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OZET

Yesiltepe,B. (2006). Colchicum bivonae Guss Tohumlarinin Alkaloitleri Uzerinde
Aragtirmalar. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakognozi ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Tiirkiye, tohum ve yumru ekstreleri tedavide biiyiikk onem tasiyan Colchicum
tiirleri i¢in, kaynak agisindan en zengin iilkelerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu
bitki tagidig1 tropolon smifi alkaloitleri nedeniyle gut, ailesel Akdeniz atesi, Behget
hastaligi, siroz, lenfoit 16semi, Hodgkin, psoriasis gibi hastaliklarin iyilestirilmesinde ve
biyokimya, insan genetigi, immiin kimyas: lizerindeki arastirmalarda 6nemli bir yere
sahiptir. Diinyada bu alkaloitler agisindan kaynak olarak tilkemizde yetismeyen
Colchicum autumnale tiirii kabul gormektedir. Ancak C. autumnale drog gereksinimini
yeterince karsilayamadigindan ila¢ sanayince yeni kaynaklar aranmaktadir. Bu nedenle
iilkemizde yetisen Colchicum tiirleri iizerinde I. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dali’nda baglatilan ¢aligmalar sonucunda Tiirkiye’deki Colchicum tiirlerinin
C. autumnale ile karsilastirilabilecek oranda bu alkaloitleri icerdigi goriilmiistiir.
Ulkemizde yetisen bir tiir olan Colchicum bivonae yumrularmn alkaloitleri daha dnce
yapilan bir doktora ¢alismasinda ayrintili sekilde incelenmistir. Bu tez ¢alismasinda ise
C. bivonae tiiriiniin tohumlarinin kimyasal agidan daha kapsamli olarak arastirilmasi
planlanmastir.

Bu arastirmada, iki ayr1 yoreden toplanan (Bolu, Abant; Tekirdag, Saray) C.
bivonae tohumlar1 kromatografik olarak ve sitotoksik aktivite agisindan (Brine Shrimp
Letalite Testi-BSL, MTT Sitotoksik Aktivite Testi) karsilagtirilmistir. Ayrica preparatif
LTK. ve kromatotron yontemleri ile her iki ornekten madde izolasyonlar1 da
yapilmistir.

Sonug olarak Abant’tan toplanan 6rnekten demekolsin, 2-demetil demekolsin,
kolsisin, N-deasetilkolsisin, N-deasetil-N-formilkolsisin 2,3-didemetilkolsisin ve
kolsisilin izole edilirken, Saray’dan toplanan 6rnekten ise sadece demekolsin ve kolsisin
izole edilmistir. Bolu, Abant 6rnegi, MTT Sitotoksik Aktivite Testinde HL 60 hiicre
serisi lizerinde Tekirdag, Saray ornegine gore daha aktif, Tekirdag, Saray Ornegi ise
ayni testte K 562 hiicre serisi iizerinde Bolu, Abant drnegine gore daha aktif ¢ikmustir.
BSL testinde ise Abant 6rnegi, Saray 6rnegine gore daha toksik 6zellikte ¢ikmistir. Her
iki 0rnegin de yiiksek sitotoksik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Colchicum bivonae, demekolsin, kolsisin, sitotoksik aktivite,
tropolon alkaloitleri.

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
536/21102004 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Yesiltepe B. (2006) Investigations on the Alkaloids of the Seeds of Colchicum
bivonae Guss. Istanbul University Institute of Health Science Department of
Pharmacognosy. Master Thesis. Istanbul

Turkey is one of the richest countries for the genus Colchicum. These species
which contain tropolonic alkaloids have great importance in treatment of diseases such
as gout, familial Mediterrenean fever, Behcet’s disease, cirrhosis, lymphoid leukemia,
Hodgkin, psoriasis and in investigations of biochemistry, human genetics,
immunochemistry. Although not growing in our country, Colchicum autumnale is the
main source of these alkaloids all over the world. But because of the insufficiency of C.
autumnale, medicinal industry looks for new resources. As a result of this, the
researches on Colchicum species which grow in Turkey, have been started in Istanbul
University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmacognosy and it has been found
that all Turkish species have tropolonic alkaloids as in C. autumnale. In a PhD thesis,
only the corms of C. bivonae which grows in our country were studied. Due to the
importance of the seeds on medicine, we aimed extensive investigations on the seeds of
this species which is the richest part for the chemical aspects.

The seeds were collected from two different regions (Bolu, Abant and Tekirdag,
Saray). Their alkaloidal extracts were compared in chromatographic methods and for
the cytotoxic activity (Brine Shrimp Lethality-BSL Test, MTT Cytotoxic Activity Test).
Also quantification and preliminary analysis were carried on.

As a result of this study, from the seed samples of Abant (Ab 05) demecolcine,
2-didemethyldemecolcine, colchicine, N-deasetylcolchicine, N-deasetyl-N-
formylcolchicine, 2,3-didemethylcolchicine, colchiciline and from the samples of Saray
(TS 05) only demecolcine and colchicine were isolated. Ab 05 was more potent than TS
05 on HL 60 cell line, but TS 05 was more potent than the other on K 562 cell line in
MTT Cytotoxic Activity Test Also in BSL test Ab 05 were more toxic than TS 05. It
was found that both samples had high cytotoxicity.

Key Words: Colchicum bivonae, demecolcine, colchicine, cytotoxic activity, tropolone

alkaloids.
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1. GIRiS VE AMAC

Colchicum tiirlerinin tibbi amagh olarak tedavide kullanimi ¢ok eski donemlere
dayanmaktadir. Colchicum cinsi, Diinya lizerinde tiimii Kuzey Yarikiire’de olmak iizere

Avrupa, Anadolu ve Orta Asya’ya kadar genis bir yayilim gosterir.

Ulkemizde yaklasik olarak 40 Colchicum tiiriiniin yetistigi bilinmektedir (12,
22). Dolayisiyla Tirkiye Colchicum tiirleri agisindan en zengin iilkelerden biri olarak

kabul edilir (54).

Bu bitkiden elde edilen droglar uzun siire “colchicum”, “hermodaktil”,
“stirinjan” ve “ephemeron” adlar1 altinda kullanilmistir. M. S. 1. yy’da yasayan
Dioscorides, Colchicum tiirlerinin zehirli bir dogaya sahip oldugunun farkinda idi ve
gutta kullanimindan bahsetmisti. Colchicum, adin1 bu bitkinin bulundugu yerlerden biri
olan Karadeniz bolgesindeki Kolsis (Colchis, Colchia) yoresinden almistir (29; 39; 41,
kaynak: 73 p.1)

Halen tedavide C. autumnale tiirlinden elde edilen tohum (Colchici semen)
ekstreleri kullanilmaktadir. Farmakopelerde yumrularindan (Colchici cormus) elde
edilen ekstrelerinin de kullanilabilecegi belirtilen Colchicum tiirlerinin baslica etken
maddeleri tropolon sinifi alkaloitlerdir. Bu maddeler icerisinde en 6nemli olan ve
bitkide yiiksek oranda bulunani ilk olarak 1820’de izole edilen ancak tiim yapisi
1950°de aydinlatilan “kolsisin” dir. Yiizyildan uzun zaman boyunca Colchicum
autumnale bitkisinin aktif bilesiginin yalnizca kolsisin oldugu diisiintilmiis, ancak daha
sonra yapilan calismalar yeni tropolonik alkaloitlerin kesfini getirmistir. Diger
alkaloitlerin ¢ogu 1965 yilindan 6nce kesfedilmistir (15). Bu alkaloitler gut, ailesel
Akdeniz atesi, Behget hastaligi, siroz, miyeloit 16semi, Hodgkin hastaligi, psoriazis gibi
pek c¢ok hastaligin tedavisinde ve ayrica biyokimya, insan genetigi, bagisiklik sistemi
kimyasi tizerindeki arastirmalarda 6nemli bir yere sahiptir.

Kolsisinin gut hastalig1 iizerinde spesifik etkisi bulunmaktadir (3). Akut gutta
semptomlart % 60-75 oraninda oldukca hizli bir sekilde yok ettigi bilinmektedir (32).
Ayni zamanda secici olmayan antimitotik ajandir. Hiicrelerin boliinmesini saglayan
mitotik uzamanin normal fonksiyonunu 6nleyerek metafaz asamasini durdurur (3, 11).
Bu olay hiicrede kromozom sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar ve poliploit yapilar

ortaya ¢ikar. Bu 6zellik ilk olarak 1899’da Pernice tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. Daha



sonralart bu etki 1930°da yeniden kesfedilmis ve kolsisin’in bitki ve hayvan
hiicrelerinde bu aktivitesi lizerine dnemli ¢alismalar yapilmasina ve tip ile biyoloji
dallarinda bu 6zellikten yararlanilmasina firsat dogurmustur (32). Kolsisin, tipki Vinca
alkaloitleri ve podofillotoksin gibi mikrotiibiilleri teskil eden bir protein olan tiibiilin’e
akovalan olarak baglanan dogal iiriinlerden biridir ve polimerizasyonu bloke ederek
mikrotiibiil fonksiyonuna dayanan hiicresel olaylar1 inhibe eder. Ayni sekilde
demekolsin ve deasetilkolsisin de iyi inhibitordiirler (24, 27). En 6nemli biyolojik etki
olarak kolsisin bu yolla mitozu durdurur (15).

Ayni zamanda antitiimoral etkiye sahip olan kolsisin, in vitro olarak 1/100
milyon seyreltmede bile hiicre boliinmesini durduran en kuvvetli mitotik zehirlerdendir.
Ancak bu maddenin tedavi ile letal dozu araliginin yakin olmasi, kanser tedavisinde
kullaniminm1 6nlemekte ise de; tedavide yararlanilabilecek maddelerin arastirilmasinda,
kolsisin “model bilesik olarak énemini halen korumaktadir.

Colchicum tiirlerinin diger bir ana alkaloidi olan “demekolsin”in kolsisinden
daha az toksik ve kolsisin gibi iltthap Onleyici tesirde oldugu bilinmektedir. Son
yillarda, kolsisinden hareketle sentezlenen “tiyo” tiirevlerinin (6rn.“tiyokolsikozit”) ise
tedavide miyorelaksan olarak kullanilmaktadir (35, 66).

Diinyada bu alkaloitler agisindan kaynak olarak iilkemizde yetismeyen
Colchicum autumnale tiirii kabul gormektedir. Ancak C. autumnale drog gereksinimini
yeterince karsilayamadigindan ila¢ sanayiince yeni kaynaklar aranmaktadir. Bu nedenle
tilkemizde yetisen Colchicum tiirleri iizerinde 1. U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi
Anabilim Dali’nda baslatilan ¢aligmalar sonucunda (6) Tirkiye’deki bazi1 Colchicum
tirlerinin C. autumnale ile karsilagtirilabilecek oranda bu alkaloitleri igerdigi
gorilmistiir. Bu kapsam igerisinde anabilim dalimizda yapilan bir calismada C. bivonae
tohumlarmin demekolsin agisindan en zengin tiirlerden oldugu belirlenmistir (74).
Bununla birlikte bir doktora tezinde Colchicum bivonae tiirliniin alkaloitleri acisindan
sadece yumrular1 ¢alisilmistir (61). Tedavide asil kullanilan kisimlarin tohumlar oldugu
gdz Onilinde bulundurularak, bu c¢alismada tohumlarin tropolon alkaloitlerinin
incelenmesi ve ayrica ekstrelerin sitotoksisite ac¢isindan da degerlendirilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1..Botanik Boliim

2.1.1. Liliaceae (22)

Cok yillik (bazen tek yillik) genellikle rizomlu, kormuslu, soganl ya da tuberli;
nadiren de dikenli, tirmanici bitkilerdir. Yapraklar tabanda ya da gdvdede (nadiren
sapsiz karsilikli iki sira lizerinde ve tabanlariyla birbirlerini rter vaziyette sik dizilisli),
bazen de ovat ya da linear yapraga benzer sekillerdeki govdelerde (kladotlar) pullara
indirgenmistir. Cicek durumu birlesik salkim (panikula), salkim, semsiye ya da yalanci
semsiye seklinde veya cicekler tektir. Periant iki sirali (nadiren i¢ siranin ortadan
kalkmasi ile tek siral1); segmentler (4 -) 6 ( - 8) adet, serbest ya da birlesik, genellikle
petalimsidir. Stamenler (4 -) 6 (- 10) adettir. Nektaryumlar perdelerin iizerinde, tabanda
ya da periantta bulunur. Ovaryum 3 gozlii, daima iist durumlu (nadiren perigin disk ile
birlikte) stiluslar 1-3, nadiren 5, basit ya da lopludur. Meyva bir kapsula ya da bakkadir.
Tohumlar yuvarlak, 3 yiizlii ya da tabla seklindedir.

2.1.2. Colchicum L * (12)

Cok yillik bitkilerdir. Toprakalti govdesi tunikali bir kormus seklinde, bazen
uzamig, yatay rizoma benzer stolonlu c¢ikintilar1 olan siiriiniicii govdeler seklinde
(soboller); tunikalar zarimsi, kagits1 veya derimsi, genellikle tiipsii, kalic1 bir ‘boyun’
seklinde uzar. Gelisen yapraklar ve ¢igek durumu zarimsi bir kin i¢inde (katafil) yer
alir. Yapraklar tabanda, kismen c¢icek agma evresinde (sinantus) veya ciceklenmeden
sonra (histerantus), bazen ¢igekler soldugunda (subsinantus) meydana gelir. Cigekler tek
veya demet halinde bulunur; her biri kiiciik brakteli ve ¢ok kisa saphdir. Cicek sap1
kapsiillerin olgunlastig1 sirada uzar. Periant ¢an, huni, rotat ya da stellat sekillerinde,
morumsu kirmizi, pembe veya beyaz renklidir, bazen tesellat olabilir. Periant pargalari

6 adet, tabanda iki esit veya hemen hemen esit seriler halinde tiip seklinde birlesmis;

* Colchicum cinsi son yayinlarda Colchicaceae familyasina dahil edilmektedir.



pargalarin tabani kulak¢ikli, bogaz bazen (filament tabanlarinin olusturdugu) bir
‘filament kanalr’ ile ¢ikintili, ¢ikintilar ¢iplak veya kisa tiiyliidiir. Stamenler periant
pargalarinin tabanina dogru birlesmis, 1 veya 2 sirali; filamentler ince, bazen tabanda
kalinlagsmis; anterler filamentlerin tepesine sirtindan bagli, oynak (Tiirkiye’deki
tiirlerde), i¢ yiiziinden agilir. Stiluslar 3 adet, serbest, stigmalar nokta seklinde veya
stilus boyunca tek tarafli olarak asagiya dogru uzanir, ovaryum toprak altindadir. Meyve

septisit kapsiil, 3 gozlii; tohumlar ¢ok sayida, yuvarlaga yakin veya yuvarlaktir.

2.1.3. C. bivonae Guss. in Adnot. Cat. P1. Bocc. 5 (1821)

Syn: C. latifolium Sibth & Sm, C. visianii Parl, C. bowlesianum B.L, C. sibthorpii sensu
B.L.

Colchicum bivonae.Guss. cicekli ve meyval hali; kormusu ile birlikte

(Fotograflar: Uzm. Ecz. Ebru Ozdemir)



2.1.3.1. Botanik ozellikleri:

Kormus 2,5 — 5 (-6) x 2,5 - 4 cm boyutlarinda, ovat ve hemen hemen yuvarlak
arasi; distaki tunika orta esmerlikte, i¢ kism1 kirmizimsi kahverenginde, kagitsi ile hafif
derimsi arasi, tepesi kisa bir boyundan ibaret, 1-2 cm’dir. Yapraklar (4-) 5 - 9 (-11)
adettir ve bitki cigceklendikten sonra gelisir (histerantus), hafif dik, dilsi veya linear-
lanseolat, (12-) 20 - 30 x (1-) 2 - 3 (-4,5) cm, tepesi yuvarlak veya obtus (bazen akuta
yakin), tiiysiizdiir. Cigekler 1 - 4 (-6), kampanulat (can seklinde) ile genis kampanulat
arasindadir. Periant pargalari pembe-mor, kuvvetli tesellat, bazen tabani beyaz, dardan
genise degisen eliptik sekilde, bazen obovat-eliptik, (4-) 5,5 - 7 (-8,5) cm x (8-) 20 - 30
(-35) mm boyutlarinda, tepesi yuvarlak veya hemen hemen akut, bazen kukulatali,
filament kanallarinin ¢ikintilar1 boyunca kisa yumusak tiiyliidiir. Filament (1-) 1,5 - 2,5
cm tiiysiliz; anterler morumsu siyah veya morumsu-kahverenginde, 7 - 9 (-12) x 2 - 3
mm boyutlarinda; polenler parlak saridir. Stilus yay seklinde kivrik ve tepede az siskin,
stigmalar (2-) 3-4 mm asag1 dogru daralarak baglanmistir. Kapsiil oblong — elipsoit, 3,5

-4 x 2 -2,5 cm boyutlarinda, orta esmerlikte, tiiysiiz, tepesi akuttur.

2.1.3.2.Cicekli oldugu aylar

(Agustos-) Eyliil — Ekim (-Aralik)

2.1.3.3.Yetisme ortam

Seyrek Quercus veya Fagus ormanlarmin agikliklarinda, Pinus, seyrek Quercus

coccifera caliliklart arasinda, dere kenarlarinda yetigir

2.1.3.4.Yetistigi yiikseklik
50- 1350 m.



2.1.3.5.Tiirkiye’de yayihs1

Bat1 Tiirkiye, Adalar. A1(E) Tekirdag: Saray, T. Baytop (ISTE 26731, ¢icek)!
A1(A) Canakkale: Ezine’den Canakkale’ye dogru giderken 14 km.lik mesafe boyunca,
T. Baytop (ISTE 26754, ¢igek). Balikesir: Marmara, B. Mater (ISTE 36297, ¢igek)! A3
Bilecik: Bilecik’ten Vezirhan’a dogru giderken 10 km.lik mesafe boyunca, Mathew
9502 (yaprak, cult. K, ¢icek). Bolu: Abant Golii yakinlari, T. Baytop ISTE 32340,
yaprak ve meyva)! B1 Canakkale: Dikili Canakkale aras1 Kiigiikkuyu’dan 2-3 km sonra,
240 m, Brickell 1834 (yaprak ve meyva).

2.1.3.6.Diinya’da yayihs1

Midilli Adas1, Sicilya, Italya, Korsika, Sardunya, Yugoslavya, Yunanistan,

Bulgaristan. Akdeniz elementi

2.1.3.7. .Materyalin toplandig: bolgeler ve toplanma tarihleri:
Bolu-Abant Golii ¢evresi -16.06.1990 ve 20.07.2005 (ISTE 61483); Tekirdag-
Saray Giingérmez Kdyili Mezarligr arkast - 21.05.2005 (ISTE 81713)



2.2.Kimyasal Boliim:

2.2.1. Colchicum Alkaloitlerinin Kimyasi

Yunan tibbinda Dioscorides’in Colchicum’u tibbi amagla kullanimindan sonra
yapilan daha ileri ¢alismalarda Geiger ve Hesse (1833), Oberlin (1857), Zeisel (1883),
Houdé¢ ve Laborde (1884) kristalize kolsisinin Cy,HysNOg olarak dogru molekiiler
yapisini ve zayif asitlerle hidrolizi sonucu olusan kolsiseinle iliskisini aydinlatmislardir
(15). Kolsisin ilk olarak 1820’de Pelletier ve Caventou tarafindan izole edilmis ve
yapist 1945°te Dewar tarafindan aydinlatilmistir (50, 59) Tim Colchicum tiirlerinden
pek ¢ok tropolon alkaloidi elde edilmis ve yapilar1 aydinlatilmistir. Bununla birlikte bir
kisminin yapist halen bilinmemektedir. 1948’den bu yana kromatografik yontemlerin
bulunmas1 ve gelistirilmesinden sonra 30’dan ¢ok tropolon alkaloidinin yapisi
aydinlatilmistir (70). Kolsisinden daha az toksik olup daha fazla veya ona esit derecede

aktif olan tiirevler bulmak i¢in yapilan ¢aligmalar devam etmektedir.

2.2.2. Colchicum Tiirlerinin Kimyasal Bilesimi

2.2.2.1. Tropolon Halkasi1 Tasiyan Colchicum Alkaloitleri:

Kolsisin [N-5,6,7,9-tetrahidro-1,2,3,10-tetrametoksi-9-oksobenzo (a) heptalen-7-
il-(S)-asetamit] ve analoglar1 tropolon halkasi tasirlar (15). Bu yapilara tropolonoit yap1

denir. Tropolon yapist bu alkaloitlerin C halkasidir.

T e Q

OCHj

T

Tropolon Tropolon metil eter

(Sikloheptatrienolon)



Tropolon Alkaloitlerinin Kimyasal Formiilleri (3, 21, 51, 61)

Tablo 2-1 Nétral ve fenolik tropolon alkaloitlerinin kimyasal formiilleri

Notral ve Fenolik Ry R, R; Ry Rs R¢
Alkaloitler

Kolsisin CH; CH; CH; H COCH; CH;
2-demetilkolsisin CH; H CH; H COCH; CH;
3-demetilkolsisin CH; CH; H H COCH; CH;
2,3-didemetilkolsisin CH; H H H COCH; CH;
N-deasetilformil CH; CH; CH; H CHO CH;
kolsisin
2-demetil-N-formil- CH; H CH; H CHO CH;
N-deasetilkolsisin
3-demetil-N-formil- CH; CH; H H CHO CH;
N-deasetilkolsisin
2-asetil-2-demetil CH; COCHj; CH; H COCH; CH;
kolgisin
KOISikOZit CH3 CH3 C6H1 105 H COCH3 CH3
N-metilkolsisin CH; CH; CH; CH; COCH; CH;
Kolsisein CH; CH; CH; H COCH; H
2-demetilkolsisein CH; H CH; H COCH; H
3-demetilkolsisein CH; CH; H H COCH; H
N-deasetil-N-formil CH; CH; CH; H CHO H
kolsisein
N-asetildemekolsin CH; CH; CH; COCH; CH; CH;
N-formildemekolsin CH; CH; CH; CHO CH; CH;
Kolsifolin CH; CH; CH; H COCH,0OH CH;
2-demetilkolsifolin CH; H CH; H COCH,0OH CH;




OR,

Tablo 2-2 Bazik tropolon alkaloitlerinin kimyasal formiilleri

Bazik Alkaloitler Ry R, R; Ry Rs Re¢
N-deasetilkolsisin CH; CH; CH; H H CH;
3- demetil-N-deasetil CH; CH; H H H CH;
kolsisin
2- demetil-N-deasetil CH; H CH; H H CH;
kolsisin
2,3-didemetil- CH; H H H H CH;
N-deasetilkolsisin
N-deasetilkolsisein CH; CH; CH; H H H
Demekolsin CH; CH; CH; H CH; CH;
3-demetildemekolsin CH; CH; H H CH; CH;
2-demetildemekolsin CH; H CH; H CH; CH;
Demekolsein CH; CH; CH; H CH; H
N-metil CH3 CH3 CH3 CH3 CH3 H
demekolsein
N-metildemekolsin CH; CH; CH; CH; CH; CH;
2,3-didemetil CH; H H H CH; CH;
demekolsin

2.2.2.2.Tropolon Halkas1 Tasiyan Diger Notral ve Fenolik Alkaloitler :




o
N
“coc,
o}
OCH;
0
OCH;,
Kornigerin
OH
HsCO /
e
N
COCH
H,CO }
OCH;
0
OCH;
Kolsisilin
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o
N
\COCPg
(o}
OCH,
0]
OH
Kornigerein
OH
HsCO /
N
coch,
HO
OCHs
0
OCH;

2-demetilkolsisilin

Kolsisin ve tiirevleri 1518a kars1 hassastir ve ultraviyole 1518a maruz kaldiklarinda

a, B ve y-lumikolsisinden olusan kolsisin izomerleri karistmi meydana gelir. Bu
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fotoizomerler tropolonoit yapida degillerdir ve tiibiiline baglanmazlar. Bunlarda en ¢ok

ortaya ¢ikan ve iistiinde ¢alisilan B-lumikolsisindir (46, 51, 82).

HsCO
NHCOCH,
H,CO
OCH; ‘ -
H
(0]
OCH, OCHjz
- Lumikolsisin v- Lumikolsisin
O._ CH;0  ocHz O
H3COCHN NHCOCH3

a- Lumikolsisin

2.2.2.3.Tropolon Halkas1 Tasimayan Colchicum Alkaloitleri:

Fenetiltetrahidroizokinolin bazlari
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Androsimbin alkaloitleri

Dihidro ve tetrahidro androsimbin alkaloitleri
Homoproaporfin alkaloitleri

Homoaporfin alkaloitleri

Benziltetraizokinolin-izokoridin alkaloitleri

NCH 5

- O
- O
H,CO
Autumnalin

(fenetiltetrahidrobenzilizokinolin alkaloidi)

OCH,

Androsimbin (32)
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HO

Baytopin (homoaporfin alkaloidi) (75)

2.2.3.Sentetik Tropolon Alkaloitleri:

Tiyokolsisin ve tiirevi alkaloitler

O5CeH11
5%v6' 111 o
NHCOCH,
HsCO
OCHs
0
SCH,

Tiyokolsikozit
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2.2.4.Tropolon Alkaloitlerinin Yapi-Aktivite fliskileri: (15)

OCH,

KOLSISIN

1- Sadece a S-konfigiirasyonlu biaril sisteme sahip bilesikler aktiftir. Konfigiirasyonu a
R’ye doniistiirmek bu etkiyi yok eder. Rasemik karisimlar saf a S izomerlerden daha

diisiik aktiviteye sahiptir (13, 59)

2- Aromatik A halkasmin siibstitlisyonu, 6rnegin kolsikozit ve 3-demetilkolsisinin O-

glikozitinin inaktif olmasindan dolayi kritiktir (71, 73, 84).

3- A halkasinda aromatik siibstitiisyon biyolojik aktivite iistiinde oldukca yiiksek bir
etkiye sahiptir

4- Yapilan baz1 calismalar sonucu tiibiiline baglanmada 3-demetil kolsisinin oldukga

aktif ve kolsisinden daha az toksik olabilecegi gozlenmistir (17).

5- Kolsisinin A halkas1 analogu olan meskalin ve N-asetilmeskalin de, mikrotiibiilleri
kismen inhibe etmektedir. Bundan yola ¢ikarak yapilan ¢alismalarda, kolsisinin tiibiiline
C’nin yan sira, A halkasindan da baglandig belirlenmistir (4, 9, 19). Tiim bu veriler
kolsisinin etkisinin C halkas1 ve onun yan zincirli tiirevleri ve A halkasina dayandigini

da gostermektedir (51).



15

6- 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 gruplar1 molekiiliin proteinlere baglanmasinda olduk¢a dnemlidir. Bu
metoksilerin ¢ikarilmasi1 veya fenolik gruplara doniistiiriilmesi kolsisitte oldugu gibi

proteinlere baglanma potansiyelinde diismeye yol agar (59).

7- N-acil bilesiklerin N-deasetil tiirevlerine gore hem tiibiiline baglanma hem de

antitimor etki acisindan daima daha aktif oldugu belirlenmistir (73).

8- C-7 amido grubunda asit artig1 zincirinin uzamasi aktiviteyi azaltir. En yiiksek etkiyi
N-deasetil-N-formilkolsisin gosterir. Amino grubunda bir asit artig1 olan bilesikler ile
azotta ayrica bir metil grubu tasiyanlarin LD;oy ve terapotik indeksi birbirinin aynisidir

(69, 73).

9- Kolsisinoit ve allo-tiirevlerindeki 7- asetamido grubu tiibiiline baglanmada etkisizdir

(69).

10- Demekolsinin agil tiirevleri N-metildemekolsine gore daha aktiftir.

11- B halkas: tiibiiline baglanmada etkili olmayabilir. Fakat bununla ilgili bir ¢calismada
kolsisinin sadece B halkasinda kiigiik siibstitiientler bulundugu zaman tiibiiline
baglanmanin daha hizli gelistigi gézlenmistir (65). B halkasi ilag-tiibiilin etkilesmesinde
bir role sahip degilse bile tasidig siibstitiientler baglanma 6zelliklerinin belirlenmesinde

Oonemlidir (51).

12- Kolsifolinin N-metil, O-etil ve O-acilli tiirevleri de kolsifolin ve kolsisin kadar
aktiftir

13- Tropolon ve tropolon metil eter tiibiilinin polimerizasyonunu bloke eder. [3H]
Tropolon metil eter her bir tiibiilin molekiiliinde tek bir bolgeye baglanir ve bu
baglanma ayni bolgeye baglandigr diisiliniilen kolsisin vb. maddeler tarafindan inhibe

edilebilir (69).
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14- 10-Tropolon metil esterin tiibiilin molekiiliine baglandig1 ve in vitro olarak tiibiilinin

polimerizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (12).

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

aktivitede 6nemli bir degisime sebep olmaz (59).

16- Izokolsisinler ve 10-CH; siibstitiienti yerine 10-OH olan, keto enoller, yani

kolsiseinler inaktiftir.

17- Oksikolsisin, epoksikolsisin ve lumikolsisin inaktiftir (69)

2.2.5.Kolsisinin Biyosentezi:

Kolsisinin total sentezi 1959 yilina kadar tam olarak gerceklestirilememis, fakat
bundan sonra calismalarda ilerleme kaydedilmistir (32). ilk biyosentez caligmalari
1960’ta Leete ve Battersby tarafindan gergeklestirilmistir (49) Biyosentezin
fenetilizokinolin alkaloitlerine giden ilk agsamalarin1 Herbert ve grubu aydinlatmislardir
(42). Fakat bu ilk asamalarda hidroksilasyon ve metilasyon olaylarinin gerceklesme

yollar1 halen soru isaretleri tasimaktadir (60).
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Biyosentez Semasi (25, 60, 61, 67, 73)

CO.H
NH,
—
HO
L-Tirozin
CO,H
NH,
—
L-Fenilalanin
H;CO
NCH;4
HO =
H/
H;CO O
H5;CO
OH

(S)-Autumnaline

HO
NH,
HO HO,
Dopamin NH
HO
—_— — H - —
Mannich benzeri
reaksiyon
CHO
HO
OH
4-Hidroksidihidro-
sinnamaldehit
—>
oksidatif baglanma



homoproaporfinan
iskeleti

HaCO

(S)-izoandrosimbin

Demekolsin

oksidatif
demetilasyon

Kolsisin

H,CO

O-metilandrosimbin

OCHj

Deasetilkolsisin

18

P-450

0, /NADPH

asetil-CoA

Y

amid
olusumu



19

2.2.6.Tropolon Alkaloitlerinin Teshisi: (73)

1- Tropolon alkaloitleri, diliie asit veya alkalilerle hidroliz sonucu kolsisein tiirevini
meydana getirirler. Fenolik tropolon yapisinda olan bu maddeler FeCls ile zeytin yesili
renk verirler. Kloroformda bu renk kirmizidir, lumi tiirevleri ise bu reaksiyonu

vermezler (Oberlin-Zeisel Reaksiyonu) (20, kaynak: 73 p. 17).

2- Alkaloit ¢ozeltisine birkag damla mineral asit eklenirse koyu sar1 renk olusur, bu renk

nitrik asitle Once yesil-mavi sonra kirmizimsi sar1 ve sonugta renksiz olur (18, 32).

3- Kolsisinin etanoldeki ¢cozeltisine FeCls; eklenirse kirmizi renk aciga ¢ikar (86).

4- Tropolon alkaloitleri konsantre H,SO, ile 48 saat kalict sar1 renk, lumitropolon

tiirevleri ise aninda mor-kirmizi veya turuncu renk verirler (70).

5- Kolsisin H>SOy ile 1sitilinca kirmiziya doniisen sart renk verirler (40, kaynak: 73

p-19).

6- C-7’de amit grubu tasiyan tropolon alkaloitleri Dragendorff belirteci ile turuncu renk
verirler. B- ve y- lumikolsisin ise bu belirtegle zamanla kizilkahveye donen siyah renk

alirlar (70).

7- Tropolon alkaloitleri Carr-Price belirteci (antimontrikloritin kloroformdaki ¢ozeltisi)

ile sar1 renk verirler (68, kaynak: 73 p. 19).

8- Kolsisin, Wagner belirteci (I, / K1) ile hafif asitli ortamda kahverengi bir ¢okelti verir
(20, kaynak: 73 p. 17).

9- UV;s4 nm’de tropolon alkaloitleri koyu menekse renk verirler. UV34 nm’de kolsisin
alkaloitleri bej, demekolsin alkaloitleri kahverengi ve lumi tiirevleri ise gri renk alirlar

(70).
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10- C-2 ve C-3’te serbest fenolik grup igeren tropolon alkaloitleri, giin 1s1ginda
silikajelde sar1 renk verirler (68, kaynak: 73 p. 19).
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2.3.Farmakolojik Boliim*

Colchicum tiirlerinin tibbi kullanimindan ilk olarak M. S. 1. yy’da Pedanius
Dioscorides tarafindan yazilmis olan “Materia Medica” da bahsedilmistir (39). Eski
Arap metinlerinde Colchicum tiirlerinden elde edilen ekstreler, gut hastaligindaki
kullanimi igin tavsiye edilmistir. Gut tedavisi i¢in ayrica Tralles’li Alexander tarafindan
6. yy’da kullanilmistir (28, 50). Ancak Orta Cagda zehirli 6zelliklerinden korkularak
cok az kullanilmistir. (29, 46). 1763’de Baron Von Storch tarafindan gutta olusan
podagrada (ayak basparmaginda tipik gut nodiilii) kullanilisi ile birlikte daha ¢ok 6dem
ve nonromatoit durumlardaki kullanilisindan bahsedilmistir. Daha sonralar1 1820’de gut
tedavisinde en etkili ila¢ olarak tekrar ortaya ¢ikmistir (10). Kolsisin ilk olarak 1820°de
Pelletier ve Caventou tarafindan izole edilmis (50), ancak yapisi ilk kez 1945°te Dewar
tarafindan aydinlatilabilmistir (51). Mitoz boliinmeyi —metafaz asamasinda- durdurdugu
1889°da Pernice tarafindan kayida alinmis, fakat biyolojik Onem tasiyan tiibiilin-
inhibitor etkisi 1930’larin ortalarina kadar dikkate alinmamistir. Kolsisin antitiimdral
ajan olarak arastirilmis, fakat tiimor segiciliginin olmadigi belirlenmistir (50). Fakat
daha az toksik olan deasetilkolsisin ileri kanserlerin tedavisi i¢in halen arastirilmaktadir
(59) 1972 yilinda Goldfinger, devamli olarak giinde 0,6-1,8 mg uygulayarak kolsisinin
5 hastadan 3’linde abdominal agr1 krizlerini 6nledigini belirledigi zaman Ailevi Akdeniz
Atesi (FMF) i¢in yeni bir ¢ag baslamistir. 1972°den beri FMF profilaksisinde en etkili
tedavi araci olarak popiilaritesini korumaktadir (9, 50).

Bununla birlikte diger kolsisin analoglari (demekolsin gibi) kronik miyeloit
l6semi ve malign lenfomada kullanilmistir (3). Kolsisinin gut tedavisindeki terapotik
etkisi objektif olarak ilk kez 1987°de cift-kor, plasebo kontrollii 43 hastadan olusan bir
caligma (Once 1 mg, sonrasinda cevap alinana veya toksisite olusana kadar her 2 saatte
bir 0,5 mg’lik dozlar halinde kolsisin uygulanmistir) ile kanitlanmistir (1) Ayrica
kolsisin FMF tanisini g¢arpici bir sekilde degistirmektedir; ¢iinkii amiloidozlar1 6nemli
derecede Onleme yetenegine sahiptir ve hastalifin gerilemesini saglar. Kolsisin
kortikosteroit ve immiinsupresanlarla yapilan hatali tedavileri diizeltmek amagli da

kullanilabilmektedir (50).

* Literatiirlerde tedavide aktif olarak kullanilan kolsisin ile ilgili bilgiler bulundugundan bu béliimde daha g¢ok

kolsisinin farmakolojisine deginilmistir.
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2.3.1.Tropolon Alkaloitlerinin Tedavide Kullanilislari (50)

2.3.1.1.Akut Gut Ataklar1 ve Profilaksisi:

Gut, tirik asit metabolizmasinin bozuklugu sonucu olusan hiperiirisemi hali ve
akut artrit nobetleri ile kendini gosteren kronik bir hastaliktir. Zamanla eklemler ve
yumusak dokularda monosodyum iirat kristalleri birikmesine ve idrar yollarinda iirat
tast olusumuna neden olabilir. Gut hastaligmin tanimi ilk olarak M.O. 5 yy.da
yapilmistir. Hipokrat, zengin beslenme aligkanlig: ile iliskilendirilen bu hastaligi ilk
olarak “Krallarin hastalig1” olarak nitelendirmistir. 40 yasimin istiindeki erkeklerde
iltihapli artritin en biiyiik sebebidir ve klinik olarak bu hastaliga siklikla rastlanir. Akut
gut, monosodyum {irat kristallerinin birikmesine cevap olarak gelisen yogun bir iltihap
halidir. Semptomlar1 aniden baslayan agrilar, sinirli hareket ve etkilenen eklemlerde
yanmadan ibarettir (44, 45). Kolsisin gut artritinde sec¢ici olarak antienflamatuar etki
gosterir. Akut gut artriti, periartrikiiler dokuda ¢dken {iirat kristallerinin grantilositler
tarafindan fagosite edilmesiyle baslar; fagositoz sonucu lizozomlar parcalanir,
proenflamatuar maddeler ortama saliverilir ve fagositlerin metabolizmalart hizli oldugu
icin fazla laktik asit olusur. Boylelikle agri meydana gelir. Kolsisin, {irat kristallerinin
fagositozunu engelleyerek dokunun asitlesmesini, bu sayede yeniden kristallenmeyi ve
16kosit (Polimorfoniikleer lokositler-PMNL) gociinii onler. Lokositlerin hareketinin
onlenmesinin, hiicre igindeki mikrotiibiillerin, kolsisin tarafindan parcalanmasina bagh
oldugu sanilmaktadir. Kolsisin’in graniilositlerde, artrit olusmasina katkida bulunan bir
glikoproteinin yapimini ve salgilanmasini inhibe etmek suretiyle de antiartritik etki
yaptig1 ileri siirilmiistiir. Akut nobet basladiktan sonra kolsisin ne kadar erken
verilmeye baglanirsa o derece cabuk ve basarili olunur. Nobetin ilk birkag saati icinde
tedaviye baslanirsa olgularin asag1 yukart % 95’inde tedavi basarili olur. Ilacin gut
artriti i¢in spesifik olmasi nedeniyle artritin tiirlinii saptamakta diyagnostik 6nemi vardir
(44). Ayrica deasetilmetilkolsisin, trimetilkolsisininoik asit ve deasetiltiyokolsisinin de
yapt olarak kolsisine benzediklerinden kolsisine esit dozlarda, kolsikozit ise -daha

diistik olsa da- antigut etki gosterirler (51).
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2.3.1.2.Ailevi Akdeniz Atesi (FMF) ve Profilaksisi:

FMF, soguga kars1 asir1 hassasiyet, degisik tipte noropatiler veya degisik
organlarda amiloid birikimleri (kan damarlarinin duvarlarinda fibril tabakalarindan
olusan patolojik ekstraseliiler birikimler) ile iligkili, kalitim yoluyla gegebilen amiloidoz
tipi bir hastaliktir (76). Hastaligin patojenezi tam olarak bilinmemekle beraber en sik
rastlanan klinik olgu, tekrarlayan akut karin agrisi ile birlikte viicut sicakliginin
yiikselmesi seklindedir (50). Kolsisin FMF hastaliginin baslica ilacidir, ataklarin
sikliginda gozlenebilir bir azalma (% 90’1n {izerinde hastada) ve tamamen durma saglar
(52). Ayrica kolsisin’in FMF’li hastalari, amiloidozdan korudugu kanitlanmistir.
Yapilan bir ¢alisma primer amiloidozlu hastalarda da 1yilesmeyi artirdigini gosterir (51).
Abdominal agr1 epizotlarint 6nleme ve asir1 derecede amiloidoz olusumuna engel olma
konusunda tek ilagtir. Bu hastaliktaki etkisinin PMNL’lerin kemotaksisini diiglirmesi,
kemotaktik faktorlerin ve silipresdr T-lenfosit fonksiyonunun yeniden diizenlenmesini

azaltmasindan ileri geldigi belirtilmektedir.

2.3.1.2.1.FMF’te Kolsisinin Etkilerinin Asamalari
. Abdominal agrilarin profilaktik tedavisi

Goldstein ve Schwabe ¢apraz gecisli bir yontemle giinde 1,8 mg kolsisini oral yolla 3
hafta boyunca, sonrasinda ise ayni miktar plaseboyu yine 3 hafta boyunca veya bunlari
tam tersi sira ile uyguladigi 10 hastay1 degerlendirmis ve kolsisin kullanan grupta epizot
sayisinda ciddi oranda azalma tespit etmistir. Tedavi goren hastalarin % 80’inde,
plasebo alanlarin ise % 10’unda agrili epizotlara rastlanmamustir (38, kaynak: 50 p.
296). Zemer ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢apraz degisimli bir ¢calismada ise 22
hasta 2 hafta boyunca giinde 1 mg p.o. kolsisin almis, sonraki 2 hafta boyunca ise
plasebo (veya tam tersi sira ile) almistir. Tedavinin ilk haftasinda kolsisin alanlarda
ataklar onemli derecede seyrek goriilmiistiir (83 kaynak: 50 p. 297). Bu ve benzeri
calismalar kolsisinin agr1 epizotlarint dnleyici etkisini kesinlestirmektedir. Daha uzun
siiren ¢alismalarda (1-4 yil, ~ 60 hasta) giinde 0,5-1,5 mg kolsisin kullanan hastalarin
oldukca biiyiik bir cogunlugu asemptomatiktir. Ancak akut epizot bir kez ortaya
ciktiktan sonra kolsisin etkisizdir veya hasta tedaviye uymayinca agri hizla yeniden
ortaya c¢ikar. Profilaktik tedavi 1-3 yilda son bulur ve bununla ilgili yapilan bir
calismada 84 hastanin 50’sinde agrili ataklar 6nlenmis, 28’inde agr siklig1 ve siddeti

azalmistir
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* Amiloidozun 6nlenmesi
Zemer ve arkadaslarinin kolsisini giinde 1 veya 2 mg’lik dozlar halinde devamli olarak
uygulamasi, ilacin amiloidozu Onledigini gostermistir. 1070 hasta ile yiiriitilen bu
calismada 960’1nda tedaviye baslandig1 anda amiloidoz artigina rastlanmamistir. Bagka
bir deneyde ise kolsisin alan 135 ¢ocugun % 2,3’iinde amiloidoz gelismistir
. Amiloidoz semptomlarinin giderilmesi

1997 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ravid ve arkadaglari 3 hasta {izerinde 30 hafta
boyunca giinliik 1,5 mg kolsisin uygulamasindan sonra nefrotik semptomlarin
geriledigini ve renal fonksiyonlarin iyilegsme gosterdigini gormiislerdir.

* Bobrek naklinden sonra amiloidoz olusumunun engellenmesi
Ginliik 1,5 mg kolsisin, nakledilmis organda amiloid artiklarina bagh olarak FMF
olusumunu engellemek veya ekstra renal bolgelerde ilerlemesini dnlemek amaciyla

immiinosupresanlarla birlikte hastaya verilebilir.

2.3.1.3.Behc¢et Hastalig:

Behget hastaligir genellikle Orta Dogu ve Japonya’da rastlanan sistemik bir
vaskulittir (kan damarlarinin iltihab1). Bukkal ve genital aft tipi iilserler, deri ile ilgili
cesitli lezyonlar, korliige yol agabilen uvea (gdziin iris, silier cisim ve damar tabakasini
icine alan orta kismi) iltihabi, artrit, trombofilebit, norolojik ve gastrointestinal
olusumlar ve arteryel anevrizmalar ile karakterizedir. Patojenezi tam olarak
bilinmemektedir. Kolsisin Behget hastaligi tedavisinde, PMNL’lerin kemotaksisini
azaltip veya normale dondiiriip, yine fagositozu bloke ederek etki gosterir (23, 43)
Ozellikle mukozal lezyonlar ve ©6n kistmda goriilen uveitte etkili oldugu
diistiniilmektedir ve uzun siireli uygulamalar bunu dogrulamistir. Matsumura ve
Mizushima yaklasik 2 yil, Behcget hastaligi olan 12 hastaya giinde 1 mg kolsisin vermis
ve 8-9 ay sonunda okiiler belirtiler 7’sinde yok olmus, biiylik kisminda aft ve eklem
agrilart hafiflemistir. 157 hastanin yer aldigi kontrolsiiz bir calismada, 1 yil boyunca
giinde 1 mg kolsisin uygulanarak etkisine bakilmis ve hastalarin 104’ {inde okiiler
gelisim gozlemlenmistir (53, kaynak: 50 p.306). Bu hastaligin tedavisinde kolsisin etki /
toksisite orani en iyi olan ilag gibi goriinmektedir ve immiinosupresif bir ajanla beraber

kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
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2.3.1.4.1leri Sistemik Skleroz:

Akcigerler ve sindirim kanali basta olmak {izere tiim organlara kolajen gecisi ve
kolajenin asir1 derecede birikiminden kaynaklanan sistemik bir patolojik durumdur.
Hastaligin gelisiminin 6nceden tahmin edilmesi ve degerlendirilmesinin objektif bir
sekilde yapilmasi zordur. Kolsisin, fibroblastlarin fonksiyonel anomalilerini ve bu
hastalikta siiphelenilen kolajen sentezini engellemek i¢in kullanilmistir. Ilag ayrica bu
hastaliktan kaynaklanan deri alt1 kireglenmesinde de aktif olabilir. Boylelikle sistemik
sklerozun ilerlemesini organlarda yerlesmeden Once yavaslatarak belli sayida hastada

yasam kalitesini artirabilir

2.3.1.5.Primer Safra Sirozu:

Bu hastalik interlobular safra kanalina kars1 T lenfositlerine bagh olarak gelisen
ataklar ile karakterizedir. Safra kanallarimin yikimi ve giris yollart ile hepatik
parenkimada fibroz doku olusumundan dolay1 uzun bir zaman sonra siroz ortaya ¢ikar.
Tedavi, safra kanallarinin bozulmasini ve onu takiben kolestaz olusumunu engellemek
amaclhidir. Kolsisin bu hastalikta monosit ve lenfosit fonksiyonlarini normallestirir,
boylelikle fibroblastlarin proliferasyonunu durdurur. Hastalik esnasinda artan tiimor

nekroz faktoriiniin sentez ve salgilanmasini 6nemli derecede azaltarak etkili olur (9).

2.3.1.6.Karaciger Sirozu:

Karaciger sirozu, patolojisi hepatik parenkimal hiicre yikimi, birlesik doku
olusumu ve nodiiler rejenerasyondan ibaret olan, 6liim orami yiiksek bir hastaliktir.
Kolsisin karaciger koruyucu bir ilagtir ve bu hastalikta antienflamatuvar, antifibrotik ve
kollajen miktarin1 azaltan ilag¢ olarak kullanilmaktadir. Kolsisin kollajenin hiicrelerarasi
hareketini engeller ve sirozlu hastalarda serum bilirubin ve albumin degerlerini diizeltir
ve protrombin siiresini kisaltir (30, 48) 14 yildan uzun bir zamandir karaciger sirozu
olan 100 hasta takip edilmistir. Randomize, ¢ift-kor, plasebo kontrollii ¢alismada 54
hastaya kolsisin, 46’sina plasebo verilmistir. ilk grupta iyilesen hastalar, ikinciye

nazaran daha fazladir. Kolsisin alan hastalarin % 50’den fazlas1 doku gelismesi
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gostermis, plasebo grubunun 14’iinde histolojik gelismeye rastlanmamustir. Ayrica in

vitro deneylerde kolsisin kolajenaz sentezini stimiile eder (79).

2.3.1.7.Alkolik Siroz:

Siklikla kronik alkolizm sonucu olarak ortaya ¢ikan sirozdur. Hafif fibrozis ve
yaglt degisim sonucu karaciger biiylimesi meydana gelir (76). Kolsisin anti-fibroz
Ozelliginden dolay1 bu hastalikta uzun siireli kullanilabilir. Sirozun erken donemlerinde
etkili oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte alkolik sirozda kolsisin klirensi azalmistir.

Kolsisin potansiyel olarak bu patolojide kullanilabilir.

2.3.1.8.Hodgkin Lenfoma:

Bu rahatsizlik, 1832 yilinda Sir Thomas Hodgkin tarafindan tanimlanmustir.
Lenf dokular1 ve lenf bezlerinin kétii huylu hastaligidir. Belirtileri ise agrisiz ve lastik
kivaminda lenf diigiimi biiylimesi (lenfadenopati), yiiksek ates, gece terlemeleri, kilo
kayb1, kuvvetsizlik ve istahsizliktan ibarettir (5, 80). Kolsisin antimitotik ve buna ek

olarak agr kesici, ates diisiiriicii etkilerinden dolay1 bu hastalikta kullanilmistir.

2.3.1.9.Kronik Lenfoit Losemi:

Kronik lenfoit 16semi, kiiciik, olgun goriinimlli, uzun Omiirlii lenfositlerin
sistemik olarak cogalmasiyla karakterize bir hastaliktir (47). Kolsisin in vitro olarak
diisiik konsantrasyonda (0,1 mg/ml) malign lenfositleri, normal lenfositlere etki
etmeden yok edebilmektedir. Bu o6zelliginden hastaligin teshis ve tanisinda
faydalanilabilir. Direncli kronik lenfoit l6semili 14 hastaya, 2-3 mg doz ile baslayip
timor yeniden olusana, yan etkiler ortaya ¢ikana veya bunlar olmasa da hastalik
ilerleyene kadar, i.v. kolsisin uygulanmistir. 2 hastada adenopati ve dalak biiyiimesi
azalmis, 7 hastada hastalik durdurulmustur. Bununla birlikte, birbiriyle kiyaslanamayan

sonuglar ve yan etkiler kolsisin kullanimini sinirlamaktadir
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2.3.1.10.Kanser:

Radyoterapi gdren gutlu hastalarda kolsisinin olumlu etkileri goriilmiistiir. Ileri
meme kanserli, cerrahi miidahalede bulunulmus ve radyoterapi gormiis 90 kadin 5 yil
sonra yapilan bir ¢aligmada, ameliyattan 6nce ve sonra kolsisin tiirevlerini kullanmis ve
her 6 ayda bir kolsisin preparati alan 55 kadinda tedavi, bunlarin uygulanmadig:
digerlerine gore daha iy1 olmustur (85). N-deasetil kolsisin daha az toksik oldugu ve bu

sebeple daha yiiksek dozlarda kullanilabildiginden dolay1 umut verici goriilmektedir.

2.3.1.11.Palmoplanter Piistiiloz:
Bu hastalikta avug i¢lerinde ve ayak tabanlarinda piistiiller meydana gelir.
Etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Bu piistiiller PMNL’lerin kemotaksisini artiran

faktorler icerir ve kolsisin bu kemotaksiyi inhibe ederek hastalikta etkili olabilir

2.3.1.12.Sedef Hastalig1 (Psoriyasis):

Psoriyasis, deride malpigyan tabakanin (bazal tabaka) epidermal hiicrelerinin
caligmasinin gittikce yavaslamasi sonucu olusan bir hastaliktir. Klinik olarak 6zellikle
dirsek ve dizlerin dogrultucu kaslarinin yiizeyinde glimiisiimsii, dokiilen pullar olusur.
Kolsisin, mitozu ve PMNL’lerin kemotaksisini inhibe edici 6zelliklerinden dolayi
hastaligin ince psoriyatik plaklar1 ile kronik asir1 formlarinin tedavisinde basarili
olmustur. Fakat lokal irritasyon ve ilacin deriden emiliminin 6lgiilememesinden dolay:
lokal kolsisin tedavisinden vazgecilmistir, oral yolla kullanilmaktadir. Tiim bunlarla

birlikte kronik psoriyasiste ve kalin plaklarda tam olarak etki gdsterememistir (78).

2.3.1.13..Eklem Kireclenmesi (Kondrokalsinoz):

Eklemlerde ¢dken kalsiyum pirofosfat, PMNL’ler tarafindan fagosite edilir,
boylelikle PMNL’ler ve monositler i¢in kemotaktik faktorlerin serbestlenmesi uyarilir.
Kolsisin bu hastaligin akut formlarinda etkilidir, ayrica uzun doénemde hastaligin
tekrarlamasini azaltir. Kolsisin romatolojik rahatsizliklarda kesin 6nlem amaci ile i.v.

yolla uygulanir.
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2.3.1.14.Ateroskleroz:

Kolsisin burada etkili olabilir ¢ilinkii ¢esitli aterojenik maddelerin (diistik
yogunluklu lipoproteinler, fibrinojen, kolajen, katekolamin, serin) salgilanmasini ve
guanilat siklaz1 inhibe, adenilat siklaz1 aktive eder. Arter duvarlarindaki elastik liflerin

sayisini artirabilir.

2.3.1.15.Diger Rahatsizhiklar

Kolsisin antienflamatuar etkilerden dolayr cilt rahatsizliklarinda, ciddi
dermatitlerde kullanilmaktadir. Ciinkii kolsisin uygulanmis biitiin cilt rahatsizliklar
l6kositlerin birikmesi ve kemotaksisinin artmasi ile karakterizedir. Bu sebepten dolay1

ilag yararl goriinmektedir.

Dermatit  herpetiformis, skleroderma  ve  Condiloma  acuminatum
rahatsizliklarinda etkili oldugu goriisleri vardir. Bunlardan baska dermatomiyozis, Paget
kemik rahatsizligi, psddogut, malarya, refraktor idiyopatik trombositopenik purpura,
retinal hastaliklar ve fibromatozda yararli oldugu diisiiniilmektedir.

Dermatomiyosit kalsinozunda kolsisinin belki de antienflamatuar aktivitesinden
dolayz etkili oldugu diistiniilmektedir. Genellikle deride lokalize olan ve dokusal olarak,
abnormal PMNL’lerin kii¢iik damarlarin duvarlarindan siiziilmesi ile karakterize olan
l6kositoklastik vaskulitte ve peristaltizmi stimiile etme yeteneginden dolayr kronik
konstipasyonda etkili olabilir. 15’1 idiyopatik l6kositoklastik vaskulitli 26 hastada
yapilan bir deneyde 17 hasta tedaviye tamamen cevap vermistir ve kolsisin kesildiginde

16 hastada belirtiler yeniden olusmustur (14, kaynak: 50 p. 321)

Sarkoidozda ise kolsisin antienflamatuar etkisinden dolayr kullanilabilmektedir.
Bu iltihaplanma g¢esitli organlari tutan, eklem iltihaplarim1 da igeren patolojik bir
durumdur. Daha az rastlanan kullaniliglar; porfiria, ¢ok odakli tekrarlayan periostoz
(kemik yiizeyinden disa dogru olan kemiksi biiyiime), kriyoglobulinemi, T-hiper Ig
sendromu, vezikiiler ve vezikiil olusumuna neden olan hastaliklar, Sweet sendromu,
aftlar, niikks eden romatizmalar, disk rahatsizliklari, vendz trombozlar ve lenf
damarlarinin tikanmasi, akut ve tekrarlayan perikarditler, amfizemdir ve tekrarlayan

polikondrit’te de (51) etkili olabilecegi diisliniilmiistiir.
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2.3.2.Tropolon Alkaloitlerinin Geleneksel Tibbi Kullanihislar:

Bitkinin toksisitesinden dolay1 halk arasinda akut gut ve Ailevi Akdeniz Atesi
disinda dahili kullanim1 seyrektir. Fakat ila¢ Onceleri deri tiimorlerinde, kondiloma,
psoriazis, nekrotik vaskulit, tendovajinit, gastro intestinal sistem iltihaplari, Behget
hastaligi, karaciger sirozu, akut ve kronik ldsemide; ayrica bit, astim, 6dem ve
romatizmada kullanilmistir (34). Onceleri halk arasinda romatizma agrilarin1 dindirmek
icin bir tutam aci1 ¢igdem (Colchicum sp.) tohumu 2-3 dis sarimsak ile havanda
doviiliir, elde edilen sulu kisim bir tiilbente emdirilir ve tiilbent de agriyan bolgeye

sarilarak pansuman yapilirdi (8).

2.3.3.Tropolon Alkaloitlerinin Diger Kullanihislar:

Kolsisinin mitoz inhibisyonu, bitki genetigi arastirmalarinda ve yetistirme
programlarinda, kromozom sayisini iki katina ¢ikarma Ozelliginden dolayr 6nemlidir
(64). Bunun sonucunda haploit bir hiicreden diploit ve ileri asamada poliploit hiicreler
meydana gelir. Bu 6zelliginden tarim alaninda da yararlanilarak daha biiyiik ¢igek,

meyva veren bitkiler elde edilebilmektedir (7, 77).

2.3.4.Kolsisinin Farmakokinetigi (9, 50)

Kolsisinin farmakokinetigi iki ayr1 proteinden etkilenmektedir. Bunlar: tiibiilin
ve P-glikoproteindir. Tiibiilin, bir araya gelerek hiicre boliinmesinde son derece 6nemli
olan mikrotiibiilleri meydana getiren protein olup kolsisin i¢in spesifik hiicre igi
reseptoriidiir ve bu maddenin kandaki eliminasyon yari-Omriinii diizenler. P-
glikoprotein ise hiicresel tasiyici proteindir yani kolsisinin absorbsiyonunu dokulara
dagilimini, safra ve bobrekten eliminasyonunu diizenler. Kolsisinin terap6tik indeksi

oldukg¢a dardir, bu nedenle optimum tedavi diizeyini ayarlamak zordur (51).

2.3.4.1.Emilim

Kolsisin’in  emilimi oran ve miktar acisindan ¢esitli  farkliliklar
gosterebilmektedir. Yapilan bir calismada 10 saglikli geng erkege '*C ile isaretlenmis 1
mg kolsisin oral yolla uygulanmig ve her biri i¢in plazma diizeyleri ince tabaka

kromatografisi (ITK) ile belirlenmistir. Kolsisin’in 30. ve 120. dakikalar arasinda
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verdigi pike gore plazma konsantrasyonu yaklasik 3 ng/ml’dir. Bununla birlikte bireyler
arasinda pik siiresinde ve pik konsantrasyonlarinda biiyiik farklar gdzlenmistir. Bu
farkliliklar gastrointestinal mukozanin cesitliligi, emilim bdlgesindeki pH farklari,
gastrik doluluk veya bosluk, intestinal motilite veya bagirsaklarda baglandig
maddelerden kolsisinin serbestlenme orani faktorleri ile agiklanabilmektedir. Diger bir
radyoimmiinoassay’de 1 mg kolsisin oral yolla alindiktan sonra 6 ng/ml pik plazma
konsantrasyonu belirlenmistir (51). Emilim bolgesi tam olarak bilinmemekle beraber
ilacin ileuma ulastigr diisiiniilmektedir. Ciinkii kronik kolsisin doz asiminda
bagirsaklarin bu kisminin fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikar .

Wallace ve Ertel saglikli goniillillerde 1 mg i.v. uygulamadan sonra pik plazma
konsantrasyonunun ortalama 0,32 pg/ 100 ml olarak gostermislerdir (81) Yapilan farkl
bir deneyde soliisyon formun oral uygulamasindan sonra pik plazma konsantrasyonlar1
(Cmax) 6,5 ng/ml; biyoyararlanim ise % 47 olarak Olclilmiistiir. Cogu goniilliide
uygulandiktan sonra 6 saat i¢inde ikinci bir pik ortaya cikmistir. Tahminen 2. bir
absorbsiyon olay1 oldugu veya ilacin enterohepatik siklusa girdigi diisiiniilmektedir Bu
ikinci absorbsiyon siireci ilkinden belirli bir bicimde daha uzundur (33) Oral
uygulamadan sonra T max’in 1-3 saat oldugu ve tablet ile soliisyon emiliminin benzer
oldugu belirlenmistir. Tek doz uygulamadan sonra, absorbsiyon orant doza bagimlidir.

Bireyler aras1 degiskenlikler fazladir.

2.3.4.2.Dagilhim

Yapilan bir ¢calismada 2 mg’lik tek doz intravendz uygulamadan sonra 4 ayri
hasta grubunda kolsisin’in plazma diizeyleri iITK ve inen usiil kagit kromatografisi ile
saptanmistir. Eliminasyon yar1 6miirleri ve dagilim hacimlerinin (Vd) yaklasik sonuglari
sirastyla su sekildedir: Normal renal ve hepatik fonksiyonlara sahip olan ve
hiperiirisemik olmayan hastalardan olugan 1. grupta 19 dk ve 2 L/kg ; gut hastalarindan
olusan 2. grupta 29 dk ve 2 L/kg ; c¢esitli bobrek hastaliklarina sahip bireylerden olusan
3. grupta 40 dk ve 1,8 L/kg; cesitli karaciger hastaliklarina sahip bireylerden olusan 4.
grupta ise 9 dk ve 1 L/kg). Kolsisinin model bagimsiz farmakokinetigi iizerinde yapilan
randomize, ¢apraz gecisli bir calismada oral yolla 3 farkli kolsisin dozundan (0,5 ; 0,1
ve 1,5 mg’lik) sonra 9 saglikli erkek goniillii lizerinde farmakokokinetik parametreler

Olclilmiistiir. Oral uygulamay1 takiben dagilim hacmi (Vg4) 11,4 — 14,9 L/kg olarak
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cikmistir. Bu deneyden ¢ikan sonuca gore calisilan doz araligr ile kolsisinin
farmakokinetigi dogru orantilidir (37). Diger bir calismada ise 14 giin boyunca ¢ok
dozlu olarak kolsisin 1,0 mg’lik oral soliisyon veya tablet halinde ve 0,5 mg’lik i.v.
olarak 6 bireye uygulanmstir. I.v. enjeksiyondan sonra (V) yaklasik 419 L, sistemik
klirens (Cl) 8,5 L/sa ve t;, 57,8 saat olarak cikmistir (33). Radyoaktif kolsisin’in
dagilimi ile ilgili hayvan deneylerinde ilacin bobrekte, dalakta ve karacigerde
konsantrasyonlar1 yiiksek ¢cikmistir. Fakat kalpte, iskelet kaslarinda ve beyinde ilaca
rastlanmamistir. Periferal 10kositlerde intravendz enjeksiyondan 10 dk. sonra kolsisin
konsantrasyonu 4,3 ng/ml ile pik vermis ve 1,8 ile 2,3 ng/ml arasinda 24 saat boyunca
sabit kalmustir. Tlag 16kositlerde ve iirinde basit bir i.v. dozundan sonra 9. giin sonuna
kadar tespit edilebilir.

Yapilan bir calisgmada 12 saglikli erkek goniilliidde; kaplanmis tablet (A) ve oral
soliisyon (B) olmak {iizere iki ayr1 kolsisin formiilasyonunun 1’er mg’lik tek dozlarinin
biyoyararlanimi ve farmakokinetigi degerlendirilmistir. Spesifik bir radyoimmiinoassay;
kanda 72 saat sonuna kadar ve idrarda 96 saat sonuna kadar olan kolsisin kinetiklerini
belirlemede kullanilmistir. Ortalama pik plazma konsantrasyonlar1 1,15 (A) ve 1,13 (B)
saatte 4,15 (A) ve 4,88 (B) ng/ml’ye ulagsmistir. Ortalama yar1 omiirleri 9,31 (A) ve
10,57 (B) saattir. Kolsisin’in tam bir farmakokinetik analizi i¢in i.v. uygulamadan sonra
cogu calismada oldugu gibi 72 saat beklemek gerekmektedir. Kolsisinin oral
uygulamasindan sonra dagilim hacmi 4,25 L/kg olarak hesaplanmistir. Bu, ilacin
dokuya yogun bir sekilde baglandigini1 gostermektedir. Plazmada kolsisinin % 50’sinin
proteinlere baglandig: bilinmektedir. Ayrica i.v. uygulamadan 10 giin sonra l6kositlerde
kolsisin tespit edilmistir. Yapilan son ¢aligmalar biyoyararlanimin % 25-50 oldugunu
gostermistir (9). Lokositlerdeki konsantrasyon plazmadakinden 5 - 10 kat daha fazladir.
Bundan baska, saglikli farelere uygulanan dozun % 40’ma dalakta rastlanmistir (51).
Tedavi kesildikten sonra, kolsisin idrarda 7-10 giin, 10kositlerde 10 giin kalir. Dagilim
hacmi oldukga yiiksektir (500- 900 L) ve bu molekiiliin dokuya giiclii bir sekilde

baglandigini gosterir.
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2.3.4.3.Metabolizasyon

Kolsisin eski bir ilag olmasina ragmen metabolizmas1 ve atilimi hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur. Baslica karacigerde oksidatif demetilasyona ugradigi bilinmektedir
(51). Yapilan hayvan deneylerine gore biiyiik ihtimalle once safradan atiliminin, daha
sonra bunu takiben karacigerde sitokrom P 450 sistemi tarafindan demetilasyon olayiin
gerceklestigi tahmin edilmektedir (26). Kolsisinin memelilerde 4 ana metabolizasyon
iriinii, degistirilmis Udenfriend redoks sistemi ile tespit edilmistir. Buna gore major
metabolitler 2-demetilkolsisin, 3-demetilkolsisin, kolsisein ve kolsinaldir (15). Kolsisin
metabolitlerinin onun biyolojik etkisiyle iligkisi agik degildir. Safra ve intestinal salgida
hem kolsisinin (ilacin kendisinin) hem de metabolitlerinin yiiksek oranda bulunmasi

enterohepatik siklusa girdigini géstermektedir.

2.3.4.4.Eliminasyon

Kolsisin’in eliminasyonu biiyiik oranda inaktif metabolitler halinde safra yolu ile
olmaktadir. metoksi grubunun karbonu isaretlenmis kolsisin emilim, biyoyararlanim ve
atitlimi 6lgmek icin kullanilmistir (59).

Kolsisin ve metabolitleri idrar ve safra icinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Safradakinin biiylik bir miktar1 enterohepatik siklusa girer. Ayrica bu
durum, doz asiminin toksik etkilerini ve gilinliikk dozu alan hastalarda gastrointestinal
yan etkilerin siklikla goriilmesini agiklamaktadir. % 10-20’sinin saglikli bireylerde idrar
icinde atilmasina ragmen, karaciger hastalarinda ilacin karaciger tarafindan alinmasi
eliminasyonu azalmakta ve biiylik bir ¢ogunlugu idrar ile atilmaktadir (51). Ciinkii
hasarli1 karaciger hiicreleri kolsisini kandan alamaz, bu sebeple kolsisin diizeyleri
yiiksektir ve renal atilimi hizlidir. Bir ¢aligmada FMF’li bobrek ve karaciger hasarli
olanlarda klirensin 6nemli derecede azaldig1 goriilmiistiir (9). Kolsisin safra ve bobrek
yollart ile atildig1 i¢in, safra kesesi ve bobreklerde eliminasyondaki herhangi bir
bozukluk toksisite ile sonuglanabilir.(51).

Uriner atik i.v. dozdan 2 saat sonra % 20, 24 saat sonra % 30 olarak
hesaplanmistir. 7-10 giin sonra idrarda kiictlik, fakat Olciilebilir miktarlara rastlanmistir.
Kolsisin’in safra yoluyla atilimi ile ilgili olarak farkli hayvan tiirleri iizerinde
calistimistir. Sicanlarda [*H] kolsisin’in i.v. olarak uygulanmasindan sonra %68’ 48

saat icinde feges ile atilmistir. 2 saat i¢inde % 50’sine safrada rastlanmistir. Bunun
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yarist kolsisin, geriye kalan1 demekolsin ve diger polar metabolitlerdir. Hamsterlarda,
kopek ve tavsanlarda yapilan deneylerde ise g¢esitli safra atilim miktarlarn
gozlemlenmistir (sirast ile % 32, 20 ve 16; 51).

Eliminasyon yar1 6mrii, bunu degerlendirmek i¢in kullanilan teknige ve ilacin
verilis zamanina gore degisir (radyoimmunoassay ile yapilmis bir denemede kolsisin ve
metabolitleri i¢in t,,=~51 saat, nonmetabolize kolsisin i¢in 20 saat, metabolize kolsisin
icin 1 saat olarak Ol¢iilmiistiir); saglikli bireylerde 14 ile 30 saat arasinda degismekte
oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan bir calismada yar1 6miir ( t;,) ~15,5 — 19 saat; oral
uygulamay1 takiben sistemik klirens (Cl) ~32— 40 L/sa; renal klirens ~4 — 5 L/sa olarak
Olclilmiistiir (37). Baska bir ¢calismada ise total klirens ~ 38 L/sa ve renal klirens ~ 4 L/sa

cikmistir, bu da ekstrarenal eliminasyonun iistiinliigiinii gosterir.

2.3.5.Yan Etkileri (50, 51)

En ¢ok goriilen yan etkiler sindirim sistemi ile 1lgili, néromiiskiiler, hematolojik
ve kiitandz yan etkilerdir. Kolsisine baglh siddetli yan etkiler ve hatta 6liim uygulama
seklinin degil, doz asiminin bir sonucudur. Yan etkiler daha ¢ok hastanin hepatik
ve/veya renal yetmezliginin oldugu durumlarda goriiliir. Doza bagimli gastrointestinal
semptomlar, ndéromiyopati, yanlis uygulanan 1.v. dozun yol actig1 kemik iligi
supresyonu, yine i.v. uygulamada damardan disar1 ¢ikmasindan dolayr olusan doku
nekrozu, sitopeni, yayilmis intravaskiiler, renal bozukluk, O6liimle sonuglanabilen
paralizi ve pihtilagma rastlanabilen diger yan etkilerdir (45). Tiim bunlara ek olarak

kolsisin diger antienflamatuarlara gore daha seyrek yan etkilere sahiptir.

2.3.5.1.Gastrointestinal Yan Etkileri

Hastalarin % 80’inde ortaktir. Mide bulantisi, kusma ve karin agrisini takip eden
diyareden ibarettir. Bunlar terapotik dozda hafif, maksimum dozda daha siddetli
olmaktadir. Yan etkiler i.v. kullanimda daha seyrektir. Bu etkiler kolsisinin
prostoglandin sentezini uyarmasindan kaynaklanabilir. Daha ciddi bir toksisiteden
kacinmak icin bu semptomlar ortaya ¢ikar ¢ikmaz kolsisin tedavisi kesilmelidir. Giinde
3 mg (total doz 12-21 mg) alarak GSlen 5 hastada Oliimler gastrointestinal sistem yan

etkileri, sepsis, kanama ve akut renal yetmezlikten kaynaklanmistir.
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Uzun siireli akut gut tedavilerinde yagli diskilama, malabsorbsiyon ve intestinal
enzim aktivite bozukluklar1 goriilebilir. Insan mukozal fonksiyonundaki degisiklikler,
acik gut semptomlar1 olmasa dahi, uzun siireli uygulamalarda gozlemlenmistir. Bunlar
mukozal hiicre toksisitesinin sonuglaridir.

Oral kolsisin uygulanan (giinde 1 mg- yetiskin- renal ve hepatik fonksiyonlari
normal) 10 hastadan 8’inde istenmeyen gastrointestinal sistem etkileri ortaya ¢ikmustir.
Bu etkiler genellikle dnce diyare, sonra mide bulantisi, kusma ve karin agris1 seklinde
gelismistir. FMF’te  kolsisin  intestinal permeabiliteyi  arttirir  ve  laktozun

malabsorbsiyonunu 6nemli derecede yiikseltir.

2.3.5.2.Kas ve Norolojik Sistem Uzerine Yan Etkileri

Kolsisin miyopati ve noropatisi siklikla goriilen etkilerdir. Néromiyopati uzun
stireli kolsisin kullaniminda, normal dozlarda veya diger organ bozukluklarina eslik
eden akut intoksikasyon da gelisebilir. Kas zayifliklar1 ve duyusal semptomlar da
rastlanan diger yan etkilerdir.

Kas ve norolojik sistem ile ilgili yan etkiler tedavi sirasinda veya intoksikasyon
sonucu ortaya ¢ikar ve birkac hafta sonra son bulur. Bu etkilerin ortaya ¢ikmasi hafif
renal yetmezliklerde kolaylasir. Semptomlar proksimal kas zayifliklari, bazi kiiciik
distal duyu bozukluklari, osteotendon refleks kaybi ve kas enzimlerinin yilikselmesi

seklinde olur. Kolsisinin kesilmesiyle semptomlar azalmaya baslar

2.3.5.3.Hematolojik Yan Etkileri

Kemik iligi depresyonu, kismen akut intoksikasyon da goriilebilir. Hiposeliiler
kemik iliginin, akut gut artritlerinde terapodtik dozlarin i.v. olarak verilmesinden sonra
gozlendigi tespit edilmistir. Kemik iligi depresyonu doz asimindan veya
intoksikasyondan 3-8 giin sonra gortiliir.

Hematolojik etkiler genellikle sindirim, kas ve norolojik sistem etkilerinden
once ortaya c¢ikar. Agraniilositoz, veya anormal farkli kan sayimi riski uzun siireli
adapte kolsisin tedavisinde genellikle diiser. 5 yila kadar kolsisin kullanmig hastalarda

aplastik anemiye yakalanma siklig1 ytliksektir.
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2.3.5.4.Deri Uzerine Yan Etkileri

Ortaya ¢ikan allerjik reaksiyonlar genellikle iirtikerdir. Ekzema, dermatit, biil,
epidermoliz, purpura, kutan6z vaskulit ve belirli kizarikliklar seklinde bildirilmistir.
Geri dontisiimlii alopesi, intoksikasyonda klasik bir reaksiyondur ve nadiren uzun siireli

adapte dozlarda ortaya ¢ikar.

2.3.5.5.Ureme Uzerine Yan Etkileri

Spermatojenez, erkek ve disi dogurganligi ve fetus iizerinde yapilan ¢aligmalarin
cogu dogurganhigi etkilenen FMF hastalar1 ile yapilmistir. Erkeklerde spermatojenez
yetersizligi ve libido azalmasina yol agmis ve spermatojenez yetersizligi tedavi
kesildiginde ortadan kalkmistir..Kolsisinin sperm penetrasyonunu etkiledigi daha
onceden rapor edilmistir. Hayvan deneylerinde yine molekiiliin ¢ok yiiksek dozlarda
potansiyel teratojen etkisi oldugu saptanmistir. Bununla birlikte hamilelik esnasinda
kolsisin tedavisine devam edilmesi tercih edilir, fakat fatal karyotipi belirlemek i¢in
amniyo s1vis1 drnegi almak gerekir. Ilac alan ve siit veren annelerin uygulamadan 8 saat
sonra emzirmeleri onerilir. Kolsisin ¢ocugun normal gelisimini 6nlemez ve FMF olup
tedavi gormeyen cocuklara oranla tedavi gorenler daha normal gelisirler.Yapilan bir
calismada kolsisin tedavisi goren 62 Behget hastasi erkegin 23’iinde oligosperma, 2

tanesinde ise azosperma meydana gelmistir.

2.3.5.6.Diger Yan Etkileri

Kolsisin idrar kesesinin gecirgen epitelinin boliinmesini inhibe eder. Birden ¢ok
nedenli renal yetmezliklerde intoksikasyon goriilebilmektedir. Ayrica hipotermi,
diyabet, kanda yag abnormalitesi, diisiik libido, enjeksiyon bolgesinde flebit rastlanan

diger yan etkilerdir.

2.3.6.Toksisitesi (50)

Kolsisin diisiik giivenlik araligina sahiptir. Oliimciil doz aralig1 oldukca genistir.
0,5 mg/kg bir tek doz ile zehirlenme belirtileri gelisebilirken, 0,8 mg/kg’dan yiliksek doz
ile 72 saat i¢inde Oliim meydana gelebilir. Toksisitede sindirim ile ilgili belirtiler

uygulamay1 takiben ilk 6 saat i¢inde goriiliir; bu etkiler genel olarak siddetli diyare,
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karmn agris1, hipovolemiye varan tekrarlayan kusmadan ibarettir. Hipotermi, ¢izgili kas
iltthabi1 ve bundan kaynaklanan renal yetmezlik, medullar yetmezlik, yaygin
intravaskiiler koagiilasyon, metabolik asidoz, piramidal nekroz, elektrolit dengesizligi
ve multiviseral fonksiyon bozukluklar1 da bunlarin yani sira ortaya ¢ikar. Kolsisin
ozellikle ilk 36-54 saat i¢inde kalbe direkt toksik etki gosterir. Solunum bozuklugu ile
ilgili belirtiler ise hipoperfiizyon, solunum kaslarinin paralizisi, bosluklarda ya da
alveollerde 6dem gelisimi seklindedir. Intoksikasyon tedavisi semptomatiktir ve ilacin

dagilim hacminin yiiksek olmasi sebebiyle 6liim orani ytiksektir.

2.3.7.Kolsisin intoksikasyonunun Klinik Belirtileri

Zehirlenme belirtileri terapdtik dozlarda bile ortaya cikabilir. Bobrek ve
karaciger hasarlari, sa¢ dokiilmesi, periferik sinir iltihabi, miyopati ve kemik iligi hasari
semptomlari ile beraber (I6kopeni, trombositopeni; megablastik anemi ve daha seyrek
aplastik anemi); uzun siireli kullanimlarda ortaya ¢ikabilir. Kolsisin intoksikasyonunun
klinik belirtileri asamalarina gore tablo 2-3’de gosterilmistir. Akut toksik dozun
alinmasindan 3-6 saat sonra agizda yanma, yutkunma zorlugu ve susama ortaya c¢ikar.
12-14 saat sonra mide bulantisi, ¢esitli mide agrilari, hipotansiyon, spazmlar ve ileri
paralizi ortaya cikar. Ileri derecede yorgunluk, asfiksi (soluk alamama) ve dolasim
kollapsini takiben 6liim meydana gelir (9). Kolsisinin fatal dozu 7-200 mg arasindadir.
Zehirlenme tedavisi gastrik lavaj ve tuzlu bir purgatif (sodyum siilfat gibi)
uygulamasindan sonra semptomatik olarak devam eder (konviilsiiyonda diazepam,
bagirsak spazminda atropin) ve tedavi muhtemel intiibasyon ve oksijen verilmesini de

icerir (34).
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Tablo 2-3 Kolsisin intoksikasyonunun klinik belirti ve iyilesme asamalari (9)

Faz I Faz 11 Tyilesme
karin agris1 renal bozukluk 16kositoz
mide bulantisi solunum bozuklugu alopesi
kusma kardiyak bozukluk
diyare pansitopeni
dehidrasyon metabolik asidoz

elektrolit dengesizligi
yaygin intravaskiiler koagiilasyon
konviilsiiyonlar

koma

2.3.8.Kontraendikasyonlari
Kolsisin renal veya hepatik fonksiyon bozuklugu olan bireylerde dikkatli
kullanilmalidir (45).

2.3.9.11a¢ Etkilesimleri
Kolsisin siklosporin etkilesimi intoksikasyona yol agabilir. Ayrica kolsisin

sitokrom P-450 inhibitdrleri ile de etkilesime girer (50).

Kolsisin tedavisi, diger bilesiklerin ve ilaglarin bagirsaklarda emilimini
degistirir. Yapilan bazi hayvan deneylerine gore kolsisin sigana intraperitonal olarak
uygulanmis ve kiiclik intestinal liimenden izoniazid, kinidin ve siilfisoksazol’iin
emilimini  geciktirmistir. Kobaylarin bagirsak mukozasinda Bj, vitamininin
malabsorbsiyonunu artirmistir.  Oral uygulamalarda, tedavi edilmemis hastalarla
karsilastirildiginda FMF’li hastalarin oldukg¢a biiytik bir yiizdesinin laktoz intoleransini
artirir.  Kolsisin karacigerde sitokrom P(CYP)-450 sisteminin CYP3A4 izoformu
tarafindan demetilasyona ugradigindan dolayr bu enzim tarafindan metabolize olan
diger ilaclar ve bilesiklerle birarada verildiginde etkilesime girme olasiligini ytikselir ve

yiiksek toksik etkilerin meydana gelme riski artar (9, 50).
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Tablo 2-4 Kolsisin ile etkilesime giren maddeler (9)

CYP3A4 Siibstratlar CYP3Ad4 inhibitorleri

Kolsisin Diltiazem
Ostrojen Gestoden
Steroitler Greyfurt suyu*
Dapson Ketokonazol *
Diltiazem Eritromisin *
Eritromisin
Lidokain
Lovastatin
Midazolom
Kinidin
Testesteron
Toleandomisin *
Nifedipin

Verapamil

*Bu maddeler CYP3A4 izoformu iizerinde spesifik bir inhibitér etkiye sahiptir

Sitokrom P-450 ile yarisan molekiiller (simetidin, eritromisin, siklosporin) veya
P-glikoprotein’i durduran molekiiller (siklosporin), ayrica hepatik ve renal klirensini

diisiirerek kolsisin’le etkilesime girebilirler (50).

2.3.10.Uyarilar

Karaciger rahatsizliklarinda, bobrek yetmezliklerinde ve ileri yastaki hastalarda
kolsisin dozu azaltilmalidir. Bireyde renal klirens 10 ml/dk. ise, alternatif bir ilag
diisiiniilmelidir (50).

[laca basladiktan sonra agr1 kesilene veya gastrointestinal toksik belirtiler ortaya
c¢ikana kadar ayn1 doz iki saatte bir tekrarlanir. Genellikle 4-10 mg’lik toplam doz agriy1
gecirmeye yeterlidir. Eger gastrointestinal belirtiler agr1 kesilmeden once belirmis ve
kiir basarisiz olmussa ila¢ kesilir; en az ii¢ giinliikk bir aradan sonra ikinci kiire

baslanabilir (44).
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2.3.11.Kullanmim Sekli ve Doz Ayarlamasi (51)

Oral uygulamalarda 6nden 1,2 mg’lik bir doz, daha sonra her 1-2 saatte bir
tekrarlanarak agr1 zayiflayana kadar veya karin agrilari/diyare gelisene kadar
uygulanmalidir. Intra vendz uygulandiginda ise 2 mg’lik doz 6 saatte bir 2 kez 1’er
mg’lik olarak uygulanir. Profilaksi i¢in ise 0,6-1,2 mg/d uygulanir(45) Kiiciik
profilaktik dozlar, istenmeyen yan etkiler olusmadan akut atagin sona ermesine
yardimc1 olabilir. Dozaj, gozlemlenen yan etkiler meydana gelmeden, ataklari
onleyecek sekilde ayarlanir.

I.v. uygulama yolu cevabin ¢abuk olmasindan ve gastrointestinal rahatsizliklarin
daha az goriilmesinden dolayr bazen tercih edilir. Agrinin ve iltthabin azalmasi
genellikle ilag oral yoldan uygulandiktan 24-48 saat sonra, intra vendz yoldan
uygulandiktan sonra ise 6-12 saat sonra goriiliir.

Cocuklarda doz ayarlamas1 kiloya gore yapilir. Ataklar kontrol altina
alinamazsa doz giinde 2,0 mg’a cikartilabilir. Toksisiteden kacinmak i¢in giinde 2,0
mg’dan yiiksek bir doz kisa bir siire verilmelidir. Ilacin kesilmesi ¢ogu hastada

hastaligin yeniden ortaya ¢ikmasina neden olur.

2.3.12.Etki Mekanizmalar (50)

Kolsisin pek ¢ok etki mekanizmasina sahiptir, ancak bunlar olduk¢a karmasik
olmakla birlikte tam olarak bilinmemektedir. Bilinen etki mekanizmalari ise su sekilde
agiklanabilir:

Kolsisin, siirekli dinamik dengede duran tiibiilin proteinlerinin mikrotiibiilleri
olusturacak sekilde birlesmelerini bloke eder. Bunu tiibiiline birebir baglanarak
gerceklestirir (24, 27). Ayrica kolsisin, podofillotoksin ve vinblastin gibi tiibiiline
nonkovalent bag ile baglanir; bu da polimerizasyonu onler (18). Eritrositler hari¢ tiim
hiicre tipleri (sinir hiicreleri, silli hiicreler, 16kositler ve sperm kuyruklarinda bulunan
organellere genis oranda dagilmistir) hiicre fonksiyonu ve boliinme i¢in gerekli olan
mikrotiibiilleri icerir. Bir araya gelemeyen mikrotiibiillerin sayisinin azalmasi tiibiilin
mRNA’smin sentezini durdurur. Yani kolsisin mitotik inhibitordiir. Mitotik uzamada rol
alan tiibiilin proteinlerine baglanarak bunlarin polimerizasyonunu ve mikrotiibiillerde
toplanmasini 6nler. Mitoz boliinme boyunca, kromozomlar bu mikrotiibiillerin yardimi

ile boliiniip, tekrar tiibiiline doéniisiirler (29).
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Kolsisinden baska demekolsin ve deasetilkolsisin de iyi inhibitdrlerdir (18). Bu
antimitotik etki ilk olarak Sicilya’li patolojist Pernis tarafindan 1889°da tanimlanmuistir.
Tibiilin inhibisyonu; hiicrelerin formunun ve ultra yapisinin degisikligi, uyarilmasindan
bagimsiz olarak hiicrelerin hareketinin inhibisyonu, mitokondriyal yapinin degismesi,
hiicre bdoliinmesi sirasinda i1 ipliklerinin inhibisyonu, kromozom dagiliminin
diizensizlesmesi, l6kositlerde ve makrofajlarda reseptoriin hareketliliginin inhibe
edilmesi, pinositozun inhibisyonu, lizozomlarin hareketliliginin ortadan kalkmasi ve
boylece degraniilasyonlarinin ve kemotaktik faktorlerin saliniminin yok olmasi, salgi
graniillerinin  hareketliliginin  azalmasi, kollajen sentezinin ve kollajenazin
stimiilasyonunun inhibisyonu, azalan siklik AMP, trombosit salgilanmasinin
inhibisyonu, prostaglandin sekresyonunun uyarilmasi, polimorfo niiklear 16kositlerin ve
monositlerin kemotaksisinin ve hareketliliginin azalmasi ve bdylece fagositoz azalmasi,
Arthus reaksiyonunun inhibisyonu, mast hiicrelerinden histamin saliniminin
inhibisyonunu gerceklestirir. Lizozom degraniilasyonunun bloke edilmesi ve Arthus
reaksiyonunun durdurulmasi olaylar1 kolsisinin antienflamatuar etkisine neden
olmaktadir. Kolsisinin mikrotiibiiller tizerindeki etkisi ile ilgili olmayan diger 6zellikleri
aksonal tagimanin inhibisyonu, sinaps morfolojisinin degisimi, ndrotransmitterlerin
inhibisyonu, DNA sentezinin inhibisyonu, lenfoblastlarin ve mitojen varliginda non-
lenfoit hiicrelerin proliferasyonunun azalmasi, hiicre fiizyonunun inhibisyonu, kalsiyum
akisin1 degistirerek platelet agregasyonunun azalmasi, membran bilesenlerinin yatay
hareketliliginin ~ de8ismesi ve  membran  akiciliginin  azalmasi;  yliksek
konsantrasyonlarda insiilin ve parathormon salinmasinin in vitro inhibisyonu olaylarini
gerceklestirmesi seklindedir. Bunlarla birlikte immiinoregiilator 6zellikler, FMF’te ve
safra sirozunda diizgiin calismayan supresor T-hiicreleri fonksiyonunun yeniden
yapilandirilmasi seklinde aciklanabilir. Bir de immiinosupresif etkiye sahiptir. Kolsisin,

immiinoglobulin A nefropatisini deneysel olarak engeller.

Bunlarin yaninda 16kosit iizerindeki en giicli etkisi kemotaksizdir ve
antienflamatuvar aktivitesinin bu inhibitor etkisinden kaynaklandig: diistintilmektedir.
Kolsisin polimorfoniiklear hiicreler tarafindan sitokin iiretimini diizenler. Etkisi

l6kositlerdeki konsantrasyonuna ve 16kositlerin aktif iltihaplardaki roliine bagl olabilir

9).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Deneysel Boliim

3.1.1.Materyal

Calismada kullanilan Colchicum bivonae Guss. bitkisi, meyvali oldugu donemde
Bolu-Abant Gélii gevresinden 16.06.1990 (ISTE 61483) ve 20.07.2005 tarihlerinde;
ayrica Tekirdag-Saray Giingdrmez Koyii Mezarligi arkasindan 21.05.2005 (ISTE
81713) tarihinde toplanmugstir. Iki ayri ydreden toplanan tohum oOrnekleri ile
kromatografik karsilastirma yapilarak calisilmistir.

Bitkiler toplandiktan sonra tohum ornekleri ayrilmig, once oda sicakliginda,
daha sonra 60° C’ lik hava sirkiilasyonlu etiivde kurutulmustur. Iki ayri y&renin

orneklerine su sekilde kod verilmistir:

Bolu, Abant’tan toplanan (1990) tohum 6rnegi: Ab 90
Bolu, Abant’tan toplanan (2005) tohum 6rnegi: Ab 05
Tekirdag, Saray’dan toplanan (2005) tohum 6rnegi: TS 05

3.1.2.Fitokimyasal On Denemeler

3.1.2.1.Alkaloit Aranmasi

1 g toz edilmis numune, 10 ml % 3’lik siilfiirik asit c¢ozeltisiyle bir siire
sitilarak tiiketilmis, soguduktan sonra siiziilmiistiir. Siiziintii, lizerine 5 ml % 10’luk
amonyak cozeltisi 1lave etmek suretiyle kalevilendirilmis ve ayirma hunisine alinarak
10 ml eterle tiiketilmistir. Ayrilan eterli ¢dzelti su banyosu iizerinde yogunlagtirilmistir.

Kalan bakiye 10 ml % 3’lik siilfiirik asit ile ¢oziilmiis, bu asitli ¢ozeltide
alkaloit teshisi 6zel belirteclerle yapilmistir.

1) Bouchardat Belirteci: Esmer kirmizi ¢okelek
2) Dragendorff Belirteci: Turuncu kirmizi ¢okelek
3) Mayer Belirteci: Siit rengi ¢okelek
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3.1.2.2.Flavon Tiirevlerinin Aranmasi

5 g toz edilmis 6rnek tizerine 100 ml sicak su konulup, karisim 5 dakika sicak su
banyosunda tutulmus ve soguduktan sonra pamuktan siizilmiistiir. Bu inflizyonda
flavon, antrasen, saponin ve tanen tiirevleri aranmistir.

5 ml infiizyon tizerine 5 ml Shibata belirteci (1 k derisik hidroklorik asit, 1 k su,
1 k etanol) ve biraz magnezyum talasi ilave edilmistir. Kirmizi, turuncu veya mor bir

rengin meydana gelip gelmedigi gézlemlenmistir.

3.1.2.3.Antrasen Tiirevlerinin Aranmasi

10 ml inflizyon iizerine 5 damla derisik siilfiirik asit konulup, 15 dakika sicak su
banyosunda tutularak glikozitler hidroliz edilmistir. Karigim soguduktan sonra 5 ml
benzen ile calkalanmistir. Benzenli tabaka bir pipet yardimiyla bagska bir tiipe aktarilmis
ve lizerine 3 ml % 10’luk amonyak ¢ozeltisi ilave edilmistir. Kirmiz1 bir rengin meydana

gelip gelmedigi gozlemlenmistir.

3.1.2.4.Saponin Tiirevlerinin Aranmasi

10 ml inflizyon bir deney tipiine konmus ve tiip bas parmak ile sikica
kapatildiktan sonra yatay olarak 30 saniye kuvvetle calkalanmig ve dinlenmeye
birakilmigtir. 15 dakika bekletildikten sonra tiipte en az 1 santimetre yilikseklikte bir
kopiik kalip kalmadigr gézlemlenmistir.

3.1.2.5.Tanen Tiirevlerinin Aranmasi
10 ml infiizyon iizerine 2 ml tuzlu jelatin ¢ozeltisi (sodyum kloriir ile
doyurulmus % 1’lik jelatin ¢ozeltisi) ilave edilmis, krem renkli bir ¢okelegin olusup

olusmadig1 gozlemlenmistir.

3.1.2.6.Gallik ve Katesik Tanenlerin Ayrilmasi
5 ml infiizyon lizerine 3 damla % 5’lik demir (III) kloriir ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Mavi-siyah (gallik tanen) veya esmer zeytin yesili ( katesik tanen ) bir rengin

olusup olusmadig1 gézlenmistir.
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10 ml infiizyon iizerine 5 ml hidroklorik asitli formol (Stiasny belirteci) (% 30
formol 2 k + derisik HCI1 1 k) konulmus ve karisim 80 °C civarina kadar 1sitilmis bir su
banyosunda 30 dakika tutulmustur. Parcalar halinde bir ¢okelek bulunup bulunmadigina
bakilmistir.

Karigim tamamen soguduktan sonra berrak olarak siiziilmiis, siiziintiiden 3 ml
alinmig, sodyum asetat ilavesiyle doyurulmustur. Doymus ¢ozelti {izerine 3 damla
seyreltik demir (III) kloriir ¢ozeltisi konmus, mavi-siyah bir renk veya ¢okelek bulunup

bulunmadigina bakilmistir.

3.1.3.Miktar Tayini Yontemleri

3.1.3.1.Su Miktar Tayini
Etiivde 1sitilarak sabit agirliga getirilmis cam tart1 kabi igine 1 g kaba toz edilmis
tohum ornegi konulmus ve tam olarak tartilmistir. 2 saat 100-105 °C’lik etiivde

tutularak kurutulmus, bir desikatdrde sogutulduktan sonra tartilmistir.

3.1.3.2.Total Alkaloit Miktar Tayini

Iki ayr1 yorenin oOrneklerinden paralel olarak total alkaloit miktar tayini
yapilmistir. 2005°te toplanan Abant 6rneginin 46,77 g’1, Tekirdag-Saray Orneginin ise
32,6 g’1 bir kartus igerisinde Soxhlet apareyinde Once metanolle (Merck) 6 saat
tiikketilerek ekstraksiyon yapilmistir. Ekstrelerin, algak baskida kuruluga kadar ¢oziiciisii
distillenmis ve bakiye ultrasonik banyoda metanolde c¢oziindiiriiliip kantitatif siyah
bantli siizge¢ kagidindan siiziilerek balonjojede 100 ml’ye tamamlandi. 100 ml’ye
tamamlanmis metanollii ekstreden 100 pl alinip 10 ml’ye tamamlanmistir ve bu
cozeltilerin 352 nm’de UV spektrofotometresinde absorbanslar1 Olctilerek standart
kolsisin egrisi yardimiyla kolsisin lizerinden hesaplanmis total tropolon alkaloitleri
konsantrasyonu saptanmistir. Her 6rnek i¢in 5 kez tekrarlanan absorbans 6l¢timlerinin

ortalama degerleri alinarak total alkaloit ylizdesi hesaplanmstir.
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2 mg kolsisin (Fluka 27650) 400 pl metanolde ¢oziindiiriilerek % 0.5’1ik stok
kolsisin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 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 tamamlanmis ve 352 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek standart kolsisin

egrisi hazirlanmistir.

3.1.4.Alkaloitlerin Tiiketilmesi

Toz edilmis tohum ornekleri bir kartusa alinarak Soxhlet apereyinde 30-45°
C‘de oncelikle yagli maddelerden arindirmak amaci ile petrol eteri ile tiiketilmistir.
Petrol eteri ekstresi susuz sodyum siilfattan gecirilerek rotavaporda vakumsuz olarak
kuruluga kadar distillenmistir. Daha sonra kurutulan tohumlar tekrar apareye alinmis ve
bu sefer tiim alkaloitler ekstreye gececek sekilde metanol ile tiiketilmistir. Boylelikle

metanol ekstresi elde edilmistir. Metanol ekstreleri asagidaki gibi kodlanmaistir:

Bolu Abant 1990 Metanol Ekstresi: Ab m e 90
Bolu Abant 2005 Metanol Ekstresi: Ab m e 05
Tekirdag Saray 2005 Metanol Ekstresi: TS m e 05

3.1.5.Notral (A) ve Bazik (B) Ekstrelerin Elde Edilisi

Elde edilen metanol ekstresi 30°C’de alcak baskida kuruluga kadar distillenmis,
daha sonra su ile ¢oziilen ekstrenin pH’s1 % 3’liik siilfiirik asit ile 3-4’e ayarlanmigtir.
pH’s1 ayarlanan ekstre bir ayirma hunisine alinip sulu kisimda alkaloit kalmayana kadar
kloroform ile tiiketilmistir. Daha sonra kloroformlu kisimlar alinip 6nce su ile
yikandiktan sonra susuz sodyum stilfattan gecirilip siiziilmiis ve algak baskida 30-35°
C’de kuruluga kadar distillenmistir. Elde edilen kloroform ekstresi nétral ekstredir ( A
Ekstresi ).

A ekstresi elde edildikten sonra geriye kalan asitli sulu kismin pH’s1 amonyak
cozeltisi ile 8-9’a ayarlanmis ve tekrar kloroform ile tiiketilmistir. Kloroformlu kisimlar
aliip su ile yikanmis ve susuz sodyum siilfattan gecirilmistir. Stiziildiikten sonra algak
baskida 30-35° C’de kuruluga kadar distillenmistir. Bu sefer elde edilen ekstre bazik
ekstredir ( B Ekstresi ).
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Bu asamadan sonra calisilmis olan A ve B ekstreleri asagida goriildigl sekilde

kodlanmustir:

Ab m e 90 Notral Ekstre (A ekstresi): Ab N 90
Ab m e 90 Bazik Ekstre (B ekstresi): Ab B 90

Ab m e 05 Notral Ekstre (A ekstresi): Ab N 05
Ab m e 05 Bazik Ekstre (B ekstresi): Ab B 05

TS m e 05 Notral Ekstre (A ekstresi): TS N 05
TS m e 05 Bazik Ekstre (B ekstresi): TS B 05

3.1.6. Notral ve Bazik Ekstrelerinin Saflastirilmas1 ve Elde Edilen Alkaloitlerin
Yapilarimin Aydinlatilmasi:

Ab N 90, Ab B 90, Ab N 05, TS N 05, TS B 05 ekstreleri Tablo 3-1’de
gosterilmis olan ¢oziicii sistemleri ile Kieselgel 60 F,s4 Merck hazir plaklar kullanilarak
preparatif LTK. ile ayrilmistir. Daha sonra ortaya ¢ikan bantlar UVjs4366 lambast
altinda kontrol edildikten sonra Kloroform:Metanol (siras1 ile 9:1, 8:2) karisimi ile eliie
edilmis ve c¢oziciileri kuruluga kadar vakum altinda ugurulmustur. Elde edilen
maddelerin saflik kontrolleri, birka¢ ¢dziicii sistemi kullamlarak I.T.K. ile yapilmistir.
Saf olanlar, sahitlerle 1.T.K.da kontrol edilmis, daha sonra 400 Mhz Mercury-Vx 400
BB cihazi ile "H NMR analizleri ile yapi tayinleri gergeklestirilerek teshis edilmistir. Ab
B 05 ise kromatotron ile fraksiyonlara ayrilmis, bu fraksiyonlar I.T.K ile kontrol edilmis
ve benzer olanlar1 birlestirilerek, birden c¢ok leke verenlerdeki istenen maddeler

preparatif I.T.K ydntemi ile izole edilmistir.
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Tablo 3-1 i. T. K. uygulamalarinda kullanilan sistemler

Coziicii Sistemleri Belirtecler
1. Sistem Benzen: Etilasetat: Dietilamin: Metanol
(50:40:10: 8)
2. Sistem Benzen: Etilasetat: Dietilamin
(50:40:10)
3. Sistem Kloroform: Aseton: Dietilamin
(70:20:10)
4. Sistem Kloroform: Aseton: Dietilamin Carr-Price Belirteci
(50:40:10)
5. Sistem Kloroform: Aseton: Amonyak
(50:50:10)
6. Sistem Kloroform: Aseton: Amonyak
(40:60:10)
7. Sistem Etilasetat: Izopropanol: Amonyak
(80:15:5)

3.1.6.1.Ab N 90
Farkli maddeler elde etmek amaci ile 2 ayr1 sistem ile preparatif 1.T.K.
yapilmistir.
1. Preparatif I.T.K:
[k uygulamada Ab N 90 ekstresi 1. sistem kullanilarak ayrilmistir.
2. Preparatif L.T.K.:

Ikinci uygulamada ise ekstre, daha fazla leke veren 4. sistem kullanilarak ayrilmistir.

3.1.6.2Ab B 90.
Ab B 90, 3. sistemde preparatif I.T:K. ile ayrilmistir.

3.1.6.3.Ab N 05
Ab N 05, 4. sistem kullamlarak preparatif I.T.K. ile ayrilmistir.

3.1.6.4.Ab B 05
Ekstre kromatotron ile ayrildi. Uygun fraksiyonlara preparatif I.T.K. uygulandi
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3.1.6.5.TS N 05
Eksreye tablodaki 3. sistem ile preparatif I.T.K. uygulanarak gerekli ayirim

saglanmustir.

3.1.6.6.TS B 05
Eksreye tablodaki 5. sistem ile preparatif I.T.K. uygulanarak gerekli ayirim

saglanmistir.

3.1.7.Sitotoksik Aktivite Testleri

3.1.7.1.Brine Shrimp Letalite Testi (2, 56)

2005 yilinda toplanan Ab ve Ts orneklerinden hazirlanan metanol ekstreleri ve sahit
madde olarak kolsisinden (K), 1, 10, 100 pg/ml (ppm) olmak fiizere 3 ayn
konsantrasyonda, her bir ekstreden 3’er adet 0.5 ml’lik metanol ¢ozeltileri hazirlanmig
ve cozeltiler kuruluga kadar ugurulmustur. A. salina larvalarina yasama ortami
olusturmak amaci ile 3,8 g deniz tuzu 100 ml distile suda ¢ozlindiiriilmiistiir. Hazirlanan
tuzlu suyun 25 ml’si, ortasinda bolme olan bir tarafi aydinlik, diger tarafi karanlik olan,
yarim kapakli bir kaba konmustur. Sonrasinda bir tutam A. salina yumurtas1 kabin
karanlik olan bdlmesinde tuzlu suyun iistiine serpistirilmistir. Kap kesintisiz 151k
kaynag1 altinda 48 saat bekledikten sonra olgunlasan yumurtalardan ¢ikan larvalar
aydinlik bolmeye gecis yapmistir. Her bir numune sisesine, bir de kontrol amagli olarak
bos bir siseye 5’er ml tuzlu su eklenmis ve 10’ar adet larva sayilarak pastor pipeti
yardimi ile tiim siselere konmustur. Siseler agizlar1 acik halde kesintisiz 151k kaynagi
altinda 24 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda her numune ve bir kontrol sisesinde
yasayan larvalar sayilmistir. Bu veriler yardimi ile Finney bilgisayar programinda LDsg

(larvalarin % 50’sini 6ldiiren doz) degerleri kaydedilmistir.
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3.1.7.2. MTT Yéntemi ile Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Sitotoksik Aktivite Tayini*

Oda sicakliginda kurutulan metanol ekstreleri liyofilize edilip desikatorde
bekletildikten sonra 10’ ar mg tartilarak 1 er ml dimetil stilfoksitte (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: 1 2510) ile diliie edilerek farkli
konsantrasyonlar (500, 100, 50, 10, 1, 0,1 ug/ml) hazirlanda.

3.1.7.2.1.Hiicre Kiiltiirlerinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

17,7 g IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Sigma Cat. No: 1 2510)
100 ml distile suda ¢oziilerek tizerine 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) gecirildi.
Hazirlanan stok medyuma 50 mg/litre olacak miktarda Gentamisin (Genta®) eklendikten
sonra kiigtik hacimlere (100-200 ml) ayrilarak deneyler siiresince +4 °C” de saklandi ve

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

3.1.7.2.2. Siispansiyon Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi:

Stispansiyon 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 inkiibatorde, (NuAire US) nemli ortamda, 37 °C’ de belli araliklarla pasaj
yapilarak inkiibe edildi.

3.1.7.2.3.Losemik Hiicre Serilerinin Hazirlanmasi
Bu c¢alismada, ATCC’den (American Type Culture Collection) ve farkl
laboratuarlardan elde edilen 16semik hiicre serileri (HL60 ve K562), laboratuarda birkag

kez % 10 FCS iceren IMDM ile pasaj yapildiktan sonra kullanildi.

* Bu deney 1. U. Tip Fakiiltesi, Temel Bilimler, Fizyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir
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3.1.7.2.4.Hiicre Sayim ve Canhlik Tayini

Bu amacla, her bir 6rnekten 10 pl alinip, iizerine 10 pl % 4’ liikk Trypan-blue
(Sigma Cat. No: T 8154) eklendikten hemen sonra Neubauer laminda 10 x 40 biiyiitme
ile sayim yapildi. Ozellikle kiiltiir calismalarinda ve flow sitometrik calismalarda sadece
canli hiicrelerin sayis1 dikkate alinacagindan, hem kiiltiir 6ncesi hem de siispansiyon
kiiltiirtinden alinan hiicrelerin sayiminda, boya almamis ve diizenli hiicre morfolojisi

gosteren hiicreler dikkate alindu.

3.1.7.2.5. MTT Yonteminin Uygulanmasi (36, 58).

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 iicer
kuyucuk olacak sekilde, 10’ar pl konuldu. Ayrica kontrol grubu olarak 3 kuyucuga

10’ar pl ekstre icermeyen medyum konuldu.

Biitiin kuyucuklara hazirlanan hiicre siispansiyonundan 90’ar ul ekildi. islem
sonunda biitiin kuyucuklarda toplam 100 er pl hiicre slispansiyonu oldu. Bu sekilde
hazirlanan hiicre kiiltiir plaklar iki giin, 37 °C’de nemlendirilmis %5 CO, li steril
etlivde saklandi. Bu siire sonunda, plaktaki biitiin kuyucuklara 10’ar pl MTT (5 mg
MTT/ml PBS) eklendi ve tekrar ayni etiivde 4 saat bekletildi. Daha sonra kiiltiir plag:
etivden sarsmadan ¢ikarildi ve kuyucuklarin diplerinde ¢O0kmiis olarak bulunan
hiicrelere zarar vermeden kuyucuklarin iist kismindan 80’er pl siipernatant mikropipetle
cekilip atilarak yerine 180 pl isopropanol solusyonu (pH:5,5) eklendi. Mikrokdiltiir
plaklari, formazanin daha iyi ¢oziilebilmesi i¢in, bir gece karanlik odada bekletildi.
ELISA pleyt okuyucuda 620 nm referans dalga boyuna gore 540 nm’ de okundu. Deney
ve kontrol gruplarinin ortalama absorbans (OA) degerleri karsilastirilarak, asagidaki

formiil ile sitotoksite indeksi (SI) hesaplandi.

SI=1-[OA (deney) / OA (kontrol)] x 100
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Ekstre konsantrasyonlarinin sitotoksik etkilerinin giivenilir oldugunu test etmek
amaciyla konsantrasyonlar1 hazirlarken kullanilan DMSO’nun ekstreler ile tamamen
ayni sekilde altisar konsantrasyonlar1 hazirlandi ve ayni yontemle sitotoksik etkileri
olgtldi.

Ayrica hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren letal konsantrasyonu (LK) hesaplamak i¢in
grafiklerdeki % 50 sitotoksite indeksine en yakin ekstre konsantrasyonlar1 baz alinarak

oranti ile LK hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1.Tohum Ekstrelerinde Yapilan Kimyasal On Calismalarin Bulgular

Tablo 4-1.Colchicum bivonae érneklerinde yapilan 6n deneme sonuclari

Ab 05 TS 05

Alkaloit + +

Flavon

Gallik tanen

Tanen [ 'Katesik tanen

Antrasen

Saponin

4.2.Miktar Tayini Calismalarinin Bulgular:

4.2.1.Su Miktar Tayini Sonuclar

Tablo 4-2.Colchicum bivonae 6rneklerinde yapilan su miktar tayini sonug¢lari

Ab. 05 T.S. 05

Su(%) 3,1 6

4.2.2.Total Alkaloit Miktar Tayini Bulgulari:

Iki ayr1 yéreden 2005 yilinda toplanan drneklerin metanol ekstrelerinin 352 nm

dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri asagida belirtilmistir:

A (Ab m.e. 05) = 1,8527
A (Tsm.e. 05)=1,3830
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7 ayrt konsantrasyonda kolsisinin absorbans degerleri Olgiilerek (Tablo 4-3)

kolsisinin standart egrisi olusturulmustur (Sekil 4-1).

Tablo 4-3 Kolsisin icin UV spektrofotometresinde ol¢iilen absorbans degerleri

Konsantrasyon ( pg/ml ) Ortalama absorbans
2,5 0.0867
5 0.1435
7,5 0.2946
10 0.4698
12,5 0.5794
15 0.6379
17,5 0.7993
0,9
=0,0487x-0,0572
0,8 - y=Rrmerx- o 0,7993
R"=0,9854
0,7 -
__ 0,6 -
£
~ 0.5 -
n
b
w 04 -
e
<
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 I I I 1
0 5 10 15 20
C (ng/mi)

Sekil 4-1 Kolsisinin standart egrisi
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Kolsisinin standart egrisine gore konsantrasyon hesabi; y = 0,0487 x — 0,0572
(R? = 0,9854) formiilii ile yapilmigtir. Bu formiil ile belirlenen sonuclar asagida

gosterilmistir:

Ab m e icin x degeri (Cap):
0,0487 x =1,8527 +0,0572

x =39.2177 pg/ml

Ab m e’nin total alkaloit miktari:

% 0,84

TS m e i¢in x degeri (Crs):
0,0487 x =1.3830+0,0572
x =29.5729 pg/ml

TS m e’nin total alkaloit miktari:

% 0,91
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4.3. Notral ve Bazik Ekstrelerin Saflastirilmas1 ve Elde Edilen Alkaloitlerin
Yapilarimin Aydinlatilmasi:

Ab 90 tohum miktar1 22,1 g; Ab 90 m e miktar1 3,7 g; Ab 05 tohum miktar1 46,8
g; Ab 05 m.e. miktar1 6,5 g; TS 05 tohum miktart 32,6 mg; TS 05 m. e. miktart: 5,3 g

olarak tartilmistir.

4.3.1.Ab N 90

1. Preparatif I.T.K: (kullanilan ekstre miktar1:15,7 mg)
Benzen:Etilasetat:Dietilamin:Metanol (50:40:10:8) sistemi ile ilgili kromatogram Sekil
4-2°de gosterilmistir.

<

Sekil 4-2 Ab N 90 1. Preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandigi plak ve
maddelerin ayirim

Buna gore 3 N 1, 5 N [ ve 6 N I bantlar1 alinmis, 3 ayr1 sistemde (Tablo 4’deki 2,
3 ve 4. sistemler) I.T K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. 6 N I disindakilerin miktarlar:
diisiik oldugundan ve saf olmadiklarindan dolay1, yalnizca 6 N I bant1 degerlendirilmis,
tekrar I.T.K. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonug olarak 6 N I’in (4,4 mg)
“demekolsin” oldugu disiinilmiis ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile

dogrulanmistir (Sekil 4-15)
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2. Preparatif [.T.K: (kullanilan ekstre miktari: 230 mg)
Kloroform: Aseton: Dietilamin (50:40:10) sistemi ile ilgili kromatogram Sekil 4-3’te

gosterilmistir

Sekil 4-3 Ab N 90 2. Preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandign plak ve
maddelerin ayrim

Buna gore 3 N II, 4 N II, 5 N II ve 6 N II bantlar1 alinmis, 3 ayr1 sistemde (Tablo
4’deki 3, 4 ve 5. sistemler) I.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. 6 N II saf
olmadigindan ve tekrar uygulanan ayirma yoOntemlerine ragmen saf elde
edilemediginden degerlendirilmemistir. 3 N II, 4 N II ve 5 N II bantlar1 ise elde edilerek
I.T.K. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonug olarak 3 N II’nin (3,4 mg) “N-
deasetilkolsisin”, 4 N [I'nin ( 2,3 mg) “N-deasetil-N-formilkolsisin” ve 5 N III’lin
(~30 mg) “Kkolsisin” oldugu diisiiniilmiis ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile
dogrulanmistir (Sekil 4-17,.Sekil 4-18, Sekil 4-19).
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Sahit maddelerle karsilagtirma:

O O

A B C D E F G H

Sekil 4-4 Kloroform: Aseton: Dietilamin (70:20:10) sistemi. A (demekolsin), B (6 N I), C
(N-deasetilkolsisin), D (3 N II), E (N-deasetil-N-formilkolsisin), F (4 N II), G (kolsisin), H
(5NI1D)
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4.3.2.Ab B 90 (kullanilan ekstre miktari: 48 mg)
Kloroform: Aseton: Dietilamin (70:20:10) sistemi ile yapilan preparatif 1.T.K.

kromatogrami Sekil 4-5’te gosterilmistir.

| ———— Y

| ———— Y

Sekil 4-5 Ab B 90 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandig1 plak ve maddelerin
ayirmmi

Buna gore 2 B, 3 B ve 4 B bantlar1 alinmis, 3 ayr1 sistemde (tablo 4’deki 1,2 ve
3. sistemler) 1.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. Buna goére saf goriinen 3 B ve 4 B
elde edilerek I.T.K. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonug olarak 3 B’nin (8,9
mg) “2-demetildemekolsin®,4 B’nin ise (8,8 mg) “demekolsin” oldugu diisliniilmiis ve

bu tespit 'H proton NMR analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4-15, Sekil 4-16).
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Sahit maddelerle karsilastirma:

A B C D

Sekil 4-6 Etilasetat: Izopropanol: Amonyak (80:15:5). A (2-demetildemekolsin), B (3 B I),
C (Demekolsin), D (4 B 1)

4.3.3.Ab N 05 (kullanilan ekstre miktari: 375,5 mg)
Kloroform: Aseton: Dietilamin (50:40:10) sistemi ile yapilan preparatif 1.T.K.

kromatogrami Sekil 4-7°de gdsterilmistir.

9N
8N

—————

---------------------------------------- 6N

— > 3N
-—— = )N
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Sekil 4-7 Ab N 05 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandigi plak ve maddelerin
ayirimi

2N, 3N, 8N ve 9 N bantlar1 alinmis, 3 ayn sistemde (Tablo 4’deki 4,5 ve 6.
sistemler) L.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. Buna gore tek leke vermeyen 2 N ve
8 N bantlarim saflastirmak iizere tekrar preparatif .T.K. yapildi. Diger bantlardan 3 N
(8,1 mg) elimizde bulunan hi¢ bir sahit madde ile. ortak leke vermedi. Anack 'H proton
NMR analizi sonucu “2,3-didemetilkolsisin” olarak tespit edildi. 9 N (50 mg) ise I.T.K.
ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonug olarak “demekolsin” oldugu diisiiniilmiis

ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile dogrulanmustir (Sekil 4-15, Sekil 4-20).

8 N bantinin Kloroform: Aseton: Amonyak (40:60:10 damla) sistemi ile
preparatif I. T.K kromatogrami1 Sekil 4-8°de gosterilmistir.

<

8N

Sekil 4-8 Ab.8 N 05 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandig plak ve

maddelerin ayirim

8' N've 8° N bantlar1 elde edildikten sonra 3 ayri sistemde (tablo 4’deki 4,5 ve 6.
sistemler) I.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir, 8 N’nin saf olmadig1 anlasilmistir ve
madde miktar1 az oldugundan tekrar ayirma yoluna gidilmemistir. 8' N (19,6 mg) ise
ILTK. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonuc olarak “kelsisin” oldugu
diistiniilmiis ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4-17).
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2 N bantinin Kloroform: Aseton: Amonyak (50:50:10 damla) sistemi ile preparatif
LT K. kromatogrami Sekil 4-9°da gosterilmistir.

-—— = '\

2N

Sekil 49 Ab 2N 05 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandign plak ve
maddelerin ayirim

2" N bant: elde edildikten sonra 3 ayr1 sistemde (tablo 4°deki 4, 5 ve 6. sistemler)
I.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir ve saf oldugu anlasilinca L.T.K. ile sahit
maddelerle karsilagtirlmistir. Sonug olarak 2' N’nin (3,1 mg) “kolsisilin” oldugu
diisiiniilmiis, ancak bu tespit 'H proton NMR spektrumu iyi olmadigindan I.T.K. teshisi

ile yetinilmistir.
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Sahitlerle karsilastirma:

o O

A B C D E F

Sekil 4-10 A (Kolsisilin), B (2' N), C (Kolsisin), D ( 8' N), E (Demekolsin), F (9 N).

4.3.4.Ab B 05 (kullanilan ekstre miktari: 208,3 mg)
Ekstre, Silicagel 60 PF,s4 (gibsli) kullanilarak kromatotron ile ayrildi. Bu ayrim
petrol eteri-kloroform-metanol karigiminin degisen oranlar ile yapildi. Fraksiyonlar

25’er ml olarak alindi.

Tablo 4-4 Ab B 05 ekstresinin kromatotron yontemi ile alhinan fraksiyonlar

Fraksiyon Coziicii Bakiye Ayrilan Madde
1-29 Petrol eteri (100 ) 7,1 mg _
Petrol eteri-Kloroform (50:50)
30-37 Petrol eteri-Kloroform (50:50) 115,1 mg
Petrol eteri-Kloroform (30:70) Demekolsin
(83 mg)
Petrol eteri-Kloroform(20:80) 3,1 mg _
38-42 Petrol eteri-Kloroform (10:90)
43-44 Petrol eteri-Kloroform (10:90) 1,6 mg _
45-47 Kloroform (100) 10 mg _
48-50 Kloroform (100)
Kloroform-Metanol (98:2) 12,1 mg 3-demetildemekolsin
(8,7 mg)
51-82 Kloroform-Metanol (98:2) 32,3 mg _
Metanol (100)
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N/

-
O O o o > I
) < I
N G R
B C 129 30-37 3842  43-44 45-47  48-50  51-82

Sekil 4-11 Ab B 05 kromatotron fraksiyonlarinin kromatogrami (Kloroform: Aseton:
Dietilamin 50: 40: 10 sistemi) A (2-demetil demekolsin), B (demekolsin), C (kolsisin)

Kromatotron sonucunda elde edilen fraksiyonlardan saf olmayanlarina preparatif
I.T.K. uygulandi. Bunlardan 30-37 fraksiyonu Benzen: Etilasetat: Dietilamin (50:40:10)
sisteminde, 48-50 fraksiyonu ise Kloroform. Aseton: Dietilamin (70: 20: 10) sisteminde
preparatif 1.T.K. ile saflastirildi, 3 ayr1 sistemde (Tablo 4’e gore 4, 5 ve 7. sistemler)
saflik kontrolleri yapildi. Sonug olarak elde edilen bantlar sahit maddelerle 1.T.K.da
kontrol edildi ve 30-37 fraksiyonunda ‘“demekolsin®, 48-50 fraksiyonunda ise “2-
demetildemekolsin“ oldugu disiiniilmiis ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile

dogrulanmistir (Sekil 4-16,.Sekil 4-15).
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4.3.5.TS N 05 (kullanilan ekstre miktari: 158 mg)
Ekstreye Kloroform: Aseton: Dietilamin (70:20:10) sistemi ile preparatif L.T.K.

uygulanmistir. Kromatogram Sekil 4-12°de gosterilmektedir.

9N
8N

7N
6N

SN
4N

3N
2N

Sekil 4-12 TS N 05 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandigi plak ve
maddelerin ayirim

8 N ve 9 N bantlar1 elde edilmis, 3 ayr1 sistemde (Tablo 4’deki 4,5 ve 6.
sistemler) I.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. Buna gore saf olduklar1 belirlenen 8
N ve 9 N bantlar1 1.T.K. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonug olarak 8 N’nin (7
mg) “Kolsisin”, 9 N’nin ise (56 mg) “demekolsin” oldugu diisiiniilmiis ve bu tespit 'H

proton NMR analizi ile dogrulanmustir (Sekil 4-15, Sekil 4-17).
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4.3.6.TS B 05 (kullanilan ekstre miktari: 56,6 mg)
Ekstreye Kloroform: Aseton: Amonyak (50:50:1) sistemi ile preparatif L.T.K.
uygulanmistir. Kromatogram Sekil 4-13°de gosterilmektedir.

- 6B
S . 5B
ST 4B
esnIIIIIIIIII I 3B
U= B ¢
1

Sekil 4-13 TS B 05 preparatif I.T.K. yonteminde ekstrenin uygulandigi plak ve maddelerin
ayirimi

7 B bant1 elde edilmis, 3 ayr1 sistemde (Tablo 4’deki 2, 3 ve 5. sistemler)
maddenin I.T.K. ile saflik kontrolleri yapilmistir. Buna gore saf oldugu belirlenen 7 B
IL.TK. ile sahit maddelerle karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak 7 B’nin (28,6 mg)
“demekolsin” oldugu diisiiniilmiis ve bu tespit 'H proton NMR analizi ile

dogrulanmistir (Sekil 4-15).



Sahitlerle karsilastirma:

A B C D E

Sekil 4-14 A (Kolsisin), B (8 N), C (Demekolsin), D (9 N), E (7 B)
Kloroform: Aseton: Amonyak (5:5:1)

4.4. Maddelerin Rf Degerleri

Tablo 4-5 Colchicum bivonae tohumlarindan elde edilen maddelerin Rf degerleri

Coziicii Sistemleri

Tropolon Alkaloitleri " 3 1 5 p 7
Demekolsin 0,41 10,76 10,65 (0,30 (0,36 (0,22
2-demetildemekolsin 0,22 0,56 (041 (0,15 (0,23 0,13
Kolsisin 0,22 10,59 10,53 10,26 0,32 0,23
N-deasetilkolsisin 0,13 10,34 0,29 (0,17 (0,22 0,21
N-deasetil-N-formilkolsisin 0,16 10,39 (0,37 (0,21 (0,26 0,23
2,3-didemetilkolsisin 0,07 10,10 0,10 (0,17 (0,20 |[0,14
Kolsisilin 0,05 10,13 0,12 |0,10 (0,10 [0,09
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4.5. Elde Edilen Maddelerin '"H NMR Spektrumlari:

Demekolsin

T — I [Tt
13 12 11 1o

Sekil 4-15.Demekolsinin ' H NMR spektrumu

'"H NMR (400 MHz, CDCls), o 7,69 (1H, s; C-8H), 7,24 (1H, d, J 10 Hz; C-
12H), 6,80 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,54 (1H, s; C-4H), 4,01 (3H, s; C-10 OMe), 3,92
(6H, s; C-2 ve -3 OMe), 3,63 (3H, s; C-1 OMe), 3,40 (1H m, C-7H); 2,24 (3H, s; NMe).
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2-Demetildemekolsin

| - A7, H

2 13b VN

o e . CH
L 12

lf [T WJ_JJ_

13 12 11 10 E] 8 & 5 a 3 3 1 -0 -1 ppm

Sekil 4-16 2-demetildemekolsinin ' H NMR spektrumu

'H NMR (400 MHz, CDCL), & 7,69 (1H, s; C-8H), 7,24 (1H, d, J 10 Hz; C-
12H), 6,80 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,54 (1H, 5; C-4 H), 4,01 (3H, 5; C-10 OMe), 3,92
(3H, s 3-OMe) 3,63 (3H, s; C-1 OMe), 3,40 (1H,m, C-7H); 2,24 (3H, 5; NMe).
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Kolsisin
5
4 5
MO 3 o s
, | HHCOCH
HaEo ~ Pt ox
BCH 4 / N
12
9
e [4]
1 10
OCH,
- J UL ; J\__..J\LJL____.UU\MEL"-
LU LR T L T L AL L BB R | ] T T T T T
13 12 11 10 q a 7 B 5 a 3 2 1 (1] =1 ppm

Sekil 4-17Kolsisinin ' H NMR spektrumu

'"H NMR (400 MHz, CDCl3), & 7,62 (1 H, s; C-8 H), 7,38 (1 H, d, J 10 Hz; C-12
H), 6,88 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,55 (1H, s; C-4 H), 4,66 (1H, m, C-7H), 4,02 (3H, s;
C-10 OMe), 3,93 ve 3,90 (2 x 3H, s; C-2 ve -3 OMe), 3,66 (3H, s; C-1 OMe), 1,99 (3H,
s: NHCOCH3) (55).
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N-deasetilkolsisin

N

i ]
| I
p__J_ll_ll___._ll__;____ e ~ }_Fjlni.ia,-gj.-llb-.__ o J S e S P S }h\_\__ - _J_I_'\

8 7 6 5 4 & 2 1 ==

ekil 4-18 N-deasetilkolsisinin ' H NMR spektrumu
p

'"H NMR (400 MHz, CDCls), 0 7,62 (1 H, s; C-8 H), 7,38 (1 H, d, J 10 Hz; C-12
H), 6,88 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,55 (1H, s; C-4H), 4,31 (1H,m, C-7H), 4,02 (3H, s;
C-10 OMe), 3,93 ve 3,90 (2 x 3H, s; C-2 ve -3 OMe), 3,66 (3H, s; C-1 OMe)
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N-deasetil-N-formilkolsisin

HaCO 3 J{\:h /‘)"“—-». ] :
., | . —H7
Hg.::' L /-{- CHO
- Y gy
OCH;
;{{ .
A 0
]
e
-
i ' .
A it £ ~
11— g !
o _______‘____L_Jxl._Lalr,_l_1_____“_________________,’._ ___A_______J\A..,'~JIJLA"‘\ A A 'L\._.____.--\L LR
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e - -deasetil-N-formilkolsisinin spektrumu
kil 4-19 N-d il-N-f ilkolsisini 1HNMRpk

'H NMR (400 MHz, CDCl;), 8 8,22 (1 Hs; NCHO), 7,62 (1 H, s; C-8 H), 7,38
(1 H, d,J 10 Hz; C-12 H), 6,88 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,55 (1H, s; C-4H), 4,32 (1H,
m, C-7H), 4,02 (3H, s; C-10 OMe), 3,93 ve 3,90 (2 x 3H, s; C-2 ve -3 OMe), 3,66 (3H,
s; C-1 OMe)
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2,3-Didemetilkolsisin
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Sekil 4-20 2,3-didemetilkolsisinin ' H NMR spektrumu

'"H NMR (400 MHz, CDCl3), 8 7,62 (1 H, s; C-8 H), 7,38 (1 H, d, J 10 Hz; C-12
H), 6,88 (1H, d, J 10 Hz; C-11H), 6,55 (1H, s; C-4H), 4,60 (1H,m, C-7H), 3,92 (3H, s;
C-10 OMe), ), 3,58 (3H, s; C-1 OMe), 1,99 (3H, s: NHCOCH3).
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4.5.Metanol Ekstreleri ile Notral ve Bazik Ekstrelerin Kromatografik olarak
Karsilastirilmasi

Abme 05 ile TS m e 05, Ab N 05 ile TS N 05 ve Ab B 05 ile TS B 05 3 ayn
sistemde (sirast ile Benzen: Etilasetat: Dietilamin: Metanol 50:40:10:8; Kloroform:
Aseton: Dietilamin 50:50:10; Etilasetat: izopropanol: Amonyak 80:15:5) L.T.K. ile
karsilastirilmistir (Sekil 4-21).
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- 1 . I L. T b T T (o n :
Ao TS Ao TS Ab TS B A T A TS Ao TS Ab TS A6 T
me Ne L N b B Me TIC NN v = Me Me N N 15 )

Sekil 4-21 Colchicum bivonae ekstrelerinin kromatografik karsilastirilmasi
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4.5.Sitotoksik Aktivite Testleri Sonuclari

4.5.1.Brine Shrimp Letalite Testi
Sayilan larvalar Tablo 4-6’da belirtilmis ve bu degerlere gore her numune igin

LDs degerleri hesaplanmuigtir.

Hayatta kalan larvalar
Numuneler 1 pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml
Kolsisin (K) 2 3 1 0 0 1 0 0 0
Ts m.e. 05 10 10 10 10 10 9 2 1 1
Ab m.e. 05 10 10 10 10 10 10 0 0 0

Tablo 4-6 BSL sonucu; 3 ayr1 konsantrasyonda 3’er denemede hayatta kalan larva sayilari

LDsg Degerleri:

Finneya bilgisayar programi tarafindan hesaplanan LDs, degerleri asagida belirtilmistir:
LDs (K) = 0.1406 pg/ml

LDso (Ts m.e.) =41.8930 pg/ml

LDso (Ab m.e.) = 31.6228 pg/ml

Bu degerlere gore K, TS m.e, Ab m.e. 6rneklerinin 3’iinlin de sitotoksik aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Sitotoksik aktivite agisindan, Abant’tan toplanan Colchicum

bivonae tohum 6rnekleri daha aktif bulunmustur.
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4.5.2. MTT Yontemi ile Hiicre Kiiltiirleri Uzerinde Sitotoksik Aktivite Tayini
Sonuclar

BVT-A: Bolu, Abant’tan toplanan Colchicum bivonae tohumlarinin metanol

ekstreleri

BVT-T: Tekirdag, Saray’dan toplanan Colchicum bivonae tohumlarinin metanol

ekstreleri

K: Kolsisin

100-
90-
80
70-
60-
50
40+
30-

2“ T T L] L) ¥ ¥
0,1 1 5 50 100 500

Konsantrasyonlar

BWT-A4
BYT-T
—— |

%% Sitotoksite

Sekil 4-22 HL 60 hiicre serisi iizerinde konsantrasyonlara gore sitotoksisite oranlari

HL 60 Serisi Uzerinde LK, Degerleri:
K- LKsp =4,3 pg/ml
BVT-A LK5p <0,1 pg/ml

BVT-T LKso = 0,45 pg/ml
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Tablo 4-7 HL 60 serisi ile sitotoksik aktivite testinin, T-student testi kullanilarak (kolsisin
ile karsilastirma yapilarak) hesaplanan istatistiksel verileri (p> 0,050: anlamsiz)

mm : @nlamli olarak yiiksek konsantrasyonlar
I anlamli olarak diisiik konsantrasyonlar

(1-6 aras1 konsantrasyonlar sirast ile 500, 100, 50, 10, 1, 0,1 pg/ml’yi géstermektedir)

Ornekler ve Ortalama Standart Anlamhhk
Konsantrasyonlar1 | Absorbans Sapma (¥)
(1-6)
1 75,46 10,41 -
2 79,49 4,50 -
K 3 51,35 12,64 -

4 52,54 12,49 -
5 38,50 18,03 -
6 4791 12,28 -
1 74,74 5,58 p>0,050
2 70,41 1,96 0,002

BVT-A 3 70,25 4,34 0,009
4 62,63 4,42 p>0,050
5 62,37 6,31 0,016
6 54,49 16,56 p>0,050
1 89,89 3,38 0,012
2 85,98 1,85 0,012

BVI-T 3 82,89 2,36 p< 0,001
4 73,40 2,10 0,003
5 67,41 4,69 0,005
6 38,39 10,09 p>0,050
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Sekil 4-23 K 562 hiicre serisi iizerinde konsantrasyonlara gore sitotoksisite oranlar

K 562 Serisi Uzerinde LKs, Degerleri:
K- LKsp =246 pg/ml
BVT-A LKs5o= 25 pg/ml

BVT-T LKs = 4,3 pg/ml
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Tablo 4-8 K 562 serisi ile sitotoksik aktivite testinin T-student testi kullanilarak (kolsisin
ile karsilastirma yapilarak) hesaplanan istatistiksel verileri (p> 0,050: anlamsiz)

my : @nlamli olarak yiiksek konsantrasyonlar

e anlamli olarak diisiik konsantrasyonlar

(1-6 aras1 konsantrasyonlar sirast ile 500, 100, 50, 10, 1, 0,1 pg/ml’yi gdstermektedir)

Ornekler ve Ortalama Standart Anlamhhk
Konsantrasyonlari Absorbans Sapma ()
(1-6)
1 59,57 9,40 -
2 43,84 16,74 -
K 3 40,42 15,35 -

4 38,68 14,78 -
5 38,66 14,92 -
6 32,02 19,96 -
1 56,62 18,58 p>0,050
2 57,64 10,23 p>0,050

BVT-A 3 58,64 8,40 0,029
4 43,51 8,71 p>0,050
5 36,57 13,01 p>0,050
6 25,42 9,73 p>0,050
1 73,05 10,41 0,040
2 62,33 9,38 0,040

BVT-T 3 58,89 14,78 p>0,050
4 53,53 11,98 p>0,050
5 31,96 13,00 p>0,050
6 7,32 8,88 0,020
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5. TARTISMA

Kolsisin ve tiirevlerinin gut, ailevi Akdeniz atesi, Behget, amiloidoz, Hodgkin,
siroz, psoriazis gibi hastaliklarin tedavisinde etkin bir ilag olmasi; kanser
aragtirmalarindaki 6nemi ve ayrica tarim alaninda poliploit bireylerin yetistirilmesinde
kullaniminin artmasi1 nedeniyle, bu grup alkaloitlerin elde edilmesinde Avrupa’da
yetisen ya da kiiltiirii yapilan ve tek kaynak olarak kullanilan Colchicum autumnale
(Sonbahar Acigigdemi) tiirii (Colchicaceae) ve Colchici semen drogu, Diinya
gereksinimini karsilayamaz hale gelmistir.

Tirkiye’nin geofitler acisindan gen merkezi olmasi ve dolayisiyla Avrupa’da
sadece C. autumnale tiirii varken lilkemizde Colchicum cinsinin yaklasik 40 kadar tiirle
temsil edilmesi nedeniyle, I U Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi’de 1970 lerde bu
tirler ilizerinde kimyasal agidan tarama caligsmalari baslatilmistir. Arastirmalarin
devaminda Ozellikle sonbaharda ¢icek acan Colchicum tiirlerinden, yiliksek tohum
verimli ve biiylik yumrulu olmasi nedeniyle alkaloit endiistrisinde, kiiltiire alinarak
yararlanilabilecek yeni kaynaklar ortaya konmustur,

Kolsisin ve tiirevleri agisindan zengin oldugu saptanan tiirlerden biri olan C.
bivonae Guss. bitkisinin Oncelikle yumrulart tizerinde, Prof.Dr. Turhan Baytop’un
danigmanligr altinda Ecz. Begiim Orhon tarafindan bir doktora tezi c¢alismasi
yapilmistir. Bu ¢alisma sonucu C. bivonae yumrularinda B-lumikolsisin, a-lumikolsisin,
kornigerin, kolsisin, N-deasetil-N-formilkolsisin, 2-demetilkolsisin, 3-demetilkolsisin,
N-deasetil-N-formilkolsisilin ve O-metilkreysigin bulunmustur. Ancak demekolsin’ e
rastlanmamistir. Colchicum tiirlerininin drog elde edilmesinde kullanilan kisimlari
olarak &zellikle tohumlar kabul edilmektedir. Onceki calismalarda sadece ana etken
alkaloitlerinin miktar1 agisindan arastirilan C. bivonae tiiriiniin tohumlarinin, bu tez
calismasinda ise kimyasal agidan daha kapsamli olarak arastirilmasi planlanmastir.

Bu arastirmada, iki ayr1 yoreden toplanan (Bolu, Abant ve Tekirdag, Saray) C.
bivonae tohumlar iizerinde, ince tabaka kromatografisi ve kromatotron yontemleri ile
madde izolasyonlar1 yapilmis ve elde edilen alkaloitlerin spektral yontemlerle yapilar
tayin edilmistir. Ayrica iki ayr1 yoreden toplanan Ornekler, kromatografik olarak ve
sitotoksik aktivite acisindan (Brine Shrimp Letalite Testi-BSL, MTT Sitotoksik Aktivite
Testi) da birbirleriyle karsilastirilmistir.
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Bu tez calismasimin sonunda C. bivonae Guss. bitkisinin tohumlarinda Bolu,
Abant’tan toplanan oOrneklerden kolsisin, N-deasetilkolsisin, N-deasetil-N-
formilkolsisin, 2,3-didemetilkolsisin, demekolsin, 2-demetildemekolsin ve kolsisilin
olmak Tlizere tropolonik yapida 7 alkaloit; Tekirdag, Saray Orneklerinden ise sadece
kolsisin ve demekolsin alkaloitleri elde edilmistir. Total tropolonik alkaloit miktarinin
daha yiiksek bulunmasina ragmen Tekirdag, Saray Orneklerinde Bolu, Abant

orneklerinde bulunan alkaloit ¢esitliligi saptanamamastir.

Tablo 5-1 Colchicum bivonae tohumlarimin metanol ekstrelerinden elde edilen maddeler ve
miktarlari

Bolu, Abant Tekirdag, Saray
(6,5 g ekstre) (5,3 g ekstre)
Madde Miktar (mg)

Demekolsin 178,2 94,6
2-demetildemekolsin 20,9 —_
Kolsisin 49,6 7
N-deasetilkolsisin 3.4 T
N-deasetil-N-formilkolsisin 2,3 -
2,3-didemetilkolsisin 8,1 E—
Kolsisilin 3,1 —

Sitotoksisite ¢aligmalart sonucunda MTT yonteminde Tekirdag, Saray’dan
toplanmis tohum orneklerinin K 562 hiicre serisi iizerinde Bolu, Abant 6rneklerine gore
daha fazla, HL 60 hiicre serisi iizerinde ise daha az sitotoksisiteye sahip oldugu, BSL
testinde ise Bolu, Abant drneklerinin Tekirdag, Saray o6rneklerine gore daha sitotoksik

oldugu saptanmistir.
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