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OZET

Ozge Bagirgan (2020). Levamizol HCI ve Triklabendazoliin Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi Yontemi Ile Yanyana Analizi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu caligmada, Levamizol HCI ve Triklabendazol aktif ilag bilesenlerini igeren
oral siispansiyon formundaki veteriner ilaci igin, bu “iki ana etkenin yan yana tayin
metodunun gelistirilmesi” amag¢lanmistir. “Yapilan literatiir taramasi ¢aligmalarinda bu
iki ilag maddesinin yanyana tayini” i¢in Yiksek Performansli Sivi Kromatogrofisi
(HPLC) yontemi ile analizine rastlanmamustir. Bu nedenle kombinasyon olarak
hayvanlarda tedaviye sunulmus olan bu iki maddenin preparatlardan “HPLC ile analiz
yontemine ihtiya¢ oldugu” diisiiniilmiistiir.

“Gelistirilen HPLC yonteminde mobil faz olarak” pH 8.0 potasyum dihidrojen
fosfat - asetonitril 52:48 (h/h) karisimi, kolon olarak ise Phenomenex Gemini C18
(150%4,6 mm 5 pum), kolonu kullanilmustir. Maddeler UV-Vis dedektor ile 247 nm
dalga boyunda izlenmistir. 1,5 mL/dk akis hiz1 ile 15 dakikalik bir analiz siiresinde bu
“iki etken maddenin yanyana miktar tayini ger¢eklestirilmistir.”

Gelistirilen yontemin validasyonu yapilmis, dogrusallik araligi Levamizol HCI
icin 60-90 pg/mL ve Triklabendazol igin 96-144 ug/mL olarak tayin edilmistir. Teshis
smirt (LOD) ve tayin smir1 (LOQ) degerleri sirasi ile; Levamizol HCI igin 1,6 ng/mL
ve 4,7 ng/mL , Triklabendazol igin ise 17 ng/mL ve 53 ng/mL’dir. Geri kazanim
degerleri Levamizol HCI i¢in %98,6-99,2 araliginda, Triklabendazol i¢in %98,7-99,3
araliginda bulunmustur. Sistem kesinligi standart enjeksiyonlarmin %RSD degerleri
Levamizol HCI ve Triklabendazol i¢in sirasi ile %0,13 ve %0,16’dir. Bu sonuglar
<%2,0 degerleri ile kabul kriterlerine uygun bulunmustur. Yontem ile oral siispansiyon

formundaki veteriner ilacinin analizleri basariyla gerceklestirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Levamizol HCI, Triklabendazol, HPLC, Yanyana Tayin,
Validasyon
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ABSTRACT

Ozge Bagrgan (2020). Simultaneous Determination of Levamisole HCI and
Triclabendazole in  Oral Suspension by wusing High-Performance Liquid
Chromatographic Methods, Istanbul University, Institute of Health Sciences,

Department of Analytical Chemistry. Master Thesis. Istanbul.

In this study, it was aimed to develop simultane determination method for
veterinary medicine in the form of oral suspension containing Levamisole HCI and
Triclabendazole active drug components. In the literature review studies, it was found
that there was no analysis by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
method for the simultane determination of these two drug substances. Therefore, it was
thought that these two substances, which are offered for treatment in combination, are
required to be analyzed by HPLC.

In the developed HPLC method, pH 8.0 potassium dihydrogen phosphate -
acetonitrile 52:48 (v / v) mixture was used as the mobile phase, and Phenomenex
Gemini C18 (150x4.6 mm 5 um) column was used as the column. The substances were
monitored with a UV-Vis detector at a wavelength of 247 nm. The two active
ingredients were determined simultanously in a 15-minute analysis period with a flow
rate of 1.5 mL / min.

The developed method was validated and the linearity range was determined as
60-90 ug / mL for Levamisole HCI and 96-144 pg / mL for Triclabendazole. Detection
(LOD) and quantitation limits (LOQ) are 1,6 ng / mL and 4,7 ng / mL for Levamisole
HCI, and 17 ng / mL and 53 ng / mL for Triclabendazole, respectively. Recovery values
were in the range of 98.6-99.2% for Levamisole HCI and 98.7-99.3% for
Triclabendazole. RSD values of system precision standard injections are 0.13% and
0.16% for Levamisole HCI and Triclabendazole, respectively. These results were found
to meet the acceptance criteria with values of <2.0%. The veterinary medicine in the

form of oral suspension were successfully analysed by the developed method.

Key Words: Levamisole HCI, Triclabendazole, HPLC, Simultaneous Determination,
Validation



1. GIRIS VE AMAC

Levamizol, imidazotiyazol grubu, Triklabendazol ise benzimidazol grubu
antihelmintik ilaglardandir. “Bu iki aktif maddenin kombine kullanimi”, koyun ve
sigirlardaki akciger, mide ve bagirsaktaki nematod tiirlerine, karaciger kelebeklerine,
Fasciola Hepatica’ya, Fasciola gigantica’ya, mide bagirsak ve akciger kil kurtlarina
kars1 basarili bir tedaviyi miimkiin kilmaktadir [1].

Levamizol, akciger, mide ve bagirsaklarda olusan nematodlara karsi inhibe
edici bir antihelmintiktir. Pirantelinkine benzer bir etki gdsterip, helmintlerin kaslarinin
ve gangliyonlarinin siirekli uyarilmasi sonucu felg olusturur. Bu sayede parazitlerdeki
fumarat rediiktaz enzimlerinin islevini engeller [2]. Levamizol, parazitin karbonhidrat
metabolizmasini da bozar. Levamizola karsi direng olusumu, asetikolin reseptorlerinin
genel Ozelliklerinin degisimi sonucunda olur. Viicuttan atilimi gogunlukla digk: ve idrar
ile olur [3].

Triklabendazol, benzimidazol grubundan halojenli fasciolasitlerden biridir.
Karaciger trematodlarinda gen¢ ve ergin donemlerinde etki gosterir. Tubulin yapisina
baglandiktan sonra, trematodlarm hiicre icerisindeki tasima sistemini bozar ve enerji
metabolizmasint birgok yonden inhibe eder. Bunun yaninda protein sentezi
inhibasyonunu da saglar. Oral yolla alinimi sonrasi, hizla 2-4 saat icerisinde kanda
emilir ve kisa siirede antiparazit etkinligini gosterir. Biiyiik ¢ogunlugu, viicuttan idrar ve
disku ile atilir [3].

Levamizol HCI ve Triklabendazolhin yukarida bahsedilen helmintlere kars1 yanyana
kullanimi ile daha etkili sonuglar alinmakta ve bu amagla gelistirilmis siispansiyon
seklinde preparatlar1 bulunmaktadir. Bu “iki etkin maddenin farmasotik preparatlardaki
analizleri incelendiginde yanyana tayinleri i¢in” sadece bir spektrofotometrik yonteme
rastalanmig [4] fakat “Yiiksek Performansli Sivi Kromatogrofisi (HPLC) yontemi ile
analizlerine” rastlanmamustir.

“Bu 6zgiin yiiksek lisans tezi kapsaminda” Levamizol HCI ve Triklabendazoliin
yanyana oral siispansiyonlardaki “analizi i¢in yeni bir HPLC yontemi gelistirilmistir”.
Gelistirilen yontemin validasyonu yapilmis ve veteriner ilag maddelerinin oral

slispansiyon numunelerindeki analizlerine uygulanabilirliligi test edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Levamizol HCI

2.1.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

N
A
H-Cl

Sekil 2-1: Levamizol HCI’in molekiiler sekli

Levamizol HCI tetrahydroimidazo[2,1b][1,3]thiazole; hydrochloride olarak
adlandirilir ve kapali formiilii ise C11H13CIN2S” dir. Molekiil agirhigi 240.75 g/mol’diir.
CAS numarasi 16595-80-5 olan Levamizol HCI beyaz veya beyazimsi renkte kristalize
bir tozdur. Suda serbest¢e ¢Oziiniir, alkolde (%96) ¢Oziiniir , metilen kloriirde az

¢oziiniir [5].

2.1.2. Farmakolojisi

Parazitik solucanlarin enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan, antihelmintik ilag
smifina ait olan Levamizol ilk olarak insanlar ve hayvanlardaki solucan enfestasyonlarinin
tedavisinde kullanilmigtir. Levamizol, parazitik solucan kaslarmin siirekli uyarilip, felg
olmasma neden olan, nikotinik bir asetilkolin reseptor agonisti olarak islev goriir.
Levamizol 1966°da kesfedilmis ve Diinya Saglik Orgiitii’niin bir saghk sisteminde ihtiyag¢
duyulan en giivenli ve en etkili ilaglar olan ‘temel ilaglar’ listesinde yer almistir. Amerika
Birlesik Devlerinde Ticari olarak mevcut degildir. Levamizol kullanimina izin verilen
iilkelerde, tedavi igin tek bir doz onerilir ve ciddi bir kancali kurt enfeksiyonu tedavisinde
gerekirse 7 giin sonra doz tekrar edilir. Gliniimiizde sigirlarda, domuzlarda ve koyunlarda
anthelmintik tedavilerinde kullaniimak iizere veterinerlikte birgok ticari preparat: vardir.
Buna ilave olarak, son zamanlarda tatli su tropik baliklarindaki Camallanus yuvarlak

solucan istilasina etkili bir tedavi yontemi oldugu da goriilmiistiir [6].



Bir antiparazit ajan1 olarak etki mekanizmasi, nematod kaslarindaki L-alt tip
nikotinik asetilkolin reseptorlerine karsi agnozitif etkinligine bagl goriinmektedir. Bu
agnostik eylem, erkeklerdeki iireme kaslarmi kontrol etme yeteneklerini azaltir ve
eslesebilme potansiyellerini kisitlar. Levamizol’iin bagisiklik sistemi tizerine olan
etkileri ise karmagiktir. Ilag, normal-iistii seviyelerdeki tedavilerde tepki uyandirmak
yerine, ¢Okmiis durumda olan bagisiklik sistemini onardigi goriilmiistiir. Levamizol,
bir¢ok ¢esitli antijenlere kars1 antikor olusumunu saglayabilir, T hiicresi aktivasyonunu
ve hiicre proliferasyonunu (¢ogalmasini) uyararak T-hiicresi yanitlarini yiikseltebilir,
fagositoz ve kemotaksiyi igeren monosit ve makrofaj fonksiyonlarinda giiclendirme
saglar ve notrofil hareketliligini, kemotaksiyi ve aderansi artirabilir [7].

Levamizol, Gl (Gastrointestinal sistem) kanalindan hizla emilerek ¢ogunlukla
karacigerde metabolize edilir ve bobrekler tarafindan atilir (3 giin boyunda %70’in
tizerinde). Plazma eliminasyon yarilanma 6mrii 3-4 saattir. Kisa siiren eliminasyon
yarilanma omrii sebebiyle, levamizoliin kan seviyeleri daha hizli diiser ve toksikolojik
muayenede farkedilmez. Yapilan bazi klinik ¢alisma verilerine gore, 50-200 mg/giin
Levamizol tiiketimi kisilerin %0,08- %5,0’inde agraniilositoza sebep olabilmektedir.
(WHO,FAS 33) Agraniilositoz, azalan notrofil sayisindan kaynaklanan ve
enfeksiyonlarla miicadelede olumsuz etkileri olan akut bir kan durumudur. Bu durum
Levamizol ile kokaini karistirip suistimal eden hastalar (CAL)’da goriilmiis ve hastalik
ge¢mislerinde raporlandirilmistir. Tavsiye edilenden daha yiiksek dozda Levamizol
kullanom1 ile otoantikor aracili agraniilositoz oraninda artig goriliir. Agraniilositoz
semptomlart bogaz agrisi, kalici veya tekrarlayan ates, sismis lenf bezleri ve cilt
enfeksiyonlaridir. Levamizol genellikle alkol ve varfarin ile etkilesime girer. Disiilfiram

(antabuse) gibi alkol tiiketiminin 6niine geger [8].

2.1.3. Analiz Yontemleri

2.1.3.1. HPLC Yontemi ile Analizleri
Koyun plazmasindaki Levamizol ve Abamektin’i tayin etmek icin HPLC analiz
yontemi gelistirilmistir. Levamizol UV dedektor ile 225 nm’de, Abamektin ise floresans
dedektor ile 365 nm’de uyarma, 470 nm’de emisyon dalga boylarinda g¢aligilmustir.
Prodigy ODS C18 kolon ile Levamizol i¢in 0.01 M pH 7.5 fosfat tamponu (NaH2PO4 ve
Na>HPO4):Asetonitril  (60:40,h/h), Abamektin icin Metanol: Asetonitril:Su (95:3:2,



h/h/h) mobil faz sistemleri ile ayrim saglanmistir. Abamektinin alikonma zamani 4,9
dk, Levamizol Fosfatin alikonma zamami 5,7 dk, i¢ standart olarak kullanilan
Ivermektinin alikonma zamani ise 7,4 dakikada gozlenmistir. Calisma aralig1 Levamizol
Fosfat i¢in 0,05-10 pg/mL, Abamektin i¢in 9,25-20 ng/mL’dir. Kalibrasyon egrisi her
ikisi i¢inde lineer ve korelasyon katsayilar1 0,999’dan biiyiiktiir. LOQ konsantrasyonu
ve bu konsantrasyondaki RSD degerleri Levamizol ve Abamektin i¢in sirasiyla 0,05
ug/mL, %18,2 RSD ve 0,25 ng/mL %19,6 RSD dir. Dondurulmus ve ¢6ziilmiis plazma
orneklerinden yapilan geri kazanim sonucu 0,1 pg/mL konsantrasyondaki Levamizol
icin %86.3, 2 ng/mL konsantrasyondaki Abamektin i¢in %105.8’dir. Her iki yontem de
koyunlara uygulanan subkutan ilag enjeksiyonundan sonra alinan plazma orneklerine
basar1 ile uygulanmistir [9].

Levamizol ve Albendazoliin “kombinasyon halindeki ilag formunda es zamanlh
tayini” igin “ters fazli bir HPLC ydntemi valide edilmistir”. Analiz, inertsil ODS C18
(150mm x 4.6 mm,5um) kolon ile pH 3.5 fosfat tamponu: Asetonitril (70:30, h/h) mobil
fazinda, akis hiz1 1,0 ml’dk , kolon sicaklig1 oda sicakligi 20-25 °C’de, 224 nm dalga
boyunda, 20 pl enjeksiyon hacmi verilerek, 10 dakika analiz siiresi ile tayin edilmistir.
“Iki etken i¢in iyi bir ayirim saglanmis” ve retensiyon zamani Levamizol ve Albendazol
icin sirasiyla 2,35 dk ve 4,06 dakika olarak elde edilmistir. Metodun dogrusal oldugu
konsantrasyonlar Levamizol ve Albendazol i¢in sirastyla 15-45 ug/mLve 40-120 pg/mL
konsantrasyon araliginda bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri Levamizol i¢in 2,08
ug/mL ve 6,03 pug/mL, Albendazol i¢in 3,40 ug/mL ve 10,40 pg/mL’dir. Ortalama geri
kazanim, %100 konsantrasyondaki numune ¢o6zeltisine %75, %100 ve %125’lik
standart ¢ozeltileri ilave edilerek calisilmis ve Levamizol ve Albendazol i¢in sirasi ile

geri kazanim %99,66 ve %98,73 bulunmustur [10].

Bulk ve tablet formunda bulunan Levamizoliin tayini i¢in “ters fazli HPLC
yontemi gelistirilmistir”. Welchrom C18 (250mm x 4.6 mm,5um) kolon ile ortam
sicakliginda Metanol: Asetonitril:Su (50:30:20, h/h/h) karisimi 0,1 N fosfrorik asit ile
pH 4,6’ya ayarlanmistir, kolonun etkinligini artirmak i¢in {izerine 0,5 mL Trietilamin
ilave edilen mobil faz ile, akis hiz1 1.0 mL/dk olacak sekilde, 225 nm UV dalga
boyunda ¢aligma yapilmistir. “ICH (Q2R1) yonergesine gore validasyon parametreleri”
degerlendirilmistir. Dogrusallik c¢alismasinda 2-10 pg/mL konsantrasyon araliginda,
korelasyon katsayist 0,9999 , regrasyon katsayis1 0,9998 elde edilmistir. LOD degeri
0,1219 pg/mL, LOQ degeri ise 0,3695 pg/mL’dir. Istatiksel analizler bu yéntemin



dogru, giivenilir, basit ve tekrarlanabilir oldugunu gostermistir. Ara kesinlik ve bagil
standart sapmalar1 %2 yi agsmamistir. Yontemin dogrulugu kanitlanmis ve geri kazanimi
%99,36-%100,56 arasinda bulunmustur. Etkenin alikonma zamami 2,79 dakikadir ve
ortalama igerik analizi sonucu 102,135 + % 0,933 dur. Onerilen yontem bulk ve dozaj

formundaki Levamizoliin kantitatif tayini i¢in dogru ve kesin olarak uygulanabilir [11].

Veteriner toz formunda bulunan {riin i¢indeki susuz Niklozamit ve Levamizol
“etkenlerinin es zamanli tayini i¢in” basit, hizli ve valide edilmis bir HPLC yontemi
gelistirilmistir. Analizde Asetonitril:pH 3.0 tampon ¢ozeltisi (2:8, h/h) kullanilmustir.
pH 3.0 tampon c¢ozeltisi iki esit hacimde pH 3.0 karisimindan olusmustur. Birinci
karigim 0,005 M Sodyum Hekzansiilfonikasit ile 8 mL Glasial asetik asit karisiminin
fosforik asit ile pH 3.0°e ayarlanmasi ile, ikinci karigim ise 0,01 M Dibiitilaminin
fosforik asit ile pH 3.0’¢ ayarlanmasi ile olusmustur. Phenomenex Luna C18 (250 mm,
X 4.6 mm, 5 um) kolonu ile 0.8 mL/dk akis hizinda 240 nm dalga boyunda analiz
yapilmis ve metodun secici, kesin, dogru ve rutin analizlerde ila¢ endiistrisinde kalite

kontrol analizlerinde kullanabilirligi ispatlanmistir [12].

Bagka bir ¢alismada saf ve tablet formunda bulunan Levamizoliin tayini igin
“HPLC metodu gelistirilmis ve valide edilmistir”. Asetonitril:su (80:20, h/h) mobil fazi
ile 0,7 mL/dk akis hizinda YMC C18 (250mm x 4.6 mm,5um) kolonu ile 217 nm dalga
boyunda ¢alisilmis ve “metodun ICH yonergelerine gore dogru, basit,tekrarlanabilir
oldugu” ispat edilmistir. Levamizoliin geri kazanimi % 98,8 -101,1 araligindadir.
Dogrusallik 10-50 pg/mL konsantrasyon araliginda, korelasyon katsayis1 0,9999,
regresyon katsayisi 0,999 ‘dur. LOD degeri 0,204 ug/mL, LOQ degeri ise 0,673
ug/mL’dir. Bu yontemin Levamizoliin “kantitatif tayini i¢in basari ile uygulanabilir

oldugu” istatistiksel verilerle kanitlanmistir [13].

2.1.3.2. Diger Yontemler ile Analizleri

Levamizol Hidrokloriiriin taninmasi ve tayini igin molekiiler olarak baskili bir
polimere dayanan potansiyometrik bir sensor iretilmistir. Sunulan bu sensériin
ozellikleri; 2,5 pmol L—1 to 100 mmol L—1 Levamizol Hidrokloriir aktivite ¢alisma
araligl ve yaklagik 57.0 mV / on Nernstian yanit1 ve 1.0 pmol L? tespit simirinda

Olgiilmesi suretiyle degerlendirilmistir. Sensériin cevap verme siiresi oldukca



kisadir.(<15 s) ve bu membran 4 ay boyunca yanitta bir sapma yapmadan kullanilabilir.
Onerilen bu sensoriin Levamizole kars1 olduk¢a hassas ve secici oldugu goriilmiistiir
fakat benzer yapida olan (2-metiltio) benzotiazol veya (2-amino) benzotiazole karsi
duyarli degildir. Sensoriin analizlerde uygulanabilirligi, saf ilag ve tablet formundaki
farmasotik preparatlarda Levamizol Hidrokloriiriin potansiyometrik titrasyonu ile test

edilmis ve yontem basari ile uygulanabilmistir [14].

Insan plazmasindaki Levamizoliin tayini igin LC-MS/MS ile hassas ve hizli bir
metot gelistirilmistir. Insan plazmasindaki analitlerin etil eter ile sivi-siv1 ekstraksiyonu
ile alinmasini takiben Asetonitril:10 mM Amonyum Asetat (70:30, h/h) mobil fazi ile
Agilent HC-Cg (150 mm x 4.6 mm, 5um) kolonda ayrilma saglanmistir. Kolon sicakligi
40 °C, akis hiz1 0,5 mL/dk, toplam analiz siiresi ise 6 dakikadir. Dedeksiyon ve miktar
olgtimii kiitle spektroskopisinde pozitif elektrosprey iyonizasyonu ile ¢oklu reaksiyon
izleme modunda Levamizol i¢in m/z 205.1 — 178.2'de, i¢ standart olan mebendazol
icin m/z 296.1 — 264.1 degerlerinde gerceklestirilmistir. Bu yontem, 0,1-30 ng/mL'lik
bir konsantrasyon araliginda dogrusaldir ve LOQ degeri 0,1 ng/mL’dir. Varyasyon
katsayist %8,5’un altindadwr. Bu analiz, Levamizoliin merhem olarak uygulandigi
farmakokinetik bir ¢alismada, insan plazmasindan aliman numune iizerinde basari ile

uygulanmistir [15].

2.2. Triklabendazol

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

H
Cl N

/>—S\
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Sekil 2-2: Tiklabendazoliin molekiiler sekli
Triklabendazol,6-chloro-5-(2,3-dichlorophenoxy)-2-(methylsulfanyl)-1H-1,3-

benzodiazole olarak adlandirilir ve kapali formiilii ise Ci4H9CIlsN20OS’dir.Molekiil



agirhgr 359,65 g/mol’diir. CAS numaras1 68786-66-3 olan Triklabendazol beyaz veya
acik bej renkte toz formdadir [16].

2.2.2. Farmakolojisi

Triklabendazol, hayvanlar, atlar ve evcil hayvanlarda goriilen her tiirlii parazit
solucanimi kontrol etmek i¢in genis ¢apta kullanilan antihelmintik aktiviteye sahip bir
benzimidazoldiir. Benzimidazoller ortak bir molekiil yapisina sahip olmakla beraber
istisnai olarak Triklabendazol bu sinifin klorlu benzen halkasina sahip olan ve karbamat
grubu icermeyen bir lyesidir. Tim benzimidazollerin molekiiler hareket tarzi,
mikrotiibiillerin yapisal proteini olan tiibiiline baglanarak gergeklesir. Triklabendazol de
bu sekilde hareket eder [17].

Trematod paraziti olan Fasciola hepatica halen tiim diinyada hayvancilikta
kayda deger bir kayba neden olmaktadir. Mevcut farmakolojik aktiviteler
incelendiginde, flukisidal ilaglarin bu paraziti kontrol etmek i¢in kullanimi 6nemlidir.
Triklabendazol de, giiclii flukisidal aktiviteye sahip olan benzimidazol smifi halojenli
bir antelmintiktir [18]. Triklabendazol ve metabolitleri, Fasciola hepatica ve Fasciola

gigantica helmintlerinin hem olgunlasmamis hem de olgun solucanlarina kars aktiftir [16].

Triklabendazol ~ 1983’den  beri  veterinerlikte  fascioliasis  tedavisinde
kullanilmaktadir. Triklabendazoliin yan etkileri genelde az olmakla birlikte karin agris1 ve
bas agris1 yapabilir. Triklabendazol 2019’da tibbi kullanim igin onaylanmistir. World
Health Organization (WHO) nun temel ilaglar listesinde en etkili ve giivenilir ilaglar

listesinde yer almaktadir.

2.2.3. Analiz Yontemleri

2.23.1. HPLC Yontemi ile Analizleri

Karaciger parazitlerinde Triklabendazol ve metabolitlerinin “tayini i¢in ters fazl
bir yiiksek performansli sivi kromatografi yontemi” gelistirilmis ve valide edilmistir. Bu
yontem ile Triklabendazol ve siilfo hidroksi metabolitlerinin kantitatif olarak tayini
yapilmistir. Bu yontemde triklabendazol, triklabendazol siilfoksit, triklabendazol siilfon,
hidroksi-triklabendazol, hidroksi-triklabendazol siilfoksit ve hidroksi-triklabendazol
stilfon ayn1 anda Ol¢lilmiistiir. “Yontemin dogrusalligi, seciciligi, kesinligi, dogrulugu,
geri kazanimi, tayin ve gozlenebilme sinirlar1 belirlenmistir”. Parazitin  doku

homojenatindan ilacin ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu (asetonitril) kullanilarak



etkili bir sekilde gergeklestirilmistir. Bu yontemde yukarida bahsedilen tiim
benzimidazol molekiillerinin ayrilmasi Phenomenex C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm)
ozelliklerindeki kolonda asetonitril ve amonyum asetat karisimli bir mobil faz ile 300
nm dalga boyunda gradient yontem ile ¢alisilarak saglanmistir. Dogrusallik analizleri
0,272 -16,331 nmol/100 mg trematod proteini araliginda calisilmis ve lineer oldugu
gorilmistiir. Kalibrasyon egrisindeki korelasyon katsayist 0,996 ile 1,000 arasindadir.
Ana ilag ve metobolitleri i¢in “bu yOntemin saptanan tayin sinir1” sirast ile 0,007
nmol/100 mg ve 0,079 nmol/100 mg trematot poretinidir. Analitler i¢in ekstraksiyon
verimliligi %71’den fazladir. Elde edilen bu sonuglar bu yontemin dogrulugunun ve
seciciliginin yiikksek oldugunu ve basar1 ile Triklabendazol ve metabolitlerinin

“kantitatif analizi i¢in kullanibilecegini gostermistir” [18].

Baska bir calismada sigir siitiindeki Triklabendazol ve siilfoksit ve siilfon
metabolitlerinin es zamanlh tayini icin ters fazli HPLC yontemi gelistirilmistir. Siit
numunesi, susuz sodyum siilfat ve asetonitril ile homojenize edilip, ardindan santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra st tabaka ayirilip asetonitril ile doyurulmus hekzan ile
durulanmis ve buharlastirilmistir. Kalan kalint1 0.1 M potasyum dihidrojen fosfat ve 0.1
M sodyum hidrojen karbonat karisimi ile g¢oziilerek bir Bond Elut C18 kartus ile
temizlenmistir. Bu {i¢ bilesik Capcell Pak C18 UG 120 (150 x 4.6 mm, 5 um) kolon ile
asetonitril: 0.05 M amonyum asetat (50:50, h/h) mobil fazinda, akis hiz1 0,8 ml/dk,
kolon sicaklig1 40 °C olarak 295 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Bu yontemin geri
kazanimi (n=4) 9%89,1-95,0 araliginda, RSD degerleri ise %1,1-2,6 araliginda
bulunmustur. Dedeksiyon limiti siitte triklabendazol i¢in 0,006 pg/g, triklabendazol
stilfoksit i¢in 0,005 pg/g, triklabendazol siilfon igin 0,004 pg/g’dir. Bu yontem hem
pazardaki ¢ig siit 6rneklerini analiz etmek i¢in hem de karaciger parazitlerinin tedavisi
icin Triklabendazol kullanilan 10 inekten alman siit numuneleri tizerinde Kullanilmistir

[19].

Bir diger ¢alismada Triklabendazol ve Fenbendazol ile “es zamanl tayini igin
bir ters fazli yiiksek performansh sivi kromatografisi yontemi gelistirilmis” ve yontem
koyun ve sigirlara oral doz ilag uygulandiktan sonra kandaki Triklabendazol,

Fenbendazol ve bunlarin siilfoksit ve siilfon metabolitlerinin es zamanli takibi yapilmis



ve bu ¢alisma famakokinetik ¢alismalarda kullanilmistir. Bu yontemde ekstraksiyon ve
temizleme prosediirii C18 Sep Pak kartus ile saglanmustir. Triklabendazol, Fenbendazol
ve ilgili oksidasyon {iriinlerinin koyun ve sigir plazmasindan analizini kolaylikla
saglayan yontemde C18-microBondapak (300mmx 3.9 mm,10 pm) kolon ile,
Asetonitril:0.04 M Diamonyumhidrojen ortofosfat (41:59) (h/h) karisiminm %20
fosforik asit ile pH degeri 7.5-7.6’ya ayarlanmistir. 300 nm dalga boyunda, 1.5 mL/dk
akis hizi ile analizi yapilmistir.Yapilan c¢alismalar sonunda Fenbendazol icin LOD
degeri 10 ng/mL, Triklabendazol i¢in LOD degeri 100 ng/mL olarak tespit edilmistir
[20].

Birbirine baglh iki siringadan olusan bir sistemde, siringalardan birinde sivi faz
mikroektraksiyon sistemi, digerinde kati organik damla mikroekstraksiyonu bulunan
floresans dedektorlii bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontem ile farklhi
matrislerden eser miktardaki Albendazol ve Triklabendazoliin es zamanli tayini
yapilmistir. Kullanilan uyarma dalga boyu 290 nm, emisyon dalga boyu 330 nm dir.
Kromatografik ayrim Nucleosil-C18 (250 mmx 4.6 mm,5 pm) kolonda Metanol:Su
(80:20,h/h) karisiminda saglanmistir. Albendazol ve Triklabendazol igin tayin
katsayilar1 sirasiile 0,9999 ve 0,9998, dogrusallik araliklar1 0,1-30,0 ug/L ve 0,2-30,0
ug/L konsantrasyon araliginda bulunmustur. Her iki analit i¢in ti¢ farkli konsatrasyonda
giinler aras1 ara kesinlik yapilmis ve sonuglar Albendazol i¢in % 6,3-10,1,
Triklabendazol igin %5,0-7,5 araliginda bulunmustur. Bu metot su, bal, idrar ve inek

stitiindeki albendazol ve triklabendazoliin belirlenmesi i¢in basariyla uygulanmistir [21].

Triklabendazol ve Ivermektinin 50:1 dozaj oraninda bulundugu farmasotik
stispansiyonlar i¢in de bir HPLC yontemi gelistirilmistir. Bu yontemde Asetonitril-
Metanol-su mobil fazi (60:30:10) ve Vydac C-18, (250 X 4.6 mm, 5 p) kolon ile 1,5
mL/dk akis hizinda, 254 nm dalga boyunda calisilmistir. Analiz siiresi 15 dakikadir.
Korelasyon katsayis1 1=0,998 olan Triklabendazol igin kalibrasyon egrileri 0,06-0,14
mg/mL konsantrasyon araliginda, korelasyon katsayist r=0,999 olan ivermektin i¢in ise
kalibrasyon egrileri 0,03-0,05 mg/mL konsantrasyon araliginda lineer bulunmustur.
“Her iki etken madde igin geri kazanim” %98,0-%102,0 araligindadir [22].

Bagka bir yontemde de bir veteriner ilag¢ igerisindeki Triklabendazol, ilgili

bilesikleri, Metil Paraben ve Propil Paraben koruyucularinin ayni anda “miktar tayini
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icin bir HPLC yontemi gelistirilmistir”. Yontemde maddeler 30 mM Amonyum
Asetat:Asetonitril (40:60, h/h) mobil fazinda, 250 x 4.6 mm, 5 pm silika jel kolonu ile
1.0 ml/dk akis hizinda ayrilmislardir. Triklabendazol ve safsizliklarinin miktar tayini
Agilent 1200 cihazindaki DAD dedektor ile 305 nm’de, metil paraben ve propil
parabenin miktar tayini ise 254 nm de gergeklestirilmis ve analiz 25 dakikada
tamamlanmigtir. LOQ ve LOD degerleri sirasiyla Triklabendazol i¢in 0,2900 ppm ve
0,087 ppm, Metilparaben i¢in 0,2138 ppm ve 0,0641 ppm, Propilparaben i¢in 0,0386
ppm ve 0,0116 ppm olarak bulunmustur [23].

2.2.3.2.  Diger Yontemler ile Analizleri

Triklabendazoliin bulk ve ilag analizlerindeki tayini i¢in UV spektrofotometrik
metot gelistirilmistir. Bu yontemde standart ve numune ¢6zeltileri 0,1 M Metanolik
Hidrokloriir ¢ozeltisinde ¢6ziilmis ve Shimadzu UV-1800 cihazinda 10 mm kuartz
hiicrelerde 305 nm’de okutulmustur. Yontem 1-10 pg/mL konsantrasyon araliginda
dogrusaldir ve LOD seviyesi 0,068434, LOQ seviyesi ise 2,73x10-4 pg/mL’dir.
Yontemin uygulanabilirligi ticari tabletler ile test edilmis ve bu yontemin segici,
tekrarlanabilir, stabil ve dogru sonuglar ile ilacin rutin analizinde kullanilabilecegi

ispatlanmustir [24].

Triklabendazoliin saf toz halindeki veya %10’luk oral siispansion formundaki
analizleri i¢in asit boya kompleksi olusumuna dayanan spektrofotometrik bir metot
gelistirilmistir. Shimadzu UV-2400 PC Series Spektrofometresi ile 1 cm kuartz
hiicrelerde analiz yapilmistir. Bu yontem protonlanmis ilacin bromoskol moru (BCP) ve
bromofenol mavisi (BPB) belirtegleri ile olusturdugu iyon ¢ifti kompleksinin kloroform
ile ekstre edildikten sonra 300 nm-600 nm arasinda Slgiilmesi ile gergeklestirilmistir.
Olusan komplekslerin maksimum absorbans degerleri 420 nm’de JSl¢lilmiistiir.
Dogrusallik araliklar1 BCP i¢in  20-100 pg/mL ve BPB icin 10-100 pg/mL
konsantrasyon araliginda bulunmugtur. Ortalama geri kazanim BCP i¢in %99,61
+1,152, BPB i¢in %99,60 + 0,986 ‘dir. Bu yontem ile imalat¢inin yontemi kiyaslanmais

ve anlamli bir fark goriillmemistir [25].

Bagka bir ¢caligmada Triklabendazol ve ivermektinin “yan yana tayini i¢in iki farkli

yontem” gelistirilmistir. Birinci yontem iki etken i¢in C18 kolonda Asetonitril-Metanol-
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0,005 M KH2PO4 (60:30:10,h/n/h) pH 6.0 mobil fazi ile “etkili bir ayrilma saglanan
izokritik bir HPLC yontemidir”. Bu yontemde Triklabendazol i¢in dogrusallik araligi
2,5-50 pg mL?, ortalama geri kazanim % 100,11+ 0,99, ivermektin i¢in dogrusallik
araligr 1-20 pg mL?, ortalama geri kazanim % 100,08 + 0,53 olarak elde dilmistir.
Ikinci yontem ise kloroform:aseton (8:2,h/h) mobil faz1 ile ince tabaka kromatogrofisi
calismasmin ardindan plaklarin ¢ift dalga boylu dansitometrede degerlendirilmesi ile
uygulanmistir. Bu yontemde plaklar 306 ve 254 nm UV lamba altinda incelenmis ve
Triklabendazol icin Rf 0.79, Ivermektin icin Rf 0.33 olarak gozlemlenmistir.
Dogrusallik araliklar1 Triklabendazol i¢in 306 nm’de 2,5-25,0 pg/spot olarak % 100,38
+ 0,52 ortalama geri kazanim ile Ivermektin igin 245 nm’de 0,5-5,0 pg/spot olarak
%100,05 + 0,41 “ortalama geri kazanim ile elde edilmistir”. Her iki yontem de
farmasotik formiilasyonlarda “iki etkenin ayni anda rutin analizleri ig¢in” hiz, yiiksek

hassasiyet ve sec¢icilik yonlerinden avantajli goriilmiistiir [26].

2.3. Sivi Kromatografisi Sistemleri
Gilintimiizde pek ¢ok laboratuvarda, farkli model ve markalarda Sivi kromatografisi
sistemleri bulunmaktadir. Bu boliimde “yiiksek performansh sivi kromatografisi ile

ilgili genel bilgiler” anlatilacaktir.

2.3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Swvi kromatografisi (LC) hareketli fazin sivi oldugu iki fazli bir ayirma
teknigidir. Burada karigimlar hareketli faz ile sabit faz arasmnda bu fazlarla olan
etkilesimleri sayesinde bilesenlerine ayrilirlar. HPLC hareketli fazin kolon igerisinde
yiiksek basing ile pompalandigi enstriimental bir sivi kromatografisi (LC) formudur
[27].

Sekil 2-3, A ve B analitlerinin bir karisgimimin sabit faz igerisine (kolon) asagi
dogru goc¢ ettikce iki ayr1 banda ayrildigini gosteren kromatografik islemin bir
semasidir. Sekil 2-4’de ise mobil faz ile analitlerin kolon igerisinde ayrilma siiregleri
goriilmektedir. B analitinin sabit faza olan afinitesi A molekiilinden daha giiglii oldugu
icin kolondan daha ge¢ ayrildigi goriilmektedir. Bu sisteme bagli bir dedektor
yardimiyla ¢ikigtaki her bir ayr1 bilegsen bandinin konsantrasyonunu izlenir ve Sekil 2-5

‘te gosterilen kromatogram adi verilen bir ¢izim elde edilir [27].
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Glinlimiizde HPLC, gelismis otomatik Ornekleyici ve veri sistemleri ile son
derece hizli ve etkili bir sekilde ¢ok bilesenli karisimlarin analizlerini yiiksek
hassasiyetle yapabilen birinci smif bir ayirma teknigidir. HPLC yontemlerinde ¢ok
sayida hassas ve spesifik dedektorler ile nanogram, pikogram ve femtogram
seviyelerinde c¢aligilabilir. En 6nemlisi, molekiillerin yaklasik %15’ine cevap verebilen
GC (Gaz kromatografisi) ile karsilastiriliginda molekiillerin %60-%80 ‘nine cevap

verebilme yetenegine sahip olmasidir.

2.4. Sistem Uygunluk Testi

“Amerikan farmakopesi (USP)’ye gore gelistirilen bir sivi  kromatografi
yonteminde”  Kkesinlikle “saglamasi gereken parametrelere sistem uygunluk
parametreleri” denir. Sistem uygunluk parametresi limitleri Tablo 2-1’de FDA

kilavuzunda belirtildigi gibi verilmistir [28].

Tablo 2-1: “FDA kilavuzunda belirtilen sistem uygunluk parametreleri ”[28]

Parametre Limit
Kapasite Faktorii K'>2
Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi (Kesinlik) RSD <%]1, n>5
Ayrim Faktorii Rs> 2
Kuyruklanma Faktorii T<2
Pik Etkinligi (Teorik Plaka Sayis1) N > 2000

2.5. Validasyon Parametreleri
“ICH kilavuzu dogrultusunda miktar tayini yontemlerinin validasyonu igin” gerekli
“parametreler segicilik, kesinlik (tekrarlanabilirlik), dogruluk, dogrusallik, dedeksiyon

ve tayin limiti, ¢ozelti stabilitesi ve saglamlik parametreleridir” [29].

2.5.1. Segcicilik (Spesifiklik)

Segicilik bir yontemde tayini amaglanan analit veya analitleri numunedeki
diger Dbilesenler igerisinden segerek aywrabilme yetenegidir. YOontemin
seciciliginin tayini, etkin maddelerin safsizliklar, degradasyon firiinleri,

eksipiyanlar gibi diger potansiyel bilesenlerden ayrilmasi i¢in gereklidir [27].
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2.5.2. Dogrusalhk

Bir metodun dogrusalligi, belirli bir araliktaki numune konsantrasyonu ile
dogru orantili olarak sonuglar elde edebilme yetenegidir. HPLC yonteminde bu
iliski, dedektor cevabi (pik alani veya yiikseklik) ile numune konsantrasyonu
(miktar1) arasindaki iligkidir [27].

2.5.3. Dedeksiyon Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)

LOD: “Analitin gozlenebilen en diisik konsantrasyonudur”. LOD’yi
hesaplayabilmek i¢in ICH method validasyonu kilavuzunda birka¢ yontem
vardir. Bunlar igerisindeki en basit yontem, LOD degerinin bir analitin
sinyal/gliriltiic oraninin 3 veya 3 ten biiyilk olmasi sonucuna dayanarak
belirlenmesidir [27].

LOQ: Bir analitin belirli bir dogruluk ve kesinlik derecesi (+%5.0) ile
miktarinin hesaplanabildigi en diisiik seviyedir. LOQ hesaplamanin en basit
yontemi de, sinyal/giiriiltii oraninin 10 veya 10 dan biiyiik olmasi sonucuna

dayanarak belirlenmesidir [27].

2.5.4. Kesinlik
“Sistemin kesinligi bir metodun ardarda enjeksiyonlarda tekrarlanabilir
sonuglar” verebilmesidir. Bir “yontemin kesinligi tekrarlanabilirlik ve ara

kesinlik parametreleri ” ile degerlendirilir [27].

2.5.5. Dogruluk (Geri Kazanim)

Dogruluk, elde edilen gercek sonucun kabul edilen dogru degere veya bir
referans degere yakinlhigidir. Dogruluk c¢aligmasi genellikle analitin plasebo
iizerine spike olarak eklenmesi ile yapilir. Plasebo olmadigi durumlarda standart

ekleme yontemi ile de ¢alisilabilir [27].

2.5.6. Saglamhk
Saglamlik, yontemin performansinin, yontem parametrelerinde kiiciik,

bilingli degisiklikler yapilarak dlgiilmesidir. Saglamlik dogrulamasmm amaci,
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“yontemin basarili bir sekilde uygulanabilmesi igin” kritik parametreleri
belirlemektir. Validasyon asamasinda saglamlik parametresi yapilirken, bazi
parametreler belirli makul oranlarda degistirilerek degerlendirme yapilir.

HPLC yontemleri i¢in bu parametre mobil fazdaki pH degisimlerinin etkisi,
mobil faz bilesimindeki degisikliklerin etkisi, farkli kolonlar, kolon
sicakhigindaki kiiciik degisiklikler veya akis hiz1 degisiklikleri olabilir. Cozelti
stabilitesi de saglamlik parametresi adi altinda degerlendirilebilir. Numuneler,
belirlenen sicaklikta, belirli araliklarla enjekte edilerek alan degisimi kontroli ile
degisimler kontrol edilir. Miktar tayini i¢in bu degisim limiti en fazla %2.0’dir
[29].
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3. GEREC VE YONTEM

“Bu tez calismasi Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Ana Bilim
Dali ve Deva Holding A.S. Ar-Ge Boliimii Analitik Kimya Laboratuvarinda 2019-2020
yillar1 arasinda gergeklestirilmistir.”
3.1. “Cahsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler”
Levamizol HCI ¢alisma standardi
Triklabendazol c¢alisma standardi
Levamizol HCL ve Triklabendazol igeren oral siispansiyon
Potasyum Dihidrojen Fosfat (J.T Baker, analitik kalitede)
Sodyum Hidroksit (J.T.Baker, analitik kalitede)
Metanol (J.T.Baker, analitik kalitede)
Asetonitril (J.T.Baker, analitik kalitede)

Saf su (HPLC safliginda)

3.2. Aletler ve Diger Geregler
e HPLC cihaz1 (Shimadzu Corporations- Japan)
e Shimadzu LC-20AT pompa sistemi
e Shimadzu SIL-20AC HT Otomatik numune 6rnekleyici
e Shimadzu SPD-M20A DAD Dedektor
e DGU-20A5 Gaz giderme iinitesi
e Shimadzu CTO-10ASvp Kolon firin1
e Shimadzu LC-Solution yazilimi
e Phenomenex Gemini C18 (150x4.6mm, 5um) analitik kolon

e Mobil Faz Siizme Unitesi ( Sartorius, 0,5 p)

e Mettler Toledo Seven Excellence pH metre
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e Heidolph MR 3001K Manyetik Karistirici

e Teraziler (Mettler Toledo XP205,Sartorius MSA2255-00DA)

e VWR ultrasonic Cleaner Ultrasonik Banyo
e Millipore Milli-Q-RG Ultra Saf Su Cihazi

e Isolab Balonjojeler (10, 20, 50, 100, mL lik)
e Isolab dereceli pipetler

e Damlalikli Pastor pipeti

e Sartorius 0.45 um RC filtre
e Hesap makinesi (Casio Scientific Calculator fx-82 MS)

e MS Office Word Programi

e MS Office Excel Programi

3.3. Levamizol HCI ve Triklabendazoliin “Yan Yana Yiiksek Performansh Sivi

Kromatografisi ile Analizi”

Levamizol HCl ve Triklabendazoliin “yan yana HPLC ile tayininin”
yapilabilmesi i¢in kolon, mobil faz akis hizi, mobil faz orani, dedektor dalga boyu,
kolon sicakligi gibi kromatografik kosullar belirlendi. Belirlenen sartlar altinda
gelistirilen bu yontem oral siispansiyonda bulunan veteriner ilag etken maddelerinin

analizine uygulandi.

3.3.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

“Literatiir ¢aligmalar1 gdz Oniine alinarak” HPLC c¢aligmalari, kromasil C18,
ACE C18, Simetry C18, Intersil ODS kolonlarda, cesitli pH’larda ve ¢esitli oranlardaki
potasyum dihidrojen fosfat tamponu:asetonitril mobil faz sistemleri denenerek
gerceklestirilmis ve ¢alisilacak dalga boyu belirlenmistir. “Elde edilen verilere
dayanarak en iyi kromatografik ayrimin” saglandigi kosullar belirlenmistir. Elde edilen

veriler Boliim 6.1.1°de yer almaktadir.
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3.3.2. Kromatografik Kosullar

Kolon : Phenomenex Gemini C18 150 x 4.6 mm, S5pm
Mobil faz : pH 8.0 fosfat tamponu : Asetonitril (52:48) (h/h)
Kolon sicakligi :25°C

Numune Bélmesi Sicakligi  :5°C

Akis Hizi : 1,5 mL/dk
Dedektor Tipi : UV /DAD
Enjeksiyon Hacmi 120 uL
Dalga Boyu : 247 nm
Analiz Siiresi :15dk

3.3.3. “Mobil Faz ve Coziicii Hazirlanmasi1”
Mobil faz ¢6zeltisi olarak pH 8.0 fosfat tamponu ve Asetonitril ¢oziiciileri
hacimsel olarak 52:48 (h/h) oraninda karistirilarak hazirlanmis ve 0,45 um filtreden

vakum altinda siizilmiistiir.

Tampon Cozeltisi Hazirlanmasi: 6,8 g Potasyum dihidrojen fosfat 1000,0 mL saf suda
¢oOziildii. pH degeri 5N NaOH kullanilarak 8,0 olacak sekilde ayarlandi.

5N NaOH Hazrlanmas: ;20,0 g sodyum hidroksit 100,0 mL’ lik balon jojede su ile

¢oOziinduriildii ve hacmine tamamlandi.

Coziicii: Coziicii olarak Metanol kullanilmustir.

3.3.4. Validasyonda kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

15,0 mg Levamizol HCI ve 24,0 mg Triklabendazol ¢alisma standardi 50,0 mL’lik
balon jojeye tartilarak aktarildi Hacmine metanol ile tamamlandi ve 5 dakika
“ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su igerisinde
bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden 5,0 mL alnip 20,0 mL lik
balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. “0,45 pm RC filtreden

stiziildii”. (Crevamizol Hel: 75 png/mL, Crrikiabendazol:120 ng/mL)



19

Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

2,0 ml numune (150,0 mg Levamizol Hidrokloriir ve 240,0 mg Triklabendazol’e
esdeger) 100,0 ml’lik balonjojeye tartilarak aktarildi. Hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi
ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su
icerisinde bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 50,0 mL
lik balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicli ile tamamlandi. “0,45 pm RC filtreden
stiziildi”. (Crevamizol Hel: 75 png/mL, Crrikiabendazol:120 pg/mL)

3.4. HPLC Yonteminin Validasyonu

3.4.1. Segicilik
Yontemin segiciliginin tayini igin, etken madde piklerine mobil fazdan ve oral
slispansiyon numunesinin yardime1 maddelerinden gelebilecek bir girigim olup olmadigi

incelendi. Bunlara ait kromatogramlar Boliim 4.2.1.°de verilmistir.

34.1.1. Islem

Levamizol HCI standart c¢ozeltisi hazirlanmasi

15,0 mg Levamizol HCI g¢alisma standardi 50,0 mL’lik balon jojeye tartilarak
aktarildi. Hacmine metanol ile tamamlandi ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek
¢cOzlinmesi sagland1”. “Balonjoje soguk su igerisinde bekletilerek hacmine gelmesi
beklendi”. Bu ¢ozeltiden 5,0 mL alinip 20,0 mL lik balonjojeye aktarildi ve hacmine
¢oziici ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden siiziildi”. (Crevamizol Hel: 75 png/mL)

Triklabendazol standart ¢ozeltisi hazirlanmasi

24,0 mg Triklabendazol calisma standardi 50,0 mL’lik balon jojeye tartilarak
aktarildi. Hacmine metanol ile tamamland: ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek
coziinmesi sagland1”. “Balonjoje soguk su icerisinde bekletilerek hacmine gelmesi
beklendi”. Bu ¢ozeltiden 5,0 mL alinip 20,0 mL lik balonjojeye aktarildi ve hacmine
¢Oziicli ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden siiziildii”. (Crrikiabendazol: 120 pg/mL)

Standart Cozeltisi Hazirlanmasi

15,0 mg Levamizol HCI ve 24,0 mg Triklabendazol ¢alisma standardi 50,0 mL’lik

balon jojeye tartilarak aktarildi. Hacmine metanol ile tamamlandi ve 5 dakika
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“ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su icerisinde
bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden 5,0 mL alinip 20,0 mL lik
balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden

stizildd”. (CrLevamizol Hel: 75 pg/mL, Crrikiabendazol:120 pg/mL)

Numune Cozeltisi Hazirlanmasi

2,0 ml numune (150,0 mg Levamizol Hidrokloriir ve 240,0 mg Triklabendazol’e
esdeger) 100,0 ml’lik balonjojeye tartilarak konuldu. Hacmine ¢oziicii ile tamamlandi
ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su
icerisinde bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden 2,5 mL almip 50,0 mL
lik balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢oziicli ile tamamlandi. “0,45 pm RC filtreden

sizildi”. (CLevamizoI Hcl. 75 Hg/ml—, Crriklabendazol: 120 ug/mL)

Plasebo Cozeltisi Hazirlanmasi

2,0 mL Levamizol Hidrokloriir ve Triklabendazol igermeyen plasebo numunesi
100,0 ml’lik balonjojeye konuldu. Hacmine ¢oziicii ile tamamlandi ve 5 dakika
“ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su igerisinde
bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinip 50,0 mL lik
balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden

stiziildi”.

3.4.2. Dogrusallik
Dogrusal ¢alisma araligi, gelistirilen yontemde analitin konsantrasyonuna karsi

dedektoriin cevabmin dogru orantili olarak artmasidir.
“Karelerin farklar1 toplami1 (RSS) ve egim raporlandirilir”.
“Korelasyon katsayis1 (R?) 0.998’den az olmamalidir”.

“Kesim noktast %100 standart derisimine karsilik gelen” alanin %2’sinden fazla

olmamalidir.

3.4.2.1. Islem

Numune ¢ozeltisi konsantrasyonunun %80 konsantrasyonda 60 pg/mL Levamizol
HCI ve 96 ug/mL Triklabendazol, %90 konsantrasyonda 68 pug/mL Levamizol HCI ve
108 pg/mL Triklabendazol , %100 konsantrasyonda 75 pg/mL Levamizol HCI ve 120
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pug/mL Triklabendazol , %110 konsantrasyonda 83 pg/mL Levamizol HCI ve 132
ug/mL Triklabendazol ,%120 konsantrasyonda 90 pg/mL Levamizol HCI ve 144
pg/mL Triklabendazol’e karsilik gelecek sekilde Levamizol HCl ve Triklabendazol
calisma standartlar1 kullanilarak 5 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlandi. %80,
%100 ve %120’lik standart ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon, %90 ve %110’luk standart
cozeltisinden iki enjeksiyon verildi. Elde edilen kromatogramlardan pik alani ve

konsantrasyon iligkisinin grafigi ¢izildi. Elde edilen sonuglar boliim 4.2.2°de verilmistir.
Dogrusallik Stok Cozeltisi Hazirlanmasi

30,0 mg Levamizol HCI ve 48,0 mg Triklabendazol ¢alisma standardi 50,0 mL’lik
balon jojeye tartilarak aktarildi. Hacmine metanol ile tamamlandi ve 5 dakika
“ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su igerisinde
bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢o6zeltiden 25,0 mL almip 100,0 mL lik
balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden

stiztildii”. (Crevamizol Hct: 150 pg/mL, Crrikiabendazol:240 pg/mL)
Dogrusallik Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tablo 3-1: Dogrusallik Cozeltileri Hazirhg Tablosu

Standart Konsantrasyon Seyreltme Final Hacmi
konsantrasyonu Analit (ng/mL) Hacmi(mL) (mL)

Levamizol HCI 60

%80
Triklabendazol 96 8 20
Levamizol HCI 68

%90
Triklabendazol 108 9 20
Levamizol HCI 75

%100
Triklabendazol 120 10 20
Levamizol HCI 83

%110
Triklabendazol 132 11 20
Levamizol HCI 90

%120
Triklabendazol 144 12 20
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3.4.3. Kantitasyon Tayin sinir1 (LOQ) ve Dedeksiyon sinir1 (LOD)

Gelistirilen yontemin gozlenebilecegi ve analitler i¢cin kabul edilebilir diizeyde
dogru ve kesin olarak tayin edebilecegi minimum konsantrasyonun tayini igin LOD ve
LOQ degerleri asagidaki formiiller ile hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.3” de verildi.

““Cihazda hesaplanan Sinyal/Giiriiltii (S/N) oran1 yontemi ile Gdzlenebilme
smir1 (LOD) 3 veya 3’den biiylik olmali , Tayin sinir1 (LOQ) ise 10 veya 10’dan biiytik
olmalidir.”’

‘“Kalibrasyon egrisi yontemi ile hesaplama yontemi; >’

LOD =3 x SD/m

LOQ =10 x SD/m

SD: Kalibrasyon dogrusu ile y kesisim noktasinin standart sapmasi

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi

3.4.3.1. Islem
LOQ icin Levamizol HCI Stok Cozeltisi Hazirlanmasi: 47,2 mg Levamizol
HCI ¢aligma standardi1 50,0 mL’lik balon jojeye tartilarak aktarildi. Hacmine metanol ile
tamamland1 ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi™.
“Balonjoje soguk su icerisinde bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢ozeltiden
1,0 mL almip 20,0 mL lik balonjojeye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. Bu

¢ozeltiden 1,0 mL alinip 100,0 mL’ye aktarild1 ve hacmine ¢oziicii ile tamamlandi.

LOQ icin Triklabendazol Stok Cozeltisi Hazirlanmasi: 13,4 mg
Triklabendazol c¢alisma standardi 100,0 mL’lik balon jojeye tartilarak aktarildi.
Hacmine metanol ile tamamlandi ve 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek
coziinmesi sagland1”. “Balonjoje soguk su icerisinde bekletilerek hacmine gelmesi
beklendi”. Bu ¢ozeltiden 2,0 mL alinip 100,0 mL’ye aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile

tamamlandi.

LOQ Cozeltisi Hazirlanmasi: Levamizol HCI stok c¢ozeltisinden 1,0 ml
, Triklabendazol stok ¢ozeltisinden 2,0 mL alinarak 100,0 ml’lik balon jojeye tartilarak
aktarildi. Hacmine metanol ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden siizildi”. (Crevamizol

Hel: 4,7 ng/mL, Crrikiabendazol: 53 ng/mL)
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LOD Cozeltisi Hazirlanmasi: Hazirlanan LOQ ¢dzeltisinden 3,3 mL alinip,

10,0 mI’lik balon jojeye aktarildi.0,45 um RC filtreden siiziiliip, enjekte edildi.

3.4.4. Dogruluk

Buldugumuz degerin dogru degere yakinligmmi gormek icin geri kazanim
caligmasi yapildi. Yontemin dogrulugunun tayini igin miktar tayini konsantrasyonu
%100 kabul edilerek, Levamizol HCI ve Triklabendazol ¢alisma standartlar1 ile %80,
%100 ve %120 “lik 3 farkli konsatrasyondaki ¢ozeltilerin {izerlerine %2100

konsantrasyondaki plasebo karigimi ilave edildi. Sonuglar Boliim 4.2.4° de verildi.
3.4.4.1. Iislem
Dogruluk Stok Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

30,0 mg Levamizol HCIl ve 48,0 mg Triklabendazol ¢alisma standardi 50,0
mL’lik balon jojeye tartilarak aktarildi. Hacmine metanol ile tamamland: ve 5 dakika
“ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmesi saglandi”. “Balonjoje soguk su igerisinde
bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢6zeltiden 25,0 mL alnip 100,0 mL’ye
aktarildi ve hacmine ¢6ziicii ile tamamlandi. “0,45 um RC filtreden siiziildi”. (Crevamizol

Hcl:150 pg/mL, Crrikiabendazol:240 pg/mL)

% 80, %100 ve %120 Konsantrasyonda Dogruluk Cozeltilerinin Hazirlanmasi

100,0 mL’lik balonjojeye 2,0 mL plasebo ¢ozeltisi konuldu ve hacmine ¢oziicii
ile tamamlandi. 5 dakika “ultrasonik banyoda bekletilerek ¢6ziinmesi saglandi”.
“Balonjoje soguk su igerisinde bekletilerek hacmine gelmesi beklendi”. Bu ¢6zeltiden
1,0 mL alindi ve 20,0 mL’lik balonjojeye aktarild. Uzerine, %100 ve %120 lik
cozeltiler icin swrasiyla 8,0 mL, 10 mL ve 12 mL dogruluk stok standart ¢ozeltisi ilave
edildi ve ¢oziicti ile hacmine tamamlandi. “0.45 um RC filtreden siiziildi”. (% 80 igin:
Clrevamizol Hc1:60 pg/mL, Crrikiabendazot:96 pg/mL, % 100 i¢in CrLevamizol Hcl: 75 pg/mL,
Crriklabendazol: 120 pg/mL, % 120 igin: Cievamizol Hc1:90 ng/mL, Crrikiabendazol:144 png/mL)

3.4.5. Kesinlik

3.45.1. Sistem Kesinligi
“Ardigik yapilan alt1 standart enjeksiyonundan elde edilen” etken madde pik

alanlarinda her iki etken i¢in de “rolatif standart sapma (RSD) < %2,0 olmalidir”.
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3.45.2. Tekrarlanabilirlik
6 adet ardigik numune enjeksiyonlarindan elde edilen “miktar tayini sonuglarmin

bagil standart sapmas1r” (RSD) < % 2,0 olmalidur.

Tiim sonuglar limit icinde olmalidir ve “%95 giiven aralig1 hesaplanmalidir”.

3.4.5.2.1. Islem
“Sistem kesinligi i¢in %100’liik standart ¢dzeltisi hazirland1” ve alt1 adet ardigik
enjeksiyon verildi. Tekrarlanabilirlik i¢in Levamizol HCl/Triklabendazol igeren oral
stispansiyon numunesi 6 farkli numune ¢ozeltisi seklinde hazirlandi, her bir numune
¢ozeltisinden ikiser enjeksiyon verildi ve ortalamalari alindi. Sonuglar Boliim 4.2.5° de

verildi.

3.4.6. Laboratuvar i¢i Kesinlik
“Iki farkli ¢calisma sonucundaki ortalamalar arasindaki” sonug farki %2,0 den

kii¢iik olmalidir.

3.4.6.1. lislem
Ayni laboratuvar igerisinde farkli kolon, farkli cihaz ve farkli bir analist
tarafindan farkli bir giinde miktar tayini analizi yapildi. Sonuglar Bolim 4.2.6’da

verildi.

3.4.7. Saglamhk
Yontem parametrelerinin kiiciik degisiklikleri sonucunda “sistem uygunluk

parametlerine etkisi incelenmistir”. Standart ¢6zeltisi 6 kez, numune ¢ozeltisi 2 kez
enjekte edildi ve metodun degisiklikler karsisinda dayanikliligi incelendi. Sonuglar

Boliim 4.2.7” de verildi.

3.4.71. islem
Mobil faz akis hizi degisimi
Mobil fazmn akis hiz1 1,3 mL ve 1,7 ml’dk ya ayarlandi.

Kolon sicakhg: degisimi

Kolon firmni sicakligi 23 °C ve 27°C’ye ayarlandu.
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Kolon degisimi

Ayn1 marka kolonun farkli lot numarasi ile ¢alisildi. Sonuglar ara kesinlik sonuglarindan

alindi.

Mobil fazin tampon organik oram degisimi

Mobil faz oran1 Tampon: Asetonitril (52:48) iken (47:53) ve (57:43) yapilarak ¢alisildi.

3.4.8. Cozelti Stabilitesi
Standart ve numune ¢6zeltisinin Levamizol HCI ve Triklabendazol alanlarindaki

degisim baslangi¢ alanlarina gore %2.0 den az olmalidir.

3.4.8.1. Islem
%100 konsantrasyondaki standart ve numune ¢ozeltisi 5 °C’de 48 saat boyunca
araliklarla enjekte edildi. Baslangi¢ alan1 %100 kabul edilerek, alan degisimi % olarak
hesaplandi. Sonuglar Boliim 4.2.8 de verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Levamizol HCI ve Triklabendazoliin Yan Yana Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi ile Analiz Sonuclar

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Yapilan denemeler sonucunda en iyi sonuglar 150 mm uzunlugunda, 4,6 mm i¢
capmnda, 5 pm partikiil capli Phenomenex Gemini C18 kolonda, 0.05 M Fosfat
Tamponu pH 8,0— asetonitril(52:48) mobil fazinda, 247 nm dalga boyu kullanilarak elde
edilmistir. Bu kromatografik sistemde alikonma zamanlar1 Levamizol HCI i¢in 2,4,

Triklabendazol igin 11,2 dakikadir (Sekil 4-1).

uv
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50000 i
x s
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25000~
| ‘
U l id “ ‘.'_ — ———— ~ N — A
—— B s ) M o I">IPDA Multi |
0.0 2.5 5.0 1.5 10.0 12.5 15.0

min
I PDA Multi 1 /247nm 4nm

Sekil 4-1: 75 pg/mL levamizol HCI ve 120 pg/mL triklabendazole ait 6rnek
kromatogram
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4.2. Yontem Validasyonu
4.2.1. Secicilik
Calismaya ait sonuclar sekil 4-2, sekil 4-3, sekil 4-4, sekil 4-5, sekil 4-6, sekil 4-
7, sekil 4-8 ve sekil 4-9°da verilmistir. Coziicli ve plasebo enjeksiyonlarinda Levamizol
HCI ve Triklabendazol piklerinin ¢iktigi dakikalarda herhangi bir pik olmadigi ve
analize girisim yapmadig1 goriildii.

Chromatogram
" BLANK @C:\LabSolutions\Data\levamisole hcl+triklabendazoNSECICILIK\BLANK seicilik 2.lcd
3 ¥

500000

250000

0 — |
P e , . I"*~1PDA Maulti |

0.0 25 50 15 10.0 125 15.0
min

1 PDA Multi 1 /247nm 4nm

Sekil 4-2: Coziicii enjeksiyonuna ait kromatogram

Chromatogram

2 PLASEBO @C:\LabSolutions\Data\levamisole hcl+triklabendazol\SECICILIK\PLASEBO secicilik_3.led
. & =

|
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Sekil 4-3: Oral siispansiyon yardimc1 maddeleri karisiminin (plasebo)
enjeksiyonuna ait kromatogram

Al vraU gl a

LEVAMISOLE HC STD @C:\...\Data\levamisole hel+triklabendazo\SECICILIK\LEVAMISOLE HC STD_segicilik_6.lcd
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Sekil 4-4: Levamizol HCI standardi enjeksiyonuna ait kromatogram

TRIKLABENDAZOL STD @C:\...\Data\levamisole hel+triklabendazoNSECICILIK\TRIKLABENDAZOL STD_segicilik_7.lcd
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Sekil 4-5: Triklabendazol standardi enjeksiyonuna ait kromatogram
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Sekil 4-6: Standart ¢ozeltisine ait 6rnek kromatogram

NUMUNE @C:\LabSolutions\Data\levamisole hel+triklabendazoN\SECICILIK\NUMUNE_segicilik_5.lcd
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Sekil 4-7: Numune ¢ozeltisine ait 6rnek kromatogram
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Retention Time 12372
Compound Name : LEVAMIZOL HCL

1 A T

'l["ll]lll' vvrvl'!’v*v' 1|lllllllll|11111

2 "O 2.25 2.30 235 ‘4 2.45 2,55 2,60 2.65
' min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.999999
Minimum peak purity index : 0
Sekil 4-8: Levamizol HCI’e ait pik saflig1 spektrumu
Retention Time  : 11,156
Compound Name : TRIKLABENDAZOL
: [
- \\ J -
0.0~y —_— — g
10.75 11.00 11.25 11.50
: min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold : 0.999999

Minimum peak purity index :0

Sekil 4-9: Triklabendazol’e ait pik safligi spektrumu

4.2.2. Dogrusalhk

Levamizol HCI i¢in 60-90 pg/mL, Triklabendazol igin 96-144 pg/mL
konsantrasyon araliginda 5 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler ile Boliim 3.4.2.°
de anlatildig1 gibi ¢alisildi. Her farkli konsantrasyon enjeksiyonuna karsi elde edilen
kromatogramlardaki pik alani sonuglar1 ile belirtilen konsantrasyon degerleri arasinda
cizilen dogrusallik grafigi Levamizol HCI i¢in Sekil 4-10’da ve Triklabendazol igin
Sekil 4-11°de verilmistir.
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900000.0
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Concenfration, mg/ml

Sekil 4-10: Levamizol HCI’in 60-90 ng/mL konsantrasyon arah@inda hazirlanan

olcii egrisi

Triklabendazol
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Concentration, mg/ml

Sekil 4-11: Triklabendazoliin 96-144 pg/mL konsantrasyon arahginda hazirlanan

olcii egrisi



Tablo 4-1 ve Tablo 4-2de
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dogrusallik ¢alismasinda kullanilan farkl

konsantrasyondaki standartlarin pik alanlari, korelasyon katsayisi, RSS degeri, egim ve

kesim noktas1 degerleri, Sekil 4-10 ve 4-11°de ise kalibrasyon grafigi ve dogru

denkleminden (y=mxzn) elde edilen degiskenler ve korelasyon katsayisi karesi (R?)

verilmistir. Dogrusallik ¢alismalarindan elde edilmis %80 seviyesindeki 60 ug/mL

Levamizol HCI ile 96 pg/mL Triklabendazol ve %120 seviyesindeki 90 ug/mL

Levamizol HCI ile 144 ug/mL Triklabendazol standartlarina ait kromatogram 6rnekleri

Sekil 4-12 ve 4-13°de verilmistir.

Tablo 4-1: Levamizol HCI i¢cin 60-90 ng/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan
olcii egrisine ait pik alan1 degerleri ve istatistik verileri

Tablo 4-2: Triklabendazol i¢in 96-144 pg/mL Kkonsantrasyon arahginda

% Seviye Konsantrasyon, Pik Alam HA%s::)prlggr?: Farklarin Karesi
pug /mL (Y2) (Y1-Y2)2
80% 61,78000 559377 558468 826281
90% 69,50250 626736 628676 3763600
100% 77,22500 699106 698884 49284
110% 84,94750 770832 769092 3027600
120% 92,67000 838368 839299 866761
Corr.coefficient: 0,9999 RSS 8533526

Slope 9091330,5277

Intercept -3194,2000

hazirlanan 6lcii egrisine ait pik alam degerleri ve istatistik veriler

% Seviye Konsantrasyon, Pik Alam HAebs;prlsgr?sn Farklarin Karesi
pg /mL (Y2) (Y1-Y2)2
80% 96,53728 2225467 2221630 14722569
90% 108,60444 2496619 2503364 45495025
100% 120,67160 2782129 2785097 8809024
110% 132,73876 3077652 3066831 117094041
120% 144,80592 3343619 3348565 24462916
Corr.coefficient: 0,9999 RSS 210583575

Slope 23347142,1610

Intercept -32239,8000
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Chromutogram
%801 @C:\...\Data\levamisole helttriklabendazoNDOGRULUK-DOGRUSALLIK-COZELTI STB\%80-1_dogrusallik_36.lcd
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<Results>

Peak Table @C:A.. \Data\levamisole hel+triklabendazolDOGRULUK-DOGRUSALLIK-COZELTI STB\%80-1_dogrusallik_36.lcd
PDA Chl 247nm 4nm

Peaki Name  [Ret Time|  Aren | Arca% |Tailing Factor| Resolution [Theoretical Plated| Cone, |

I levamizolhel | 237 | 859180 | 20 | 120 | 00 | 4222 | 000 |
|2 iklabenduzol | 1116 | 2226098 | 799 | 098 | 273 | 8005 | 000 |
Total | | 2785277 100.0 ‘ |

Sekil 4-12: %80 seviyesindeki 60 ug/mL Levamizol HCI ile 96 ng/mL
Triklabendazol standartlarina ait kromatogram

Chromatogram
%120-1 @C:\...\Data\levamisole hcl+triklabendazo\DOGRULUK-DOGRUSALLIK-COZELTI STB\%120-1_dogrusallik_52.led
Y
u % é S Nse— LI,
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100000~ g |
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' ‘ [ |
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0 —l e - : ij e} : - 1PDA Multi |
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PeakTable @C:\..\Data\levamisole hel+triklabendazoNDOGRULUK-DOGRUSALLIK-COZELTI STB\%120-1_dogrusallik_52.led
PDA Chl 247nm 4nm

(Peaktt . Name  |Rel.Time| Area | Arca% |Tailing Factor Resolution [Theoretical Plate#i Conc. |
1 levamizolhel | 237 | 839029 | 200 | 120 00 | 4193 | 000 |
|2 triklabendazol | 11.17 | 3348942 | 800 | 098 | 270 | 7911 | 0.00 |
Total [ | 4187971 | 1000 [

Sekil 4-13: %120 seviyesindeki 90 pg/mL Levamizol HCl ile 144 pg/mL
Triklabendazol standartlarina ait kromatogram



4.2.3. “Tayin smir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Simin1 (LOD)”
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Boliim 3.4.3°de verilen denklemlere gore hesaplanan LOD degerleri Levamizol
HCl igin 1,6 ng/mL ve Triklabendazol igin 17 ng/mL, LOQ degerleri Levamizol HCI

icin 4,7 ng/mL ve Triklabendazol i¢in 53 ng/mL olarak bulunmustur.

4.2.4. Dogruluk

Hesaplanan geri kazanim sonuglari tablo 4-3 ve tablo 4-4’ de verilmistir.

Tablo 4-3: Levamizol HCl i¢in dogruluk (geri kazanim) sonuclar

Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon | Konsantrasyon | Geri Kazamm | Ortalama
ng/mL pg/mL (%) (%)
61.800 61,306 99,2
%680 61,820 61,202 99,0 99 1
61,740 61,246 99,2
77,250 76,400 98,9
Vo100 77,275 76,193 98,6 98,8
77,175 76,249 98,8
92,700 91,495 98,7
%120 92,730 91,525 98,7 98,7
92,610 91,499 98,8
Ortalama 98,9
SD 0,21
% RSD 0,21




Tablo 4-4: Triklabendazol i¢in dogruluk (geri kazanim) sonuglari
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Teorik Deneysel
Seviye Konsantrasyon | Konsantrasyon | Geri Kazamm | Ortalama
ng/mL pg/mL (%) (%)
97120 96,343 99,2
680 96,960 96,184 99,2 99 1
97,220 96,151 98,9
121,400 120,550 99,3
%100 121,200 120,109 99,1 99,1
121,525 120,188 98,9
145,680 143,786 98,7
%120 145,440 143,986 99,0 98,8
145,830 143,934 98,7
Ortalama 99,0
SD 0,17
% RSD 0,17

SD: Standart sapma RSD: Relatif standart sapma
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4.2.5. Kesinlik
4251  Sistem Kesinligi

“Ardigik alt1 standart enjeksiyonu sonuglar1” Tablo 4-5’de verilmistir.

Tablo 4-5: Sistem Kesinligi Sonuclari

Enjeksiyon Sayisi Alan, AU Alan, AU
Levamizol HCI Triklabendazol
1 737054 2896661
2 735974 2896197
3 734864 2891953
4 734958 2890757
5 736859 2900740
6 736843 2902915
Ortalama 736092 2896537
SD 988,5 4751,8
% RSD 0,13 0,16

4.25.2. Tekrarlanabilirlik

Levamizol HCIl ve Triklabendazol iceren oral siispansiyon numunesi ig¢in

tekrarlanabilirlik sonuglar1 Tablo 4-6’da verilmistir.
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Tablo 4-6: Levamizol HCI ve Triklabendazol oral siispansiyon numunesi icin
tekrarlanabilirlik sonuclan

Numune Levamizol HCI (%) Triklabendazol (%0)
1 98,8 99,8
2 100,8 99,0
3 101,3 99,4
4 100,3 98,5
5 100,7 99,0
6 100,6 98,5
Ortalama 100,4 99,0
SD 0,86 0,51
% RSD 0,85 0,51
% 95 Giiven
arahg 100,4+0,99 99,0+0,59

4.2.6. Laboratuvar ici Kesinlik

Farkli giin, farklh cihaz, farkli kolon ve farkl kisi tarafindan yapilan analizin

sonuglar1 tablo 4-7 ve tablo 4-8’de verilmistir.

Tablo 4-7: Levamizol HCI miktar tayini Laboratuvar i¢i kesinlik sonuglari

Numune Analist | (%) Analist 11 (%)

1 98,8 101,1

2 100,8 100,6

3 101,3 101,3

4 100,3 101,8

5 1007 100,7

6 100.6 100,4
Ortalama 100,4 101,0

SD 0,50

0,86
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% RSD 0.85 0,50
% 95 Giiven arallgl 100.4+0.99 101,0Z|:057
1.ve 2. Analistin 100,7
ortalamasi
Ortalamalar aras1 % 0,60

fark

Tablo 4-8: Triklabendazol miktar tayini Laboratuvar ici kesinlik sonug¢lari

Numune Analist I (%) Analist 11 (%)
1
99,8 99,8
2 99,0 99,4
3 99,4 99,7
4 98,5 100,3
5 99,0 99,6
6 98,5 99,4
Ortalama 99.0 99 7
Sb 0,51 0,30
% RSD 0,51 0,32
% 95 Gﬁven arallgl 99 Oﬂ:O 59 99 7:|:O 34
1.ve 2. Analistin 99,4
ortalamasi
Ortalamalar aras1 % 0,7

fark




4.2.7. Saglamhk

Tablo 4-9: Mobil fazin akis hiz1 degisimi sonuclar:
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Kuyruklanma faktorii Teorik Plaka Sayisi
Akis Hiza
STD NUMUNE STD NUMUNE STD NUMUNE STD NUMUNE
LvVMZzZ LvMz | TRBZL | TRBZL | LVMZ | LVMZ | TRBZL | TRBZL
1,3 mL/dk 1,18 1,18 0,98 0,98 4398 4461 8246 8182
1,5 mL/dk 1,21 1,21 0,96 0,97 4267 4225 8642 8504
1,7 mL/dk 1,21 1,21 0,99 0,99 3839 3737 7324 7284
Tablo 4-10: Kolon sicakhg degisimi sonuclar:
Kuyruklanma faktori Teorik Plaka Sayisi
Kolon
sicakhgy STD |NUMUNE| STD |NUMUNE| STD |NUMUNE | STD | NUMUNE
LVMZ LVMZ | TRBZL | TRBZL | LVMZ | LVMZ | TRBZL | TRBZL
22 °C 1,18 1,18 0,99 0,99 4085 4106 7315 7299
25 °C 1,21 1,21 0,96 0,97 4267 4225 8642 8504
28 °C 1,20 1,20 1,00 1,00 4079 4007 7886 7844




Tablo 4-11: Kolon lot numarasi degisimi sonuclari
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Kuyruklanma faktorii

Teorik Plaka Sayisi

Kolon Lot
degisimi STD NUMUNE | STD | NUMUNE| STD | NUMUNE| STD | NUMUNE
LVMZ LVMZ | TRBZL | TRBZL LVMZ LVMZ | TRBZL | TRBZL
2064 1,21 1,21 0,96 0,97 4267 4225 8642 8504
1916 1,26 1,27 1,12 1,12 4314 4292 9435 9409
Tablo 4-12: Mobil faz oram degisimi sonuclari
Kuyruklanma faktori Teorik Plaka Sayisi
Mobil faz
oram STD NUMUNE | STD |NUMUNE | STD | NUMUNE | STD | NUMUNE
LVMZ LVMZ | TRBZL | TRBZL | LVMZ LVMZ | TRBZL | TRBZL
47:53
(tampon: 1,22 1,22 1,00 1,00 3843 3937 7192 7132
ACN)
52:48
(tampon: 1,21 1,21 0,96 0,97 4267 4225 8642 8504
ACN)

Akis hizi, kolon sicakligi, kolon lot numaras: kiiciik degisiklikler sonrasinda

“sistem uygunluk parametrelerinde anlamli bir fark goriilmemistir”. Sonuglar kabul

kriterine uygundur fakat tampon orami 57 olarak degisitirildiginde kromatogramda
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piklerin ayrimi saglanmamistir. Metot tampon degisimin artirilmasina dayanikli
degildir.
4.2.8. Cozelti Stabilitesi

Standart ve numune ¢dzeltisinin otomatik numune drnekleyicisinde 5 °C’de 48
saat boyunca araliklarla enjeksiyonu sonucunda standart ve numune c¢ozeltisinin
bozulmadig1 , 48 saat boyunca stabil oldugu goriilmiistiir. Baslangi¢ enjeksiyonu %100
kabul edilip, alan degisimleri % olarak buna gore hesaplanmistir. Sonuglar tablo 4-13, ve

tablo 4-14’de verilmistir.

Tablo 4-13: Levamizol HCl icin 5 °C ¢ozelti stabilitesi sonuglari

- STANDART NUMUNE
% Alan %Degisim Alan %Degisim

0 715203 i 733664 i

4 708358 1.0 729375 0.6

8 708474 0.9 729576 0.6

15 707646 11 729363 0.6

19 705622 13 727854 0.8

23 706914 12 729394 0.6

27 704111 16 727775 0.8

31 703140 1.7 727983 0.8

35 705089 14 728490 0.7

39 702962 17 728853 0.7

43 703840 16 727816 0.8

47 703631 16 727163 0.9

48 702979 17 726345 1.0




Tablo 4-14: Triklabendazol icin 5 °C ¢ozelti stabilitesi sonuclar

Sire STANDART NUMUNE
Saat Alan %% Degisim Alan %Degisim

0 2943053 : 2945872 i

4 2914503 10 2924053 0.7

8 2913001 1.0 2923496 0.8

15 2910570 11 2918437 0.9

19 2901402 14 2915757 1.0

23 2906510 12 2924257 0.7

27 2894176 17 2917699 1.0

31 2886855 19 2917706 10

35 2894654 16 2922838 0.8

39 2886524 19 2923603 0.8

43 2888065 19 2919856 0.9

47 2887529 19 2910364 0.9

48 2887023 19 2910699 12

42
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4.3. Oral Siispansiyon numunesinde Levamizol HCI ve Triklabendazol Tayini

Sonuclarn

Gelistirilen yontem ile oral siispansiyon numunesinde miktar tayini analizi

yapilmis ve agagida tablodaki sonuglar elde edilmistir.

Tablo 4-15: 75 mg/mL Levamizol HCI ve 120 mg/mL Triklabendazol igeren oral
siispansiyonun gelistirilen yontemle elde edilen analiz sonug¢lar

Levamizol HCI (%) Triklabendazol (%)
N1
98,8 99,8
N2 100,8 99,0
n3
101,3 99,4
Na
100,3 98,5
Ns
100,7 99,0
Ne
100,6 98,5
Ortalama 100,4 99,0
SD 0,86 0,51
RSD (%) 0,85 0,51
Giiven 100,4+0,99 99,0+0,59
smirlari

SD: Standart sapma RSD: Relatif standart sapma
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5. TARTISMA

Bu Yiksek Lisans tezine konu olan iki etkin maddeden Levamizol,
imidazotiyazol grubu, Triklabendazol ise benzimidazol grubu antihelmintik

ilaglardandir.

Levamizol rasemik bir karigim olan tetramizoliin biyolojik yonden aktif I-
isomeridir. Terapotik etkiye sahip l-isomerin tek basma kullanilmasiyla dekstro
isomerden kaynaklanan toksik etkiler azalmig ve giiven araligi genislemistir. Tetramizol
piyasaya ¢ikarildiktan sonra, igerdigi iki izomer iizerinde ¢alismalar yapilmis ve testler
sonucunda antihelmintik etkinliginin tamamen L-izomerden geldigi goriilmiistiir. Buna
ek olarak, tetramizol dozunun yarisinda, L-izomeri kullanilmis ve ayni antihelmintik
etki saglanmistir. Bu etki sayesinde, L-izomer daha diisik dozda ila¢ kullanip,
toksisiteden kagmmak icin iyi bir segenek olmustur. Ilacin giivenlik esigininde yiiksek
oldugu gorilmiistiir [30,31]. Esit miktardaki tetramizol ve levamizol yaklasik olarak
ayni toksisiteye sahiptir. Levamizol, yukarida belirtilen avantajlar sayesinde 1970’li
yillardan itibaren antihelmintik ilag sinifinda tiim diinyada tetramizoliin yerini almaya
baslamustir [32,33]. Bugiin veteriner ilag sektoriinde, birgok alanda antihelmintik tedavi
spektrumuna sahip olmasi sayesinde, bir¢ok hayvan tiirlerinde, solunum ve sindirim
sistemindeki nematodlar iizerinde etki gostermesi sebebiyle ve hem oral hem paranteral
yollardan uygulanabilmesi sayesinde en fazla tercih edilen antihelmentik ilaglardan
biridir [34].

Triklabendazol ise veteriner ilaglar1 arasinda benzimidazol tiirevinde bir
antihelmintik ila¢ olarak, fascioliasis tiirlerinin tedavisi amaciyla kullanilir. Bu
antihelmentik etken madde, yeni nesil bir benzimidazoldiir ve koyunlardaki
enfeksiyonun sebebi olan Fasciola hepatica’nin hem olgun evresinde hem erginlesme
dénemi 6ncesi evresinde oldukga etkilidir [35]. Son zamanlarda fascioliasis tedavisinde
oldukca sik kullanilmaktadir. insan ve hayvanlarda, trematod [35], parazitik nematodlar

[36,37], cestodlar [38], giardia gibi ptotozoonlar: tedavisinde kullanilmaktadir [39].

Levamizol HCIl ve Triklabendazoliin yukarida bahsedilen helmintlere karsi
yanyana kullanimi ile daha etkili sonuglar alinmakta ve bu amagla gelistirilmisg
siispansiyon seklinde ticari preparatlar1 bulunmaktadir. Bu iki etkin maddenin

farmasotik preparatlardaki analizleri incelendiginde yanyana tayinleri ig¢in sadece bir
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spektrofotometrik yonteme rastlanmistir [4]. Bu g¢alismada, temel bilesen regresyonu
(PCR) ve kismi kiigiik kareler (PLS) kemometrik yontemleri kullanilarak, spektrumlarin
ortiismesi durumunda dahi, 6n ayrma olmadan tabletlerde her iki etkenin kantitatif
analizi yapilmistir. Hem PCR, hem PLS igin, 25 farkli lineer konsantrasyonda her iki
etkenin karisimi simetrik olarak hazirlanip, bu konsantrasyon dizisinin absorbans
degerleri 225-322.3 nm dalga boyu araliginda, AL = 0.1 nm ile ayarlanan spektral
bolgede olclilmiistiir. Elde edilen absorbans verileri islenerek PCR ve PLS algoritmalar1
elde edilmistir. PCR ve PLS metotlarinin validasyonlari, bagimsiz sentetik karisimlar ve
standart ekleme teknigi ile gerceklestirilmistir. Bu yontemin uygulanabilirligi, ticari
tablet numunelerine uygulanarak ¢alisma tamamlanmustir.

Bu yontem diger kemometrik yontemlerde de oldugu gibi basit bir cihaz gereksinimi
olmasmna ragmen karmasik hesaplamalar iceren ve Ozel uzmanlik gerektiren bir
yontemdir [4]. Buna karsihlk HPLC yOntemleri rutin laboratuvarlarda en yaygin
kullanilan enstriimental teknik olmas1 ve mevcut molekiillerin yaklasik %80 ‘nine cevap
verebilmesi bakimindan en ¢ok tercih edilen yontemlerdir.

Bu iki etkin maddenin farmasotik preparatlarda “HPLC yontemi ile analizine
rastlanmamis olmas1” nedeniyle bu yiiksek lisans tezi kapsaminda Levamizol HCI ve
Triklabendazoliin “yanyana oral slispansiyonlardaki analizi i¢in yeni bir HPLC yontemi
gelistirilmistir™.

“Bu HPLC yonteminin gelistirilmesi asamasinda” ilk olarak optimum kromatografik
kosullar belirlenmistir. “Yapilan denemeler sonucunda kromotografik olarak™ en iyi
ayrilmanin 15 ¢cm uzunlugunda, 4,6 mm i¢ ¢apinda, 5 um partikiil ¢apli Phenomenex
Gemini C18 kolon ile hareketli faz olarak 0,05 M fosfat tamponu (pH: 8): asetonitril-
(52:48, h/h) karisimu ile 25°C de, 1.5 mL/dak akis hizinda elde edildigi goriilmiistiir.
Caligmada maddeler UV dedeksiyon ile, 247 nm dalgaboyunda calisilarak takip
edilmistir. Alikonma zamanlar1 Levamizol HCI i¢in 2,4, triklabendazol i¢in ise 11,2
dakika olarak bulunmustur.

“Gelistirilen yontemin validasyonu belirtilen ¢alisma kosullarinda ve parametrelerde
yapilmig” ve dogrusal aralik, Levamizol HCI i¢in 60-90 ng/mL, Triklabendazol igin 96-
144 pg /mL konsantrasyon araliginda elde edilmistir. Levamizol HCI i¢in R?:0,9998,
Triklabendazol igin ise R?:0,9997 olarak hersaplanmistir. LOD ve LOQ degerleri
Sinyal/Giiriiltii yontemi ile hesaplanmis ve LOD degerleri Levamziol HCI igin 1,6
ng/mL ve Triklabendazol igin 17 ng/mL, LOQ degerleri Levamizol HCI igin 4,7 ng/mL
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ve Triklabendazol i¢in 53 ng/mL olarak bulunmustur. “Gelistirilen yOontemin
tekrarlanabilirligi i¢in ayni1 konsantrasyonda alt1 farkli numune hazirlanmis” ve
Levamizol HCI miktar tayini sonuglarnda RSD degeri %0,85, Triklabendazol
sonuglarinda ise RSD degeri %0,51 olarak elde edilmistir. Laboratuvar igi kesinlik
calismalarinda ise iki ¢alisma arasinda ortalama sonug farklar1 Levamizol HCI igin %
0,60, Triklabendazol igin ise %0,70 olarak bulunmustur. Yontemin dogrulugunun tespiti
icin, plasebo iizerine ii¢ farkli konsantrasyonda etken madde ckleyerek geri kazanim
caligmasi yapilmig ve geri kazanim degerleri Levamizol HCI i¢in % 98,6-99,2 ve
triklabendazol i¢in % 98,7-99,3 araliginda bulunmustur. Stabilite c¢aligmalarinin
sonucunda ise etken maddelerin ¢ozeltisinin 5 °C ‘de 48 saat boyunca c¢ozelti
stabilitesini korudugu gézlemlenmistir.

Gelistirilen ve valide edilen yontem veteriner ilag maddelerinin oral siispansiyon
numunelerindeki analizlerine basariyla uygulanmis ve ardarda alt1 standart
enjeksiyonun %RSD sonuglar1 Levamizol HCl i¢in %0,13 , Triklabendazol i¢in %0,16,
ayn1 konsantrasyonda alt1 farkli numune sonuclar1 ortalamasi ise Levamizol HCI i¢in %
100,4 ve Triklabendazol i¢in %99,0 olarak elde edilmistir. Bu verilere dayanarak
Levamizol HCI ve Triklabendazol i¢in bagil ortalama hata sirasi ile %0,4 ve %1 dir.

Ozet olarak yapilan bu ¢alismanm oral siispansiyon numunesinde Levamizol HCI
ve Triklabendazoliin yan yana analizi i¢in uygulanmasi kolay, UV dedeksiyona
dayanan, segici, tekrarlanabilirligi olan, kesin ve giivenilir bir yontem oldugu
goriilmiistiir. Ayrica gelistirilen yontem, hazirlik asamasinin kolayligi ve analiz
stiresinin kisalig1 sayesinde zamandan tasarruf gibi avantajlara da sahiptir.

Gelistirilen ve validasyonu yapilmis olan bu yontem ile bu iki ilag etken maddesi
farmasotik preperatlardan yan yana hizl, hassas, giivenilir ve dogru olarak rahatlikla

tayin edilebilir.
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