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OZET: Kolsisin antik Yunan déneminden beri bilinen antifibrotik, anti-inflamatuar, antihistaminik, membran
stabilizasyonu ve lipid peroksidasyon inhibisyonu etkileri olan bitkisel kékenli bir ilagtir. Tiim bu 6zellikler
inflamatuar olaylarin ve hiicre boliinmesinin 6n planda oldugu hastaliklarda bu ilacin etkili olabilecegi
diistincesini gliindeme getirmektedir. Yillardir gut artritinde kullanilan kolsisin, son 50 yildir, Behget hastaligi
, skleroderma, amiloidoz ve karaciger sirozu i¢in de basvurulan ila¢ olmustur (D6nmez M.). Ticari farmasotik
formlar i¢inde bulunan ila¢ molekiillerinin ve safliklarinin saptanmasi, toksikolojik ve farmakolojik bakimdan
onemlidir. Farmasotik sekillerin hazirlanmasi sirasinda saflik ve ilgili bozulma firtinlerinin izlenebilmesi i¢in
ileri metotlara ihtiya¢ vardir (U.S. Food and Drug Administration 2003, 2006). Bu caligmanin amaci
farmasotik dozaj formlarinda kolsisin ve bozunurluk triinlerinin LC-MS/MS teknigi ile hizli bir metot
gelistirmektir. Ticari dozaj formlarindaki kolsisin ve bu preparatlarda zorlanmis kosullardaki bozunurluk
iirtinlerinin saptanmast i¢in bir LC-MS/MS metodu gelistirilmistir (Liu et al. 2007). UPLC teknigi ile MS/MS
analizleri i¢in optimum kosullar belirlenmis ve sistemin validasyonu yapilmistir. Analizlerde ACE-C18
(250x4.6 mm, 5p) kolonu kullanilmigtir. Ayirma 60:40 (v/v) metanol-su ve %0,1 formik asit ortaminda
gerceklestirilmistir. Beseri Ilaglarin Ruhsatlandirma Teknik Gereksinimleri Igin Uluslararas1 Uyum
Konseyinin Klavuzuna (ICH Klavuzu)’na uygun olarak Kolsisinin pargalanma iriinleri; asidik, bazik,
oksidatif, termal, UV 1s1k, kosullar1 altindaki davranist LC-MS/MS teknigi ile incelenerek belirlenmistir (ICH
guidelines 2003). Bu kosullar; 1 M HCI 100 °C -30 dk, 1M NaOH 100 °C -30 dk, %3-%30 H,0, 100 °C -30
dk, 6-24 saat 100 °C termal bozunma, 6-24 saat 254 nm dalga boyunda-oda sicakhiginda UV 1sik altinda
bozunma sartlarinda; LC-MS/MS, EJS-ESI teknigi ve pozitif iyon modda bozunurluk iriinleri
gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: — Kolsisin; UPLC; Validasyon, Bozunurluk; LC-MS/MS

Development and Validation of LC-MS/MS Method for Determination of
Degradation Products of Colchicine Under Forced Conditions

ABSTRACT: Colchicine is a plant-based drug with antifibrotic, anti-inflammatory, antihistaminic,
membrane stabilization and lipid peroxidation inhibitory effects known since ancient Greece. All of these
features make the idea that inflammation may be effective in inflammatory events and diseases in which cell
division is anterior. Colchicine used for years in gout arthritis has been the drug of choice for, Behcet's
disease, scleroderma, amyloidosis and liver cirrhosis for the past 50 years (Dénmez M.). The identification of
drug molecules and their purity in commercial pharmaceutical forms is important from a toxicological and
pharmacological point of view. Advanced methods for monitoring purity and related degradation products
during the preparation of pharmaceutical forms are needed (U.S. Food and Drug Administration 2003, 2006).
The object of this study is to develop a rapid method of LC-MS / MS technique of colchicine and degradation
products in the intended pharmaceutical dosage forms. An LC-MS / MS method has been developed to detect
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colchicine in commercial dosage forms and degradation products in forced conditions in these preparations
(Liu et al. 2007). Optimum conditions for MS/MS analysis with UPLC technique were determined and the
system was validated. ACE-C18 (250x4.6 mm, 5p) column was used in these analyzes. The separation was
carried out in a 60:40 (v/v) methanol-water and 0.1% formic acid medium. Colchicine degradation products
in accordance with The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH Guidelines); Behavior under acidic, basic, oxidative, thermal, UV light
conditions were determined by LC-MS / MS technique (ICH guidelines 2003). These conditions include; 1 M
HCI 100 °C -30 min, 1 M NaOH 100 °C -30 min, 3% -30% H,0, 100 °C -30 min, 6-24 hours 100 °C thermal
decomposition, 6-24 hours at 254 nm wavelength- Under the conditions of under light; LC-MS/MS, EJS-ESI
techniques and degradation products in positive ion mode have been observed.

Key Words: — Colchicine; UPLC; Validation; Degradation; LC-MS/MS
1. Giris

Kolsisin yagda c¢oziinen bir alkaloid olup hizli bir sekilde gastrointestinal sistemden
absorbe olur. Uygulamadan otuz dakika ile iki saat sonra plazmada “peak”
konsantrasyonlara ulasir. Yaklasik olarak %50’si plazma proteinlerine baglanir (Wallace ve
Ertel 1973). Dagilim hacmi 2.2 L/kg’dir ki bu deger toplam viicut sivisindan daha biiyiik
bir hacimdir. Bu 06zellik, kolsisin zehirlenmesinin tedavisinde hemodiyaliz kullanimini ve
yararini kisitlamaktadir. Kolsisin esas olarak karacigerde deasetilasyona ugramaktadir
(Hunter ve Klaassen 1974). Uygulanilan dozun %30’u idrarla degismeden atilir. Kolsisin
ve metabolitleri safra ve bagirsak sekresyonlariyla atilarak, enterohepatik sirkiilasyona
girer. Sonu¢ olarak kolsisin hizla absorbe olmakta, ancak belli dokularda uzun siire
kalmaktadir (Murray et al. 1983).

Kolsisinin< 0.5 mg/kg dozlarinda minor toksisite gelistigi ve %100 iyilesme oldugu, 0.5-
0.8 mg/kg arasindaki dozlarda major toksisite gelistigi ve %10 mortalite gozlendigi ve >
0.8 mg/kg dozlarda hastalarin 72 saat i¢inde kardiyojenik sok sonucu kaybedildigi
bildirilmistir (Bismuth et al. 1983, Weakley et al. 2001). Ancak alinan ilag miktar1 ile
klinik bulgularin ciddiyeti ve prognoz dogru orantili degildir. Kolsisinin total 7 ve 7.5 mg
alindig1r durumda 6liim ve tahmini 350 mg alindig1 durumda ise diizelme meydana geldigi
rapor edilmistir ( Jarvie et al. 1979, Gooneratne 1966).

Farmasotik dirlinlerin tedarigi formiilasyondaki etken bilesenin saklama stabilitesine
baglidir. Bu nedenle, aktif bilesenin bozunma davranisi farmasoétik {irliniin raf dmriiniin
belirlenmesinde Onemlidir. Aktif bilesenin bozunma iiriinlerinin bilinmesi, depolama
sirasinda meydana gelen istenmeyen yan iiriinlerin olusumundan kaginmaya yardim etmek
i¢cin faydalidir. Bir ilag maddesinin safsizlik profili ve kararlilifi, giivenlik degerlendirmesi
ve Uretim silirecinde de ayrica 6nemlidir. Stress testleri, ilag etken maddelerin zorlanmis
kosullardaki pargalanma iriinleri ve parcalanma mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmek
icin yapilir (Nicolas et al. 1998). Bu konu ile ilgili literatiirler ve kaynaklar incelendiginde
kolsisin bozunma iiriinlerinin analitik tespiti ile ilgili bildigimiz kadariyla ¢alisma yoktur.
Bu yiizden kolsisinin bozunurluk {iriinlerinin tayini i¢in giivenilir ve kullanisli bir yontemin
gelistirilmesi gereklidir. Bu amagla, etken maddelerin asidik, bazik, oksidatif, termal ve
fotolitik kosullardaki bozunma tiriinleri m/z degerleri ve pargacik 6rneklerine dayanarak
tespit edilmistir.
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Sekil 1. Kolsisin
Figure 1. Colchicine

2. Materyal ve Metot
2.1. Kimyasallar

Analizlerde HPLC saflikta kimyasallar kullanilmigtir. kullanilan tiim kimyasal maddeler ve
¢oziciiler analitik kullanilmistir. Metanol, formik asit, hidroklorik asit, sodyum hidroksit,
hidrojen peroksit MERCK firmasindan temin edilmistir. Ultrasaf su Thermo marka ultrasaf
su cihazindan temin edilmistir. Mobil faz soliisyonlarini filtre etmek i¢in 0.45 pm membran
(Millipore, Bedford, MA, USA) filtre kullanildi. Kolsisin standardi Sigma Aldrich
firmasindan satin alindu.

2.2. UPLC Analiz Metodu

Kromatografik analizler igin Agilent 1200 Infinity UPLC sistemi kullanilmistir. UPLC
sistemi yliksek basing pompasi, DAD dedektor, oto drnekleyici, degazer, kolon firini, ve
sogutucu dan olusmustur. Dedeksiyon 250 nm dir. ACE-C18 (250%4.6 mm, 5p) kolonu
kullanilmistir, sabit faz 40 °C’de tutulmustur. Enjeksiyon hacmi 1 pL, mobil faz akis hizi
1.2 mL/dk olarak metod olusturulup uygulanmistir. Analitik metodun validasyonu i¢in
kolsisin standardindan 100 mg bir beher igerisinde bir miktar su igerisinde ¢Oziinmesi
saglandi. 100 mL lik balonjojeye aktarildi. Hacim 100 mL ye suyla tamamlandi. Hazirlanan
bu 1000 ppm konsantrasyondaki stok standart soliisyondan seyreltme yolu ile 0,5 ppm, 1
ppm, 4 ppm, 8 ppm, 12 ppm ve 15 ppm konsantrasyonlarinda 6 standart soliisyon
hazirlandi1 Tablo 1. Hazirlanan standart soliisyonlar her biri beser kez olmak tizere ii¢ giin
boyunca UPLC cihazina enjekte edildi. Tiim ¢ozelti ve standartlar +4 °C de muhafaza
edilmistir.

Tablo 1. Validasyon i¢in kullanilan kolsisin standartlarinin konsantrasyonlari
Table 1. Concentrations of colchicine standards used for validation

Validasyon i¢in Kullanilan Colchicine
Standartlarinin Konsantrasyonlar: (ppm)

05 | 1 | 4 ] 8 [ 12 | 15
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2.3. UPLC Analiz Metodunun Validasyonu
Kesinlik

Pik alaninin 6l¢iimii ve numune uygulamanin tekrarlanabilirligi ayn1 numunenin bes kez
kullanilmasiyla gergeklestirildi ve %RSD olarak ifade edildi.

Geri Kazanim Calismalari

Analiz edilen numunelere kolsisin stok soliisyonundan % 80, %100, %120 oraninda ilave
edildi ve karigim tekrar analiz edildi. Kolsisinin numunelerdeki farkli diizeylerinde geri
kazanimini kontrol etmek i¢in deney alt1 farkli konsantrasyonda bes tekrar olarak yapildi.

Ozgiinliik

Metodun Ozgiinligli standart Kolsisini analiz ederek tespit edilmistir. Numunelerdeki
Kolsisin piki standardin alikonma zamani ile standardin alikonma zamaninin kiyaslanmasi
ile teyit edilmistir. Kolsisin pikinin saflig1, pik baslangic ve bitis pozisyonlari: olmak {izere
iki diizeyde tayflarinin karsilastirilmasi ile degerlendirilmistir.

3. Bulgular
3.1. UPLC Metod Validasyonu Sonug¢lar:

Stres kosullar1 altinda bozundurulan kolsisin ve bozunma iiriinlerinin analizi i¢in saglam bir
LC-MS/MS metodu gelistirildi. Gelistirilen metot ile kolsisin ve ilgili triinlerin iyi bir
ayrimi gergeklestirildi. Mobil faz olarak 60:40 (v/v) metanol-su ve %0,1 formik asit
kullanildi. Piklerin resoliisyanlari ¢ok iyi idi. Stres c¢aligmalar1 kolsisin ve muhtemel
bozunma iirlinleri arasinda hig¢bir girisim gézlenmedi. Metodun dogrusalligi, dogrulugu ve
kesinligi arastirildi.

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi alti konsantrasyon seviyesi (0.5, 1, 4, 8, 12, 15 ppm) ile karsilik gelen
pik alanlarindan elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi kolsisinin 0.5-15 ppm araliginda
miikemmel bir dogrusallik gosterdi. Kalibrasyon egrisi i¢in dogru denklemi R?= 0.9999
korelasyon katsayis1 ile y = 30,944x — 0.4785 idi. Sekil 2. kolsisin i¢in 254 nm de
kalibrasyon egrisini gdstermektedir.

Linearite Grafigi
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Sekil 2. Kolsisin standart soliisyonlarinin dogrusallik grafigi
Figure 2. Linearity graph of standard solutions of colchicine
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Kesinlik

Alt1 farkli konsantrasyondaki kolsisin standart solusyonu bes kez art arda UPLC Cihazina
enjekte edildi. Elde edilen pik alanlar1 kaydedildi ve %RSD degeri her bir konsantrasyon
icin hesaplandi. % RSD degerlerinin en yiiksek %1 oldugu gozlendi. Pik alanlar1 ve %
RSD degerleri Tablo 2.’de verilmistir.

Tablo 2. Kolsisin standartlarinin konsantrasyonlari ve pik alanlar
Table 2. Concentrations and peak areas of colchicine standards

ENJEKSIYON 0,5 ppm 1 ppm 4 ppm 8 ppm 12 ppm 15 ppm
1 15,63 29,76 124,40 246,38 368,17 465,83

2 15,56 29,92 124,45 246,53 368,39 465,51

3 15,54 29,83 124,51 246,39 368,61 465,89

4 15,88 29,93 1244 246,43 368,17 466,01

5 15,56 29,78 124,15 246,23 368,07 465,95
ORTALAMA 15,63 29,84 124,38 246,39 368,28 465,84
SD 0,1417 0,0783 0,1374 0,1083 0,2175 0,1952
%RSD 0,9064 0,2623 0,1104 0,0439 0,0591 0,0419

Geri Kazanim Calismalan

Analiz edilen numunelere Kolsisin stok soliisyonundan % 80, %100, %120 oraninda ilave
edildi ve karisim tekrar analiz edildi. Kolsisinin numunelerdeki farkli diizeylerinde kolsisin
geri kazanimini kontrol etmek i¢in deney bes kez yapildi. Geri Kazanim sonuglart yiiksek
verim gostermistir. Kolsisin geri kazanimi %98.02-%99.10 araliginda degismekedir. Bu
Onerilen metodun kolsisin analizi i¢in kullanilabilecegini dogrulamaktadir.

Ozgiinliik

Metodun Ozgilinligii tekrar denemelerle analiz ederek tespit edilmistir. Numunelerdeki
Kolsisin piki standardin alikonma zaman ile standardin alikonma zamaninin kiyaslanmasi
ile teyit edilmistir. Kolsisin pikinin saflifi, pik baslangi¢ ve bitis pozisyonlar1 olmak {izere
iki diizeyde tayflarinin karsilagtirilmasi ile degerlendirilmistir.

Sonuglar gostermektedir ki sistem uygunlugu gereklilikleri ge¢mistir ve sonug olarak
sistemin ileri kromatografik parametreleri incelenebilir. Sistem uygunluk soliisyonunun ve
resoliisyon sollisyonunun tekrarli enjeksiyonlar1 validasyon prosesi siiresince yapildi.

Hazirlanan standart soliisyonlar her biri beser kez olmak iizere ii¢ giin boyunca UPLC
cthazina enjekte edildi. Elde edilen pik alanlar1 kaydedildi. Enjeksiyonlarda elde edilen pik
alanlar1 Tablo 3 te verilmistir. 0,5-15 ppm araliginda pik alanlarina karsilik konsantrasyon
grafigi ¢izildi. Dogrusalligi degerlendirmek {izere korelasyon katsayisi kullanildi.
Dogrusallik grafigi Sekil 2 de verilmistir. Kolsisin i¢in Tayin limiti (LOD) ve Olgiim limiti
(LOQ) sinyal/giirilti (S/N) oran1 ile saptandi. Validasyon siiresince farkli test
parametrelerinden elde edilen sonuglar Tablo 3’te ve tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 4’te
verilmistir. Elde edilen MS pikleri Sekil 4’te gosterilmistir.

3.2. LC-MS/MS Sonuglari

LC-MS/MS analizleri Agilent 6460 triple quad kiitle spektrometresiyle yapilmistir.
Elektrospray Jet Stream iyonlastirma teknigi kullanilarak pozitif iyon modda bozunurluk



GOKCE et al. IGBAD, 2017, 6 (1), 22-32 27

tiriinleri belirlenmistir. Kiitle taramas1 sonucunda kolsisinin kiitle spektrumu 400 ([M+H])"
m/z olarak gozlemlenmistir Sekil 3. Kiitle spektrometresi kosullar1 Tablo 5’te verilmistir.

2.4. Kolsisinin Bozundurulma Prosediirii

ICH Klavuzuna uygun olarak kolsisinin pargalanma iriinleri; asidik, bazik, oksidatif,
termal, UV 1sik, kosullar1 altindaki davramisi LC-MS/MS teknigi ile incelenerek
belirlenmistir. Bu kosullar; 1 M HCI 100 °C -30 dk, 1M NaOH 100 °C -30 dk, %3-%30
H,0, 100 °C -30 dk, 6-24 saat 100 °C termal bozunma, 6-24 saat 254 nm dalga boyunda-
oda sicakliginda UV 1sik altinda bozunma sartlarinda gergeklestirilmistir MS piklerinden
de acikga anlasildig: gibi; kolsisin en fazla asidik kosulda olmak {izere, tiim stres testlerinde
pargalanmis, stabil kalmamistir.

x107 |+ Scan (3.556 min) CF=0.000 DF=0.000 colc10ppm-2 ms2scan.d

400.10000

14
Bolluk
0.8+

06
0.4
0.2

WE

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 430 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 G40 G50 6B0 700 720 740 760
Counts vs. Mass-to-Charge (m'z)
mfz
Sekil 3. Kolsisin kiitle spektrumu
Figure 3. Colchicine mass spectrum

Tablo 3. UPLC analiz metodu validasyon verileri istatistiksel degerlendirilmesi
Table 3. Statistical evaluation of UPLC analysis method validation data

Parametreler Kolsisin
Konsantrasyon Araligi (ppm) 0,5-15 ppm
Korelasyon Katsayisi 0,9999
Dogrusallik
Kayma -0,4785
Egim 30,944
LOD Teshis Limiti (ppb) 16
LOQ Tayin Limiti (ppb) 47
Alikonma zamani (dk) 3.5
Tablo 4. Tekrarlanabilirlik sonuglari
Table 4. Repeatability results
% RSD % RSD % RSD % RSD % RSD % RSD
0,5 ppm 1 ppm 4 ppm 8 ppm 12 ppm 15 ppm
1. GUN 0,9064 0,2623 0,1104 0,0439 | 0,0591 0,0419
2. GUN 0,6407 0,2087 0,0805 0,0708 | 0,0664 0,1121
3.GON 0,3150 0,2449 0,0807 0,0369 | 0,0560 0,1068

(ICH kilavuzuna gore tekrarlanabilirlik testlerinin uygun olabilmesi i¢in % RSD degerlerinin 2’den kiigiik olmas: istenir. Yukaridaki

tabloda goriilen rakamlarin tiimii 1’in altindadir.)
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Tablo 5. Kiitle spektrometresi kosullari
Table 5. Colchicine mass spectrometry conditions

Genel Ayarlar Degerler Analiz Degerler
Parametrele
ri
Gaz Sicakhigi 325°C Ana Kiitle 295.0 m/z
Gaz Akis Hizi 11 L/dk Taninma 248.7-160.7 m/z
Uriinleri
Kiitleleri
Piiskiirtme Basinci 45 psi Kiitle Izleme 45 ms
Siiresi
Tasiyic1 Gaz Sicakhigi 400 °C Carpisma 30
Enerjisi
Tasiyic1 Gaz Akis Hizi 12 L/dk Alikonma 3.4 dk
Siiresi
Kapiler Voltaji 3000 Volt
x10 5 |+ Scan (1.828 min) CF=0.000 DF=0.000 colc 1M HCl.d
28 30000 172.80000 413.10000
5 126.00000
| I e sl S W
x10 % +5can (2.515 min) CF=0.000 DF=0.000 colc 1M NaOH.d
5 39310000
22650000 34910000
25 5090000 158.30000
0 | J i
x10 % +Scan (2515 min) CF=0.000 DF=0.000 colc 30 H202.d
Bolluk 1?3]3333 413.20000
5 209.00000
~~~~~~ 365.10000
i ] |
%10 % +5can (2.221 min) CF=0.000 DF=0.000 colc 24saat Termal.d
T
) N ) 10000 395 gppg 33810000
x10 & +Scan (4.019 min) CF=0.000 DF=0.000 colc 24saat UV.d
42210000
5
0 215.00000 351.'\.:333

40 €D 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 200 220 240 260 2380 400 420 ado 480 480 500 520 530 560 520 600 620 640 660 680 700 720 740 760
Counts vs. Mass-to-Charge (miz) mjfz

Sekil 4. Kolsisin stres testi bozunma iiriinleri MS pikleri
Figure 4. MS peaks of degradation products of stress test

2.5. Kolsisinin Asidik Sartlardaki Bozundurulmasi

100 ppm olarak hazirlanan Kolsisinin stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e 1 M HCI ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozelti 30 dakika 100 OC de etiiv igersinde bekletildi. 1 pL
hacminde LC-MS/MS cihazina enjekte edildiginde, kolsisinin tiimiiyle bozunmus oldugu
anlasilmistir. Olusan iriinler Sekil 5.’te gosterilmistir. Burada yapiya CH3z ve O, gruplari
baglanmis daha sonra parcalanma {iriinleri olugsmustur.
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Sekil 5. Kolsisin asidik kosuldaki bozunurluk iiriinleri
Figure 5. Decomposition products of colchicine under acidic condition

m/z: 88

2.6. Kolsisinin Bazik Sartlardaki Bozundurulmasi

100 ppm olarak hazirlanan kolsisinin stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e 1 M NaOH ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢6zelti 30 dakika 100 OC de etiiv icersinde bekletildi. 1 pL
hacminde LC-MS/MS cihazina enjekte edildiginde, kolsisinin tiimiiyle bozunmus oldugu
anlagilmistir. Olusan tirlinler Sekil 6.’da gosterilmistir. Burada yapiya CH3 baglanmis daha
sonra pargalanma tirlinleri olusmustur.

CH3
HzC——O oO—CHgz

CH3
Q /CH3
S HyC—Q O—CHg

FOH
HaC m/z: 393 m/z: 349
HN\
CH
CHs
(=1 O——CHgz
CHg HO

/CH3/
o Q S m/z: 226

HN CHz
)
HsC /CH3
m/z: 413 o O——CHg
Ho{/
CHz SHa
7/ HzC
o OH m/z: 158
HsC m/z: 90

Sekil 6. Kolsisin bazik kosuldaki bozunurluk tiriinleri
Figure 6. Decomposition products of colchicine under alkaline condition
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2.7. Kolsisinin Oksidatif Sartlardaki Bozundurulmasi

100 ppm olarak hazirlanan kolsisinin stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e %3 ve %30 luk H,0; ile
seyreltme yapildi. Amber viale alman bu ¢dzeltiler 30 dakika 100 °C de etiiv igersinde
bekletildi. 1 uL hacminde LC-MS/MS cihazina enjekte edildiginde, kolsisinin %3 H,0; ile
bozunmadigt %30 H,0; ile tiimiiyle bozunmus oldugu anlagilmistir. Olusan tirtinler Sekil
7.’de gosterilmistir. Burada yapiya CHsz baglanmis daha sonra parcalanma fiirtinleri
olugmustur.

/éHE
no Z_>—=
HzC——nNH
m/z: 365

m/z: 209

O—CHgz
SHs

CHz m/z: 184

m/z: 130

Sekil 7. Kolsisin oksidatif kosuldaki bozunurluk {iriinleri
Figure 7. Decomposition products of colchicine under oxidative condition

2.8. Kolsisinin Termal Sartlardaki Bozundurulmasi

100 ppm olarak hazirlanan kolsisinin stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e mobil faz ile seyreltme
yapildi. Amber viale alinan bu ¢ozeltiler 6 ve 24 saat boyunca 100 °C de etiiv igersinde
bekletildi. 1 pL hacminde LC-MS/MS cihazina enjekte edildiginde, kolsisinin 6 saat
icersinde bozunmadig1 24 saat icersinde ise tiimiiyle bozunmus oldugu anlasilmistir.
Olusan trtinler Sekil 8.’de gosterilmistir. Burada yapiya CHsz baglanmis daha sonra
pargalanma tiriinleri olusmustur.

H3c—o O—CHg

CH3
H3C\
/CH
o
>:° m/z: 381

HC—O O—CHg /

H3C\
m/z: 413 HQ o
HaC SHs
HO o
HaN m/z: 295

m/z: 249

Sekil 8. Kolslsm termal kosuldaki bozunurluk tiriinleri
Figure 8. Degradation products of Colchicine under thermal condition
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HoN m/z: 215

Sekil 9. Kolsisin UV 1g1k kosulundaki bozunurluk {irtinleri
Figure 9. Degradation products of colchicine under UV lamp

2.9. Kolsisinin UV Sartlardaki Bozundurulmasi

100 ppm olarak hazirlanan kolsisinin stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e mobil faz ile seyreltme
yapildi. Seffaf viale alinan bu ¢ozeltiler 6 ve 24 saat boyunca 254 nm dalga boyunda oda
sicakliginda UV kabin igersinde bekletildi. 1 pL. hacminde LC-MS/MS cihazina enjekte
edildiginde, kolsisinin 6 saat icersinde kismen bozunmadig1 24 saat icersinde ise tlimiiyle
bozunmus oldugu anlagilmistir. Olusan iiriinler Sekil 9.’da gosterilmistir. Burada yapiya
CHj baglanmis daha sonra parcalanma iirlinleri olusmustur.

4, Tartisma ve Sonug¢

Her maddenin stabil oldugu bir pH, sicaklik, oksitlenme sinir1 ve UV 1s18a kars1 direng
vardir. Bunlarin disindaki sartlarda ila¢ degisime ugrar. Degisim molekiiliin bozunmaya
ugramast veya parcalanmast seklinde olabilir. kolsisin standartindan 100 mg/L
konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 10 ppm’e 1M HCI 100 °c
30 dakika, 1M NaOH 100 °C 30 dakika, %3-30 H,0, 100 °C 30 dakika, 6-24 saat 100 °C
ve 6-24 saat 254 nm UV 1s1k altinda bekletilerek validasyonu ve optimizasyonu yapilan
UPLC sartlarinda MS spekturumlari alinmustir.

Sonug olarak elde edilen veriler 1s181nda, kolsisinin standart numunesi igin gelistirilen ve
uygulanan bozundurma islemlerinde kolsisin stabil kalmadig1 spektrumlardan da anlasildig:
lizere parcalandigr gozlemlenmistir. Sepkturumlarda birbirinin benzeri birgok pik
bulunmakla birlikte major pikler degerlendirilmis ve yapidan koptugu sekilde
¢izimlendirilip sunulmustur
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