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OzET

Oral kullanim i¢in uygun bitkisel kaynakli bir oksiiriik baskilayici alkaloid olan noskapinin tiibiilin baglanma
anti-kanser aktivite 6zelligi son zamanlarda tespit edilmistir. Noskapin kan, meme, akciger, yumurtalik, beyin ve
prostat orijinli insan ksenograftlar tasiyan g¢iplak farelerde tiimoér biiylimesinin gelismesini engellemistir,. Bu
calismada bir alkaloit tiirevi ve ila¢ etken maddesi olan Noskapinin, Beseri Ilaclarin Ruhsatlandirma Teknik
Gereksinimleri Igin Uluslararas1 Uyum Konseyinin (ICH) , belirledigi sartlar dogrultusunda, farkli zorlanmis
kosullar altindaki davranigi-bozunma {irtinleri, LC-MS/MS teknigi ile belirlenip bozunma mekanizmasi
onerilmistir. Noskapin asidik, bazik, oksidatif, fotolitik ve sicaklik gibi farkli stres kosullarinda isleme tabi
tutulmustur. Bozunma {irtinlerinin belirlenmesinde ultra performansl sivi kromatografi sistemi 40 CO de C18
kolon, mobil faz olarak %0,1 lik formik asit igeren Metanol: Su (50:50 v/v) karigsimi, kolon akis hiz1 1.2 mL/dk,
dedeksiyon dalga boyu 310 nm ile optimize edilmistir. Kiitle spektrometresi ile pozitif iyon modda calisilip,
Noskapinin kiitle spekturumu 414.1 m/z olarak gézlemlenmis ve diger pargalanma iiriinleride agik bir sekilde
belirlenmistir. Boylece UPLC ve MS birlikte optimize edilerek etken maddenin pargalanma {iriinlerinin
belirlenmesi i¢in LC-MS/MS metodu gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bozunma tiriinleri, LC-MS/MS, Noskapin

Investigation And Method Optimization For The Determination Of
Noscapine And Related Stress Degradation Compounds By Liquid
Chromatography Coupled To Tandem Mass Spectrometry (LC-
MS/MS)

ABSTRACT

The tubuline-binding anticancer activity of noscapine, an orally-available plant-derived anti-tussive alcaloide,

has been recently identified. Noscapine inhibits tumor growth in nude mice bearing human xenografts of
hematopoietic,breast, lung, ovarian, brain and prostate origin. In this study, Noscapine is alkaloit derivative and
pharmaceutical active substance. Objective was to investigate the degradation behavior of Noscapine under
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different recommended stress conditions according to International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) by LC-MS/MS. The forced degradation
testing of Noscapine was carried out for acidic, basic, photolysis, oxidative, and thermal degradation. The
degradation appeared using a reserved-phase C18 column at 40 CO with a mobile phase comprised of
methanol:H20 (50:50, v/v) with formic acid %0,1, having a flow rate of 1,2 ml min-1 and a detection
wavelenght at 310 nm. The mass spectrometer was operated in the positive ion mode for detection. The
precursor to product ions selected for Noscapine qualitative optimization were m/z 414.1 respectively. The LC-
MS/MS method was also adopted for he characterization of degradation products. Based on the m/z values and
fragmentation patterns, the degradation pathway of the Noscapine has been proposed.

Keywords: Degradation products, LC-MS/MS, Noscapine

I. Giris

** KSURUK baskilayic1 bir ajan olan noskapinin kemik iligi kanserinin tedavisi i¢in faz I/l

denemelerinde anti kanser ila¢ oldugu kesfedilmigtir. Noskapin tiibiilinin kararli hal
monomer/polimer oranimi degistirmez [1-2-3]. Bu sayede, noskapin kan, bagisiklik ve ndronal
toksisiteye neden olmaz [2]. Bu su anda mevcut mikrotiibiilleri hem asir1 bir sekilde polimerlestiren
hem de polimerleri monemerlere parcalayan anti-mikrotiibiil ilaclar iizerinde egsiz bir 6zelliktir [4-5].
Kapsamli ¢alismalar lenfoma, melanom, prostat, akciger kanserlerinin tedavisinde noskapinin
potansiyel yararini bildirmistir [6-7] Noskapin oral olarak uygulandiginda 2-3 saat i¢inde plazmada en
yiiksek diizeye ¢iktigini, 6 saat sonra tespit edilemedigini ve sistemde kisa siirede sirkiile oldugunu
gosteren farmakokinetigi de belirlenmistir. [8, 9, 10].

Alkaloitler, genellikle kuvvetli fizyolojik ve farmakodinamik aktivite gdsteren, halka i¢inde bir veya
birden fazla azot tasiyan, bazik karakterli maddelerdir. Diger sekonder metabolitler gibi alkaloitler de
herbivorlar ve patojenlere kargi savunmada gorev alan bilesiklerdir [11]. Bu ¢alismada secilen bir
alkaloit ¢esidi olan Noskapin (3S)-6,7-Dimethoxy-3-[(5R)-5,6,7,8-tetrahydro-4-methoxy-6-methyl-
1,3-dioxolo(4,5-g)isoquinolin-5-yl]-1(3H)-isobenzofuranone (Sekil 1);, bagimlilik yapmayan, agri
kesici ve uyusturucu &zelligi bulunmayan bir ila¢ etken maddesidir. Oksiiriik yatistiric1 etkisinden
dolay1 baz yada tuz halinde kullanilir. Benzilizokinolinlerin liyesidir ve antitussif (6ksiiriik kesici)
ozellikleri nedeniyle ila¢ olarakta kullanilmaktadir [12]. Ilaglar viicuda alindiktan sonra
metabolizmada biyoddniisiime ugrayarak elimine (emilim ve dagilim) edilmektedirler. Bu eliminasyon
fiziksel ve kimyasal agidan birgok farkli ortamlarda olmaktadir. Emilim ve dagilim farkli pH ve
ortamlarda gerceklesmektedir ve bu sirada etken madde bozunup farkli iriinler olusabilmektedir. Bu
bozunurluk iriinleri 6zellikle ilaglarda ciddi yan etkiler ve yasam kalitesindeki diisiis gibi genellikle
olumsuz sonucglar meydana getirmektedir [13]. Noskapinin stres testleri, olusabilecek {iriinlerin tayini
ile ilgili literatiirde LC-MS/MS teknigi ile elde edilmis veri bulunmamaktadir. Oysa ilag aktif
maddesinin rahat ve giivenli olarak kullanilabilmesi i¢in bu analizlerin yapilmasi gereklidir.

Bu c¢alismada, Noskapin ve bozunma iiriinleri, LC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir. Bu amagla
etken maddenin asidik, bazik, oksidative, termal ve fotolitik kosullarda stres testleri yapilmistir. LC-
MS/MS yontemi ile elde edilen m/z degerleri ve parcacik 6rneklerine dayanarak, ilacin olasi bozunma
mekanizmalar1 ve bozunma iiriinlerinin ne oldugu 6nerilmistir [14, 15, 16, 17].
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II. MALZEME ve Y ONTEM

A. KIMYASALLAR

Tim kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler analitik saflikta kullanilmigtir. Noskapin Alfa Easer (USA)
firmasindan elde edilmistir. Metanol, formik asit LC-MS saflikta MERCK Kimyasal Tiirkiye
firmasindan elde edilmistir. Hidroklorik asit, Sodyumhidroksit, Hidrojenperoksit MERCK Kimyasal
Tiirkiye firmasindan temin edilmistir. Ultra saf su laboratuarimizda bulunun Thermo marka ultra saf
su cihazindan temin edilmistir.

B. STOK COZELTISININ HAZIRLANMASI, KALIBRASYON GRAFIGI

Noskapinin LC-MS saflikta metanolde derisimi 100 ppm olacak sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
Kalibrasyon standartlari stok ¢dzeltiden mobil faz ile (%0.1 formik asit i¢eren, 50:50 v/v, Metanol/Su)
seyretilip 5 noktali (1-3-5-10-20 ppm) kalibrasyon dogrusu olusturulmustur, R*: 0.999 olarak
hesaplanmustir. Tiim ¢ozelti ve standartlar +4 C° de muhafaza edilmistir.

C. YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI- KUTLE SPEKTROMETRESI
KOSULLARI

Ultra performansli sivi kromatografi analizleri Agilent 1200 Infinity UPLC sistemi kullanilmistir.
UPLC sistemi oto ornekleyici, yiiksek basing pompasi, degazor, kolon firini, DAD dedektor ve
sogutucu kisimlar1 igermektedir. Noskapin i¢in 310 nm de sistem optimize edilmistir. Kolon olarak
ACE-C18 (250%x4.6 mm, 5u), kolon sicakligi 40 C° de sabit tutulmustur. Enjeksiyon hacmi 1 pL,
mobil faz akis hiz1 1.2 mL olarak metod olusturulup uygulanmistir. Analitik metodun validasyonu i¢in
Noskapin standardindan 100 mg bir beher igerisinde bir miktar su ic¢erisinde ¢dziinmesi saglandi. 100
mL lik balonjojeye aktarildi. Hacim 100 mL ye suyla tamamlandi. Hazirlanan bu 1000 ppm
konsantrasyondaki stok standart soliisyondan seyreltme yolu ile 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm, 10 ppm ve 20
ppm konsantrasyonlarinda (Tablo 1) 5 standart soliisyon hazirlandi. Hazirlanan standart soliisyonlar
her biri beser kez olmak flizere ii¢ giin boyunca UPLC cihazina enjekte edildi. Tim ¢ozelti ve
standartlar +4 °C de muhafaza edilmistir.

LC-MS/MS analizleri Agilent 6460 triple quad kiitle spektrometresiyle yapilmistir. Elektrospray
iyonlastirma teknigi kullanilarak pozitif iyon mod’ta bozunurluk iiriinleri belirlenmistir. Tarama
sonucunda Noskapinin kiitle spektrumu 414.1 m/z olarak goézlemlenmistir. Kiitle spektrometresi
kosullar1 Tablo 2. de verilmistir.

Tablo 1. Validasyon i¢in kullanilan Noskapin standartlarinin konsantrasyonlari

Validasyon I¢in Kullamlan Noskapin Standartlarinin
Konsantrasyonlar1 (ppm)

1 3 5 10 20

Tablo 2. Kiitle spektrometresi kosullar
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Genel Degerler Analiz Parametreleri Degerler
Ayarlar
Gaz Sicaklign 3257 Ana Kiitle 414.1 g/mol
Gaz Akis Hiz 11 L/dk Tanmma Uriinleri Kiitleleri 353.1-220.1 g/mol
Piiskiirtme Basinci 45 psi Kiitle izleme Siiresi 45 ms
Tastyic1 Gaz 400 ¢’ Capisma Enerjisi 30eV
Sicaklig1
Tastyic1 Gaz Akis 12 L/dk Alikonma Stiresi 3.15dk
Hiz1

D. UPLC ANALIZ METODUNUN VALIDASYONU
Kesinlik

Pik alanmin Ol¢iimii ve numune uygulamanin tekrarlanabilirligi ayn1 nuumunenin bes kez
kullanilmasiyla gergeklestirildi ve %RSD olarak ifade edildi.

Geri Kazanim Calismalari

Analiz edilen numunelere Noskapin stok solusyonundan % 80, %100, %120 oraninda ilave edildi ve
karigim tekrar analiz edildi. Noskapinin numunelerdeki farkli diizeylerinde Noskapin geri kazanimini
kontrol etmek i¢in deney bes kez yapildi.

Ozgiinliik

Metodun 6zgilinliigii standart Noskapini analiz ederek tespit edilmistir. Numunelerdeki Noskapin piki
standardin alikonma zamani ile standardin alikonma zamanmin kiyaslanmasi ile teyit edilmistir.
Noskapin pikinin safligi, pik baslangi¢c ve bitis pozisyonlari olmak iizere iki diizeyde tayflarinin
karsilagtirilmasi ile degerlendirilmistir.

Kalibrasyon Egrisi ve Dogrusallik

Kalibrasyon egrisi bes konsantrasyon seviyesi (1, 3, 5, 10, 20 ppm) ile karsilik gelen pik alanlarmdan
elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi Noskapinin 1-20 ppm araliginda miikemmel bir dogrusallik
gosterdi. Kalibrasyon egrisi i¢in dogru denklemi R2= 0.999 korelasyon katsayisi ile y = 30,944x —
0.4785 idi. Sekil 2. Noskapin i¢in 310 nm de kalibrasyon egrisini gostermektedir.

Kesinlik

Bes farkli konsantrasyondaki Noskapin standart solusyonu bes kez art arda UPLC Cihzma enjekte
edildi. Elde edilen pik alanlar1 kaydedildi ve %RSD degeri her bir konsantrasyon i¢in hesaplandi. %
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RSD degerlerinin en yiiksek % 1 oldugu gozlendi. Pik alanlari ve % RSD degerleri Tablo 3. Te
verilmistir.

Tablo 3. Noskapin Standartlarinin Konsantrasyonlari ve Pik Alanlar

ENJEKSIYON | 1 ppm 3 ppm 5 ppm 10 ppm | 20 ppm

1 0,14 0,46 0,83 1,70 3,36

2 0,12 0,46 0,83 1,69 3,32

3 0,14 0,48 0,83 1,68 3,36

4 0,13 0,47 0,84 1,68 3,31

5 0,13 0,48 0,82 1,71 3,35

ORTALAMA 0,13 0,47 0,83 1,69 3,34
SD 0,0084 0,0100 0,0071 0,0130 0,0235
%RSD 6,3383 2,1277 0,8519 0,7706 0,7022

Geri Kazanim Calismalari

Analiz edilen numunelere Noskapin stok solusyonundan % 80, %100, %120 oraninda ilave edildi ve
karigim tekrar analiz edildi. Noskapinin numunelerdeki farkli diizeylerinde Noskapin geri kazanimini
kontrol etmek icin deney bes kez yapildi. Geri Kazanim sonuglari yiiksek verim gostermistir.
Noskapin geri kazanimi %98.02-%99.10 araliginda degismekedir. Bu 6nerilen metodun Noskapin
analizi i¢in kullanilabilecegini dogrulamaktadir.

Ozgiinliik

Metodun 6zgiinliigii standart Noskapini analiz ederek tespit edilmistir. Numunelerdeki Noskapin piki
standardin alikonma zamam ile standardin alikonma zamaninin kiyaslanmasi ile teyit edilmistir.
Noskapin pikinin safligi, pik baslangi¢c ve bitis pozisyonlari olmak iizere iki diizeyde tayflarinin
karsilagtirilmasi ile degerlendirilmistir. Noskapin pik safligi miikemmeldir.

Sonuglar gostermektedir ki sistem uygunlugu gereklilikleri gegmistir ve sonug olarak sistemin ileri
kromatografik parametreleri incelenebilir. Sistem uygunluk soliisyonunun ve resoliisyon soliisyonunun
tekrarl1 enjeksiyonlar1 validasyon prosesi siiresince yapildi.

Hazirlanan standart soliisyonlar her biri beser kez olmak {izere {i¢ giin boyunca UPLC cihazina enjekte

edildi. Elde edilen pik alanlan1 kaydedildi. Enjeksiyonlarda elde edilen pik alanlar1 Tablo 3 te
verilmistir. 1 ppm-20 ppm araliginda pik alanlarina karsilik konsantrasyon grafigi ¢izildi. Dogrusallig
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degerlendirmek tizere korelasyon katsayist kullanildi. Dogrusallik grafigi Sekil 2 de verilmistir.
Noskapin i¢in Tayin limiti (LOD) ve Olgiim limiti (LOQ) sinyal/giiriiltii (S/N) oran1 ile saptandi.
Validasyon siiresince farkli test parametrelerinden elde edilen sonuglar Tablo 4 te verilmistir.

Tablo 4. UPLC Analiz Metodu Validasyon Verileri Istatistiksel Degerlendirilmesi

Parametreler Noskapin
Konsantrasyon Aralig1 (ppm) 1-20
Korelasyon Katsayisi 0,9998
Dogrusalhik
Kayma -0,025
Egim 0,1689
LOD Teshis Limiti (ppb) 16
LOQ Tayin Limiti (ppb) 47
Alikkonma zamam (dk) 3,09
Tablo 5. Tekrarlanabilirlik Sonuglart
% RSD % RSD % RSD % RSD % RSD
1 ppm 3 ppm 5 ppm 10 ppm 20 ppm
1. GON 3,205 0,785 0,516 0,345 0,136
2. GON 3,280 0,821 0,610 0,350 0,127
3.GUN 3,150 0,810 0,580 0,360 0,142

ICH kilavuzuna gore tekrarlanabilirlik testlerinin uygun olabilmesi i¢in % RSD degerlerinin 2’den
kiiclik olmasi istenir. Yukaridaki tabloda goriilen rakamlarin tiimii 1’in altindadir.

236




III. BULGULAR ve TARTISMA

A. NOSKAPININ BOZUNMA PROSEDURU

Noskapinin bozunma iiriinleri tayini ICH prosediiriine uygun olarak farkli kosullar (asidik, bazik,
oksidatif, termal, UV 151k) altindaki davranisinin LC-MS/MS teknigi ile incelenmesi ile belirlenmistir.
Bu sartlar; 1 M HCI 100 CO -30 dk, 1M NaOH 100 CO0 -30 dk, %3-%30 H202 100 CO0 -30 dk, 6-24
saat 100 CO de termal bozunma, 6-24 saat 254 nm dalga boyunda-oda sicakliginda UV 1s1k altinda
bozunma sartlarinda, ICH prosediirii uygulanarak sonuglar degerlendirilmistir. Bozunma prosiidiirii
uygulanarak elde edilen MS pikleri ve Noskapinin ¢arpigma enerjisi altinda elde edilen pargalanma
irlinleri Sekil 3. ve Sekil 4.’te gosterilmistir. Uygulanan sartlarda MS piklerindende anlasildigi iizere
Noskapin asidik, oksidatif ve termal sartlar altinda parcalanmig, bazik sartlar altinda birlesme tir{inii
vererek bozunmustur. Fotolitik kosulda ise stabil kalmustir.

B. NOSKAPININ ASIDIK KOSULLARDAKI BOZUNMASI

Noskapinin 100 ppm olarak hazirlanan stok ¢ézeltisinden 10 pmm’e 1 M HCI ile seyreltme yapildi.
Amber viale alinan bu ¢ozelti 100 CO de 30 dakika boyunca etiiv i¢ersinde bekletildi. LC-MS/MS
cihazina 1 pL hacminde enjekte edildiginde, Noskapinin tiimiiyle bozunmus oldugu ve 2.2 dakikada
gelen kromatogramdan ve 220.1 m/z kiitle pikinin olusumundan anlagilmigtir. Olusan triin Sekil 5.”de
sematize edilmistir.

C. NOSKAPININ ASIDIK KOSULLARDAKI BOZUNMASI

Noskapinin 100 ppm olarak hazirlanan stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e 1 M NaOH ile seyreltme yapildi.
Amber viale alman bu ¢ozelti 100 CO de 30 dakika boyunca etiiv igersinde bekletildi. LC-MS/MS
cihazina 1 pL hacminde enjekte edildiginde, Noskapinin NaOH ile birlesme {irliinii olusturdugu ve
bozundugu ve 4.0 dakikada gelen kromatogramdan ve 432.2 m/z kiitle pikinin olusumundan
anlagilmigtir. Olusan {irtin Sekil 6.’de sematize edilmistir.

D. NOSKAPININ OKSIDATIF KOSULLARDAKI BOZUNMASI

Noskapinin 100 ppm olarak hazirlanan stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e %3 ve %30 luk H202 ile
seyreltme yapildi. Amber viale alinan bu ¢oézelti 100 CO de 30 dakika boyunca etiiv igersinde
bekletildi. LC-MS/MS cihazina 1 pL hacminde enjekte edildiginde, Noskapinin %3 liitk H202 sartinda
stabil kaldigi, %30 luk H202 sartinda tiimiiyle bozundugu 2.2 dakikada gelen kromatogramdan ve
220.1-102.1 m/z kiitle piklerinin olusumundan anlagilmistir. Olusan {iriin Sekil 7.’de sematize
edilmistir.

E. NOSKAPININ OKSIDATIF KOSULLARDAKI BOZUNMASI

Noskapinin 100 ppm olarak hazirlanan stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e mobil faz ile seyreltme yapildi.
Amber viale alinan bu ¢o6zelti 100 CO de 24 saat boyunca etiiv icersinde bekletildi. LC-MS/MS
cihazina 1 pL. hacminde enjekte edildiginde, Noskapinin tiimiiyle bozundugu 2.2 dakikada gelen
kromatogramdan ve 220.1 m/z kiitle pikinin olusumundan anlagilmistir. Olusan {irtin Sekil 8.’de
sematize edilmistir.

F. NOSKAPININ TERMAL KOSULLARDAKI BOZUNMASI
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Noskapinin 100 ppm olarak hazirlanan stok ¢ozeltisinden 10 pmm’e mobil faz ile seyreltme yapildi.
Seffaf viale alinan bu ¢ozelti 254 nm’de 24 saat boyunca UV kabin igersinde bekletildi. LC-MS/MS
cihazina 1 pL hacminde enjekte edildiginde, Noskapinin tamamiyle stabil kaldigi ve bozunma
gostermedigi gbzlemlendi.

Sekil 1. Noskapin

.o

Dogrusallik Grafigi

4,00
y=0,1689x- 0,025

2L
2,00 //
1,00 //
0] 5 10 15 20 25

Konsantrasyon ppm

Alan

0,00

Sekil 2. Noskapin Standart Soliisyonlarmin Dogrusallik Grafigi
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4 220.10000
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054
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1] 10210000
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220.10000
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Sekil 3. Stres testi bozunma tiriinleri MS pikleri
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x10% |+ Product lon:3 (3.138 min) CF=0.000 DF=0.000 (414.20001 -> **) noskapin prdction 10ppm.d

28]
26 D Carpisma Enerjisi (Collision Energy: 30)
24

224
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Sekil 4. Carpisma enerjisiyle elde edilen Noskapinin par¢alanma sonucu olugsan MS pikleri

m/z: 4141 m/z: 220.1

Sekil 5. Noskapinin asidik sartlardaki bozunurluk tiriinleri

O ONa

m/z: 414 .1 m/z: 432.2

Sekil 6. Noskapinin bazik sartlardaki bozunurluk tiriinleri
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m/z: 414 .1 m/z: 220.1

m/z: 102.1

Sekil 7. Noskapinin oksidatif sartlardaki bozunurluk iiriinleri

m/z: 414.1 m/z: 220.1

Sekil 8. Noskapinin termal sartlardaki bozunurluk tiriinleri

IV. SoNUC

Bir ilag etken maddesinin safsizlik profili ve kararliligi, giivenlik degerlendirmesi ve tiretim siirecinde
cok onemlidir. Bu konu ile ilgili literatiirler ve kaynaklar incelendiginde Noskapin ve ilgili bozunma
iirinlerinin LC-MS/MS teknigi yardimiyla analitik tespiti ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamuistir. Bu
yiizden ¢alisma kapsaminda yer alan Noskapin ve bozunma firiinleriyle ilgili elde edilen bilgiler, ilacin
farkli metabolik biyokimyasal doniisiim mekanizmalar ve davramiglari hakkinda onemli bilgiler
saglamistir.

Deneyler sonucunda Noskapinin ultraviole 151k altindaki stres kosullarinda oldukga kararli oldugu ve
stabil kaldig1 gozlenmis ancak asidik, bazik, oksidatif ve termal bozunmaya daha hassas oldugu
belirlenmistir. Elde edilen kiitle spektrumlarinda m/z degerleri kullanilarak major pikler
degerlendirilmis ve yapidan olast koptugu sekilde cizilerek Sekillerde sunulmustur. Bu bozunurluk
iirlinleri 6zellikle kemoterapi ilaglarinda ciddi yan etkiler ve yasam kalitesindeki diisiis gibi genellikle
olumsuz sonuglar meydana getirebilmektedir.
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