extract ES 485 (28.563) Cm (481:490-(457:476+510:528))
3

3: TOF MS ES+

1004 84.0923 9.46e3
403.0908
=
468.0728
1403.5936
594.6523
406.1051
482.0850 595.1462
422.0787| 536.0491 595.6583
l ( l483.1042 603.6379 786.2192
o T ety etk w“‘h' LBARAAAARAS Ay AR A s LA L0 MM ROBAY) e e e Mz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
kolchiciny extract ES 485 (28.528) Cm (481:490-(462:478+495:513)) 1: TOF MS ES+
394.0786 786
1004
384.1284
406.1051
348.0410
1422.0787
= 269.0770
235.0676
365.0387
293.0722 310,0725
207.0736 468.0728
97.9906 482.0850
165.0477
536.0491 594.6523
152.0729 521,95591 |F37.0129 595.1821
PN DTN N ‘lw\‘dllh‘, L ‘LL\ L\J‘L R 0L (TR ARV UR S
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675

Sekil 4-35: CS ekstresinde saptanan Kornigerin’e ait MS ve MS/MS spektrumlar
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Colchicum baytopiorum bitkisinde varhg@: saptanan alkaloitler:

Tablo 4-23. Bitkinin ayrilan kKisimlarinda saptanan alkaloitler

C CS Yp
Kolsisin Kolsisin Kolsisin
3-demetilkolsisin N-deasetil-N-formilkolsisin  3-demetilkolsisin "

o1 o1 N-formil-N-deasetil-3-
Kolsifolin Kolsifolin demetilkolsisin *
2-demetilkolsifolin Kornigerin* 2-demetil-y-lumikolsisin "
Demekolsin Demekolsin Kornigerin*
2-demetildemekolsin 2-demetildemekolsin " 2-demetilkolsifolin ©
3-demetildemekolsin* 3-demetildemekolsin* Demekolsin

2-demetildemekolsin
3-demetildemekolsin*

T YH YE

Kolsisin " Kolsisin Kolsisin
2-demetilkolsisin Kornigerin* 2-demetilkolsisin "
Kolsifolin Demekolsin Kolsifolin ©
Kornigerin* 2-demetildemekolsin Kornigerin*
Demekolsin * 3-demetildemekolsin* Demekolsin

2-demetildemekolsin
3-demetildemekolsin*

2-demetildemekolsin
3-demetildemekolsin*

* MS/MS analizleri ile belirlendi.

" Elde edildi ve yapilar1 aydinlatilda.
Diger maddelerin teshisleri en az 5 farkl ¢oziicii sisteminde sahit maddeler ile
karsilastirilarak iTK yontemi ile yapildi.
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4.4.Flavon Bilesiklerinin Ayrilmasi, Saflastirilmasi ve Yapilarinin Aydinlatilmasi

4.4.1.Flavon Bilesiklerinin Ayrilmasi:

3 g CS metanol ekstresi iizerinde Bolim 3’te anlatildigi sekilde pH 3-4’e
ayarlanarak Eter ile tiiketme yapildi. Elde edilen 183 mg eter ekstresi (CS-E)’nin 150
mg’t ayirim agisindan en uygun goriilen 7 nolu ¢oziicli sistemi kullanilarak Kieselgel
kapl plaklarda preparatif ITK yapildi. Preparatiften alinan bantlar elue edildikten sonra

Shibata Reaksiyonu yapilarak pozitif reaksiyon veren bantlar {izerinde ¢alisildu.

Shibata reaksiyonu ile Bant 5 (30 mg), Bant 7 (25 mg) ve Bant 8 (37 mg) pozitif

reaksiyon verdi.
Bant 5 Sephadeks LH-20 siitundan metanol gegirilerek saflastirildi.

Band 7 nin iTK ve KK ile yapilan incelemelerinde saf oldugu goriildii. Ancak

Bant 8 olukga kirli oldugu i¢in bu banttan izolasyon yapilamadi.

Bu sekilde CS-E ekstresinden F1 (8,2 mg) ve F2 (11,7 mg) olmak iizere 2 adet
flavon bilesigi elde edildi.

4.4.2.Flavon Bilesiklerinin Yap1 Tayini:

4.4.2.1.Renk Reaksiyonlar::

Tablo 4-24: Elde edilen flavon bilesiklerinin renk reaksiyonlari

Shibata uv UV/NH; UV/NA
Reaksiyonu 366 nm 366 nm 254 nm

Flavon Bilesigi

F1 (Luteolin) Turuncu Mor Sar1 Turuncu

F2 (Apigenin) Turuncu Mor Yesil-Sar1  Yesil-Sar1
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4.4.2.2.Luteolin (F1 Flavonu)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-24

Rf Degerleri: Tablo 4-27

UV Spektrumu (A max, nm): (Sekil 4-40) Degerlendirme Tablo 4-25’te yapilmistir.

Tablo 4-25: F1 flavonuna ait UV spektrumu degerleri ve degerlendirilmesi (75)

Bant I Bant II Degerlendirme
MeOH 348, 283 nm 274 nm Flavon
MeOH + NaOMe 4 398, 295 nm 273 nm 4'-OH, 7-OH
AICI3 423,392 nm 275 nm 5-OH
AlICl; + HCI 395, 357 nm 277 nm o-dihidroksi var
NaOAc 403, 335 nm 287,273 nm 7-OH
NaOAc + H3;BO; 375, 320 nm 276 nm o-dihidroksi var

IR Spektrumu: (Sekil 4-39) V.4 3903, 3821, 3751, 3675, 3650, 3446, 2920, 1735, 1654,
1636, 1459,1383, 1115, 669 cm’’
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Sekil 4-36: F1 flavonu ve luteolin sahidi IR spektrumu (x= madde, y= sahit)
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Sekil 4-37: Kaydirma belirtecleri ile alinan F1 flavonu (Luteolin) UV spektrumlari
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4.4.2.3.Apigenin (F2 Flavonu)

Renk Reaksiyonlari: Tablo 4-24

Rf Degerleri: Tablo4-27

UV Spektrumu (A max, nm): (Sekil 4-42) Degerlendirme Tablo 4-26’da yapilmistir.

Tablo 4-26: F2 flavonu UV spektrumu degerleri ve degerlendirilmesi (75)

Bant I Bant I1 Degerlendirme
MeOH 350, 295 nm 271 nm Flavon
MeOH + NaOMe 4 395,325 nm 277 nm 4'-OH, 7-OH
AICI3 391, 337,301 nm 276 nm 5-OH
AlICL; + HCI 388, 336, 302 nm 276 nm o-dihidroksi yok
NaOAc 390, 315 nm 276 nm 7-OH
NaOAc + H;BO; 345 nm 273 nm o-dihidroksi yok

IR Spektrumu: (Sekil 4-41) Vyax 3854, 3750, 3675, 3445, 2922, 2363, 1734,1653, 1599,
1515, 1458, 1383, 668 cm’!

Sekil 4-38: F2 flavonu ve apigenin sahidi IR spektrumu (x= madde, y= sahit)
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— MeOH
3,0 4 --. MeOH+ NaOMe

Rbs.

Apigenin

500

2 (nm)

— MeOoH+ RICI3

— MeOH + NaOfe
1P+ oe- MeoH+RICI3+ HC)

a0+  --- MeOH+ NaDRc+ HyB0

2,0 1

Rbs.

Rbs.

Sekil 4-39: Kaydirma belirtecleri ile alinan F2 flavonu (Apigenin) UV spektrumlari



4.4.2.4.Flavon Bilesiklerinin Rf Degerleri:

Tablo 4-27: Flavon bilesiklerinin cesitli ¢coziicii sistemlerindeki Rf degerleri

Coziicii Sistemleri

Elde Edilen Maddeler 6 7 8 9 10 11
Luteolin 0,61 0,42 0,31 0,77 0,52 0,58
Apigenin 0,68 0,57 0,46 0,89 0,62 0,65
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Elde edilen F1 ve F2 flavon bilesikleri yapilarinin tayin edilmesi amaciyla sahit

maddeler ile gesitli ¢dziicii sistemlerinde ITK yontemiyle karsilastirilmis ve belirtegler ile

renk reaksiyonlar1 yapilmistir (Tablo 4-24). Yapilan analizler sonucunda bu maddelerin

F1= Luteolin ve F2= Apigenin olabilecegi goriilmiis ve ardindan cesitli kaydirma

belirtecleri ile UV spektrumlart alinmis ve spektrum degerlendirmesi literatiire gore

yapilmistir (75). Ayrica sahit maddeler ile iist liste ¢ekilen IR spektrumlarinin da

birbiriyle uyustugu gorilmiistiir.



136

4.5.Fenolik Asitlerin LC/MS Yontemiyle Belirlenmesi

Bitkinin her bir kismindan elde edilen metanol ektreleri (C, CS, Yp, T, YH,
YE), LC/MS yonteminde sahit maddeler ile karsilastirildi; her bir metanol ekstresininde
bulunan fenolik asitler, s1ivi kromatografisindeki (LC) retansiyon zamanlar1 (Rt) ve kiitle
spektrumundaki (MS) m/z degerleri lizerinden belirlendi.

Ekstrelerde varligi saptananan fenolik asitler Tablo 4-28’de, MS spektrumlarina
ait m/z degerleri ve LC kromatogramalarina ait retansiyon zamanlar1 Tablo 4-29’da
verilmistir.

Her bir ekstreye ait LC/MS kromatogramlart 2 kromatogram (I ve II) halinde
gosterilmektedir (Sekil 4-43 —Sekil 4-54).

Tablo 4-28: Ekstrelerde saptanan fenolik asitler

Fenolik asitler C CS Yp T YE YH
Vanilik asit - - ? 7% - -
Kumarik asit - + - + + ?
Ferulik asit - ? - + - ?
Kafeik asit - + ? - + +
Sinnamik asit ? ? ? ? ? ?
Benzoik asit - + + + + +
2-hidroksibenzoik asit 7% 7% 7% 7% 7% 7%
4-hidroksibenzoik asit 7% 7% 7% 7% 7% 7%
2,5-dihidroksi benzoik asit - - + + + +
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit - - ? 7% - -
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit - - ? 7% - -

(+) = var, (-)= yok, ?= dogrulanamadi, ?*= bir ya da daha fazla tlirevi halinde
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Tablo 4-29. Fenolik asitlere ait retansiyon zamani ve m/z degerleri

Retansiyon zaman1 (Rt, dakika)

Fenolik asitler m/z C CS Yp T YE YH

Vanilik asit 167 24,71

Kumarik asit 163 22,87 23,14 21,20
Ferulik asit 193 18,69

Kafeik asit 179 22,04 21,20 23,64
Sinnamik asit 147 21,25

Benzoik asit 121 18,65 21,51 21,76 20,21 21,79
2-hidroksibenzoik asit 137 33,73 33,19 38,12 35,73 35,42
4-hidroksibenzoik asit 137 33,73 33,19 38,12 35,73 35,42
2,5-dihidroksi benzoik asit 153 20,31 19,37 19,00 23,33
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit 167 24,71

4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit 167 24,71




C Metanol Ekstresi (Spektrum I)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt G fenolicke kyseliny

2: TOF MS ES-

- 35.58 179 OPPM
1007 428
1 32.03
| 31.84
RS 5 50 33.66
1 W 5.90 28.48 30,90 52.42 56.53.57.09
] 4.99 735  12.46 1378 209y 2522635 36.17 47 514004 449747233767 SL7S 3.04 %10
{119 335 : 59.83
0 T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 32.47 193 OPPM
i 30.90 200
1 24.97 30.27 35.80
i 24.81 25.40
6.18 29.05 36.87
E 5.65 6.65 17.99 21.48 24.27 37.37
& 5.34 e 18.50 37.46 48.37 5042 52,10 55,85 °T0% . 2
1 ‘ 40.57 4711 58.47
] 323492 59.67
[0} T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
1004 31.69 163 OPPM
] 31.97 337
] 34,
— 546 30.71 34.20) 3479
S W _6.02
] 6.96 28.6330.43 36.05 soqs 51.7252:68°%2¢ 5002
lote 4.99 36.33 48.6829, 57.63
1777 2,76
0 T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
_ 30.90 167 OPPM
100 235
1 30.71[|31.02
1 5.65 30.43 32.16
o 6.12 30.24 33.66 50.41 57 55.59 56.93
& 527 21.08 26.00 26.98 5.39 51.79.52.38
6.91 21.51 57.95
E 5.02
11.97.2.60
0 T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-40: C ekstresine ait LC/MS kromatogram (I)
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C Metanol Ekstresi (Spektrum Il)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt G fenolicke kyseliny

2: TOF MS ES-

100 33.76 153 OPPM
] 16.39 30,90 3385 56.93 o1
o o] 5 2633 1265 | oo h1673 2097 2211 2487 28923071 34.39 a9.15 °11252,10 5638 | 57,06
S 1031 5.18 735 1221 24.43 36.21 47.67 58.26
1 3.35
-
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100- 28.51 121 OPPM
1 27.79 29.14 32.00 56.97 256
] 27.38 35.86 52.19 06.3426.97 .,
Q] 26.00 33.85 51.25
B 562°:906.21 : 50.41 57.88
1047 46
0 T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 33.73 137 OPPM
] 1.17e3
<]
571597621 9,399.821253 154816395 14 45.0147.74 51.04.51.79.52.45  56.62 57.25 5q 35
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt G fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100- 5.58 4270 147 OPPM
] 5.24M>88 3059 35.65 5 5052.6653-17 5305 2t
1 6.96 . .
1] 29.02
o] 4.99 55.71
°\; 0.40 3.23 57.75
07 T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-41: C ekstresine ait LC/MS kromatogram (II)
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CS Metanol Ekstresi (Spektrum 1)

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 23.80 179 OPPM
] 420
o el 31.62.33.5734:08 35.14
By ’ 51.59.52.45 54.80 56.97
] 5.43 5 g6 49.36 o744
] 7.63 49 11.87 17271787 22,04 58.85
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 33.92 193 OPPM
1 1.51e3
<]
] 34.44 53.64
] 31.62 51.59.52.45 > 57.21
] 7.54 22.89 53 99 55 gg27.73 2595 AWWW
G T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100- 31.65 163 OPPM
1 31.93 337
] 23.87 31.49 56.69
B 5.275.556.25 18.15 22.89 [124.11 28.95 33,66 34.16 51.19.52.03 °>79 575.71?33
: 7.22 16.58 . .
] 4.96
511:002:36 8.1 59.48
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 31.77 167 OPPM
] 31.93 331
] 32.24
<] 5 46 22.86 23.87 27.0128.86 3141 33.97 51.16 57 26 56.22 56.93
i 46581 36.08
] 5 759 o 11.43 17.6718.58 54 g5 57.84
11.152.63
0 T T T T T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-42: CS ekstresine ait LC/MS kromatogramai (I)



141

CS Metanol Eksftresi (Spektrum ll)

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 51.16 54.77 55'4356.31 153 OPPM
p 50.50 527
] : 57.16
1 46.92 49.62
LIS 31.81 33726 4025 4154 57.56
b 59.04
O T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100- 30.52 121 OPPM
] 18.65 30.31/ 31.69 53.01 334
] . 51.5652.03 27" 56.8557.37
] 19.05 . 8828.95 32.03 36.43 51 on .
S 22.86 i ' 58.16
] 23.80 36.83 50.15 .
1 5.27.5-78 6.37 8.79 16.42 48.21.27;
lo4sa . 10.36 158316 59.79
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 33.19 137 OPPM
] 8.47e3
o
34.20
o 18.84 51.19
T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt ES fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
- 33.73 147 OPPM
100; 5.27_1 6.02 32.78 a1e
] 6.65 34.13 51.63
<] 5.08 29.3631.18 52.50 55 01
Rk T 7.66 28.82 35.42 50.22 56,08 56.69 54 59
] 429
-t T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ———— | im &
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-43: CS ekstresine ait LC/MS kromatogram (II)
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Yp Metanol Ekstresi (Spektrum 1)

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 32.44 179 OPPM
] 1.40e3
5
] 28.95 31,02 | (3294
] 5.30 19.2820,19 22.26 2528 35.7335.68 52.22 54,46 56.78
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100— 32.78 193 OPPM
] 674
S 28.55
] 26.69 35.73
] 50.53 53.36
2008 581 7751002 14.38 18.18 20.50  23.45 52.89 5418 56.03
[ e e R e e e L T e e T T S e e e T T e
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 32.44 163 OPPM
] 859
£
1 6.12 11.52 : : 3549 52.35 56.46
] 5.62 6.56 10.17 20.03.20.6222.39 . ;46 _57.32
(R e R e e e T I i anae iR AL S
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 29.05 167 OPPM
1 517
] 28.74 33.97
m o] 31.5633'38 34.70
© :0 o5 23.99 28.32 35.86 52.4552.97 53 54 56.03
1°"1.0
0 T T Time

T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-44: Yp ekstresine ait LC/MS kromatogramai (I)



Yp Metanol Ekstresi (Spektrum Il)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt YP fenolicke kyseliny
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2: TOF MS ES-

. 28.67
100, so ot 873055 33385 183 0P e
1 ' 28.16 34.36
b 19.21/120.69
LI S 5786996 40 1508 19.05 2309 28:01 35.49 50.53 51.5652.10 56435732
] 1.10 . : . 15.01 57.7559.‘,_—’2
0 T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 30.55 121 OPPM
] 429
] 27.69 35.96
Sl 21.51 56.4656.90
] 18.69 20.62 36.52 51.7552.22 54.33 .
] 6.056.44 ; o7 49.94 58.47
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 35.45 137 OPPM
] 897
] 31.0231.53
7] 20.69
] 19.05 .
10.44 5 g5 558 593 6.53 8.85 ) 18.37 36.90 48.8951 0951.66 52.89 56 06 56.74 59.60
O’ \' T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YP fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 31.30 34.39 147 OPPM
] 759
=
1016 2.13 5.71.6.25 6.878.69 5025 5166 53.64 56.0357-06 59.04
07””HH‘HHHH‘HH"H‘HH‘HH‘HH‘HH“ — T T T T T T T T ———— [ im e

5.00 10.00 15.00

Sekil 4-45: Yp ekstresine ait LC/MS kromatogram (II)

20.0

0

40.0

0

45.0

0

50.00 55.00



T Metanol Ekstresi (Spektrum 1)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt T fenolicke kyseliny

2: TOF MS ES-

100- 39.89 179 OPPM
i 34.04 3655 39.73) 40.20 172
] 23.68_ 2638 33.85 47.70 51.04.51.82 55.90
= 8] 5.435.71¢ 06 19722938 24.11) 5550  32.47 4146 414 4716 5474 5740
1, 141973 w32
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100— 34.39 193 OPPM
b 1.43e3
=
1 5.81 1869 21.25 5403 24.78 28,3230.15 18 50.48 5 60
G T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 35.80 _37.27 163 OPPM
20,03 47.67 168
23 14 35.58 37.37 i
19.72|20.26 <757 o9 34.08 47.36_ | 47.86 5156
R 543886 & g17, ., 17.52 ¥ 601 32.40 38.06_40.20, g4 46.80 55.02 5575 58.66
0.05 1.824.96 y : 16.07 30.87 '
0 T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 24.71 167 OPPM
187
34.36
35.58 36.27
K3 5.585.90 6-877 a2 1771 0. 24.08 2575 30.31 32.75 39.82 47704830 51,04.51.8254.1856.03
068, . 82937 15.67 ' 59.29 59 gg
0 T T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-46: T ekstresine ait LC/MS kromatogram (I)
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T Metanol Ekstresi (Spektrum II)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt T fenolicke kyseliny

2: TOF MS ES-

B 24.65 153 OPPM
1007 609
o] 24.90
1 154 593681, g, 1262 ;54,1673 1555/120,54 21.83 25.09 3031 35 5634.44.35.2335.80 3935 44 93 46.57 47.6748.11 51.79 55.2456:22 58.50
0 - T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 2176 47.67 121 OPPM
] 21.57 34.55 47.90 258
] : . 47.04 48.52
<] 21.48 24,11 28.89 33.13 3523 5 3872 51.87 e
a2 5.586.33 18.65 20.00 24.31 28.67 32.35 41,93  46.38 52 g5 56.0356.5057.06
012184, 33 7.008 41 15.07 i 8.54
T e e
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100— 18.22 137 OPPM
1 18.37 38.12 623
] 37.90
B 19.47 2136 2305 3282 3423 38.63
1106 216 5.555.97 9.209.51 10-2911 s 1614 24.43 28.89 1£934.70 39.35 42.17 47.4247.,90 51.16.51.87 ) 39 55 55 56.85 54 o)
07 - T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt T fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
1004, 35.80 147 OPPM
] 355
] 33.26
o 23.14 47.67 5o 4650.97
LI 18.06 30.83 32.87 36.08 33 55 . 51.56
1056335 5.465:816.28 8,44, 0 64 15.01 15 o2 21,25 23.36  28.35 41.82 46.48 55.84 56 4653 53
07 T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-47: T ekstresine ait LC/MS kromatogram (1I)
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YE Metanol Ekstresi (Spektrum )

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
21.20 179 OPPM
- 31.72
100: . 464
S 33.03 35.86
jo.21, ,, 55056026285, 1021 14.41 1563 4344 58.63
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 32.72 193 OPPM
] 416
e 6.75 1284 19.32 31 16 36.36 46.22 50.15
] 232558 Ao 10,02 12 15.83.16.61 21 : 40.99 22 47485915 51.3251.8854 89 56.78 57 37
11.00 :
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 31.69 163 OPPM
] 359
e 32.6635.30 36.83
] 220 4.99 5.65 6 067.91 1068 38.88 017 46.80_48-8949.55 50.37 52 35 56.15 56.8559 5
O’ - T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
31.69 167 OPPM
1007 28.51 35.61
] 20.3821;25 28.35 32.00 36.36  40.79 48.89 56.22 158
] 5.585.90 21.32 2596 % 37.22 41.27 89 5050 55.52.°°1%% o4
LIS 044 5.302- . 15.08 16.58 20.19 41.77 47.55 8.23
] 3.73 59.73
07 — T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ———— [ im &
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-48: YE ekstresine ait LC/MS kromatogramai (I)



YE Metanol Ekstresi (Spektrum Il)

2 mg/ 5 ml pufru
extrakt YE fenolicke kyseliny

2: TOF MS ES-

_ 19.00 153 OPPM
100: 266
] 19.25 31.30
o] 28.27 i 33.97
S 15.70 17.96 2026, oo 26.66 80.55 36,4356 90 473047.95 51.88.5269 90-°057.37
1031 5, 524581637 g o4 14.13 | ! ' 58.9059.80
07 T T T T T T T T T T T T T T T T !
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 16.77 31.22 121 OPPM
] 30.55_ ] -31.88 210
\D: 171 2031 26.94 32.66 55 g¢ 53.45 56.62 57.1657 o
7 5.395 65 20.69 26.16 V5036
lo.24 | o511 8.48 10,36 14 3514.85 .
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 35.73 137 OPPM
] 36.08 2.29e3
o\o;
] 19.44
] 5.74 15.70 17.87 21,57 P77 2654 59 453087 32, 40.99 47.23 49.47 5254 0085697
[ e e e e R B e e R e e e e T e e e e I e e e e e e
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YE fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 31.69 147 OPPM
] 1.23e3
LIS 527 5 74
1 31.22 32.16
1987 9.6 1045 1,45 1661 2031 21762274 2713 28727 3605 010 4779 52.03.52.69 5512 0%, oo
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-49: YE ekstresine ait LC/MS kromatogrami (II)
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YH Metanol Ekstresi (Spektrum 1)

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 179 OPPM
] 1.47e3
LIRS
] 7.28 20.10 48.37 49 40 51,56 5226 54.77 6.46
07 T l T T T \' T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100+ 31.69 50.62 193 OPPM
1 1.26e3
& 2820 32.19 34.16
] 23.5224.46 ’ : 36.55 49.68
] 7.698.06 982 11 46 16.96 20.88 38.79 44.84 55.7156.22
[ o e B T D e e e T e e T T B e e e e TR s
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
1004, 28.86 163 OPPM
] 31.18 1.24e3
g;
] 28.23
1 23.55 24.59
] 6.96 506 33,1934.92 36.49 49.12.49.7151.44 5336 55.84
[T e B i B A B S e e e i T B B e e e e L St oo s CARMEAMEES AR L CS S
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 29.61 167 OPPM
] 810
=
jo.31
0 Time

Sekil 4-50: YH ekstresine ait LC/MS kromatogrami (I)
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YH Metanol Ekstresi (Spektrum lIl)

2 mg/ 5 ml pufru

extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100- 23.33 153 OPPM
] 740
=
fo.12 6.878.22.8.69_9.32 17.64 \ 7 40, : : y 58.70
0 T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
_ 121 OPPM
100 ] 1.58e3
g;
012 8.57 5009 21T 8371
O T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 35.42 137 OPPM
1 35.86 5.78e3
o: 36.49
7
] 29.45
1 21,79 28.04 32,00 4833  51.16
0 T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00
extrakt YH fenolicke kyseliny 2: TOF MS ES-
100 31.18 147 OPPM
] 4.00e3
s
] 29.49
] 6.72 28.07 34.86 51.32
0 T T T T T T T T T T T T T T T Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Sekil 4-51: YH ekstresine ait LC/MS kromatogram (II)
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4.6.Sitotoksik Aktivite Testi Sonuclar:

4.6.1.Brine Shrimp Letalite Testi

Brine Shrimp Letalite Testinin degerlendirilmesi amaciyla her bir numune ve
standart madde (kolsisin) i¢in LDs, degerleri hesaplanmigtir. Numunelerin her biri 3 ayri
konsantrasyonda hazirlanarak (100, 10 ve 1 pg/ml) 3 paralel deney yapilmistir. LDsy
degerleri, hayatta kalan larva sayisi lizerinden “Finneya bilgisayar programi” kullanilarak
hesaplanmistir. Tablo 4-30°da her bir konsantrasyon ic¢in hayatta kalan larva sayilar

belirtilmektedir.

Tablo 4-30: 3 ayr1 konsantrasyonda yapilan 3 paralel deney sonucu hayatta kalan larva
sayisl

100 pg/ml 10 pg/ml 1 pg/ml
Kolsisin (K) 0 0 0 0 0 1 2 3 1
C 3 4 2 10 9 10 10 10 10
CS 1 0 0 8 10 9 10 10 10
Yp 8 9 8 100 10 10 10 10 10
T 1 0 0 100 10 10 10 10 10
YH 0 2 3 8 7 6 10 10 10
YE 3 5 1 10 10 10 10 10 10
LDsy Degerleri:
LDso (K) = 0,1406 pg/ml LDs(T) = 36,2251 pg/ml
LDs(€) = 57,9792 pg/ml LDs, (YH) = 23,1961 pg/ml
LDs, (CS) = 24.8582 pg/ml LDsy (YE) = 65,5610 pg/ml

LDsy(Yp) > 100 pg/ml
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Hesaplanan LDsy degerlerine gore tim numunelerin sitotoksik aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde; sitotoksik aktivitesi en yiiksek olan

numunenin YH, en diisiik olanin ise Yp oldugu goriilmektedir.
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4.6.2.MTT Yontemi ile Hiicre Serileri Uzerinde Sitotoksik Aktivite Testleri

4.6.2.1.K562 Hiicre Serisi Uzerinde Aktivite Tayini

6 farkli konsantrasyondaki (500, 100, 50, 5, 1 ve 0,1 pg/ml) C, CS, Yp, T, YH,
YE ekstreleri ile “kolsisin” ve “demekolsin™ standartlarinin K562 hiicre serisi iizerinde
doza bagli olarak gdstermis olduklar: sitotoksik aktiviteleri Sekil 4-55 ve Sekil 4-56’de

grafik olarak gosterilmistir.

70~
p
60 YE
/ —— |
50- —_—— 5
——
E 4“' = T
‘@ YH
@ 304
2
< 204
(73]
=]
= 10
n L |} L) L] N ]
0.1 1 5 50 100 500
-10 = Konsantrasyonlar (pg/ml)
204

Sekil 4-52: Kolsisin ve C .baytopiorum ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi

C= Cicek, CS= Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH=Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)
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Sekil 4-53: Demekolsin ve C. baytopiorum ekstrelerinin K562 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi

C= Cicek, CS= Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH=Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)

Sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla, ELISA pleyt okuyucuda 540
nm dalga boyunda absorbans degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplandi,
ayni zamanda ekstrelerden alinan sonuglar istatistiksel olarak Student-t testinde kolgisin
ve demekolsin ile alinan sonuglarla karsilastirildi. Bu degerlendirme ile ekstrelerin hangi
konsantrasyonlarda kolsisinden ve demekolsinden istatistiksel acidan anlamli olarak daha
yiiksek (tabloda koyu renkli karakterler ile belirtildi) veya daha diisiik etki (tabloda italik
karakterler ile belirtildi) gosterdigi saptandi. Bu degerler Tablo 4-31°de verilmistir.
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Tablo 4-31: K562 hiicre serisi ile yapilan cahismada C. baytopiorum ekstrelerinin 6 farkh konsantrasyondaki absorbans ortalamalar1 (A,),
standart sapmalar (S), kolsisin ve demekolsin sahitleri ile degerlendirilen Student- t testi sonuclari

Numune ve t-testi t-testi Numune ve t-testi t-testi
or S or S
Konsantrasyonlari ' Kolsisin  Demekolsin . Konsantrasyonlari ' Kolsisin Demekolsin

1. 52,02 22,03 p>0,050 p>0,050 1. 55,25 2,51 p>0,050 p>0,050
2. 48,57 15,00 p>0,050 p>0,050 2. 44,81 15,19 p>0,050 p>0,050
3. 37,53 18,63 p>0,050 p=0,020 3. 38,14 17,78 p>0,050 p=0,014

¢ Yp
4. 40,56 21,59 p>0,050 p=0,004 4. 30,58 26,01 p>0,050 p=0,017
5. 35,73 21,46 p>0,050 p>0,050 5. 8,95 19,45 p=0,024 p>0,050
6. 32,41 25,96 p>0,050 p>0,050 6. -9,46 22,87 p=0,030 p=0,024
1. 52,83 26,65 p>0,050 p>0,050 1. 53,92 17,42 p>0,050 p>0,050
2. 49,82 15,95 p>0,050 p>0,050 2. 54,83 18,08 p>0,050 p>0,050
3. 50,90 19,99 p>0,050 p=0,002 3. 47,35 26,62 p>0,050 p=0,018

(O T
4. 44,11 22,93 p>0,050 p=0,003 4. 38,75 21,68 p>0,050 p=0,005
5. 40,01 14,32 p>0,050 p=0,013 5. 33,75 14,47 p>0,050 p>0,050
6. 36,56 13,38 p>0,050 p>0.050 6. 24,03 20,45 p>0,050 p>0,050




Numune ve t-testi t-testi Numune ve
Aor S Aor S
Konsantrasyonlari ' Kolsisin Demekolsin Konsantrasyonlari '
1. 59,19 15,01 p>0,050 p>0,050 1. 59,57 9,39
2. 52,27 9,55 p>0,050 p=0,019 2. 43,84 16,74
3. 43,79 8,62 p>0,050 p<0,001 3. 40,42 15,35
YE K
4. 32,52 14,03 p>0,050 p=0,001 4. 38,68 14,78
S. 30,47 11,98 p>0,050 p>0,050 5. 38,66 15,00
6. 9,92 19,76 p>0,050 p>0,050 6. 32,02 20,00
1. 41,96 23,63 p>0,050 p>0,050 1. 57,14 0,00
2. 39,81 25,11 p>0,050 p>0,050 2. 44,40 18,08
3. 34,72 17,05 p>0,050 p=0,026 3. 16,60 0,00
YH D
4. 35,27 8,05 p>0,050 p<0,001 4. 7,34 0,00
5. 32,59 14,13 p>0,050 p>0,050 5. 22,39 0,00
6. 21,49 10,59 p>0,050 p>0,050 6. 27,03 0,00

Tablo 4-31 (devam)
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Koyu renkli karakterler anlamh olarak yiiksek, italik karakterler anlamh olarak diisiik konsanrasyonlari ifade etmektedir.
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4.6.2.2.HL60 Hiicre Serisi Uzerinde Aktivite Tayini

6 farkli konsantrasyondaki (500, 100, 50, 5, 1 ve 0,1 pg/ml) C, CS, Yp, T, YH,
YE ekstreleri ile “kolsisin” ve “demekolsin” standartlarinin HL60 hiicre serisi iizerinde
doza bagl olarak gostermis olduklar sitotoksik aktiviteleri Sekil 4-57 ve Sekil 4-58’de

grafik olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4-54: Kolsisin ve C. baytopiorum ekstrelerinin HL.60 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi

C= Cicek, CS= Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH=Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)
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Sekil 4-55: Demekolsin ve C. baytopiorum ekstrelerinin HL60 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkisi

C= Cicek, CS= Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH=Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)

Sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla, ELISA pleyt okuyucuda 540
nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalari
hesaplandi, ayni zamanda ekstrelerden alinan sonuclar istatistiksel olarak Student-t
testinde kolsisin ile alinan sonuclarla karsilastirildi. Bu degerlendirme ile ekstrelerin
hangi konsantrasyonlarda kolsisinden anlamli olarak daha yiiksek ve ya daha diisiik etki

gosterdigi saptandi. Bu degerler Tablo 4-32°de verilmistir.
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Tablo 4-32: HL60 hiicre serisi ile yapilan calismada C. baytopiorum ekstrelerinin 6 farkh konsantrasyondaki absorbans ortalamalar1 (A,),
standart sapmalar (S), kolsisin ve demekolsin sahitleri ile degerlendirilen Student-t testi sonuclari

Numune ve t-testi t-testi Numune ve t-testi t-testi
Aor S Aor S
Konsantrasyonla ‘ Kolsisin  Demekolsin  Konsantrasyonlari ' Kolsisin | Demekolsin

1. 87,14 2,97 p>0,050 p>0,050 1. 83,29 5,49 p=0,050 p>0,050
2. 90,56 4,01 p<0,001 p<0,001 2. 75,38 6,34 p>0,050 p<0,001
3. 84,93 6,12 p=0,023 p<0,001 3. 73,12 3,11 p>0,050 p<0,001

¢ Yp
4. 73,21 5,14 p=0,022 p=0,006 4. 48,52 4,27 p=0,001 p>0,050
5. 75,74 5,29 p>0,050 p>0,050 5. 5,68 8,93 p<0,001 p<0,001
6. 65,65 10,18 p>0,050 p>0,050 6. 10,77 10,86 p=0,017 p>0,050
1. 79,69 9,69 p>0,050 p>0,050 1. 37,21 18,60 p>0,050 p<0,001
2. 77,45 5,43 p=0,029 p<0,001 2. 31,06 10,11 p=0,006 p>0,050
3. 69,75 4,81 p>0,050 p<0,001 3. 43,85 6,20 p=0,001 p>0,050

¢S T
4. 59,67 4,81 p>0,050 p>0,050 4. 30,90 8,31 p=0,002 p>0,050
5. 70,00 6,72 p=0,047 p=0,014 5. 34,88 13,82 p<0,001 p=0,001
6. 32,69 5,27 p<0,001 p<0,001 6. 28,41 4,37 p<0,001 p<0,001




Numune ve t-testi t-testi Numune ve
Aort S Aort S
Konsantrasyonlar Kolsisin  Demekolsin  Konsantrasyonlar
1. 74,63 4,46 p>0,050 p>0,050 1. 68,21 14,49
2. 66,84 5,06 p>0,050 p=0,001 2. 67,10 5,04
3. 65,40 5,82 p>0,050 p=0,001 3. 73,44 3,99
YE K
4. 64,42 1,43 p>0,050 p=0,024 4. 63,78 2,41
5. 68,62 4,27 p>0,050 p<0,001 5. 71,33 3,92
6. 57,18 16,59 p>0,050 p>0,050 6. 77,67 2,35
1. 71,39 2,31 p>0,050 p=0,007 1. 77,71 2,55
2. 70,53 2,41 p>0,050 p<0,001 2. 44,04 6,56
3. 69,55 5,41 p>0,050 p<0,001 3. 46,01 4,29
YH D
4. 63,57 3,25 p>0,050 p=0,033 4. 45,40 17,38
5. 64,24 5,63 p>0,050 p=0,002 5. 47,85 1,43
6. 55,88 6,12 p<0,001 p>0,050 6. 53,03 2,10

Tablo 4-33 (devam)

Koyu renkli karakterler anlaml olarak yiiksek, italik karakterler anlamh olarak diisiik konsanrasyonlari ifade etmektedir.
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LDsy Degerleri:

K562 Hiicre Serisinde Saptanan LDsy Degerleri

Kolsisin ve demekolsin sahitleri ve ekstrelerin K562 hiicreleri tizerindeki LDsg

degerleri hesaplanarak asagida belirtilmistir.

LDso (K)=247ng/ml LDso (Yp)=300ug/ml
LDso (D)= 286 pug/ml LDso (T)=70png/ml
LDso (C)=233,3ug/ml LDs (YE)=76,6p1g/ml
LDso (CS)= 44ug/ml LDso (YH) >500ug/ml

HL60 Hiicre Serisinde Saptanan LDsy Degerleri

Kolsisin ve demekolsin sahitleri ve ekstrelerin HL60 hiicreleri {izerindeki LDs,

degerleri hesaplanarak asagida belirtilmistir.

LDs (K)< 0,1 pg/ml LDso (Yp)= 6,5ug/ml
LDs, (D)= 180 pg/ml LDso (T)=394pg/ml
LDs (C)< 0,1 ug/ml LDso (YE)< 0,1 ug/ml

LDso (CS)= 0,6pg/m LDso (YH) < 0,1pg/ml
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5. TARTISMA

Bu calismada, 10.07.2003 ve 20.10.2003 tarihlerinde Antalya Termessos’tan
toplanan ve endemik bir tiir olan Colchicum baytopiorum C.D.Brickell [Liliaceae
(Colchicaceae)] bitkisi, anabilim dalimizda Colchicum tiirleri lizerinde ilki 1970
yilinda ProfDr. T Baytop ve G (Ozcébek) Sartyar tarafindan baslatilan ve N
Siitliipinar tarafindan siirdiiriilen c¢alismalarin devami dogrultusunda kimyasal ve
biyolojik aktivite agisindan arastirilmistir. Bitkinin ¢igek, cicek sapi, yaprak, tohum
ve yumrular1 (Haziran ve Ekim) ayr1 ayr1 ¢alisilmis ve her bir kisim i¢in elde edilen

sonuclar karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

Daha once Colchicum baytopiorum tiriiniin de aralarinda yer aldigi
Tiirkiye’de yetisen 10 Colchicum tiiriniin tohum ve yumrular1 iizerinde
spektrofotometrik yontem ile total alkaloit miktar tayini ve HPLC (Yiiksek Basingli
Sivi Kromatografisi) yontemi ile kolsisin, kolsikozit ve demekolsin miktar tayini
caligsmasi yapilmistir (114). Bizim ¢alismamizin bir boliimiinde de bitkinin her bir
kismi i¢in spektrofotometrik yontemle total alkaloit miktar tayini yapilmistir. Total
alkaloit miktar tayini sonuglari, daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu olmakla birlikte
tohumlarin igerdigi alkaloit miktarinin % 0,3 yumrunun (Haziran) ise % 0,18 daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum bitki gelisiminin alkaloitlere olan etkisi ile
aciklanabilir. Clinkii Colchicum tiirlerinin igcermis oldugu alkaloitlerin miktar ve
cesitliliginin ylkseklik ve mevsimle farklilik gosterdigi, ayni bitki toplulugundan
toplanan fertlerde bile etken madde miktarlarinda farkliliklarin goriildiigii literatiirde
kayithdir (115). Genel olarak Colchicum tiirlerinde yapraklarin, ¢iceklerden yaklasik
15 kat daha az kolsisin i¢erdigi, yumrularin en yiiksek alkaloit verimine yapraklarin
belirdigi zamanda ulastig1 bilinmektedir (41, 115). Yapilan miktar tayini sonuglarinda
en yiiksek alkaloit miktarinin ¢igek, en diisiik miktarin ise Yumru (Ekim) olmasi bu
bilgilerle uyusmaktadir. Alkaloit miktar tayini sonuglarina gore bitkinin ¢igeklerinin
% 5,27, ¢icek sapinin % 2,96, yapraklarinin % 1,96, tohumlarinin % 0,85, Haziran
dénemi yumrularinin % 0,69 ve Ekim dénemi yumrularinin % 0,50 oraninda alkaloit

icerdigi saptanmistir.
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Bitkinin her bir kismindan ayr1 metanol ekstresi hazirlanmistir. Metanol
ekstrelerinin bir kismi iizerinde alkaloit tiiketmesi yapilarak A (nétral fenolik), B
(bazik) ve C (glikozidik) ekstreleri elde edilmis diger kisim ise fenolik asitlerin
ayirimi ve biyolojik aktivite deneylerinin yapilmasinda kullanilmistir. Miktarlar1 ¢ok
diisiik olan C ekstreleri ¢calisilmamistir. Alkaloit izolasyonu sadece, A ekstreleri basta
olmak tizere miktar1 en yiiksek olan Cicek Sap1 B (CS-B) ekstresinde yapilmistir.
Izole edilen maddelerin miktarca uygun olanlariin UV, IR, 'H NMR, ve Mass
spektrumlar ile yapilar1 aydinlatilmistir. Miktarca ¢ok diislik olan baz1 maddeler ise
sadece ITK yontemi ile karsilastirilmis, boylece bitkinin her bir kismida bulunan

alkaloitler belirlenmistir.

Colchicum baytopiorum tiirlinden toplam olarak 9 bilinen alkaloit elde
edilmistir. Bu alkaloitler; kolsisin, 2-demetilkolsisin, 3-demetilkolsisin, N-formil-N-
deasetil-3-demetilkolsisin, 2-demetil-y-lumikolsisin, kolsifolin, 2-demetilkolsifolin,
demekolsin ve 2-demetildemekolsin olarak teshis edilmistir. Bunlarin yani sira elde
edilen metanol ekstrelerinin MS/MS analizleri sonucunda bitkide kornigerin, N-
formil-N-deasetil kolsisin ve 3-demetildemekolsin alkaloitlerinin varhigr da
saptanmistir. Daha once yumru ve tohumlarin miktar tayini {izerinde yapilan
calismada kolsikozit varligi saptanmigsa da (117), C ekstreleri iizerinde izolasyon
calismasi yapilmadigindan bu ¢alismada kolsikozit elde edilememistir. Sonug¢ olarak
bu tiirde, daha 6nce yapilan ¢aligmalar da degerlendirilerek, 12 adet tropolon ve 1

adet lumi tiirevi olmak iizere 13 adet alkaloidin varlig1 saptanmuistir.

Bitkinin her bir kisminda bulunan alkaloitler Tablo 5-1’de gosterilmektedir.
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Tablo 5-1: C.baytopiorum tiiriiniin farkh kisimlarinda varhg: saptanan alkaloitler

C

CS

Yp

Kolsisin

3-demetilkolsisin

Kolsifolin

2-demetilkolsifolin
Demekolsin
2-demetildemekolsin

3-demetildemekolsin

Kolsisin

N-deasetil-N-formilkolsisin

Kolsifolin

Kornigerin
Demekolsin
2-demetildemekolsin

3-demetildemekolsin

Kolsisin

3-demetilkolsisin
N-formil-N-deasetil-3-demetil
kolsisin
2-demetil-y-lumikolsisin
Kornigerin
2-demetilkolsifolin
Demekolsin
2-demetildemekolsin

3-demetildemekolsin

T YH YE

Kolsisin Kolsisin Kolsisin
2-demetilkolsisin Kornigerin 2-demetilkolsisin
Kolsifolin Demekolsin Kolsifolin
Kornigerin 2-demetildemekolsin Kornigerin
Demekolsin 3-demetildemekolsin Demekolsin

2-demetildemekolsin

3-demetildemekolsin

Kolsikozit

Kolsikozit

3-demetildemekolsin

C= Cicek, CS= Cicek sap1, Yp= Yaprak, T= Tohum, YH=Yumru (Haziran), YE= Yumru (Ekim)

Tiim bu bulgular sonucunda bitkide alkaloit ¢esitliliginin en fazla oldugu

kismin yaprak oldugu goriilmiistiir.

Tropolon alkaloidi yapisindaki maddelerin UV spektrumlarinda 350 ve 256
nm civarindaki absorbsiyon pikleri lumi tiirevlerinde 340 nm ve 263 nm’de

gbzlenmektedir. (43, 106).

Tropolon yapisinda olan alkaloitlerin "H NMR spektrumlarinda kolsisin,
demekolsin, lumi, kolsifolin ve tiirevleri gosterdikleri bazi kiigiik farkliliklarla
birbirlerinden ayrilirlar. 1, 2, ve 10. karbonlara bagli bulunan — OCHj3 pikleri 3,55-
4,00 ppm de 3 protonluk singlet verirler. Genel olarak 1. karbona bagli -OCHj; en
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yukar1 alanda, 10. karbona bagli — OCH; ise en asag1 alanda goézlenmektedir. 2.
karbona bagli bulunan — OCHj ise, 3. karbona bagli bulunandan daha yukar1 alanda
yer alir. 4. ve 8. karbona bagli protonlar aromatik sahada 1 protonluk singlet verirler.
8. karbonun protonunu belirten pik daha asagi alanda gozlenir. 7. karbona ait proton
4,65 ppm civarinda multiplet verir. Azot 7. karbona baglidir ve asetamid yapisindaki
— CHj den dolay1 1,90-2,00 ppm de 3 protonluk bir singlet goriiliir. 11 ve 12. karbona
bagli protonlar, aromatik sahada verdikleri (J=10) dubletlerle taninirlar. 12. karbona

ait dublet daha yukar1 alanda gozlenir (1, 5, 7, 79).

2- ve 3-demetil tiirevlerinde 2. ve 3. karbona bagli — OCHj3 pikleri goriilmez
ve spektrumda 3,55-4,00 ppm’de gozlenen 3 protonluk singletlerden birinin eksik
oldugu dikkati ¢eker. N-deasetil-N-formil tiirevlerinde ise, kolsisin tiirevlerinde 1,90-
2,00 ppm de gozlenen 3 protonluk pik goriilmez. Ancak N’a aldehit grubu
baglandigindan 8,10-8,15 ppm civarinda 1 protona karsilik gelen singlet dikkati
ceker.

Kolsifolin ve tiirevlerinde C-7 protonu kolsisin tiirevlerinde oldugu gibi 4,65
ppm civarinda multiplet verir, ancak 1,90-2,00 ppm de goézlenen 3H singlet ortadan

kalkmustir.

Demekolsin tiirevlerinin NMR spektrumunda goze carpan ilk 6zellik -NCHj3
grubunun metilinden kaynaklanan 2,20 ppm civarina kaymis 3H singlettir. C-7 ye
bagli protonun vermis oldugu multiplet ise kolsisin ve kolsifolinden farkli olarak 4,65

ppm de degildir ve 3,30 ppm’e kaymustir.

Lumi tirevlerinin  'H NMR spektrumlarinda ise tropolon halkasi
bulunmadigindan C-12 de yer alan proton 4,05 ppm (J=1 Hz) civarinda dublet verir.
C-8 de bulunan proton 3,59 ppm (J=1 Hz) civarinda yine dublet olarak goriiliir.
Aromatik sahadaki C-11 protonu bir dublet, C-4 protonu ise 1H singlet vermektedir
(79).

IR spektrumu alman tropolon alkaloitlerinde 3440 cm™ de gozlenen N-H
piklerinin yam sira 2945-2845 cm’'de metilen ve metoksi gruplarini isaret eden
frekanslar goriiliir (43). 1715-1675 cm™ pikleri amide baglh karbonili (40, 43) ve
1602-1617 cm' pikleri tropolon karbonilini gostermektedir (43). Sahit maddeler ile

iist liste alinan IR spektrumlari birbiriyle ve literatiir verileri ile uyumludur (57).
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ESI/MS spektrumu alinan maddelerden sadece kolsisin ve demekolsinin
spektrumlarinda [M+1]"  piki gozlenirken diger maddelerde [M+Na]" pikleri

goriilmiistiir.

Bitkinin her bir kismindan hazirlanan eter ekstreleri iizerinde, flavon
bilesiklerinin saptanmasi amaciyla ¢alisilmistir. Shibata deneyi ve ITK uygulamalari
sonucunda flavon izolasyonu acgisindan CS eter ekstresinin kullanilmasina karar
verilmis, C. baytopiorum ¢igek sapindan apigenin ve luteolin isimli iki flavon bilesigi
elde edilmistir. Bitkinin diger kisimlarindan hazirlanan eter ekstreleri ile elde etmis
oldugumuz maddeler ¢esitli ¢oziicii sistemlerinde ince tabaka ve kagit kromatografisi
yontemleri ile karsilastirilmis ve yaprak ekstresinde de her iki flavon bilesiginin
varlig1 tespit edilmistir. Cicek ekstresinde ise sadece apigenin varligi saptanmis,

Tohum ve Yumru (Haziran ve Ekim) ekstrelerinde flavon bilesigi bulunamamustir.

Elde edilen flavon bilesiklerinin yapisi, kaydirma belirtecleri ile alinan UV
spektrumlari, sahit maddeleri ile g¢esitli ¢oziicli sistemlerinde ince tabaka ve kagit
kromatografisinde karsilagtirilmalar1 ve sahitlerle {ist iiste alinan IR spektrumlar
sonucunda aydinlatilmistir. Kaydirma belirtecleri ile alinan UV spektrumlari literatiir
verileri ile uygunluk gostermektedir (75). IR spektrumlarida 1653 cm™ karbonil ve
3445-3446 cm™ hidroksi piklerinin varligi goriilmektedir (40). Sahit maddeler ile iist

iiste alinan spektrumlar birbiriyle uyumludur.

Fenolik asitlerin varligt LC/MS yontemi ile belirlenmis ve bitkinin her bir
kisminda benzoik, kumarik, vanilik, sinnamik, ferulik, kafeik asitler, 2-hidroksi-6-
metoksibenzoik asit, 4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 2-
idroksibenzoik asit ve 4-hidroksibenzoik asit olmak {izere toplam 11 fenolik asidin

varlig1 saptanmustir.

C. baytopiorum tiriiniin ayrilan kisimlarinda saptanan fenolik asitler

Tablo 5-2° de gosterilmistir.
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Tablo 5-2: C.baytopiorum tiiriiniin farkh kisimlarinda varhg: saptanan fenolik asitler

Fenolik asitler C CS Yp T YE YH
Vanilik asit - - ? 7* - -
Kumarik asit - + - + + ?
Ferulik asit - ? - + - ?
Kafeik asit - + ? - + +
Sinnamik asit ? ? ? ? ? ?
Benzoik asit - + + + + +
2-hidroksibenzoik asit 7% 7% 7% 7% 7% 7*
4-hidroksibenzoik asit 7* 7* 7* 7* 7* 7*
2,5-dihidroksibenzoik asit - - + + + +
2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit - - ? 7* - -
4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit - - ? 7% - -

(+) = var, () = yok, ?= dogrulanamad1 , ?*= bir ya da daha fazla tiirevi halinde

Kolsisinin kuvvetli antitiimoral etkiye sahip olmasina ragmen terapdtik
indeksinin ¢ok diisiikk olmasinin tedavide bu amagla kullanimini engelledigi
bilinmektedir. Demekolsin ise kolsisinden daha az toksiktir ve Ozellikle miyeloit

l6semi ve Hodgkin hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir.

Kolsisin ve tiirevleri tlizerinde bir ¢ok sitotoksik aktivite c¢alismasi
bulunmasina ragmen ekstre bazinda bdyle calisma bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada
bitkinin her bir kismi1 kendi i¢inde bir biitiin olarak incelendigi i¢in, her kismin
gostermis oldugu sitotoksik etkinin de belirlenmesi diisiiniilmiistiir. Bu dogrultuda
oncelikle her kistmdan elde edilen metanol ekstreleri iizerinde Brine Shrimp deneyi
ile bir 6n inceleme yapilmis ve tim ekstrelerin aktif oldugu gozlenmistir. Bu deney
sonucunda ekstrelerin LDsy degerleri hesaplanmis ve veriler kolsisin sahidinin degeri
ile karsilagtirilmistir. Sonu¢ olarak, ekstrelerin tiimiiniin  kolsisinden daha diisiik
olmakla birlikte yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu, en sitotoksik ekstrenin

YH, diisiik sitotoksisite gdsterenin ise Yp ekstresi oldugu goriilmiistiir.

Daha ileriki agsamada K562 (miyeloit 16semi) ve HL60 (promiyeloit 16semi)
hiicre serilerinde tiim ekstrelerin gostermis olduklar1 sistotoksisite, kolsisin ve

demekolsin sahitleri ile ve birbirleriyle karsilastirilmig; saptanan bulgularin
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istatistiksel verileri kolsisin ve demekolsin sahitleri ile ayr1 ayr1 Student-t testi ile
degerlendirilmis ve sonuclar karsilastirilarak istatistiksel ag¢idan anlamli olarak
yiiksek aktivite gosteren ekstreler ve konsantrasyonlari belirlenmistir. K562 hiicreleri
tizerinde yapilan caligmada ekstreler kolsisin ile karsilagtirildiginda, ekstrelerden
hicbirinin istatistiksel agidan anlamli olarak kolsisinden daha yiiksek bir aktivite
gostermedigi saptanmistir. Ancak LDsy degerleri ve grafik géz oniine alindiginda CS
ekstresinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi goriilmektedir. Grafik ve LDs, degerleri
incelendiginde en diigiik aktiviteyi pek ¢ok konsantrasyonda Yp ve YH ekstresinin

gosterdigi gosterdigi goriilmektedir.

Yine K562 hiicrelerinde tiim ekstrelerin aktivitesi demekolsin sahidi ile
karsilastirildiginda  Student-t testi sonuglar1 C ekstresinin 3. ve 4., CS ekstresinin
3.,4. ve 5., T ekstresinin 3. ve 4., YE ekstresinin 2., 3., 4. ve YH ekstresinin 3., 4.
konsantrasyonlarinin istatistiksel agidan anlamli olarak demekolsin sahidinden daha
yuksek aktiviteye sahip olduklarini gostermistir. LDsy degerleri ve grafik
incelendiginde yiiksek aktiviteyi yine CS ekstresinin, en diisiik aktiviteyi ise Yp ve

YH ekstrelerinin gosterdigi gortilmektedir.

HL60 hiicre serisinde ekstreler, kolsisin ve demekolsin sahitleri ile yine
Student-t testi ile degerlendirilmisitir ve kolsisin ile yapilan Student-t testi verilerine
gore, C ekstresinin 2., 3. ve 4., CS ekstresinin 2., Yp ekstresinin 1. konsantrasyonu
anlamli olarak kolsisinden daha yiiksek aktivite gostermistir. Demekolsin sahidi ile t-
testinde karsilastirildiklarinda ise C ve CS ekstrelerinin 2., 3. ve 4., Yp ekstresinin 2.,
3., YE ve YH ekstrelerinin 2., 3., 4., ve 5. konsantrasyonlar1 anlamli olarak
demekolsinden daha yiiksek sitotoksisite gostermistir. LD 5o degerleri ve grafik
incelendiginde de en yiiksek aktiviteyi ¢ ekstresinin en diislik aktiviteyi ise yine T

ekstresinin gosterdigi goriilmektedir.

Sonucta ekstrelerin, genel olarak HL60 hiicrelerine karsi K562 hiicrelerine
gore daha sitotoksik olduklari, T ve Yp hari¢ tiim ekstrelerin HL60 hiicreleri iizerinde
kolsisine benzer aktivite gosterdikleri; K562 hiicreleri iizerinde ise ekstrelerin
hepsinin kolgisine yakin, demekolsinden daha sitotoksik aktivite gosterdikleri

saptanmistir.

Biyolojik aktivite sonuglari, alkaloitler lizerinde yapilan kimyasal ¢aligmalarla

birlikte degerlendirildiginde, total alkaloit miktar1 agisindan zengin olan C ve CS
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ekstrelerinin hem K562 hem de HL60 hiicreleri iizerinde en yiiksek aktiviteyi
gostermeleri normaldir. Yp ekstresinin de her iki hiicre tiiriine kars1 diisiik aktivite
gostermesi total alkaloit miktarinin ¢ok fazla olmamasi, kolsisin miktarinin genellikle
yaprakta cicekten ¢ok daha az olmasi ve alkaloit cesitliliginin fazla olmasi ile
aciklanabilir. Bu durum yaprak ekstresinde ¢esitliligin fazla ancak kolsisin miktarinin
diisik oldugunu ve bulunan diger alkaloitlerin de kolsisinden diisiik etkili
olabilecegini diislindiirmektedir. Tohum ekstresinden elde elde edilen sonuglar ise
ilgingtir. Ciinkii diger ekstrelerin aksine T ekstresi K562 hiicrelerine karsi daha
etkilidir. Total alkaloit acisindan yumru ekstrelerine yakin olmasina ve igermis
oldugu demekolsin miktarinin yiiksek olmasina ragmen K562 hiicrelerine karsi
kolsisine yakin bir etki gostermis olmasi bu ekstrede bulunan diger maddeler ile
etkilesimi sonucunda bdyle bir etkinin meydana gelebilecegini diisiindiirmektedir. T
metanol ekstresi saptanan fenolik asitler agisindan da ¢esitliligin en fazla oldugu

ekstredir.

Kemotaksonomik agidan bir degerlendirme yapildiginda, bitkiden sadece
tropolon sinifi alkaloitler elde edilmis; bunun disinda, bir flavon bilesigi olan luteolin
ile fenolik asitlerden kafeik asit ve sadece Wurmbaeoideae alt familyas: bitkilerinde
bulunan 2-hidroksi-6-metoksibenzoik asit veya tiirevlerinin varlig1 saptanmistir. Elde
edilen diger bir alkaloit olan 2-demetil-y-lumikolsisin’in ise bozunma {iriinii olma

ihtimali bulundugundan kemotaksonomik ag¢idan 6neme sahip degildir (92, 99).

Elde edilen sonuglar, C. baytopiorum tiiriiniin alkaloit g¢esitliligi ve miktar1
acisinda zengin bir tiir oldugunu gostermektedir. Bitkinin ¢alisilan farkli kisimlar1 bu
acidan degerlendirildiginde, ¢icek ve cigcek sap1 en yiiksek total alkaloit miktarina
sahipken, alkaloit c¢esitliligi acgisindan en zengin kismin yapraklar oldugu

saptanmistir.
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