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1. OZET

Betahistin, vestibiiler hastaliklarin semptomatik tedavisinde ¢ok yaygin olarak
kullanilan bir etkin maddedir. Vertebrobaziler arteriyel sistemde kan akisini artirir, i¢
kulakta, koklear ve vestibiiler sistemlerde mikrodolasimi diizenler ve yash hastalarda

zihinsel fonksiyonlar1 6nemli 6l¢iide gelistirir.

Meéniere hastalig1 gibi periferal dolasim bozukluklarinin eslik ettigi hastaliklarda,
bas donmesi ve kulak ¢inlamasi gibi durumlarin sikligimi azaltmada betahistin

kullanilmaktadir.

llacin yar1 6mrii kisadir ve hizli eliminasyona bagli olarak giinde ii¢ defa
alinmasi gerekir. Peptik tilser dykiisli olan hastalarda ilacin kontrendike olmasi, sik

alma zorlugu gibi nedenler oral yol disinda baska bir yol arayigin1 gerektirmektedir.

Bu c¢alismada betahistinin matriks tipi transdermal sistem formiilasyonlari
hazirlanmistir. ilacin kontrollii salim sistemi seklinde verilmesi ile doz araligi
genisleyeceginden hasta uyuncu artacaktir. Verilecek olan etkin madde miktarinin
azalmasiyla birlikte yan etkiler de azalacak, fazla ila¢ yiiklenmesi Onlenecektir.
Ayrica, hasta istedigi zaman ya da beklenmeyen bir etki goriildiiglinde sistemi

kolaylikla deriden uzaklastirabilecektir.

Formiilasyonlarin  hazirlanmasinda  kontrollii  ilag salim  sistemlerinin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan Eudragit RL 100 ve Eudragit RS 100
polimerleri kullanilmistir. Bu iki polimerin farkli oranda karisimlar1 kullanilarak
formiilasyonlar hazirlanmis ve uygun esneklik kazandiracak plastifiyan secilerek

orani optimize edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlardan betahistinin salim hiz1 tayini ve insan derisinden
ex Vivo penetrasyon degerlendirmeleri yapilmigtir. Calismanin bir sonraki asamasi
ise Wistar sicanlar ile yapilan in vivo caligmalardir. ilacin kan konsantrasyonlart
degerlendirilmis ve transdermal formiilasyonlar ile ilacin en az 12 saat boyunca

kanda izlenebildigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Betahistin, Eudragit, transdermal terapotik sistem, HPLC

analiz yontemi, insan derisi, Franz hiicresi, sigan, in vivo perkiitan absorpsiyon.



2. SUMMARY

Preparation and In vitro- In vivo Evaluation of Different Transdermal
Formulations of Betahistin Dihydrochloride

Betahisine is very extensively used in the symptomatic treatment of vestibular
disorders. It increases blood flow in the vertebrobasilar arterial system, improves
microcirculation of the internal auditory, cochlear and vestibular systems and

significantly improves mental function in elderly patients.

Betahistin has been used in the treatment of diseases accompanied by impaired
peripheral circulation, e.g. Méniére’s syndrome, to reduce the frequency of episodes

of vertigo and tinnitus.

The drug has a short half-life and should be taken three times daily due to the
rapid elimination. Because of the contraindication in patients with peptic ulcer
history and the difficulty of frequently dosing requires administration ways other

than the oral route.

In the study, matrix transdermal system formulations of betahistine were
prepared. When the drug is given as controlled release system, dosing time interval
will be extended, so the patient compliance will be improved. As the dose amount
given to the patient is reduced, adverse effects will be seen less and high amount
dose loading will be prevented. Besides, the patient can remove the patch easily in

case of an adverse effect or whenever he wants.

To prepare the formulations, Eudragit RL 100 and Eudragit RS 100 polymers
were preferred which are widely used in controlled release dosage forms.
Formulations were prepared using different ratios of these two polymers and a

suitable plasticizer and its ratios were optimized.

Drug release tests and then, ex-vivo penetration studies from excised human skin
were evaluated. The next step of the study is the in-vivo studies which was carried
out with Wistar rats. The blood concentrations of the drug were evaluated and as a
conclusion, betahistine could be seen at least 12 hours in the blood with transdermal

formulations.



Key Words: Betahistine, Eudragit, transdermal therapeutic system, HPLC assay

method, human skin, Franz diffusion cell, rat, in vivo percutaneous absorption.



3. GIRIS VE AMAC

Calismada betahistinin matriks tipi transdermal sistem formiilasyonlari
hazirlanmas1 hedeflenmistir. Betahistin Ménicre hastaliginin tedavisinde ve sebebi
bilinmeyen vertigo semptomlarinda ilk tercih edilen ilagtir ve tedavi icin oral yolla

giinde 3 kez kullanilmaktadir.

Peptik iilser oykiisii olan hastalarda kontrendike olmasi, genellikle ileri yaslarda
kullanilmas1 ve giinde ii¢ kez kullanim gerekliligi oral yoldan kullanim disinda bir
uygulama yolu arayisini getirmistir. Calismada betahistinin transdermal yol ile
kullaniminin saglanmasi amaglanmaktadir. Bu sekilde dozlama araligi uzayacak, yan
etkiler azalacak ve ilacin kan konsantrasyonu inis ¢ikislart engellenerek daha etkin

bir tedavi saglanabilecektir.

Ayrica hastanin istedigi zaman bu dozaj formunu viicudundan uzaklastirabilir
olmasi bu yolun baska bir avantajidir. Betahistin siv1 bir etkin madde olmasi, diisiik
molekiil agirhigi (136), yarilanma omriiniin kisa olmasi (3-5 saat) ve glinliik terapdtik

dozunun da diigiik olmasi (24- 48 mg) ile transdermal uygulama i¢in iyi bir adaydir.

Caligma; formiilasyon optimizasyonu, in vitro ¢éziinme hizi tayini, ex vivo insan
derisinden penetrasyon ve in vivo sigan derisinden perkutan penetrasyon olmak iizere
dort asamadir. Oncelikle uygun esneklik ve goriiniimde betahistin igeren transdermal
yamalarin hazirlanmasi ve secilen yardimer maddeler ile fiziksel gecimsizlik olup

olmadiginin DSC calismalari ile saptanmasi amaglanmistir.

Uygun bulunan formiilasyonlarin in vitro salim hizi testlerinin yapilmasi, in vitro
ilag salimi uygun bulunan formiilasyonlar ile ex Vivo ¢alisma yapilmasi
hedeflenmistir. Bu amacla plastik cerrahi ameliyatlar1 sonrasinda artan atik insan
derisinden etkin maddenin gecis Ozellikleri Franz diflizyon hiicresi kullanilarak

degerlendirilmistir.

Sonraki asama ise siganlarda in vivo penetrasyon ¢alismasidir. Bu kapsamda ise
250-300 g agirliginda Wistar siganlarin karin kisimlari tras edilerek betahistin igeren
bu transdermal yamalar deri ile tam temas edilecek sekilde yapistiriimistir.
Transdermal yama formiilasyonlarin hayvanlarin derisinde en az 24 saat siire

boyunca kalmasi ve belirli zaman araliklarinda kan alinmasi hedeflenmistir.



Kan alma sikligr ilacin kanda goriilme durumuna goére optimize edilmis,
absorbsiyon, maksimum plazma konsantrasyonu ve eliminasyon asamalarinin
izlenmesi hedeflenmistir. Kan almak i¢in anestezi altindaki si¢anlarin iliyak arterine

kaniil takilmis ve sicanin aligmasi saglandiktan sonra ¢alismaya baslanmistir.

Calismanin sonunda intravendz ve transdermal olarak uygulanan betahistinin

kan konsantrasyonlari kiyaslanmis ve degerlendirilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Deri ve Yapis1t Hakkinda Genel Bilgiler

Insan derisi, yaklasik 1,8 m?’lik yiizey alani ile en biiyiik organdir. Viicut
agirhiginin %10°dan fazlasini olusturan deri, ¢evre ile stirekli etkilesim halindedir.
Derinin kalinligr viicudun degisik bolgelerine gore farklilik gostermekle birlikte
genel olarak 0,5-3 mm arasindadir. Deri yiizeyi ise derinin pH’sinin 5,2-5,6 arasinda

olmasini saglayan asit manto bir tabakayla kaplidir (1-5).

4.1.1. Derinin gorevleri

1. Dayanikli, esnek ve kendini yenileyen bir bariyer olusturarak, viicudu

biyolojik, fiziksel ve kimyasal dis etkenlere kars1 korur.

2. Viicut sicakliginin kontroliinde (terleme ve arteriydvendz regiilasyon ile)

gorev alir.

3. Metabolizma sonucu ortaya ¢ikan toksinleri terleme araciligiyla uzaklastirdig
gibi, viicudun diginda olusturdugu bariyerle temel maddelerin ve viicut
stvilarinin da kaybini engeller.

Dokunma, basing, agr1 gibi duyularin algilanmasinda rol alir.

Immiin sisteme yardimc1 olur ve viicudu antijenik uyarilardan korur.

Kutandz metabolizma ile yabanci maddelerin uzaklagtirilmasinda gorev alir.

Karbonhidrat, yag, su vb. maddeler i¢in depolama gorevi yapar.

© N o o &

Yara iyilesmesinde (sitokin salimi ile), D vitamini sentezinde ve statik

elektrigin bosaltilmasinda rol alir (5-8).

4.1.2. Derinin yapisi
Sekil 4.1°de goriildiigii gibi deri distan ice dogru baslica 3 tabakadan olusur (9)

1. Epidermis
2. Dermis

3. Hipodermis



Stratum corneum
Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratum basale

. Erektor pili kast
Dermis —

Ter bez

Hipodermis

Kil :
koka Ki Motor siniri

folikaln Duvu siniri

Sekil 4.1 Derinin yapist (.http://encyclopedia.lubopitko-bg.com/structureofskin.html
Erigim tarihi: 23.06.2013

4.1.2.1.Epidermis

Derinin en dis katmanini olusturan epidermis yaklasik 100-150 pm kalinliginda,
stirekli olarak yenilenen, ¢ok katmanli ve keratinize epitel yapida bir tabakadir.
Agrinin algilanabilmesi igin bazi sinir sonlanmalari igerir. Kan damar: icermeyen
epidermisin beslenmesi, dermis tabakasinda bulunan damarlardan difiizyon yoluyla
olur (6, 7, 10,11).

Epidermis distan i¢ce dogru 5 alt tabakadan olusur (Sekil 4.2)(2):

1. Stratum corneum (Boynuzsu tabaka)

2. Stratum lucidum (Lusidum tabakasi)

3. Stratum granulosum (Graniiler tabaka)

4. Stratum spinosum (Malpigi tabakasi, Prinkle tabakasi)
5. Stratum basale (Stratum germinativum, Bazal tabaka)


http://encyclopedia.lubopitko-bg.com/structureofskin.html

Stratum comneum —— = vf> Olii keratinositler
Stratum lucidum = p—
Stratum granulosum Lamellar graniiller

Keratinosit

Merkel hiicrest

Duyusal sinir

Melanosit

Stratum basale —— Dermis

Sekil 4.2. Epidermisin tabakalar1
http://kreativestudios.com/Tooltip/05Intequment/02epidermis.html

Erigim tarihi:23.06.2013)

Stratum corneum, epidermisin en dis tabakasidir. Olii epidermis olarak da
adlandirilan bu tabaka, su ve diger maddelerin deriden gegisinde en dnemli bariyeri
olusturur. Stratum corneum yaklagik 10-20 um kalinliginda, 6lii, yassi, ¢ekirdeksiz
ve protein (keratin) bakimindan zengin korneosit hiicrelerinden olusur. Keratin
iceren Kkeratinositler, yukari dogru c¢iktikga, degisip yassilasarak, korneositlere
doniigiir. Derinin yikanmasi ve keselenmesiyle uzaklastirilan 6lii tabakadaki bu
hiicreler (korneositler) bazal tabaka tarafindan tekrar olusturulur. Sonug olarak,
epidermisin tamamu yaklasik olarak 21 giinde yenilenir. Keratinositlerin aralarinda
yag asitleri, kolesterol ve seramitlerden olusan hiicrelerarasi lipitler bulunmaktadir

(2,10,12,13).

Stratum lucidum, hiicreleri sadece avug igi ve ayak tabani gibi derinin ¢ok kalin
oldugu bolgelerde goriilebilen ve penetrasyona en az stratum corneum kadar engel
teskil eden bir tabakadir. (6, 14).


http://kreativestudios.com/Tooltip/05Integument/02epidermis.html

Stratum granulosum, canli epidermisin en dis siniridir ve keratinizasyonun ilk
bulgularin1 gosterir. Hidrofilik maddelerin difiizyonu i¢in 6nemli bir bariyer degildir.
Ancak stratum corneum zedelenirse diflizyonu sinirlayan bariyer haline gelebilir
(6,10).

Stratum spinosum, bazal tabakanin ilizerinde yer alan ve oldukg¢a yuvarlak
hiicrelerden olusan bir tabakadir. Hiicreler ¢ekirdek ve organelleri icerir, fakat
keratin orani bazal hiicrelere gore daha fazladir. Ayrica ¢ok sayida desmozom
(komsu hiicrelerle baglantiyr saglayan interseliiler koprii) igerir. Viicudun immiin

cevabinda rol oynayan ve antijen olusturma yetenegine sahip Langerhans hiicreleri

de bu tabakada yer alir (6,10,13,14).

Stratum basale, epidermisin en altinda yer alan tabakadir. Diger tabakalara gore
daha hizli boliinen ¢ogalabilen hiicreleri igerir ve bu bitisik hiicreler deri yiizeyine
dogru ilerleyerek farklilagir ve diger tabakalar1 olusturacak sekilde yer degistirir. Bu
tabaka keratinositler, melanositler ve sinir sistemi ile baglantili Merkel hiicreleri
igerir. Hiicreler birbirlerine desmozomlarla, dermise ise hemidesmozom denilen

baglant1 birimleri ile baglanirlar. (6,13).

4.1.2.2. Dermis

Epidermis ve deri alt1 yag dokusu arasinda bulunur ve 3-5 mm kalinliginda bir
tabakadir. Dermis, {i¢ boyutlu matriks yapida fibréz proteinlerin (kolajen, elastin,
retikiilin) amorf ve jel yapida bir ara madde (glikozaminoglikan) i¢ine yerlestigi
esnek, viskoelastik bir olusumdur. Sinirler, kan damarlar1 ve lenf kanallar1 bu
tabakada yer alir. Dermis genis kan damari ag ile, oksijen ve besinlerin epidermis
tabakasina difiizyonunda, toksinlerin uzaklastirilmasinda, kan basinci ve viicut

sicakliginin diizenlenmesinde ve savunma sisteminin harekete gecmesinde gorev alir

(1,2,15).

Dermiste; pilosebase bezler (sa¢ folikiilleri ve yag bezleri), ekrin bezler
(terlemeden sorumlu) ve apokrin bezler olmak iizere 3 ¢esit bez vardir. Bu yapilarin

her biri deride potansiyel bir agiklik, yan gegit olusturur ve bu da etkin maddelerin



gecisleri i¢in bir paralel yol olusturur. Ayrica dermiste, sirasiyla dokunma ve basing
duyularmi ileten Meissner ve Pacini cisimcikleri gibi 6zellesmis hiicreler de yer
almaktadir (6,14).

4.1.2.3. Hipodermis

Dermisin hemen altinda yer alan bu doku, biiyilk miktarlarda yag iireten ve
depolayan hiicrelerden olusur. Deriye fiziksel destek saglar, kolajenler yoluyla
esneklik verir ve 1s1 yalittmini saglar. Bu tabakada biiylik sinir aglari, ter bezleri,
arterler, venler ve lenfler yer alir. Yiiksek enerjili kimyasallarin sentezi ve

depolanmasinda da gorev alir (1,2,6).

4.2. Deriden Gegisle ilgili Genel Bilgiler

Perkiitan ilag¢ verilisi, bir dis kaynaktaki ilacin, Stratum corneumdan gecerek
canli epidermis igine penetre olmasi ve bunu takiben kilcal kan damarlar1 ve lenf

sistemi ile viicuda dagilmasidir (16).

Perkiitan/ dermal absorpsiyon siireci, bilesiklerin deriden gecisini anlatan

evrensel bir terimdir ve li¢ adimda agiklanir;

Penetrasyon (Giris): Maddenin belirli tabaka veya yapiya girisidir (bir bilesigin

stratum corneuma girisi gibi).

Permeasyon (Niifuz etme): Ilk tabakaya gore fonksiyonel ve yapisal olarak

farkli olan diger tabakaya gegistir.

Absorpsiyon (Emilme): Merkezi kompartman olarak davranan vaskiiler sistem

(lenf ve /veya kan damarlari) tarafindan maddenin alinmasidir (17) .

4.2.1.Etkin maddelerin deriden gegis yollar

Derinin en dis tabakasi olan stratum corneum, deriden ilag geg¢isi icin en biiyiik
hiz smirlayict basamaktir. Stratum corneum “duvar” yapisina benzetildiginde hidrate

proteinler yani keratin igeren yassilasmis hiicreler “tugla”, serbest steroller, serbest
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yag asitleri ve trigliseritler gibi ndétral yaglar ve seramitler ayrica fosfolipitler,

glikosfingolipitler ve kolesterol siilfat da “har¢” yapisini olusturmaktadirlar (18).

Etkin maddelerin deriden gegisi temel olarak 3 yolla olmaktadir. Bunlar; stratum
corneumdan gecis, kil folikiillerinden gegis, ter ve yag bezlerinden gegis seklindedir
(19). Stratum corneumdan ilag¢ gegisi pasif difiizyonla gergeklesir ve genel olarak
deriden gecis su basliklarda degerlendirilir. (Sekil 4.3) (2,6)

» Transseliiler (Intraseliiler) yol (Transepidermal yol)
* Interseliiler yol (Hiicrelerarasi gegis)

Yan gecit yolu (Transappendageal pathway, shunt route)

Transseliiler Interseliiler

Formiilasyon

Stratum

Corneum

Stratum

Granulosum

Malpighi g

Tabakas1 - eralinozom

— > . @ Odland cisimcikleri

ot P p

Epidermis ; == Siki ara baglant

Stratum Y Q S DESMOZOM

= o ®  Langerhans hiicreleri

Basale =

ey ,55 Melanosit

Elastin ve Kolajen @ Dendritik hiicreler
L _«m@m» Fibroblast

Sekil 4.3. Perkiitan absorpsiyon yollar1 (20)
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4.2.1.1.Transseliiler (hiicre ici) gecis yolu

Etkin maddenin stratum corneumu delerek geg¢isidir. Polar ve hidrofilik
maddeler i¢in en Onemli geg¢is yoludur. Hem keratinositlerin, hem de lipit cift
tabakalarin gec¢ilmesi s6z konusudur. Yizden fazla tabakayir delerek gegmek
zorunlulugu, bu yolu yavas bir yol yapar. Keratinosit hiicresinin i¢yapisi baskin
olarak hidrate halde keratin icerir ve bu hidrofilik maddelerin geg¢isini hizlandiran bir
ortamdir fakat keratinositlerin disinda lipit tabakalar vardir. Lipit ¢ift tabakalarda da
hidrofobik zincir ve hidrofilik bas gruplar bulunur. Gegecek olan madde hem lipit
tabakay1 hem de hidrate keratin tabakasini gegmelidir (11,21,22).

4.2.1.2. interseliiler (hiicreler arasi) gecis yolu

Etkin maddenin hiicrelerin arasindaki lipit fazdan gegisidir. Bu yol egri biigriidiir
(tortuous) ve yaklagik 500 pm uzunlugundadir. Maddenin oncelikle lipit faza
geemesi ve sonra da diflize olmasi1 gerekir. Daha cok, kii¢iik molekiil agirlikls,

iyonize olmayan yiiksiiz maddeler bu yolla gegerler (11,23,24).

4.2.1.3.Yan gegcit yolu

Kil folikiilleri, ter bezleri veya yag bezlerinden gegistir. Burada, etkin madde
stratum corneumu atlayarak, alt epidermis tabakalarina ve buradan da dermise ulasir.
Bu yol, su dolu ter kanallarina girebilen, yiiksek derecede suda c¢oziinen ve

elektrolitler gibi polar olan maddeler igin 6nemli bir ge¢is yoludur (2,6,11,25).

4.2.2. Deriden gegisi etkileyen faktorler
Genel olarak 4 gruba ayrilir:
= Biyolojik Faktorler
= Derinin fizyolojik durumu
= Etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri

» Formiilasyon ve kullanilan yardimc1 maddelerin etkisi (6)
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4.2.2.1. Biyolojik faktorler

Derinin yasi: Fetiis ve cocuk derileri, yetiskin derisine gore daha gegirgendir.
Bu igerdikleri su miktarinin fazlaligindan dolayidir. Yetiskinlerde biyolojik etki
genellikle azdir (26).

Derinin bélgeleri: Stratum corneumun kalinligi viicudun bdlgelerine gore
degisiklik gosterir bu nedenle etkin maddelerin penetrasyonu uygulama yerine gore
degisiklik gosterir. Bilesiklerin deriden geciste izledikleri yollar farkli olsa da genital

organlar ve bas gibi bazi viicut bolgeleri ekstremitelere gore daha gegirgendir (5,27).

Kan dolagsimi: Derideki kan akist maddelerin konsantrasyon seviyelerini
degistirebilir ve dermiste veya derinin daha alt katmanlarinda madde birikimlerine

sebep olabilir. Dermiste kan akigi arttiginda madde klerensi de artar (5,26)

Deri metabolizmasi: Stratum corneumun altinda canli epidermiste birgok
metabolizma enzimi bulunmaktadir. Deride enzim aktivitesi 2m?’lik bir alana
yayilmustir. flag transdermal olarak ¢ok kiiciik bir alandan verildigi icin birim
alandaki metabolizmanin karaciger metabolizmas:t ile kiyaslandiginda ihmal
edilebilir olmasi beklenir. Bununla birlikte nitrogliserin, Ostrojen gibi ilaglarin
transdermal verilis sonrasi deride metabolize edildigi bilinmektedir. Deriden yavas
gecen ilaglar hizli gecenlere gore daha c¢ok metabolize olurlar. Formiilasyonda
penetrasyon artirict kullanilarak veya enzim aktivitesi durdurularak metabolizasyon
engellenebilir (28,29)

Tiir farklilklari: Memeli derileri; stratum corneum kalnligi, ter bezleri, kil
folikiili yogunlugu ile biiyiik farkliliklar gosterirler. Kapiler kan akisi ve terleme
yetenegi, insanlar ve laboratuvar hayvanlar1 arasinda farkliliklar gosterir. Bu tiir

faktorler, penetrasyon yolunu ve gegise olan direnci de etkiler.

Perkiitan absorpsiyon degerlendirmelerinde siklikla fare, sican ve tavsan
kullanilir fakat insan derisine gore daha fazla kil folikiilii icerirler ve ter bezleri
yoktur. Karsilagtirmali deri gecis calismalar1 sonucunda maymun ve domuz
derilerinin insan derisine en yakin oldugu sonucuna varilmistir. Tiiysiiz fare derisi de
baz1 benzer ozellikleri gostermektedir fakat stratum corneumlar kirilgandir. Tiiysiiz

sigan ve ince tlylii kobaylarin bu g¢alismalar i¢in kullanilmasi daha uygundur.
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Oldiirme gerektirmemesi de (deri degistirmesi nedeniyle) yilan derisi ile calismay:
kolay hale getirir.

Deri gecis calismalarinda hayvan derisi kullanimi ¢ok yaygin olsa da miimkiinse

insan derisi ile ¢alismak en iyi segenektir (1).

Irksal farkliliklar: Kafkas 1rkina mensup kisilerin Stratum corneum
kalinliklarmin zenci 1rkla benzer oldugu, fakat Kafkas irkindakilerin stratum
corneumlarinin zenci irkla kiyaslandiginda daha az hiicre tabakasina sahip oldugu
goriilmistiir. Stratum corneum kalinliginin kutan pigmentasyon ile dogru orantili
oldugu dogrulanmistir. Ayrica zenci irkta stratum corneum lipit oraninin beyaz irka

kiyasla % 8.5-18.4 arasinda degisen oranla yiiksek oldugu goriilmiistiir. (30,31).

4.2.2.2. Derinin fizyolojik durumu

Derinin durumu: Saglikli, biitiinligii bozulmanmug deri giliglii bir bariyer 6zelligi
gosterir fakat deriye zarar veren bir¢ok faktor vardir. Kesikler, siyriklar, cilt
hastaliklari, asit ve alkaliler bariyer hiicrelerine hasar verir ve deriden gecisi
arttirirlar.  Zarar verici  kimyasallarla siirekli temas medeniyle agir sanayi
calisanlarinin derileri reaktivitesini kaybetmis veya sertlesmis olabilir. Kloroform ve
metanol gibi ¢oziiciiler derideki lipit fraksiyonlari uzaklagtirarak, molekiillerin gegisi
icin yapay bir yol olusturur. Nasir ve sigil gibi derinin kalinlastigi durumlarda ise

deriden gecis yavaslar (1).

Derinin hidratasyonu: Deri suyla doygunluga ulasinca, dokular siser ve
yumusar, permeabilitesi de bliyliik oranda artar. Penetrasyonu artirmada, stratum
corneumun hidratasyonu en Onemli faktorlerden biridir. Hidratasyonun nedeni
okliizyon (derinin iist tabakasinin hava gegirmeyecek sekilde ortiilmesi) sonrasi alt
epidermal tabakadan difiize olan su veya okliizif uygulama sonrasi ortamda biriken
terlemenin sonucu olabilir. Okliizyon ile birlikte derinin sicakligi 32 °C’den 37 °C’ye
yiikselir bununla birlikte kan akis1 da artar. Steroid igeren okliizif plastik filmler
topikal uygulandiginda, steroid penetrasyonunun 10 kat arttig1 gortilmustiir (1,32,33)

Sicaklik: Deri lizerinde veya i¢ bolgelerinde sicaklik degisimi, kan akisinin

artmast veya boynuzsu tabakanin nem igeriginin artmasi gibi diger fizyolojik
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reaksiyonlar1 da beraberinde getirir. Bu faktorler perkiitan absorpsiyonda artiga sebep
olur. Ayrica sicakliktaki artis hem ilag tasiyicida hem de stratum corneumdaki ilag

¢ozunirligini de arttirir (26).

4.2.2.3. Etkin maddenin fizikokimyasal o6zellikleri

Ila¢ konsantrasyonu: Tastyicidaki ilag konsantrasyonunun artisi, birim zamanda
birim ylizey alanindan absorplanan ilag miktarini da arttirir. Etkin madde eger daha

genis bir ylizeye uygulanirsa bu da absorplanan ila¢ miktarini arttiracaktir (34).

Partisyon Kkatsayisi: Bir molekiilin  yag/su dagilim katsayis1 biyolojik
membranlardan penetre olabilmesini yiiksek oranda etkiler bu da membranlarin
lipoidal yapisindan dolayidir. Deriden gecis i¢in bu degerin optimal olmasi beklenir
(log K 1-3 arasi). Yiiksek partisyon katsayisina sahip ilaglar derinin lipit kismin1 terk
etmez, diisiik partisyon katsayisina sahip ilaglar da deriden gegis yapmaz (23, 35,36).

Molekiil biiyiikliigii: Transdermal geg¢is ve maddenin molekiiler biiyikligi
arasinda ters orant1 vardir. Transdermal yolla ilag verilisi i¢in aday ilaclar genellikle

100- 500 Dalton arasindadir (23).

Iyonizasyon derecesi ve pH: Iyonize halde bulunan maddeler deriden gok iyi
penetre olmazlar. Non-iyonize halde bulunan bilesikler i¢in Sstratum corneum
permeabilite katsayilari ayni bilesigin iyonize formlari ile kiyaslandiginda 1- 2 kat
daha biiyiiktiir. Bununla birlikte, maksimum aki tahminlerinde iyonizasyon etkisi
belirgin degildir. Non- iyonize ve iyonize formlar arasinda gergek iliski maddeye ve

maddenin non- iyonize halinin lipofilitesine baghdir (5).

Derinin pH 5,2- 5,6 arasndaki pH degerlerinde non-iyonize olan maddelerin

deriden penetrasyonlari yiiksek orandadir (3).

Coziiniirliik / Erime derecesi: Yiiksek erime derecesine sahip ¢ogu organik
maddenin normal sicaklik ve basingta diisiik suda ¢oziiniirliige sahip olduklar
bilinmektedir. Lipofilik yapidaki molekiiller hidrofilik olanlara kiyasla deriden daha
hizli gegis egilimindedirler. Transdermal verilis i¢in aday molekiiliin lipofilitesi

kadar suda ¢oziiniirliik 6zelligine de sahip olmasi beklenir (23).
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4.2.2.4. Formiilasyon ve kullanilan yardimci maddelerin etkisi

Deriden etkin maddenin gegisi formiilasyon ile yakindan ilgilidir. Etkin
maddenin, verildigi formiilasyondan 6nce salinmasi gerekmektedir. Bu da kullanilan
tastyiciyl (s1vagl) onemli hale getirir. Etkin maddenin sivaga ilgisi fazlaysa gecisin
daha az olmasina sebep olabilir. Formiilasyonda kullanilan maddeler penetrasyon
artirtict maddeler de olabilir. Kullanilan yardimci maddeler etkin maddenin sivag
veya deri tabakalarindaki partisyonunu etkileyebilir. Formiilasyonun pH’s1, etkin
maddenin pKa degeri, molekiiliin iyonizasyonu, partisyonunu ve deriden gegisini

etkiler (6).

4.2.3. Deriden gecisin Kinetigi

Deriden gegiste stratum corneumun kalinligi ¢ok énemlidir. Etkin maddenin deri
tabakalarindan gegip sistemik dolasima katilmasi difiizyona toplam diren¢ olarak

tanimlanir. Esitlik su sekildedir (27,37,38):

RT=R1+ R2+ R3

RT: Difiizyona toplam direng
R1: Stratum corneum direnci
R2: Canli epidermis direnci

R3: Dermis direnci

Bir etkin maddenin sistemik etki amaciyla deriden gecisi pasif difiizyonla olur
ve Birinci Fick Kanunu ile ifade edilir. Birinci Fick Kanunu kararli durumda

gecerlidir (39).

7_ 9Q _ DAK (Cup- Cr)
dt h

(Birinci Fick Kanunu)
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dQ/ dt (J): Diflizyon hiz1

D: Difiizyon katsayisi

A: Membran yiizey alani

K: Partisyon katsay1s1

h: Membran kalinlig

Capp: Maddenin tastyicidaki uygulanan konsantrasyonu

Crec: Maddenin reseptor fazdaki konsantrasyonu

Derinin alt katmanlarindaki ilag konsantrasyonu, uygulanan konsantrasyona gore

cok diisiiktiir. Esitlik su sekilde de yazilabilir:

J= Ak,C

Kp: Permeablite Katsayisi

Bu parametre Potts ve Guy’a ait deneysel bir baginti ile hesaplanabilir (4):
Log[kpy/ (cm™ h)] =-2,7 + 0,71 log Kot -0,0061 MW
Koct: Oktanol- su partisyon katsayisi

MW: Molekiil agirligt

Coziintrlik, partisyon katsayisi, dagilim katsayis1 gibi parametrelerin

transdermal veriliste 6nemli oldugu, bu formiillerde de géziikmektedir.

Etkin maddelerin bir tasiyici ile deriye tasinmasi Ikinci Fick Kanunu ile

yonetilir. (40).
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dC _D d'C (Ikinci Fick Kanunu)

dt dx 2

C: Deriden gegen maddenin konsantrasyonu
t: Stire
D: Difiizyon Katsayisi

x: Membranin kalinlig1

4.3. Transdermal Terapdotik Sistemler Hakkinda Genel Bilgiler

Transdermal terapotik sistemler, etkin maddeyi maddeyi kontrollii bir sekilde
deri yoluyla sistemik dolasima ve hedef organlara (portal dolasima katilmadan)

veren, ila¢ yiiklii yapiskan yamalardir (41,42).

Bu sistemler gogiis, kol ici, kulak arkasi gibi bolgelere yapistirilarak
kullanilirlar; boylece hasta rahat bir sekilde yasamini siirdiirebilir, banyo yapabilir ve
sistemi amacina uygun olarak bir hafta siireyle bile tasiyabilir, dolayisiyla tedavide
biiyiik kolaylik s6z konusudur. Herhangi bir yan veya istenmeyen etki goriildiigiinde

de hemen ¢ikarilabilmektedir (2).

llaglarin deri yoluyla uygulanmasi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir.
Enfeksiyonlara karsi topikal ilaglarin veya hormonlarin sistemik etki amagh
kullanimlarina dair 1940’11 yillara ait belgeler vardir. Modern transdermal yama
teknolojisi ise 1970’lerin sonlarma dogru gelistirilmistir ve 1980 yilinda Alza Sirketi
tarafindan hareket hastalig1 tedavisi i¢in gelistirilerek kullanima sunulan Transderm-

Scop®, skopolamin igeren transdermal terapotik sistemdir (9,41).

4.3.1. Transdermal terapotik sistemlerin avantajlar

e Konvansiyonel oral sistemlerde goriilen ilag plazma seviyelerindeki inis
cikiglarin aksine, transdermal yama kullanildig1 siire boyunca seviye

genellikle sabittir.
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Etkin maddelerin kan diizeyleri toksik seviyelere ¢ikmadigi i¢in yan etkiler
azalacaktir ve herhangi bir acil vakada, hangi ilacin kullanildig1 ortadadir
istenildigi anda viicuttan uzaklagtirilabilir.

llag bu yolla verildiginde ilk gegis etkisine ugramaz ve gastrointestinal
ortamin zararlt etkilerinden korunmus olur, ancak bazi maddeler deriden
geciste de metabolize olabilirler.

Biyolojik olarak yar1 dmrii kisa etkin maddeler bu yolla basariyla verilebilir.
Giinde tek doz ilag verilerek tedavi saglanabilir.

Deriye yapistirilarak 1, 3, 5 veya 7 giin gibi siire boyunca tedavi saglayabildigi
icin dozlama siklig1 azalir.

Subkutan, intramuskiiler veya intravendz enjeksiyonlar ile olusan lokal
enfeksiyon veya travmatik durum bu yolla elimine edilir.

Mide-barsak kanalinda iritan davranis gosteren etkin maddeler bu yolla
verilebilir.

Oral yolla emilimi az olan etkin maddelerin bu yolla verilebilmesi, 6nemli bir
avantaj saglar.

Uygun teknolojiler gelistirilerek, protein, peptit ve makromolekiiller bu yolla
verilebilir.

Etkin maddeler hedeflendirilebilir, gen tedavisi amaciyla DNA ve

oligoniikleotitler verilebilir, DNA asilar1 uygulanabilir.

Uygulanmas ve ¢ikarilmasi ¢ok kolay oldugu ve istenildigi anda ¢ikarilabildigi

icin diger yollara gore hasta uyuncu daha iyi saglanir (2,43-45).

4.3.2. Transdermal terapotik sistemlerin dezavantajlari

Maliyeti diger verilis yollarina gore daha yiiksektir.

Her etkin maddeye uygun bir yol degildir, yliksek molekiil agirlikli maddeler
icin deri gecirgen degildir.

Deri iizerinde iritasyon ve alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir.

Yasa ve fiziksel kosullara gore deriden gecis degisebilir, bu nedenle etkin
maddelerin sistemik dolasima gegisinde bireyler arasi farklar goriilebilir.

Bazi etkin maddeler deride metabolize edilebilirler.
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e Yiiksek plazma seviyeleri elde edilemez.

e Deriden geciste goriilen gecikme nedeniyle akut uygulama i¢in uygun bir yol
degildir.
e Yiiksek dozlu etkin maddeler bu yolla verilemez (44,46).

4.3.3. Transdermal terapotik sistemlerin tasimasi gereken ozellikler

v

v

Iki yila kadar raf dmriine sahip olmalidir.
Yama boyutu 40 cm?’den kiigiik olmalidir.
Giinde bir ya da haftada bir gibi doz sikligina sahip olmalidir.

Kozmetik olarak kabul edilebilir olmahidir (seffaf, ten rengi ya da beyaz
renkli).

Hasta tarafindan kolay kullanilabilir bir ambalaji olmalidir (uygulama

adimlar1 kolay olmalidir).

Cocuklar ve yash hastalar disiiniilerek koruyucu tabaka kolaylikla
ayrilabilmelidir.

Uygulama siiresince diismeyecek kadar 1yi yapigsma Ozelligi olmal,
cikarilmak istendiginde de deride herhangi bir hasara neden olmadan

rahatca uzaklastirilabilmelidir.

Uygulama sonrasinda deriden uzaklastirildiginda herhangi bir kalinti

birakmamalidir.

Cilt hassasiyeti, kontakt dermatit, fototoksisite, fotohassasiyet, eritem,
maserasyon, kasmti, yanma, batma gibi dermal reaksiyonlar

olusturmamalidir.

Siirekli ayn1 biyofarmasotik performansi gostermelidir (45,47).
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4.3.4. Transdermal terapotik sistem hazirlamak i¢in kullanilacak olan etkin
maddenin tasimasi gereken ozellikler

Transdermal terapotik sistemler birgok avantaja sahip olmasina ragmen piyasada
az sayida transdermal iiriin mevcuttur. Bir etkin maddenin bu transdermal terapdtik

sistem formiilasyonu hazirlanabilmesi i¢in tasimasi gereken 6zellikler sunlardir.:
o Molekiil agirligr 500 Da’dan kii¢iik olmalidir.
o Erime derecesi 200°C’den kii¢iik olmalidir.
o Verilebilmesi gereken doz 20 mg/ giin’den kiigiik olmalidir.
o Log P degeri -1 ve 4 arasinda olmalidir.
o Suda ¢oziiniirlik 1 mg/ml’den biiyiik olmalidir.
o Yarilanma 6mrii 10 saatin altinda olmalidir.
o Deride iritasyon yapmamalidir.
o Oral biyoyararlaniminin diisiik olmasi gerekir.

o Terapétik indeksi dar olan, plazma seviyesi kontrol edilmesi gereken

ilaglar i¢in 1yi bir segenektir.

o Sulu ¢ozeltinin pH’s1 5-9 arast olmalidir (45,48).

4.3.5. Transdermal terapotik sistemlerde ilaclarin deriden gecisini arttirma
yaklasimlari

Deri, segici penetrasyon bariyeri olarak ¢ok etkilidir. Perkiitan absorpsiyon, ilag
molekiiliiniin deri yiizeyinden stratum corneuma ve sonrasinda altta epidermise,
dermise ve kan dolagimina diflizyonunun konsantrasyon gradiyentinin etkisi altinda
gerceklesmesidir.  Perkiitan absrpsiyonun hiz  kisitlayic1  basamagi  stratum

corneumdur (49).

Penetrasyon arttiricilar, derinin gegirmezligini gegici olarak azaltarak, deriden

penetre olacak maddenin gecisini kolaylastirir.
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Ideal olarak bu maddelerin toksik olmamasi, iritasyon yapmamasi, alerjenik

olmamasi, ila¢ ve yardimeir maddelerle ge¢imli olmasi, kokusuz, tatsiz, renksiz, ucuz

olmast ve 1yl ¢oziicii Ozelliklerine sahip olmalar1 beklenir. Viicut sivilarinin,

elektrolitlerin, ve diger endojen maddelerin kaybina sebep olmamali ve bu maddeler

uzaklastirildiginda derinin bariyer 6zelligi eski haline gelebilmelidir (22,50,51).

Sekil 4.4’de transdermal ilag verilisinde deriden gecisi arttirma yoOntemleri

gosterilmistir.

| TRANSDERMAL iLAC GECISININ ARTTIRILMASI |

ilag veya Tasmyica Vezikiiller ve Stratum Corneumda Strgﬁgglagfﬂneum Elektriksel Destekli
Etkilesimleri Partikiiller Degisiklik Uzaklastinlarak Yéntemler

[ L _____ ----- J- _____ ----° J- _____ | L _____ | I J- _____ 1
I ilag veya Onilag ' Lipozomlarve Hidratasyon 1 Mikroigne 1l Ultrason I
K | Analoglart 11 11 11 1
1T - J‘ “““ ||“‘—__‘J' ———— ||“‘_“J'“_‘“|| “““ J‘ “““ [ it J‘ “““ |
I Kimyasal Potansiyel ! ! Ytksek Hizlt 11 Kimyasal Gegls 11 Ablasyon 1 fyontoforez !
!_ Partikiiller 11 Arttincilar I !_ 1 !_ I
| L _____ 1 | L _____ [ J' _____ 1
1 Iyon Ciftleriveya ! Folikiiler ' | Elektroporasyon !
! Koaservatlar 1 ! Tasinma 11 1
i intnintiol [0
ImTT oot ! !
I Otektik | ! Manyetoforez !
! Sistemler I b
[ J‘ “““ 1
| Radyo |
1 Dalgalan 1
| Fotomekanik |
1 Dalgalar |

Sekil 4.4. Transdermal ila¢ verilisinde etkin maddenin deriden gecisini arttirma

yontemleri (22)

Kimyasal penetrasyon arttricilar (52,53):
o Su
o Siilfoksitler (dimetilsiilfoksit)

o Azon

o Pirolidonlar (N-metil-2- pirolidon)
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Alkoller, glikoller ve yag alkolleri (etanol, propilen glikol, dekanol,
oktanol)

Yag asitleri (oleik asit)

Yiizey etkin maddeler (sodyum lauril siilfat, laurik asit)

Esansiyel Yaglar, terpenler ve terpenoidler (mentol, limonen, sineol)
Ure

Fosfolipitler (lipozomlar vasitasiyla)

Biyopargalanabilir penetrasyon arttiricilar (Dodesil N, N- dimetilamino

asetat)

Siklodekstrinler (B- siklodekstrin)

Fiziksel Penetrasyon Artaricilar (22,52):

o

o

o

o

O

O

Fonoforez (Sonoforez)
Iyontoforez
Elektrodelme
Lipozomlar

Powder- Ject Sistemi

Mikroigneler

4.3.6. Transdermal terapotik sistemlerin kisimlari

Dort temel kisimdan olusur. Bunlar (2):

©)

o

o

Sirt Tabakasi
Kontrollii Salim Saglayan Kisim
Yapigkan Tabaka

Koruyucu Tabaka

Resim 4.1°de periferal yapiskan tabaka iceren matriks sistem gosterilmistir.
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[ag iceren matriks yaps

Koruyucu tabaka

apigkan tabaka

Resim 4.1. Transdermal terapotik sistemin kisimlari

Sirt tabakasi: Gegirgen olmayan bu tabaka transdermal terapotik sistemi dig
etkilerden korur. Hazirlanmasinda sentetik polimerler (polyester, polietilen,
polivinilidin Kkloriir, poliiiretan), dogal polimerler (pamuk), mikroporlu ya da porsuz

polimerler (polipropilen, polietilen) kullanilir.

Kontrollii Salim Saglayan Kisim: Sistemin tasarimina gore kullanilan polimerler
degisir. Etkin madde ve salim hizin1 kontrol eden polimer bu kisimdadir. Ayrica

penetrasyon arttirici, plastifiyan gibi yardimer maddeler bu kisimda bulunur.

Yapiskan Tabaka: Sistemin deriye yapismasini saglayan kisimdir. Sistemin biitiin
yiiziinii kaplar veya c¢evresinde bulunabilir. Poliizobiitilen, akrilatlar, silikon bu

amacla kullanilir.

Koruyucu Tabaka: Sistemin raf omriinii korumak amaciyla, yapiskan tabakanin
tizerinde bulunur ve sistem kullanilacagi zaman soyularak uzaklastirilir. Opak
polyester filmler, aluminyum, floro slikon, perflorokarbon gibi maddeler bu amagla
kullanilabilir (45,54,55).
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4.3.7. Transdermal Terapotik Sistemlerin Siniflandirilmasi
4.3.7.1. Membran difiizyon kontrollii sistemler

Bu sistemler depo (rezervuar) tipteki ilag serbestlestirici sitemlerdir. Gegirgen
olmayan sirt tabakasinin altinda ila¢ deposu bulunur (Sekil 4.5). Sistemde ilacin
serbestlesmesini kontrol eden yar1 gecirgen gézenekli veya gozeneksiz membran
vardir ve membranin alt kisminda bulunan yapiskan tabaka ile deriye yapismasi
saglanir. fla¢c molekiilleri depo kisminda ¢ozelti, viskoz bir ¢oziiciide siispande halde,
jel seklinde veya kat1 polimer matrikste dispers halde bulunabilir. Bu sistemlerin en
biiyiik avantaji sifirinci derece kinetikle salim yapabilmesidir. Ilag ¢ikis hizi
membranin kalinlig1 veya adezif tabaka ile kontrol edilebilir. Membran olarak; etilen
vinil asetat kopolimeri, silikonlar, yiiksek yogunluklu polietilen, poliester

elastomerler kullanilabilir.

Transderm-Nitro (Nitrogliserin), Transderm-Scop (skopolamin), Catapress-TTS

(Klonidin), Estraderm (estradiol) miistahzarlar1 bu sisteme 6rnektir (56-58).

. St tabakasi
Hiz kontrol eden tabaka
Yapiskan tabaka

Bl i1ac deposu

. Koruyucu tabaka

Sekil 4.5. Membran denetimli sitemin yapisi (59)

4.3.7.2. Matriks difiizyon kontrollii sistemler

Bu tipteki transdermal sistemlerde kati ilag molekiilleri, yiizey alani ve kalinligi
belli hidrofilik veya lipofilik karakterde bir polimer matriks i¢ine dagitilmistir. Bu

sistemlerde adezif, polimer sistemin ¢evresinde bir serit halinde uygulanmustir.
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llacin matriksten salimimi kontrol eden bir membran bulunmadigindan ilag
salimi preparatin uygulandigi yilizey alana baglidir. Matriks tipi formiilasyonlar,
ilacin direkt basinca duyarli adezif bir polimerin igerisinde dagitilmasi ve bu sistemin

gecirgen olmayan bir sirt tabakasi ile kaplanmasiyla da hazirlanabilirler (Sekil 4.6).

Minitran (nitrogliserin), Emsam (selejilin), Exelon (rivastigmin), Sancuso

(granisetron) ve Oxytrol (Oksibiiten) miistahzarlar1 bu sisteme 6rnektir (56-58).

. Sirt tabakasi

Yapiskan tabaka

Bl i1ac deposu
— BN oo
. Ortiicii tabaka

Sekil 4.6. Matriks difiizyon kontrollii sitemin yapisi (59)

4.3.7.3. Adezif difiizyon kontrollii sistemler

Bu sistemlerde ila¢ deposu, ilacin adezif polimer i¢inde dagitilmasi ile
hazirlanir. En dista gecirgen olmayan bir sirt tabakasi, ortada ila¢ deposu ve en altta
da ilag¢ salim hizin1 kontrol eden adezif bir tabaka bulunur. Bu tipteki transdermal
sistemlerde ila¢ salim hizi hem ilacin i¢inde dagitildigi matriks hem de membran
tarafindan denetlenir. Bu tip sistemler tek tabakali hazirlanabildigi gibi, ¢ok tabakali
olarak da hazirlanabilir (Sekil 4.7).

Nitrodur (nitrogliserin), Daytarana (Metil fenidat) ve Duragesic (fentanil)

miistahzarlar1 bu sisteme 6rnektir (56-58).

. Sirt tabakasi
Bl itac deposu

B W <oruyucu tabaka

Sekil 4.7. Adezif difiizyon kontrollii sistemin yapisi (59)
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4.3.7.4. Mikrorezervuar sistemler

Bu sistem rezervuar ve matriks dispersiyon tipinin karigimidir. Mikroskobik ilag
depocuklarinin matriks polimer ig¢inde dagitilmasiyla hazirlanirlar. Bu depocuklari
olusturmak i¢in 6nce polimerin sulu ¢ozeltisi i¢inde ilacin siispansiyonu hazirlanir.
Bu siispansiyon lipofilik 6zellikteki bir polimer igine yiiksek enerji dispersiyon
teknigiyle dagitilir. Bdylece sistemde binlerce mikroskobik ilag depocuklart meydana
gelir. Nitrodisc bu sekilde hazirlanmistir. Mikrorezervuar tipte hazirlanan sistemden
ilacin serbestlesmesi, polimer matrikste ve sivi kompartmanda ilacin ¢oziintirliigiine
bagli olarak partisyon kontrollii veya matriks diflizyon kontrollii olarak gerceklesir
(20,57,58).

_ Bl sut abakas:

0%, L ~ ] . ° . Yapiskan tabaka
° ® o ¢ . Ila(; deposu

] —
. Koruyucu tabaka

Sekil 4.8. Mikrorezervuar sistemin yapisi (59)

4.3.8. Perkiitan absorbsiyon ol¢iim metodlar:

Perkiitan absorbsiyon, in vivo ve in vitro yontemlerle dl¢iilebilmektedir. In vivo
yontemlerde in situ olarak insan veya hayvan derileri kullanilirken, in vitro
yontemlerde ise belirli standartlara gore hazirlanan deriler veya sentetik membranlar

ile ¢alisilmaktadir (39,60).

4.3.8.1. In vivo yontemler
In vivo penetrasyon ¢calismalarinda hayvan modellerinin kullanilmasi

In vivo perkiitan penetrasyon c¢alismalarinda en uygun sonuglar insan

goniilliilerle yapilan deneyler ile elde edilmektedir. Ancak, gerek etik problemler,
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gerekse de yeterli sayida goniillii bulunamamasi gibi pratikte karsilasilan zorluklar,
in vivo c¢alismalarda insan yerine hayvan kullanimint zorunlu hale getirmektedir

(5,28,27,39).

Penetrasyon ¢alismalarinda kullanilacak hayvanlarin cilt 6zelliklerinde, tiir
farkliliklarindan kaynaklanan varyasyonlar olusabilmektedir. Kullanilacak derinin
permebilitesi de tiirler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Permeabilite yiiksekten
diisiige dogru tavsan, sigan, domuz, maymun, insan seklinde siralanabilmektedir.
Sonug olarak, hayvanlardan elde edilen penetrasyon sonuglarinin insanlardakinden
daha yiiksek seviyelerde olmasi tartismalara neden olsa da, elde edilen veriler hayvan
derilerinin (rhesus maymunlari, domuz yavrusu v.b.) in vivo caligmalarda insan

derisi yerine kullanilabilecegini gostermistir (2,27,60,61).

Insanlarla yapilan in vivo penetrasyon calismalart

Insanlarda in vivo penetrasyon calismalarinda deriden gegen ilag miktarmin
belirlenmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan, plazma ve ifrazat
tayini, nefes analizi, stratum corneuma uygulanan bantla soyma (tape stripping)

metodu, mikrodiyaliz ve radyografi en ¢ok kullanilan tekniklerdir (5,26).

Farmakolojik cevabin gozlenmesi: Etkin maddenin canli dokuya ulastiginda
olusturdugu vazokonstriiksiyon, vazodilatasyon, ve 6dem giderme gibi farmakolojik

reaksiyonlarin 6l¢iilmesine dayanir (5,62).

Fizyolojik cevabin gézlenmesi: Etkin madde canli dokuya ulastiginda olusan ter
bezi sekresyonu, alerji, pigmentasyon ve toksik reaksiyonlar gibi fizyolojik

reaksiyonlarin tayin edilmesine dayanir (5,62).

Viicut dokularinin ve sivilarimin analizi: Bu yontem kan, idrar, feces ve doku
biyopsi Orneklerinin analizleriyle, etkin madde ve metabolitlerinin o6l¢iimiine

dayanmaktadir (5,62).

Derinin fiziksel ozelliklerinin tayini: Derideki su kaybmin ol¢limii, sicaklik
degisimlerinin ve derinin mekanik Ozelliklerinin tayinine dayanan bir yontemdir

(5,62).
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Eksilen etkin maddenin tayini: Sivagdan eksilen madde miktarinin dlglilmesine
dayanan bir yontemdir, fakat sivag miktarinin sicaklik, buharlagsma v.b. dis etkenler
yoluyla da azalabilmesi nedeniyle ¢ok saglikli bir 6l¢iim yontemi degildir. Ayrica,
ilag miktarindaki azalma ilacin sistemik dolasimda degil, deri yiizeyinde veya

stratum corneumda oldugunu gostermektedir (5,62).

Deneysel prosediirler

In vivo calismalardaki deneysel prosediirler, uygulama bdlgesi ve calisma
tasarimina gore kiiclik degisiklikler gostermekle birlikte genel olarak aymidir.
Penetrasyon ¢alismasi yapilacak ornek, saf halde, yar1 kat1 bir sivag icinde, ¢ozelti
seklinde, gaz halde veya bir parga materyalin iizerine uygulanarak belirlenen
bolgedeki cilt yiizeyine uygulanir. Uygulama sonrasi perkiitan absorbsiyonu
belirlemek i¢in cesitli teknikler kullanilir. Penetre olan ilag; ylizeyde kalan artiktan,
deriden, uygulama bolgesindeki vendz kan drenajindan, sistemik dolasimdan, idrar

ve digkidan alinan 6rneklerle tayin edilir (27).

Deriden gegen ila¢ miktari; kalinti analizi, in vivo deri soyma yontemi ve
mikrodiyaliz  yontemi kullanilarak  belirlenmektedir. ~Alinan  numunelerin
degerlendirilmesinde ise IR spektroskopisi, ATR- FTIR spektroskopisi gibi gesitli
cihazlar kullanilabilmektedir (5).

4.3.8.2. In vitro yontemler
Farmakope denetimleri

Transdermal sistemlerden salim deneyleri icin Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi’nin (FDA) 6nermis oldugu sistem kullanilmaktadir. Bu amagla, tabletlerin
denetiminde kullanilan farmakope palet yonteminden (Aparey 2) yararlanilir.
Transdermal sistem, ¢ap1 9 cm olan bir saat caminin i¢biikey yiiziine, salim yiizeyi
yukar1 gelmek iizere yapistirilir. Uzerine 18 mesh aliiminyum tel elek konarak saat
camina tutturulur. Bu sistem 900 ml’lik salim kabinin dibine yerlestirilir ve sicaklig
32+0.5 °C olan distile su eklenir. Palet 2.5 cm yukaridadir. 50 devir/dakika hizla
dondiiriiliir ve degisik zamanlarda ornekler alinarak salinan etkin madde ve salim

profili saptanir. Transdermal salim deneylerinde bu yonteme ilaveten, Amerikan
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farmakopesi yontemlerinden; Disk yontemi (Aparey 5), Silindir yontemi (Aparey 6)
ve Iner-gikar yontem de (Aparey 7) kullanilabilir.

Disk yonteminde, yukarda bahsedilen yontemdeki saat cami yerine paslanmaz

¢elikten diiz bir disk vardir.

Silindir yonteminde, Amerikan Farmakopesi’ndeki doner sepet apareyi (Aparey
1) kullanilir. Ancak sepet yerine paslanmaz ¢elikten yapilmis, 6zel sekilli bir silindir

vardir. Deney preparat bu silindire tutturularak yiirttiiliir.

Iner-cikar yontem, farmakopedeki dagilma apareyini andiran bir cihazdir. Her
transdermal ayr1 bir kaptaki ¢oziinme ortamina (32+0.5 °C) 6zel bir tutturucu ve iner-
cikar bir diizenekli motor vasitasiyla dakikada 30 kere daldirilip ¢ikarilir. inme-
¢ikma genligi 2 cm’dir, belirli zamanlarda alet durdurulup, kaplar alinarak, salinan

miktar izlenir (2).

Difiizyon hiicreleri ile yapilan denetimler

Perkiitan absorbsiyonun in vitro 6l¢iimiinde difiizyon hiicreleri kullanilir. Bunlar
temel olarak dondr ve reseptor faz olmak iizere iki boliimden olusur. Bu boliimler
arasinda bir deri parcast ya da sentetik bir membran bulunur. Diflizyon
calismalarinda, insan derisi, tliysiiz fare derisi, domuz derisi, tavsan derisi v.b.
deriler; seliiloz asetat, selilloz nitrat, silikon v.b. suni membranlar kullanilabilir
(27,28,39).

Franz Hiicresi

In vitro difiizyon ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan sistem Franz tipi difiizyon
hiicresidir (Sekil 4.9). 1975 yilinda gelistirilen Franz Hiicresi dikey, yatay veya
birden fazla hiicre bir arada ¢alisacak sekilde tasarlanmis olabilir (63). Reseptor fazin
etrafinda sicakligin sabit kalmasini saglayan bir ceket vardir. Bir membran ile iki faz
birbirinden ayrilir. Dondr fazdan reseptér faza gecen madde miktar1 Olgiilerek

zamana kars1 grafige gecirilir.
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Sekil 4.9. Franz hiicresi semas1 http://www.permegear.com/franz.htm Erisim

tarihi: 13.06.2013

4.4. Eudragit Polimeri ile Tlgili Genel Bilgiler

Polimetilmetakrilatlar (Eudragit), yapisinda degisen oranlarda dimetil amino etil
metakrilat, metakrilik asit ve metakrilik asit esterleri igeren, sentetik, katyonik ve
anyonik polimerlerdir. Temel yapis1 Sekil 4.10° da gosterilen Eudragit’in, R ile
belirtilen boliimlerine ¢esitli fonksiyonel gruplar baglanarak degisik tipleri meydana
gelmektedir. Eudragitler fonksiyonel kategori olarak; film olusturucu, tablet
baglayici ve tablet diliienti olarak kullanilmaktadir (64-66).

Tip E, L, S, RL, RS, E30D, L30D, NE gibi birgok Eudragit tipi mevcuttur (64-
66). E tipi genellikle baglayic1 ve film yapici, L ve S tipleri film kaplama ajani, RL
ve RS ise suda c¢oOziinmeyen tablet filmleri ile geciktirilmis salim amaciyla

kullanilmaktadir (67).

Literatiirde Eudragit’in matriks tipi transdermal terapotik sistemlerde tasiyici
polimer olarak kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur. Ayrica yine transdermal terapotik
sistemlerde, yliksek miktarlarda kullamilan etkin maddenin kristalizasyonunu

onlemek amaciyla kullanildigi ¢caligmalar da mevcuttur (64-66,68,69).
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R3 = COOH (Eudragit® L and &)
R3 = COOCHZCH2ZN (CH3Y3Cl- (Endragit® RL and RS)

Sekil 4.10. Eudragitlerin kimyasal yapis1 (68)

Eudragit RL ve Eudragit RS: Etil akrilat, metil metakrilat ve katerner amonyum
gruplartyla birlikte metakrilik asit esterlerini diisiik oranda igeren kopolimerlerlerdir
Amonyum gruplar1 yapida tuz olarak bulunur ve yapidaki gegirgenligi saglayan da
budur. Eudragit RL %10 fonksiyonel katerner amonyum grubu igerirken, Eudragit
RS’de bu oran % 5 civarindadir (70). Amonyum tuzlari polimerlerin pH’dan
bagimsiz permeabilite gostermelerini saglamaktadir. Her iki polimer de suda
¢oziinmez, ancak yapilarindaki katerner amonyum gruplari nedeniyle suya kars1 belli
oranda afiniteye sahiptirler. Yapilarindaki katerner amonyum orani nedeniyle

Eudragit RL tiplerinin gecirgenligi Eudragit RS’ye gore daha yiiksektir (64-66,71).

Eudragit RL ve Eudragit RS, uzatilmug etkili suda ¢oziinmeyen film
kaplamalarin ve uzatilmis etkili matriks yapilarin hazirlanmasi i¢in uygundur.

Karigimlari kullanilarak ilag salim hizlar1 denetlenebilir (64,65).

4.5. Vertigo ile ilgili Genel Bilgiler

Vertigo hastanin yagam kalitesini 6nemli 6l¢giide diisiiren ve siklikla rastlanan bir
semptomdur. Merkezi sinir sisteminde 6zellikle de vestibiiler sinirin ¢ekirdeginde,
serebellum, serebellar ve vestibiiler ¢ekirdek arasindaki baglantilarda meydana gelen
hasarlardan kaynaklanabilir (72). Daha siklikla vestibiiler sinir ve vestibiiler koklear

sistemdeki rahatsizliklardan ileri gelir ve nadiren vaskiiler kaynaklidir.
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Vertigosu olan hastalarda mide bulantisi, kusma, terleme, bayilma, kulak
cinlamasi sikayetleri olur. Rotasyonel ve pozisyonel vertigo, sistematik dengesizlik
veya instabiliteyi igeren denge bozukluklar1 hastalarin sosyal hayatlarinda negatif

sonuglara sebep olabilir ve dnemli 6l¢iide engelleyici olabilir.

Vertigonun baslica gesitleri; benin paroksismal pozisyonel vertigo, vestibiiler
nérinit ve Meéniere hastaligidir, fakat vertigonun gercek sebebi hala tam
bilinmemektedir. Cogu hastada vertigo semptomlarinin karakter ve siddetinin siirekli

olarak degismesi hastaligi daha karmasik hale getiren bir faktordiir (72-74).

4.5.1 Pozisyonel Vertigo

Pozisyonel vertigo genellikle benin vestibiiler bozuklugun gostergesidir. En sik
rastlanan tipi; oturur pozisyondayken oldugu kadar yatar pozisyonda da hissedilen
bas donmesi ile karakterize benin paroksismal pozisyonel vertigodur. Bas donmesi,
bast bir yonden diger tarafa ceviritken veya boyunu esnetmek ya da uzatmaktan

meydana gelebilir.

Hastanin bas1 sag ya da sola dogru asagi yatirildiginda ortaya ¢ikan doner
nistagmus (goz titremesi) ile hastaligin tanist konulabilir. Gergek sebebine
bakmadan, etkili bir tedavi ile vertigo ataklarinin siklik, siddet ve siiresinin
azaltilmas1 gerekmektedir. Bu durum olduk¢a rahatsizlik vericidir ve aylarca
siirebilir. Ilag tedavisi ilk birkag giin diazepam gibi sedatif ilaglarla yapilabilir (72-
74).

4.5.2. Vestibiiler norinit

Ani tek tarafli vestibiiler fonksiyon kaybi da denebilen bu rahatsizlik, ani siddetli
bas donmesi, etkilenen kulaktaki kalorik cevabin algcalmasi veya kaybi ve spontan
yatay-doner nistagmusun saglikli kulak tarafina dogru ¢arpmasi ile karakterizedir.
Hastalar i¢in sikici olan bu durum ilk 3-4 giin sedasyon gerektirir. En kisa zamanda

vestibiiler egzersize baglanmalidir (72-74).
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4.5.3 Méniére hastahgi

I¢ kulagin hem vestibiiler hem de koklear kistmlarinin ¢ogunlukla tek tarafli
fonksiyonel lezyonu ve hastaligin erken ve ge¢ asamalarindaki tipik odyometrik

isaretler gibi hastanin tipik hikayesiyle karakterizedir (72,75).

Kulak ¢inlamasi, bas donmesi ve isitme kaybi ile ortaya ¢ikan bir i¢ kulak
hastaligidir. Endolenfin (i¢ kulaktaki membrandz labirentin igindeki sivi) fazlaligi ve
labirentin (vestibiil, koklea ve kanallardan olusan i¢ kulak) dilatasyonu nedeniyle
olustugu disiiniiliir. Baziler zar (i¢ kulaktaki kokleada tiiysii hiicrelerin yer aldigi
zar) sekli degisir, yarim daire kanallar1 basingtan etkilenir ve bazi koklear tiiysii
hiicreler dejenere olur. Yillarca tekrarlayan ataklardan sonra hastada kalici kulak

¢inlamasi veya isitme kaybi olusabilir (76)

Betahistin intravendz ve iyontoforetik uygulama ile doza bagimli olarak lateral
vestibiiler ¢ekirdekteki monosinaptik sinirlerde olmasa da polisinaptik I sinirlerinin
vestibiiler sinir uyariminda elektrostimiiliis olusumunu inhibe eder. Bu inhibisyon
hedef hiicrelerde ve beyin sapinda kan akigindaki artis gibi indirekt etkinin sonucu
degildir (77).

Betahistinin antivertigo etkisi bu nedenle lateral vestibiiler c¢ekirdegin
polisinaptik sinirlerine olan kitlesel uyarilarin durdurulmasinin bir sonucu olarak

aciklanir (77).

4.6. Histamin ve Betahistinin Tedavide Kullanilis1

Histamin, vazodilatasyon 0&zelliginden dolayr vertigonun tedavisinde ve
vaskiiler kaynakli oldugu diisiiniilen diger i¢ kulak problemlerinde ge¢miste yaygin
olarak kullanilmistir (78). Tedavide doz araliginin dar olmasi, doz ayarlanirken ¢ok
hassasiyet gerektirmesi ve dozun sik tekrarlanmasi gerekliligi, ayrica parenteral yolla

kullanim zorunlulugu gibi zorluklar histamin kullanimini kisitlamistir.

Histaminin farmakolojik ve yapisal analogu olan betahistin dihidrokloriir oral
yoldan aliabilme kolaylig1 ve terapotik araliginin genis olmasiyla histamine gore

daha tstiindiir (78,79).
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Betahistin dihidrokloriir [N-Metil-2-(2-piridil) etilamin dihidrokloriir] yapisinda
histamin analogu bir maddedir. Histamindeki imidazol halkasi yerine piridin halkasi

igerir. Histamine gére daha uzun vazodilator etki gosterir. Diamin oksidaz inhibitorii

olarak kullanilir (80-83).

Betahistin kan damar1 duvarlarindaki siklik adenozin monofosfat (cAMP)
seviyelerini artiran, beyindeki histaminerjik histamin 1 ve histamin 2 reseptorlerini

uyarir. Sonug olarak 6zellikle beyindeki kan akis1 vazodilatasyon ile artar (72,75).

Betahistin kismen zayif H; agonist etkiye sahiptir ve H, aktivitesi neredeyse hig
yoktur. Bazi santral sinir sistemi davraniglarinda aktif oldugu rapor edilmistir ayrica
serebral ve periferal vazodilator oldugu gosterilmistir. Zayif Hy agonist etkileri onun

farmakolojik profilini agiklamaz.

Betahistin sadece Hj reseptorlerini direkt olarak etkilemekle kalmaz ayrica sinir

uglarindan histamin ve diger transmitterlerin salimini da artirir (84).

Farmakolojik etkisini presinaptik Hs reseptor ile olan etkilesimden aldigi

muhtemeldir.

H3 reseptoriin inhibitdr otoreseptor olmasi ve betahistinin Hz reseptor antagonisti
olmas1 nedeniyle betahistin, oto-geri bildirim mekanizmasini inhibe eder bdylece
serbestlesmis olan histaminin etkisini uzatir. Histaminin en 6nemli anti-vertigo
etkisinin serebral ve i¢ kulaktaki kan akisindaki etkiyle oldugu diistiniilmektedir

(78,79).

Betahistin reseptor baglanma afinitesi profili Hy ve Hs reseptorleri i¢in kalitatif
olarak histamin ile yakinlik gosterir. Bu da histaminerjik sistemin ndrotransmitter
diizenleyicisi olarak gorev aldigin1 gosterir (85). Arastirmalarda stria vascularis ve
spiral ligamentin arteryovendz gegitleri, arteriyoller ve kapilerleri igeren i¢ kulaktaki

koklear ve vestibiiler sistemlerde mikrodolasimi artirdigi bulunmustur (79,80) .

Betahistinin mikroiyontoferik uygulanmasi ile rotasyon indiiklii tip I medial

vestibiiler ¢ekirdek noronlarinin ateslenmesini inhibe edilmistir (86).

Deneysel olarak betahistin, intravendz verilis sonrasinda serebral ve periferal
vazodilatasyon ile vertebrobaziler arteryel sistemde kan akisinda % 54’e yakin artis

saglamustir (87).
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Betahistin, lateral vestibiiler c¢ekirdegin polisinaptik sinirlerine olan kitlesel

impulslari, sedatif bir etki gostermeksizin inhibe eder (75).

Periferal vertigo ve Méniere hastaliginda yaygin olarak kullanilmaktadir. Farkli
nedenlerle olusan vertigoda ataklarin siklik, siddet ve siiresini azaltir ve bu

sikayetlerin standart tedavisi olarak kabul edilmistir (72,88,89).

36 hafta ¢ift kor-gapraz calismada Meéniere hastaliginin tedavisinde 6zellikle de
vertigonun kontroliinde uygun bir terapdtik ajan olarak kabul edilmistir. Vertigo
basta olmak {iizere, kulak ¢inlamasi ve sagirlik gibi semptomlarinin tamaminda ¢ok

onemli 6l¢iide iyilesme saglamistir (78,89).

Kobaylarda betahistinin konsantrasyona bagli olarak (muhtemelen kan
basincinda ve lokal mikrodolasima ait vazodilatasyonda artistan kaynaklanan) lokal

vestibiiler kan akisini arttirdigi gosterilmistir (90).

Vertebral baziler arter yetersizliklerinden kaynaklanan gecici iskemik atak
sikligin1 azaltmada Betahistin HCI® in etkinliginin test edildigi bagka bir ¢alismada,
26 hastada ¢ift kor plasebo kontrollii olarak oral yolla 4 mg ila¢ glinde 4x2 seklinde

verilmistir ve sonugta palyatif olarak kullanilmasi 6nerilmektedir (83).

Bunun disinda farkli sebeplerden kaynaklanan bas agrilarinda, yatak yaralarinda
ateriyosklerozda ve demansta tedavi ajani olarak kullanildiginda faydali etkileri
goriilmistiir. Vazodilator olarak Méniere hastalifinda ve beyne ait arteriyosklerozda
biiyiik olasilikla artan kan akis1 nedeniyle olumlu sonuglari oldugu bulunmustur (83,
91). Serebrovaskiiler hastaliklarda bolgesel serebral kan akisimi artirmis ve yaslh
hastalarda zihinsel fonksiyonlar1 6nemli Olgiide gelistirmistir (92,93). Bu da
betahistinin arka beyni besleyen vertebrobaziler arteryel sistemdeki kan akigini
artirmada ve i¢ kulak ve vestibiiler sitemdeki mikrodolasimi1 diizenlemede etkili

oldugunu gostermektedir (78,87).

Betahistin labirentteki mikrodolasimi arttirarak endolenfatik basinci azaltir;
vertigo, kulak c¢inlamasi ve Méniére hastaliginin eslik ettigi duyma kayiplarinda

kullanilmaktadir (94).

Hayvan modellerinde intravendz betahistinin belirgin bir sekilde koklear kan

akigint artirdigi ve sistemik kan basincini azalttifi goriilmiistiir, sistemik etkiler
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ayrica koklear damar iletkenliginde artis ile sonuglanmistir. Koklear kan akisindaki
etki doza bagimli olarak gerceklesmis ve koklear damar sisteminde sistemik damar

yatagina gore daha fazladir (95).

Betahistinin histaminerjik sistemdeki etkileri histidin dekarboksilaz (histamin
sentezleyen enzim) i¢cin mRNA oOl¢iimii ile test edilen bir ¢alismada kedilere oral
yolla 1-3 hafta 50 mg/kg betahistin verilmistir. Sonugta histidin dekarboksilaz
ekspresyonu belirgin derecede artmuis ve [*H ] N-o-metilhistaminin (Histamin Hs
reseptor agonisti) histamin Hj reseptorlerine baglanma yogunlugu azalmistir. Bu
bilgi betahistinin histamin Hj reseptorlerini bloke etme vasitasi ile histamin sentezini
artirdigin1 gostermektedir. Histaminerjik sistemdeki bu etki vertigo ve vestibiiler

hastaliklarin tedavisinde betahistinin etkinligini agiklar (82).

Klinik agidan betahistin hizli etki baslangici ve uzun etki i¢in glinde 48 mg
olarak verilmektedir. Kedilerde yapilan ¢alismada betahistinin farkli dozlari farkli

stirelerle uygulanmustir.

Betahistinin diisiik dozlar1 ancak uzun siireli kullanim s6z konusu oldugunda,
histidin dekarboksilazin (histamin sentezleyen enzim) mRNA ekspresyonunda
onemli artis gostermistir (1 hafta 50 mg kullanim ile 3 ay boyunca 2 mg kullanimda
ayni etki goriilmistiir). Klinikte betahistin ile uzun siireli tedavi onerilmektedir. Bu

yaklasim 6zellikle de tek tarafli vestibiiler hasari olan kisilerde faydali olabilir (96).

Méniére hastaligindaki vertigo ataklarinin tedavisinde betahistinin diisik doz ve
kisa siireli tedaviye kiyasla yiiksek doz ve uzun siireli kullanimi daha etkili
bulunmustur (97). Benin paroksismal vertigoda betahistin kullanimi ile

semptomlarin devamliliginin azaldigi goriilmiistiir (98).

Méniere hastaligi veya paroksismal pozisyonel vertigosu olan hastalarda
betahistin giinde 16 mg x 2 seklinde verilmistir. U¢ ay boyunca yapilan calismada
vertigo ataklarinin siklik, siddet ve siireleri degerlendirilmis ve plaseboya karsi
onemli etkisi oldugu goriilmiis, vertigoda giivenli ve etkin bir tedavi olarak

degerlendirilmistir (99).

Klinik uygulamalarda H; antihistaminik ilaglar (birinci kusak) siirekli

alindiginda viicut agirliginda artisa neden olmustur. Siganlarda yapilan caligmada
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sistemik ( i.p.) verilen betahistinin besin alimini azalttig1 gézlenmistir. Betahisinin Hs
reseptor aktivitesini inhibe etmesi ile histamin sentez ve serbestlesmesi arttidi,
sonrasinda histaminin Hj reseptorler vasitasi ile histaminerjik néron aktivitesini

artirmasi sonucu besin aliminin azaldig: diisiiniilmektedir (100,101).

Kecilerde yapilan bagka bir ¢alismada histamin H; reseptdr agonisti olan
betahistinin intraperitoneal olarak verildiginde doza bagimli olarak su alimini
artirdigt ve besin alimini azalttigi belirtilmistir (102). Dolayisiyla insanlarda

obeziteye karsi kullanimina yonelik ¢alismalar da umut vaad etmektedir (103).

Regete Ucret Belirleme Otoritesinden alman bilgiye gore 2007 yilinda
Ingiltere’de her ay 113000 recetede Betahistin yazilmistir. Bu da niifusun yaklasik %
0,2’sidir (104).

Betahistin dihidrokloriiriin 8§ mg ve 16 mg ve yeni piyasaya ¢ikmis 24 mg etkin
madde iceren tablet formlar1 mevcuttur. Tedavinin giin i¢inde {ige boliinmiis dozlar

seklinde alinmasi ve giinliik dozun 48 mg’dan fazla olmamasi tavsiye edilir.

Peptik iilser sikayeti ve Oykiisii olan kisilerde kullanilmamalidir. Meéniere
hastaliginin baslica semptomlart olan bas donmesi (mide bulantisi ve kusma ile
birlikte), kulak ¢inlamasi, bas agris1t ve duyma kaybi gibi durumlarda ayrica

vestibiiler vertigoda endikedir. Dozaj cevaba gore adapte edilmelidir.

Bazen iyilesmenin baglamasi ¢ok yavas olur ve ancak birkag¢ haftalik tedaviden
sonra belirginlesir, optimal sonuglar ancak birkac aylik tedaviden sonra elde edilir.
Hastaligin basinda tedaviye baslamanin hastaligin ilerleyisini durdurduguna ve/ veya
sonraki asamalarda olusacak isitme kayiplarinin 6nlendigine dair bilgiler mevcuttur

(105).

Betahistinin farmakokinetik 6zellikleri sik alinmasin1 gerektirmektedir, plazma
seviyesini %20 degisim araliginda tutmak icin gerekli uygulama aralifi (At)

asagidaki formiille ifade edilmistir (106):

At = tmaks + 1/3 X t1/2
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At = llacin verilisindeki zaman aralig
tmaks = Maksimum konsantrasyona ulagmak i¢in gerekli zaman

t1/2 = Biyolojik yari- omiir

flacin 3,5 saat yar1 dmiir ve 1 saat t-maks siiresi deneylerle bulunmus ve sonugta;

At= 2 saat 10 dakika olarak hesaplanmistir.

2

Bu hesaba dayanarak literatiirde bu ilacin uzun etkili “Sustained Release
formiilii hazirlanmast  gerekli goriilmiis ve konvansiyonel tablet ile

karsilastirtlmistir (106).

N . 2HCI

S iJ “CH,CH/NHCH,
- H‘a.
REA 3. REA9.7

Sekil 4.11. Betahistin dihidrokloriiriin yapisal formiilii

Betahistin dihidrokloriir (Sekil 4.1), erime derecesinin 200°C’ den diisiik olmasi
(150-154°C), yar1 Omriiniin 3- 5 saat olmasi, giinde 3 kez alinmayr yani sik
dozlamay1 gerektirmesi, molekiil agirliginin 400 Daltondan kii¢lik olmasi (209,1),
giinliik terapdtik dozunun diisiik olmasi (24- 48 mg) ve peptik iilserli hastalarda oral
yoldan kullanilamamasi nedeniyle transdermal terapdtik sistem hazirlamak ig¢in
uygun bir etkin maddedir. Bu sekilde optimal bir tedavi saglanabilir ve hasta rahati

ve uyuncu artar (80,107-109).
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Piyasadaki oral formlar betahistin dihidrokloriir tuzu kullanilarak hazirlanmistir.
Betahistinin baz formu ise sividir. Molekiil agirligi 136,2 Dalton’dur ve tuz formu
gibi suda ¢oziinilir. Molekiil agirhiginin daha diisiik olmasi ve erime derecesinin tuz
formuna gore daha diistik olmas1 deriden gegis i¢in daha uygun gortinmektedir (43,

110).

Betahistin log P degeri 0,68 ve pKa degerleri 3,5 ve 9,7’dir (110,111).
Betahistinin tuz formunun sulu ¢ozeltisinin pH’s1 2- 3 civarinda iken baz formunun
sulu ¢ozeltisinin pH’s1 8-9’dur. Deriden gegiste bazik 6zellik tasiyan maddeler ile

olumlu sonuglar elde edilmistir.

Terodilinin tuz formu ve tuzdan elde edilen baz formu ile yari-kat1 transdermal
formiilasyonlar hazirlamigs ve tam kalinlikta sigan derisi ve stratum corneumdan
gecisleri farkli sicakliklarda kiyaslanmigtir. Stratum corneumdan gegiste her bir

sicaklik i¢in baz formu tuz formuna gore daha yiiksek aki gostermistir (112).

Betahistinin oral verilis sonrasinda insan plazmasinda hassas olarak tayin
edildigi bir caligmada ise; 24 mg betahistin mesilat tek dozda oral yolla verildikten
sonra biitliin goniillilerde betahistin plazma konsantrasyonu 0,5 ng/ml’den az
bulunmustur. Bu da neredeyse tamamen gastrointestinal sistem ve karaciger

mikrozomal enzimleri ile ilk-gecis metabolizmasina ugradigini géstermektedir (113).

Bu veriler betahistinin deri yoluyla sistemik etkili transdermal terapotik

sistemlerinin hazirlanmasinin anlamli olacagini gostermektedir.

Betahistinin deriden gecisiyle ilgili 1990’11 yillarda bazi calismalar yapilmus,

ancak bu calismalarda yar1 kati formiilasyonlar denenmistir.

Betahistinin yar1 kati formiilasyonlar1 hazirlanarak, si¢an derisinden ex Vivo
perkutan penetrasyon ve in vivo perkutan absorpsiyonu kiyaslanmis ve
degerlendirilmistir. Betahistin deriden ge¢mis ve penetrasyon artirict kullanilan

formiilasyon ile sabit kan seviyesi elde edilebilmistir.

En uygun goriilen formiilasyon ile 48 saat siirecinde 300- 475 ng/ ml araliginda
betahistin kan konsantrasyonu izlenmistir. Jel formiilasyonlarda betahistin %3- 6
araligindaki konsantrasyonlarda kullanilmis (12-24 mg betahistin i¢erecek sekilde

3,14 cm? alanda uygulanmus), in vitro sonuglar en diisiik degerleri verse de in vivo
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sonuglarda lipit dispers sistem igeren yar1 kat1 formiilasyon en yiiksek ve uzun etkili

kan konsantrasyonlarini saglamistir (109).

Ogiso ve arkadaslar1 baska bir ¢alismada Wistar ve tiiysiiz si¢anlarin d-limonen
ve laurokapramin penetrasyon artirict olarak kullanildigi benzer yar1 kati
formiilasyonlar hazirlayarak degerlendirmislerdir. Jellerdeki lipozom varliginda ve
yoklugunda betahistinin gecisi degerlendirilmis, lipozomlarin gegisi artirma

mekanizmasi agiklanmistir (114).

Ayni yil yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise sigan stratum corneum lipitlerinin faz
gegcisleri ve ila¢ penetrasyonu ile faz hallerinin iliskisi degerlendirilmistir. Sicaklik
artis1, lipofilik ilaglarin (betahistin, estradiol, indometazin) derideki diflizyon
katsayisindaki artis ile ve gecikme zamanindaki azalma ile deriden akisini (JS)

artirmistir.

Bu ilaglarin deriden gegisi i¢in hesaplanan aktivasyon enerjisi (AE) 17-40
kcal/mol araligindadir ve sicaklik arttik¢a bu {i¢ ilacin da geg¢is icin gerekli olan bu
enerjileri azalmistir. Verilerden hareketle sigan stratum corneum lipitleri 39°C’nin
altinda jel-kristal, 39°C-64°C arasinda mezomorfik fazda ve 64°C ilizerinde sivi-
kristal fazda bulunmaktadir. Sonug¢ olarak bu lipofilik ilaclarin permeabilitesi
hiicrelerarasi lipitler diizensizlestik¢e artmaktadir. Bu ilaglar stratum corneumdaki

lipoidal yolu kullanmaktadirlar (115).

Ayni grubun galigmalarimin devaminda d-limonen ve n-oktil-6-D-tiyoglikozit
(OTG) penetrasyon artirict olarak kullanilarak yine yari-kati (lipozom igeren jeller)
formiilasyonlar  hazirlanmistir.  Lipit  karigimlar ve  yalin  lipozomlar
degerlendirilmistir. Yumurta fosfatidil kolin (EPC), kolesterol ve disetil fosfat ile
hazirlanan lipit dispers sistemlerin partikiil boyutlarinin, betahistinin perkutan
absorpsiyonuna etkisi incelenmistir. Partikiil boyut degisiminin geciste bir roli
olmadigi ve yalin lipozomlar ve lipit karisimlara kiyasla en iyi geg¢isin yumurta
fosfatidil kolin lipozomlar1 (EPC-LDS) ile oldugu goriilmiistiir. Lipozomlarin
perkiitan absorpsiyonu artirma mekanizmasi; bunlarin lipit yap1 ile elektrostatik
etkilesime girmeden korneositler ve folikiiller boyunca kolaylikla gegebilmesi ve
derin lipit tabakaya ulasarak bu bolgedeki lipitler tarafindan kismi fiizyona

ugramasi seklinde oldugu sonucuna varilmistir (116).
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Literatiirde bunlarin disinda bir ¢alismaya rastlanmamistir, ayrica betahistinin

insan derisinden gegisi hakkinda bir yayin da olmadigindan, planlanan ¢alisma ayni1

zamanda literatiirdeki bu eksigi de kapatacak nitelikte olacaktir.

4.7. Betahistin Dihidrokloriir Miistahzarlar

4.7.1. Betahistin dihidrokloriiriin Tiirkiye’deki miistahzarlari

Kullanildigi Miistahzar

Betaserc Tablet 16 mg
Betaserc Tablet 24 mg
Betaserc Tablet 8 mg
Betateva Tablet 8 mg
Moreserc Tablet 16 mg
Moreserc Tablet 24 mg
Rotastin BID Tablet 24 mg
Vasoserc BID Tablet 24 mg
Vasoserc Fort Tablet 16 mg
Vasoserc Tablet 8 mg
Vertiserc Tablet 16 mg
Vertiserc Tablet 8 mg
Vestibo Tablet 16 mg
Vestibo Tablet 24 mg
Vestibo Tablet 8 mg

Firma

ABBOTT
ABBOTT
ABBOTT
MED-ILAC
HELBA

HELBA
TRIPHARMA
ABDI IBRAHIM
ABDI IBRAHIM
ABDI IBRAHIM
RECORDATI ILAC
RECORDATI ILAC
ACTAVIS
ACTAVIS
ACTAVIS

4.7.2. Betahistin dihidrokloriiriin diinyadaki miistahzarlar

Kullanilldig1 Miistahzar

Antivom Tablet 8 mg,16 mg,

Oral Sol. Damla 8mg/mi

Avertin Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg
Betagen Tablet 8 mg, 16 mg
Betahistop Tablet 8 mg, 16 mg

Firma

UNIPHARMA (Yunanistan)

AVEFARM (Cek Cumhuriyeti)
GENERICS (Macaristan)
TOPGEN (Belgika)
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Betaserc Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg

Betistine Tablet 16 mg

By-Vertin Tablet 8,16 mg

Docbetahi Tablet 8,16 mg

Elven Tablet 8 mg, 16 mg

Fidium Tablet 8 mg, Damla 8 mg/ml
Histimerck Tablet 8,16 mg

Lectil Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg

Microser Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg,
damla 12,5 mg/mi
Polvertic Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg

Riva Tablet 8 mg, 16 mg, damla 8 mg/ml
Serc Tablet 8 mg, 16 mg, damla 8 mg/ml

Sincrover Tablet 8 mg, 16 mg

Vasomotal Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg,

damla 8mg/ ml

Vertigon Tablet 8 mg, 16 mg

Vertin Tablet 8 mg, 16 mg

Vertiserc Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg,
damla 8mg/ ml

Vestibo Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg
Zenostig Tablet 8 mg, 16 mg, 24 mg
Agiserc 16 mg

SOLVAY (Avusturya, Belgika, Cek
Cumbhuriyeti, Danimarka,
Finlandiya, Fransa, Hollanda,
Isvigre, Macaristan, Polonya,
Portekiz, Rusya, Yunanistan
RAFA (lsrail)

ERGHA (irlanda)
DOCPHARMA (Belgika)
AVTAVIS (Macaristan)
ROTTAPHARM (ISPANYA)
GENERICS (Polonya)
BOUCHARA-RECORDATI
(Fransa)

FORMENTI (Cek Cumhuriyeti,
Italya, Macaristan, Polonya)
MEDANA (Cek Cumbhuriyeti)
INTERMED (Yunanistan)
SOLVAY (Fransa, Ingiltere,
Irlanda, Ispanya, Kanada)

CT (italya)

SOLVAY (Almanya)

GERARD (Irlanda)
SOLVAY (Hindistan)

SOLVAY (italya)

ACTAVIS (Rusya)
OZONE (Cek Cumbhuriyeti)
AGIS (Israil)
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4.8. Betahistin Mesilat Miistahzarlar:

Kullanilldigi1 Miistahzar

Aequamen Tablet 6 mg, 12 mg, 20 mg retard
Betavert Tablet 6 mg

Extovyl Kapsiil 12 mg

Merislon Tablet 6mg, 12 mg

Ribrain Tablet 6mg, 12 mg

Firma

ALTANA (Almanya)
HENNIG (Almanya)
DEXO (Fransa)

EISAI (Japonya)
GALENICA (Yunanistan)
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gereg
5.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Betahistin Dihidrokloriir
2-(2-Metilaminoetil) piridin (Betahistin

(Abdi ibrahim Ila¢ Sanayii A.S.)

Baz) (Sigma Aldrich)
Eudragit RL 100 (R6hm Pharma)
Eudragit RS 100 (R6hm Pharma)
Trietil Sitrat (Sigma Aldrich)
Propilen Glikol (Sigma Aldrich)
PEG 400 (Merck)

Gliserin (Riedel de Haen)
Aseton (Sigma Aldrich)
Etil Alkol (Riedel de Héen)
Metanol (gradient grade) (Merck)
Fosforik Asit (Merck)

Asetik Asit (Sigma Aldrich)
Sodyum-1 heptan siilfonat (Sigma Aldrich)
4- Aminoantipirin (Sigma Aldrich)
KH,PO, (Merck)

NaOH (Merck)

NaCl (Merck)
Sodyum karbonat (Merck)

Poliizobiitilen (Dandy Sakiz ve Sekerleme A.S.)
n-hekzan (Merck)

Dietil eter (Sigma Aldrich)

Diklorometan (Sigma Aldrich)

Uretan (Sigma Aldrich)

Kloroform (Merck)

Oktanol (Merck)

Hekzanol (Merck)
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Dekanol

Izotonik Sodyum Kloriir Cozeltisi
Ringer Cozeltisi

Dekstroz %5

Heparin Cozeltisi

Ultra Saf Su

5.1.2. Kullanilan arag ve gerecler

Yiiksek Performansl Sivi Kromatografisi
UV Spektrofotometre

(Coziinme Hiz1 Tayin Aleti

Fourier Transform Infrared (FTIR)
Fourier Transform Infrared (FTIR)
DSC

Ultrasantrifiij

Erime Derecesi Tayin Cihazi
Terazi

Calkalayicili Su Banyosu
Mekanik Calkalayici

Manyetik Karistirici

Vorteks Karistirici

Ultrasonik Banyo

Etiuv

pH Metre

Termostatli Isitict

Rotaevaporator

Milli Q-Ultra Saf Su Cihazi
Distile Su Cihazi

Dijital Kumpas(0- 150mm)

Franz Diflizyon Hiicresi

Stizme Sistemi

(Merck)

(Eczacibasi- Baxter)
(Eczacibagi- Baxter)
(Eczacibagi- Baxter)
(Nevparin, Mustafa Nevzat)
(Millipore, Milli-Q)

(Agilent 1100- Diode Array Detektor)
(Schimadzu UV Mini- 1240)
(Sotax AT 7 Smart)

(Schimadzu FTIR- 8400S)
(Perkin Elmer Spectrum One)
(DSC Q 100 TA Instrument)
(Hettich)
(Schmelzpunktbestimmer SMP 1)
(Schimadzu AX 120)

(GFL)

(Gerhardt)

(RO 5 power IKA Labortechnik)
(LMS Lab. Med. Supl. VTX-3000L)
(Ultrasonic LC 30)

(Memmert)

(Mettler Toledo)

(VWR)

(Buchi RE 111 Rotavapor)
(Millipore)

(GFL)

(Bochem)

(Borucam)

(Millipore)
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Azot Gazi (Linde)

Kromasil C18 Kolon (150 x 4.6 mm i.d. HiChrom)
Mikropipetler (Eppendorf)

Hidrofilik (HVLP) Filtre (Millipore)

Seliiloz Membran (Sigma)

Release Liner 1022 (3M Scotchpak)

Foam Tape 9772 L (3M)

Deri Zimbasi 25 mm (Izeltas)

PE 50 ve PE 10 Polietilen Kaniil (Clay Adams)

5.1.3. Kullanilan bilgisayar programlari

Microsoft Excel 2003-2007
Microsoft Word 2003-2007
Agilent Chemstation (HPLC analizinde)

PK Solver: An add-in program (in vivo hesaplamalarda kinetik programi)

5.1.4. Destekleyen kurulus

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
Proje No: 110S008 (Hizli Destek Projesi 1002)
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5.2. Yontem
5.2.1. Betahistin dihidrokloriir iizerinde yapilan ¢alismalar
5.2.1.1. FTIR spektrumu

Betahistin dihidrokloriiriin FTIR spektrumu i¢in Schimadzu FTIR- 8400S cihazi
kullanildi.

5.2.1.2. Erime derecesi tayini

Kuru haldeki betahistin dihidrokloriir, kilcal tiip i¢ine bir siitun olusturacak

sekilde yerlestirilerek erime derecesi tayin cihazinda erime derecesi belirlendi.

5.2.1.3. Ultraviyole (UV) spektrumu

Miktar tayini ve in vitro ¢ozinme hizi calismalarinda kullanilacak olan

spektrofotometrik yontem i¢in betahistin dihidrokloriiriin UV spektrumu alindi.

Betahistin dihidrokloriir tayini i¢in UV Ol¢limleri, havast alinmis (degaze
edilmis) distile su kullanilarak yapildi. Bu amagla, betahistin dihidrokloriir 10 mg
tartild1 ve distile suda ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi. 100 pg/ml’lik stok
cozeltiden 5 ml alinarak 20 ml’ye seyreltildi. Elde edilen 25 pg/ml
konsantrasyondaki ¢ozeltinin 190-300 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu
aliarak en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu saptandi.

5.2.1.4. Miktar tayini

Betahistin dihidrokloriir igeren transdermal formiilasyonlarin in vitro ¢éziinme
hiz1 tayininde UV spektrofotometrik yontem kullanild1 ve betahistin dihidrokoriiriin

miktar tayininde bu yontemden yararlanmak i¢in valide edildi.

5.2.1.5. Spektrofotometrik yontem validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, bir test yonteminin belirli kosullar altinda kesin

ve dogru bir sekilde siirekli olarak bekleneni gergeklestirdiginin kanitlanmasidir (70).
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Caligmada kullanilan spektrofotometrik yontem validasyonu i¢in dogrusallik
(linearity), kesinlik (precision), dogruluk (accuracy), segicilik (specificity) ve

stabilite (stability) calismalar1 yapildi.

5.2.1.5.A. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, elde edilen bulgularin 6rnek ¢ozeltisindeki

madde konsantrasyonu ile orantili sonuglar verebilmesidir ( 117-119).

Betahistin dihidrokloriir 10 mg tartildi, ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek havasi alinmis distile suda ¢oziindiiriildii ve 100 ml’ye tamamlandi. 100
pg/ml’lik bu stok ¢ozeltiden distile su ile gerekli seyreltmeler yapilarak; 10 pg/ml, 15
pug/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml, 40 ng/ml, 50 pg/ml olacak sekilde 8

farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlandi.

Cozeltilerin absorbanslart UV spektrofotometresi ile 259 nm’de distile suya
kars1 6l¢iildii. Her bir konsantrasyon icin 9 paralel deney yapildi. Konsantrasyonlara
karsilik gelen ortalama absorbans degerleri ile standart egri ¢izildi, en kiigiik kareler

yontemi ile dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 saptandi.

5.2.1.5.B. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, belirli ¢alisma kosullarinda hazirlanan ayni
ornek c¢ozeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin Olgilimleri
arasindaki uyumun yakimligini ifade eder (117-119). SD (+) veya RSD % degerleri
ile ifade edilir. Yontemin kesinligi icin RSD degeri % 2’den kiiciik olmalidir. Tekrar

edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri kullanilarak incelenir.

Tekrar edilebilirlik

Kisa bir siire zarfinda aym1 calisma kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder.
Yontemin tekrar edilebilirligini gostermek amaciyla aymi gilin i¢inde ydntem
5.2.1.5.A°da anlatildig1 sekilde seyreltmeler yapilarak 8 farkli konsantrasyonda 3

paralel 6rnek hazirlandi. Cozeltilerin absorbanslar1 259 nm’de, UV spektrofotometre
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ile ultrasonik banyoda bekletilerek havasi alinmis distile suya karsi okundu. Elde
edilen degerler dogru denkleminde yerine konarak betahistin dihidrokloriir miktar

saptand1, SD (£) ve RSD % degerleri hesaplandi.

Tekrar elde edilebilirlik

Farkli laboratuvarlarda hazirlanan 6rnekler arasindaki kesinligi ifade eder. Bu
amagla yontem 5.2.1.5.A.’da anlatildig1 sekilde 3 farkli giinde 3 paralel 6rnek
hazirlandi, belirtilen seyreltmeler yapildi ve ¢ozeltilerin absorbanslart 259 nm’de,
UV spektrofotometre ile ultrasonik banyoda bekletilerek havasi alinmig distile suya
kars1 okundu. Elde edilen degerler dogru denkleminde yerine konarak madde miktari

saptandi, SD (£) ve RSD % degerleri hesaplandi.

5.2.1.5.C. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, bu yontemle elde edilen sonuglarin ger¢ek degere

yakinlhigidir (117-119).

Bu amacgla  betahistin  dihidrokloriiriin ~ diisiik, orta ve  yiiksek
konsantrasyonlardaki ¢6zeltileri, havasi alinmis distile su ile hazirlandi. Gerekli
seyreltmeler yontem 5.2.1.5.A.”da anlatildig: sekilde yapildi ve her bir konsantrasyon
i¢in 6 paralel deney yapildi.

5.2.1.5.D. Segicilik

Bir analitik yontemin seg¢iciligi, ayn1 formiilasyon i¢inde miktar tayini yapilacak
olan maddenin disinda bagska maddelerin de bulunmasi durumunda bile, o maddenin
konsantrasyonunun tam olarak tespit edilebilmesidir (117-119). Bu amagla etkin
madde icermeyen, sadece yardimci maddelerden olusan formiilasyonlar 2 paralel

olacak sekilde hazirland: (Tablo 5.1).

Plastifiyan olarak; polietilen glikol (PEG) 400, gliserin, propilen glikol (PG),
trietil sitrat (TES) ve dietilftalat (DF) kullanildi. Etkin maddesiz bu formiilasyonlar,

etkin madde igeren formiilasyonlarla yapilan ¢6zlinme hiz1 test ortami olan distile
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suda, 32°C+ 0.5°C’de calkalayicili su banyosunda 24 saat bekletildi. Alinan

orneklerin spektrofotometrede 259 nm’de absorbans verip vermedigi kontrol edildi.

Ayrica, yine formiilasyon hazirlamada kullanilan plastifiyan maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarda sulu ¢6zeltileri hazirlanarak spektrofotometrede absorbanslarina

bakildi, 259 nm’de absorbans verip vermedigi saptandi.

5.2.1.5.E. Stabilite

Konsantrasyonu 16.4 ug/ml olan 100 ml’lik 3 paralel betahistin dihidrokloriir
¢oOzeltisi hazirland1 ve spektrumuna bakildi. Maksimum absorbansi 259 nm’de
verdigi goriildii. Calkalayici su banyosunda 32°C +0.5°C’de 2 hafta boyunca;
oncelikle ilk iki giin belli saat araliklarinda, daha sonra ise belli giinlerde 3’er ml’lik
numuneler alinarak maddenin absorbansinda degisiklik olup olmadigi incelendi ve

yine maddenin spektrumunda bir degisiklik olup olmadig: da kontrol edildi.

Tablo 5.1. Etkin madde igermeyen formiilasyonlar (n=2)

Bos ERL | ERS | PEG | Gliserin | PG | TES | DF | Aseton

Formiilasyon | (9) | (9) 9 ) 9 @ | 9 (ml)
BF, 04 | 1.6 | 03 - - - - 7
BF, 1 1 0.3 - - - - 7
BFs 03 | 1.7 - 0.5 - - - 7
BF, 1 1 - 0.5 - - - 7
BFs 05 | 15 - - 0.4 - - 7
BFs 1 1 - - 0.5 - - 7
BF; - 2 - - - 06 | - 7
BFs 1 1 - - - 06 | - 7
BFg 05 | 15 - - - - | 04 7
BF1o 1 1 - - - - | 04 7
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5.2.1.6. Cozuniirliik tayini

Betahistin dihidrokloriir, 10 ml havasi alinmis distile suya kisim kisim tartilarak

eklendi ve ¢oziindiiriildii, maddenin ¢6ziiniirliigi belirlendi.

5.2.2. Betahistin baz iizerinde yapilan calismalar
5.2.2.1. FTIR spektrumu

Siv1 bir madde olan betahistin bazin IR spektrumu i¢in TUBITAK Marmara

Arastirma Merkezi’nde, Perkin Elmer Spectrum One marka cihaz kullanildi.

5.2.2.2. Ultraviyole (UV) spektrumu

Miktar tayini ve in vitro ¢ozinme hizi calismalarinda kullanilacak olan

spektrofotometrik yontem igin betahistin bazin UV spektrumu alindu.

Betahistin baz tayini i¢in UV 6l¢iimleri, havasi alinmis (degaze edilmis) distile
su kullanilarak yapildi. Bu amagla betahistin baz 10 mg tartildi ve distile suda
¢ozlindiiriilerek 50 ml’ye tamamlandi. 200 pg/ml konsantrasyondaki bu stok
¢ozeltiden 3.75 ml alip 25 ml’ye seyreltildi. Elde edilen 30 pg/ml konsantrasyondaki
¢ozeltinin spektrofotometrede 190- 400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu
alinarak en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu saptandi.

5.2.2.3. Miktar tayini

Betahistin baz igeren transdermal formiilasyonlarin in vitro ¢oziinme hizi
tayininde UV spektrofotometrik yontem kullanildi ve betahistin bazin miktar
tayininde bu yontemden yararlanmak i¢in valide edildi. Betahistin baz igeren
formiilasyonlarin ex vivo deriden geg¢is c¢alismalart i¢in yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) kullanildi ve miktar tayininde bu yontemden yararlanmak

i¢in valide edildi.

Ayrica yine betahistin baz kullanarak hazirlanan transdermal formiilasyonlar ile

yapilan in vivo hayvan deneyleri sonucu elde edilen kan 6rneklerinde betahistin baz
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miktart farkli bir yontemle yine yiiksek performanli sivi kromatografisi (HPLC) ile

analiz edildi ve yontem valide edildi.

5.2.2.4. Miktar tayini yontemlerinin validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, bir test yonteminin belirli kosullar altinda kesin

ve dogru bir sekilde siirekli olarak bekleneni gergeklestirdiginin kanitlanmasidir (70).

Calismada kullanilan spektrofotometrik yontem ve HPLC ydntemlerinin
validasyonu i¢in dogrusallik (linearity), kesinlik (precision), dogruluk (accuracy),
secicilik (specificity), teshis limiti (limit of detection), miktar tayini limiti (limit of

quantitation) ve stabilite (stability) ¢alismalar1 yapildi.

5.2.2.4.A. Betahistin baz i¢in spektrofotometrik yontem validasyonu
Dogrusalhk

Betahistin baz 10 mg tartildi, ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek havasi
alinmis distile suda ¢oziindiiriildii ve 100 ml’ye tamamlandi. 100 pg/ml’lik bu stok
cozeltiden distile su ile gerekli seyreltmeler yapilarak 5 pg/ml, 7 pg/ml, 10 pg/mi, 15
ug/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml, 40 ug/ml, 45 ug/ml olacak sekilde
10 farkli konsantrasyonda c¢ozelti hazirlandi. Cozeltilerin absorbanslart UV
spektrofotometresi ile 259.5 nm’de distile suya kars: 6l¢iildii. Her bir konsantrasyon
icin 9 paralel deney yapildi. Konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama absorbans
degerleri ile standart egri ¢izildi, en kiigiik kareler yontemi ile dogru denklemi ve

korelasyon katsayisi saptandi.

Kesinlik
a) Tekrar edilebilirlik

Bu amagla ayn1 giin i¢inde yontem 5.2.2.4.A.’da anlatildig1 sekilde seyreltmeler
yapilarak betahistin bazin 10 farkli konsantrasyonda, 3 paralel 6rnegi hazirlandi.
Cozeltilerin absorbanslart 259.5 nm’de UV spektrofotometre ile distile suya

(ultrasonik banyoda bekletilerek havasi alinmis) karst okundu. Elde edilen degerler
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dogru denkleminde yerine konarak betahistin miktar1 saptandi, SD (+) ve RSD %

degerleri hesaplandi.

b) Tekrar elde edilebilirlik

Bu amagla yontem 5.2.2.4.A.’da anlatildig1 sekilde betahistin bazin 3 farkl
giinde 3 paralel 6rnegi hazirlandi, belirtilen seyreltmeler yapildi ve 259.5 nm’de UV
spektrofotometre ile distile suya (ultrasonik banyoda bekletilerek havasi alinmis)
kars1 okundu. Elde edilen degerler dogru denkleminde yerine konarak betahistin baz

miktar1 saptandi, SD () ve RSD % degerleri hesaplandi.

Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugunu saptamak icin betahistin bazin diisiik, orta ve
yiiksek konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri havasi alinmig distile su ile hazirlandi.
Gerekli seyreltmeler yapildi ve UV spektrofotometrede 259.5 nm’de distile suya

karst okundu, her bir konsantrasyon i¢in 6 paralel deney yapildi.

Secicilik

Yontem 5.2.1.5.D° de yapilan ¢aligmada alinan 6rneklerin spektrofotometrede
259.5 nm’de absorbans verip vermedigi kontrol edildi. Ayrica yine formiilasyon
hazirlamada kullanilan plastifiyan maddelerin yiiksek konsantrasyonlarda sulu

¢ozeltileri hazirlanarak, spektrofotometrede absorbanslarina bakildi ve 259.5 nm’de

absorbans verip vermedigi saptandi.

Stabilite

Konsantrasyonu 40 pg/ml olan betahistin baz ¢ozeltisi hazirlandi ve galkalayicili
su banyosunda 32°C +0.5°C’de 10 giin boyunca bekletildi ve belli giinlerde 3’er
ml’lik numuneler alinarak maddenin absorbansinda degisiklik olup olmadig
incelendi ve yine maddenin spektrumunda bir degisiklik olup olmadig1 da kontrol
edildi.
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5.2.2.4.B. Betahistin baz icin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

yontemi ve validasyonu (ex vivo ¢calismalar icin)

Yontem gelistirme

Transdermal formiilasyonlarin ex vivo deriden gegis ¢alismalarinda elde edilen
numunelerdeki betahisin miktar tayini igin literatiirde kayith (120,114,115)
yontemlerden faydalanilarak yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi gelistirildi ve veriler Agilent Chemstation programi ile degerlendirildi.

Metot gelistirmede kullanilan agsamalar Tablo 5.2’de gosterildi.
(Calismada otomatik 6rnekleyici kullanildi.

Calisma sartlari:

Mobil faz: 5mM sodyum 1- heptansiilfonat igeren (1g/1) Metanol- 0.025 M KH,PO,
(25:75 h/h) pH 3

Kolon: Kromasil 100- 5C18 (150 x 4.6 mm)

Akis hizi: 1ml / dak

Dedektor: DAD A= 260 nm (bant genisligi= 4 nm)

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Basing: 128 bar

Sicaklik: 25°C

Mobil Faz Hazirlama

Bir litre sulu faz hazirlamak i¢in; 3.4023 g KH,PO, tartild1 ve ultra saf su ile 900
ml’ye tamamlandi. Cozelti, fosforik asit ile pH 3’e getirildi. 1g sodyum 1-
heptansiilfonat eklendi ve 1000 ml’ye ultra saf su ile tamamlandi ve pH’nin sabit

oldugu goriildii. Sulu faz vakum altinda filtreden siiziildii ve ultrasonik banyoda 15

dakika bekletildi.

Sulu faz %75 oraninda bir kanaldan, metanol %25 oraninda diger kanaldan
olacak sekilde ¢aligildi. Sodyum 1- heptan siilfonat iyon ¢ifti ajan1 olarak mobil fazda
kullanild1. Bu nedenle kolonun dengeye gelmesi icin her ¢alisma oncesi, kolondan,

kolon hacminin 100- 200 kat1 kadar hacimde mobil faz gegirildi.
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Tablo 5.2. HPLC Metot gelistirmede kullanilan basamaklar

Ornek ortam Mobil Faz Kolon Akig
BH- su 0.02 M (pH 4.5) Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
Sodyum Asetat- Asetonitril (250 x 4.6 mm)
(70: 30)
Zaman  Sodyum Asetat  Asetonitril
(0.02 M pH 4.5)
BH- su 0 70 30 Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
1 70 30 (250 x 4.6 mm)
21 30 70
BH- 0.2 M pH 7.4 fosfat 0.02 M (pH 4.5) Kromasil 100-5C18 1 ml/dak
tamponu Sodyum Asetat — Asetonitril (250 x 4.6 mm)
(70: 30)
BH-0.2 M 0.02 M (pH 4.5) Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
pH 7.4 fosfat tamponu Sodyum Asetat - Asetonitril (250 x 4.6 mm)
(75: 25)
BH-0.2 M 0.02 M (pH 4.5) Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
pH 7.4 fosfat tamponu — Sodyum Asetat — Asetonitril (250 x 4.6 mm)
mobil faz (70: 30) (75: 25)
BH- su 0.02 M (pH 4.5) Kromasil 100-5C18 | 0.7 ml/ dak
Sodyum Asetat - Asetonitril (250 x 4.6 mm)
(70: 30)
BH- su Su- Asetonitril (70: 30) Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
(250 x 4.6 mm)
BH- su Su- Asetonitril (40: 60) Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
(250 x 4.6 mm)
Zaman Su Asetonitril
BH- su 0 70 30 Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
20 5 95 (250 x 4.6 mm)
Zaman Su Asetonitril
BH- su- Asetonitril 0 70 30 Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
20 5 95 (250 x 4.6 mm)
BH- 0.85%NaCl- 0.5 g sodyum 1- heptansiilfonat igeren Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
10mM fosfat tamponu (0.5 g/l (250 x 4.6 mm)
pH7.4 Metanol - 0.025 M KH2PO4
pH 3 (25:75)
BH- 0.85%NaCl- 0.5 g sodyum 1- heptansiilfonat igeren Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
10mM fosfat tamponu 0.549/) (150 x 4.6 mm)
pH 7.4 Metanol - 0.025 M KH2PO4
pH 3 (25:75)
BH- 0.85%NaCl- 0.5 g sodyum 1- heptansiilfonat igeren Kromasil 100-5C18 | 1.2 ml/ dak
10mM fosfat tamponu (0.5 g/l (150 x 4.6 mm)
pH 7.4 Metanol - 0.025 M KH2PO4
pH 3 (25:75)
BH- 0.85%NaCl- 0.5 g sodyum 1- heptansiilfonat i¢eren Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
10mM fosfat tamponu (0.5 g/l (150 x 4.6 mm)
pH 7.4 Metanol - 0.025 M KH2PO4
pH 3 (20:80)
BH- 0.85%NaCl- 0.5 g sodyum 1- heptansiilfonat i¢eren Kromasil 100-5C18 1 ml/ dak
10mM fosfat tamponu 0549/ (150 x 4.6 mm)
pH 7.4 Metanol - 0.025 M KH2PO4
pH 3 (15:85)
BH- 0.85%NaCl- 5 mM sodyum 1- heptansiilfonat igeren Kromasil 100-5C18 1ml/ dak
10mM fosfat tamponu (1 g (150 x 4.6 mm)
pH 7.4 Metanol- 0.025 M KH2PO4
pH 3 (25:75)
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Standart Hazirlama

Betahistin baz 10 mg tartildi ve 0.85 % NaCl -10 mM fosfat tamponunda
(pH7.4) ¢oziindiiriilerek, 100 ml’ye tamamlandi. Konsantrasyonu 100 pg/ml olan bu
¢ozeltiden gerekli seyreltme yapilarak, 10 pg/ml konsantrasyonda 2. bir stok ¢ozelti
hazirlandi. Analitik validasyon galigmast i¢in bu iki stok ¢ozelti kullanilarak, 0.08
pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltiler ile ¢alisildi. Standart hazirlarken 0.85 %
NaCl -10 mM fosfat tamponu (pH 7.4) kullanilmasinin nedeni bu ¢6zeltinin Franz

diftizyon hiicresi reseptor fazi olarak kullanilmasidir. (109,114,115).

Franz Difiizyon Hiicresi Reseptor Fazi icin Cozelti Hazirlama

0.2 M pH 7.4 fosfat tamponu igin (70):

KH,PO,427.22 g=» 1000 ml NaOH 8 g=» 1000 ml

250 ml KH,PO, + 195.5 ml NaOH cozeltileri karistirilarak 1000 ml’ye tamamlanur.
10 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) igin:

0.6805 g KH,PO,4 =» 500 ml 0.2 g NaOH=» 500 ml

125 ml KH,PO,4 + 97.5 ml NaOH ¢ozeltileri karistirilarak 500 m1’ye tamamlandi.
% 0.85 NaCl olmasi igin de 500 ml i¢in 4.25 g NaCl eklendi.

Yontem validasyonu
Dogrusallik

Miktar tayini yonteminin dogrusalligi icin yontem 5.2.2.4.B.’de anlatildigi
sekilde hazirlanan stok ¢ozelti kullanilarak 0.08 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1
pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml konsantrasyonlarinda betahistin baz igeren
cozeltiler 0.85 % NaCl -10 mM fosfat tamponunda (pH 7.4) c¢oziindiiriilerek
hazirlandi. Hazirlanan ¢o6zeltiler HPLC’de analiz edildi. Her konsantrasyon icin
deney 9 defa tekrarlandi. Konsantrasyonlara karsilik gelen ortalama pik alan
degerleri kullanilarak standart egri ¢izildi. En kiiciik kareler yontemiyle hesaplanarak
dogru denklemi bulundu ve korelasyon katsayist (r%), standart sapma (SD) () ve

bagil standart sapma RSD % hesaplandi.
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Kesinlik

Yontemin kesinligini bulmak amaciyla yontem 5.2.2.4.B.’de belirtilen
konsantrasyonlarla tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik ¢alismalari yapildi.

Elde edilen sonuglarin ortalamalari alindi, SD (%) ve RSD % degerleri hesaplandi.

a) Tekrar edilebilirlik

Kisa bir siire zarfinda ayn1 ¢alisma kosullar1 altindaki kesinligi ifade eden tekrar
edilebilirligi belirlemek igin betahistin bazin ayni giin i¢inde yontem 5.2.2.4.B.’de
anlatildig1 sekilde seyreltmeleri yapilarak 7 farkli konsantrasyonda 3 paralel 6rnegi
hazirlandi. Cozeltiler 100 pl hacimle HPLC sistemine enjekte edildi. Elde edilen
alanlar dogru denkleminde yerine konarak betahistin baz miktari saptandi, SD (£) ve
RSD % degerleri hesaplanda.

b) Tekrar elde edilebilirlik

Farkli laboratuvarlarda hazirlanan 6rnekler arasindaki kesinligi ifade eden tekrar
elde edilebilirligi belirlemek icin betahistin bazin yontem 5.2.2.4.B.’de anlatildigi
sekilde 3 farkli giinde 3 paralel 6rnegi hazirlandi. Belirtilen seyreltmeler yapildi ve
cozeltiler HPLC sistemine 100 ul hacimle enjekte edildi. Elde edilen alanlar dogru
denkleminde yerine konarak betahistin baz miktar1 saptandi, SD () ve RSD %

degerleri hesaplandi.

Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugunu saptamak igin betahistin bazin diisiik orta ve
yiksek konsantrasyonlardaki g¢ozeltileri yontem 5.2.2.4.B.’de anlatildig1 sekilde
hazirlandi. Her bir konsantrasyondan 3 paralel olacak sekilde 100 pl hacimle HPLC
sistemine enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarindan dogru denklemi yardimiyla
betahistin baz konsantrasyonu hesaplandi. Betahistin baz igin geri kazanim degeri

hesaplanarak yontemin dogrulugu belirlendi.
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Secicilik

Yontemin segiciligini belirlemek amaciyla, Franz difiizyon hiicresinde ¢alisilan
formiilasyonlardan iki tanesinin 24. saat numuneleri ile elde edilen kromatogramlari
ve 5ug/ ml betahistin baz c¢ozeltisi enjeksiyonu ile elde edilen kromatogram

spektrumlar: st Uste cakistirilarak incelendi. Betahistin baz disinda herhangi bir

madde spektrumu olup olmadigi degerlendirildi.

Stabilite

Kullanilan analitik yontemin stabilitesini saptamak i¢in iki farkli degerlendirme
yapildi. Oncelikle 100 mg betahistin baz, 0.5 ml 0.85 % NaCl- 10 mM fosfat
tamponunda (pH 7.4) ¢6ziindiiriildii ve bu ¢ozelti Franz difiizyon hiicresinin donor
fazina konuldu. 12 saat sonra reseptor fazdan alinan numunede betahistin baz pikine
bakildi. Elde edilen bu kromatogram ile yine ayn1 tamponda ¢oziinmiis olan 5 pg/ml
konsantrasyonundaki betahistin baz ¢ozeltisi kromatograminin spektrumlari st tiste
cakistirilarak degerlendirildi, bu sekilde 12 saat boyunca deney ortaminda bulunan
betahistin baz ¢ozeltisinin spektrumunda bir degisiklik olup olmadigi belirlendi.

Ayrica farkli konsantrasyonlarda hazirlanan betahistin baz ¢ozeltilerinin iki giin
boyunca belirli zamanlarda yapilan enjeksiyonu ile alanlardaki degismeleri incelendi,

SD (+) ve RSD 9% degerleri hesaplandi.

Teshis limiti (LOD) ve miktar tayini limiti (LOQ)

Betahistin bazin deteksiyon ve kantitasyon limitlerini belirlemek amaciyla farkli
giinlerde farkli konsantrasyonlar denendi, uygun goriilen konsantrasyonlar farkli
seyreltmeler ile tekrar hazirlanarak Sinyal/Giiriiltii (S/G) oranlar1 karsilastirildi.
Teshis limiti i¢in S/G oraninin en az 3 olmasi gerekmektedir. Miktar tayini limiti igin

S/G oraninin en az 10 olmas1 gerekmektedir.
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5.2.2.4.C. Betahistin baz i¢in yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

yontemi ve validasyonu (in vivo ¢alismalar icin)

Yontem gelistirme

Transdermal formiilasyonlarin in vivo si¢an derisinden gegis ¢alismalarinda elde
edilen numunelerdeki betahistin miktar tayini i¢in literatiirde kayith (113)
yontemden faydalanilarak yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) yontemi

gelistirildi ve veriler Agilent Chemstation programi ile degerlendirildi.

Calisma sartlan

Mobil faz: metanol: su: asetik asit (20: 80: 1.5, h/ h)
Kolon: Kromasil 100- 5C18 (150 x 4.6 mm)
Akis hizt: 0.4 ml /dak

Dedektor: DAD A= 260 nm (bant genisligi= 4 nm)
Enjeksiyon hacmi: 50 pl

Basing: 52 bar

Enjeksiyon sekli: ~ Manuel

Mobil faz hazirlama

Bir litre mobil faz kullanilarak izokritik ¢alisildi. Cozelti hazirlamak i¢in; 800 ml
ultra saf su, 200 ml metanol ve 15 ml asetik asit ile manyetik karistiricida karistirild.
Olusan hava kabarciklarin1 gidermek i¢in ¢6zelti vakum altinda filtreden siiziildii ve

ultrasonik banyoda 15 dakika bekletildi.

Plazma ornegi icin standart hazirlama ( spike numunesi)

Betahistin baz c¢o6zeltisi hazirlamak igin betahistin baz 10 mg tartildi ve
metanolde ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlandi. Konsantrasyonu 100 pg/ ml olan
bu cozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak analitik validasyon ¢alismasi i¢in 0.15

pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1.5 pg/ml, 2.5 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinda
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hazirlanan c¢ozeltiler ile calisildi. Hazirlanan bu ¢ozeltiler ilag icermeyen sigan

plazmasina eklenerek calisildi. Bos plazma ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Ornek hazirlama

Herhangi bir ilag uygulamasi yapilmamis, saglikli disi Wistar si¢anlardan
heparinli tiiplere kan alindi. Oda sicakliginda 4000 devir/dak.’da 15 dakika santrifiij
ile bos plazma elde edildi.

Bos plazma (100 pl) o6rnegine, 20 pl betahistin baz ¢ozeltisi (metanolde
coziindiiriilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlandi) eklendi, 20 pl 1 M NaOH da
eklenerek alkali hale getirildi. Bu karisima 1 ml Dietil Eter: Diklorometan (3:2 h/h)
organik ¢oziicii karistmi eklendi, 10 saniye vorteks karistirict ile karistirildi.
Sonrasinda, 2000 g’de 2 dakika santrifiij yapilarak organik ¢oziiciiniin ayrilmasi
saglandi. Santrifiij sonrasi kolayca ayrilmis olan {ist kisimdaki organik faz ayr1 bir
tiipe alindi. Kalan kisma yine 1 ml organik ¢oziicii eklendi, karistirma ve santrifiij
islemleri uygulandi bu islem toplam 4 kez yapildi ( toplam 4 ml organik ¢oziicli

karisimi kullanildi).

Ekstraksiyonlar sonrasi elde edilen organik faz, Azot altinda 25°C- 30°C
arasinda su banyosunda uguruldu. Ugurma islemi tamamlandiktan sonra ortama 100
pl mobil faz eklendi. Vorteks karistiricr ile 2 dakika karistirma sonrasinda, HPLC

sistemine 50 pl enjeksiyon yapildi.

Ekstraksiyon verimi

Ekstraksiyon sonunda betahistin bazin, ne kadarinin ortamdan alinabildigini
gostermek icin yapildi. Betahistin bazin mobil fazdaki ¢ozeltileri, plazmaya eklenen
standartlardaki betahistin bazin tamami alindiginda elde edilmesi gereken alanlarla
ayni alan1 verecek sekilde hazirlandi. Her bir konsantrasyon i¢in verim hesabi

yapildu.

Bu yontemle plazmada betahistin baz miktar tayini yaparken, metanolde
¢oziinmiis betahistin baz ¢ozeltisi eklemek yerine, sadece metanol eklenerek analiz

yapild.
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Yontem validasyonu
Dogrusalhik

Miktar tayini yonteminin dogrusalligi i¢in yontem 5.2.2.4.C.’de anlatildig
sekilde hazirlanan stok ¢ozelti kullanilarak; 0.15 pg/ml, 0.25 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1.5
pug/ml, 2.5 ug/ml ve 5 pug/ml konsantrasyonlarinda betahistin baz igeren ¢ozeltiler
metanolde c¢oziindiiriilerek hazirlandi. Yine standart hazirlama kisminda anlatildigi
sekilde bos plazmaya bilinen konsantrasyonu ekleme seklinde ¢alisildi ve
ekstraksiyonlar sonucu hazirlanan numuneler HPLC’de analiz edildi. Her
konsantrasyon i¢in deney 3 defa tekrarlandi. Konsantrasyonlara karsilik gelen
ortalama pik alan degerleri kullanilarak standart egri ¢izildi. Dogru denklemi, en
kiigiik kareler yontemiyle hesaplanarak bulundu ve korelasyon katsayisi (%), SD (£)
ve RSD % hesaplandi.

Kesinlik

Yontemin kesinligini bulmak amaciyla yontem 5.2.2.4.C.’de belirtilen
konsantrasyonlarla tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik ¢alismalar1 yapildi.

Elde edilen sonuglarin ortalamalari alindi, SD () degerleri hesaplandi.

c) Tekrar edilebilirlik

Kisa bir siire zarfinda ayni ¢aligsma kosullar altindaki kesinligi ifade eden tekrar
edilebilirligi belirlemek igin betahistin bazin ayni giin i¢inde yontem 5.2.2.4.C.’de
anlatildigr sekilde seyreltmeleri yapilarak 3 farkli konsantrasyonda 3 paralel 6rnegi
hazirlandi. Cozeltiler 50 pl hacimle HPLC sistemine enjekte edildi. Elde edilen
alanlar dogru denkleminde yerine konarak betahistin baz miktar1 saptandi, SD (%)

degerleri hesaplandi.

d) Tekrar elde edilebilirlik

Farkli laboratuvarlarda hazirlanan 6rnekler arasindaki kesinligi ifade eden tekrar

elde edilebilirligi belirlemek i¢in, betahistin bazin yontem 5.2.2.4.C.’de anlatildig1

62



sekilde, 3 farkli glinde 3 paralel 6rnegi hazirlandi. Belirtilen seyreltmeler yapildi ve
cozeltiler HPLC sistemine 50 pl hacimle enjekte edildi. Elde edilen alanlar dogru
denkleminde yerine konarak betahistin baz miktar1 saptandi, SD () degerleri

hesaplandi.

Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugunu saptamak i¢in betahistin bazin diisiik orta ve
yiiksek konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri yontem 5.2.2.4.C.’de anlatildig1 sekilde
hazirlandi. Her bir konsantrasyondan 3 paralel olacak sekilde, 50 pl hacimle HPLC
sistemine enjekte edildi. Elde edilen pik alanlarindan dogru denklemi yardimiyla
betahistin baz konsantrasyonu hesaplandi. Betahistin baz igin geri kazanim degeri

hesaplanarak yontemin dogrulugu belirlendi.

Secicilik
Mobil fazdaki betahistin baz ¢ozeltisi, bos sican plazmasmna bilinen
konsantrasyonda betahistin baz ¢ozeltisi eklenerek yapilan calisma ile elde edilen

kromatogram ve formiilasyon uygulandiktan sonra elde edilen kromatogramlar

kiyasland1 ve betahistin baz spektrumu degerlendirildi.

Stabilite

Yontemin stabilitesini  test etmek ig¢in iki ayr1 bos plazmaya bilinen
konsantrasyonda betahistin baz eklenerek ekstraksiyon yapildi. Ekstraksiyon sonrasi
baz1 numunelere mobil faz eklenip hemen analiz edildi, bir kismi ise -20° C’ye
kaldirild1 ve birkag¢ giin sonra analiz edildi. Ayn1 konsantrasyondaki bu iki numune

kiyaslanarak fark olup olmadig1 degerlendirildi.

Ayrica mobil fazda ¢oziindiiriilmiis 0.5 pg/ ml betahistin baz ¢ozeltisinin farkli

giinlerde yapilan enjeksiyonlar1 sonucunda elde edilen alanlar degerlendirildi.
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5.2.2.5. Betahistin bazin ¢o6ziiniirliik tayini

Betahistin bazin 6ncelikle distile suda ¢oziiniirliigiine bakildi. Bu amagla 0.5 ml

distile su i¢ine kisim kisim madde eklendi ve ¢oziiniirliigii degerlendirildi.

Betahistin bazin ex vivo yontem i¢in kullanilan mobil fazdaki ¢Oziiniirligii
degerlendirildi. Bu amagla 130 mg tartilan madde iizerine 1 ml mobil faz eklendi.
Betahistin baz sivi oldugu i¢in ¢6ziinmeyen kisim olup olmadigini kontrol etmek
amaciyla da oda sicakliginda 10 dakika 2500 devir/dak’da santrifiij islemi uygulandi.
Bu ¢ozeltiden alinan 10 pl kistm, 100 mlI’ye mobil faz ile seyreltildi ve 6 paralel
enjeksiyon yapildi.

Son olarak in vivo yontem i¢in kullanilan mobil fazda betahistin bazin

¢ozinirligi degerlendirildi. Tartilan 10 mg madde tizerine, 10 ml mobil faz eklendi

ve ¢oziiniirliigli degerlendirildi. Gerekli seyreltmeler yapilarak enjeksiyon yapildi.

5.2.3. Transdermal terapotik sistem formiilasyonlari
5.2.3.1. On deneme formiilasyon calismalar

Formiilasyon hazirlamada kullanilmasi diisiiniilen FDA onayli polimerler olan
Eudragit RL 100 ve Eudragit RS 100 ile tek tek ve karigimlari halinde, etkin
maddesiz ve plastifiyansiz formiilasyonlar hazirlandi. Bu formiilasyonlar fiziksel

goriiniimleri agisindan degerlendirildi.

Etkin madde kullanilmadan polietilen glikol 400 (PEG 400), propilen glikol
(PG), trietil sitrat (TES), gliserin, dietilftalat (DF) gibi plastifiyanlar farkli polimer
oranlar1 ile denenerek formiilasyonlar hazirlandi, fiziksel goriinim ve esneklik

acisindan degerlendirildi.

Formiilasyon hazirlanirken polimer ¢dziiciisii olarak etanol ve aseton tek tek ve
karisimlar halinde denenerek, aralarinda esneklik ve homojenlik agisindan bir fark

olusturup olusturmadiklar1 gézlendi (Tablo 5.3- 5.5).
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Tablo 5.3. Eudragit RL 100 ile hazirlanan 6n denemeler (kalip ¢cap1 Scm)

Formiilasyon| Eudragit RL [PEG 400 Aseton Etanol )
PEG 400:Eudragit

No 100 (9) (9) (ml) (ml)
RL1 1 0.2 5 5 2k: 10k
RL2 1.5 0.3 11 - 2k: 10k
RL3 1.5 0.5 - 10 3.33k: 10k
RL4 1 0.25 5 10 2.5k: 10k
RL5 1 0.3 7 3 3k: 10k
RL6 15 0.3 - 11 2k: 10k

Tablo 5.4. Eudragit RS 100 ile hazirlanan 6n denemeler (kalip ¢apt Scm)

[Formiilasyon| Eudragit RS | PEG 400 | Aseton | Etanol
PEG 400:Eudragit

No 100 (9) (9) (ml) (ml)

RS1 1 0.2 5 5 2k: 10k

RS2 15 0.3 11 - 2k: 10k

RS3 15 0.5 - 10 3.33k: 10k
RS4 1 0.25 5 10 2.5k: 10K
RS5 1 0.3 7 3 3k: 10k

RS6 15 0.3 - 11 2k: 10k
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Tablo 5.5. Farkli plastifiyanlar ile denenen yeni formiilasyonlar (kalip ¢ap1 5 cm)

Formiilasyon] ERS | ERL | PEG | Gliserin | DF PG |Aseton|Etanol
No @ | (@ [400@| (9 @ | (@ | (mh | (ml
RLS 1 1 1 0.2 - - - 10 -
RLS 2 0.5 1.5 0.1 - - - - 10
RLS 3 0.7 1.3 0.6 - - - 10 -
RLS 4 1 - - 0.03 - - 6 4
RLS 5 - 1 - 0.05 - - 6 4
RLS 6 1 1 - 0.1 - - 10 -
RLS 7 1 - - - 0.02 - - 10
RLS 8 - 1 - - 0.05 - 5 5
RLS9 1 1 - - 0.3 - 5 5
RLS 10 1 - - - - 0.1 - 10
RLS 11 - 1 - - - 0.05 5 5
RLS 12 1 1 - - - 0.06 5 5

5.2.3.2. Formiilasyonlarin hazirlanmasi

Tablo 5.3-5.5’de gosterilen formiilasyonlar hazirlanirken; erlende tartilan
plastifiyan {izerine belirtilen miktar polimer ve ¢o6ziici eklenerek mekanik
calkalayicida tamamen ¢oziindiiriildii. Bu ¢ozelti, petri kab1 kullanilarak sekil verilen
aluminyum folyo ile hazirlanan 5 cm capinda kaliplara dokiildii ve ¢oziiclinlin

ucmasti i¢in oda sicakliginda bekletildi.

5.2.3.3. Betahistin dihidrokloriir iceren transdermal terapotik sistem
formiilasyonlari

Yontem 5.2.3.2.°de belirtildigi gibi calisildi; etkin madde eklenmis olan bu
formiilasyonlarda, etkin madde ayr1 bir erlende, etanolde ¢oziindiirtildii. Bu ¢ozelti,
¢oziinmiis polimer karigiminin iizerine eklenerek iyice karistirildi ve petri kabi

kullanilarak sekil verilen aluminyum folyo ile hazirlanan 5 cm c¢apindaki kaliba
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dokiilerek, yama elde edildi. Aluminyum folyo ayni zamanda transdermal yamanin

sirt tabakasi olarak kullanildi.

Bunun i¢in; formilasyonlar 0.2 g Betahistin dihidrokloriir (BH) kullanilarak,
polimer toplami 2 g olacak sekilde sadece Eudragit RL 100 ile veya Eudragit RS 100
ile veya karigimlart seklinde ve sabit plastifiyan (PEG 400) orani ile hazirlandi.
Secilen bazi formiilasyonlarda 6n deneme dissoliisyon testleri yapildi (Tablo 5.6).
Bunun i¢in BH1, BH2 ve BH4 nolu formiilasyonlar secildi ve asagidaki hacimler
kullanildi.

Etkin maddenin ¢ok ¢oziiniir sinifinda olmasi nedeniyle sonsuz seyrelme kosulu
ile ilgili bir sorun yoktur fakat ilk deneme olmasi nedeniyle alinan numunelerin
spektrofotometrede okunabilirligi agisindan kullanilan polimere ve penetrasyon

artirictya bagl olarak farkli hacimler denendi.

BH 1 i¢in 400 ml hacim
BH 2 (Eudragit RS 100 igeren) i¢in 300 ml hacim
BH 4 (oktanol igeren) i¢in 500 ml hacim denendi.

Coziinme hiz testi ortam ve kosullar

Ortam: Distile su
Sicaklik: 32° C+0.5° C
Donme hizi: 50 devir/dak
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Tablo 5.6. Etkin madde kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

FNo | ERL |[ERS[BH.2HCI| PEG | Okt. | Hek. | Dek. | Etanol | PIB [ n-hek

@ | (@ 1400(g)] (mh) | (m) | (mb) | (m) | (9) | (ml)
BH1*| 2 | - | 02 [o04 ] - - T 7 | - | -
BH2*| 15 [05| 02 [ 04 | - - | 7es |- |-
BH3 | 2 [ -] 02 [o5 ]| - 8 B I TR I
BH4*| 2 | - | 02 [o04 |01 - A 7 2 I
BH5 | 2 | - | 02 [o4a | - o1 | - [ 73| -] -
BH6 | 2 | - | 02 [o04 | - - Jor | e | - | -
BH7 | 2 [ -] 03 [o04] - - | 7+4 (04| 10
BH8 | 2 | - | 03 [o04 | - - - | 7+3 [o4] 10
= - 015 |02 | - - - |ass | - |-
BHO| 1 | - | o015 [o02| - - T a5 | - | -
BH10O| 1 [ 1| 03 |04 - o2 | 7+ | - -

*: Dissoliisyon i¢in segilen formiilasyonlar,, **: Etkin madde igin kullanilan etanol

##%:Tki katl formiilasyon, alt tabakas1

(Calismalar sonucunda etkin maddenin hizli ¢ikigini yavaslatmak amaciyla ilag
miktar1 distiriildi, polimer olarak sadece Eudragit RS 100 kullanildi. Plastifiyan

olarak PEG 400, trietil sitrat ve dietil ftalat kullanilarak formiilasyonlar hazirland1 ve

yine dissoliisyon testleri yapildi (Tablo 5.7).

Tablo 5.7. Eudragit RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlar

cno | ERS [PEG400[BH2HCI[ Etanol | DF [ TES [ Aseton
() () () (ml) (@) (@) (ml)
BH 11 2 0.2 0.075 3 - - 7
BH 12 2 - 0.075 3 0.4 - 7
BH 13 2 - 0.075 3 - 0.5 7
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5.2.3.3.A. Farkl plastifiyan ve polimer oranlari ile formiilasyon hazirlanmasi

Plastifiyan olarak PEG 400, propilen glikol, trietil sitrat, gliserin, dietilftalat,
penetrasyon artirict olarak oktanol (OKT), hekzanol (HEK) ve dekanol (DEK),
¢Oziicii olarak ise etanol ve aseton kullanilarak Tablo 5.8 deki formiilasyonlar

hazirlandi.

BH orani sabit tutularak, polimer ve plastifiyan oranlari farkli kombinasyonlarda
denendi. Bunun disinda 0.4 g ve 0.5 g polizobiitilen 10 ml hekzanda ¢6ziindiiriilerek
hazirlanmis olan birka¢ formiilasyonun iizerine dokiildii ve ¢oziiclinlin u¢gmasi i¢in
oda sicakliginda bekletildi. Fakat bu formiilasyonlardan ihmal edilecek kadar az ilag

serbestlesmesi oldugu i¢in sonuglar tabloya dahil edilmedi.
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Tablo 5.8. Farkli plastifiyan oranlar1 ve polimer karigimlari ile hazirlanan formiilasyonlar

F.NO ERL|ERS| PEG |GLi| PG | DF | TES|OKT|DEK|HEK [BH.2HCI|Aseton |Etanol

@ | @ [400@)| @ | @ | (@ | (@ |(mh|mh|mh] (@ | (m) | (ml)
F1 los|1slo3 |- -|-|-|-|-1]-1]2902 7 3
F2 |1 l2lo3 | -)-1--|-1-1|-1]292 7 3
F3 loafl1elo3 |- -|-|-|-|-1]-1]2902 7 3
F4 |os|1s]| - | -|-Joa] -|-|-]-] ©2 7 3
F5 loelzal - | -1 -1lo3|l -|-1-1]-1] 02 7 3
F6 |o8]|12] - |- -Joss| -|-|-]-| 02 7 3
F7 fo7f23| - | -|-1-los|-|-]-] 02 7 3
Fg |os5]|15] - | -|-|-Joe| -|-]-| 02 7 3
Fo |osf12| - | -|-1-oa]-|-1]-] 02 7 3
F10 los|15] - |oa| - | - - -|-1]-1] 02 7 3
F11 Jos|15| - | - Joa| - |- - -] -] 02 7 3
F12 | - | 2| - -0 -dosl - - -] 02 7 3
F13 (03|27 - | - | -] -Jos| -] -]-] 02 7 3
F14 losfas] - los] -1 -|-|-]-|-1] 02 7 3
F15 jos5{15|) - | -] -] -]os| - |o1]| - | 02 7 3
F16 [05]15] - | -| -] -]os| - |- |o1]| 02 7 3
F17 losf15| - | - | -] -]os]o1] - | - | 02 7 3
F18 1o3|27] - los] -1 -|-|-]-|-1] 92 7 3
F19 losfaslo1 | -] -1 -|-|-1]-1]-1] 92 7 3
F20 [o5]15] - | -|-]-Jos| -|-]-| 02 7 3
F21 lo2fx8] - | -|-]-Jos|-]-]-] 02 7 3

5.2.3.3.B Betahistin dihidrokloriir kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin

salim hizi tayini

Coziinme hiz testi ortam ve kosullar

Ortam: Distile su
Sicaklik: 32° C£0.5° C

Donme hizi: 50 devir/dak
Hacim: 500 ml
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Analiz sekli

Yontem 5.2.1.5’de anlatilan spektrofotometrik yontem kullanildi. Analiz etmek

i¢in alinan numune hacminin yerine, ayn1 hacimde distile su eklendi.

Hazirlanan bu formiilasyonlarin (Tablo 5.8) dissoliisyon ¢alismasina oncelikle 7
saat boyunca devam edildi, daha sonra laboratuvar ¢alisma kosullar1 nedeniyle cihaz
kapatildi. Ertesi giin 20. saatten itibaren yine c¢aligtirilarak 24. saat dissoliisyon

numunesi de alindi.

5.2.3.4. Betahistin bazin betahistin dihidrokloriir ile kiyaslanmasi

Betahistin dihidrokloriiriin sulu ¢dzeltisinin pH’s1 yaklagik 2 dir. Eudragit ile
hazirlanan formiilasyonlarin organik ¢oziicii uzaklagsmadan Onceki Ol¢limlerinin
pH’s1 ise 1.5 ¢ikmaktadir. Bu degerin ¢ok asidik olmasi, bazik pH’da deriden gegis
kolaylig1, etkin maddenin sivi olmast ve molekiil agirliginin daha diisiikk olmasi
(136.19 g/ mol) gibi avantajlar1 nedeniyle, ¢alismalarin devaminda betahistinin baz

seklinin kullanilmasina karar verildi.

5.2.3.5. Betahistin baz iceren transdermal terapétik sistem formiilasyonlari
5.2.3.5.A. Etkin madde icermeyen 6n deneme formiilasyonlari

Polimer agirhigi toplam 1 g olarak kullanildi. Etkin madde icermeyen deneme
formiilasyonlar1 yine yontem 5.2.3.2.°deki gibi hazirlandi. Bu formiilasyonlarin
kalinliklar1 6 farkli yerden olgiilerek ortalamasi belirlendi ve SD (+) hesaplandi.

Fiziksel 6zellikleri degerlendirildi.
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Tablo 5.9 Hazirlanan deneme formiilasyonlari

DE Eudragit RL | Eudragit RS PEG 400 TES Gliserin PG Aseton
100 (@) 100 (9) (%) (%) (%) (%) (ml)
DF 1 1 - - - - - 4
DF 2 - 1 - - - - 4
DF 3 0.5 0.5 - - - - 4
DF 4 1 - 15 - - - 4
DF 5 1 - 20 - - - 4
DF 6 1 - 25 - - - 4
DF 7 1 30 - - 4
DF 8 - 1 15 - - - 4
DF9 - 1 20 - - - 4
DF 10 - 1 25 - - - 4
DF 11 - 1 30 - - - 4
DF 12 0.5 05 15 - - - 4
DF 13 0.5 0.5 20 - - - 4
DF 14 0.5 0.5 25 - - - 4
DF 15 0.5 05 30 - - - 4
DF 16 1 - - 15 - - 4
DF 17 1 - - 20 - - 4
DF 18 1 - - 25 - - 4
DF 19 1 - 30 - - 4
DF 20 - 1 - 15 - - 4
DF 21 - 1 - 20 - - 4
DF 22 - 1 - 25 - - 4
DF 23 - 1 - 30 - - 4
DF 24 0.5 05 - 15 - - 4
DF 25 0.5 05 - 20 - - 4
DF 26 0.5 0.5 - 25 - - 4
DF 27 0.5 0.5 - 30 - - 4
DF 28 1 - - - 30 - 4
DF 29 1 - - - 40 - 4
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DF 30 - 1 - - 30 - 4
DF 31 - 1 - - 40 - 4
DF 32 0.5 0.5 - - 30 - 4
DF 33 0.5 0.5 - - 40 - 4
DF 34 1 - - - - 30 4
DF 35 1 - - - - 40 4
DF 36 - 1 - - - 30 4
DF 37 - 1 - - - 40 4
DF 38 0.5 05 - - - 30 4
DF 39 0.5 0.5 - - - 40 4

*Deneme Formiilasyonlari

5.2.3.5.B. Betahistin baz ve formiilasyonda kullamlan yardimci maddelerin
DSC taramalan

Etkin maddenin yardimci maddeler ile arasindaki gecimsizligi tespit etmek
amaciyla siklikla kullanilan bir yontem olan DSC (Diferansiyel taramali kalorimetri),
hizli ve giivenilir sonu¢ vermesi nedeniyle tercih edildi. DSC analizi maddelerin
termal ozelliklerine dayandirilir ve sicaklik artis1 ile maddelerin tek baslarina ve

baska maddeler ile bir araya geldiklerinde nasil davrandiklarina bakilir.

DSC analizi ile dnce saf maddeler (etkin madde, polimerler ve plastifiyanlar) ile
calisildi. Ornekler, azot gazi altinda 10°C/dak 1sitma hiz1 ile -90°C’den 280°C’ye
kadar 1sitildi. Daha sonra her bir maddenin etkin madde ile (1:1) (a/a) fiziksel
karisimlar1 hazirlandi ve ayni kosullar altinda analize tabi tutuldu, her bir analiz 3

paralel olarak caligildi.*

* Analizler “Fargem Ilag Sanayi Ar- Ge Laboratuari”nda yapildi.
Elde edilen termogramlar Marmara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi 6gretim iiyesi

Prof. Dr. Ersan Kalafatoglu tarafindan degerlendirildi.
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5.2.3.5.C. Etkin madde iceren formiilasyonlar

Betahistin baz kullanilarak Eudragit RL 100 ve Eudragit RS 100 ile 6n deneme
formiilasyonlar1 hazirlandi ve organik ¢6ziicli uzaklastirilmadan once pH olgiimleri

yapildi ve pH’ nin 7 oldugu goriildii.

Coziicli tamamen uzaklastiktan sonra da homojen yamalar elde edildigi goriildi.
Formiilasyonlarin ¢ok biiylik olmasmin gerekli goriilmemesi iizerine daha kiiciik
yamalar hazirlanmasina karar verildi. Bunun i¢in Franz hiicrelerinin dondr

kisimlarinin ¢api ile ayni1 olmasi amaciyla dondr kisim, kalip olarak kullanilda.

0.5 g Eudragit RL 100 + %30 TES (polimer agirliginin) ve 50 mg etkin madde

iceren 3 cm ¢apli yamalar homojen goriiniimlii olarak elde edildi.

Uzerine n-hekzanda ¢oziindiiriilmiis  poliizobutilen tabakas1 eklenerek

yapigkanlik saglandi.

Ayrica baz betahistin poliizobutilen ¢ozeltisine direkt eklenerek “drug in

adhesive” yap1 denendi, fakat homojen bir yapi elde edilemedi.

Formiilasyonlar, hazirlanan etkin maddesiz 6n deneme formiilasyonlarina
dayanarak, etkin madde igeren farkli plastifiyan veya plastifiyan kombinasyonlari ile

her birinden 3 paralel olacak sekilde formiilasyonlar hazirlandi (Tablo 5.10).

Hazirlanan bu formiilasyonlarin fiziksel kontrolleri yapildi, uygun goriilen
formiilasyonlarla ¢oziinme hizi tayini yapildi. Yine iglerinden secilen
formiilasyonlarla ex vivo insan derisinden gegis ¢alismalari yapildi ve son olarak da
belirlenen formiilasyonlar ile in vivo sigan derisinden gecis calismalar1 yapildi,

intravendz uygulama ile kiyaslandi.
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Tablo 5.10. Betahistin baz ile hazirlanan transdermal formiilasyonlar

PEG
Formiil
Kod ERL | ERS | 400 | TES BH |Gliserin| PG |Etanol|Aseton
odu
(9) (9) @ | (9) (9) @ | (ml) | (ml)
F2 0.8 0.2 0.25 - 0.05 - - 1+2 3
F4 0.8 0.2 0.25 - 0.06 - - 1+2 3
- 0.35 | 0.15 | 0.125 - 0.03 - - 1+2 3
0.35 | 0.15 | 0.125 - 0.02 - - 1+2 3
g 0.4 0.1 | 0.125 - 0.035* - - 1+2 3
0.4 0.1 | 0.125 - 0.025 - - 1+2 3
F 10 0.7 0.3 0.25 - 0.05 0.2 - 1+2 2
F12 - 1 0.25 - 0.06 - - 1+2 2
F 14 0.3 0.7 0.25 - 0.05 - - 1+2 2
- 0.5 | 0.125 - 0.07* - - 1+2 2
F16
- 0.5 | 0.125 - 0.03 - - 1+2 2
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1+2

T19

0.5

0.125

0.2

T17 0.2 0.3 0.125 | 0.15 1+2
(F17den | 2 0.3 0.125 | 0.05 1+2
farkli)

1+2

T21

0.5

0.125

0.1

1+2

T18 iizerine 3 ml n-hekzanda ¢ozlindiiriilmiis 0.1 g poliizobiitilen eklendi

* Alt tabaka: i1k hazirlanan tabakadir, bu kistm kuruduktan sonra ayn1 yontemle, iizerine diger kisim

dokiilerek hazirlanmistir.




5.2.3.5.D. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda yapilan kontroller

Coziinme hizi tayini yapilacak olan formiilasyonlar belirlendi ve miktar tayini,

kalinlik, agirlik sapmast testleri yapildi.

Miktar tayini

Hazirlanan formiilasyonlar 3 paralel olacak sekilde ¢alisildi. Formiilasyonlar 250
ml distile su igerisine konarak 32 °C+ 0.5°C’de 72 saat bekletildi. Alinan numuneler
gerekli seyreltmeler yapilarak distile suya karsi okundu, ortalamalar1 alindi, SD (%)

degerleri hesaplandi.

Kalinhk tayini

Hazirlanan formiilasyonlar 3 paralel olacak sekilde ¢alisildi. Her formiilasyon 12
farkli noktadan kumpas yardimiyla ol¢iildii, ortalamalart alindi, SD (£) degerleri

hesaplandi.

Agirhik sapmasi tayini

Hazirlanan formiilasyonlar 3 paralel olacak sekilde calisildi. Her formiilasyon
kaliba dokiilmeden o6nce, aluminyum folyo kaliplari tartildi, formiilasyon kaliba
dokildi, 5 giin  kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra tekrar tartilan
formiilasyonlarin ilk tartimla farklari alindi. Ortalamalar1 ve SD (%) degerleri

hesaplandi.

5.2.3.5.E. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlar iizerinde yapilan
¢oziinme hizi tayini calismalar:

Hazirlanan formiilasyonlarin bir kismi ile dissoliisyon calismalari yapild:.
Yontem olarak FDA tarafindan kabul edilen transdermal sistemler i¢in ilag¢ salim

tayini uygulanmistir (Resim 5.1).
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Ilag salim calismalar1 igin tabletlerin denetiminde kullanilan farmakope palet
yonteminden (Aparey 2) yararlanildi. Transdermal yamanin tamami, ¢apt 9 cm olan
bir saat caminin icbiikey yiiziine, salim yiizeyi yukar1 gelecek sekilde yapistirildi,
tizerine 18 mesh aluminyum tel elek konarak saat camina tutturuldu. Sistemler 900
ml’lik salim kabinin dibine yerlestirildi ve sicakligi 32 °C + 0.5°C olan havasi
alimmig distile su kullanildi. Palet diskten 2.5 cm yukarida olacak sekilde, 50 devir/
dakika hizla dondiiriildii ve degisik zamanlarda 6rnek alinarak etkin maddenin salim
profilleri saptandi. Etkin maddenin ¢dziiniirlik sorunu olmadigi i¢in ve sonsuz

seyrelme kosullarini da sagladigi i¢in ortam hacmi i¢in 500 ml yeterli oldu.

SN (- - |
.
1 1]

C
EEEN ENE NEEY

Resim 5.1. Dissoliisyon ¢aligmasinda kullanilan cihaz

Dissoliisyon ¢alismas1 en az 32 saat devam ettirildi. fla¢ salim1 devam ediyorsa

bu stire 72 saate kadar uzatildi.
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5.2.3.5.F. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarin insan derisinden ex

Vivo gecis ¢calismalar:

Insan derilerinin hazirlanmasi

Calismada plastik cerrahi ameliyatlar1 sonucu artan meme veya karin derisi

kullanild1. Deri kesildigi anda, hemen subkutan yag tabakasi ayrildi (Resim 5.2)
(Resim 5.3) ve derin dondurucuda (-20°C’den -30°C’ye), sikica kapali plastik bir
ambalajda saklandi. Bu sekilde, deri bariyer ozelligi zayiflamadan aylarca

saklanabildi. Tekrarlanan 1sitma ve dondurma isleminden kaginildi.

Yontem

o

Taze yeni kesilmis insan derisi alinir veya uygun sekilde dondurulmus deri
¢oziinene kadar bekletilir.

Derinin yiizeyi 1slak pamuk ile temizlenir ve donma hasarini énlemek igin
silerek kurulanir.

Makas veya bistiiri kullanilarak 10cm X 10cm boyutlarinda pargalara
boliiniir.

Bir par¢a deri; yiizey (stratum corneum) asagiya gelecek sekilde hazirlama
levhasina sabitlenir ve ameliyat kiskaglari kullanilarak gerilir.

Deri 25 mm ¢apinda diskler seklinde silindir ile ¢ikartilir (Resim 5.4) (Resim
5.5)

Bu yuvarlak deri kesileri 60°C’lik su banyosunda 90 saniye “Ringer
¢ozeltisi” iginde inkiibe edilir. (Resim 5.6)

Nemlendirilmis filtre kagidinin lizerine yerlestirilir ve epidermis dikkatli bir
sekilde 2 pens yardimiyla soyulur. (Resim 5.7)

Ayrilan epidermis 15 dakika fosfat tamponunda (PBS) bekletilir

Epidermis hemen kullanilabilir veya teflon parcalar lizerinde desikatorde
saklanabilir.

Kullanimdan &nce teflon tabakadan kolaylikla ayrilmasini saglamak icin petri
kutusunda 30 dakika bekletilir.

Diyaliz membran 1 saat suda bekletilir.

Epidermis diyaliz membran (naylon membran) ile alinir.
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o Franz hiicresinde kullanilacak olan bu deri; istte epidermis, altta diyaliz
membran olacak sekilde yerlestirilir. Bu islem sirasinda hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edilmelidir (121,122).

Resim 5.3. Subkutan yag tabakasi1 ayrilmis insan derisi
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Resim 5.4. Deri zimbasi yardimiyla derinin Franz difiizyon hiicresi dis c¢ap1
Olciilerinde kesilmesi

Resim 5.5. Kesilen derilerin goriintiisii
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Resim 5.6. Derinin ayrilabilmesi i¢in su banyosunda bekletilmesi

Resim 5.7. Epidermisin ayrilmasi
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Insan derisinden betahistinin ex vivo gecis calismasi

Insan derisinden betahistinin ex vivo gegis calismasi icin Marmara Universitesi
Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan “MAR-YC-2009-0177” protokol

numarasiyla etik kurul onay1 alind.

Bu arastirmada ex vivo ¢alisma i¢in Franz difiizyon hiicresi arasina yerlestirilmis

insan derisinden etkin madde gegisi degerlendirildi.

Dissoliisyon c¢alismast sonrast uygun goriilen betahistin baz iceren
formiilasyonlar ile c¢alismaya devam edildi. Formiilasyonlar yine yontem

5.2.3.5.C’deki gibi hazirlandu.

Reseptor fazda havasi alinmis 10 mM fosfat tamponu- %0.85 NaCl- pH 7.4
kullanildi. Donér kisimla reseptér kisim arasina, diyaliz membran iizerine
yerlestirilmis olan epidermis, dondr kisima da arada bosluk kalmayacak sekilde,
transdermal formiilasyon yerlestirildi. Hazirlanan bu sistem manyetik karistirict
tizerine yerlestirildi. Reseptor ve dondr kisimlar birbirinden ayrilmamasi i¢in, kiskag
ile sik1 bir sekilde tutturuldu. Caligmada reseptdr faz hacmi 16 ml olan Franz
hiicreleri kullanild1 ve reseptor fazdan belli zaman araliklarinda, sitoloji enjektorleri
yardimiyla numuneler alinarak deriden gecen ilag miktar: tespit edildi. Numune
alinirken enjektdriin reseptor fazin orta kismina getirilmesi saglandi. Alinan numune
hacmi yerine ise ayni miktar tampon ilave edildi. Calisma 24 saat devam ettirildi

(Resim 5.8).

Elde edilen numunelerin analizi

Yontem 5.2.2.4.B’deki gibi calisildi ve elde edilen miktarlar tablolar ve
grafikleri halinde gosterildi. Kararli hal ge¢is hizi i¢in (Jss) birim alandan gecen
kiimtlatif ila¢ miktarinin zamana kars1 grafigi ¢izildi ve lineer kismin egimi alinarak

hesaplandi.
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Resim 5.8. Calismada kullanilan Franz Difiizyon Hiicreleri

5.2.3.5.G. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlardan in vivo absorpsiyon
cahismalan (sican derisinden)

Calismanim bu kismi1 igin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Etik Kurulu'ndan “43.2009.mar-11.06.2009” onay sayil1 ve tarihli etik kurul onay1

alinmustir.

Ex vivo ¢alismalar sonrasi uygun goriilen iki formiilasyon ile sigan derisinden in
vivo gecis calismalar1 gerceklestirildi. Kontrol grubuna, intravendz uygulama yapildi

ve elde edilen sonuglar kiyaslandi.

Yontem

Disi Wistar siganlar ile calisildi. Calismadan bir giin 6nce hidratasyonu

saglamak i¢in sicanlara subkutan enjeksiyonla 5ml serum fizyolojik (SF) uygulandi.
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Transdermal uygulama i¢in hazirlanan formiilasyonlarin sirt tabakasi olan
aluminyum folyo ftizerine, yapiskan tabaka olarak 3M firmasinin kopiik banti (foam

tape) yerlestirildi.

Damar kaniillerinin hazirlanmasi

PE 50 (i¢ ¢ap1 0.58 mm) polietilen kaniiliin ucuna 1isitilarak PE 10 polietilen
kaniillerin tutturulmasi ile yapildi. Damar igine yerlestirilecek olan PE 10 polietilen
kaniiliin uzunlugu 2 cm olacak sekilde kisaltildi. Kan alma ve verme islemleri ucuna

enjektdr takilan PE 50 kismindan saglanda.

Anestezi

Anestezik madde olarak iiretan kullanildi ve 1.2 g/kg dozunda intraperitonal
uygulandi. Anestezi gergeklestikten sonra transdermal yama yapistirilacak bolge ve

kantilasyon yapilacak bolgeler tras edildi.

Kaniil takilmasi

Uretan anestezisi altinda siganlarin tek tarafli iliak fossalar1 insize edildi, ven-
arter- sinir paketi kiint diseksiyon ile ayrild1 ve iliak artere, i¢inde heparin/fizyolojik

tuzlu su soliisyonu (501U/ml) bulunan damar kaniilii yerlestirildi.

(50IU/ml heparin ¢ozeltisi; 5000 1.U/ ml heparin sodyum igeren Nevparin Flakondan,
serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlandi)

Transdermal uygulama yapilacak olan sicanlara kan almak icin sadece arter
kaniilasyonu (Resim 5.9), intravenéz uygulama yapilacak olan siganlara ise ilag
verilebilmesi icin ayrica ven kaniilasyonu da yapildi (Resim 5.10). Kaniilasyon
sonrast herhangi bir uygulama yapilmadan 6nce her hayvandan kan alindi. Kan alma

hacmi 0.3 ml olarak belirlendi.
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Resim 5.9. Iliyak arter kaniilasyonu yapilmis sigan

Resim 5.10. Intravendz betahistin baz uygulanan sigandaki arter ve ven kantilasyonu
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Intravendz (IV) uygulama icin hazirlanan betahistin bazin (BH) 5 mg/ml
izotonik NaCl (serum fizyolojik) olacak sekilde c¢ozeltisi hazirland1 ve hayvan
agirliginim 100 grami basina 0.1 ml olacak sekilde, 5mg/kg dozunda uygulandi.

Transdermal formiilasyonlardan T15 ve T18 numarali formiilasyonlar uygulandi.

Kan alma islemlerinde kiigiik hacimli oldugu i¢in heparinli pediatik kan tiipleri
(0,2ml- 0,4 ml hacimli) kullanild1 (Resim 5.11). Her kan alma isleminden sonra

pthtilasma nedenli tikanmay1 6nlemek i¢in kaniil tamamen dolana kadar heparinli

¢Ozelti verildi.

Resim 5.11. Kan almak i¢in kullanilan pediatrik kan tiipleri

Kan alma siireleri (i.v. icin)

Bos kan, t0, t15', t30', t60', t90', t 2sa, t 4sa, t 6sa

Intravendz uygulama i¢in hayvan kodlari, agirliklari, uygulanan iiretan hacmi ve

siganin agirlgia gore verilen betahistin baz miktar sirasiyla su sekildedir:

IV 1: 250 g 0.45+ 0.3 ml iiretan 0.25 ml (5mg/kg BH/SF)
IV 2: 250 g 0.7+ 0.35 ml iiretan 0.25 ml (5mg/kg BH/SF)
IV 3: 270 g 0.8 ml iiretan 0.27ml (5mg/kg BH/SF)

IV 4: 200 g 0.4 ml iiretan + 0.2 ml {iretan 0.2 ml (5mg/kg BH/SF)
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Kan alma siireleri (transdermal formiilasyonlar icin)

Bos kan, t30', t60', t90', t2 sa, t3 sa, t4 sa, t5 sa, t6 sa, t7 sa, t8 sa, 19 sa, t12 sa, t24 sa
T15 nolu formiilasyonun transdermal uygulamasi i¢in hayvan kodlari,
agirliklari, uygulanan {iretan hacmi (ve eger varsa beslenme amagli %5 dekstroz) su

sekildedir;

T15 1. Hayvan: 230 g 0.8 + 0.4 ml {iretan

T15 2. Hayvan: 190 g 0.5 ml iiretan ( 7.saat ve 12. saatte Iml %35 dekstroz yapildi)
T15 3. Hayvan: 270 g 0.7 + 0.3 + 0.3 ml iiretan (24 saat yasad1)

T15 4. Hayvan: 272 g 0.9 ml iiretan + 0.3 ml idame

Hepsine 4. saatte, 8. saatte 1 ml %5 dekstroz,

T15 3. Hayvana 24. saat kanin1 almadan 6nce 1 ml %5 dekstroz.

T18 nolu formiilasyonun transdermal uygulamasi i¢in hayvan kodlari, agirliklari,

uygulanan tiretan hacmi su sekildedir;

T18 1. Hayvan: 300 g 0.8 ml iiretan

T18 2. Hayvan: 314 g 0.8 ml {iretan + 1/3 idame

T18 3. Hayvan: 234 g 0.55 ml iiretan + 1/3 idame,7. saatte 1/2 idame (24saat yasadi)
T18 4. Hayvan: 260 g 0.9 ml iiretan (10. saatte 6ldii)

Hepsine 4. saatte, 8. saatte 1ml %5 dekstroz,

T18 3. Hayvana 24. saat kanin1 almadan 6nce %5 dekstroz 1ml

Analiz

Analiz i¢in yontem 5.2.2.4.C” deki gibi ¢alisildi. Kan alma isleminden sonra oda
sicakliginda 2000 g’de 5 dakika santriflij yapildi. Plazma kolaylikla ayrildi (Resim
5.11).

Analiz sirasinda yontem gelistirme kisminda Yontem 5.2.2.4.C° de plazmaya
betahistin bazin bilinen konsantrasyonda, metanoldeki ¢ozeltisi eklenerek
calisilmigti. Bilinmeyen numuneyle calisirken ayni hacimde (20 pl) metanol

eklenerek calisildi. Analizde kullanilan HPLC cihazi Resim 5.12°de gosterilmistir.

Analiz sonuglari tablolar ve grafikler halinde gosterildi.
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Resim 5.12. Calismada kullanilan HPLC cihazi

89



6. BULGULAR

6.1. Betahistin Dihidrokloriir Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular
6.1.1. FTIR spektrumu
Betahistin dihidrokloriiriin FTIR spektrumu yontem 5.2.1.1°de anlatildig: sekilde
alind1 (Sekil 6.1).
Betahistin dihidrokloriir i¢in;
3039.91 cm™: =C-H gerilme titresimi
3014.84 cm™: =C-H gerilme titresimi
2931.90 cm™; Alifatik C-H gerilme titresimi
2389.88 cm™: Piridin azotundan hareketle olusan C="NH tuzu
2085.12 cm™: Sekonder amin tuzu
1629.90 cm™: C=N gerilme titresimi veya N-H egilme titresimi
1616.40 cm™: C=N gerilme titresimi veya N-H egilme titresimi
1577.82 cm™: C=C gerilme titresimi
1543.10 cm™: C=C gerilme titresimi

1465.95 cm™: C=C gerilme titresimidir.

6.1.2. Erime derecesi tayini

Erime derecesi tayini yontem 5.2.1.2°de anlatildigi sekilde gergeklestirildi ve

betahistin dihidrokloriiriin erime derecesi 155.5 °C olarak bulundu.
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Sekil 6.1. Betahistin dihidrokloriiriin FTIR spektrumu
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6.1.3. Ultraviyole (UV) spektrumu

Yontem 5.2.1.3°deki gibi c¢alisilarak  betahistin  dihidrokloriir’in = UV
spektrumuna bakilmis ve 259 nm’de maksimum absorbans verdigi bulundu (Resim
6.1 ve Resim 6.2) .

Resim 6.1. Betahistin dihidrokloriir ¢6zeltisi spektrumu (25 pg/ml)

Resim 6.2. Betahistin dihidrokloriir ¢ozeltisi maksimum absorbans verdigi dalga

boyu (25 pg/ml)
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6.1.4. Spektrofotometrik yontem validasyonuna ait bulgular
6.1.4.1. Dogrusallik

Betahistin dihidrokloriiriin yontem 5.2.1.5.A’da anlatildig1 gibi yapilan standart
egri grafigi Sekil 6.2°de ve bu egriye ait ortalama absorbans degerleri, standart

sapma (SD) ve bagil standart sapma (RSD%) sonuglart Tablo 6.1°de verildi.

Betahistin dihidrokloriiriin standart egrisi Y = 0,0195x- 0,0631
R® = 0,998

0,9 ¥ ]
0.8 //
0,7

0,6 /

Absorbans
o
[6)]

o«

0,0 T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 6.2. Betahistin dihidrokloriiriin standart egri grafigi

Tablo 6.1. Betahistin dihidrokloriiriin standart egrisine ait veriler (N=9)

Konsantrasyon Absorbans SD (3) RSD (%)
(ng/ml)
10 0.154 0.005 3.554
15 0.230 0.005 2.166
20 0.316 0.006 1.986
25 0.414 0.009 2.182
30 0.513 0.007 1.395
35 0.618 0.006 0.925
40 0.720 0.015 2.037
50 0.926 0.021 2.306
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6.1.4.2. Kesinlik

a) Tekrar edilebilirlik

Yontem 5.2.1.5.B’de anlatildig1 sekilde calisilarak hazirlanan ¢ozeltilerin
absorbanslari, SD ve RSD % degerleri Tablo 6.2°de verildi.

b ) Tekrar elde edilebilirlik

Yontem 5.2.1.5.B’de anlatildign sekilde calisilarak hazirlanan ¢ozeltilerin
absorbanslari, SD ve RSD % degerleri Tablo 6.3°de verildi.

Tablo 6.2. Betahistin dihidrokloriiriin giin i¢i kesinlik (tekrar edilebilirlik) verileri

(n=3)
Absorbans

Konsantrasyon (ug/ml) | 1. seri | 2.seri | 3.seri | Ortalama | SD (+) | RSD (%)
10 0.154 | 0.16 | 0.156 0.157 0.003 |1.950
15 0.231 | 0.235 | 0.233 0.233 0.002 ]0.858
20 0.315 | 0.318 | 0.317 0.317 0.002 ]0.482
25 0.421 | 0.406 | 0.417 0.415 0.008 |1.873
30 0.511 | 0.513 | 0.524 0.516 0.007 |1.357
35 0.612 | 0.626 | 0.624 0.621 0.008 |1.220
40 0.727 | 0.739 | 0.704 0.723 0.018 |2.459
50 0.897 | 0.949 | 0.932 0.926 0.027 |2.863
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Tablo 6.3. Betahistin dihidrokloriiriin giinler arasi kesinlik (tekrar elde edilebilirlik)

verileri (n=3)
Absorbans

Konsantrasyon (ug/ml)| 1. giin | 2. giin | 3. giin |Ortalama|SD ()| RSD (%)
10 0.158 | 0.156 | 0.16 0.158 [0.002 |1.266
15 0.23 0.229 | 0.235 0.231 [0.003 |1.390
20 0.326 | 0.321 | 0.318 0.322 [0.004 |1.256
25 0.4 0.408 | 0.406 0.405 [0.004 |1.029
30 0.5 0.51 | 0.513 0.508 [0.007 |1.341
35 0.619 | 0.625 | 0.626 0.623 [0.004 |0.607
40 0.723 | 0.735 | 0.739 0.732 [0.008 |1.137
50 0.937 | 0.947 | 0.949 0.944 [0.006 |0.681

6.1.4.3. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu saptamak i¢in, yontem 5.2.1.5.C’de anlatildig: sekilde
farkli konsantrasyonlardaki betahistin dihidrokloriir ¢6zeltileri hazirlandi. Elde edilen
absorbans, SD ve RSD % degerleri Tablo 6.4, Tablo 6.5 ve Tablo 6.6’da verildi.

6.1.4.4. Secicilik

Yontem 5.2.1.5.D’de anlatildigr sekilde yapilan c¢aligmalar sonucunda,
formiilasyon hazirlamada kullanilan yardimct maddelerin higbirinin  betahistin

dihidrokloriiriin (259 nm) gosterdigi dalga boyunda absorbans vermedigi saptandi.
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Tablo 6.4. Betahistin dihidrokloriiriin (diisik konsantrasyon) analitik yontem

dogruluguna ait bulgular (n=6)

Konsantrasyon Absorbans Bulunan Konsantrasyon Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%0)

10 0.141 10.467 104.667

10 0.131 9.954 99.538

10 0.145 10.672 106.718

10 0.142 10.518 105.179

10 0.144 10.621 106.205

10 0.139 10.364 103.641

Ol 0.141 10.432 104.325
SD () 0.005 0.259 2588
el e 3588 2481 2481

Tablo 6.5. Betahistin dihidrokloriiriin (orta konsantrasyon) analitik yontem

dogruluguna ait bulgular (n=6)

Konsantrasyon Absorbans Bulunan Konsantrasyon| Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%)

30 0.525 30.159 100.530

30 0.490 28.364 94.547

30 0.503 29.031 96.769

30 0.527 30.262 100.872

30 0.514 29.595 98.650

30 0.504 29.082 96.940
Ortalama 0.511 29.415 98.051
SD (&) 0.014 0.730 2.434
RSD (%) 2.789 2.482 2.482

96




Tablo 6.6. Betahistin dihidrokloriiriin (yiiksek konsantrasyon) analitik yOntem
dogruluguna ait bulgular (n=6)

Konsantrasyon Bulunan Konsantrasyon Geri kazanmilan
Absorbans

(ng/ml) (ng/ml) (%)
50 0.906 49.697 99.395

50 0.943 51.595 103.190

50 0.922 50.518 101.036

50 0.922 50.518 101.036

50 0.945 51.697 103.395

50 0.922 50.518 101.036

Ortalama 0.927 50.757 101.515
SD (%) 0.015 0.759 1.518
RSD (%) 1.597 1.495 1.495

6.1.4.5. Stabilite

Yontem 5.2.1.5.E’ de anlatildig1 sekilde c¢alisilarak, betahistin dihidrokloriiriin
belirlenen deney kosullarinda sulu ortamda stabil oldugu belirlendi (Tablo 6.7)

Tablo 6.7. Betahistin dihidrokloriir ¢6zeltisinin 2 hafta boyunca dissoliisyon

sartlarinda gozlenen absorbanslar1 (n=3)

ZAMAN Absorbans 1. Absorbans 2. Absorbans 3.
Baslangic 0.258 0.255 0.252
1.Saat 0.254 0.251 0.250
2.Saat 0.255 0.256 0.258
3.Saat 0.255 0.258 0.253
4.Saat 0.255 0.255 0.255
16.Saat 0.255 0.259 0.257
22.Saat 0.249 0.248 0.247
47.Saat 0.255 0.258 0.254
2 hafta sonra 0.260 0.262 0.249
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6.1.5. Coziiniirliik tayini

Yontem 5.2.1.6°daki gibi ¢alisildi. 10 ml distile suya eklenen madde miktari
5.4079 g oldugunda, maddenin tamami kolayca ¢0ziindiigii icin, deney birakildi
(540.79 mg/ml). Calisma, 9.8205 g betahistin dihidrokloriir iizerine 4.1 ml distile su
eklenerek tekrarlandi ve yine kolayca c¢oziindiigii belirlendi (2395.24 mg/ml).
Madde, ¢ok ¢oziiniir (very soluble) 6zelligini sagladigi i¢in, ¢oziiniirliikk ¢alismalarina

devam edilmedi (70).

6.2. Betahistin Baz Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular
6.2.1. FTIR spektrumu
Betahistin bazin FTIR spektrumu, yontem 5.2.2.1°de anlatildig1 sekilde alindi
(Sekil 6.3).
Betahistin igin;
3304.94 cm™: Sekonder amine ait N-H gerilme titresimi
3010.88 cm™: Piridin halkasi icindeki =C-H gerilme titresimi
2937.79 cm™: Alifatik C-H asimetrik gerilme titresimi
2850.43 cm™: Alifatik C-H simetrik gerilme titresimi
1593.41 cm™: C=N gerilme titresimi, N-H egilme titresimi
1568.98 cm™: C=N gerilme titresimi, N-H egilme titresimi
1476.08 cm™: C=C gerilme titresimi

1436.21 cm™: C=C gerilme titresimidir.

6.2.2. Ultraviyole (UV) spektrumu

Yontem 5.2.2.2°deki gibi calisilarak ve betahistin bazin 259.5 nm’de maksimum
absorbans verdigi saptandi. (Resim 6.3, Resim 6.4, ve Sekil 6.4).
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Resim.6.3. Betahistin baz ¢ozeltisi spektrumu (30 pg/ml)

Resim 6.4. Betahistin baz ¢6zeltisi maksimum absorbans verdigi dalga boyu
(30 pg/ml)

Betahistin ¢ozeltisi (30 mg/ml)

1,6
1,4 +«
1,2 4

0,8 -
0,6 -
0,4
0,2 -

Absorbans

-0,2190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390
Dalga boyu (nm)

Sekil 6.4. Betahistin baz ¢ozeltisinin (30 pg/ml) 5’er nm araliklarla taranarak elde
edilen spektrumu
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6.2.3. Miktar tayini yontemlerinin validasyonuna ait bulgular
6.2.3.1. Spektrofotometrik yontem validasyonuna ait bulgular

6.2.3.1.A. Dogrusallik

Betahistin bazin yontem 5.2.2.4.A.’da anlatildig1 gibi hazirlanan standart egri

grafigi Sekil 6.5’de; bu egriye ait ortalama absorbans degerleri, standart sapma (SD)

ve bagil standart sapma (%RSD) sonuglar1 Tablo 6.8’de verildi.

Betahistinin standart egrisi y= 0’02222X - 0,0096
R =1
0:; //‘
0,8 /
@ 0,7
S 0,6 &
£ 05 4!//
3 04
< 03 //
02
0.1 —
0 ; ; ; ; ; ; ; ;
0 5 10 15 20 25 30 35 45 50
Konsantrasyon (ng/ml)
Sekil 6.5. Betahistin bazin standart egri grafigi
Tablo 6.8. Betahistin bazin standart egrisine ait veriler (n=9)
Konsantrasyon
Absorbans SD (%) RSD (%)
(ng/ml)
5 0.104 0.004 3.893
7 0.145 0.008 5.326
10 0.212 0.011 5.342
15 0.322 0.017 5.202
20 0.434 0.022 5.002
25 0.546 0.026 4.824
30 0.657 0.031 4.790
35 0.769 0.036 4.687
40 0.878 0.042 4.827
45 0.990 0.047 4.787
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6.2.3.1.B. Kesinlik

a) Tekrar edilebilirlik

Yontem 5.2.2.4.A’da anlatildigi sekilde c¢alisilarak hazirlanan ¢6zeltilerin
absorbanslari, SD ve RSD % degerleri Tablo 6.9’da verildi.

b )Tekrar elde edilebilirlik

Yontem 5.2.2.4.A.’da anlatildigi sekilde ¢alisilarak hazirlanan ¢o6zeltilerin
absorbanslari, SD ve RSD % degerleri Tablo 6.10°da verildi.

6.2.3.1.C. Dogruluk

Yontemin dogrulugunu saptamak igin farkli konsantrasyonlardaki betahistin baz

cozeltileri yontem 5.2.2.4.A.”da anlatildig1 sekilde hazirlandi. Elde edilen absorbans,
SD ve RSD % degerleri Tablo 6.11, Tablo 6.12 ve Tablo 6.13°de verildi.

Tablo 6.9. Betahistin bazin giin i¢i kesinlik (tekrar edilebilirlik) verileri (n=3)

Absorbans
Konsantrasyon (ng/ml)| 1.seri | 2.seri | 3.seri |Ortalama| SD (+) | RSD (%)
5 0.106 | 0.102 | 0.104 0.104 0.002 1.923
7 0.153 | 0.142 | 0.141 0.145 0.007 4.581
10 0.217 | 0.205 | 0.205 | 0.209 0.007 3.315
15 0.327 | 0.314 | 0.324 0.322 0.007 2.116
20 0.438 | 0.424 | 0.429 0.430 0.007 1.649
25 0.552 | 0.536 | 0.542 0.543 0.008 1.488
30 0.662 | 0.648 | 0.654 | 0.655 0.007 1.073
35 0.767 | 0.759 | 0.764 0.763 0.004 0.529
40 0.884 | 0.857 | 0.872 0.871 0.014 1.553
45 1.002 | 0.973 | 0.989 | 0.988 0.015 1.470
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Tablo 6.10. Betahistin bazin giinler aras1 kesinlik (tekrar elde edilebilirlik) verileri

(n=3)
Absorbans

Konsantrasyon (pg/ml) | 1. giin | 2. giin | 3. giin| Ortalama | SD () |RSD (%)
5 0.102 | 0.103 | 0.103 0.103 0.002 1.948
7 0.142 | 0.143 | 0.132 0.139 0.007 4.790
10 0.205 | 0.208 | 0.199 0.204 0.007 3.396
15 0.314 | 0.322 | 0.294 0.310 0.007 2.196
20 0.424 | 0.431 | 0.401 0.419 0.007 1.695
25 0.536 | 0.546 | 0.505 0.529 0.008 1.528
30 0.648 | 0.659 | 0.607 0.638 0.007 1.101
35 0.759 | 0.769 | 0.714 0.747 0.004 0.541
40 0.857 | 0.881 | 0.812 0.850 0.014 1.591
45 0.973 | 0.986 | 0.912 0.957 0.015 1518

Tablo 6.11. Betahistin bazin (diisiik konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=6)

Konsantrasyon Absorbans Bulunan Konsantrasyon| Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%)

5 0.104 5.117 102.342

5 0.099 4.892 97.838

5 0.099 4.892 97.838

5 0.110 5.387 107.748

5 0.109 5.342 106.847

5 0.103 5.072 101.441

Ortalama 0.104 5.117 102.342
SD (3) 0.005 0.213 4.264
RSD (%) 4.551 4.166 4.166
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Tablo 6.12. Betahistin bazin (orta konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=6)

Konsantrasyon Absorbans Bulunan Konsantrasyon| Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%0)
25 0.544 24.937 99.748

25 0.525 24.081 96.324

25 0.57 26.108 104.432

25 0.523 23.991 95.964

25 0.588 26.919 107.676

25 0.581 26.604 106.414

Ortalama 0.555 25.440 101.760
SD (3) 0.028 1.280 5.118
RSD (%) 5.117 5.030 5.030

Tablo 6.13. Betahistin bazin (yiiksek konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=6)

Konsantrasyon Absorbars Bulunan Konsantrasyon| Geri kazanilan
(ng/ml) (ng/ml) (%)
45 1.08 49.081 109.069
45 0.927 42.189 93.754
45 1.025 46.604 103.564
45 0.982 44.667 99.259
45 0.958 43.586 96.857
45 0.95 43.225 96.056
Ortalama 0.987 44.892 99.760
SD () 0.056 2.542 5.650
RSD (%) 5.718 5.663 5.663
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6.2.3.1.D. Secicilik

Yontem 5.2.2.4.A’da anlatildigi sekilde yapilan ¢aligmalar sonucunda,
formiilasyon hazirlamada kullanilan yardimci maddelerin higbirinin, betahistin bazin

gosterdigi dalga boyunda (259.5 nm) absorbans vermedigi saptandi.

6.2.3.1.E. Stabilite

Yontem 5.2.2.4.A.’da anlatildig1 sekilde calisilarak, betahistin bazin deney
kosullarinda sulu ortamda stabil oldugu belirlendi (Tablo 6.14).

Tablo 6.14. Betahistin baz ¢ozeltisinin 10 giin boyunca dissoliisyon sartlarinda
gbzlenen absorbanslari

Konsantrasyon (pg/ml) Zaman Absorbans
1. giin 0.978
2. giin 0.972
40 pg/ ml 3. gin 0.976
6. giin 0.979
10. glin 0.96

6.2.3.2. Betahistin baz icin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

yontem ve validasyonuna ait bulgular (ex vivo calismalar icin)
6.2.3.2.A. Yontem gelistirme hakkinda bulgular

Tablo 5.2’ de belirtilen basamaklar ve uygulama nedenleri;

Literatiirde belirtilen mobil faz oranlar1 (120): %30 asetonitril ve %70 sodyum
asetat (0.02 mol/L, pH4.5) 1 ml/dak, 1. dakikada bu sekilde baslayip 21. dakikada
%70 asetonitril, %30 sodyum asetat olacak sekilde gradient sistem tanimlandi.
Betahistin bazin sulu ¢ozeltisi ve % 0.85 NaCl- 10 mM pH 7.4 fosfat tamponunda

¢oOzeltileri hazirlanarak enjekte edildi.
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Calismanin basinda 250 mm x 4.6 mm i¢ ¢ap Olgiilerinde 5C18 kolon kullanildi.

Elde edilen madde pikleri ¢oziicii ile iist iiste cakist1.

Bunu daha ileri kaydirabilmek i¢in mobil faz oranlar degistirildi, gradient
sistem yerine sabit oranlar denendi fakat madde piki retansiyon zamani hem c¢ok

erken (2-3 dakika gibi), hem de ¢oziicii ile iist {iste gakigmaya devam etti.
Bunun tizerine baska bir literatiirde gegen oranlardan faydalanildi (114):

Burada, mobil faz Metanol- 0.025M KH,PO, (pH 3) (25/75 h/h) (0.5¢9/ |
oraninda sodyum-1 heptan siilfonat icerecek sekilde) hazirlandi. Kolon olarak 150

mm x 4.6 mm i¢ ¢ap Olgililerinde 5 C18 kolon kullanildi

Betahistin baz Franz difiizyon hiicresi reseptor fazinda kullanilacak olan % 0.85

NaCl- 10 mM pH 7.4 fosfat tamponunda ¢oziindiiriildii.

Bu yontem 6nceki denemelere gore iyi sonug verir gibi goriinse de elde edilen
piklerde goriilen yiiksek oranda kuyruklanma nedeniyle metotda degisiklige karar
verildi. Akis arttirilarak sirasiyla 6nce 1.1ml/ dak, sonra 1.2 ml/ dak olarak galisildi
ve olumlu sonug alinamadi. Akis Iml/ dak’da metanol oran1 % 25’den %20’ye ve

daha sonra % 15’e diisiirtildii yine olumlu sonuglar alinamadi.

Konsantrasyonu 2.5 mM olarak kullanilan iyon ¢ifti ajan1 5mM konsantrasyona
cikarildi. Mobil faz iyon ¢ifti igerdigi i¢in ¢alismaya her yeni baslarken dengeye

gelmesi i¢in kolon hacminin 100- 200 kati1 mobil faz sistemden geg¢irildi.

Literatiirdeki yontemle Franz difiizyon hiicresinin reseptér fazindan alinan
numune ekstraksiyon iglemlerine tabi tutulduktan sonra analiz edilmesine ragmen
modifiye edilen bu yontem ile herhangi bir isleme tabi tutulmadan HPLC’de direkt
analiz edilebildi. Betahistin bazin kromatogrami Resim 6.5’de, spektrumu Sekil

6.6’da, elde edilen pikin simetrisi ve kuyruklanma faktorii Resim 6.7°de gosterildi.
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Resim 6.7. Betahistin bazin pik simetrisi ve kuyruklanma faktorii verileri

6.2.3.2.B. Yontem validasyonu hakkinda bulgular

Dogrusallhik

Betahistin bazin yontem 5.2.2.4.B’de anlatildigi sekilde calisilarak elde edilen

standart egri grafigi Sekil 6.6 ve Resim 6.8’de, bu egriye ait ortalama alanlar, SD ve
RSD % degerleri Tablo 6.15°de verildi.
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Sekil 6.6. Betahistin bazin standart egri grafigi (HPLC yontemi)
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Tablo 6.15. Betahistin bazin standart egrisine ait veriler (n=9)

Konsantrasyon Ortalama Alan SD (¢) RSD %
(ng/ ml)
0.08 16.567 1.230 7.424
0.1 20.211 0.929 4.598
0.5 89.222 2.086 2.337
1 181.089 2.782 1.536
5 910.800 10.712 1.176
10 1825.289 23.853 1.307
15 2740.078 41.848 1.527
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Kesinlik

Betahistin bazin yontem 5.2.2.4.B.’de belirtildigi gibi yapilan miktar tayini
yontemine ait giin i¢i kesinlik bulgular1 Tablo 6.16." da, giinler aras1 kesinlik

bulgular1 da Tablo 6.17.”de verildi.

Tablo 6.16. Betahistin bazin giin i¢i kesinlik (tekrar edilebilirlik) verileri (n=3)

Konsantrasyon Alan

(ng/ ml) 1.seri | 2.seri | 3.seri |Ortalama |SD (¥) |RSD %
0.08 15.3 15.9 16.2 15.8 0.458 2.900

0.1 19 19.8 19.8 19.533 0.462 2.365

0.5 87.4 87.9 86.3 87.2 0.819 0.939

1 185.1 | 1845 | 1835 184.367 0.808 0.438

5 921.6 920 9211 920.9 0.819 0.089

10 1847.5 | 1851.9 | 1854.9 | 1851.433 3.722 0.201

15 2780.3 | 2783.3 | 2783.3 2782.3 1.732 0.062

Tablo 6.17. Betahistin bazin giinler aras1 kesinlik (tekrar elde edilebilirlik) verileri
(n=3)

Konsantrasyon Alan

(ng/ml) l.giin |2.giin |3.giin |Ortalama SD(¥) |RSD %
0.08 15.9 16.2 16.5 16.200 0.300 1.852

0.1 22 19.8 19.9 20.567 1.242 6.040

0.5 91 86.3 89 88.767 2.359 2.657

1 179.7 183.5 178.1 180.433 2.774 1.537

5 914 9211 896.9 910.667 12.440 1.366

10 1824.9 | 18549 | 1795.2 1825.000 29.850 | 1.636

15 2753.5 | 2783.3 | 2687.6 2741.467 48.972 1.786
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Dogruluk

Yontemin dogrulugunu saptamak igin farkli konsantrasyonlardaki betahistin baz

coOzeltileri yontem 5.2.2.4.B’de anlatildig1 sekilde hazirlandi. Elde edilen absorbans,

SD ve RSD % degerleri, diisiik konsantrasyon Tablo 6.18’de, orta konsantrasyon

Tablo 6.19°da ve yiiksek konsantrasyon Tablo 6.20’de verildi.

Tablo 6.18. Betahistin bazin (diisiik konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=3)

Konsantrasyon Alan Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%)

0.1 19.6 0.109 108.838

0.1 18.2 0.101 101.423

0.1 17.4 0.097 96.911

O 18.423 0.102 102.391
U 1.100 0.006 6.022
e () 5.969 5.881 5.881

Tablo 6.19. Betahistin bazin (orta konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=3)

Konsantrasyon Alan Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan

(ng/ ml) (ng/ ml) (%)

1 177.9 0.976 97571

. 181.1 0.993 99.324

. 185.1 1.015 101.514

SREIENTE 181.367 0.995 99.470
SD () 3,607 0.020 1.975
ReRE) 1.989 1.986 1.986
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Tablo 6.20. Betahistin bazin (yiiksek konsantrasyon) analitik yontem dogruluguna ait

bulgular (n=3)

Konsantrasyon Al Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan
an
(ng/ ml) (ng/ ml) (%0)
5 887.2 4.860 97.200
5 920.0 5.040 100.791
5 896.9 4.913 98.261
Ortalama 901.370 4.938 98.751
SD () 16.846 0.092 1.845
(0)
RSD (%) 1.869 1.868 1.868
Secicilik

Yontem 5.2.2.4.B’de anlatildig1 sekilde g¢alisildi ve formiilasyonlarin 24. saat

pikiyle standardin pik spektrumlari ist Gste cakistirilarak Resim 6.9 ve Resim

6.10°da gosterildi.
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Resim 6.9. T15 nolu formiilasyonunun 24. saat kromatogrami ve Sug/ml betahistin
baz enjeksiyonu ile spektrumlari
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Peak 1 at 12.47 min

Resim 6.10. T18 nolu formiilasyonunun 24. saat kromatogrami ve Spg/ ml betahistin
baz enjeksiyonu ile spektrumlari

Stabilite

Yontem 5.2.2.4.B’de anlatildig1 sekilde ¢alisildi ve validasyon calismasinin

stabilitesine ait bulgular ve Tablo 6.21 ve Resim 6.11°de verildi.

Tablo 6.21. Betahistin baz ¢ozeltilerinin farkli zamanlarda enjeksiyonuyla elde edilen

alanlar
Konsantrasyon Konsantrasyon
(ng/ml) Zaman | Alan (ng/ml) Zaman | Alan
baslangic | 245.473 baslangic| 749.36
l.saat |243.177 l.saat |754.557
1.39 2.5aat |243.978 3.96 2.5aat |748.633
3.saat | 243.864 3.saat | 751.797
24.saat |252.634 24.saat | 750.676
Ortalama 245.825 Ortalama 751.005
SD (&) 3.897 SD () 2.328
RSD (%) 1.585 RSD (%) 0.310
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Resim 6.11. Deney ortaminda 12 saat bulunan betahistin baz kromatogrami ve
spektrumu

Teshis limiti (limit of detection) ve miktar tayini limiti (limit of quantitation)

Teshis limiti: Bunun igin giiriiltii araligi (Noise Ranges) olarak 0-1 ve 7-10.
dakikalar secildi, yapilan 6 enjeksiyonun sonucunda elde edilen S/G oranlar

degerlendirildi ve teshis limiti 25 ng/ml olarak belirlendi.

Miktar tayini limiti: Bunun igin giirtiltii araligi (Noise Ranges) yine 0-1 ve 7-10.

dakika olarak secildi, yapilan 6 enjeksiyonun sonucunda elde edilen S/G oranlari

degerlendirildi miktar tayini limiti 90 ng/ml olarak belirlendi.
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6.2.3.3. Betahistin baz icin yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

yontem ve validasyonuna ait bulgular (in vivo ¢alismalar icin)
6.2.3.3.A. Yontem gelistirme hakkinda bulgular

Yontem 5.2.2.4.C’de anlatildig1 gibi ¢alisildi ve 2.5 pg/ ml konsantrasyonda

betahistin baz ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen kromatogram Sekil 6.7°de gosterildi.

Betahistin bazin mobil fazda c¢oziindiiriilmesiyle elde edilen alanlar ve
metanoldeki ¢ozeltisinin plazmaya eklenmesi sonrasi ekstraksiyonla elde edilen
alanlarin kiyaslanmasi Tablo 6.22°de verildi. Betahistin baz retansiyon zamani 3.5

dakika olarak belirlendi.

DAD1 A, Sig=260,4 Ref=off (SEVINC\SVNC1584.D)
mAU

20 o

o

=
4.681

3.021
" 4.044
£4.948

0 2 - 6 8 min

Sekil 6.7. Bos plazmaya 2.5 pg/ml betahistin baz ¢ozeltisi eklenerek elde edilen
kromatogram

Bu kromatogramda elde edilen betahistin baz miktart hesabi:

20 pl 2.5ug/ml betahistin baz ¢ozeltisinde 50 ng madde vardir. Maddenin
tamaminin organik faza ekstraksiyonla alindigii diisiiniirsek, 100 pl mobil fazda
¢oziindiiriilen maddeden 50 pl enjeksiyon yapildi yani enjekte edilen hacimde 25 ng
madde vardir. Plazmaya eklenen standart numunesi i¢in alt sinir olarak 0.15 pg/ml

secildi, buradan elde edilen miktar ise 1.5 ng’dur.

Hesaplamalar yapilirken plazmaya eklenen standart betahistin baz ¢6zeltisinin

hacminin 20 pl oldugu g6z déniinde bulunduruldu.
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Tablo 6.22. In vivo ¢alisma i¢in HPLC yontemi verim bulgular1 (n=3)

Betahistin baz

Betahistin baz

metanolde mobil fazda Ortalama| Mobil faz | Verim
(BH/MeOH) pg/ml (BH/MF) pg/ml Alan ortalama Alan| %
0.15 0.03 4.52 5.27 86
1.50 0.3 46.92 70.60 66
2.50 0.5 74.68 108.17 69
5 1 165.48 243.23 68

6.2.3.3.B. Yontem validasyonu hakkinda bulgular

Dogrusalhk

Betahistin bazin, yontem 5.2.2.4.C’de anlatildig1 sekilde calisilarak elde edilen

standart egri grafigi Sekil 6.8’de ve bu egriye ait ortalama alanlar, SD ve RSD %
degerleri Tablo 6.23’de verildi.

y = 165,41x - 2,5858

180

2 _
R =0,9978 9

160

/

140

/

120

/

100

Alan

80

60

40
20 —

0 - T

0,4 0,6

0,8 1

Konsantrasyon (ug/ml)

1,2

Sekil 6.8. Betahistin bazin in vivo yontem i¢in HPLC analizi standart egrisi
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Tablo 6.23. HPLC analizi dogrusallik verileri

Konsantrasyon (pg/ml) Ortalama Alan SD (%)
0.03 4.52 1.40
0.05 6.55 1.70
0.1 13.85 3.32
0.3 46.92 3.52
0.5 74.68 2.93
1 165.48 11.51

Kesinlik

Betahistin bazin yontem 5.2.2.4.C’de belirtildigi gibi yapilan miktar tayini

yontemine ait giin i¢i kesinlik bulgular1 Tablo 6.24’de, giinler arasi kesinlik bulgulari

da Tablo 6.25’de verildi.

Tablo 6.24. Betahistin bazin in vivo yontem igin giin i¢i kesinlik (tekrar edilebilirlik)

verileri (n=3)
Konsantrasyon Alan
(ng/ml) 1. seri 2. seri 3.seri Ortalama SD (¢)
0.05 6.49 5.89 4.89 5.757 0.808
0.1 11.79 12.19 16.29 13.423 2.491
0.5 83.39 74.19 69.29 75.623 7.158

Tablo 6.25. Betahistin bazin in vivo yontem i¢in giinler arasi kesinlik (tekrar elde
edilebilirlik) verileri (n=3)

Konsantrasyon Alan
(ng/ml) 1. giin 2. giin 3. giin Ortalama SD (3)
0.05 7.69 7.09 6.55 7.110 0.570
0.1 13.89 14.69 9.09 12.557 3.029
0.5 84.89 71.29 67.79 74.657 9.033
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Dogruluk

Yontemin dogrulugunu saptamak igin farkli konsantrasyonlardaki betahistin baz

coOzeltileri yontem 5.2.2.4.C’de anlatildig1 sekilde hazirlandi. Elde edilen alanlar ve

SD (+) degerleri diisiik konsantrasyon i¢in Tablo 6.26’da, orta konsantrasyon igin

Tablo 6.27°de ve yiiksek konsantrasyon igin Tablo 6.28’de verildi.

Tablo 6.26. Betahistin bazin (diisiik konsantrasyon) in Vvivo analitik yontem
dogruluguna ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon Alan Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan

(ng/ml) (ng/ml) (%)
0.05 5.89 0.051 102

0.05 5.69 0.050 100

0.05 4.85 0.045 90
Ortalama 5.48 0.05 97.48
SD (3) 0.55 0.003 6.67
RSD (%) 10.08 6.84 6.84

Tablo 6.27. Betahistin bazin (orta konsantrasyon) in vivo analitik yontem
dogruluguna ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon Alan Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan

(ng/ml) (pg/ml) (%)

0.1 16.29 0.114 114

0.1 12.35 0.090 90

0.1 14.69 0.104 104
Ortalama 14.44 0.10 102.95
SD (%) 1.98 0.012 11.98
RSD (%) 13.72 11.64 11.64
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Tablo 6.28. Betahistin bazin (yiiksek konsantrasyon) in Vvivo analitik yontem
dogruluguna ait bulgular (n=3)

Konsantrasyon Bulunan Konsantrasyon | Geri kazanilan
Alan
(ng/ml) (ng/ml) (%)
05 82.39 0.514 103
05 82.39 0.514 103
05 72.49 0.454 91
Ortalama 79.09 0.49 98.76
SD (£) 5.72 0.035 6.91
RSD (%) 7.23 7.00 7.00
Secicilik

Yontem 5.2.2.4.C’de anlatildigi sekilde calisildi ve ii¢ farkli sekilde yapilan
enjeksiyonda da plazmadan gelen kirliliklere ragmen betahistin bazin retansiyon
zamani degismedi ve spektrumuna bakildiginda 260 nm’de absorbans verdigi

belirlendi.

Stabilite

Yontem 5.2.2.4.C’de anlatildig1 sekilde calisildi ve farkli zamanlarda analiz
edilen ekstraksiyon numuneleri arasinda bir fark goriillmedi. Mobil fazda ¢6ziinmiis
olan 0.5 pg/ ml betahistin baz ¢ozeltisinin enjeksiyonu ile elde edilen alanlar Tablo
6.29°da verildi.

Tablo 6.29. Mobil fazda ¢oziindiiriilen betahistin baz ¢6zeltisinin stabilitesi

Konsantrasyon 0.5 ng/ml
Zaman Baslangic l.saat | 2.saat | 6.saat | 24.saat | 48.saat
Alan 103.2 105.7 106.9 104 103.6 107.9
Ortalama 105.22
SD (%) 1.920
RSD % 1.825
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6.2.3.4. Betahistin bazin ¢oziiniirliik tayini hakkinda bulgular

Betahistin bazin ¢oziiniirligli yontem 5.2.2.5°de anlatildig1 sekilde ¢alisildi.

Betahistin baz distile suda ve mobil fazlarda ¢ok hizli bir sekilde ¢oziindii.
Maddenin mobil fazlarda ¢oziindiiriilmesi ile ¢ok berrak bir goriiniim elde edildi ve
hicbir faz ayrismasi gozlenmedi. Madde miktar arttirildiginda da ¢éziinme devam

etti. Sekil 6.9’da bu enjeksiyonlardan elde edilen kromatogramlardan biri gosterildi.

DAD A, Sig=260.4 Ref=off (SEVIMCVSWHCOS235 . [0

mal - 2
] .

100 — betahistine ¢

80—

B0

a0~

20—

2 s e e e e s [ P e e P e e e e e e e e e e |
0 z 4 i g 10 12 14 min

Sekil 6.9. Betahistin bazin metanol- 0.025M KH,PO4 (pH 3) (25/75 h/h) mobil
fazinda ¢oziindiiriilmesiyle elde edilen kromatogram

6.3. Transdermal Terapotik Sistem Formiilasyonlar1 Hakkinda Bulgular
6.3.1. On deneme formiilasyon cahismalar1 hakkinda bulgular

On deneme formiilasyonlar1 ydntem 5.2.3.1°de anlatildign gibi hazirland.
Yapilan caligmalarda plastifiyan kullanilmadigi zaman formiilasyonlarin kirilgan
oldugu belirlendi ve bu sekilde transdermal kullanima uygun olmadigina karar
verildi. Etanol ve aseton kullanimi arasinda belirgin bir fark olmadigi, fakat asetonun
etanole kiyasla polimerleri daha hizli ¢6ziindiirdiigii i¢cin ¢alisma siiresini kisalttig

saptandi.
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6.3.2. Betahistin dihidrokloriir iceren transdermal terapotik sistem

formiilasyonlar1 hakkinda bulgular

Formiilasyonlar yontem 5.2.3.3’de anlatildig1 sekilde hazirlandi. Eudragit RL
100 ile hazirlanan formiilasyon hizli salim, Eudragit RS 100 ile hazirlanan
formiilasyon ise yavas salim ozelligi gostermektedir. Sonug olarak 1, 2 ve 4 nolu
formiilasyonlarda yapilan ¢oziinme hiz1 testlerinde ilk 3 saat icinde etkin maddenin

yarisindan fazlasinin serbestlestigi goriildii (Tablo 6.30, Sekil 6.10).

Tablo 6.30. Dissoliisyon verileri (1, 2 ve 4 no’lu formiilasyonlar i¢in)

BH 1 i¢cin salinan BH 2 icin salinan BH 4 icin salinan
Zaman (saat) | yigilmah miktar yigilmah miktar yigilmah miktar
(mg) (mg) (mg)
0.25 27.976 36.391 34.743
05 35.925 44.637 55.827
0.75 44.439 55.694 71.5965
1 54.548 63.909 83.2295
2 85.353 88.254 105.2385
3 114.478 108.775 118.35
__ 140
[=2]
£ 120
£ 100 _—
§ 80 / —e—BH1
E 60 / —=-BH2
=) BH4
> 40— /'/./’///
: —
= 20
»
0 . . . . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
zaman (saat)

Sekil 6.10. Dissoliisyon grafigi (BH 1, BH 2 ve BH 4 nolu formiilasyonlar)
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Ilk yapilan dissoliisyon ¢alismasinda etkin maddenin ¢ok hizli serbestlestigi
goriildiigiinden sadece Eudragit RS 100 polimeri kullanilarak formiilasyonlar
hazirland1 (11, 12 ve 13 nolu formiilasyonlar) ve yirmi dort saatlik ¢éziinme hizi
tayini sonuglara bakildiginda hemen hemen hepsinde yaklasik 13 mg madde
serbestlestigi gozlendi. Bu yavag salim ise Eudragit RS 100’tin tek basina
kullanilmasindan dolayidir (Tablo 6.31, Sekil 6.11).

Tablo 6.31. Eudragit RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin dissoliisyon verileri

BH 11 i¢cin saliman | BH 12 icin salinan | BH 13 i¢in salinan
yigilmah miktar yigilmah miktar yigilmah miktar
Zaman (saat) (mg) (mg) (mg)
0.5 7.015 6.636 6.333
1 8.09 7.332 7.029
2 8.333 8.179 8.027
3 9.941 9.181 8.271
4 9.886 9.35 9.651
5 9.907 10.126 9.898
24 13.593 13.706 11.888

-
(o]

- A
N B

-
o
1

—e—BH 11
8 —=—BH 12
6 BH 13

salinan yigilmali miktar (mg)

0 5 10 15 20 25 30

zaman (saat)

Sekil 6.11. Eudragit RS 100 ile hazirlanan formiilasyonlarin dissoliisyon grafigi
(BH 11, BH 12, BH13)
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6.3.3.Betahistin dihidrokloriir kullamlarak hazirlanan formiilasyonlarin salim

hiz1 tayini hakkinda bulgular

Belirtilen formiilasyonlarin salim hizlari, yontem 5.2.3.3.B’de anlatildig1 sekilde

tayin edildi ve elde edilen sonuglar Tablo 6.32-6.39 ve Sekil 6.12-6.19°da gosterildi.

Tablo 6.32. F1, F4, F8, F10 ve F11 in zamana kars1 salinan yi1gilmali miktarlar

Zaman (saat) F1 (mg) F4(mg) | F8(mg) | F10(mg) | F11 (mg)
0.5 17.849 17.091 14.667 16.182 13.985
1 20.385 20.534 16.59 18.487 16.967
2 24.213 24.439 20.562 22.084 20.183
3 27.064 27.291 21.588 25.386 23.784
4 29.542 31.436 25.113 27.71 26.71
5 31.95 33.468 28.11 30.189 28.657
6 33.301 35.203 32.191 32.976 31.668
7 35.716 37.619 38.089 35.92 33.777
24 61.134 61.754 105.179 63.232 80.783
120
100 —
80 £ —=F4

F8

IS
o
1

N
o

salinan yigilmali miktar (mg)
o)
o

o

F10

—x—F11

10 15

zaman (saat)

20

25

30

Sekil 6.12. 0.5 g ERL+ 1.5 g ERS oranlar i¢in, kullanilan oranlara bagimli olarak

plastifiyanin ila¢ salimina etkisi
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Tablo 6.33. F15, F16, F17 ve F20’nin zamana kars1 salinan y1gilmali miktarlar

Zaman (saat) F15 (mg) F16 (mg) F17 (mg) F20 (mg)
0.5 10.273 10.879 13.379 13.758
1 11.96 12.492 15.073 16.74
2 14.454 16.532 18.436 21.394
3 19.135 18.762 21.049 24,771
4 21.748 23.041 25.106 29.214
5 21.867 21.572 24.398 32.605
6 24.259 25.403 26.19 35.776
7 24.079 24.62 27.225 38.12
24 87.764 85.726 93.645 102.767
120
E 100
5 al
'E 80 ——F15
® —=—F16
)
E / F17
2 40 F20
c
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
zaman (saat)

Sekil 6.13. 0.5 g ERL + 1.5 g ERS ve 0.5 g plastifiyan (TES) oranlar igin
penetrasyon artiricinin ila¢ salimina etkisi
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Tablo 6.34. F1 ve F19’un zamana kars1 salinan yi1gilmali miktarlari

Zaman (saat) F1 (mg) F19 (mg)
0.5 17.849 12.546
1 20.385 15.146
2 24.213 18.358
3 27.064 21.577
4 29.542 24.726
5 31.95 27.351
6 33.301 29.147
7 35.716 31.781
24 61.134 72.199
—~ 80
(o]
E 70
g 60 —
€ 50
= F1
g 40 // : F19
> 30 -
>
e 20 -
©
£ 10
1]
w 0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30
zaman (saat)

Sekil 6.14. 0.5 g ERL +1.5 g ERS oranlar i¢in plastifiyan (PEG 400) miktarinin

ilag salimina etkisi
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Tablo 6.35. F10 ve F14’{in zamana kars1 salinan yigilmali miktarlar

Zaman (saat) F10 (mg) F14 (mg)
0.5 16.182 13.379
1 18.487 15.679
2 22.084 20.104
3 25.386 23.022
4 27.71 26.25
5 30.189 28.651
6 32.976 30.753
7 35.92 33.011
24 63.232 94.035

100

—~ 90

(2}

E 80

8 70

=

E 60

(_és 50 ——F10

£ —=— F14

o 40

>

c 30
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£ 201

©

? 10
O T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

zaman (saat)

Sekil 6.15. 0.5 g ERL+ 1.5 g ERS oranlant igin farkli plastifiyan (gliserin)

oranlarinin ila¢ salimina etkisi
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Tablo 6.36. F7, F12, F13, F20 ve F21’in zamana kars1 salinan yi1gilmali miktarlari

Zaman (saat) F7(mg) |F12(mg) |F13(mg) |F20(mg) |F21(mg)
0.5 15.273 14.364 12.546 13.758 13.379
1 18.107 15.984 14.919 16.74 16.133
2 21.628 17 18.888 21.394 20.711
3 23.792 19.08 23.017 24.771 24.767
4 25.43 19.724 26.321 29.214 28.149
5 28.284 20.218 29.403 32.605 31.463
6 31.597 21.47 32.87 35.776 34.48
7 32.266 22.876 36.041 38.12 38.412
24 144,118 35.997 82.326 102.767 85.38
160
< 140 —
£
~ 120
g ——F7
£ 100
£ —=— F12
g 80 _ F13
S F20
2 60
c / ——F21
S 40
: =
(72} 20 .
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
zaman (saat)

Sekil 6.16. Ayn1 miktar plastifiyan (TES) i¢in polimer oraninin ila¢ salimina etkisi
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Tablo 6.37. F13 ve F18’in zamana kars1 salinan y1gilmali miktarlari

Zaman (saat) F13 (mg) F18 (mg)

0.5 12.546 13.076
1 14.919 15.526
2 18.888 18.663
3 23.017 22.261
4 26.321 24.502
5 29.403 27.808
6 32.87 28.924
7 36.041 32.087
24 82.326 79.271
20

S 80

£

1]

¥ 60

S

= 50 —e—F13

E 40 —=—F18

2 30 /j"//

c

g 20 4

% 10 £
0 T T T T T

0 5 10 15 20 25 30

zaman (saat)

Sekil 6.17. 0.3 g ERL + 1.7 g ERS polimer oranlari i¢in ayn1 miktarda

kullanilan TES ve gliserinin ilag salimina etkisi.
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Tablo 6.38. F6 ve F9’un zamana kars1 salinan y1gilmali miktarlari

Zaman (saat) F6 (mg) F9 (mg)
0.5 19.818 16.182
1 24.252 19.396
2 29.3 24.435
3 32.995 28.196
4 37.606 30.072
5 40.863 34.448
6 45.414 39.062
7 49.67 41.64
24 84.739 99.192
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Sekil 6.18. 0.8 g ERL + 1.2 g ERS i¢in TES ve DF’ nin ilag salimina etkisi
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Tablo 6.39. F1, F2 ve F3’lin zamana kars1 salinan y1gilmali miktarlar

zaman (saat)

Zaman (saat) F1 (mg) F2 (mg) F3 (mg)
0.5 17.849 31.561 17.242
1 20.385 43.329 19.096
2 24.213 62.836 22.77
3 27.064 77.982 24.633
4 29.542 89.642 25.667
5 31.95 106.18 27.688
6 33.301 124.171 29.785
7 35.716 133.51 30.756
24 61.134 186.836 53.361
E 200
E /.
£ 150
E '/./ —o—F1
= F3
> 50 Eam——e
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©
=
‘_“ O T T T T
(2]
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Sekil 6.19. Ayn1 miktar PEG igin (0.3 g) polimer oraninin ilag salimina etkisi
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6.3.4. Formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddelerin degerlendirilmesi

Yardime1 maddeler Tablo 5.1° de hazirlanan formiilasyonlar i¢in incelendi.

Kullanilan biitiin plastifiyanlarin optiumum hangi degerlerde kullanilabilecegi ya
da  kullamilip  kullanilamayacaginin  degerlendirmesi  yapildi. ~ Yapilan
degerlendirilmeler sonucunda PEG 400 veya trietil sitratin % 25 oranlarinda
kullanilmasina karar verildi. Propilen glikol ve gliserinin tek basina kullanilmayip
baska plastifiyanlarla bir arada kullanilmasinin daha uygun oldugu goriistine varildi.

Dietilftalatin ise toksik olmasi sebebiyle ¢alismadan ¢ikarilmasina karar verildi.

6.3.5. Betahistin baz kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar hakkinda bulgular
6.3.5.1. Etkin madde icermeyen 6n deneme formiilasyonlar:1 hakkinda bulgular
Tablo 5.9°da gosterilen, yontem 5.2.3.2°de anlatildig1 gibi hazirlanan 6n deneme

formiilasyonlarinin kalinlik ve standart sapma verileri Tablo 6.40°da gosterildi.

Tablo 6.40. On deneme formiilasyonlar1 kalinliklari

DF* Ortalama Standart DF* Ortalama Standart
Kahnhk (mm) Sapma Kahnhk (mm) Sapma

DF1 0.8 0.04 DF21 1,01 0,09
DF2 0.86 0.06 DF22 097 0.14
DF3 0.76 0.09 DF23 091 0,13
DF4 0.88 0.09 DF24 0,93 0.11
DF5 0.89 0.09 DF25 1,02 0,17
DFé6 0.97 0.07 DF 26 1.11 0,06
DF7 0.92 0.03 DF27 0.96 0,11
DF8 0.90 0,07 DF28 0.74 0,07
DF9 0.91 0.03 DF2 0.82 0.08
DF10 0.94 0,07 DF30 0.99 0,06
DF11 0.96 0.07 DF31 1.13 0.12
DF12 0.94 0.11 DF 32 0.86 0.03
DF13 1.03 0.06 DF 33 093 0,07
DF 14 0.96 0.16 DF 34 1.05 0.15
DF15 0.99 0.11 DF 35 1.16 0.14
DF 16 0.84 0.05 DF 36 122 0.03
DF17 1.05 0.11 DF37 133 0.05
DF 18 1.04 0.02 DF 38 1,17 0.12
DF 19 09 0.05 DF 39 1,18 0.2
DF20 0.94 0.09
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Ayni oranda kullanilan plasifiyanlar i¢in Eudragit RL 100’tn, Eudragit RS
100’e gore daha esnek oldugu goriildii.

Optimum plastifiyan oranlart PEG 400 ve TES i¢in % 25 olarak belirlendi, bu

sinir literatiire de uygundur (66).

Propilen glikol ve gliserin i¢in denenen bu oranlar tek basina yeterli esneklik

saglamadi, diger plastifiyanlar ile karisim halinde kullanilabilecegi belirlendi.

6.3.5.2. Formiilasyon hazirlamada kullamlan yardimc1 maddelerin ve betahistin

bazin DSC taramalari bulgular:

DSC taramalar1 yontem 5.2.3.5.B’de anlatildigi gibi gergeklestirildi ve

gecimsizlik olmadig belirlendi.

Sonuglar termogramlarla gosterildi (Sekil 6.20-6.32).
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Sekil 6.21. Gliserine ait DSC profili
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Sekil 6.22. Betahistin baz: Gliserin (1:1) (a/a) fiziksel karisimina ait DSC profili
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Sekil 6.24. Betahistin baz: PEG 400 (1:1) (a/a) fiziksel karisimina ait DSC profili

137



0 134.51°C
%) 96.41°C  602.9J/g
25.31J(g
108.16°C
_2—
o
=3
g
(¥
©
(]
I
-6 -
_8—
143.56°C
A —— T R T R T R
-100 -50 0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature (°C)

Sekil 6.25. Propilen glikol’e ait DSC profili
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Sekil 6.26. Betahistin baz: Propilen glikol (1:1) (a/a) fiziksel karigimina ait DSC profili
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Sekil 6.27. Trietilsitrat’a ait DSC profili
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Sekil 6.28. Betahistin baz: Trietilsitrat (1:1) (a/a) fiziksel karisimina ait DSC profili
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Sekil 6.29. Eudragit RS 100°e ait DSC profili

Universal V4.2E TA Instruments

142



0.0

-0.2
o
=
8
(TR
©
(V]
o
-0.4
-0.6
Exo Up

116.20°C
28.14Jig

G0 < we cx mag s "s0 100 150 200 250 300

Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments

Sekil 6.30. Betahistin baz: Eudragit RS 100 (1:1) (a/a) fiziksel karisimina ait DSC profili
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Sekil 6.31. Eudragit RL 100’e ait DSC profili
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Sekil 6.32. Betahisitin baz: Eudragit RL 100 (1:1) (a/a) fiziksel karigimina ait DSC profili
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6.3.5.3. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda yapilan kontroller

hakkinda bulgular

Yontem 5.2.3.5.D’deki gibi galisildi ve elde edilen sonuglar tablolar halinde

verildi.

Tablo 6.41. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda miktar tayini verileri

(n=3)
BH miktari SD
Formiilasyon Kodu % @)
Fl 98.408 1.040
F2 100.511 1,500
F3 100.511 4,006
F4 93.706 2,007
FS 98.033 2141
F6 98.709 0.724
F 99.610 2344
F8 97.960 0.711
Fo 97.357 3521
F1l 102.538 5.068
F12 99.149 2922
F15 98.236 1.445
F18 98.855 1.479
K 96.607 0.724
12 86.436 0.573
T15 96.456 4.472
18 96.640 3,088
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Tablo 6.42. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda kalinlik testi verileri

(her bir seri igin 12 farkli noktadan 6l¢iim alindi)

Formiilasyon Formiilasyon Ortalama Kalinhk SD
Kodu Serileri (mm) @)
Fla 1.02 0.06

Fl Al 1.01 0.09
Flc 0.93 0.04

F2a 0.89 0.16

F2 F2b 0.98 0.10
Fac 0.95 0.06

. 0.91 0.04

i e 1.05 0.05
F3c 0.93 0.04

Féa 0.91 0.06

F4 F4b 1.05 0.04
Fac 0.98 0.04

i 0.97 0.07

> s 0.95 0.10
S 1.01 0.06

F6a 0.99 0.07

F6 F6b 0.93 0.11
Foc 1.00 0.06

i 111 0.05

al Pl 0.98 0.04
Frc 0.98 0.04

F8a 0.91 0.09

F8 Feb 0.89 0.06
Fec 0.95 0.11

e 1.00 0.12

b Pl 111 0.08
Foc 1.04 0.10
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Flla

1.10 0.08
FLl FL1b 1.08 0.08
Fllc 1.11 0.13
Fl2a 0.92 0.03
F12 F12b 0.93 0.07
Fl2c 0.89 0.06
F15a 0.91 0.07
RIS F15 0.96 0.10
F15c 0.99 0.07
Fi8a 1.12 0.09
L Pkl 122 0.09
F18c 1.21 0.10
Toa 1.00 0.13
™ T5b 1.00 0.08
Toe 0.99 0.07
T12a 0.98 0.12
12 U 1.03 0.12
s 1.08 0.14
1% 1.08 0.15
TS 15 1.06 0.11
1S 1.13 0.14
L 1.28 0.18
U e 112 0.15
LERels 1.16 0.12
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Tablo 6.43. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda agirlik sapmasi tayini
verileri (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama Agirhk SD
© -
Fl 1.358 0.008
F2 1.364 SO0
F3 1.366 0.011
F4 1.361 XoH
S 1.390 0.017
F6 1419 504
F7 1.453 0.004
F8 1.425 503
ko 1599 51T
F11 1616 0.002
F12 1415 G
F15 1461 0.003
F18 1577 TG
K 1367 0.012
T12 1373 TG
T15 1411 0.007
T18 1519 551

6.3.5.4. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda ¢6ziinme hiz1 tayininine

ait bulgular

Tablo 5.10’da belirtilen formiilasyonlar hazirlandi ve gorsel olarak
degerlendirildi. Bir kism1 tek dissoliisyon denemesi sonrasi elimine edildi, T1- T4
arast formiilasyonlar, dissoliisyon ortaminda 7. saatte parcalanmaya baslamasi

sebebiyle devam edilmedi.
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Yontem 5.2.3.5.E’de belirtildigi sekilde calisildi. Elde edilen zamana karsi

yigilmali ilag miktar1 tablolarla ve grafiklerle gosterildi, ilag salim hizlar ise siitun

grafikleriyle gosterildi.

Tablo 6.44. F1 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlari

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hizx SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) &)
0.5 12.899 1.844 1795.075 256.626
1 18.235 1.851 742,514 29.175
2 29.898 2.734 811.528 88.912
3 40.256 3.860 720.781 160.803
5 55.240 6.631 521.293 141.913
7 63.589 6.157 290.479 93.937
9 72.138 5.753 297.423 17.740
12 77.408 6.580 122.232 38.101
24 89.051 8.492 67.511 13.437
32 89.777 7.307 6.313 20.634
48 92.060 7.332 9.930 2.944
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Sekil 6.34. F1 formiilasyonuna ait salim hizi1 grafigi
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Tablo 6.45. F2 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hizx SD
(Saat) (%) @) (pg/cm?/sa) @)
0.5 10.485 0.618 1490.366 87.810
1 15.619 1.103 729.634 106.329
2 24.664 1.820 642.843 50.970
3 31.933 3.378 516.602 123.306
5 51.374 9.020 690.788 214.849
7 66.276 11.881 529.537 102.945
9 74.885 13.036 305.901 46.624
12 79.338 14.589 105.504 48.614
24 88.555 8.567 54.582 40.458
32 90.719 8.841 19.230 5.813
48 92.019 7.826 5.772 6.497
100 - F2 I J
5 a0 ! 1
Ec !
2 E 60
22 %)
7= 301
T
0 T T T T T T T T T |
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Sekil 6.35. F2 formiilasyonuna ait ila¢ salim profili
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Sekil 6.36. F2 formiilasyonuna ait salim hiz1 grafigi

Tablo 6.46. F3 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlari

ve bunlara ait standart sapma degerleri.

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiz SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 9.453 0.653 1343.652 92.822
1 15.184 0.543 814.515 19.461
2 23.147 0.433 565.906 9.488
3 30.095 0.876 493.778 44.155
5 45.930 3.308 562.696 89.730
7 59.063 5.781 466.674 100.510
9 67.606 2.891 303.573 213.367
12 75.046 4.395 176.239 83.795
24 83.666 6.856 51.047 18.245
32 87.148 6.401 30.937 13.161
48 86.380 7.553 -3.413 5.362
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Tablo 6.47. F4 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ila¢ miktarlari, salim hizlar
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktar SD Salim hiza SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)

0.5 10.840 0.175 1723.731 27.766

1 17.137 1.027 1001.369 165.253

2 27.066 1.117 789.424 96.102

3 33.770 1.436 533.011 47.196

5 50.942 4.826 682.679 164.315

7 66.266 11.844 609.191 318.473

9 73.047 11.448 269.605 68.837
12 81.004 11.418 210.877 63.388
24 91.781 8.588 71.402 20.288
32 93.325 8.920 15.347 11.073
48 93.510 8.840 1.838 7.139
I — : :
g 90 1 i
25
R
= 10

0 T T T T T T T T T .
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zaman (saat)

Sekil 6.39. F4 formiilasyonuna ait ila¢ salim profili
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Sekil 6.40. F4 formiilasyonuna ait salim hiz1 grafigi

Tablo 6.48. F5 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlari
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktar SD Salim hiza SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 10.841 1.093 1502.903 151.592
1 16.394 1.388 769.925 41.446
2 25.893 2.354 658.386 69.304
3 37.477 3.041 803.024 63.835
5 47.890 1.945 360.906 38.010
7 59.243 3.837 393.473 96.815
9 67.448 8.263 284.370 155.533
12 74.658 11.257 166.597 69.161
24 83.996 8.161 53.940 36.487
32 86.460 8.848 21.351 51.343
48 88.975 10.438 10.894 7.238
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Tablo 6.49. F6 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ila¢ miktarlari, salim hizlar
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman |Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiz SD
(Saat) (%) ) (pg/cm?/sa) @)
0.5 10.980 0.494 1532.630 68.902
1 17.195 0.833 867.598 57.330
2 24.622 1.088 518.373 25.349
3 32.703 0.915 563.995 14.464
5 44770 0.935 421.106 27.967
7 51.979 1.640 251.546 34.480
9 58.015 0.713 210.637 32.406
12 62.876 3.263 113.097 60.823
24 73.588 3.226 62.303 1.651
32 78.206 1.495 40.290 35.785
48 84.659 0.752 28.147 9.763
100 F6
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22 60 -

= E 50

tE

S

0 T T T T T T T T T i
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
zaman (saat)

Sekil 6.43. F6 formiilasyonuna ait ila¢ salim profili
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Tablo 6.50. F7 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlari
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktar SD Salim hiza SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 13.232 0.591 1863.871 83.299
1 19.979 1.253 950.409 94.268
2 30.194 1.021 719.443 16.373
3 36.721 1.886 459.705 67.230
5 50.134 2.263 472.369 15.467
7 58.690 2.488 301.318 40.624
9 66.404 2.065 271.656 41.276
12 71.963 1.945 130.500 9.517
24 81.829 1.860 57.903 10.973
32 85.202 1.447 29.696 5.361
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Tablo 6.51. F8 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ila¢ miktarlari, salim hizlar
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman |Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiz SD
(Saat) (%) ) (pg/cm?/sa) @)
0.5 10.293 0.731 1710.991 121.532
1 17.504 1.527 1198.840 132.552
2 27.157 0.785 802.349 64.792
3 35.833 1.152 721.137 99.707
5 51.233 6.998 639.974 247.887
7 65.321 7.311 585.510 164.850
9 69.552 10.583 175.806 203.229
12 77.009 8.930 206.612 77.380
24 87.853 5.686 75.111 31.956
32 90.480 4.330 27.291 18.952
100 F8

= 90 A

Z 80

£ 1]

> 2 601

£ E 50

5 P

s = 30

e 20 -

S 10-

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
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Sekil 6.47. F8 formiilasyonuna ait ilag salim profili
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Tablo 6.52. F9 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlari
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktari SD Salim hiz1 SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 15.049 0.886 2071.959 121.921
1 24.050 1.668 1239.184 113.296
2 37.469 2.423 923.781 71.848
3 46.936 3.343 651.710 108.786
5 62.761 3.517 544.675 12.126
7 73.944 3.641 384.915 10.037
9 80.152 3.435 213.685 19.782
12 84.614 1.768 102.391 42.702
24 94.776 3.078 58.294 11.789
32 98.527 2.057 32.273 25.022
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Tablo 6.53. F11 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hizx SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 13.894 0.091 2014.629 13.260
1 21.605 0.594 1118.153 95.621
2 31.137 1.153 691.096 41.731
3 39.194 1.727 584.182 45.302
5 51.046 1.487 429.626 36.111
7 60.724 1.157 350.854 15.268
9 66.908 1.893 224.148 108.444
12 74.113 2.143 174.144 21.213
24 84.145 3.423 60.608 9.801
32 87.401 2.071 29.510 35.044
100 - F11
= 90 A
g 80~
& /0
£ 2 60 -
= E 50
< 40 ~
2E 5.
e 20 A
S 10-
0 T T T T T T 1
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Sekil 6.51. F11 formiilasyonuna ait ila¢ salim profili
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Tablo 6.54. F12 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ila¢g miktarlari, salim hizlari

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiz1 SD
(Saat) (%) ) (pg/cm?/sa) )
0.5 4.339 0.200 730.006 33.707
1 6.689 0.399 395.367 35.589
2 9.606 0.556 245.407 25.007
3 12.458 0.553 239.938 4.865
5 18.700 0.864 262.551 44770
7 23.621 1.426 207.006 24.891
9 30.067 1.156 271.117 71.787
12 40.538 5.864 293.641 132.016
24 60.722 5.291 141.503 9.742
32 68.226 1.327 78.907 41.726
48 74.192 1.897 31.370 8.128
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Tablo 6.55. F15 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar SD Salim hiz SD
(Saat) (%) @ | (pg/em®/sa) @)
0.5 2.864 0.862 795.829 239.562
1 4.079 1.631 337.612 215.171
2 5.768 2.627 234.630 138.844
3 7.144 3.743 191.101 154.990
5 9.843 6.052 187.491 160.627
7 12.583 8.371 190.288 161.610
9 15.081 9.448 173.549 77.289
12 20.746 8.453 262.325 82.358
24 52.218 11.685 364.333 44.195
32 66.352 10.489 245.439 40.132
48 78.178 7.172 102.685 28.797
100 - F15
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80
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Sekil 6.55. F15 formiilasyonuna ait ilag salim profili
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Sekil 6.56. F15 formiilasyonuna ait salim hiz1 grafigi

Tablo 6.56. F18 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktari SD Salim hiz1 SD
(Saat) (%) () (ng/cm?/sa) @)
0.5 4.108 0.918 2297.034 513.292
1 5.585 1.260 825.981 191.349
2 7.598 1.730 562.686 131.720
3 9.770 1.621 607.276 42.414
5 14.112 1.970 607.064 59.437
7 20.349 2.912 871.862 132.111
9 24.975 3.383 646.719 66.166
12 31.005 4.460 562.020 101.894
24 57.563 5.003 618.766 39.048
32 77.599 3.588 700.255 58.336
48 87.406 2.312 171.362 28.580
56 93.761 2.559 222.128 83.181
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Tablo 6.57. F18 (+0.1g PIB) formiilasyonuna ait yigilmali salinan ilag miktarlari,

salim hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hizx SD
(Saat) (mg) ) (ng/cm?/sa) )
0.5 0.592 0.057 167.320 16.031
1 0.727 0.069 38.220 6.370
2 0.847 0.068 16.987 1.839
3 1.072 0.135 31.850 9.555
5 1.200 0.091 9.024 5.119
7 1.402 0.079 14.333 2.758
9 1.583 0.102 12.740 1.593
12 1.920 0.128 15.925 2.123
24 2.799 0.102 10.351 1.157
32 3.474 0.150 11.944 1.194
48 4.398 0.290 8.162 1.305
10 - F18 + PIB
EE
= =
0 T T T T |
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Sekil 6.59. F18 (+ 0.1 g PIB) formiilasyonuna ait ilag salim profili
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Sekil 6.60. F18 (+ 0.1 g PIB) formiilasyonuna ait salim hiz1 grafigi

Tablo 6.58. T5 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiza SD
(Saat) (%) () (ng/cm?/sa) @)
0.5 13.301 0.841 1817.158 114.896
1 22.931 0.081 1315.624 105.891
2 33.282 0.504 707.021 30.722
3 40.809 1.270 514.143 52.693
5 50.915 1.749 345.169 56.569
7 62.487 2.492 395.222 25.399
9 68.533 1.737 206.497 26.144
12 76.689 1.226 185.709 35.026
24 96.052 4.720 110.219 22.279
32 94.844 1.475 -10.316 36.698
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Tablo 6.59. T12 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar

ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hizx SD
(Saat) (%) ) (ng/cm?/sa) @)
0.5 4.195 0.217 615.345 31.850
1 6.627 0.157 356.722 11.033
2 10.608 0.239 291.960 19.461
3 12.721 0.289 155.004 3.678
5 16.022 0.140 121.031 5.742
7 18.318 0.470 84.191 14.711
9 20.482 0.457 79.376 31.778
12 22.695 0.344 54.083 19.176
24 28.907 1.124 37.966 6.436
32 32.178 1.363 29.989 5.520
48 36.932 2.824 21.792 7.492
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Sekil 6.63. T12 formiilasyonuna ait ila¢ salim profili

173




= 600 1]
£
“E 500 1+
L
2 400 +
= =3
S 300 -
=
g 200 1
S 100 4 Nl =
0 : : : : ||_J'—|I|_l—|II'I‘IIrI—|Ir=1I.—:ﬂ
005 051 12 23 35 57 79 912 1224 24-32 3248
zaman (saat)

Sekil 6.64. T12 formiilasyonuna ait salim hizi grafigi

Tablo 6.60. T15 formiilasyonuna ait % salman yi1gilmali ila¢ miktarlari, salim hizlari
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Salinan ila¢ miktar: SD Salim hiza SD
(Saat) (%) () (ng/cm?/sa) @)
0.5 4.380 0.102 1195.018 27.766
1 7.945 0.137 972.492 13.260
2 13.168 0.319 712.382 41.568
3 16.865 0.397 504.294 14.362
5 22.702 0.643 398.127 19.569
7 27.245 1.135 309.796 41.046
9 30.055 1.275 191.632 18.156
12 34.201 1.174 188.521 24.071
24 43.119 1.757 101.368 6.657
32 49.136 2.460 102.588 30.033
48 61.095 4.606 101.957 23.248
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Tablo 6.61. T18 formiilasyonuna ait % salinan yigilmali ilag miktarlari, salim hizlar
ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktari SD Salim hiz1 SD
(Saat) (%) ) (pg/cm?/sa) @)
0.5 8.875 0.805 4851.416 439.994
1 14.634 1.175 3148.070 208.855
2 23.274 1.943 2361.726 211.998
3 28.203 1.645 1347.229 141.123
5 36.619 2.804 1150.153 183.640
7 42.423 1.559 793.168 198.710
9 46.867 3.029 607.358 216.589
12 51.485 2.771 420.765 70.626
24 69.373 7.150 407.425 113.687
32 80.604 7.276 383.749 37.297
48 89.098 4.283 145.102 51.202
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Sekil 6.67. T18 formiilasyonuna ait ilag salim profili
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Sekil 6.68. T18 formiilasyonuna ait salim hiz1 grafigi

Tablo 6.62. T18 (+0.1g PIB) formiilasyonuna ait yigilmali salinan ilag miktarlari,
salim hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman | Salinan ila¢ miktari SD Salim hiz1 SD
(Saat) (mg) @ | (ng/em’sa) @)
0.5 0.569 0.034 160.949 9.730
1 0.719 0.047 42.467 3.678
2 0.959 0.060 33.974 1.839
3 1.177 0.102 30.788 9.194
5 1.402 0.102 15.925 6.370
7 1.673 0.138 19.110 2.758
9 1.950 0.098 19.641 3.315
12 2.311 0.141 16.987 2.123
24 3.512 0.214 14.156 1.807
32 4.616 0.160 19.508 1.053
48 6.342 0.148 15.262 1.325
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Dissoliisyon c¢alismast bitiminde alinan numunelerin spektrumuna bakildi ve

etkin madde disinda herhangi bir pik gériilmedi (Resim 6.12).

Resim 6.12. F9 formiilasyonunun 32 saatlik dissoliisyonu
sonrasi dissoliisyon ortaminin spektrumu

Formiilasyonlarin dissoliisyon Oncesi ve sonrasi durumlart ise Resim 6.13’de

gosterildi.

Resim 6.13. a: F1 formiilasyonu, b: dissoliisyon sonrasi hali

c: dissoliisyondan 1 hafta sonraki hali
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6.3.5.5. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda insan derisinden ex vivo

gecis calismalar1 hakkinda bulgular

Calisma, yontem 5.2.3.5.F’de anlatildig1 gibi yapildi. Deriden gegen yigilmali
miktarlar tablolar halinde verildi. Ayrica zamana karsi deriden gecen miktar ve ilag

gecis hizlar1 da grafiklerle gosterildi.

Tablo 6.63. Fosfat tamponunda (1ml) ¢6ziindiiriilmiis 20 mg betahistin bazin deriden
gecen yigilmali miktarlari, deriden gegis hizlari ve bunlara ait standart Sapma
degerleri

Zaman Deriden y1gilmah SD Deriden gecis hiz1 SD
(saat) gecen miktar (pg/cm?) @) (ng/cm?/sa) @)

0.5 88.917 77.053 177.834 154.106

1 135.589 127.702 93.343 118.084

2 174.447 144.674 38.858 22.532

3 229.085 164.609 54.638 22.546

4 276.080 172.630 46.995 16.649

6 417.000 178.113 70.460 21.032

8 531.598 187.717 57.299 15.724

24 1242.616 301.304 44.439 8.370
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Tablo 6.64. Fosfat tamponunda (0.5 ml) ¢o6ziindiiriilmiis 100 mg betahistin bazin
deriden gecen yigilmali miktarlari, deriden gegis hizlar1 ve bunlara ait standart sapma

degerleri
Zaman Deriden y1gilmah SD Deriden gecis hiz SD
(saat) |gecen miktar (pg/cm?) (€3] (pg/cm?/sa) @)

0.5 45.785 16.210 91.571 32.420
1 106.708 68.403 121.845 104.387
2 393.945 52.494 287.237 15.910
3 586.173 85.173 192.228 32.679
5 1101.157 166.519 257.492 40.673
7 1590.553 150.558 244.698 7.980
9 2200.768 181.450 305.107 15.446
12 3052.692 69.490 283.975 83.647
24 6442.195 202.495 282.459 11.084
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Sekil 6.73. Fosfat tamponunda (0.5 ml) ¢oziindiiriilmiis 100 mg betahistin bazin
deriden zamana kars1 gecen yi1gilmali miktari
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Sekil 6.74. Fosfat tamponunda (0.5 ml) ¢6ziindiiriilmiis 100 mg betahistin bazin
deriden ge¢is hiz1

Tablo 6.65. F5 formiilasyonunun deriden gegen yigilmali miktarlari, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden y1gilmah SD Deriden gecis hiz SD
(saat) |gecen miktar (pg/cm?) @) (pg/cm?/sa) @)
0.5 8.124 3.797 16.247 7.594
1 9.819 3.389 3.391 2.811
2 38.529 7.940 28.710 8.992
3 71.244 16.055 32.715 8.586
5 155.318 35.387 42.037 9.833
7 223.783 51.795 34.233 8.212
9 299.917 71.406 38.067 9.950
12 403.567 102.491 34.550 10.382
24 683.192 128.787 23.302 2.236
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Tablo 6.66. F11 formiilasyonunun deriden gecen yigilmali miktarlar1, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden yigilmal SD Deriden gecis hiz1 SD
(saat) |gecen miktar (pg/cm?) @) (pg/cm?/sa) @)
0.5 4.829 4.222 9.657 8.443
1 8.409 2.877 7.161 8.277
2 11.728 4.661 3.319 2.195
3 23.986 15.046 12.257 10.945
5 68.460 35.103 22.237 10.117
7 112.785 50.736 22.162 7.817
9 167.661 72.082 27.438 10.764
12 241.938 83.730 24.759 4.472
24 462.671 126.408 18.394 3.643
F11

deriden gecen yigilmah miktar

10

zaman (saat)

15

25

Sekil. 6.77. F11 formiilasyonunun deriden zamana karsi gegen yigilmali miktari
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12-24

Sekil. 6.78. F11 formiilasyonunun deriden gegis hizi

Tablo 6.67. F15 formiilasyonunun deriden gegen yigilmali miktarlari, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden y1gilmah SD Deriden gecis hizi SD
(saat) |gecen miktar (pg/cm?) @) (ng/cm?/sa) @)
0.5 6.891 10.587 13.782 21.175
1 8.506 12.969 3.229 4.767
2 20.555 22421 12.050 9.452
3 29.771 18.112 9.216 4.723
5 81.730 17.167 25.980 1.769
7 138.277 10.116 28.273 4.063
9 189.816 9.768 25.769 2.878
12 260.935 17.753 23.706 4.197
24 467.940 76.040 17.250 5.024
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Tablo 6.68. F18 formiilasyonunun deriden gegen yigilmali miktarlar1, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden yigilmah SD Deriden gecis hizi SD
(saat) gecen miktar (pg/cm?) @) (pg/cm?/sa) @)
0.5 46.886 34.986 93.771 69.973
1 50.182 33.215 6.593 3.549
2 97.327 57.190 47.145 24.268
3 153.542 70.609 56.215 13.425
5 282.816 92.072 64.637 10.769
7 401.419 122.327 59.302 15.480
9 516.896 147.064 57.738 12.372
12 665.976 180.392 49.694 11.967
24 1067.893 234.070 33.493 4.477
= F18
:—E 1400
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g _ 1000 -
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§ 200
g 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
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Sekil. 6.81. F18 formiilasyonunun deriden zamana karsi gegen yigilmali miktari
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Tablo 6.69. TS formiilasyonunun deriden gegen yigilmali miktarlari, deriden gecis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden y1gilmah SD Deriden gecis hiz SD
(saat) |gecen miktar (pg/cm?) @) (ng/cm?/sa) @)
0.5 13.759 1.340 27.518 2.679
1 36.277 26.238 45.037 49.814
2 92.783 61.764 56.506 58.676
3 132.784 89.714 40.001 31.275
5 190.631 83.804 28.923 3.285
7 237.904 95.672 23.637 7.914
9 301.316 111.603 31.706 12.113
12 363.234 112.890 20.640 0.937
24 587.751 134.563 18.710 3.283
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Tablo 6.70. T15 formiilasyonunun deriden gegen yigilmali miktarlari, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden yigilmah SD Deriden gecis hiz1 SD
(saat) gecen miktar (pg/cm?) (€3] (ng/cm?/sa) @)
0.5 18.008 9.310 36.017 18.621
1 67.770 23.197 99.523 29.482
2 213.967 50.177 146.197 27.204
3 305.856 60.106 91.888 10.395
5 516.406 121.576 105.275 33.472
7 684.797 104.693 84.195 14.241
9 839.934 114.979 77.569 6.582
12 1057.851 138.074 72.639 17.378
24 1576.587 253.405 43.228 11.959

T15

deriden gecen yigilmah miktar

0 o2

0 5 10 15 20 25
zaman (saat)

Sekil. 6.85. T15 formiilasyonunun deriden zamana karsi gegen y1gilmali miktari

191




deriden gecis hizi
(uglcm’/sa)

T15

0

0-0,5 0,5-1 1-2

2-3

3-5

5-7 7-9

zaman (saat)

9-12

12-24

Sekil. 6.86. T15 formiilasyonunun deriden gegis hizi

Tablo 6.71. T18 formiilasyonunun deriden gegen y1gilmali miktarlari, deriden gegis
hizlar1 ve bunlara ait standart sapma degerleri

Zaman Deriden yigilmah SD Deriden gecis hiz1 SD
(saat) | gecen miktar (pg/cm?) @) (pg/cm?/sa) @)
0.5 68.456 22.732 136.911 45.463
1 149.909 33.038 162.906 25.571
2 262.887 70.717 112.979 60.294
3 428.724 121.993 165.836 69.402
5 735.745 213.443 153.510 46.101
7 1006.734 291.581 135.495 39.794
9 1241.000 338.632 117.133 24.385
12 1556.370 360.001 105.123 18.768
24 2342.568 565.885 65.517 17.575
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Tablo 6.72. Formiilasyonlarin kararli hal deriden gegis hizlari, standart sapmalari ve
determinasyon katsayilari

Formiilasyon Kararh hal deridelz gecis hiz1 (Jss) SD Determinasyzon
(mg/cm®/sa) @) katsayisi (r°)
20 mg BH 48.840 11.234 0.995
100 mg BH 273.933 11.114 0.999
F5 29.978 6.072 0.986
T5 24.066 4.948 0.970
F11 20.343 5.667 0.993
F15 20.605 2.364 0.990
T15 67.150 9.795 0.951
F18 45.472 8.967 0.978
T18 99.291 24.333 0.959

6.3.5.6. Betahistin baz ile hazirlanan formiilasyonlarda sican derisinden in vivo

gecis calismalar: hakkinda bulgular

Yontem 5.2.3.5.G’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen in vivo gecis ¢calismalari

sonucunda elde edilen numuneler Yontem 5.2.2.4.C’de anlatildig1 gibi analiz edildi.

Elde edilen sonuglar tablolar ve grafikler halinde gosterildi.

Transdermal yama yapistirilmadan 6nce derinin goriintiisii Resim 6.14°de,

yapistirildiktan sonraki Resim 6.15°de, ¢ikrarildiktan sonraki goriintiisii de Resim
6.16°da gosterildi.

Transdermal uygulama yapilan T15 ve T18 nolu formiilasyonlarin 24. saatte

alan kanlardaki analiz sonucunda elde edilen kromatogramlar sirasiyla Sekil 6.89

ve Sekil 6.90°da verildi.
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Resim 6.14. Yama yapismadan once si¢anin karin derisinin goriintiisii

Resim 6.15. Transdermal yama sigan derisine yapistirildigindaki goriintii
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Resim 6.16. Transdermal yama ¢ikarildiktan sonra derinin goriintiisii

DADT A, Sig=260,4 Ref=off (SEVINC\SVNC1783.D) S e S W 1
mAU |
20 -
15
10 |
5 w0 o |
S E
w ©w ~
0 . . =
]
.5—:
-10 - T T T
= 0 2 4 6 S o __min

Sekil 6.89. T 15 nolu formiilasyon 24. saat numunesi kromatogrami
(Retansiyon zamani: 3.4 dakika)
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DAD1 A, Sig=260,4 Ref=off (SEVINC\SVNC1885.D) 2

mAU

Sekil 6.90. T 18 nolu formiilasyon 24. saat numunesi kromatogrami

(Retansiyon zamani: 3.5 dakika)

\)4.382

— 4.686

)5.099
5413

Tablo 6.73. IV verilis sonrasi elde edilen veriler

min

Intravenéz grubu

5mg/ kg uygulanda

Elde edilen konsantrasyonlar (png/ml)

Hayvan kodlari ve

Kan alma dakikalar: V1 1V 2 V3 V4

1 339.152 0.231 532.180 20.139
15 0.814 37.064 40.117 14.454
30 0.201 22.878 12.826 0.299
60 0.056 7.887 3.539 0.087
90 0.042 0.340 1.034 0.045
120 0.035 0.245 0.344 0.101
240 0.025 0.262 0.319 0.022
360 0.051 0.083 0.028 0.050

197




Tablo 6.74. T 15 nolu formiilasyonun uygulanmasindan sonra elde edilen veriler

T15 nolu

formiilasyon

Bu formiilasyonlarin icinde 100 mg betahistin baz

vardir

Hayvan kodlar1 ve elde edilen konsantrasyonlar (ug/ml)

Kan alma saatleri T151 T152 T153 T154
0.5 0.027 0.098 0.028 0.018
1 0.061 0.215 0.071 0.033
1.5 0.088 0.276 0.091 0.064
2 0.117 0.276 0.116 0.069
3 0.177 0.271 0.145 0.075
4 0.188 0.213 0.135 0.059
5 0.259 0.307 0.168 0.059
6 0.269 0.399 0.171 0.087
7 0.213 0.474 0.194 0.084
8 0.330 0.405 0.226 0.106
9 0.511 0.500 0.243 0.102
12 0.740 0.738 0.201 0.176
24 - - 0.221 -
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Tablo 6.75. T 18 nolu formiilasyonun uygulanmasindan sonra elde edilen veriler

T18 nolu formiilasyon
Bu formiilasyonlarin i¢inde 200 mg betahistin baz vardir
Hayvan kodlari ve elde edilen konsantrasyonlar (ug/ml)

Kan alma saatleri T181 T182 T183 T184
0.5 0.185 0.042 0.090 0.300
1 0.222 0.120 0.126 0.499
1.5 0.352 0.131 0.218 0.639
2 0.457 0.232 0.250 0.784
3 0.372 0.183 0.257 0.635
4 0.487 0.226 0.287 0.475
5 0.640 0.260 0.433 0.839
6 0.489 0.177 0.317 1.022
7 0.695 0.290 0.368 0.766
8 0.738 0.298 0.392 0.887
9 0.544 0.303 0.448 1.149

12 - - - -

24 - - 0.380 -
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Tablo 6.76. IV 1 uygulamasinin verileri

Zaman | Konsantrasyon :
(saat) (ug/m) In(C) AUC AUMC R R_adj
0.02 339.152 5.826 9.122 0.068 -0.533 0.165
0.25 0.814 -0.206 48.218 0.871 -0.575 0.197
0.5 0.201 -1.604 48.345 0.909 -0.475 0.032
1 0.056 -2.882 48.409 0.948 -0.132 -0.310
15 0.042 -3.170 48.434 0.978 0.233 -0.418
2 0.035 -3.352 48.453 1.011 0.528 -0.443
4 0.025 -3.689 48.513 1.181
6 0.051 -2.976 48.589 1.587
Tablo 6.77. IV 1 uygulamasinin kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Lambda_z 1/h 0.336
t1/2 h 2.062
Tmax h 0.020
Cmax pg/ml 339.152
Co pg/ml 573.060
Clast_obs/Cmax 0.000
AUC 0-t pg/ml*h 48.589
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 48.741
AUC 0-t/0-inf_obs 0.997
AUMC 0-inf_obs pg/ml*¥h"2 2.949
MRT 0-inf_obs h 0.061
Vz_obs (mg)/(ng/ml) 0.076
Cl_obs (mg)/(ng/ml)/h 0.026
Vss_obs (mg)/(ng/ml) 0.002
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Sekil 6.93. IV 1 uygulamasinin yar1 logaritmik grafigi

Tablo 6.78. IV 2 uygulamasinin verileri

Zaman | Konsantrasyon .
- (gl In(C) AUC | AUMC R R_adj
0.02 0.231 -1.465 0.005 0.000
0.25 37.064 3.613 4.294 1.066 -0.817 0.601

0.5 22.878 3.130 11.786 3.654 -0.780 0.511
1 7.878 2.064 19.475 8.484 -0.726 0.370
1.5 0.340 -1.079 21.530 10.581 -0.888 0.682
2 0.245 -1.406 21.676 10.831 -0.839 0.407
4 0.262 -1.339 22.183 12.369
6 0.083 -2.489 | 22528 | 13.915
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Tablo 6.79. IV 2 uygulamasinin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Lambda_z 1/h 0.269
t1/2 h 2.576
Tmax h 0.250
Cmax pg/ml 37.064
Cco pg/ml 0.231
Clast_obs/Cmax 0.002
AUC 0-t pg/ml*h 22.528
AUC 0-inf_obs ug/ml*h 22.837
AUC 0-t/0-inf_obs 0.986
AUMC 0-inf_obs pg/ml*h”2 16.912
MRT 0-inf_obs h 0.741
Vz_obs (mg)/(ng/ml) 0.203
Cl_obs (mg)/(ng/ml)/h 0.055
V/ss_obs (mg)/(ng/ml) 0.041
100,000 5
10,000 3
3 ;
g
S
® 1000 1
‘§ 4
5 ¢
8 C
0,100 4 \O
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Sekil 6.94. IV 2 uygulamasinin yar1 logaritmik grafigi




Tablo 6.80. IV 3 uygulamasinin verileri

Zaman | Konsantrasyon .
(saat) (ug/ml) In(C) AUC | AUMC R R_adj
0.02 532.18 6.277 11.985 0.106 -0.874 0.725
0.25 40.117 3.692 77.799 2.484 -0.918 0.811
0.5 12.826 2.551 84.417 4.539 -0.927 0.825
1 3.539 1.264 88.508 7.027 -0.932 0.825
15 1.034 0.033 89.652 8.300 -0.925 0.785
2 0.344 -1.067 89.996 8.859 -0.879 0.545
4 0.319 -1.143 90.659 | 10.823
6 0.028 -3.576 91.006 12.267
Tablo 6.81. IV 3 uygulamasinin Kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Lambda_z 1/h 0.804
t1/2 h 0.862
Tmax h 0.020
Cmax pg/ml 532.180
[ ng/ml 666.327
Clast_obs/Cmax 0.000
AUC 0-t ug/ml*h 91.006
AUC 0-inf_obs ng/ml*h 91.041
AUC 0-t/0-inf_obs 1.000
AUMC 0-inf_obs pg/ml*h"2 12.520
MRT 0-inf_obs h 0.138
Vz_obs (mg)/(ng/ml) 0.018
Cl_obs (mg)/(ng/ml)/h 0.015
Vss_obs (mg)/(ug/ml) 0.002
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Sekil 6.95. IV 3 uygulamasinin yar1 logaritmik grafigi

Tablo 6.82. IV 4 uygulamasinin verileri

Zaman | Konsantrasyon .
(saat) (ng/ml) In(C) AUC AUMC R R_adj
0.02 20.139 3.003 0.409 0.004 -0.657 0.337
0.25 14.454 2.671 4.387 0.466 -0.593 0.221
0.5 0.299 -1.207 6.231 0.936 -0.632 0.250
1 0.087 -2.442 6.327 0.995 -0.486 -0.018
1.5 0.045 -3.101 6.360 1.034 -0.333 -0.333
2 0.101 -2.293 6.397 1.101 -0.461 -0.575

4 0.022 -3.817 6.520 1.391

6 0.05 -2.996 6.592 1.779
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Tablo 6.83. IV 4 uygulamasinin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Lambda_z 1/h 0.834
t1/2 h 0.831

Tmax h 0.020
Cmax ng/ml 20.139
Cco pg/ml 20.728
Clast_obs/Cmax 0.002
AUC 0-t ng/ml*h 6.592
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 6.652
AUC 0-t/0-inf_obs 0.991
AUMC 0-inf_obs pg/ml*h"2 2.211
MRT 0-inf_obs h 0.332
Vz_obs (mg)/(ng/ml) 0.180
Cl_obs (mg)/(ng/ml)/h 0.150
V/ss_obs (mg)/(ng/ml) 0.050
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Sekil 6.96. IV 4 uygulamasinin yar1 logaritmik grafigi
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Tablo 6.84. T15 1 uygulamasinin verileri

Zaman Konsantrasyon
(saat) (ug/m) In(C) AUC AUMC
0.5 0.027 -3.612 0.007 0.003
1 0.061 -2.797 0.029 0.022
15 0.088 -2.430 0.066 0.070
2 0.117 -2.146 0.117 0.162
3 0.117 -2.146 0.234 0.454
4 0.188 -1.671 0.387 1.006
5 0.259 -1.351 0.610 2.029
6 0.269 -1.313 0.874 3.484
7 0.213 -1.546 1.115 5.036
8 0.33 -1.109 1.387 7.102
9 0.511 -0.671 1.807 10.721
12 0.74 -0.301 3.684 30.940
Tablo 6.85. T15 1 uygulamasinin Kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Tmax h 12
Cmax ug/ml 0.74
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 1
AUC 0-t ug/ml*h 3.684
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Sekil 6.97. T15 1 uygulamasinin grafigi

Tablo 6.86. T15 2 uygulamasinin verileri

10

12

14

Zaman Konsantrasyon
(saat) (ug/ml) In(C) AUC AUMC
0.5 0.098 -2.323 0.025 0.012
1 0.215 -1.537 0.103 0.078
1.5 0.276 -1.287 0.226 0.236
2 0.276 -1.287 0.364 0.477
3 0.271 -1.306 0.637 1.160
4 0.213 -1.546 0.879 1.992
5 0.307 -1.181 1.139 3.186
6 0.399 -0.919 1.492 5.150
7 0.474 -0.747 1.929 8.006
8 0.405 -0.904 2.368 11.285
9 0.5 -0.693 2.821 15.155
12 0.738 -0.304 4.678 35.189
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Tablo 6.87. T15 2 uygulamasinin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Tmax h 12
Cmax ug/ml 0.738
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 1
AUC 0-t ug/ml*h 4.678
0.8 -
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Sekil 6.98. T15 2 uygulamasinin grafigi
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Tablo 6.88. T15 3 uygulamasinin verileri

Zaman | Konsantrasyon
In(C) AUC AUMC R R_adj
(saat) (ng/ml)
0.5 0.028 -3.576 0.007 0.004
1 0.071 -2.645 0.032 0.025
15 0.091 -2.397 0.072 0.077
2 0.116 -2.154 0.124 0.169
3 0.145 -1.931 0.255 0.502
4 0.135 -2.002 0.395 0.990
5 0.168 -1.784 0.546 1.680
6 0.171 -1.766 0.716 2.613
7 0.194 -1.640 0.898 3.805
8 0.226 -1.487 1.108 5.388
9 0.243 -1.415 1.343 7.385 -0.189 -0.928
12 0.201 -1.604 2.009 14.284
24 0.221 -1.510 4.541 60.580
Tablo 6.89. T15 3 uygulamasimin Kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Lambda_z 1/h 0.002
t1/2 h 306.639
Tmax h 9
Cmax pg/ml 0.243
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 0.909
AUC 0-t ng/ml*h 4,541
AUC 0-inf_obs pg/ml*h 102.308
AUC 0-t/0-inf_obs 0.044
AUMC 0-inf_obs png/ml*h"2 45657.904
MRT 0-inf_obs h 446.280
Vz/F_obs (mg)/(ng/ml) 432.407
CI/F_obs (mg)/(ng/ml)/h 0.977
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Sekil 6.99. T15 3 uygulamasinin grafigi

Tablo 6.90. T15 4 uygulamasinin verileri

20

25

30

Zaman Konsantrasyon
(saat) (gl In(C) AUC AUMC
0.5 0.018 -4.017 0.005 0.002
1 0.033 -3.411 0.017 0.013
15 0.064 -2.749 0.042 0.045
2 0.069 -2.674 0.075 0.104
3 0.075 -2.590 0.147 0.285
4 0.059 -2.830 0.214 0.516
5 0.059 -2.830 0.273 0.781
6 0.087 -2.442 0.346 1.190
7 0.084 -2.477 0.431 1.745
8 0.106 -2.244 0.526 2.463
9 0.102 -2.283 0.630 3.346
12 0.176 -1.737 1.047 7.891
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Tablo 6.91. T 15 4 uygulamasimin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Tmax h 12
Cmax pug/ml 0.176
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 1
AUC 0-t pg/ml*h 1.047
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Sekil 6.100. T15 4 uygulamasinin grafigi
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Tablo 6.92. T18 1 uygulamasinin verileri

Zaman Konsantrasyon
(saat) (ug/l) In(C) AUC AUMC
0.5 0.185 -1.687 0.046 0.023
1 0.222 -1.505 0.148 0.102
1.5 0.352 -1.044 0.292 0.289
2 0.457 -0.783 0.494 0.650
3 0.372 -0.989 0.908 1.665
4 0.487 -0.719 1.338 3.197
5 0.64 -0.446 1.901 5.771
6 0.489 -0.715 2.466 8.838
7 0.695 -0.364 3.058 12.737
8 0.738 -0.304 3.774 18.122
9 0.544 -0.609 4.415 23.522
Tablo 6.93. T18 1 uygulamasinin kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Tmax h 8
Cmax ug/ml 0.738
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 0.73712737
AUC 0-t ng/ml*h 4.41525
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Sekil 6.101. T18 1 uygulamasinin grafigi

Tablo 6.94. T18 2 uygulamasinin verileri

10

Zaman Konsantrasyon

(saat) (ug/ml) In(C) AUC AUMC
0.5 0.042 -3.170 0.011 0.005
1 0.12 -2.120 0.051 0.041
1.5 0.131 -2.033 0.114 0.120
2 0.232 -1.461 0.205 0.285
3 0.183 -1.698 0.412 0.791
4 0.226 -1.487 0.617 1.518
5 0.26 -1.347 0.860 2.620
6 0.177 -1.732 1.078 3.801
7 0.29 -1.238 1.312 5.347
8 0.298 -1.211 1.606 7.554
9 0.303 -1.194 1.906 10.109
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Tablo 6.95. T18 2 uygulamasinin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Tmax h 9
Cmax pug/ml 0.303
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 1
AUC 0-t pg/ml*h 1.906
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Sekil 6.102. T18 2 uygulamasinin grafigi
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Tablo 6.96. T18 3 uygulamasinin verileri

Zaman Konsantrasyon
(saa) (ng/ul) In(C) AUC AUMC
0.5 0.090 -2.408 0.023 0.011
1 0.126 -2.071 0.077 0.054
1.5 0.218 -1.523 0.163 0.167
2 0.250 -1.386 0.280 0.374
3 0.257 -1.359 0.533 1.010
4 0.287 -1.248 0.805 1.969
5 0.433 -0.837 1.165 3.626
6 0.317 -1.149 1.540 5.659
7 0.368 -1.000 1.883 7.898
8 0.392 -0.936 2.263 10.754
9 0.448 -0.803 2.683 14.338
24 0.380 -0.968 8.893 112.978
Tablo 6.97. T 18 3 uygulamasinin Kinetik parametreleri
Parametre Birim Deger
Tmax h 9
Cmax pg/ml 0.448
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 0.848
AUC 0-t ug/ml*h 8.893

216




0,500 1
0,450 ]
0,400 1
~ 0,350 ]
£ ;
£ 0,300 ]
S :
5 0250 ]
3 0,200 3
5 ]
© 0,150 3
0,100 ]
0,050 1
01000 : T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 Timjés(h) 20 25 30
Sekil 6.103. T18 3 uygulamasinin grafigi
Tablo 6.98. T18 4 uygulamasinin verileri
Zaman Konsantrasyon
In(C) AUC AUMC
(saat) (ng/ml)
0.5 0.3 -1.204 0.075 0.038
1 0.499 -0.695 0.275 0.200
15 0.639 -0.448 0.559 0.564
2 0.784 -0.243 0.915 1.196
3 0.635 -0.454 1.625 2.932
4 0.475 -0.744 2.180 4.835
5 0.839 -0.176 2.837 7.882
6 1.022 0.022 3.767 13.046
7 0.766 -0.267 4.661 18.793
8 0.887 -0.120 5.488 25.022
9 1.149 0.139 6.506 33.740
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Tablo 6.99. T18 4 uygulamasinin Kinetik parametreleri

Parametre Birim Deger
Tmax h 9
Cmax ug/ml 1.149
Tlag h 0
Clast_obs/Cmax 1
AUC 0-t ug/ml*h 6.506
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Sekil 6.104. T18 4 uygulamasimnin grafigi
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7. TARTISMA VE SONUC

Transdermal terapdtik sistemler, sistemik dolasima ila¢ gegisini kontrollii olarak

saglamak amaciyla deri ylizeyine uygulanan farmasoétik dozaj sekilleridir. (41,42).

Bu sistemler parenteral veya oral yola gore daha etkili ve daha rahat uygulama
saglar. Girisimsel olmayan, agrisiz, basit bir uygulamadir ve bu sayede hasta
uyuncunda artis saglanir. Bu uygulama yolu ile dozlama sikligi azalir, sabit kan
seviyeleri uzun siire elde edilebilir, bununla birlikte yan etkiler de azalir. Etkin
maddelerin ilk gecis etkisine ugramadan sistemik dolasima gegmesi, oral yolla ilag
verilmesinin  miimkiin olmadigi durumlarda uygulamaya imkan vermesi,
gastrointestinal sistemdeki degiskenlere (pH, besin ve sivi alimi, mide bosalmasi,
enzim faaliyetleri) maruz kalmamasi, uygulandigi yerde 7 giine kadar kalabilmesi ve
istenildigi anda viicuttan wuzaklastirilabilmesi gibi avantajlar saglamaktadir

(1,2,4,43,45).

llaglarin deri yoluyla uygulanmasi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir.
Enfeksiyonlara kars1 topikal ilaglarin veya hormonlarin sistemik etki amach
kullanimlarina dair 1940’11 yillara ait belgeler vardir. Modern transdermal yama
teknolojisi ise 1970’lerin sonlarina dogru gelistirilmistir ve 1980 yilinda Alza sirketi
tarafindan hareket hastalig1 tedavisi i¢in gelistirilerek kullanima sunulan Transderm-

Scop®, skopolamin igeren transdermal terapdtik sistemdir ( 9,41).

Betahistin, Méniere hastaliginda ve gesitli nedenlerle olusan bas donmelerinde
kullanilan ilk ilagtir. Giinliik dozu 24 mg ile 48 mg arasinda olan betahistinin
kullanilis1 giinde ii¢ sefer 8 veya 16 mg seklindedir. Peptik tlser Oykiisii olan
hastalarda kontrendike olmasi, yash hastalarda demansta kullanimi ve sik dozlama
gerekliligi gibi nedenlerle ilacin oral yol diginda bir yolla verilmesi daha uygun

olacaktir (83,91,105).

Betahistin dihidrokloriir, molekiil agirliginin diisiik olmas1 (209.1), yar1 dmriiniin
kisa olmasi (3-5 saat) ve giinlik dozunun diisiik olmasi (24 mg-48 mg) gibi
Ozellikleri ile transdermal terapdtik sistemler igin iyi bir adaydir. Ayrica betahistinin

baz formunun s1v1 bir madde olmasi (erime derecesi <200°C), molekiil agirliginin tuz
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formuna gore daha diisiik olmasi (136.1) bdyle bir formiilasyon hazirlamak igin

onemli avantajlardandir.

Betahistin dihidrokloriiriin oral yolla uygulanan uzun etkili formiilasyonlari
hazirlanmis fakat bunlarin ¢ogunun sadece 8 saat uzatilmis etki gosterebildigi
goriilmiistiir (124 -126).

Shamma ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada ise betahistin
dihidrokloriiriin uzun etkili oral multipartikiiler dozaj formu hazirlanmis ve sonucta

in vitro ¢aligmalarla giinde tek sefer alinabilecegi belirtilmistir (123).

1990’1 yillarda ise Ogiso ve arkadaglar1 tarafindan betahistinin deriden
gecisiyle ilgili bazi caligmalar yapilmis, ancak bu c¢alismalarda yar1 kati

formiilasyonlar denenmistir (109,114,115).

Heda ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada betahistin bazin adezif
tipte yama formiilasyonlar1 hazirlanmis ve in vitro kobay derisinden gegis calismalari

yapilmistir (127).

Mikroemiilsiyon hazirlanarak betahistin dihidrokloriirin deriden gecisinin
incelendigi bagka bir ¢alismada ise fare derisi kullanilmistir. Heda ve arkadaglarinin
calismasinda hazirlanan adezif yama ile kiyaslanmis ve 24 saatlik ilag gecisi
degerlendirildiginde mikroemiilsiyonlarin deriden daha iyi gegtigi sonucuna

varilmistir (128).

Bu c¢alismalarin disinda betahistinin deriden gegisine dair bagka bir ¢alismaya

rastlanmamuistir.

Sonug olarak literatliirde betahistinin matriks seklinde hazirlanan transdermal
yama formiilasyonuna rastlanmamistir. Ayrica betahistinin insan derisinden gecisine
dair herhangi bir ¢calisma da mevcut degildir. Literatiirde adezif ozellikte betahistin
iceren yama seklinde hazirlanan bir ¢aligma mevcut olsa da yama formiilasyonun in-

vivo deriden gegis calismasina rastlanmamustir.
Calisma bu agidan literatiirdeki eksikligi kapatacak niteliktedir.

Bu c¢alismada polimer olarak kontrollii ilag salim sistemlerinin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan, akrilik ve metakrilik asit esterlerinin

kopolimerleri olan Eudragit RL 100 ve Eudragit RS 100 se¢ilmistir. Transdermal
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terapotik sistem formiilasyonlarinda polimer olarak Eudragit RL 100 ve Eudragit RS
100 kullanilarak yapilmis birgok ¢aligma literatiirde de kayitlidir (64-71).

Eudragit RL 100 ve Eudragit RS 100 kullanilarak matriks difiizyon kontrollii
sistem tasarlanmistir. Yapiskan tabaka olarak 3M firmasina ait “Foam Tape 9772 L.”

kullanilmistir. Koruyucu tabaka olarak yine ayni firmanin iiriinii olan “Release Liner

1022” kullanilmastir.

Plastifiyan se¢iminde ise literatiirlerden faydalanilarak, bu polimerlerin

gecimsizlik gostermedigi ve iiretici firma tarafindan da tavsiye edilen plastifiyanlar

tercih edilmistir (67, 129).

Calismaya etkin madde olarak oncelikle betahistinin dihidrokloriir tuzu ile
baglanmistir. Maddenin, erime derecesi tayini, FTIR spektrumu alinmig, UV
spektrofotometrik tayinleri gerceklestirilmis, ¢Oziintirlik testi yapilmis ve

spektrofotometrik yontem validasyon ¢aligmalari tamamlanmistir.

FTIR spektrumunda elde edilen bantlarin betahistin dihidrokloriiriin igerdigi
molekiil gruplarina ait olduklar1 gériilmiis, erime derecesi sonuglarinin da literatiirle
uyumlu oldugu saptanmistir. UV 6lgiimleri sonucu elde edilen 259 nm absorbans,

yine literatiirle uyumlu bulunmustur (108).

UV spektrofotometrik yontemin validasyonu yapilarak yontemin dogrusalligi,
kesinligi, dogrulugu ve seciciligi arastirilmistir. Betahistin dihidrokloriir i¢in yapilan
tayinlerde korelasyon katsayisinin 0.998 c¢ikmasi yontemin dogrusallifini teyit
etmektedir. Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik i¢in yapilan ¢alismalarda
elde edilen relatif standart sapma degerinin % 2’den kii¢iik bulunmasina dayanilarak
yontemin kesinligi de ispatlanmistir (Tablo 6.2, 6.3). Yontemin dogrulugu ise geri

kazanma degerinin istenen sinirlar i¢inde (% 100 + 2) olmasiyla ispatlanmistir (Tablo

6.4, 6.5, 6.6).

Betahistin dihidrokloriiriin sudaki ¢oziiniirliigiine bakilmis ve ¢ok ¢6ziiniir (very

soluble) oldugu belirlenmistir.

Stabilite caligsmalari sonucunda betahistin dihidrokloriiriin belirlenen deney

kosullarinda sulu ortamda stabil oldugu saptanmistir (Tablo 6.7).
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On deneme formiilasyonlar1 yéntem 5.2.3.1°de anlatildig1 gibi, Eudragit RL 100
ve Eudragit RS 100 polimerlerinin farkli oranda karisimlari kullanilarak etkin madde
icermeyecek sekilde hazirlanmig, fakat plastifiyan  kullanilmadigi  durumda
formiilasyonlarin kirilgan oldugu belirlenmistir. Hazirlanan bu formiilasyonlarin,
transdermal kullanima uygun olmadigina karar verilmistir. Ayrica etanol ve aseton
kullanim1 arasinda belirgin bir fark olmadigi, fakat asetonun etanole kiyasla
polimerleri daha hizli ¢6zlindiirdiigii i¢in ¢alisma stiresini kisalttigi saptanmistir. Bu
durumda uygun esnekligi belirlemek amaciyla polimerlere uygun oranda esneklik

kazandiracak plastifiyan segilerek, plastifiyan oranlar1 optimize edilmistir.

Sonugta, plastifiyan olarak propilen glikol, gliserin, trietil sitrat ve PEG 400
farkli oranlarda denenmis, PEG 400 veya tritetilsitratin polimer agirliginin % 25°i
olacak sekilde kullaniminin uygun olduguna karar verilmistir. Gliserin ve propilen

glikoliin ise yardimci plastifiyan olarak eklenmesi uygun bulunmustur.

Betahistin dihidrokloriir iceren formiilasyonlar hazirlanirken, Eudragit RL 100
ve Eudragit RS 100 ayr1 ayrt veya kombinasyonlari seklinde kullanilmistir. Bu
kapsamda erlende istenilen miktarda tartilan plastifiyan madde tizerine, ayr bir yerde
tartilmis polimer veya polimer karigimi eklenmis, polimer ¢oziiciisii olarak secilen
aseton da iizerlerine ilave edilmistir. Etkin maddeyi ¢6zmek icin ise etanol
kullanilmis ve ayr1 bir erlende etkin maddenin ¢6ziinme islemi gergeklestirildikten
sonra etkin madde ¢ozeltisi, polimer ¢ozeltisinin {izerine ilave edilmis, homojen bir
karisim olana kadar mekanik calkalayicida karismasi beklenmistir. Daha sonra elde
edilen bu homojen karisim, 5 cm ¢apinda petri kaplari ile sekillendirilmis aluminyum
folyo kaliplara dokiilmiistiir. Coziicililer tamamen uzaklagana kadar oda sicakliginda

4 giin bekletilmistir.

Segilen formiilasyonlarla ¢oziinme hiz1 tayini yapilmistir. Eudragit RL 100 ile
hazirlanan 1, 2 ve 4 nolu formiilasyonlarda yapilan ¢6ziinme hiz1 testlerinde ilk 3
saat i¢inde etkin maddenin yarisindan fazlasinin serbestlestigi goriilmiistiir (Tablo
6.30, Sekil 6.10). Daha sonra Eudragit RS 100 (ERS) ile hazirlanan formiilasyonlarin
¢cozlinme hiz1 ¢aligmasi yapilmis ve digerine kiyasla ¢ok daha yavas bir salim oldugu

sonucuna varilmistir.
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Optimum salim hiz1 elde edebilmek amaciyla farkli polimer oranlar1 ve farkli

plastifiyanlar ile yine betahistin dihidrokloriir kullanilarak formiilasyon hazirlamaya

karar verilmistir. Tablo 5.8’de belirtilen formiilasyonlarda yapilan ¢6ziinme hizi

tayin sonuglari su sekilde degerlendirilmistir;

0.5 g ERL + 1.5 g ERS oranlan i¢in, kullanilan oranlara bagimli olarak
plastifiyan etkisi degerlendirilmis ve en yiiksek miktarda ilag salimi TES
kullanildiginda gergeklesmistir (Sekil 6.12).

0.5g ERL + 1.5 g ERS ve 0.5 g plastifiyan (TES) oranlar1 i¢in penetrasyon
artiricinin ilag salimina etkisi degerlendirilmis ve ii¢ formiilasyonda da

benzer sonuglar ¢ikmistir (Sekil 6.13).

0.5 g ERL + 1.5 g ERS oranlan i¢in plastifiyan (PEG 400) miktarinin
etkisi degerlendirilmis ve miktar artinca salim ilk 7 saatte daha yiiksek
cikmistir fakat toplam yigilmali miktara bakildiginda diisiik plastifiyan
orani ile daha yiiksek bir salim elde edilmistir (Sekil 6.14).

0.5 g ERL + 1.5 g ERS oranlar i¢in farkli plastifiyan (gliserin) oranlar
etkisi degerlendirilmis ve ilk 7 saat yakin miktarlarda etkin madde salindigi,
24. saate gelince ise yiiksek oran plastifiyan i¢eren formiilasyondan daha

yiiksek etkin madde salindig1 goriilmiistiir (Sekil 6.15).

Ayn1 miktar plastifiyan (TES) icin polimer oraninin ila¢ salimina etkisi RL
100 miktarina gore degismistir, formiilasyondaki Eudragit RL orani arttik¢a
salim artmistir, F21 ve F13’de ise bu siralama yer degistirmistir (Sekil
6.16).

0.3 g ERL + 1.7 g ERS polimer oranlart igin TES ve gliserin ayni
miktarlarda kullanilmigtir. TES igeren formiilasyon gliserine gore daha

yiiksek miktarda ila¢ salim1 yapmustir (Sekil 6.17).

0.8 g ERL + 1.2 g ERS i¢in TES ve DF kiyaslanmistir. DF iceren ilk 7 saat
yiiksek oranda ilag serbestlestirmis, 24. saatteki toplam miktarda ise TES
iceren yiiksek salim gostermistir (Sekil 6.18).
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e Ayni miktar PEG (0.3 g) i¢in polimer oraninin ila¢ salimma etkisi
degerlendirilmis ve RL miktarinin artmasiyla ilag salimi artmistir (Sekil
6.19).

Sonugta Eudragit RL 100’iin yiiksek oranda kullanildigr formiilasyonlarda
yiiksek ilag¢ salimi goriilmustiir. Plastifiyan olarak kullanilan trietil sitratin yiiksek
oranda kullanilmasi ilag serbestlesmesini artirmistir. Penetrasyon artiric
kullanilmasinin ise ilag salimina etkisi olmamistir. F1, F3 ve F4 formiilasyonlar

giinliik dozu serbestlestirmesi acisindan uygun goriinmektedir.

Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda; betahistin dihidrokloriiriin ¢ok asidik olmasi
(sulu ¢ozeltisi pH 2), formiilasyonlarda zamanla meydana gelen fiziksel degisimler
gibi nedenler de gz Onilinde bulundurularak maddenin baz formu ile calisilmaya

karar verilmistir.

Betahistin bazin sivi olmasi, dihidrokloriir tuzuna gore daha diisiik molekiil
agirligina sahip olmasi ve transdermal terapdtik sistem hazirlamak i¢in kullanilacak
olan etkin maddenin tagimasi1 gereken Ozellikler arasinda bulunan sulu ¢ézeltisinin
pH’sinin 4-9 arasinda olmasi, betahistin baz ile ¢aligmay1 transdermal yol i¢in daha

avantajli hale getirmistir (45,48).

Ogiso ve arkadaslari terodilinin tuz formu ve tuzdan elde ettikleri baz formu ile
yari-kat1 transdermal formiilasyonlar hazirlamis ve tam kalinlikta sigan derisi ve
stratum corneumdan gegislerini farkli sicakliklarda kiyaslamislardir. Sonucta stratum
corneumdan gegiste her bir sicaklik igin baz formu tuz formuna gore deriden daha

yiiksek aki1 gostermistir (112).

On denemeler igin betahistin baz formu; dihidrokloriir tuzundan sodyum
bikarbonat ile suda alkali ¢ozeltisinin hazirlanmasi ve ¢ozeltinin diklorometan ile
ayirma hunisinde ekstrakte edilmesi ve rotaevaporatdrde organik ¢oziicliniin
uzaklastirilmasi agamalari ile elde edilmistir. HPLC analizi ile de saflig1 tespit edilen
betahistin baz ile 6n deneme formiilasyonlar1 hazirlanmis ve bu formiilasyonlar

gorsel olarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak c¢alismalarin betahistin baz ile devamina karar verilmis ve

betahistin baz 2-(2-Metilaminoetil) piridin, Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.
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Betahistin bazin, ¢ozlinlirlik testi yapilmig, FTIR spektrumu alinmig, UV
spektrofotometrik tayinleri yapilmis ve spektrofotometrik yontem validasyon

calismalar1 tamamlanmistir.

FTIR spektrumunda elde edilen bantlarin betahistin bazin igerdigi molekiil

gruplarina ait olduklar1 gorilmistiir.

Betahistin bazin teshisinin ardindan kantitatif teshisinin yapilabilmesi i¢in UV
spektrumu kullanilmistir. Betahistin bazin degaze distile suda ¢ozeltisi hazirlanarak
259.5 nm’de en yiiksek absorbans verdigi saptanmistir. UV spektrofotometrik
yontemin validasyonu yapilarak yontemin dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu ve
seciciligi arastirilmistir. Betahistin  baz i¢in yapilan tayinlerde korelasyon
katsayisinin 0.999’dan yiiksek ¢ikmasi yontemin dogrusallifini teyit etmektedir.
Tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik igin yapilan ¢alismalarda elde edilen
relatif standart sapma degerinin %?2’den kiigiik bulunmasina dayanilarak yontemin
kesinligi de ispatlanmistir (Tablo 6.9, 6.10). Yontemin dogrulugu ise geri kazanma
degerinin istenen sinirlar i¢inde (% 100 + 2) olmasiyla ispatlanmistir ( Tablo 6.11,

6.12, 6.13).

Betahistin bazin sudaki ¢oziiniirliigiine bakilmis ve ¢ok ¢oziiniir (very soluble)

oldugu belirlenmistir.

Stabilite ¢alismalar1 sonucunda betahistin bazin belirlenen deney kosullarinda

sulu ortamda stabil oldugu saptanmustir (Tablo 6.14).

Formiilasyon c¢aligmasina baslamadan once betahistin baz ve formiilasyonlarda
kullanilacak olan polimer ve plastifiyanlar arasinda gecimsizlik olup olmadiginin
anlasilmasi i¢in DSC analizi yapilmistir. Maddeler tek tek ve sonrasinda betahistin
ile 1:1 fiziksel karigimlar1 yapilarak analiz edilmislerdir. DSC analizleri sonucunda,
etkin maddenin kullanilan yardimecr maddeler ile gegimsizlik gostermedigine karar

verilmistir.

Betahistin baz ile hazirlanacak formiilasyonlarda kullanilacak plastifiyanlar

degerlendirildiginde;

° PEG 400 ile deneme formiilasyonlar1 dahil %15, %20, %25, %30,

%33 oranlarinda c¢alisildi. Formiilasyonlar hazirlandiginda homojen
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olmakla birlikte, bekleme sonrasinda bu goriiniimiin degistigi, betahistin
dihidrokloriir ile hazirlananlarda ise zamanla ylizeyde sarimsi tabaka

olustugu saptandi.

° Trietil sitrat ile %10, %20, %25, %30 gibi oranlarda ¢alisildi. %25
ve %30 plastifiyan iceren formiilasyonlarin kabul edilebilir esneklikte ve
homojen oldugu goriildii. Ayrica plastifiyan miktar1 arttirildikca

formiilasyondaki adezif 6zelligin de arttig1 belirlendi.

° Dietil ftalat icin %10, %15, %17.5, %20 oranlar1 denendi, fakat
sadece %15 ve %20 oranlari iyi sonu¢ verdi. Ancak ftalat kullaniminin
toksik riskleri olabilecegi ve alternatif plastifiyanlarin da varlig

nedeniyle bu yardime1 maddeden vazgegildi.

. Propilen glikol %30 orani ile tek basina kullanildiginda baslangicta
iyi gOriinen ama sonrasinda yilizeyinde yagimsi tabaka olusan
formiilasyonlar elde edildi, bu nedenle tek basina plastifiyan olarak

kullanilmasindan vazge¢ildi.

Gliserin ile uygun sonug¢ alabilmek i¢in cok yiiksek oranlarda

kullanmak gerektiginden tek basina kullanilmasindan vazgegildi.

Betahistin baz formu ile ¢calismaya baslamadan once formiilasyon tasariminda
baz1 degisikliklere gidilmistir. Toplam polimer agirliginin 1 g, kalip ¢apinin ise 3 cm
olmasma karar verilmistir. Eudragit RL 100 veya RS 100 oranlar1 degistirilerek
farkli kombinasyonlar denenmis, etkin madde miktar1 ise 50-300 mg araliginda

calisilmistir.

PEG 400 ile hazirlanan formiilasyonlarin igerigi degistirilmeden ayni
formiilasyon trietilsitrat ile de hazirlanmistir. Baz1 formiilasyonlar ise depo gorevi

gérmesi i¢in ¢ift katli olarak tasarlanmistir.

Transdermal terapotik sistem formiilasyonlarinda yapilan miktar tayininde
betahistin bazin izin verilen smirlar iginde (% 100 + 10) oldugu ve tiim

formiilasyonlarin uygun oldugu belirlenmistir (Tablo 6.41) (108).

Hazirlanan  transdermal terapdtik  sistem  formiilasyonlarinda  yapilan

makroskobik kontrollerde kalinlik ve agirlik sapmasi degerleri saptanmis ve sirasi ile
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Tablo 6.42 ve 6.43°de gosterilmistir. Tablo 6.42 incelendiginde formiilasyonlarinin

kalinliklarinin birbirine benzer ve standart sapmalarinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Tablo 6.43 incelendiginde betahistin baz igeren transdermal formiilasyonlarin

agirlik sapmalarinin standartlara uygun oldugu gorilmiistiir.

Formiilasyonlardan ilag serbestlesmesini degerlendirmek icin ¢oziinme hizi
calismalar1 yapilmistir. Coziinme ortami olarak distile su kullanilmistir, ¢linki
maddenin ¢oziinme ile ilgili bir sorunu yoktur ve 500 ml hacim de sonsuz seyrelme

kosulunu saglamaktadir. Caligmalar 3 paralel olarak yiiriitilmiistiir.

Hazirlanan formiilasyonlarn alam 7 cm? dir. Giinlik dozun 24 mg kullamldig
bir hastaya saatte 1 mg ilag gerekecektir. Bu yiizey alanda kullanilacak bir
formiilasyonun saatte, 150 pg Jcm? ilag serbestlestirmesi uygundur. Eger 48 mg

kullanilacaksa da 300 pg ilag serbestlestirmesi gereklidir.

Coziinme hiz tayini sonucu madde c¢ikisinda diizensizlikler goriilen
formiilasyonlarin paralel deneyleri yapilmamis ve bu formiilasyonlara ait sonuglar
bulgular kisminda sunulmamustir. Ayrica trietil sitrat ile hazirlanan T1, T2, T3 ve T4
formiilasyonlarinda 7. saatte pargalanma gozlenmistir, bu nedenle bulgular kisminda

bu formiilasyonlara da yer verilmemistir.

Formiilasyonlarin ¢6ziinme hizi tayinleri incelendiginde sabit hizla ila¢ salimi

F12, F15 ve F18 ile elde edilebilmistir (Sekil 6.54, 6.56, 6.58).

T12, T15 ve T18’e bakildiginda ise ila¢ salim hizlarinin giderek azaldig
goriilmektedir (Sekil 6.64, 6.66, 6.68).

F1- F6 aras1 formiilasyonlarda ila¢ salim hizlar1 benzer profiller gostermistir

(Sekil 6.34, 6.36, 6.38, 6.40, 6.42, 6.44).

Biitiin formiilasyonlarda ilk yarim saatte yiiksek ila¢ salimi saptanmis, ve ilag
salim hizlarinin genel olarak terapotik dozun iizerinde oldugu belirlenmistir. Bu
deriden de aynmi oranda gececegi anlamina gelmese de fikir vermektedir. Ayrica ilag
miktar1 arttikca ilag salim hizlar1 da biitiin formiilasyonlarda artmistir. Yine artan

Eudragit RL orani ile ila¢ salim hizinin da dogru orantili olarak arttig1 belirlenmistir.
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PEG 400 ile hazirlanan F5, F11, F15 ve F18 formiilasyonlar1 ve TES ile
hazirlanan T5, T15, T18 formiilasyonlar1 ile insan derisinden ex vivo deri gegis

caligmalar1 yapilmasina karar verilmistir.

Deri gecis c¢alismalar1 i¢in spektrofotometrik yontem yeterli hassasiyette

olamayacagindan, HPLC analiz yontemi gelistirilmistir.

Literatiirde (120) belirtilen mobil faz oranlari: %30 asetonitril ve %70 sodyum
asetat (0.02 mol/L, pH4.5) 1 ml/dak, 1. dakikada bu sekilde baslayip 21. dakikada
%70 asetonitril, %30 sodyum asetat olacak sekilde gradient sistem tanimlandi.
Betahistin bazin sulu ¢ozeltisi ve % 0.85 NaCl- 10 mM pH 7.4 fosfat tamponunda
cozeltileri hazirlanarak enjekte edildi. Calismanin basinda 250 mm x 4.6 mm i¢ ¢ap
Olctilerinde 5C18 kolon kullanildi. Elde edilen madde pikleri ¢6ziicii ile st iiste

cakisti.

Bunu daha ileri kaydirabilmek i¢in mobil faz oranlart degistirildi, gradient
sistem yerine sabit oranlar denendi fakat madde piki retansiyon zamani hem ¢ok

erken (2-3 dakika gibi), hem de ¢6ziicii ile {ist liste gakismaya devam etti.

Bunun {izerine literatiir (114) literatiir temel alinarak, mobil faz Metanol-
0.025M KH2PO4 (pH 3) (25/75 h/h) (0.5g/ 1 oraninda sodyum-1 heptan stilfonat
icerecek sekilde) hazirlandi. Kolon olarak 150 mm x 4.6 mm i¢ cap Olciilerinde 5

C18 kolon kullanilda.

Betahistin baz Franz diflizyon hiicresi reseptor fazinda kullanilacak olan % 0.85

NaCl- 10 mM pH 7.4 fosfat tamponunda ¢6ziindiiriildii.

Bu yontem Onceki denemelere gore iyi sonug verir gibi goriinse de elde edilen
piklerde goriilen yiiksek oranda kuyruklanma nedeniyle metotda degisiklige karar
verildi. Akis arttirilarak sirasiyla 6nce 1.1ml/ dak, sonra 1.2 ml/ dak olarak ¢aligildi
ve olumlu sonug¢ almamadi. Akis 1ml/ dak’da metanol oran1 % 25’den %20’ye ve

daha sonra % 15’¢ diisiirtildii yine olumlu sonuglar alinamadi.

Konsantrasyonu 2.5 mM olarak kullanilan iyon ¢ifti ajan1 SmM konsantrasyona
cikarildi. Mobil faz iyon ¢ifti igerdigi i¢in ¢aligmaya her yeni baglarken dengeye

gelmesi i¢in kolon hacminin 100- 200 kati mobil faz sistemden gegirildi.

Gelistirilen bu yontemde retansiyon zamani 12 dakika olarak belirlenmistir.
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Ogiso ve arkadaslar1 (114) Franz diflizyon hiicresinde kullanilan pH 7.4 fosfat
tamponu igeren reseptor fazdan alinan numuneyi asamali ekstraksiyon sonrasi analiz
etmislerdir, bu yontem hem c¢ok zordur hem de ekstraksiyon verimi diisiiktiir.
Modifiye edilen bu yontem ile sonra reseptdr fazdan alinan numune herhangi bir

isleme tabi tutulmadan HPLC’de direkt analiz edilebilmistir.

Betahistin bazin HPLC yontemiyle kantitatif tayininin yapilabilmesi i¢in metot
gelistirilmesi sonrasinda validasyon caligmasina gecilmistir. Yontemin validasyon
calismast ile yontemin dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu ve seciciligi
degerlendirilmistir. Betahistin baz i¢in yapilan tayinlerde korelasyon katsayisinin 1
bulunmasi yontemin dogrusalligini teyit etmektedir. Tekrar edilebilirlik ve tekrar
elde edilebilirlik i¢in yapilan calismalarda elde edilen relatif standart sapma
degerinin %?2’den kiiciik bulunmasina dayanilarak yontemin kesinligi de
ispatlanmistir (Tablo 6.16, 6.17). Yontemin dogrulugu ise geri kazanma degerinin

istenen sinirlar iginde (% 100 = 2) olmasiyla ispatlanmistir ( Tablo 6.18, 6.19, 6.20).

Betahistin bazin mobil fazdaki ¢oziiniirliigiine bakilmis ve ¢ok ¢dziiniir oldugu

sonucuna varilmaistr.

Stabilite ¢alismalar1 sonucunda betahistin bazin belirlenen deney kosullarinda

sulu ortamda stabil oldugu saptanmistir (Tablo 6.21).

Resim 6.11°de goriilen 191 nolu kromatogramda ise 12 saat boyunca Franz
hiicresinde, bulunan betahistine ait pik goriilmektedir. Betahistinin standart
enjeksiyonunun spektrumu ile iist liste konuldugunda da spektrumda bir degisiklik

olmadig goriilmektedir.

Betahistin bazin bu yontemle teshis limiti 25 ng/ml, miktar tayini limiti ise 90

ng/ml olarak belirlenmistir.

Franz diflizyon hiicresinde membran olarak plastik cerrahi ameliyatlar1 sonucu
artan insan derisi kullanilmigtir. Bu deri meme veya karin derisidir. Deri kesildigi
anda hemen subkutan yag tabakasi ayrilmis ve derin dondurucuda (-20°C’ den -
30°C’ye) sikica kapali bir ambalajda saklanmigtir. Kullanilacagi zaman oda
sicakligina gelmesi beklenerek Franz hiicresi dis ¢ap1 ile ayni 6l¢iideki silindir kalip
yardimiyla kesilmis ve 60 °C’lik su banyosunda 90 saniye “Ringer ¢ozeltisi” i¢inde

inkiibe edilmistir. Bu sayede epidermis pens yardimiyla ayrilmistir Franz hiicresinde
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kullanilacak olan bu deri epidermis iistte diyaliz membran altta olacak sekilde
yerlestirilmis ve hava kabarcigi kalmamasma dikkat edilmistir (121,122). Insan
derisinden ex vivo gecis ¢alismalari i¢in reseptor faz ¢ozeltisi olarak 0,85 % NacCl -
10 mM fosfat tamponu (pH7,4) kullanilmistir, Franz diflizyon hiicresi reseptor faz
hacimleri 16 ml’dir. Her formiilasyon 3 paralel olacak sekilde calisilmistir ve
caligmalar 24 saat devam ettirilmistir. Segilen 7 formiilasyonda yapilan deri gegis

caligmalar1 analizi gelistirilen HPLC yontemiyle analiz edilmistir.

Formiilasyonlarin kararli hal gecis hizlar1 kiyaslanmigs ve en yiiksek aki

degerlerinin sirasiyla T18 ve T15 formiilasyonlari ile elde edildigi goriilmiistiir.

Etkin maddenin pH 7.4 fosfat tamponunda ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanan farkli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin deriden gegisleri degerlendirildiginde madde

konsantrasyonu arttik¢a akinin da arttig1 gézlenmistir.

Icerik olarak tamamen ayni sadece plastifiyanlarin farkli fakat ayni oranlarda
kullanildig1 formiilasyonlardan F5 ve T5 icin aki degerleri sirastyla 29.978 pg/cm?/sa

ve 24.066 ug/cmz/sa olarak Sl¢iilmiistiir. Birbirine yakin degerler elde edilmistir.

F15 ve T15 formiilasyonlar1 aki degerleri kiyaslandiginda ise trietilsitrat iceren

T15 formiilasyonunun digerinden 3 kat fazla aki gosterdigi goriilmiistiir.

F18 ve T18 formiilayonlar1 aki degerleri kiyaslandiginda ise trietilsitrat iceren

F18 fomiilasyonunun digerinden 2 kat fazla aki gosterdigi goriilmiistiir.

F11 fomiilasyonunun ise biitlin formiilasyonlar i¢inde en diisiik aki degerine

sahip oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak ex vivo insan derisinden gecis calismalari tamamlanarak giinliik
terapotik doz olarak belirlenen 150 ug/saat/cm2 gecis hizi ortalamalarina en yakin
degeri saglayan ve ayrica en yiiksek aki degerini saglayan T15 ve T18
formiilasyonlar1 ile in vivo sican derisinden gegis c¢alismalar1 yapilmasina karar

verilmisir.

Transdermal formiilasyonlarin in vivo si¢an derisinden gecis ¢alismalarinda elde
edilen numunelerdeki betahisin baz miktar tayini i¢in literatiirde kayith yontemden

faydalanilarak ex vivo calismalar i¢in kullanilan ydntemdekinden farkli olarak
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yiikksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi gelistirildi ve veriler

Agilent Chemstation programi ile degerlendirildi (113).

Betahistin bazin HPLC yontemiyle kantitatif tayininin yapilabilmesi i¢in metot
gelistirilmesi sonrasinda validasyon caligmasina gecilmistir. Yontemin validasyon
caligmast ile yontemin dogrusalligi, kesinligi, dogrulugu ve segciciligi
degerlendirilmistir. Betahistin baz icin yapilan tayinlerde korelasyon katsayisinin
0.998 bulunmasi yontemin dogrusalligini teyit etmektedir. Tekrar edilebilirlik ve
tekrar elde edilebilirlik i¢in yapilan ¢aligmalarda elde edilen relatif standart sapma
degerinin %?2’den biiylik bulunan degerler mevcuttur, fakat bu sonuglar analizin
kandan yapilmasindan kaynaklanmaktadir (Tablo 6.24, 6.25). Yontemin dogrulugu
ise geri kazanma degerinin istenen smurlar i¢inde (% 100 + 2) olmasiyla

ispatlanmustir ( Tablo 6.26, 6.27, 6.28).

Betahistin bazin mobil fazdaki ¢oziiniirligline bakilmis ve ¢ok ¢oziliniir oldugu

sonucuna varilmistr.

Stabilite calismalar1 sonucunda betahistin bazin belirlenen deney kosullarinda

sulu ortamda stabil oldugu saptanmistir (Tablo 6.29).

In vivo calisma i¢in gelistirilen bu HPLC yonteminde betahistin baz retansiyon

zamani 3.5 dakika olarak belirlenmistir.

In vivo ¢alismalar kapsaminda Wistar disi siganlar kullanilmis ve 3 grup
olusturulmustur. Bu gruplar transdermal T15 formiilasyon grubu, transdermal T18
formiilasyon grubu ve intravenéz kontrol grubudur. Her gruptaki hayvan sayisi
anestezi uzunlugu ve hayvanlarin uzun siire dayanamamasi sebebiyle 4 olarak

belirlenmistir.

Uretan anestezisi altindaki siganlarin karm bélgeleriyle kaniil takilacak olan
bolgeleri tras edilmis ve iliyak arterlerine kaniil takilmistir. Formiilasyonlarin yeterli
yapiskanlikta olmamasi sepebiyle Nitradisc® miistahzarinda oldugu gibi
formiilasyonun sirt tabakasina 3M kopiik bant yerlestirilmistir (Resim 6.15)
Anestezi sonrasit kaniilasyon yapilmistir, intravendz ilag grubuna ayrica ven
kaniilasyonu da yapilmistir. Formiilasyon veya intravendz uygulama yapilmadan

once kan alinmis ve daha sonra uygulama yapilarak bos kan ile kiyaslanmastir.
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Intraven6z uygulama i¢in Smg/ kg olacak sekilde ilag verilmis, calisma 6 saat
devam ettirilmistir. Diger gruplarda 24 saatlik calisma hedeflenmis, anestezi

uzunlugu nedeniyle az sayida hayvan bu kadar siire yasayabilmistir.

24 saat sonunda transdermal yama ¢ikarildiginda sigan derisinde gorsel herhangi

bir degisiklik goriilmemistir (Resim 6.16).

Calisma sonrast elde edilen kan profilleri degerlendirildiginde intravendz
uygulama sonrasi beklenen kan profili gozlenmis, 6. saatte ilacin neredeyse tamamen

elimine oldugu izlenmistir.

Transdermal uygulamalarda 24. saat kan alimi yapilabilen hayvanlarda, kanda
hala betahistin baz oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.89 ve Sekil 6.90). AUC (egri alt1
alan), Cmax ve Tmax degerleri tablolarda gosterilmistir. 24. saat numuneleri
alinamayan formiilasyonlarda ise kanda eliminasyon fazina gegilemedigi

goriildiigiinden MRT ( kanda tutulma siireleri ) hesaplanamamistir.

Bu calismada betahistin bazin 24 saat siiresince kanda bulunmasi hedeflenmistir.
Formiilasyonlar1 tamamen ayni, iclerindeki etkin madde miktarlari farkli olan iki
formiilasyon ile yapilan in vivo ¢alismalar sonucunda betahistinin 24 saat boyunca

kanda goriilebildigi saptanmistir.

Sonug olarak betahistinin transdermal yama formiilasyonlar1 basarili bir sekilde
hazirlanmistir. Formiilasyondaki yardimci maddelerin etkin madde ile gecimli
oldugu DSC calismalar ile ispatlanmistir. Madde miktar tayini i¢in 3 farkli analiz
yontemi gelistirilerek gerekli validasyon caligmalar1 yapilmistir. Coziinme hizi
tayinleri sonucunda belirlenen formiilasyonlarla ex vivo insan derisinden ge¢is
caligmalar1 yapilmis ve 24 saat boyunca degerlendirilmistir. Deriden gecis hiz1 olarak
amaglanan 150 ;,Lg/saa‘[/cm2 seviyesine en yakin elde edilen formiilasyonlar ile in
vivo si¢an derisinden ge¢is calismalar1 yapilmistir. In vivo ¢aligmalar kapsamindaysa

planlanmis oldugu gibi 24 saat siiresince kanda betahistin baz goriilebilmistir.

Calismanin bir sonraki asamasi insanlarda klinik caligmalar yapilmasi olarak

ongoriilmektedir.
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