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OZET

Bir ilacin dozaj seklinden salim 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilan in vitro
salim testi sayesinde hem ilacin in vitro performans: hakkinda bilgi edinilmesi
hem de diger iiriinlerle esdegerliginin karsilastirmast miimkiin olmaktadir. Dogru
ve giivenilir sonuglar elde edilmesi icin uygun salim testi yonteminin ve uygun
salim kosullarinin (sicaklik, salim ortami, pH, karistirma /akis hiz1 vb.) se¢ilme-
si esastir. Farmakopelerde bir¢ok dozaj sekli i¢in in vitro salim testi yontemleri
ve kosullar1 tanimlanmis olmasina karsin halihazirda nanopartikiiler ilag tasiyict
sistemler igin bir test yontemi farmakopelerde mevcut degildir. Bu derlemede,
nanopartikiiler sistemlerden ilag salimmin incelenmesinde kullanilan test yon-
temleri (6rnek alma ve ayirma, membran difiizyon, siirekli akis vb.) ve giincel
uygulamalarindan bahsedilecek ve birbirlerine olan dstiinliikleri ve sakincalari
tartigilacaktir.

Anahtar Kelimeler: nanopartikiiler sistemler, in vitro salim test yontemleri,
ornek alma ve ayirma yontemi, membran diflizyon yontemi, siirekli akis yontemi

ABSTRACT

The in vitro release tests which examine the release properties of the drug from
the dosage form provide the opportunity to investigate the in vitro availability
of the drug product as well as to compare its equivalency to other products. In
order to obtain accurate and reliable results from in vitro release tests, it is crucial
to select the right release test method and suitable release conditions (such as
temperature, release medium, pH, agitation/flow rate, etc.). Although there are
compendial in vitro release test methods available for various dosage forms, up
to date there are no tests described for nanoparticulate systems in any pharma-
copeia. In this review, the methods (such as sampling and separation, membrane
diffusion, continuous flow, etc.) applied to test the in vitro drug release from
nanoparticulate systems will be reviewed. The recent applications of these meth-
ods in different particulate systems will be summarized and the advantages and
limitations of these test methods will be discussed.

Keywords: nanoparticulate systems, in vitro release test methods, sample and
separate method, membrane diffusion method, continuous flow method
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1. Giris

Nano boyuttaki tastyici sistemlerin kimyasal, fiziksel
veya biyolojik 6zellikleri nedeniyle hastaliklardan ko-
runma, hastaliklarin teshis ve tedavisinde kullanim-
lari giderek 6nem kazanmaktadir [1-8]. Nanoparti-
kiiler sistemler sayesinde, ilacin spesifik organlara,
hicrelere ve hatta hiicresel organellere hedeflen-
dirilmesi, istenilen diizeyde ve silire boyunca etkin
madde salimi saglanarak ilacin etkinligi artirilmakta
ve ayni zamanda yan etkiler en aza indirilmektedir
[9-12]. Bu amagla kullanilan nanopartikiiler sistem-
ler arasinda, nanosispansiyonlar, nanoemidilsiyonlar,
polimerik nanopartikiller, kati lipit nanopartikiiller,
lipozomlar sayilabilir [13-19]. Nanopartikiler sis-
temlerden ilag salimi, ilacin glivenliginin, etkinliginin
ve kalitesinin degerlendirilmesinde kritik bir basa-
mak olup; ilag formilasyonlarinin gelistiriimesinde,
gelistirilen formulasyonlarin in vitro performansinin
belirlenmesinde, matematiksel modellerin de yardi-
miyla ilacin in vivo davranisinin tahmin edilmesinde
karsimiza ¢itkmaktadir. Bu nedenle, bir nanopartiki-
ler ilag sisteminin gelistiriimesinde, sistemden ilag
saliminin uygun test yontemi ve kosullarda incelen-
mesi 6nemlidir [2,20,21].

Bir ilacin salim profili, ilacin viicuttaki davranisi
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir, ayrica ilag
sisteminin giivenliligi ve etkililiginin incelenme-
sinde kullanilmaktadir. in vitro olarak belirlenen
salim profili, ilacin in vivo davranigi hakkinda tah-
mini miimkiin kilmaktadir [22-24]. Amidon ve ark.
tarafindan 1995 yilinda etkin maddenin ¢dziiniirliik
ve permeabilite Ozelliklerine gore Biyofarmasotik
Smiflandirma Sistemi (BSS) olusturulmustur [25].
Bu sistemin amaci; BSS’ye gore in vitro salim ¢a-
lismalarindan hareketle ilacin in vivo davranigini
tahmin etmeye yardimci olmaktir. Bu sayede in vivo
calismalar azaltilarak, yapilan in vitro salim ¢alisma-
lardan in vitro - in vivo korelasyon saglanarak, bi-
yoesdegerlik caligmalarindan muafiyet durumunun
belirlenmesi miimkiin olmaktadir [20-24].

flerleyen boliimlerde, dncelikle in vitro salim testleri
hakkinda genel bilgi verildikten sonra nanopartikii-
ler sistemlerden ila¢ salimini incelemek i¢in kullani-
lan in vitro salim test yontemlerinden bahsedilecek
ve literatiir 6rnekleriyle birlikte tstiinliikleri ve kisit-
lamalar tartisilacaktir.
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2. in vitro salim testlerine genel bakis

Farmasotik alanda in vitro salim testi, dozaj sekli-
nin gelistirilmesinde ve kalite kontroliinde 6nemli
bir arag olup, bir ilacin in vivo etkililigi hakkinda da
bilgi saglamaktadir. 1971 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri Farmakopesi (USP)’de 6 adet monografta
sepet yontemi (USP aparat 1) resmi salim testi ola-
rak kabul edilmistir. Bu gelismeyi, 1978 yilinda pa-
let yonteminin (USP aparat 2) kabul edilmesi, 1985
yilinda USP 21°de “ilag salim1” hakkinda genel bir
bolimiin yayimlanmasi, 1990 yilinda USP 22-NF
18’de modifiye salim saglayan dozaj sekilleri i¢in 23
adet monografin yer almasi, 1991°de uzatilmis salim
saglayan ilaglar i¢in pistonlu silindirin (USP appa-
rat 3) kabul edilmesi ve 1995 yilinda uzatilmis salim
saglayan ilaglar icin siirekli akis hiicresinin (USP ap-
parat 4) kabul edilmesi takip etmistir [26-30].

Giivenilir salim profilleri elde etmek i¢in salim test
yonteminin ¢ok iyi seg¢ilmesi/tasarlanmast gerek-
mektedir. Bu dogrultuda, bir in vitro salim test yonte-
minde g6z 6niinde bulundurulmasi gereken hususlar
asagida ozetlenmigtir [31-33].

* Uygun bir salim ortaminin (igerik ve hacim) segi-
mi, etkin maddenin/maddelerin fizikokimyasal 6zel-
liklerine ve ilacin uygulanacak doz sikligina ve test
edilecek dozaj sekline gore olmalidir.

* Sink kosullar1 saglanmalidir, ancak zorunlu de-
gildir. Sink kosul, salim testinin sonunda, salim or-
tamindaki etkin madde miktarinin, etkin maddenin
doygunluk konsantrasyonunun %30’unu gegmedigi
durumun saglanmasidir [34].

* Genel olarak, sulu bir ortam kullanilmali ve salim,
ilk olarak fizyolojik pH araliginda incelenmelidir.
Yiizey aktif maddelerin eklenmesinden kaginilmali-
dir. Yiizey aktif madde kullanildiginda, nedeni ge-
rekcelendirilmelidir (6rnegin, suda zayif ¢oziiniir-
liige sahip etkin maddeler icin yeterli ¢ézliinmeyi
saglamak icin vb.). Yiizey aktif maddenin konsant-
rasyonu miimkiin oldugunca diisiik olmal1 ve ilgili
¢Oziintirliik, ¢6ziinme verileri ve bilimsel kanitlarla
gerekcelendirilmelidir.

o In vitro salim testi aparatinin se¢im nedeni
gerekcelendirilmelidir. Palet aparati  kullanilan
yontemlerde, 50 rpm karistirma hizi ile baglanmast
gerekirken, sepet aparat1 kullanilan yontemlerde 100
rpm karistirma hiziyla baglanmasi gereklidir. Uygun
bir gerekce ile daha yiiksek karistirma hizlari uygu-
lanabilir veya farkli boyutta agikliklara sahip sepet
kullanilabilir.
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+ In vitro salim testi prosediiriiniin gelistirilmesi
sirasinda, yontem parametrelerinin  sonuglarin
degiskenligine katkist arastirilmali ve minimuma
indirilmelidir.

Genel olarak farmakopelerde verilen test yontem-
lerine bakildiginda, arada ufak farkliliklar bulun-
maktadir. Avrupa Farmakopesi’nde konvansiyonel
(hemen) ve modifiye salim saglayan kat1 dozaj sekil-
lerinden ila¢ saliminin test edilmesinde sepet (aparat
1), palet (aparat 2), pistonlu silindir (aparat 3), siirek-
li akis hiicresi (aparat 4) yontemleri dnerilmektedir.
Transdermal yamalar i¢in disk tizerinde palet, hiicre,
donen silindir aparatlarinin kullanimi 6nerilmektedir.
Avrupa Farmakopesi’'nde ayrica ilagh sakizlar igin
¢ignemeyi taklit eden sakiz makinasi (chewing gum
machine) onerilmektedir [32].

Amerikan Farmakopesi’nde hemen salim saglayan,
uzatilmis salim saglayan ve geciktirilmis salim sag-
layan dozaj sekillerinden ila¢ saliminin testi i¢in, se-
pet (aparat 1), palet (aparat 2), pistonlu silindir (apa-
rat 3), siirekli akis hiicresi (aparat 4) kullanimi 6ne-
rilmektedir. Transdermal yamalardan ila¢ salimimin
test edilmesi i¢in ise disk tizerinde palet (aparat 5),
donen silindir (aparat 6), asagi-yukar1 hareket eden
ornek tutucu (aparat 7) yontemlerinin kullanilmasi
onerilmektedir [33].

Tirk Farmakopesi’nde ise ila¢c salim caligmalari;
kat1 dozaj sekilleri, transdermal yamalar ve lipofilik
kat1 dozaj sekillerinin in vitro salim calismalart ol-
mak iizere 3 farkli baglik altinda verilmektedir [35].
Konvansiyonel ve modifiye salim saglayan dozaj se-
killeri ve transdermal yamalar i¢in dnerilen aparatlar
Avrupa Farmakopesi ile uyumludur, ek bir baslik al-
tinda bulunan lipofilik kat1 dozaj sekillerinin in vitro
salim testi i¢inse siirekli akis hiicresi 6nerilmektedir.

Salim yontemleri ve kosullarinin se¢imi, ilag ve do-
zaj seklinin 6zelliklerine gore yapilmaktadir. Ayrica,
bazi1 farmakopelerde (6rn. USP) bazi dozaj sekilleri-
ne ait monograflar da bulunmaktadir. Aksi gerekme-
digi takdirde farmakopeye uyulmas: gerekmektedir.
Ote yandan, nanopartikiiler sistemler igin halihazir-
da farmakopelerde kayitli herhangi bir in vitro salim
testi bulunmamaktadir. Nanopartikiiler sistemlerin
davraniginin incelenmesinde kullanilacak bir in vit-
ro salim testinin se¢ciminde uygun aparatin ve salim
kosullarinin (salim ortami, karistirma tipi vb.) belir-
lenmesi ¢ok 6nemlidir. Bu se¢imin, uygulama yerine
ve formiilasyonun etki yerine gore yapilmast uygun
olacaktir, ancak kompleks yapilar olan nanoparti-
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kiiler ilag tasiyict sistemler i¢in in vivo kosullar1 bu
dogrultuda taklit etmek kolay degildir [36,37].

3. Nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemler
icin kullanilan in vitro salim test

yontemleri

In vitro salim testleri, sadece ilac kalitesini ve
performansint saglamak icin degil, aynt zamanda
nanopartikiiler ila¢ sistemlerinin iiriin gelistirme
siireglerinde de yardimci olmak i¢in dnemli bir aragtir.
Nanopartikiiler sistemler i¢in diizenleyici otoriteler
tarafindan Onerilen resmi in vitro salim ydntemle-
ri mevcut olmamasi sebebiyle, mevcut farmakope
yontemlerinin modifikasyonuyla yeni yontem gelis-
tirilmesi ilk seg¢enek olarak karsimiza c¢ikmaktadir
[2,21]. Birgok ¢alismada, USP aparat 2 (palet), USP
aparat 4 (akis hiicresi) ve modifiye edilmis akis hiic-
resi, nanopartikiiler sistemlerden in vitro salimi test
etmek i¢in kullanilmistir [38-41]. Nanopartikiiler
ilag sistemlerinin in vitro salim g¢alismasinda kulla-
nilan akig hiicresi yonteminde, akig hiicresinin ¢api,
reseptdr kompartmanin hacmi gibi 6zellikler degis-
tirilmis, salim ortaminin akis hizi olduk¢a diisiik
olarak ayarlanmistir. Nanopartikiiler sistemlerde en
sik karsilasilan sorun agregasyondur (topaklanma).
In vitro salim calismalar sirasinda, nanopartikiiler
sistemlerde olusabilecek agregasyonu dnlemek i¢in
karigtirma hizinin, 6rnek alma yonteminin (santrifiij,
ultrasantrifiij, filtrasyon vb.), uygulanacak in vitro
salim testi yonteminin se¢imi vb. parametreler onem
arz etmektedir [42-45]. Bu kapsamda, siirekli akis
hiicresi yonteminde cam boncuklarin akis hiicresine
eklenmesi, in vitro salim testi sirasinda agregasyonu
en aza indirmek icin tercih edilen yollardan bir tane-
sidir [37].

Nanopartikiiler sistemlerde in vitro salim testleri,
genellikle uzun zaman boyunca (6rn., birkac hafta)
siirdiiriildigii i¢in, salim ortaminin buharlagmasini
engellemek amaciyla onlemler alinmalidir. Ayrica
bu siiregte mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek igin
uygun koruyucular ilave edilebilir. Bu amacla kulla-
nilmak iizere birgok antimikrobiyal madde (metil pa-
raben, etil paraben, sorbik asit, sodyum benzoat vb.)
mevcuttur ancak se¢im yapilirken etkin maddenin
yani sira diger formiilasyon bilesenleri ile ge¢imli-
ligi ve test ortaminin pH’st da goz 6niinde bulundu-
rulmalidir. Antimikrobiyallerle ilgili olarak, iyoni-
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zasyon Ozellikleri ve fizikokimyasal etkilesimler ve
analitik girisimler de incelenmelidir [37].

Salim ortaminin igerigi belirlenirken, sistemin uygu-
lanacagi bolgedeki sivilarin ozmolaritesi, pH’s1 ve
tampon kapasitesi dikkate alinmalidir [46,47]. Salim
profilini uygun sekilde karakterize etmek i¢in uygun
test siiresi ve ornek alma araliklarinin dogru olarak
belirlenmesi gerekmektedir. Yiiksek sicaklik ve ilag
salimini artiracak pH gibi hizlandirilmis kosullarda
yapilan salim testleriyle de basarili sonuglar alindigi
bildirilmistir [48,49].

Nanopartikiiler sistemlerden ilag saliminin test edil-
mesinde genel olarak i) 6rnek alma ve ayirma, ii) sii-
rekli akis ve iii) membran diflizyon yontemleri kul-
lanilmaktadir [2]. Birgok ¢aligmada ise bu ii¢ yon-
temin farkli kombinasyonlart kullanilmistir [50-53].
Asagidaki boliimlerde nanopartikiiler ilag tasiyict
sistemlerden ila¢ saliminin test edilmesinde siklikla
kullanilan bu yontemler detayli olarak agiklanmustir.

3.1. Ornek alma ve ayirma yontemi

Bu yontem, esas olarak basit ve kolay uygulanabilir
olmasi nedeniyle ozellikle polimerik partikiiler sis-
temlerin vitro salim testi i¢in kullanilan en yaygin
yontemdir [54]. Bu yontemde, nanopartikiiler ilag
tastyic1 sistem, sabit bir sicaklikta tutulan salim or-
tamina ilave edilir. Salim ortamindan (siiziintii veya
stipernatan) belirli zaman araliklarinda alinan or-
neklerle salinan ilag miktar1 belirlenir ya da nano-
partikiiler sistemlerde belirli zaman araliklarinda sa-
linmamig etkin madde miktar1 belirlenir, daha sonra
toplam ila¢ miktarindan ¢ikarilarak salinan ila¢ mik-
tart hesaplanir. Bu yontemde kullanilan diizenekler,
salim ortamimin karistirilmasini saglayan kisimlar
(manyetik karistirici, palet, calkalayici, basket vb.)
salim ortaminin igerigi, nanopartikiiler sistemlerin
yerlestirildigi kaplar, salim ortamindan alinan 6rnek
hacimleri ve 6rnek alma teknikleri yoniiyle farkli-
liklar gostermektedir [20]. Bu yontemin kullanildi-
&1 calismalara ait 6rnekler Tablo 1°de 6zetlenmistir.
Salim calismasinin yapilacag: kap tipi, salim ¢alis-
masi i¢in gerekli ortam hacmine gore se¢ilmektedir.
Genel olarak, 10 mL’den kii¢iik hacimler i¢in flakon,
daha biiyiik hacimler (100-400 mL) icin sise veya
flask tercih edilmektedir [55,56]. Nanopartikiiler
sistemlerin agregasyonunu azaltmak ve i1slanmayi
artirmak i¢in salim ortaminin karigtirilmasi kritik bir
oneme sahiptir. Bu amagla, bliyiikk hacimler i¢in ge-
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nel olarak USP aparat 1 veya USP aparat 2 kullanil-
maktadir. Kiigiik hacimler (<10 mL) i¢in kullanilan
flakonlarda ise salim ortaminin karistirtlmast igin
manyetik karigtiricilar veya orbital calkalayicilar
gibi alternatif teknikler kullanilmaktadir [57,58].

Ornek alma ve aywrma yonteminde, ornek alma
asamasindan sonra ayirma yonteminin se¢imi de bu
yontemin 6nemli bir parametresidir. Bazi ¢aligmalar-
da, 6rnek alimindan sonra salim ortami ve nanopar-
tikiiler sistemler arasinda fiziksel ayrimi saglamak
i¢cin ayirma ydntemi olarak polimerik malzemeleri
siizebilen uygun gozenek boyutuna sahip membran
filtreler kullanilarak filtrasyon gergeklestirilmistir
[41, 59, 60]. Ayrica, nanopartikiiler sistemlerin kii-
cliik boyutlart nedeniyle santrifiijleme, ultrasantri-
fiijleme, ultrafiltrasyon ve basingli ultrafiltrasyon
gibi yiiksek enerjili ayirma tekniklerinin siklikla
uygulandigi da goriilmektedir [59,61]. Belirli zaman
noktalarinda salim ortamindan alinan drneklerde na-
nopartikiler sistem ile salim ortamini ayirmak igin
kullanilan santrifiijleme islemi, yiiksek enerjili ayir-
ma teknikleri arasinda en popiiler yontemdir. Santri-
fiijlemeden sonra siipernatantta salinan ilag miktari
belirlenir ya da ¢oken nanopartikiiler sistemde salin-
madan kalan ila¢ miktar1 belirlenir. Yapilan bir ¢alis-
mada, kiiglik molekiil agirliga sahip bir ilag olan se-
lekoksib i¢eren bir nanopartikiiler sistemden ilag sa-
lim1 galigmasinda salim ortamindan alinan 6rnekler
0,45 pm’lik membran filtrelerden gegirilerek fiziksel
ayirma islemi gerceklestirilmistir [59]. Ote yandan,
instilin, DNA gibi biiyiik molekiiller i¢in ultrasant-
rifiij, santrifiij gibi yiiksek enerjili ayirma teknikleri
kullanilmistir [62,63]. Bir diger yiiksek enerjili ayir-
ma yontemi olan basingl ultrafiltrasyon ile nanopar-
tikiiler sistemler 5 dakika gibi kisa bir siirede salim
ortamindan tamamen ayirilabilmistir [24,64]. Genel
olarak, 6rnek alma ve ayirma yontemi ile nanoparti-
kiiller sistemlerden ilag saliminin direkt olarak tayin
edilmesi miimkiindiir, ancak agregasyon nedeniyle
sorunlar ¢ikmaktadir. Ayrica, filtrasyon ile 6rnek
ayirma tekniginde, filtrelerin tikanmasi, ilacin filtre-
ye adsorpsiyonu vb. durumlarla karsilasilabilmekte
ve filtrasyon isleminden once filtrenin doyurulmasi
islemi gerekebilmektedir [24,65]. Ayn1 zamanda filt-
rasyon isleminden 6nce gercgeklestirilmesi gereken
filtrelerin doyurulmasi islemi, ek zaman ve is giicii
gerceklestirilmektedir. Ornek alma sirasinda yiiksek
enerjili ayirma tekniklerinde de bazi giigliikler bu-
lunmaktadir. Yiiksek enerjili ayirma iglemi sirasinda
ilag salimmin devam etmesi, sik¢a karsilasilan so-
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Tablo 1. Nanopartikiiler sistemlerden in vitro ilag salimi testi i¢in “6rnek alma ve ayirma yontemi” nin kullanimina ait
ornekler ve test parametreleri

Nanopartikiiler Uygulama Salim ortami ve Karnistirma Ayirma

Etkin madde sistem yolu hacmi Karnstirier tipi hiz teknigi Referans
Lipid- e
Timokinon polimer hibrit Oral I'mL iosfla;t;nponu Calkalayici 100 rpm (ISSaz)rg(r)lfujm ) [67]
nanopartikiil PELO, AP
I mLpH 1,2
hidroklorik asit
¢ozeltisi,
. . 1 mL iki kere Santrifiij
Likokalkon A Lipozom Oral distillenmis su (pH Calkalayici 100 rpm (10.000 rpm) [68]
7,0) ve 1 mL fosfat
tamponlart (pH 6,8
ve 7,4)
ZﬁiglL 1Sv(1ﬂl:) (sm;u;e Ultrasantrifiij
Insulin Lipozom Oral © SIVIs1) ve 2, Calkalayici Belirtilmemis filtresi [62]
mL SIF (simule .
(Amicon®)
barsak s1visi)
. . .. . Fosfat tamponu (pH .. . Basingl
Kolistin Lipozom Belirtilmemis 7.4) Calkalayici Belirtilmemis ultrafiltrasyon [24]
900 mL %1 sodyum
lauril siilfat (SLS)
iceren fosfat tamponu 0,45 pm
Selekoksib Mezolflzgli‘:rbo“ Oral (pH 6,8), 900 mL USI() /:f’;;at 2 50rpm  membran filtre  [58]
%1 SLS igeren p
hidroklorik asit
¢ozeltisi (pH 1,2)
2 mL pH 7,4 tamponu
(% 83 fosfat tamponu,
%1 tween 80 ve %16
Doksorubisin+ . . . metanol) ve . . Santrifiij
Kurkumin Nanojel Belirtilmemis 2 mL pH 5,8 tamponu Calkalayic1 Belirtilmemis (12.000 rpm) [69]

(% 83 fosfat tamponu,
%1 tween 80 ve %16
metanol)

900 mL % 0,5 (a/h)

Oleanolik asit Nanosiispansiyon Oral sodyum dodesil siilfat USP Aparat 2 100 rpm Belirtilmemis [70]
. (palet)
(SDS) igeren su
e 5 mL fosfat tamponu .
insiilin Silika Oral (pH74)ve smLHCI ~ Mawvetik g iimemis  Belirtilmemis  [71]
nanopartikiil L karistirict
¢ozeltisi (pH 1,0)
. L Okiiler veya .
Diklofenak Polimerik P 300 mL fosfat Orbital .
sodyum nanopartikiil cklem ici tamponu (pH 6,8) alkalayict 30 rpm Filtrasyon [41]
yu P uygulama p pH 6, ¢ y
. Polimerik . . 10 mL fosfat tamponu Manyetik . . Ultrasantrifiij
Paklitaksel nanopartikil Intravenoz (pH 7.4) Karistiricr Belirtilmemis (22.000 g) [51]
Deksametazon Polimerik ; . 2 mL fosfat tamponu Manyetik e
fosfat nanopartikiil Intravitreal (pH 7,4) karistirict S0 pm Santriftj (721
10 mL % 0,1 (a/h)
. Polimerik . . Tween 80 igeren Orbital .
Paklitaksel nanopartikil Belirtilmemis fosfat tamponu (pH calkalayicr 120 rpm Santrifiij [73]
7.4)
N % 0,1 SDS igeren -
Sildenafil Pohmer'lk" Pulmoner fostat tamponu (pH Belirtilmemis  Belirtilmemis Santrift [74]
nanopartikiil

7.4)
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Etkin madde Nanopartlkuler Uygulama Salim orta.ml ve Karistiricr tipi Karistirma Aylrr‘nj‘n Referans
sistem yolu hacmi hiz1 teknigi
Betametazon Polimerik Fotal sigar serumu
. Intravenéz ve fosfat tampon Inkiibasyon  Belirtilmemis Santrifiij [75]
fosfat nanopartikiil
karigimui (1:1, h/h)

. Polimerik .. . 5 mL fosfat tamponu Orbital .. . o

Paklitaksel nanopartikiil Belirtilmemis (pH 7,4) calkalayict Belirtilmemis Santrifiij [76]
20 mL fosfat tamponu

.. Polimerik (pH 7.,4) .. . .. . o

Rapamisin nanopartikiil Oral 20 mL fosfat tamponu Belirtilmemis  Belirtilmemis Santrifiij [77]
(pH 5.0)

Polimerik ; . 5 mL fosfat tamponu Manyetik . . .
Dosetaksel nanopartikiil Intravenoz (pH 7.4) Karistirict Belirtilmemis Santrifiij [78]

. Polimerik Suni duodenal Manyetik jp
Selekoksib nanopartikiil Oral ¢ozeltisi (pH 10,0) karistirict 60 rpm Santriftj (791

. Polimerik 10 mL fosfat tamponu .. . fo
Paklitaksel nanopartikill Oral (pH 5,8 ve 7.4) Calkalayict Belirtilmemis Santrifiij [45]

25 mL pH 1,2

R . Polimerik tamponu ve fosfat s

Insulin nanopartikiil Oral tamponu (pH 6,5 ve Erweka aparati 75 rpm Santrifiij [80]
7.2)

. Polimerik . Suni gozyasi s1vist Mekanik o
Sparfloksasin nanopartikiil Okdiler (pH 7,4) calkalayict 100 rpm Santrifiij [81]
Bovin serum Polimerik .. . 1 mL fosfat tamponu o

albiimin nanopartikiil Belirtilmemis (pH 7,4) Calkalayict 100 rpm Santrifiij [82]
. Polimerik . . 100-200 mL fosfat Coziinme . . -
Haloperidol nanopartikiil Belirtilmemis tamponu (pH 7.4) hiicresi Belirtilmemis Santrifiij [83]
500 mL pH 1,2
Sefradin Proniozom Oral tamponu (2 saat) USP Aparat 1 50 rpm Filtrasyon [60]

sonra 500 mL fosfat
tamponu (pH 7,4)

(basket)

runlardan bir tanesidir. Kolistin yiiklii lipozomlarin
gelistirilmesi iizerine yapilan bir calismada, ilaci
nanopartikiiler sistemden ayirmak icin farkli ayir-
ma teknikleri (ultrasantrifiij, santrijiijli ultrafiltras-
yon, basin¢l ultrafiltrasyon) uygulanmis ve ayirma
etkinligi incelenmistir [24]. 25 °C’ de, 100 nm’den
kiiciik kolistin yiiklii lipozomlarin, 300.000 x g’de
8 saat boyunca ultrasantrifiijlenmesiyle tam ayir-
manin saglanamadigi, en etkin ayirma yonteminin
ise basingli ultrafiltrasyon yontemi oldugu bildiril-
mistir. Uzun siireli ve yliksek hizda yapilan yiiksek
enerjili ayirma islemleri, emiilsiyon ve lipozom gibi
nanopartikiiller sistemlerin stabilitesini etkilemekte
ve ila¢ saliminin degigsmesine neden olabilmektedir
[2,24,66]. Bu yontemde, nanopartikiiler sistemlerin
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salim ortamindan ayrilmasinin dogru ve tam sekilde
gergeklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir ve net ¢izgiler-
le belirlenmis bir yontemin var olmamasi sebebiyle
ayirma tekniginin optimizasyonu gereklidir.

3.2. Membran difiizyon yontemi

Membran difiizyon yonteminde, ilag yiiklii nanopar-
tikiiler sistemler belirli molekiiler agirlikta kesme
degerine (MWCO) sahip bir diyaliz membrani ile
salim ortamindan fiziksel olarak ayrilir, ila¢ yiikli
nanopartikiil, sistemin donor boliimiine eklenir. Na-
nopartikiiler sistemden salinan ilag, membrandan
difiize olarak dondr bélmeden reseptor bolmeye ge-
cer ve salinan ilag miktar1 belirli zaman araliklarin-
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da reseptor taraftan alinan 6rneklerde tayin edilir [2,
54]. Membran difiizyon yontemi, bazi ¢aligmalarda
diyaliz yontemi olarak da ifade edilmektedir [2,20].
drug release is currently assessed using a variety
of methods including sample and separate (SS Bu
yontemde kullanilan diyaliz membrani, salinan ilaci
gegirir, ancak nanopartikiiler sistemin kendisini ge-
¢irmez. Bu sayede 6rnek alma ve ayirma tekniginden
farkli olarak, membran difiizyon yonteminde, drnek
alma islemi sonrasi nanopartikiiler sistemlerin salim
ortamindan uzaklastirilmasi islemine gerek kalma-
maktadir [54].

Membran difiizyon ydntemi, lipozomlarin [84], po-
limerik nanopartikiillerin [18] ve lipit nanotastyici-
larin [85] in vitro ila¢ salim profillerini arastirmak
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Tablo 2’de na-
nopartikiiler sistemlerden ila¢ salimi i¢in membran
difiizyon yonteminin kullanildigi caligmalara 6rnek-
ler sunulmustur.

Membran difiizyon yonteminde ilag salimini etkile-
yen temel parametreler arasinda karistirma kosulu,
dondr ve reseptdr hiicre hacimleri arasindaki oran ve
diyaliz membraninin MWCO degeri bulunmaktadir
[86,87]. Kullanilan diyaliz membraninin gdézenek
boyutu, ilacin membranlardan serbest difiizyonu
saglayacak biiyiikliikte, nanopartikiiler sistemin ge-
cemeyecegi kiigiikliikte olmalidir [88]. Membran
difiizyon yontemiyle yapilacak in vitro salim c¢a-
lismalarinda ¢ok yiiksek degerde MWCO’ya sahip
membranlarin kullanimi ile hem ilacin hem de na-
nopartikiiler sistemin membranlardan gegisine izin
vermektedir. Bu dogrultuda membran MWCO dege-
rinin se¢imi olduk¢a 6nemlidir. Tenofovir (Mol. Ag.:
287,2 Da) igeren lipozom formiilasyonlari ile yapilan
bir calismada farkli MWCO degerlerinde (20 kDa,
25 kDa, 50 kDa) membranlarla in vitro salim ¢alig-
mast gerceklestirilmistir [89]. 20 kDa membran ile
salimiin membran tarafindan baskilandigi, 25 kDa
membran ile daha uygun bir salim elde edildigi ve
50 kDa membranla ise 25 kDa membrana gore salim-
da anlaml bir artig gortilmedigi bindirilmistir ve bu
nedenle membran MWCO’sunun ilag molekiil agir-
liginin yaklagik 100 kati olmasi gerektigi sonucuna
vartlmistir. Membran difiizyon yonteminde, diyaliz
membran boyunca ilacin tasinmasinda bir itici gii¢
saglanmas i¢in diyaliz membraninin i¢ hacminin,
dis ortamin hacminden en az 6-10 kat daha az olmasi
onerilmektedir [90]. In vitro salim testine baslama-
dan 6nce, ilacin polimere veya diyaliz membranina
baglanma potansiyeli kontrol edilmeli, gerekirse
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farklt bir membran kullanilmalidir. Bu ydntemde,
ilacin membrandan difiizyonunu saglayacak ancak
nanopartikiiler sistemin gegisine izin vermeyecek
sekilde uygun bir gdzenek boyutuna sahip bir memb-
ran kullanilmalidir [2,54].

Membran diflizyon yontemi, diyaliz kesesi ters di-
yaliz kesesi ve yan yana diyaliz seklinde uygulan-
maktadir [90-93]. Diyaliz kesesi yonteminde, nano-
partikiiler sistemler, salim ortami igeren bir diyaliz
kesesinin i¢ine (dondr) koyulur ve salim ortami ige-
ren daha bilylik hacimli kaba (reseptor) yerlestirilir
(Sekil 1a). Bu teknikte, diyaliz kesesinin iginde bu-
lunan nanopartikiiler sistemden salinan ilag, diyaliz
membranindan difiize olarak reseptdr bolmeye gecer.
Bu yontemde, karistirma islemi sadece dis ortamda
gergeklestirilmektedir. Diyaliz keseleri USP aparat
1 ve USP aparat 2 ile kombine edilerek kullanila-
bilmektedir [40,87,94]. Genel olarak, itici giiclin
olugmasi icin, diyaliz kesesinin i¢ hacmi, dig ortam
hacminden 6nemli 6l¢iide daha kii¢iik olmalidir. Do-
layisiyla, diyaliz kesesinin igine konuldugu kabin
boyutu in vitro salim c¢alismasi igin gereken toplam
salim ortami1 hacmi dikkate alinarak se¢ilmelidir [2].
Nanopartikiiler sistemlerden ilag saliminin testi i¢in
siklikla kullanilan diyaliz kesesi yontemine ait lite-
ratiir 6rnekleri, uygulama parametreleri ile birlikte
Tablo 2°de Ozetlenmistir.

Ters diyaliz kesesi yonteminde de diyaliz kesesi yon-
teminde kullanilan diizenegin aynist kullanilir ancak
bu yontemde farkli olarak; nanopartikiiler sistemler,
diyaliz kesesinin disina (dondr) yerlestirilir ve rnek
alma diyaliz kesesinin i¢inden (reseptor) yapilir (Se-
kil 1b). Bu yontemin temel tstiinliigii, diyaliz kese-
sinin disinda olan nanopartikiiler sistemlerin agre-
gasyonunun, donor bélmede gerceklesen karigtirma
islemi sayesinde engellenmis olmasidir [54]. Ancak
bu yonteminde sakincasi bulunmaktadir. Dis ortam
hacmi, i¢ ortam hacmine gore daha biiyiik oldugu
icin; bu durum, analizin ayirt edici yetenegini azalt-
maktadir [2].

Yan yana diyaliz yonteminde ise, bir diyaliz memb-
rant ile ayrilmis esit hacimde ortam igeren dondr ve
reseptdr hiicrelerinden olusur. Her iki tarafta da ka-
ristirma yapilir (Sekil 1c). Belirli zaman noktalarin-
da analiz edilmek tizere ornekler alinir, alinan 6rnek
hacmi kadar salim ortami ilave edilerek sink kosul
saglanir. Baz1 ¢alismalarda yan yana diyaliz yonte-
minin modifikasyonu olan cam sepet diyaliz yontemi
de kullanilmigtir. Bu yontemde, USP aparat 1’in se-
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Sekil 1. a. Diyaliz kesesi yonteminin sematik gosterimi b. Ters diyaliz kesesi yonteminin sematik gosterimi c. Yan yana diyaliz

kesesi yonteminin sematik gésterimi [20,91,93]’den esinlenerek ¢izilmistir.

Tablo 2. Nanopartikiiler sistemlerden ilag salim testi i¢in “membran diflizyon yontemi” nin kullanimina ait drnekler ve uygu-
lanan parametreleri

Hedeflenen Membran Karnistirma i¢c hacim/Dis
Etkin madde Ilag tasiyici sistem uyil;llz:lma Salim ortamm  Karnistiricr tipi MWCO hiz hacim Referans
30 mL fosfat
Epirubisin  Altin nanopartikiil Belirtilmemis tamponu Belirtilmemis 3,5 kDa Belirtilmemis 2 mL/30 mL [3]
(pH 5,0 ve 7,4)
izoniazid Sigir serum 150 mL fosfat
. L albiimin Belirtilmemis tamponu Calkalayict  Belirtilmemis 100 rpm 10 mL/150 ml [96]
Rifampisin .
nanopartikiil (pH 7.4)
Giimiis - . pH52vepH74 - . I mL/
Resrevatrol nanopartikiil Belirtilmemis tamponu Belirtilmemis 10 kDa 100 rpm belirtilmenis [97]
Katt linit 40 mL fosfat
Selekoksib prt. Oral tamponu Calkalayict 12-14 kDa 80 rpm 1 mL/40 mL [86]
nanopartikiil
(pH 6,8)
50 mL pH 2,0
kosullarinda ve 50
. Kat lipit mL farkl pH’larda Belirtilmemis/50
S-fluorourasil nanopartikiil Oral fosfat tamponu Calkalayici 12 kDa 90-100 rpm mL [98]
(pH 4,5; 6,8 ve
7.4)
10 mL fosfat
. . Lignosiilfat . . tamponu (pH 7,4)  Calkalayici . .
Kuinakrin nanopartikiil Belirtilmemis ve 10 mL fosfat Belirtilmemis 50 rpm 2mL/10 mL [99]
tamponu (pH 5,5)
20 mL % 5 (a/h)
Lipid-polimer Tween 80 ve % Manyetik
Paklitaksel p1d-potm Oral 20 metanol igeren 4 12 kDa 200 rpm 2mL20mL  [100]
nanopartikiil karistirict
fosfat tamponu
(pPH 7.4)
. . - . Fosfat tamponu - . . . 2mL/
Eozin B Lipozom Belirtilmemis (pH 7.2) Belirtilmemis 12 kDa Belirtilmemis belirtilmenis [101]
E vitamini ve S0 mL fosfat Manyetik
Lipozom Intravendz tamponu Y 12 kDa 150 rpm 2 mL/50 mL [102]
melfalan karistirict
(pPH 7.4)
Metazolamid Lipozom Okiller  >° “;I;;i?;l; €97 Belirtilmemis  12-14 kDa 50 rpm 2mL/50mL  [103]
200 mL fosfat
Diazepam Nanoemiilsiyon Parenteral tamponu ((pH 7.4) Belirtilmemis 12 kDa Belirtilmemis 2 mL/200 ml [104]
: metanol 80:20
(% h/h))
o . Fosfat tamponu Manyetik . . . .
Metotreksat Nanoemiilsiyon Subkiitan (pH 7.4) Karistirict Belirtilmemis 50 rpm Belirtilmemis [105]
o 25 mL fosfat . . . . . .
Posakonazol =~ Nanoemiilsiyon Oral Belirtilmemis  Belirtilmemis Belirtilmemis 1 mL/25 mL [106]
tamponu (pH 7,4)
. . 900 mL 0,1 N HCI USP Aparat 2 Belirtilmemis
Sefaleksin Nanoemiilsiyon Oral (pH 1.2) (Palet) 12 kDa 100 rpm 1900 mL [87]
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Disiilfiram

Kandesartan
sileksetil

5-Fluorourasil

Doksorubisin

Dosetaksel

Kurkumin

Diazepam

Tarenflurbil

Deksketoprofen
trometamol

Diklofenak

Imatinib

Doksorubisin

Rosuvastatin

Deksametazon

Metotreksat

Paklitaksel

buprofen

Nimodipin

Sisplatin

Niozom

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Polimerik
nanopartikiil

Oral

Oral

Intravenéz

250 mL fosfat

Nanosiispansiyon Belirtilmemis tamponlari (pH 6,8

ve 7,4)

50 mL% 0,1 (a/h)
Tween 80 igeren
simiile bagirsak
stvist (SIF) (pH

6,8)

100 mL pH 1,2;
4,5,7,0;7,5
tamponu
20 mL fosfat
tamponlari
(pH 5,0 ve pH 7,4)
40 mL% 0,5 (h/h)
tween 80 iceren
fosfat tamponu

Calkalayict

Calkalayici

USP Aparat 2

(Palet)

Calkalayici

Belirtilmemis (pH 5,5) ve 40 mL  Calkalayici

Belirtilmemis

Oral

Intranazal

Belirtilmemis

Belirtilmemis

Belirtilmemis

Belirtilmemis (pH 5,5) ve 30 mL  Belirtilmemis

Belirtilmemis

Okiiler

Belirtilmemis

Belirtilmemis

Belirtilmemis

Belirtilmemis

Belirtilmemis

% 0,5 (h/h) tween
80 igeren fosfat
tamponu (pH 7,4)
Askorbik asit
(antioksidan) ve
sodyum dodesil
stilfat (ytizey aktif
madde) igeren 30
mL fosfat tamponu
(PH 7.4)

100 mL fosfat
tamponu
(pH 7.4)

10 mL fosfat
tamponu
(pH 7.4)

100 mL fosfat
tamponu
(pH 7.4)

150 mL fosfat
tamponu
(PH 7.4)

45 mL fosfat
tamponu
(pH 7.4)

30 mL fosfat
tamponu

fosfat tamponu
(pH 7,2)

40 mL fosfat
tamponu
2,5 mL fosfat
tamponu
(pH 7,4)
Fosfat tamponu
(pH 4,0; 7,2 ve
9,0)
Fosfat tamponu
(pH 7,4)
100 mL fosfat
tamponu
(pH 7,4)
200 mL fosfat
tamponu
(pH 7,4)

30 mL fosfat
tamponu
(pH 7,4)
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Orbital
calkalayici

Manyetik
karistirict

Calkalayici su

banyosu

Belirtilmemis

Calkalayici

Calkalayici

Manyetik
karistirict

Belirtilmemis

Calkalayici

Calkalayict

Modifiye USP
basket aparati

Manyetik
karistirict

Calkalayict
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3,5kDa

Belirtilmemis

3,5kDa

3,5kDa

12-14 kDa

100 kDa

Belirtilmemis

12 kDa

12-14 kDa

12-14 kDa

Belirtilmemis

10 kDa

12 kDa

14 kDa

12-14 kDa

Belirtilmemis

12-14 kDa ve
50 kDa

10 kDa

12 kDa

100 rpm

60 rpm

Belirtilmemis

120 rpm

100 rpm

Belirtilmemis

100 rpm

100 rpm

100 rpm

100 rpm

90 rpm

100 rpm

Belirtilmemis

Belirtilmemis

50 rpm

Belirtilmemis

50 rpm

Belirtilmemis

Belirtilmemis

3mL/250 mL

Belirtilmemis
/50 mL

Belirtilmemis /
100 mL

Belirtilmemis /
20 mL

2 mL/40 mL

3 mL/30 mL

5mL/100 mL

ImL/ 10 mL

1mL/100 mL

5SmL/150 mL

5 mL/45 mL

0,5 mL/30 mL

Belirtilmemis
/40 mL

Belirtilmemis
/2,5 mL
Belirtilmemis

Belirtilmemis

2 mL/100 mL

5 mL/200 mL

1 mL/30 mL

[107]

[108]

[40]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

(18]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[52]

[121]

[122]
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Manyetik

N 200 mL fosfat
. . Polimerik - .
Nimodipin nanopartikiil Belirtilmemis tamponu
P (PH 6.8)
Lidokain Polimerik = p i tilmemis 2> ML fosfat
nanopartikiil tamponu
R 20 mL fosfat
. . Polimerik : ..
Breviskapin nanopartikiil Intravendz tamponu
P (PH 7.4)
L Polimerik . . Fosfat tamponu
Triptolid nanopartikiil Belirtilmemis (pH 7.4)
. 15 mL fosfat
. Polimerik
Estradiol nanopartikiil Oral tamponu
P (PH 7.4)
Polimerik 50 mL fosfat
Norfloksasin nanopartikiil Belirtilmemis tamponu
P (pH 7.4)
L 10 mL fosfat
Polimerik . .
Propafenon nanopartikiil Belirtilmemis tamponu
P (PH 7.4)
20 mL izotonik
Terkonazol  Silika nanopartikiil Okiiler fosfat tamponu

(pH 7,4)

12 kDa Belirtilmemis ~ SmL/200 mL [123]
karistiric
Belirtilmemis 50 kDa Belirtilmemis SmL/25 mL [124]
Manyetik
Karistirict 8 kDa 150 rpm 5 mL/20 mL [125]
Manyetik 8kDa  Belirtilmemis 5 mL- [126]
karigtiric
Calkayict 12 kDa 100 rpm 1 mL/15 mL [127]
Manyetik
Karistirict 12 kDa 100 rpm 2 mL/ 50 mL [128]
Horizontal
calkalayict 6-8 kDa 200 rpm 2,5mL/10 mL [129]
Calkalayict  Belirtilmemis 160 rpm 1 mL/20 mL [130]

peti, cam ile ¢evrili olup tabani bir diyaliz membran
ile kapatilmistir. Cogunlukla, lipit bazli nanosistem-
lerin (Or. lipit nanokapsiiller ve lipozomlar) in vitro
salim testi icin tercih edilen bu yontemde ise sink
kosul saglanamamaktadir [52,95].

3.3. Siirekli akig yontemi

Stirekli akis yonteminde (USP aparat 4), ilag¢ yiikli
nanopartikiiler sistemin yer aldig1 kii¢iik hacimli bir
hiicre, salim ortami rezervuari, bir pompa ve salim
ortaminin bu pompa ile hiicre i¢inden aktig1 bir akis
hiicresi ile donatilmig bir sistem kullanilmaktadir.
USP aparati1 4, normalde USP’de modifiye salim sag-
layan oral dozaj sekillerinin in vitro salim testi igin
gelistirilmis olup akis hizi, hiicre tiplerinin ¢esitliligi
ve salim ortami hacminin esnek olmasit nedeniyle de-
gisik dozaj sekilleri igin de bu yontem uygulanmak-
tadir [131,132]. Bu ydntemde, ilag salimi, nanopar-
tikiiler sistemleri igeren hiicreden gegerek sistemde
siirekli sirkiile edilen ortamda gerceklesir ve eliient
periyodik araliklarla toplanarak analiz edilir [93].

Ornek alma ve ayrrma ve membran difiizyon
yontemlerine gore siirekli akig yonteminin nanopar-
tikiiler sistemler i¢in kullanimi daha kisithdir. Sii-
rekli akis yonteminde, diizenekte sirkiile olan salim
ortaminin akis hizi, pompanin tipine (siringa veya
peristaltik) ve kullanilan filtrelere gore ayarlanmali-
dir [39, 41]. Salim ortaminin diisiik akis hizi, nano-
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partikiiler sistemlerden etkin maddenin yavas veya
eksik salimina neden olan 6nemli bir parametre ola-
rak bildirilmistir [20]. Bu yontemde kapali ve acik
sistem olmak tizere 2 tip akis sistemi tercih edilebilir
[133,134]. Kapali sistem siirekli akis yonteminde,
salim ortami; ilag yiiklii nanopartikiiler sistemleri
iceren bir hiicreden siirekli olarak gecer ve salinan
ilag miktari siirekli sirkiile olan bu salim ortamindan
belirli bir siire boyunca tayin edilir; agik sistemde ise
bir fraksiyon (6rnek) toplayict mevcuttur ve belirli
zaman noktalarinda salim ortami ilag¢ ytklii nano-
partikiiler sistemleri igceren bir hiicreden sadece bir
kez gecerek bu toplayicida toplanir (Sekil 2) [135].
Dolayisiyla, agik sistemde elde edilen analiz sonug-
lar1, belirli zaman araliklarinda salinan kiimilatif ol-
mayan ilag miktarini verirken, kapali sistemden elde
edilen analiz sonuglari salinan kiimiilatif ilag mikta-
rin1 vermektedir. Genel olarak, ekipmanin otomatik
kurulum olmasi, kapali (tam ve siirekli olarak dola-
san ortam) ve agik (tam ve siirekli olarak dolagim
yapmayan ortam) sistemlerdeki siirekli akis yonte-
miyle rutin 6rnek almayi ve ortam degisimini basit-
lestirmektedir. Bununla birlikte, stirekli akis yontemi,
cihaz maliyetinin yiiksekligi, kurulum zorlugu, hiic-
relerde yer alan filtrelerin tikanmast, ilacin filtre ve
cam boncuklara adsorpsiyonu ve buna bagli olarak
da akis hizini sabit tutmakta yasanan zorluklar gibi
gesitli sakincalara sahiptir [20].
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Tablo 3. Nanopartikiiler sistemlerden ilag salim testi i¢in “stirekli akis yontemi” nin kullanimina ait 6rnekler ve uygulanan

parametreleri
. _— Akas sistemi
Etkin Uygulama NanoPartlkuler Salim ortam Akis iz Cam boncuk tipi (kapaly/ Referans
madde yolu sistem kullanim
acik)
. Polimerik 8 mL/dk, 16 4 g1 mm cam
Atorvastatin Oral nanopartikiil pH 6,8 fosfat tamponu mL/dk boncuk Kapali [41]
pH 1,2 tamponu (ilk
L 15 dk), pH 4,5 (15 dk-
Piroksikam Oral Pollmer‘lk" 30 dk aras1) tamponu, 6 mL/dk 7g 1 mm cam Acik [39]
nanopartikiil boncuklar
pH 6,8 tamponu (30-
240 dk arast)
Amfoltgerlsln Intravenéz Lipozom pH 7,4 tamponu 16 mL/dk Belirtilmemis Kapali [136]
L

Jg8d

Manopartikaler llag Tagiyia Sistemler

Cam BoncuMar Ornek Toplayict

7
i i
Pompa
Salim Ortarm

Sekil 2. Siirekli akig yonteminin, kapali ve agik sistem olarak sematik gosterimi [54]’den esinlenerek ¢izilmistir.

Tablo 4. In vitro salim test yéntemlerinin karsilastiriimasi

Ornek Alma ve Ayirma Yontemi

Membran Difiizyon Yoéntemi
(Diyaliz Kesesi Yontemi)

Siirekli Akis Yontemi

Ornek Kabi

Ornek Alma

Ustiinliikleri

Sakincalari

Salim ortaminin hacmine bagh
olarak sise, flask veya flakon

Cesitli ayirma teknikleri kullanilarak
(filtrasyon, santrifiij, ultrasantrifiij
vb.) ¢oken nanopartikiiler
sistemlerden veya siipernatanttan
Ornegin alinmasi

Ilk ag1ga ¢ikma etkisinin dogru
Ol¢timii ve sink kosullarinin
saglanabilmesi

Ugrastiric1 6rnek alma siireci ve
nanopartikiiler sistemlerin ortamdan
istenmeyen sekilde uzaklagmasi

Diyaliz kesesi

Membranin digini saran ortamdan (dis
ortamdan) 6rnegin alinmast

Nanopartikiiler sistemlerin dig
ortamdan fiziksel olarak ayrilmasi
nedeniyle 6rnek alma ve ortam
degistirmenin kolayca saglanabilmesi

Dis ortamla yavas dengeleme
nedeniyle ilk ila¢ salim seviyelerinin
dogru dl¢iimiiniin sinirli olmasi

Stirekli akis hiicresi

Nanopartikiiler sistemleri i¢eren
hiicre iginde siirekli akigin
saglandigi ortamdan 6rnegin
alinmasi

Orneklerin otomatik olarak
stirekli toplanabilmesi ve analiz
edilebilmesi

Birden fazla zaman noktasinin
analizi, salim profilinin tiimiiniin
incelenmesine izin vermesi

Filtrenin ttkanmasi nedeniyle akis
hizindaki degisiklik yasanabilmesi
ve ortamin hizl bir sekilde
degistirilememesi, sistemin pahali
olmast, sik bakim gerektiren
ekipmanlarim kullanilmasi ve uzun
stireli salim ¢aligmalarinin zorlugu
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4. Yontemlerin karsilastirilmasi

Kompleks bir yapiya sahip olan nanopartikiiler sis-
temlerin in vitro salim testi i¢in kullanilacak yontem
ve kosullarin dogru segilmesi sagliklt sonug elde
edilmesi yoniiyle cok dnemlidir. Nanopartikiiler sis-
temlerin in vitro salimini incelemek i¢in kullanilan
yontemlerin birbirlerine {iistiinliiklerini ve sakinca-
larin1 degerlendirmek ve dogru, glivenilir yontemin
belirlenmesi amaciyla bir¢ok galisma yapilmigtir
[41,137,138].

Bu béliimde, yukarida ayrintilartyla agiklanan yon-
temler i¢in kritik parametrelerinin belirlenmesi
iizerinde durulacak ve bu amacla yapilan ¢alismalara
ornek verilecektir.

Ornek alma ve ayirma yonteminde gerceklestirilecek
ornek ayirma yontemini belirlemek ve drnegin ortam
icerisinde karigtirilmasinda kullanilacak karigtirma
tipinin se¢imi, bu ydntemin kritik basamaklarini
olusturmaktadir. Ornek ayirma yénteminden (santri-
fiij, ultrasantrifiij vs.) nanopartikiiler ilag¢ tasiyici sis-
temin saliminin etkilenmemesi ve disardan uygula-
nan bu enerji ile nanopartikiiler ilag tasiyici sistemin
zarar gormemesi gerekmektedir. Bu dogrultuda, lipo-
zom, emiilsiyon gibi ilag¢ tasiyici sistemlerde yiiksek
enerjili ayirma tekniklerinin kullaniminin bu sistem-
lerin stabilitesini etkileyerek salim profilini degis-
tirebilecegi goz oniinde bulundurulmalidir. Benzer
sekilde, karigtirma tipinin se¢imi de nanopartikiiler
ilag tasiyict sistemlerden etkin maddenin saliminin
dogru sekilde analiz edilebilmesi i¢in 6nemlidir.

Membran difiizyon yonteminde ise ilacin membran-
dan diflizyonu s6z konusudur, bu durumda secilecek
olan membranin MWCO degeri, membranin nano-
partikiiler ilag tasiyici sistemle ve etkin maddeyle
gecimliligi, difiizyonun gergeklesmesinde bir itici
giiclin olugmasi i¢in membran i¢i ve dis1 arasindaki
hacimleri, bu yontemin kritik parametrelerini olus-
turmaktadir. Bu dogrultuda, bu yontemde etkin mad-
denin membrandan diflizyonunu engellemeyecek ve
nanopartikiiler sistemin de gecemeyecegi bir memb-
ran MWCO’nun se¢ilmesi 6nemlidir. Ayrica segilen
membranin etkin madde ve nanopartikiiler sistemle
gegimli olmasi da diger bir 6nemli 6zelliktir. Memb-
ranin iki tarafindaki salim ortami hacminin belirlen-
mesi 6nemli bir kriterdir. Ilactn membrandan difiiz-
yonunun ger¢eklesmesi igin gerekli itici giiclin olus-
turulmasi amaciyla diyaliz kesesinin i¢ hacminin, dis
ortam hacminden dnemli dl¢iide daha kiigiik olmast
gerekmektedir [18,103,104,107].

89

Stirekli akis hiicresi yonteminin se¢iminde ise kul-
lanilan filtrelerin titkanmamasit ve akis hizinin ayar-
lanmasi kritik parametreleri olusturmaktadir. Filtre-
lerin tikanmamasi i¢in nanopartikiiler ilag tasiyict
sistemin siirekli akis hiicresine cam boncuklarla (1
mm ¢apli) birlikte eklenmesi, ¢aligmalarin farklr akis
hizlarinda yapilarak akis hizinin optimizasyonunun
saglanmas1 dnemlidir.

Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler i¢in in vitro ilag
salim1 test yontemlerinin 6zellikleri karsilagtirmali
olarak Tablo 4’te 6zetlenmistir. Uygulama yoniiyle,
ornek alma ve ayirma yontemi en kolay olanidir [92].
Bu yontem genellikle ani (burst-out) salimin tayini
i¢in uygundur, ancak drnekleme siirecinin ugrastirici
olmasi1 ve ornek alma sirasinda nanopartikiillerin is-
tenmeden ortamdan uzaklastirilma ihtimalinden do-
lay1 sakincalart mevcuttur. Membran difiizyon yon-
teminde ise salnan ilaci nanopartikiiler sistemden
ayirmak icin zaman alict bir prosediire ihtiyag yok-
tur, ¢linkli nanopartikiiler sistemlerin ve salinan ila-
cin bulundugu ortam zaten bir membran ile fiziksel
olarak ayrilmistir. Bu nedenle, membran difiizyon
yontemi, ornek alma islemi sirasinda nanopartikiil
kayb1 olasiligint en aza indirir. Membran diflizyon
yonteminin sakincast ise, diyaliz membraninin dogal
bariyer 6zelliklerinden dolayi, diyaliz kesesinin igi
ve dis1 arasindaki dengenin yavas saglanmasidir. Bu
durum ozellikle, ani salima sahip formiilasyonlarda
salinan baslangi¢ ilag seviyelerinin dogru analizini
sinirlayabilmektedir [138]. Ayrica, ilacin ve nano-
partikiiler sistemin membran ile ge¢imsizligi varsa,
bu yontem kullanilamaz. Siirekli akis yonteminde,
USP aparat 4 kullanilmaktadir ve otomatik bir iglem
olmas1 nedeniyle iistiinliikleri vardir. Ornek alma ve
ayirma yontemi ve membran difiizyon yonteminde
ise ornek alma islemi otomatik degildir ve emek
gerektirir. Siirekli akig yonteminde ilacin saliminin
sadece saniyeler, dakikalar i¢inde otomatik olarak
siirekli orneklenmesi ve analiz edilmesi miimkiin-
diir [139]. Siirekli akis yonteminin sakincalari ara-
sinda pahali olusu, filtrelerin arizalanmasi sayilabilir
[91,93].

Gite ve ark., atorvastatin i¢in gelistirdikleri nano-
partikiiler sistemlerden in vitro ilag salimimi incele-
mek icin stirekli akis ve diyaliz kesesi yontemleri-
ni karsilagtirmiglardir. Diyaliz kesesi yontemi igin
karigtirict olarak USP aparat 1 (sepet) kullanilmis,
nanopartikiiller 37 + 0,5°C’de %1,5 SLS igeren pH
6,8 fosfat tamponunda siispande edilerek diyaliz
kesesine yerlestirilerek farkli karigtirma hizlarinda
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(75 rpm, 100 rpm, 125 rpm) in vitro salimi incelen-
mistir. Farkli karigtirma hizlarinin salim profilinde
anlamli bir fark yaratmadig belirlenmistir ve ilacin
% 68’inden fazlasinin salinmamasi, diyaliz membra-
ninin salimi engelledigini diisiindiirmiis, bu nedenle
ilacin tamamen salinmasini saglamak igin alternatif
olarak stirekli akis yonteminin kullanilmasina karar
verilmistir. Siirekli akis yonteminde ise ayni tampon
farkli akis hizlarinda (8 mL/dak., 16 mL/dak.) pom-
palanarak; kapali tip siirekli akig hiicresinde 60 dak.
boyunca Ornekler analiz edilmis, 60 dak. sonunda
salimin %65’inden fazlasinin gergeklesmedigi ve
akis hizinin salim profilinde anlamli bir fark olus-
turmadig1 belirlenmistir. Bu sebeple de stirekli akis
hiicresi yonteminde modifikasyona karar verilmis-
tir. Nanopartikiiler sistemin siirekli akis hiicresine
1 mm’lik cam boncuklarla karistirtlip eklenmesi ile
ilacin %100’iniin salinmasimin saglandigr bildiril-
mistir [41].

Bir baska calismada, E vitamini i¢eren nanoemiil-
siyonlardan ila¢ salimimin tayinin de diyaliz kesesi,
ters diyaliz kesesi ve diyaliz kesesi igeren siirekli
akis hiicresi yontemi karsilastirtlmistir. Derinin fizi-
kokimyasal 6zelliklerine uygun olacak sekilde salim
ortami olarak %2 (a/a) Labrasol i¢eren asetat tampo-
nu (pH 5,5) se¢ilmis ve salim ortaminin sicakligi 32
+ 0,1°C olarak ayarlanmistir. Diyaliz kesesi yonte-
minde, diyaliz membraninin gdzenek boyutunun di-
flizyonu kisitlama olasiligini incelemek i¢in 50 kDa
ve 100 kDa MWCO denenmis ve aralarinda anlaml
bir fark bulunmamasi nedeniyle caligmalara 50 kDa
MWCQ’ya sahip membran ile devam edilmistir. Di-
yaliz membrani salim ¢aligmasina basglamadan 6nce
salim ortaminda 24 saat bekletildikten sonra, E vi-
tamini nanoemiilsiyonu diyaliz keselerine koyulmus
ve salim ortamina (200 mL) yerlestirilmistir. 100
rpm’de calkalayict su banyosunda karistirilmistir.
Ters diyaliz kesesi yonteminde ise ayni kosullarda,
E vitamini i¢ceren nanoemiilsiyonlar kesenin disin-
daki ortama ilave edilmis ve sink kosul saglanmis-
tir. Siirekli akig hiicresinde de ayni kosullar (sicak-
lik, tampon, sink kosulu) kullanilarak in vitro salim
calismast gerceklestirilmistir. Yapilan c¢alismalar
sonucunda diyaliz kesesi yonteminde elde edilen E
vitamini saliminin diger iki yonteme gore daha yavas
oldugu, ters diyaliz kesesi ve diyaliz kesesi igeren
siirekli akis yontemleriyle elde edilen salim profille-
rinin de benzer oldugu bildirilmistir [137].

Manna ve ark. ise c¢ok tabakali lipozomlardan
bupivakain’in saliminin dogru degerlendirilmesi igin
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uygun in vitro salim yonteminin gelistirilmesi ama-
ciyla ¢alisma yapmislardir. Bu kapsamda, karistirict
olarak USP 2 (palet) kullanilan diyaliz kesesi yonte-
mi, ters diyaliz kesesi yontemi ve karistirici olarak
calkalayici kullanilan 6rnek alma ve ayirma yonte-
mi ile salim ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Diyaliz
kesesi yonteminde, 10 kDa, 20 kDa, 50 kDa ve 100
kDa MWCO membranlar denenmistir. Her diyaliz
membrani, % 0,5 Sodyum dodesil stilfat (SDS) ige-
risinde bekletilmis ve su ile yikanmistir. Bupivakain
iceren lipozomlar, 200 mL fosfat tamponu igeren ve
USP 2 (palet) ile karistirilan salim ortamina diyaliz
keseleri i¢inde ilave edilmis ve belirli zaman ara-
liklarinda alinan 6rnekler analiz edilmistir. MWCO
degeri arttikca difiizyon hizinin arttigi goriilmiis
olup diflizyonunun kisitlanmamasi i¢in ¢alismaya
en yiksek MWCO degerine sahip (100 kDa) memb-
ran diyaliz keseleriyle devam edilmistir. Ters diyaliz
kesesi yonteminde ise lipozomlar salim ortamina
ilave edilmis ve 100 kDa MWCO membrana sahip
diyaliz kesesinin i¢inden belirli zaman araliklarinda
ornekler alinmustir. Ornek alma ve ayirma ydntemin-
de ise, mikrosantrifuj tiiplerinde bulunan lipozomlar
farkli pozisyonlarda (horizontal, vertikal, 45°) 12
rpm hizinda karistirilmis, belirli zaman araliklarinda
alman oOrnekler, santrifiij edildikten sonra siiperna-
tantlarda salinan etkin madde miktari tayin edilmistir.
Yapilan calismada vertikal karistirmanin, 45° pozis-
yonlarinda ve horizontal karistirmaya gore anlamli
derecede daha hizli salim ile sonuglandig1 goriilmiis-
tiir. Bu dogrultuda, en uygun karistirma pozisyonu
olarak vertikal karistirma segilmistir [140].

5. SONUC

Son yillarda hastaliklardan korunma, teshis ve teda-
visinde kullanim onay1 alan nanopartikiiler sistem
sayisinda dnemli artislar oldugu goriilmektedir. Yeni
gelistirilen bir nanopartikiiler sistemden ilacin sali-
minin giivenilir bigimde ve dogru olarak degerlendi-
rilebilmesi; ilacin kalitesi, etkililigi ve giivenliligini
garanti etmek yoniiyle oldukca dnemlidir. Nanopar-
tikiiler ilag tasiyict sistemlerden ilag saliminin ince-
lenmesi i¢in, bu derlemede iizerinde durulan 6rnek
alma ve ayirma, membran diflizyon, siirekli akis
gibi farkli yontemler kullanilmakta olup, her birinin
farkli tstlinlik ve kisitlamalar1 bulunmaktadir. Bu
dogrultuda, tiim formiilasyonlar i¢in tek ve {istiin bir
in vitro salim testi yonteminden bahsetmek miimkiin
degildir. Dolayisiyla, bu sistemlerden ilag saliminin
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tayininde kullanilacak ydntemin ve parametrele-
rin (diizenek, salim ortami, salim ortaminin hacmi,
ornek alim zamani, akis hizi vb.) se¢imi, dogru de-
gerlendirme yapabilmek i¢in Snemli bir basamak-
tir. Gelistirilen ilag sistemi i¢in en uygun ila¢ salim
test yontemine karar verebilmek igin, oncelikle bu
yontemlerin karsilastirmali olarak degerlendirilerek
se¢iminin yapilmasi, daha sonra her bir formiilasyon
icin kritik parametrelerinin belirlenmesi gereklidir.
Nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin kompleks
yapis1 nedeniyle, in vitro ila¢ salim testi yontemle-
11 i¢in her formiilasyona uyan tek bir yaklasimdan
bahsetmenin miimkiin olmamasi ve bu sistemler
icin farmakopede Onerilen salim sistemlerinin heniiz
bulunmamasi sebebiyle, nanopartikiiler ilag tasiyict
sistemlerin in vitro salim testlerine karar verirken
formiilasyon bazl diisiiniilmesinde yarar vardir.
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