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OZET

Prostat Kanseri Tedavisine Yénelik Polimerik Nanopartikiiler llag¢ Tasiyrcr Sistemlerin
Gelistirilmesi ve Antiproliferatif Etkinliklerinin Degerlendirilmesi

Prostat kanseri, diinyada kansere bagl 6liimler arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Temel tedavi rejimlerinden olan androjen ablasyon tedavisi ve kemoterapi; metastatik
hastalif1 veya ileri lokal hastalif1 olan erkeklerde 6nemli bir sag kalim orani saglayamadigindan, yeni
tedavi yaklagimlanna 6nemli diizeyde ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla bu tez ¢alismasinda ¢esitli
kanser tiirleri iizerinde kemopreventif etkinligi kamtlanmig statin grubu bir etkin madde olan
Pitavastatin molekiiliiniin polimerik nanopartikiiler ilag tagiyici sistemleri hazirlanmig ve PC-3 prostat
kanseri hiicreleri izerindeki antiproliferatif etkinligi tayin edilmistir. Bu kapsamda hazirlanan polimerik
nanopartikiil formiilasyonlarin in-vitro 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla etkin madde yiikleme
etkinligi, partikiil biiyiikliigi ve biyiikliik dagilimi, yiizey yiikii, morfolojik $zellikleri ve in-vitro etkin
madde salim hizi tayini gergeklestirilmigtir. Belirlenen optimum Pitavastatin yiiklii polimerik
nanopartikiil formiilasyonu iizerinde ise in-vitro sitotoksisite analizi gergeklestirilmis olup optimum
Pitavastatin yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun saf molekiile kiyasla PC-3 hiicre canlilif1 iizerinde
anlaml derecede antiproliferatif etkinlige sahip oldugu sonucu tespit edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Nanopartikiiler ilag tagiyic1 sistemler, PC-3 hiicreleri, Pitavastatin, Prostat kanseri



SUMMARY

Development of Polymeric Nanoparticle Drug Delivery Systems for Prostate Cancer Treatment
and Evaluation of Antiproliferative Activities

Prostate cancer is the second most common cancer-related death in the world after lung cancer.
Although androgen ablation therapy and chemotherapy which are the basic treatment strategies, can not
be obtain significant survival rate in men with metastatic disease or advanced local disease, there is a
significant need for new treatment approaches. The main of this thesis was to develop the polymeric
nanoparticles of Pitavastatin molecule, which is a member of statins, with proven chemopreventive
efficacy on various types of cancer, and to determine their antiproliferative activity on PC-3 prostate
cancer cells. In this context, the encapsulation efficiency, particle size and size distribution, surface
charge, morphological properties and in-vitro drug release profiles were carried out in order to
determine the in-vitro properties of polymeric nanoparticle formulations. In-vitro cytotoxicity analysis
was performed on the optimum Pitavastatin-loaded polymeric nanoparticle formulation and it was
determined that the optimum Pitavastatin-loaded nanoparticle formulation had a significant
antiproliferative activity on PC-3 cell viability compared to the pure molecule.

Keywords: Nanoparticle drug delivery systems, PC-3 cells, Pitavastatin, Prostate cancer



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay

Ozet

Summary

I¢indekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRiS

1.1. Kanser

1.1.1. Kanser Olusumu

1.1.2. Kansere Sebep Olan Risk Faktérleri

1.1.3. Kanserin Tedavi Segenekleri

1.1.4. Kanser Tedavisinde Sitatinlerin Yeri ve Onemi

1.2. Prostat Kanseri

1.2.1. Prostat Kanserinde Risk Faktorleri

1.3. Nanopartikiiler fla¢ Tastyic1 Sistemler

1.3.1. Polimer Bazl1 Nanopartikiiler Ilag Tastyic1 Sistemler
1.3.2. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiller Ilag Tagiyic1 Sistemlerin Yeri
1.3.3. Prostat Kanserinde Nanopartikiiler Sistemlerin Yeri

1.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler
1.4.1. Calismamizda Kullanilan Yardimci Maddeler

1.4.1.1. PLGA

1.4.1.2. Polivinil Alkol (PVA)

1.4.1.3 Poloksamer 188

1.5. Polimerik Nanopartikiilleri Hazirlama Y 6ntemleri

1.5.1. Nanoprespitasyon Yontemi

1.6. Pitavastatin

1.6.1 Pitavastatinin Fizikokimyasal Ozellikleri

1.6.2. Pitavastatinin Farmakolojik Ozellikleri

1.6.3. Pitavastatinin Farmakokinetik Ozellikleri ve Biyoyarlanimi
1.6.4. Pitavastatinin Metabolizma ve Eliminasyonu

1.6.5. Pitavastatinin Antikanser Etkinligi

2. GEREC ve YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

2.2. Yontem

2.2.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi
2.2.2. Etkin Maddenin Kalibrasyonu ve Analitik Validasyon

ii
ii
iv

vi
ix
xii
XV

00 00 L W WA =it

Vi



2.2.2.1 Etkin Maddenin HPLC Kullamlarak Kalibrasyonuna Yonelik Analitik
Validasyon Caligmalan
2.2.2.1.1. Segicilik

2.2.2.1.2. Sistem Uygunlugu

2.2.2.1.3. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

2.2.2.1.4. Teshis limiti (LOD) & Tayin limiti (LOQ)

2.2.2.1.5. Dogrusallik ve Aralif

2.2.2.1.6. Dogruluk

2.2.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Caligmalan

2.2.3.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

2.2.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarn: Uzerinde Yapilan Kontroller
2.2.4.1 Nanopartikiillerin Partikiil Biiytikligii ve Buiyiikliik Dagilimi (PDI) Tayini
2.2.4.2. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Tayini
2.2.4.3. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

2.2.4.4. In Vitro Etkin Madde Ag1ga Cikig Hiz1 Tayini

2.2.4.5 Nanopartikiillerin Etkin Madde Salim Kinetiginin Incelenmesi
2.2.4.6. Nanopartikiillerin DSC Analizi

2.2.4.7. Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

2.2.4.8. Stabilite Caliymalan

2.2.5 Nanopartikiilerin Antiproliferatif Aktivitelerinin Tayini
2.2.5.1. Hijere Kiiltiirii

2.2.5.2. CCK-8 Analizi

2.2.5.3. Akridin oranj/Propidyum Iyodiir Boyama Analizi

2.2.6 Istatistiksel Degerlendirme

3. BULGULAR
3.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.1.1. Etkin Maddenin DSC Analiz Bulgulan

3.2. Etkin Maddenin HPLC Kullanilarak Belirlenen Kalibrasyonuna Yonelik
Analitik Validasyon Bulgular
3.2.1. Segicilik

3.2.2. Sistem Uygunlugu

3.2.3. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

3.2.4. Teshis limiti (LOD) & Tayin limiti (LOQ)

3.2.5. Dogrusallik ve Aralig

3.2.6. Dogruluk

3.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Caligma Bulgular

3.3.1. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigi ve PDI Tayin Bulgular
3.3.2. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinlik Tayin Bulgulan
3.3.3 Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Tayin Bulgulan

3.3.4. In Vitro Etkin Madde A¢iga Cikis Hiz1 Tayin Bulgulani

3.3.5. Optimum Formiilasyonun Coziinme Hizi Verilerinin Kinetik Ag¢idan
Degerlendirilmesi

3.3.6. Optimum Formiilasyonun DSC Analiz Bulgulan

3.3.7. Optimum Formiilasyonun Morfolojik Ozellik Bulgular
3.3.8. Optimum Formiilasyonun Stabilite Bulgular

27

27
28
28
28
28
29
29
29
30
30
31
31
31
32
32
33
33
33
33
34
34
35

36
36
36
36

36
38
38
38
39
40
41
41
41
42
42
35

56
56
57

vii



3.3.9. Optimum Formiilasyonunun PC-3 Hiicrelerinde Antikanser Etkinliine Dair 57
Bulgular

3.3.10. Optimum Formiilasyonunun PC-3 Hiicrelerinde Hiicre Morfolojisinde 58
Etkisinin Degerlendirilmesi

4. TARTISMA 60
5. SONUC ve ONERILER 71
KAYNAKLAR 73
OZGECMIS 85

Viii



ONSOZ

Bu ¢aligmada, gesitli kanser tiirleri iizerinde kemopreventif etkinlii kanitlanmig bir statin
grubu etkin madde olan Pitavastatin molekiiliintin polimerik nanopartikiiler ilag tagiyic
sistemlerinin gelistirilmesi ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkinliginin tayin edilmesi amaglanmigtir. Hazirlanan polimerik  nanopartikiil
formiilasyonlarinin in-vitro Ozelliklerinin belirlenmesi amactyla etkin madde yiikleme
etkinligi, partikiil biiyiikligii ve biyiikliik dagilimu, yiizey yiikii, morfolojik 6zellikleri, etkin
madde-yardime1 madde etkilesimi ve in-vitro etkin madde agiga ¢ikig tayini
gergeklestirilmigtir.
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1. GIRIS

Prostat kanseri diinya genelinde en sik teshis edilen dérdiincii, erkeklerde ise cilt
kanseri’nden sonra en sik kargilagilan kanser tiiriidiir. 2020 yilinda diinya genelinde 1.414.259
kisiye prostat kanseri teshisi konulmus olup, 2023 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
tahminen 288.300 erkege prostat kanseri teshisi konulacaktir (Amerikan Klinik Onkoloji
Dernegi, ‘Prostate Cancer’, Erigim: 25 Haziran 2023). Nanoteknoloji, kanserin teshisinden,
saptanmasina ve tedavisine kadar kanserin yonetimi i¢in genis ¢apta kullanilmaktadir. Kanser
tedavisi i¢in nanopartikiiller ile yapilan aragtirmalarin ¢ogu preklinik fazda olsa da 6nemli
oranda klinik uygulama da bulunmaktadir (Tomlinson vd., 2015).

1.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin anormal boliinmesi veya ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan, genetik ve
cevresel faktorlerin etkisi ile geligebilen komplike bir hastaliktir. Kanser hastaligmnin tedavisi
igin gesitli yontemler bulunmaktadir. Bu yéntemler arasindan kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemler standart tedavi yontemleri olarak kabul edilmektedir. Teknolojik gelismeler
sayesinde asilar ve gen terapileri de hastalifin tedavisi igin kullamlmaya baglanmugtir.
(Baykara, 2016). Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) 2019 yili verilerine gore kanser hastali,
183 iilkenin 112'sinde 70 yas alt1 6liim nedenleri arasinda birinci veya ikinci, 23 iilkede ise

tiglincii veya dordiincii sirada yer almaktadir (Tanik vd., 2022).

Diinya genelinde 2019 yilinda 70 yas altindaki bireylerde kanser nedeniyle gergeklesen
6liimlere ait siralama asagida Sekil 1.1°de yer almaktadir. 2020 yilinda yaklagik 19.3 milyon
kigide yeni kanser vakas: tespit edilmis olup, yaklasik 10 milyon kigininde kanser sebebiyle
vefatinin gergeklestigi tahmin edilmektedir. 2020 yilinda Diinya genelinde en gok karsilagilan
kanser tipleri $ekil 1.2°de yer almaktadir.
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Sekil 1.1. 2019'da 70 yas altindaki bireylerde 6liim nedeni olarak kanserin siralamasi (Diinya Saglik

Orgiitii, Erigim: 30 Aralik 2022).

Kanser Tipi Vaka Sayis1 (Kisi)
‘Meme Kanseri 2.261.419
Akciger 2.206.771
Prostat Kanseri 1.414.259
Cilt Kanseri 1.198.073
Kolon 1.148.515
Mide 1.089.103
Karaciger 905.677
Rektum 732.210
Rahim Agz1 604.127
Yemek Borusu 604.100
Tiroid 586.202
Mesane 573.278

Sekil 1.2. 2020 yihinda diinya genelinde en ¢ok kargilagilan kanser tipleri ve vaka sayilar.

1.1.1. Kanser Olusumu

Kanserin heniiz net olarak tedavi edilemedigi goz oniine alindiginda, gegen yiizyihn

basindan bu yana birgok hipotez veya teori 6ne siiriilmektedir. Bu teoriler arasinda; kansere

viriislerin neden oldugu, kromozomal anormallikler, somatik mutasyonlar, goklu mutasyonlar,

immiinolojik siirveyanslar, iyilesmeyen yaralar ve mutajenik olmayan mekanizmalar gibi



farkl: teoriler bulunmaktadir. Mevcut yaygin kanser teorileri, kanserin hiicre biiyiimesini ve
farklilagmasini kontrol eden kritik genlerde rastgele mutasyonlarin ilerleyici birikiminin neden
oldugu kontrolsiiz bir somatik hiicre proliferasyonu oldugunu savunmaktadir (Meng vd.,
2012). Kanserin hiicre proliferasyonunu art arda artiran siirlicii gen mutasyonlarinin kademeli
olarak birikmesinin bir sonucu oldugu artik yaygin olarak kabul edilmektedir. Normal bir
insan kok hiicresi her boliindiigiinde yaklagik ii¢ mutasyonun meydana geldigi kamtlanmigtar.
Bu nedenle, kok hiicre boliinmeleri ile kanser insidansi arasindaki iligkinin temel nedenlerinin,
bu boliinmelerden rastgele kaynaklanan siiriicii gen mutasyonlar1 oldugu sonucuna vanlmigtir
(Tomasetti vd., 2017).

1.1.2. Kansere Sebep Olan Risk Faktérleri

Kansere sebep olan gegitli risk faktorleri bulunmaktadir, Bu faktérler arasinda gevresel
faktorler, yasam tarzi ve genetik faktorler kansere sebep olan risk faktorleri olarak
degerlendirilebilir. Pestisit ve radyasyona maruziyet, ¢evresel faktorlere 6rnek teskil ederken;
beslenme bozukluklan, hareketsiz yasam tarzi ve sigara/alkol tiikketimi yasam tarz ile iligkili
faktorlere drnek verilebilir. Wiskott-Aldrich ve Beckwith-Wiedemann sendromlan da genetik
sebeplerden kaynakl: risk faktorleri olarak kanser nedenleri arasinda yer almaktadir (Goyal ve
Kumar, 2014).

1.1.3. Kanserin Tedavi Secenekleri

Kanser hastaliginin tedavisi farkhh yontemler ile gergeklestirilebilmektedir. Bu
yontemler arasinda; radyasyon ile tedavi, cerrahi ydntemler ile tedavi, kemoterapi, hormon
replasman tedavisi, hedefe yonelik ilag tedavisi ve immunoterapi gibi cesitli yontemler
bulunmaktadir. Cerrahi miidahale ile tedavi yontemi en sik kullamlan yontem olmasina kargin
tedavi yontemi belirlenirken hastalifin evresi ve hastanin kosullan da géz oniine alinmaktadar.
Cerrahi miidahale ile tiimorler veya kanserli hiicreler viicuttan uzaklastirilarak tedavi
gergeklestirilmektedir. Bu islemin devaminda kemoterapi veya radyasyon ile hastaligmn
tedavisine devam edilebilmektedir. Kemoterapi, kanserli dokunun tedavisinde ilag
kullamilarak gergeklestirilen tedavi yontemidir. Fakat kemoterapi igin kullanilan ilaglar yiiksek
doz kullamilmast durumunda sitotoksik etkilere sebep olabilmektedir. Radyasyon ile tedavi ise

gama 1sinlar, x 1gmnlan ve yiiklii pargacikli isinlar kullamlarak gergeklestirilen tedavi



yoOntemidir. Bu yéntemler haricinde yeni bir tedavi yntemi olan immunoterapi, viicudun
bagisiklik sistemi sayesinde kanserli hiicrelere kargi daha efektif bir miicadele ile kanserli
hiicrelerin gelisimini durdurmay: ya da kanserli hiicrelerin yok edilmesini hedeflemektedir
(Goyal ve Kumar, 2014).

1.1.4. Kanser Tedavisinde Sitatinlerin Yeri ve Onemi

Statinler, kolesterol sentez yolundaki anahtar enzim olan 3-hidroksi-3-metilglutaril-
koenzim A rediiktazin (HMG-CoA rediiktaz, HMGCR olarak kisaltilir) rekabetgi
inhibitdrleridir. Statinlerin HMG-CoA rediiktazi inhibe etme yetenegi, statinlerin asidik formu
ile HMGCR'nin dogal substrati olan HMG-CoA arasindaki yapisal benzerlikten
kaynaklanmaktadir. HMGCR, HMG-CoA'nin kolesterol onciisii olan mevalonata
ddniligiimiinii katalize etmektedir. HMG-CoA rediiktazin inhibisyonu mevalonat diizeylerinde
bir azalmaya, dolaysiyla hiicre yiizeyindeki diigik yogunluklu lipoprotein (LDL)
reseptdrlerinin sayisinda ve LDL katabolizmasinda artiga yol agmaktadir. Baz: statinler,
onciileri olan ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinin (VLDL) sentezini énleyerek karacigerde
LDL sentezini de inhibe edebilirler. Aynica klinik veriler, baz1 sitatin grubu molekiillerin
(Lovastatin, Pravastatin ve Simvastatin) yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesini
artirabilecegini gostermistir. Bu nedenle statinler, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Matusewicz vd., 2015).

Statinlerin bu mucizevi etkilerinin gozlemlenmesi sonucunda diger hastahiklarin
tedavisinde de rol oynayabilecegi diigiiniilmiis olup, bu dogrultuda kanser tedavisi igin de
statinlere dair aragtirmalar gergeklestirilmigtir. Yapilan aragtirmalar sonucunda statinlerin
inflamasyonu, anjiyogenezi ve proliferasyonu inhibe etme, apoptozu indiikkleme yetenekleri
ile kanserin &nlenmesi ve tedavisinde 6nemli etkinlik gosterdikleri belirlenmistir (Demierre
vd., 2005).

Statinler, kanser hiicreleri {izerinde sitostatik bir etkiye sahip olabilir ve kanser
hastalarimin hayatta kalma siiresini uzatabilitler. Ayrica antioksidatif, antiinflammatuar ve
anjiyojenik etkin maddeler olarak da islev gdstermeleri nedeniyle kanser hiicrelerindeki

biiyiimeyi dnleyebilirler (Kuoppala vd., 2008).



Son yillarda yaymlanan arastirmalar, statinlerin kanserli hastalarda sagkalim oranini
arttirdiFim gostermigtir. Danimarka da 1995 ile 2009 yillan arasinda Danimarka niifusundaki
yetiskin bireylerin olusturdugu (> 40 yas) bir kohort ¢aligmas: yiiriitiilmiigtiir. 18.721 kisi
kanser teshisi konulmadan 6nce diizenli olarak statin kullanmis ve 277.204 kisi hig statin
kullanmamustir. Kanser tamsindan once hi¢ statin almamig hastalarla kargilagtinldiginda,
tanidan 6nce statin kullananlarmn herhangi bir nedenden 6liim riskinin %15 daha diigiik oldugu
tespit edilmigtir (Nielsen vd., 2012).

1.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde cilt kanserinden sonra en sik kargilagilan kanser tiiriidiir.
2020 yilinda Diinya ¢apinda tahminen 1.414.259 kisiye prostat kanseri teshisi konulmugtur.
Diinyada en sik teshis edilen dordiincii kanser tiiriidiir (Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi,
‘Prostate Cancer’, Erigim: 25 Haziran 2023). Prostat kanseri, Amerika Birlegik Devletlerinde
tiim yeni kanser vakalannin %14,7'sini temsil etmektedir. 2023 yilinda 288.300 yeni prostat
kanseri vakasi olacagr ve 34.700 kisinin bu hastaliktan Slecegi tahmin edilmektedir.
(Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi, ‘Prostate Cancer’, Erigim: 25 Haziran 2023).

Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi1 2023 verilerine gore, prostat kanserinin 1975-
2020 yillan arasinda 100.000 kigideki yeni vaka ve 6liim oram Sekil 1.3’te yer almaktadir.
Prostat kanserinin yas grubuna gore yeni vaka yiizdesi, $ekil 1.4’te ve 2016-2020 yillan
arasinda yas gruplarnna gore 6liim oranlan Sekil 1.5’te yer almaktadir. Sekil 1.4 ve Sekil 1.5
incelendiginde, en ¢ok prostat kanserinin yer aldif1 yas grubunun 65-74 yag aralig olmasina
karsin en gok oliimlerin 75-84 yag arahginda gergeklestigi gézlenmektedir (National Cancer
Institue, Prostate Cancer - Cancer Stat Facts, Erigim: 25 Haziran 2023).
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Institue, Prostate Cancer — Cancer Stat Facts, Erigim: 25 Haziran 2023).
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Sekil 1.4, Prostat kanserinin yas grubuna gore yeni vaka yiizdesi oram1 (National Cancer Institue,
Prostate Cancer — Cancer Stat Facts, Erigim: 25 Haziran 2023).
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Sekil 1.5. 2016-2020 Yillan arasinda yag gruplarina gore 6liim oranlan (National Cancer Institue,
Prostate Cancer — Cancer Stat Facts, Erigim: 25 Haziran 2023).

Prostat kanserinin farkh evreleri bulunmaktadir. Bu evreler, Evre 1°den baglayarak sirast
ile Evre 4’¢ kadar numaralandinlmaktadir, Kural olarak say1 ne kadar diisiik ise kanser
yayilimi o kadar azdir. Giiniimiizde kullamlan en yaygin evreleme sistemi TNM sistemidir.
TNM sistemi altinda bes bashk bulunmakta olup bu dogrultuda kanserin evresi
belirlenmektedir. Bu bagliklar ise agagida detayh sekilde yer almaktadir.

o T kategorisi: Ana tiimériin boyutu

¢ N Kategorisi: Kanserin gevredeki lenf diigiimlerine olan yakinlig1
¢ M kategorisi: Kanserin viicuda yayihp yayilmadigin

e Tam aninda Prostat Spesifik Antijen diizeyi

¢ Gleason Skoru (Bu skor, prostat biyopsisi veya ameliyat1 sonucuna gére belirlenmektedir.)

Bilimsel ¢aligmalardaki ilerlemeler sayesinde farkli tipte bulunan prostat kanserleri
tespit edilmektedir. Bu dogrultuda 2016 yilinda DSO tarafindan belirlenen siniflandirma
(Sekil 1.6) asagida yer almaktadir. Asagida ifade edilen "Asiner Adenokarsinom" en stk
karsilagilan prostat kanser tipidir.



Prostat Kanser Tipleri Prostat Kanserinin Alt Tipleri
Asiner Adenokarsinom

¢ Glandiiler Neoplazmlar Intraduktal Karsinom

Duktal Adenokarsinom

Adenoskuaméz Karsinom

Skuaméz Hiicre Karsinomasi

Noroendokrin Farklilagsmasi olan Adenokarsinom
e Noroendokrin Tiimérler Kiigiik Hiicreli Noroendokrin Karsinom

Biiyiik Hiicreli Néroendokrin Karsinom

o Skuamoz Neoplazmlar

o Urotelyal Karsinom
e Bazal Hiicreli Karsinom

Sekil 1.6. Diinya Saglik Orgiitii tarafinda 2016 yilinda yapilan prostat kanseri stiflandirmasi.

Prostat kanserinin tedavisinde, cerrahi miidahale, radyasyon tedavisi, hormon replasman
tedavisi ve kemoterapi gibi farkli yontemler kullaniimaktadir. Temel tedavi rejimlerinden olan
androjen ablasyon tedavisi ve kemoterapi; metastatik hastalig1 veya ileri lokal hastahig1 olan
erkeklerde 6nemli bir sag kalim orami saglayamadigindan, yeni tedavi yaklagimlarma énemli
diizeyde ihtiyag duyulmaktadir (Andrews vd., 2002).

1.2.1. Prostat Kanserinde Risk Faktorleri

Prostat kanserine sebep olan gesitli risk faktorleri bulunmaktadir. Bu faktdrler endojen
ve eksojen olarak iki simfia incelenmektedir. Aile 6ykiisii, ik, hormon ve yas gibi faktorler
endojen faktor olarak ifade edilirken; diyet, ¢evre ajanlar1 ve mesleki maruziyet eksojen faktor
olarak ifade edilmektedir. Bu risk faktérlerinin diginda, sigara maruziyeti, alkol kullanimi,
seksiiel aktivite ve gesitli ilag kullanimlan da prostat kanserine neden olan sebepler arasinda
yer almaktadir (Bostwick vd., 2004).

Prostat kanseri risk faktorleri arasindan yas ve irk deéisﬁrilemeyen risk faktorleri olarak
ifade edilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, diinya genelinde prostat kanseri igin en yiiksek
insidans oranina Afrikali-Amerikali erkeklerin sahip oldugu tespit edilmistir (Bostwick vd.,
2004). Bir bagka galismaya gore ise prostat kanseri insidans oranlan Giiney ve Dogu Avrupa
iilkelerine gére Kuzey ve Orta Avrupa iilkelerinde daha yiiksek olma egilimindedir
(Leitzmann ve Rohrmann,-2012).

1.3. Nanopartikiiler ila¢ Tagiyic1 Sistemler



Nanoteknoloji, 1959 yilinda iinlii fizik¢i Richard Feyman’in, "altta gok yer var" ifadesini
Amerikan Fizikgiler Demnegi konferansinda ilk defa ifade etmesi ile dikkat ¢ekmeye
baglamistir. Nanopartikiiller ilk olarak yaklagtk 50 yil énce geligtirilmeye baglanmustir.
Baglangi¢ olarak asilar ve kanser kemoterapi ajanlari igin aragtirmalar yapilmig olup
sonrasinda aragtirma alanlan genisletilmistir. Nanopartikiil ilag tagiyici sistemler, biyolojik
olarak parcalanabilen polimer veya lipit malzemelerden olusan ve boyutlan 10 ila 1.000 nm
arasinda degigen kararli, kat1 kolloidal pargaciklardir (Kingsley vd., 2006). Nanopartikiiller bu
o6zellikleri sayesinde farmasdtik ve biyoteknolojik arastirmalar ile tibbi cihazlarda teshis ve
goriintilleme gibi farklh alanlarda kullanilabilmektedir (Kadian, 2018; Liu vd., 2017).
Asagidaki sekilde (Sekil 1.7) farkli nanopartikiil tiirlerinin sematik diyagrami yer almaktadir.

Liposomlar

Kats Lipit
Nanopartikiiller

Biyolojik Olarak
Pargalanabilir

Nanoyapili Lipit
Tastyicilar

Niozomlar

e Nanoemiilsiyonlar

Nanopartikiiller

Karbon Nanotiipler

Manyetik

Nanopartikiiller

Biyolojik Olarak
Par¢alanabilir/Biyolojik g
Olarak Parcalanmayabilir

Silika Nanopartikiiller

Polimerik
Nanopartikiillen

= Polimerozomlar

Sekil 1.7. Nanopartikiil tiirlerinin sematik gosterimi (Duan vd., 2020).

Modern ve gelismis sentez teknikleri, g¢esitli malzemelerin kullanilmasiyla birlikte
farkli sekil ve boyutlarda ¢ok ¢esitli nanopartikiillerin hazirlanmasma yol agmstir.
Nanopartikiillerin simiflandirilmasi, farkli fiziksel ve/veya kimyasal parametrelere dayali

olabilmektedir. Nanopartikiiller, etkin maddelerin ve tamsal ajanlarin ¢6ziiniirliik, yanlanma



Omrdli, toksisite, farmakokinetik ve biyodagilim gibi parametreleri modifiye ederek eczacilik
alanna yenilik getirmektedir (Fuster vd., 2021).

Nanopartikiiler ilag tagtyict sistemlerin ¢esitli Ustiinlikkleri bulunmaktadir. Bu
istiinliikleri arasindan en 6nemlisi partikiil boyutlar1 ve bu boyutlarin istenildigi sekilde
ayarlanabilmesidir. Etkin bir ila¢ tasiyic1 sistemde partikil biyiikliigii damarlardan
sizmayacak kadar bilyiik, fagositik sistem tarafindan tespit edilemeyecek kadar da kiigiik
olmalidir (Singh ve Lillard, 2009).

Partikiil biiyiikliigindeki farkliliklar sebebiyle ilag tagiyici sistemler viicudun gesitli
doku ve organlarinda birikebilmektedir. Ozellikle kan damarlarinin yapisinda ortaya gikan
bozulmalara ya da ilag tagiyic: partikiillerin komsu dokuya sizarak o bolgede istenilmeyen
etkilerinin olugmasina sebep olabilmektedir. Bu yaklagim pasif hedeflendirme stratejisinden
yararlanilarak geligtirilen nanopartikiil formiilasyonlu etkin maddenin istenilen bolgeye etkili
bir sekilde tasinmasim saglayabilmektedir. Nanopartikiillerin bir difer énemli 6zelligi ise
yiizey modifikasyonuna uygun olmalaridir. Nanopartikiil ylizeyinin ¢esitli hidrofilik ajanlar
ile kaplanmasi ile makrofajlar tarafindan tannarak dolasimdan uzaklastinlmas:
engellenebilmekte ve sistemik dolasimda daha uzun siire kalabilmeleri saglanabilmektedir.
Boylece pasif hedeflendirme etkinligi artinlmaktadir. Ayrica katyonik ya da anyonik ylizey
kaplama maddeleri ile kaplanarak nanopartikiilin yiizey yiikii ayarlanabilmektedir.
Nanopartikiillerin etkin maddenin ¢oziiniirliigiinii arttirmasi, enzimatik ve hidrolitik
pargalanmaya karg1 molekiilii korumas: diger 6nemli 6zelliklerindendir. Tiim bu 6zellikleri
sayesinde nanopartikiiler ilag tagtyici sistemler, konvansiyonel ilag tagiyic sistemlere oranla
hem istenmeyen yan etkiler ortadan kaldirilarak daha giivenilir bir tedavi saglamakta hem de
etkin maddenin biyoyarlanimi artirilacagy igin daha etkili bir tedaviye imkan vermektedirler
(Bilensoy, 2014).

1.3.1. Polimer Bazhi Nanopartikiiler Ilag¢ Tasiyrc1 Sistemler

Polimerik yapili nanopartikiiller son yillarda 6nem kazanan, dogal ya da sentetik yapida
olabilen kolloidal ilag tasiyici sistemlerdir. Polimer bazl: nanopartikiiler ilag tagiyic: sistemler,
kan veya hiicrede etkin maddenin optimum terapétik konsantrasyonunun korunmasi, sik
dozlamanin ortadan kaldirtlmas: ve daha yiiksek hasta uyuncu elde edilmesi gibi geleneksel

ilag tagiyic sistemlere gore gesitli avantajlara sahiptir (Ram Prasad vd., 2017).
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Poli(metil metakrilat) (PMMA), polistiren ve poliakrilatlar polimerik yapihi
nanopartikiiller igin kullamlan ilk polimerlerdir. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda
kullamlan yontemlere bagli olarak nanokiireler veya nanokapsiiller olusmaktadir.
Nanokiireler, etkin maddenin yap1 igerisinde dagildif1 veya yiizeye adsorbe oldugu matris
sistemlerdir. Nanokapsiiller ise, etkin maddenin polimerik bir kabukla ¢evrelendigi ¢ekirdek
(sulu veya yagh) iginde oldugu vezikiiler sistemlerdir (Gagliardi vd., 2021). Nanokiire ve
nanokapsiil yapilar: Sekil 1.8°de goriilmektedir.

NANOKAPSUL

Sekil 1.8. Nanokiire ve nanokapsiil yapilari (Gagliardi vd., 2021).

1.3.2. Kanser Tedavisinde Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Yeri

Gilinlimiizde kanser tedavisi igin aragtirmalar devam etmektedir. Ciinkii kanserli
dokularin tespiti zordur. Bunun yam sira tiimor hiicrelerinde hedeflenilen miktarda etkin
madde miktarma ulagilamayabilmekte ve saghikli hiicrelerinde etkilenme olasilif
bulunmaktadir. Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ile kanser tedavisinde iyi bir

farmakokinetik profil, tiimér hiicrelerinin direk hedeflenmesi, yan etki insidansimmn
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azaltilmasi, etkin maddenin stabilitesini artirmasi, biyoyararlanim profilinin iyilegtirebilmesi
ve dozlama sikhifimn azaltilabilmesi gibi birgok avantaji bulunmaktadir. Bununla birlikte,
zay1f ¢oziiniirliikteki etkin maddelerin enkapsiile edilmeleri ile ¢6ziinme hizlarinin artmast s6z
konusudur. Hedefleme stratejisi ile sajlikli hiicrelerin etkin madde sebebiyle olusan
sitotoksiteden  etkilenmesi  engellenerek  kanser tedavisinin  olumsuz etkileri
hafifletilebilmektedir (Yao vd., 2020).

Spesifik olarak kanser hiicrelerine hedeflenme, normal hiicreleri sitotoksisiteden
korudugu ve terapétik etkinlifi arttirdigt i¢in nanopartikiil ilag tagiyict sistemlere yonelik
onemli bir ozelliktir. Aktif ve pasif olarak ifade edilen iki ¢esit hedeflendirme mekanizmas:
bulunmaktadir. Aktif hedefleme, ligandlar ve reseptérler arasindaki dogrudan etkilegimler
yoluyla spesifik olarak kanser hiicrelerinin hedeflenmesidir. Nanopartikiillerin yiizeyindeki
ligandlar, kanser hiicrelerinin yiizeyinde agin eksprese edilen molekiilleri hedeflemek iizere
segilir ve bu sekilde hedeflenen hiicreleri saglikli hiicrelerden ayirt edilebilmeleri saglanar.
Pasif hedefleme, tiimoriin ve normal dokunun farkli 6zelliklerini kullanan hedefleme
stratejisidir. Pasif hedeflemede, etkin madde terapétik etkinligi i¢in hedef bdlgeye basarili bir
sekilde iletilmektedir. Kanser hiicrelerinin yiiksek oranda gogalmasi, neovaskiilarizasyonu
indiikler ve vaskiiler duvardaki biiyilk g&zenekler, normal damarlara kiyasla tiimér
damarlarimin gegirgenliginin artmasmna yol agmaktadir. Bu dogrultuda, nanopartikiiller tiimér
bélgesi damar agimin artrms gegirgenlik ve tutma etkisi (EPR) ile tiimér dokusuna girig
yapabilmektedirler. Boylelikle pasif hedeflendirmeyle istenilen bélgeye ulagabilmektedirler.
(Yao vd., 2020).

FDA tarafindan, metastatik meme kanseri ve metastatik yumurtalik kanseri i¢in onayh
Doxil, pasif hedeflendirilme mekanizmasi ile gelistirilmis bir nanopartikiiler ilag tagiyic

sistemdir.

1.3.3. Prostat Kanserinde Nanopartikiiler Sistemlerin Yeri

Prostat kanserinin tedavisinde kullamilan nanopartikiillerin {iretimi ve gelistirilmesi igin
son yillarda 6nemli adimlar atilmistir. Yiik, partikiil boyutu, belirli geometri, ligand eki ile
organik ve inorganik nanopartikiillerin sentezindeki gelismeler, kanser bélgesinde daha fazla
biyouyumluluk ve aktif hedefleme temin etmektedir (Barani vd., 2020).
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Yapilan bir ¢alismada, prostat hiicre hatlarinin fototermal tedavisi i¢in Galyum-Altin
yiiklii mezogdzenekli silika nanopargaciklan kullanilmigtir. Bu nanoparcaciklarin etkinligi
(LNCap ve DU145) kanser hiicre dizileri iizerinde incelenmistir. In vitro degerlendirme
verileri fototermal tedavinin prostat kanseri hiicrelerini yok edebildigini etkili bir sekilde
gostermigtir (Gu vd., 2020).

Biyolojik olarak parcalanabilen Dosetaksel yiikli PLGA-PCL ve PLA-PCL
nanopartikiilleri gelistirilmigtir. Prostat kanseri hiicreleri iizerindeki sonuglar inceledigi
zaman, serbest molekiile kiyasla Dosetaksel yiiklii PLGA-PCL nanopartikiillerin daha yiiksek
antiproliferatif aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sanna vd., 2011).

Yapilan bagka bir ¢aliymada, Doksorubisin yiiklii lipozomlar gelistirilmistir. Bu sekilde
etkin madde, sigma reseptorlerini agir1 eksprese eden prostat kanseri hiicrelerine iletilmigtir.
Doksorubisin yiiklii lipozomlarin enjekte edildigi transgenik farelerde nanopartikiiller
toksisiteyi azaltarak tlimér bityiimesinin inhibisyonunu saglamuglardir. Bu ¢alisma ile hem in-
vitro hem de in-vivo ¢alismalarda lipozomlarin prostat kanserini eksprese eden sigma

reseptdrlerine verimli bir sekilde hedefledigini dogrulamigtir (Banerjee vd., 2004).

1.4. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Son yilllarda nanopartikiillerin hazirlanmasinda gesitli polimerlerin kullanim s6z
konusudur (Senel vd., 2014). Polimerik nanopartikiiller hazirlamak igin dogru polimer segimi
¢ok 6nemlidir. Etkin madde ve yardimer maddelerin polimer ile stabilite ve uyumluluk sorunu
formiilasyonun hazirlanmast swrasinda gozlemlenebilmektedir. Polimerler, molekiillerin
konjuge edildigi inert tastyicilar olarakta rol almaktadir. Béylece polimer, etkin maddeyi
hedeflenen bolgeye tasimak igin bir arag olarak degerlendirilebilmektedir (Sur vd., 2019).
Polimerler, hem sentetik hem de dogal olabilmektedir. Dogal kaynaklardan elde edilen
polimerler tarih boyunca kullanilmiglardur. Seliiloz, diger polisakkaritler ve ligninden olusan
keten liflerinin 30.000 yil 6nce kullanildigina dair arkeolojik kamitlar vardir (Wurm ve Weiss,
2014). Sentetik polimerler ise biyopargalanir olan ve biyopargalanir olmayan polimerler olarak

ikiye ayrilir,
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Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin simflandirilmas: asagida yer

almaktadir.

Cizelge 1.1. Nanopartikiillerde kullanilan polimerlerin siniflandiriimast.

Siniflandirma Polimer Ad:
Dogal Polimerler
¢ Kolajen
Protein-Bazli Polimerler ¢ Albumin
e Jelatin
e Agaroz
Polisakkaritler * K?‘“?“ ) .
¢ Hiyaliironik asit
¢ Aljinat
Sentetik Polimerler (Biyopar¢alanir Olan)
. o Poli(laktik asit)
Ol o Poli(glikolik asit)
. ¢ Poli(sebazik asit)
Polianhidritler « Poli(adipik asit)
L ¢ Poli(imino karbonatlar)
I e Poliamino asitler
¢ Polifosfatlar
Fosfor-Bazh Polimerler ¢ Polifosfonatlar
e Polifosfazenler
e Poliiiretanlar
Digerleri e Poliorto esterler
g e Polidihidropiranlar
e Poliasetaller

Sentetik Polimerler (Biyoparc¢alamir Olmayanlar)

¢ Karboksimetil seliiloz
Seliiloz Tiirevleri ¢ Etil seliiloz

o Seliiloz asetat
Silikonlar ¢ Polidimetilsiloksan

- g ¢ Polimetakrilatlar

Alilik Polimerler o Poli(metil metakrilat)

e Polivinil pirolidon
Digerleri o Etil vinil asetat

L ]

Poloksamerler

1.4.1. Caliymamizda Kullanilan Yardimci Maddeler

14.1.1. PLGA
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Poli (laktik-ko-glikolik asit), glikolik asit ve laktik asidin siklik dimerlerinin (1, 4-
dioksan-2, S-dionlar) rastgele halka agma kopolimerizasyonu yoluyla sentezlenen bir
kopolimerdir (Sekil 1.9) (Tabatabaei Mirakabad vd., 2014).

O
O H
HOPH/ }{ﬂ/\o.]'
X Y
O

Sekil 1.9. PLGA kimyasal yapis1 (Koerner vd., 2019).

Poli (laktik-ko-glikolik asit) viicuttan atilabilen, toksik olmayan iiriinlere aynisabilen ve
en iyi karakterize edilmis biyolojik olarak par¢alanabilen kopolimerlerden biridir. (Sekil 1.10)

o o
o) H H* OH |, HO
HO{JH/ Mot = Ho)\( +ON
CH, © CH, o

Sekil 1.10. PLGA’nin hidrolizi (Dinarvand vd., 2011).

Polimerizasyon reaksiyonu sirasinda laktitin glikolide oram degistirilerek farkh PLGA
tiirleri elde edilebilmektedir. Yiiksek glikolik asit igerigine sahip diisiik molekiiler agirliklt
olanlar daha hidrofilik ve amorftur. Dolay1siyla daha kisa bozunma siiresine sahiptirler. PLGA
farkh fizikokimyasal ozellikteki etkin maddelerin enkapsiilasyonu igin tercih edilen
biyopargalanabilir ve biyouyumlu polimerlerden biridir. PLGA hemen hemen her tiirlii
konfigiirasyonda islenebilir ve gesitli molekiilleri enkapsiile etmek igin kullanilabilmektedir.
PLGA polimerleri, tetrahidrofuran, aseton, diklorometan, kloroform ve etil asetat gibi gesitli
ugucu organik ¢dziiciiler i¢inde ¢oziinmektedir. Molekiiler agirhigi, polidispersite indeksi ve
kristallik derecesi gibi fiziksel 6zelliklerin polimerin sigme davranisim, biyolojik bozunma

hizint ve mekanik mukavemetini etkiledigi bilinmektedir (Sharma vd., 2016).
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PLGA, biyolojik olarak par¢alanabilmesi, biyolojik olarak uyumlu olmasi, uygun
biyobozunma kinetigi, mekanik 6zellikleri ve iglenme kolaylig1 nedeniyle FDA tarafindan ilag
tastyici sistemler igin onaylanmg bir polimerdir. Mikropartikiiller, nanopartikiiler, implantlar
ve ¢esitli tibbi cihazlann hazirlanmasi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyobozunur
PLGA nanopartikiiller, DNA'y1 endolizozomlardaki bozunmaya karsi koruma yetenekleri
sayesinde kii¢lik molekiiller, proteinler, peptidler ve son zamanlarda plazmit DNA dahil olmak
iizere farkh terapétik ajanlann siirekli ve hedefe taginmas: aragtirilan temel tagiyicilardandir
(Lii vd., 2009).

1.4.1.2. Polivinil Alkol (PVA)

PVA, (C2H40)n formiilii ile temsil edilen sentetik bir polimerdir. Vinil asetat
polimerinin uzunluguna ve hidroliz derecesine gére PVA farkli molekiiler agirliklarda
(20.000-400.000 g/mol) sentezlenebilmektedir. Kismen veya tamamen hidrolize olma
durumuna gore iki gruba aynilir (Sekil 1.11) (Rivera-Hernandez vd., 2021).

(Kismen Hidrolize) (Tamamen Hidrolize)
CHz—C,H CHz—CIH CHz—ClH
OH |, oH | c};
CHz Im

Sekil 1.11. Polivinil alkoliin kismen hidrolize yapisal formiilii ve tamamen hidrolize yapisal formiilii
(Rivera-Hernandez vd., 2021).

Genel olarak PVA suda ¢oziiniir, etanolde az ¢6ziiniir ve diger organik ¢oziiciilerde
¢bziinmez. Tatsiz ve kokusuzdur. pH, viskozite, erime noktasi, kirtlma indisi gibi 6zellikleri
molekiiler agirhik ve hidroliz yiizdesine baglidir. PVA’nin mekanik 6zellikleri, yiiksek film
olusturma kabiliyeti, toksik olmamas), suda ¢6ziinebilmesi, kanserojen olmamasi,
hidrofilikligi, biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilir olmasi nedeniyle biyomedikal

alaninda en ¢ok kullanilan polimerlerden biridir (Rivera-Hernandez vd., 2021).
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PVA nanopartikiilleri, diisiik maliyetle iiretilebilmeleri ve yiiksek biyouyumluluk
gostermeleri sebebiyle farkli dokularda bulunan kanserli hiicrelerin tedavisi igin uygun ilag
tagtyici sistemler olarak kabul edilmektedir. Ornegin, Yallapu vd. (2010), kurkuminin kanser
tedavisinde uygulanabilirligini gelistirmek i¢in nanoprespitasyon teknifini kullanarak
poli(vinil alkol) ve poli(L-lizin) (PVA ve PLL) stabilizatérlerinin varhgmda PLGA
nanopartikiillerini gelistirmiglerdir. Bu ¢aligmada nanopartikiiller, serbest kurkumin ile
karsilagtinldiginda sirasiyla sisplatine direngli A2780CP yumurtalik ve metastatik MDA-MB-
231 meme kanseri hiicrelerinde gergeklestirilen hiicresel tutulumda iki ve alti kat artig

gostermisgtir,

1.4.1.3 Poloksamer 188

Poloksamer 188, Pluronic F68 ticari ad1 ile ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis triblok kopolimer yapisindaki bir yiizey aktif maddedir. Formulii C¢Hi30; ve
molekiil agirligi 162.23 g/mol’diir. Farkl yapisal sekilleri bulunan poloksamerin, farmasdtik
uygulamalar i¢in en gok tercih edileni Poloksamer 188°dir. Etkin maddelerin biyoyararlanim
profillerinin gelistirilmesinde ve nanoboyutlu ilag tagiyic sistemlerin olusturulmasinda da
onemli bir role sahiptir. Poloksamer 188, bir yiizey etken madde olarak yapay kan
¢ozeltilerinde, okiiler formiilasyonlarin ve kati dispersiyonlarin hazirlanmasinda éncelikle
tercih edilmektedir (de Francisco vd., 2019).

Yapilan bir ¢alismada FDA tarafindan onayli yardimci maddeler olan Dextran 70,000
ve Poloksamer 188 ile dizayn edilmis selenyum nanopartikiillerin sentezi i¢in bir oksidasyon-
indirgeme yontemi kullanmzs ve nanopartikiilllerin anti-tiimér aktiviteleri degerlendirilmistir.
Yapilan ¢aligmalar, Dextran 70,000 ve Poloksamer 188'in selenyum nanopartikiillerinin
stabilitesini 6nemli olglide arttirdifim gostermistir. Dondurularak kurutulmus Poloksamer
188-Selenyum nanopartikiillerinin ve dondurularak kurutulmus Dextran 70,000-Selenyum
nanopartikiillerinin partikiil boyutu, alt1 ay boyunca 4°C'de stabil kalmistir. Dextran 70,000-
Selenyum nanopartikiillerinin ve Poloksamer 188-Selenyum nanopartikiillerinin,
mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak ve reaktif oksijen tiirleri i¢erifini artirarak
HepG?2 hiicreleri lizerinde apoptozu indiiklemiglerdir (Wang vd., 2022).

1.5. Polimerik Nanopartikiilleri Hazirlama Yontemleri
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Polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda farkl: yontemler kullamlmaktadir.
Asagida yer alan ifadeler yontemin belirlenmesi i¢in dikkate alinan kriterlerdir.
e Etkin madde yiikleme etkinliginin yiiksek olmasi
e  Organik ¢oziicii miktarinin en az indirgenmesi
o  Olgek biiyiitme igleminin rahatlikla gergeklestirebilmesi

¢ Final iiriiniin hedeflenilen kalite standartlarinda {iretiminin saglanmasi

Yukarida ifade edilen kriterler disinda; etkin madde ve yardimci maddelerin
fizikokimyasal Ozellikleri, polimerlerin $zellikleri ve ortam kosullan da dikkat edilmesi

gereken parametrelerdir.

Nanopartikiillerin hazirlanmas1 genellikle iki temel adim icermektedir. Emiilsifiye
edilmig bir sistemin hazirlanmas: birinci adima karsihk gelirken, siirecin ikinci adiminda
nanopartikiiller olugturulur. Bu ikinci adim, polimerin gokmesi, jellesmesi veya monomerlerin
polimerizasyonu ile elde edilmektedir. Genelde bu ikinci adimm prensibi yénteme adim
vermektedir. Birkag durumda nanopartikiiller baglangigta emiilsifiye edilmis sistemle aym
zamanda olusmaktadir. Uygun emiilsifiye edilmis sistemler emiilsiyonlar, nano emiilsiyonlar
ve mikro emiilsiyonlar olabilir. Diger birkag yontemde nanopartikiillerin elde edilmesinden

dnce bir emiilsiyonun hazirlanmasina gerek yoktur (Vauthier ve Bouchemal, 2009).

Polimerik nanopartikiillerin hazirlanma yéntemleri Sekil 1.12°de yer almaktadir.

Polimerik Nanopartikillerin Hazirlanma

Yontemleri

Sekil 1.12. Polimerik nanopartikiillerin hazirlanma yéntemleri.
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1.5.1. Nanoprespitasyon Yontemi

Bu yéntem ilk olarak Fessi ve arkadaslan tarafindan geligtirilmigtir. Yontemin prensibi
ise organik ¢oOziicliniin lipofilik yapidaki gézeltiden sulu faza yer degistirmesini takiben
polimerin ara yiizeyde ¢Gkelmesidir. Polimer, yarn polar ve su ile karigabilen bir ¢dziiclide
¢oziilmektedir. Bu ¢6zelti, sulu bir ¢ozeltiye karigtirma iglemi sirasinda (damla damla) ya da
kontrollii ekleme islemi ile kademeli olarak eklenmektedir (Salatin vd., 2017). Céziicii,
nanodamlaciklar aracihifiyla digsar1 yayilirken, polimer nanokapsiiller veya nanokiireler
bigiminde ¢okelmektedir. Bu iiretim prosesinde genel olarak organik faz sulu faza
eklenmektedir (Rivas vd., 2017). Bu yontemde, yiizey aktif maddeler kolloidal yapidaki
slispansiyonun stabilitesini giivence altina almak igin siirece dahil edilmekte olup nanopartikiil
yapinin olugumu i¢in zorunlu degildir. Elde edilen nanopartikiiller iyi tammlanms bir partikiil
boyutu ve dar bir boyut dagilim ile karakterize edilmektedir (Bilati vd., 2005).

Bu ydntem yaklagik 100-200 nm boyutlara sahip polimerik nanopartikiillerin
hazirlanmasi igin tercih edilmektedir. Sekil 1.13’te yéntemin iiretim basamaklarnin sematik

gosterimi yer almaktadir,

Organik Cozel
Polimer + Etken Madde

Coziich
Buharlagmast

Sulu Cozelt
Su + Strfaktan

Sekil 1.13. Nanoprespitasyon tekniginin sematik gdsterimi (Zielinska vd., 2020).
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Bu yontemin etkinligini belirleyen faktorler arasinda organik fazin su fazina ilave
edilme hiz1 ve ilave edilme sekli, sulu fazin kangtinlma hizi, organik ve su fazlarin birbirine
oranlarn, polimer ile etkin maddenin birbirine oranlarn ve yiizey etkin madde konsantrasyonu
yer almaktadir (Rao ve Geckeler, 2011).

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda kullamlan diger yontemlere gore, daha basit olmas:
ve tekrarlanabilir bir yontem olmasi nedeniyle tez g¢aligmamizda bizde nanopartikiil

formiilasyonlarinin hazirlanmas: i¢in bu yontemi tercih ettik.

1.6. Pitavastatin

Pitavastatin, Japonya'da Nissan Chemical Industries tarafindan kesfedilmis ve
Tokyo'daki Kowa Pharmaceuticals tarafindan geligtirilmis bir molekiildiir (Mukhtar vd.,
2005). FDA tarafindan 2009 yilinda onaylanmistir.

1.6.1 Pitavastatinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Pitavastatin, kimyasal okunusu (+)-Monokalsiyum bis(3R,5S,6E)-7-[2-siklopropil-4-(4-
fluorofenil)-3-kinolil]-3,5-dihidroksi-6-heptenoat (C50H46CaF2N208) olan kolesterol
sentezinin ilk adimmm katalize eden HMG-CoA rediiktaz enziminin bir inhibitoriidiir.
Pitavastatinin molekiiler agirhigi 421,5 gram/mol’diir. Kokusuz ve beyazdan soluk sarrya
degisen renkte bir toz halinde bulunur. Piridin, kloroform, seyreltik hidroklorik asit ve
tetrahidrofuranda serbestge ¢oziiniir. Etilen glikolde ¢6ziiniir, metanolde az ¢dziiniir. Suda

veya etanolde ise ¢ok az ¢6ziiniir (Sekil 1.14) (Kajinami vd., 2003).

Ca?*

Sekil 1.14. Pitavastatin kimyasal yapis1 (Kajinami vd., 2003).
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1.6.2. Pitavastatinin Farmakolojik Ozellikleri

Pitavastatin, primer hiperlipidemi veya kangik dislipidemili yetiskin hastalarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Genellikle tedaviye 1 mg ile baglanilmakta olup tedavi amaci ve
hastanin tedaviye verdigi yamt dogrultusunda kigisellestirilmelidir. Giinde ahinacak
maksimum doz ise 4 mg olmahdir. Miyalji, klinik deneylerde Pitavastatine bagh advers
reaksiyonlar arasinda en sik goriilen durumdur. Bunun yam sira kabizlik, ishal, dispepsi ve
bulanti daha az siklikta karsilagilan advers reaksiyonlardir. Pitavastatinin emilimi ve

biyoyararlanimi Serivastatin ve Simvastatine benzer sekilde gidalardan etkilenmemektedir.

1.6.3. Pitavastatinin Farmakokinetik Ozellikleri ve Biyoyarlanim

Pitavastatin, diger birgok statin gibi aktif b-hidroksi asit formunun kalsiyum tuzu olarak
uygulamir. Tiim statinlerde oldugu gibi hedef enzim HMG-CoA rediiktazin aktif bélgesine
baglanan kisim olan dihidroksi heptenoik asit yan zincirinden olugur. Ancak diger statinlerden
farkli olarak siklopropil grubu da tagir. Ticari olarak temin edilebilen statinler arasinda, log
P'si (N-oktanol/su bolme katsayis1) 1.49 olan Pitavastatin, en hidrofilik olan Pravastatin (-
0.84) ile karsilagtinldiginda orta derecede lipofilik bir etkin maddedir (Mukhtar vd., 2005).

Pitavastatin, ag1z yoluyla uygulamadan 1 saat sonra doruk plazma konsantrasyonlarina
ulagmaktadir. Hem Creks hem de AUC-inf, tekli pitavastatin dozlan igin giinde bir kez 1
mg'dan 24 mg'a yaklasik olarak doz ile orantili olarak artmaktadir. Pitavastatinin mutlak
biyoyararlanimi %51'dir. Yapilan ¢aligmalarda, Pitavastatinin absorbsiyonu Atorvastatin,
Lovastatin ve Pravastatin’e gore daha iyi bir emilim sergiler iken; Fluvastatin ve
Serivastatinden’e gore ise daha diisiik bir emilim sergilemektedir. Pitavastatin, plazma
proteinlerine 6zellikle alblimin veya al-asit glikoproteine yiiksek oranda baglanir ve bu da
yiiksek protein baglanma oranlarmna neden olmaktadir. Pitavastatinin siganlar kullanilarak
dokulara dagilim incelenmistir. Bu aragtirma, tiim viicut otoradyografisi veya doku
&meklerinde radyoaktivitenin Slgiilmesi ile gerceklestirilmistir. Radyo isaretli Pitavastatinin
tek oral doz uygulamasindan sonra, siganlarda hizla ve genig capta dagilim gosterdigi ve en

yliksek seviyesine karacigerde ulastigi tespit edilmistir (Mukhtar vd., 2005).
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1.6.4. Pitavastatinin Metabolizma ve Eliminasyonu

Pitavastatin = metabolizmasinin  ana  hatt, karacifer iiridin  5'-difosfat
glukuronosiltransferaz (UGT) aracihiiyla glukuronidasyon ve sonrasinda Pitavastatin lakton
olusumudur. CYP enzimi ile minimum diizeyde metabolize olmakta olup, g¢ogunlukla
CYP2C9 ve az miktarda CYP2C8 ile metabolize olmaktadir. Plazmadaki ana metabolit,
UGT'ler (UGT1A1, UGT1A3, UGT2B7) tarafindan ester tipi Pitavastatin glukuronid
konjugati aracilifiyla olugturulan laktondur.

Cesitli hayvan tiirlerinde (sigan, tavsan, kdpek, maymun ve insan) yapilan
¢aligmalarda, intravenéz uygulamadan sonra Pitavastatin ii¢ kat yilksek diizeyde elimine
olmustur. Uygulama yoluna bakilmaksizin kopeklerde, siganlarda, tavsanlarda ve
maymunlarda Pitavastatin i¢in yaklagik 4 ile 5.3 saatlik bir eliminasyon yar1 émiir rapor
edilmistir. Ancak saglikli insan géniilliilerde yapilan ¢aligmalarda Pitavastatin ve laktonunun
enterohepatik dolasiminin dogrudan bir sonucu olan 11 saatlik daha uzun bir terminal
eliminasyon yar1 6miir belirlenmistir. Bu dogrultuda, insanda Pitavastatinin uzun etkili bir
HMG-CoA rediiktaz inhibitrii olabilecegi degerlendirilmigtir (Mukhtar vd., 2005).

Pitavastatin Pitavastatin-Ester-GLU
OH OH O =’ O OH OH O

OH  yeTial O oGl
UGTIA3
v,

UGT2B7

/‘“' ik asit k

Pitavastatin Lakton

Sekil 1.15. Pitavastatin metabolizmas) (Mukhtar vd., 2005).

1.6.5. Pitavastatinin Antikanser Etkinligi
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Pitavastatin molekiiliiniin kolesterol tedavisinde &nemli bir rol oynamasi, bilim
camiasinda bu molekiile dair yeni aragtirmalarin yapilmasina neden olmugtur. You vd. (2016)
yaptiklan bir ¢alismada, Pitavastatinin karaciger kanseri Huh-7 hiicrelerini ve SMMC7721
hiicrelerini zamana bagl ve doza bagh bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir. Pitavastatin,
karaciger kanseri hiicrelerinin biiyiimesini ve koloni olusumunu énemli dlgiide engelledigi

tespit edilmistir.

Pitavastatinin insan oral kanser hiicreleri (SCC4 ve SCC15) ve kolon kanseri hiicreleri
(HT29, HCT116 ve SWA480) iizerindeki antikanser etkinlifini degerlendirmek i¢in hiicre
canlilifn testi yapilmistir. Hiicrelerin, Pitavastatin ile tedavisi sonucunda test edilen kanser
hiicre dizileri arasinda oral kanser hiicresi SCC15 ve kolon kanseri hiicresi SW480'de hiicre
canhlifinin nemli lglide azaldif: belirlenmistir (Jeong vd., 2022). Pitavastatinin hedefi olan
HMGCR’1n, incelenen tiim yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda agin eksprese edildigi ve
yumurtalik kanserinde yaygin olarak degistirilen bir gen olan mutasyona ugramgs TP53
tarafindan yukan regiile edildigi bulunmugtur. Pitavastatin kaynakli apoptoz, HMGCR
yolunun tiriinleri olan geranilgeraniol ve mevalonat tarafindan bloke edilmis ve Pitavastatinin

HMGCR'yi inhibe ederek hiicre 6liimiine neden oldugunu dogrulamigtir (de Volf vd., 2017).

Yapilan bagka bir ¢alijmada, MCF7 meme kanseri hiicrelerinde Doksorubisin ve
Pitavastatinin kombine tedavisinin antikanser aktivitesi aragtinlmistir. Kombine Doksorubisin
ve Pitavastatin tedavisinin sinerjistik sitotoksisite ve hiicre 6liimii sagladifs gdzlenmistir
(Aliwaini vd., 2020).

Bu tezin amacy, gesitli kanser tiirleri iizerinde kemopreventif etkinligi kamtlanms bir
statin grubu etkin madde olan Pitavastatin molekiiliiniin polimerik nanopartikiiler ilag tagiyici
sistemlerinin gelistirilmesi ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif
etkinliginin tayin edilmesidir. Bu kapsamda hazirlanan polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarn in-vitro 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla etkin madde yiikleme etkinligi,
partikiil biiyiikliigii ve biiyiiklik dagilim, yiizey yiikii, morfolojik 6zellikleri, etkin madde-
yardimer madde etkilesimi ve in-vitro etkin madde agiga ¢ikis tayini gerceklestirilmisgtir.
Hazirlanan Pitavastatin  yiiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonu ile
antiproliferatif etkinliginin belirlenebilmesi amactyla hiicre kiiltiirii ¢alismalan da
gergeklestirilmigtir,
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Geregler

Tez galigmas: kapsaminda yapilan literatiir aragtirmalan dogrultusunda prostat kanseri
tedavisine yonelik Pitavastatin igeren polimerik nanopartikiller ilag tasiyic1 sistem
formiilasyonlarinin olugturulabilmesi i¢in kullanilan tiim geregler ve temin edildikleri kurum,

firma, yer ile marka bilgileri Bolim 2.1.1 ve Béliim 2.1.2° de verilmistir.

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pitavastatin Nobel Ilag Sanayi ve Ticaret A.S., Tiirkiye
Asetik Asit Merck, Almanya

Sodyum Asetat (TS) Merck, Almanya

PLGA (50:50) (MA:40-75 kDa) Sigma-Aldrich, Almanya

Poloksamer 188 Sigma-Aldrich, Almanya

PVA (87-89%) Sigma-Aldrich, Almanya

Aseton Merck, Almanya

Asetonitril Sigma-Aldrich, Almanya

Disodyum Hidrojen Fosfat Merck, Almanya

Potasyum Dihidrojen Fosfat

Merck, Almanya

Sodyum Kloriir Merck, Almanya

Sodyum Hidroksit Merck, Almanya

Tween 20 Merck, Almanya

Diyaliz Membran Sigma-Aldrich, Almanya

PC-3 Hiicre Hatt1 ATCC, Almanya

L-glutamin Sigma-Aldrich, ABD

Fetal s1g1r serumu FBS, Gibco, Thermo Scientific, ABD
Penisilin-Streptomisin Gibco, Thermo Scientific, ABD
RPMI Besiyeri Gibco, Thermo Scientific, ABD
Tripan Mavisi Sigma-Aldrich, ABD

Tripsin/EDTA Cozeltisi Gibco, Thermo Scientific, ABD
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CCKS8 Boyasi

PBS

Paraformaldehit

Akridin oranj/Propidyum Iyodiir

RayBiotech, ABD

Gibco, Thermo Scientific, ABD
Sigma Aldrich, ABD

Sigma Aldrich, ABD

2.1.2. Kullamlan Aletler ve Malzemeler

Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi

(HPLC)
Partikiil Biiyiikliigli Tayin Cihazi

Hassas Terazi

Yiiksek Devirli Santrifiij
Galkalayici Inkiibator
Manyetik Karistirict
Liyofilizator

pH Metre

Ultrasonik Banyo

iklim Dolab:

Taramali Elektron Mikroskobu
Diferansiyel Tarama Kalorimetresi
Hiicre Kiiltiirii Kabini

Hiicre Sayim Cihaz1

ELISA Cihaz1

Gériintiileme Cihazi

Hiicre Canlilik Degerlendirme Cihazi
Santrifiij

Etiiv

Vorteks

2.2. Yontem

Shimadzu Corporation, Japonya

ZetaSizer Nano ZS, Malvern Inst. Ltd.,
Ingiltere

Mettler Toledo S-20K, Isvigre
Sigma 3K 15, Almanya

Jeio Tech SI-300, Jeio Tech Co. Ltd., Kore
Stuart SB 162-3, Ingiltere

Christ Gamma 2-16 LSC, Almanya
Mettler Toledo S-20K, Isvicre
Ultrasonic LC30, Almanya

Niive, Tiirkiye

FEI Nova NanoSem 430, Japonya
Shimadzu DSC-60, Japonya
Sanyo, Almanya

Countless II, Invitrogen, ABD
Allsheng, Cin

EVOS FL Cell Imaging System,
Thermo Fisher Scientific, ABD
GraphPad Prism 8, La Jolla, ABD
Sigma-Aldrich USA

Thermo Scientific, USA

Holten, Almanya
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2.2.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Etkin Maddenin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

DSC, formiilasyonda yer alan etkin ve yardimci maddelerin 1s1 ile maruziyetindeki

davranisim incelemek igin kullanilan bir analitik tekniktir. Calismamizda yer alan Pitavastatin

etkin maddesinden 1,5 mg tartilmigtir. Kapakl bir aliiminyum pan igine oturtulmus ve 300 °C
stcaklik aralifinda 50 °C/dakika hizda 1sitilarak termogramlar elde edilmistir.

2.2.2. Etkin Maddenin Kalibrasyonu ve Analitik Validasyon

Pitavastatin’in miktar tayini i¢in geligtirilen yontem Japon Farmakopesi (JP) 18 referans

alinarak agagida Cizelge 2.1°de yer alan detaylar dogrultusunda gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.1, Pitavastatinin kalibrasyon ve analitik validasyonu.

Sistem: Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)
Kolon: C18, 150 x 4,6 mm, 5p veya esdegeri

Kolon Sicakhgi: 25°C

Akis Hizi: 1 mL/dakika

Dalga Boyu: 245 nm

Injeksiyon Hacmi: 20 pL

Kromatografi Siiresi: 30 dakika

Kalibrasyon Noktalari:

0,125 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5 pg/ml,
5 pg/ml, 10pg/ml

10 mL seyreltik asetik asit 1000 mL’ye saf su ile tamamlanir.

Mobil faz A: Bu ¢o6zeltinin 800 mL'sine seyreltilmis sodyum asetat TS
(1/100 oramnda) eklenerek pH" 3,8'e ayarlanir.
Asetonitril

Mobil faz B:

Mobil faz A: Mobil faz B (60:40)
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Cizelge 2.1. Devam

Coziicii: 400 ml Saf su igerisine 600 ml asetonitril eklenir.

50 mI’lik balon jojeye 5 mg Pitavastatin tartilir, 50 ml ¢dziicti

eklenir. 1 dk sonike edildikten sonra belirlenmig olan hacme

Standart Cozeltisi: . . )
¢oziicii ile seyreltilir. Bu ¢ozeltiden 1.0 ml aliir, 100 ml’ye
¢oziicil ile seyreltilir.
Hazirlanan ¢ozeltiler sisteme enjekte edilir. Standart
Islem: ¢ozeltisinin ardigik yapilan 6 enjeksiyonuna ait sonuglarin %

bagil standart sapmasi (BSS) 2.0°den fazla olmamalidir,

2.2.2.1 Etkin Maddenin HPLC Kullanmilarak Kalibrasyonuna Yénelik
Analitik Validasyon Caligmalar

Pitavastatin etkin maddesine ait miktar tayininde kullanilacak olan yontemin validasyon
caliymasinda agagida yer alan parametreler incelenmigtir.(Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. Pitavastatinin analitik validasyon ¢aligmasi i¢in kullanilan parametreler.

Yoéntem Parametreler
e Segicilik

¢ Sistem Uygunlugu
e Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Miktar Tayini Yontemi
e Teshis&Tayin Limiti (LOD&LOQ)
e Dogrusallik ve Aralif
e Dogruluk (% Geri kazanim)
2.2.2.1.1. Segicilik

Bu parametre, analizi yapilan maddenin numunede yer alan veya alabilecek diger
maddelerin varlifindan etkilenmedigini kamtlamaktir, Bu amagla; etkin madde igeren
nanopattikiil ile etkin madde igermeyen nanopartikiil sisteme enjekte edilerek 245 nm dalga
boyunda elde edilen kromotogramlar: incelenmisgtir.
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2.2.2.1.2, Sistem Uygunlugu

Bu parametre yapilacak olan analizler igin sistemin uygun oldugunu kamtlamak icin
yapilmaktadir. Bu dogrultuda ardisik enjeksiyonlara ait pik alanlar arasindaki BSS degerinin
%2’den kiigiik olup olmadi1 incelenmistir.

2.2,2,1.3. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Bu parametre birbiri ardina yapilan 6l¢iimler arasindaki benzerligi ifade eder. % BSS ve
standart sapma katsayilariyla degerlendirilir (Sengel-Tiirk, 2009). Hazirlanan ¢dzeltinin ards
ardina 6 enjeksiyonundaki veriler ile test edilmektedir. Herbiri sisteme, aym1 ¢aligma
sartlarinda kisa zaman araliginda enjekte edilmektedir. Bu dogrultuda, pik alanlar1 ve

alikonma zamanlan arasindaki BSS’nin maksimum % 2 olup olmadig1 incelenmistir.

2.2.2.1.4. Teshis limiti (LOD) & Tayin limiti (LOQ)

Bu parametrede yer alan LOD ve LOQ degerleri, sinyal/giiriiltii oramina gdre
hesaplanmaktadir. Bu amagla hazirlanan etkin madde belirli konsantrasyonlarda seyreltilerek
gelen piklerin sinyal/giiriiltii oranlar1 gozlenmektedir. Tespit edilen seviyelerde hazirlanan
LOQ ¢obzeltileri ardisik sekilde enjekte edilerek BSS degerleri belirlenmektedir. LOD
¢Ozeltisinin enjeksiyonundan elde edilen S/N oranimin yaklagik 3 oraninda olmasi LOD

seviyesinin dogrulugunu géstermektedir.

2.2.2.1.5. Dogrusallik ve Aralii

Bu parametre ile incelenen 6rekte yer alan etkin madde derigimi ve deney sonuglarinin
arasindaki orant1 tespit edilir. Segilen bir aralikta numunedeki etkin madde miktan ve elde
edilen cevap arasindaki iliskiyi saptamak amaciyla lineer regresyon analizi yapilir.
Dogrusallik aralify; aragtinlan etkin maddenin bulundugu alt ve iist sumrlar igerisindeki
miktarinin kesinlik, dogruluk ve dogrusallik bakimindan incelendigi arahktir (Sengel-Tiirk,
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2009). Bu dogrultuda,etkin maddenin 0,125 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,50 pg/ml, 1 pg/ml, 2,5
pg/ml, 5 pg/ml ve 10 pg/ml galigma konsantrasyonlarinda standart ¢6zeltileri hazirlanmugtir.
Hazirlanan ¢dzeltiler enjekte edilmistir. Konsantrasyonlara karsilik elde edilen alanlar grafige
gecirildiginde elde edilen efriye ait egim, kesisim degeri ve korelasyon Kkatsayisi

hesaplanmugtir.

2.2.2.1.6. Dogruluk

Bu parametre elde edilen deneysel sonuglarin gergek degerlere ne oranda yaklagildiga
hakkinda bilgi verir. Segilen analitik yontemin hatasizhifinin 6lgiistidiir (Sengel-Tiirk, 2009).
Bu dogrultuda, etkin maddenin 0,50 pg/ml, 2,5 pg/ml ve 5 pug/ml ¢alisma
konsantrasyonlarinda ¢o6zeltileri hazirlanmigtir. Elde edilen alan verileri yardimiyla ortalama
% geri kazamm ve standart sapma (SS) verileri kullamlarak ydntemin dogrulugu

kanitlanmigtir,

2.2.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Caliymalari

2.2.3.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Hazirlanmas:

Yapilan aragtirmalar ve degerlendirmeler sonucunda hazirlanacak formiilasyonlar igin
nanopresipitasyon yonteminin kullanilmas: kararlagtirilmigtir. Bu dogrultuda 20 adet farkh
formiilasyon tasarlanmistir. Tasarlanan formiilasyonlarda yer alan etkin madde (Pitavastatin)
ve diger bilesenler (Polikaprolakton, PLGA, Poloxomer 188 veya PVA) belirlenen miktarlarda
hassas terazide tartilmigtir. Tartim igleminin tamamlanmasi ile organik fazi olusturan
Pitavastatin ve Polikaprolakton ya da PLGA sabit hizli kangtiric1 iizerinde aseton i¢inde
¢Oziinmiistiir. Sulu fazi olugturan Poloksamer 188 ya da PVA ise sabit hizli karigtiric: {izerinde
su i¢inde ¢dziinmiistiir. Olusan organik faz otomatik pipet yardimiyla su fazina damla damla
ilave edilmistir. Disperse haldeki yap1 manyetik karigtiric: iizerinde 600 rpm sabit hizda oda
sicaklifinda 24 saat boyunca kanstinlarak asetonun buharlastirilmas: saglanmigtir. Siispande
haldeki nanopartikiiller 6nce 30.000 rpm Mizda 4°C sicakhikta 60 dakika siire ile
santrifiijlenmistir. Sonrasinda yikama iglemi yapilarak 30 dakika daha santrifiijlenmistir.
Tekrar yikama islemi yapilmasinin ardinda 48 saat siireyle liyofilize edilerek kuru toz halde

saklanmigtir. Formiilasyon igerikleri Cizelge 2.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 2.3. Nanoprespitasyon teknigi kullanilarak hazirlanan formiilasyon denemeleri.

Etkin Madde Etkin Madde
(Pitavastatin) / (Pitavastatin) / Poloksamer 188 PVA
Formiil Aseton | Distile su
. Polimer Oram Polimer Oram % Oran1 % Oram (aal) (enl)
(Polikaprolakton) (PLGA) (mg/ml) (mg/ml)
(mg)/(mg) (mg)/(mg)
F1 - 1:5 %1 - 10 30
F2 - 1:5 %2 - 10 30
F3 - 1:5 %3 - 10 30
F4 - 1:10 %1 - 10 30
F5 - 1:10 %2 - 10 30
F6 - 1:10 %3 - 10 30
F7 - 1:15 %1 - 10 30
F8 - 1:15 %2 - 10 30
F9 - 1:15 %3 - 10 30
F10 - 1:5 - %1 10 30
Fl1 - 1:5 - %2 10 30
F12 - 1:5 - %3 10 30
F13 - 1:10 - %1 10 30
F14 - 1:10 - %2 10 30
F15 - 1:10 - %3 10 30
F16 - 1:15 - %1 10 30
F17 - 1:15 - %2 10 30
F18 - 1:15 - %3 10 30
F19* 1:10 - %2 - 10 30
F20* 1:10 - - %2 10 30

*Nanopartikiil elde edilememigtir.

2.2.4. Nanopartikiil Formiilasyonlan Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.4.1 Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Biiyiikliik Dagihm (PDI)

Tayini

Nanopartikiiler ilag tagiyici sistemler igin partikiil bilyiikliigli ve PDI tayini énemli bir

parametredir. Ciinkii gelistirilen nanopartikiiler yapmnin hiicre igine girigi ve hiicre igine girisi

sonrast olusturdugu biyolojik yanitta partikiil biiyiikliigii ve PDI kritik bir etmen olarak

degerlendirilmektedir. Bu dogrultuda hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin
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partikiil biiyiikliikleri ve PDI degerleri incelenmistir. Hazirlanan polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarinda partikiil biiyiikliigii tayin islemleri i¢in foton korelasyon spektroskopisi
cihaz1 kullamlmigtir. Bu analiz elde edilen biitiin nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in ard arda

ii¢ 6l¢lim yapilarak tekrarlanmustir.

2.2.4.2. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinliginin Tayini

Hazirlanan polimerik nanopartikiil formiilasyonlarina yiiklenen Pitavastatin miktarinin
belirlenmesi amaciyla indirekt yontem kullanilmigtir. Bu amagla ultrasantrifiij igleminden
sonra elde edilen siipernatant uygun oranda seyreltildikten sonra HPLC’de okunmustur.
Polimerik nanopartikiillere yiiklenen Pitavastatinin enkapsiilasyon etkinligi agagida yer alan
formiil kullanilarak hesaplanmigtir (Sengel-Tiirk vd., 2021).

% Enkapsiilasyon Etklnllgl = (Wtoplam pitavastatin = Waerbest pitavastatin/ Wtoplam pitavastatin ) X100

2.2.4.3. Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analizi

Nanopartikiiler ilag tagtyic: sistemler igin zeta potansiyel tayini Snemli bir parametredir.
Ciinkii hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri ile yiizey yiiki, stabilitesi ve hiicre
zari ile olan etkilesimi hakkinda degerlendirme yapilabilmektedir. Zeta potansiyeli —10 ila+10
mYV arasinda olan nanopartikiiller nétr olarak kabul edilirken, zeta potansiyeli +30 mV'den
biiyiik veya —30 mV'den diisiik olan nanopartikiiller sirasiyla giiclii katyonik ve giiglii anyonik
olarak kabul edilir. Cogu hiicre zan negatif yiiklii oldugundan, zeta potansiyeli bir
nanopartikiilin hiicre zarlarmdan gegebilme egilimini etkileyebilir; katyonik yapili
nanopartikiiller genellikle hiicre duvar1 bozulmasiyla iligkili olarak daha fazla toksisite
sergileyebilir (Clogston ve Patri, 2011). Hazirlanan polimerik nanopartikiil
formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerlerinin 6l¢iilmesinde Zetasizer Nano Series (Nano-
ZS) (Malvern Inst., Ingiltere) cihaz1 kullanilmistir. Bu amagla uygun sekilde disperse edilen
polimerik nanopartikiil formiilasyonlar1 zeta potansiyel 6l¢iim kiivetine konulmugtur ve her

bir 6l¢iim ii¢ kere tekrarlanmigtir,

2.2.4.4. In Vitro Etkin Madde Aqi3a Cikis Hizi Tayini
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Geligtirilen polimerik nanopartikiil formiilasyonlanindan Pitavastatinin agia g¢ikis
profilinin tayin edilmesi amaciyla statik bir yontem olan diyaliz membran teknigi
uygulanmustir. Prostat tedavisine yonelik olarak gelistirilen nano boyutlu ilag tasiyica
sistemlerde gerceklestirilen in-vitro etkin madde salim hizi ¢aligmalan kullamlan ortam
agisindan irdelendiginde pH 7.4 fosfat tampon ortamimin kullamldig1 belirlenmistir (Sengel-
Turk vd., 2022). Bu kapsamda polimerik nanopartikiil formiilasyonlarinin in-vitro etkin madde
agifa ¢ikis profillerinin incelenmesinde bu tampon ortaminin kullamlmas: karari alinmgtir.
Nanopartikiil dispersiyonlar1 molekiiler biiyiikliigii 12.000 Da olan diyaliz membranlarin igine
yerlestirildikten sonra membranlar 100 m1’lik 37°C tampon ortami igine alinmigtir, Hazirlanan
sistemler 100 rpm donii hizinda inkiibatorlii ¢alkalayici da inkiibe edilmistir ve nceden
belirlenen zaman araliklarinda (1, 2, 4, 6, 24, 48,72, 96, 120, 144 ve168. saat) 6rnek almarak
acifa ¢ikan Pitavastatin miktar1 HPLC’de analiz edilmigtir (n=3) (Avgoustakis vd., 2002;
Gryparis vd., 2007; Mukerjee ve Vishwanatha, 2009).

Tez ¢alismas: siiresince nanopresipitasyon yontemi ile elde edilen gesitli nanopartikiil
formiilasyonlar arasindan enkapstilasyon etkinligi en yiiksek olan ve partikiil boyutu ile PDI
degeri en diigik olan F10 kodlu formiilasyon optimum gereklilikleri saglamigtir. Bu
dogrultuda DSC analizi, morfolojik inceleme, stabilite ¢aligmalar ve hiicre kiiltiirii caligmalan

F10 kodlu optimum formiilasyon {izerinde gergeklestirilmistir.

2.2.4.5. Nanopartikiillerin Etkin Madde Salim Kinetiginin Incelenmesi

Nanopartikiil formiilasyonlarinda etkin maddenin salim kinetiginin belirlenebilmesi
i¢in ¢oziinme zi deneyleri sonucunda optimum nanopartikiilden birim zamanda agi1ga ¢ikan
etkin madde miktar1 hesaplanmis ve ¢dziinme hiz1 kinetiklerinden hangi kinetik modele

uydugu SPPS 20 paket programi kullanilarak saptanmigtir.

2.2.4.6. Nanopartikiillerin DSC Analizi

Pitavastatin yiliklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonundaki olas1 etkin
madde ile yardimci madde etkilesimlerinin saptanabilmesi ve ayrica etkin maddenin polimerik

matris yapis1 igindeki fiziksel durumunun belirlenebilmesi igin DSC analizi yapilmistir. Bu
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dogrultuda saf etkin madde, etkin madde igeren ve igermeyen optimum nanopartikiil
formiilasyonu hassas bir gekilde tartilmis ve kapakli aliiminyum pan igine yerlestirilmigtir.
250°C sicaklik aralifinda 5°C/dk hizda 1sitilarak DSC termogramlan elde edilmistir.

2.2.4.7. Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Nanopresipitasyon yontemi ile hazirlanan optimum polimerik nanopartikiil
formiilasyonunun sekil ve yiizey morfolojisinin incelenmesi amaciyla Taramali Elektron
Mikroskobu (FESEM) kullamilmistir. Bu dogrultuda liyofilize haldeki nanopartikiiller silindir
yapiya sahip bir 6rnek tutucuya, iletken ¢ift tarafli bir bant iizerine yayilarak tutturulmug ve
soguk sagiliml kaplayic1 kullamlarak altin ile kaplanmigtir. Kapli numuneler FESEM cihazina
yerlestirilerek elektron mikrograflan ¢ekilmigtir (Turk vd., 2014).

2.2.4.8. Stabilite Cahismalar

Belirlenen optimum formiilasyonun liyofilize edildikten sonra final kalite 6zelliklerinin
takip edilmesi agtsindan saklama sicakli1 olarak belirlenen 4 °C’de 6 ay siire boyunca stabilite
takibi yapilmustir. Bu amagla liyofilize gekildeki polimerik nanopartikiil formiilasyonunun 6.
ayda enkapsiilasyon etkinligi, partikiil bityiikligii ve dagilimu ile zeta potansiyel degerleri tayin

edilmistir.

2.2.5 Nanopartikiilerin Antiproliferatif Aktivitelerinin Tayini

2.2.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Derin dondurucuda (-80°C) stoklanan PC-3 hiicreleri 37°C su banyosunda
¢ozdiiriildiikten sonra, 1500 rpm 5 dakika santrifiij edilerek RPMI besiyeri igeren 75 cm?’lik
flasklara ekilmis ve 37°C’de % 5 CO’de inkiibe edilmigtir. Hiicreler %70-80 konfluens
duruma geldiklerinde flasktan besiyerleri uzaklagtinlmig ve sonra hiicreler PBS ile
yikanmistir. Sonrasinda her bir flaska Tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 37°C’de 5 dakika
inkiibe edilmis ve besiyeri eklenerek 5 dakika 1500 rpm’de santrifiijlenmistir. Sonrasinda
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siipernatant uzaklagtirilarak deneylerin gerceklestirilmesi i¢in 10 pL hiicre siispansiyonu ile
10 pL tripan mavisi pipetaj yapildiktan sonra Countless IT hiicre sayim cihazi ile hiicre sayisi

belirlenmigtir.

2.2.5.2. CCK-8 Analizi

Saf Pitavastatin, Pitavastatin igeren optimum nanopartikiil ve Pitavastatin icermeyen
nanopartikiil formiilasyonunun PC-3 kastrasyon direngli metastatik prostat kanseri
hiicrelerinde sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi igin, PC-3 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara
her bir kuyuya 2x10* hiicre olacak sekilde ekilip, 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda hiicrelerin medyumu taze medyum ile degistirilerek aym
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 uM) saf Pitavastatin, Pitavastatin igeren optimum
nanopartikiil ve Pitavastatin icermeyen nanopartikiil formiilasyon 24 ve 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Belirlenen siireler sonunda, her bir kuyucuga 10 ul CCK-8 boyasi eklenerek
1 saat boyunca 37°C % 5 CO; igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmig ve ELISA okuyucu
cihazi kullamlarak 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii gergeklestirilmigtir. Her deney 3
kez tekrar edilmis olup, kontrol grubunun absorbans degerleri % 100 canlilik olarak kabul
edilerek deney gruplarinin canlilik yiizdeleri hesaplanmgtir.

2.2.5.3. Akridin oranj/Propidyum Iyodiir Boyama Analizi

PC-3 hiicrelerinde saf Pitavastatin, Pitavastatin igeren optimum nanopartikiil ve
Pitavastatin icermeyen nanopartikiil formiilasyonunun morfolojik etkisinin gézlemlenmesi
i¢in PC-3 hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara her bir kuyuya 5x10* hiicre olacak gekilde ekilip,
24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler CCK-8 analizine gore etkin
oldugu belirlenen 5 ve 10 pM saf Pitavastatin ve Pitavastatin igeren optimum nanopartikiil ile
24 saat boyunca inkiibe edilmigtir. Sonrasinda hiicrelerden medyum uzaklastirilarak hiicreler
3 kez PBS ile yikanmistir. Sonrasinda hiicreler % 4 paraformaldehit ile fikse edilmistir. 30
dakika inkiibasyon sonunda, hiicreler 3 kez PBS ile yikandi ve 1 mL akridin oranj/propidyum
iyodiir boyas: ile 30 dakika karanlikta inkiibe edilmigtir. Sonrasinda PBS ile yikandiktan sonra,
EVOS FL Cell Imaging System ile goriintiilenmistir.
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Hiicre canliifinin degerlendirilmesinde istatistiksel analiz igin GraphPad Prism 8
kullanilmugtir. Coklu kargilagtirmalar igin Post-hoc Tukey testi ile tek yénliit ANOVA analizi
gergeklestirilmigtir. P < 0.05 anlamli kabul edilmigtir.

2.2.6 istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilen degerlendirilmesi igin One-Way ANOVA testi kullanmis olup, tek
yonlii ANOVA testinin alt test grubu olan Tukey’s Post Hoc testi ile gruplar arasindaki fark
degerlendirilmistir. Gruplarin ikigerli karsilagtirilmasinda ise Paired Sample T testinden
yararlanilmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.1.1. Etkin Maddenin DSC Analiz Bulgular:

Pitavastatin molekiiliine ait DSC analiz ile elde edilen termogram Sekil 3.1°de yer
almaktadir,

DsSC
mW/mg
1.00-
N ————————
0.00- s
190.22C
65.38C
-1.00r
10000 200.00
Temp [C]

Sekil 3.1. Pitavastatin DSC termogrami.

3.2. Etkin Maddenin HPLC Kullamlarak Belirlenen Kalibrasyonuna
Yonelik Analitik Validasyon Bulgular:

3.2.1. Segicilik
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Kabul kriteri olarak; Pitavastatin etkin maddesinin alikonma zamaninda yardimci
maddelerden kaynaklanan herhangi bir pik ile kargilagilmamasi gerekmektedir. Caligma
bulgular agagidaki Sekil 3.2°de yer almaktadir.

Chromatogram
mV
2 | Detector A 245am
2. i
1
o e
i
e
3
i
¥ ) B L
] 5 10 13 20 k. 30
min

Sekil 3.2.a. Pitavastatin igermeyen nanopartikiile ait kromotogram.

Chrommogrom
mV
2 1 Detector A 24503
=
10.04
7.59
5.04
2
W
2.5+ o
: 3
- “ ] B
2.5+
-5.0 1) T j T T
5 ] % 0 3 30
min

Sekil 3.2.b. Pitavastatin yiiklii nanopartikiile ait kromotogram.,
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3.2.2. Sistem Uygunlugu

Kabul kriteri olarak; ardisik enjeksiyonlara ait pik alanlar1 arasindaki BSS’nin %2’den
kiigiik olmasi gerekmektedir. Caligma bulgular1 asagidaki Cizelge 3.1°de yer almaktadir.
Cizelge 3.1. Sistem uygunlugu parametre bulgular.

Konsantrasyon Ahkonma Zamam Alan
Numune 1 (1.00 pg/ml) 12,1 219,286
Numune 2 (1.00 pg/ml) 12,1 220,457
Numune 3 (1.00 pg/ml) 12,0 220,819
Numune 4 (1.00 pg/ml) 12,0 221,844
Numune 5 (1.00 pg/ml) 12,0 222,615
Numune 6 (1.00 pg/ml) 12,0 223,296

Ortalama 221,386
Bagil Standart Sapma 0,66

3.2.3. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Kabul kriteri olarak; pik alanlar1 ve altkonma zamanlari arasindaki BSS’nin maksimum
%2 olmasi gerekmektedir. Caligma bulgulan asagidaki Cizelge 3.2°de yer almaktadar.
Cizelge 3.2. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik) parametre bulgulart.

Konsantrasyon Ahkonma Zaman Alan
Numune 1 (1.00 pg/ml) 11,9 222,566
Numune 2 (1.00 pg/ml) 11,9 222,575
Numune 3 (1.00 pg/ml) 11,8 222,512
Numune 4 (1.00 pg/ml) 11,8 222,792
Numune 5 (1.00 pg/ml) 11,8 222,953
Numune 6 (1.00 pg/ml) 11,8 222,871

Ortalama 222,712
Bagil Standart Sapma 0,08

3.2.4. Teshis limiti (LOD) & Tayin limiti (LOQ)

Kabul kriteri olarak; LOQ ¢6zeltisinden yapilan ardigik enjeksiyonlar arasi alanlara ait
BSS’nin % 2’den az olmalidir. LOD ¢6zeltisinin enjeksiyonundan elde edilen S/N oranimin
yaklasik 3 oranmnda olmasi LOD seviyesinin dogrulugunu gostermektedir. Caligma bulgulan
asagidaki Cizelge 3.3’te yer almaktadir.
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Cizelge 3.3. LOD & LOQ parametre bulgulan.

3.2.5. Dogrusallik ve Arah§

Tayin Limiti (LOQ)
Enjeksiyon 1 2 3 ORTALAMA BSS
Alan 29,617 29,555 29,511 29,579 0,27
S/N Oram 20,55 20,40 20,17

Kabul kriteri olarak; R? degerlerinin 0.995’in iizerinde bulunmas: ve kesim noktastnin

egiminin + % 10 arahfinda olmasi genel olarak regresyon dogrusunun uyumunun iyi

oldugunun kamitidir. Bu validasyon parametresi igin INSTAT paket programi ve microsoft

excel program: kullamlmig olup agagida yer alan grafik ($ekil 3.3) bu program ile ¢izilmistir.

Caligma bulgulan asagidaki Cizelge 3.4’de yer almaktadir.

Cizelge 3.4. Dogrusallik ve aralif1 parametre bulgulari.

Cahgilan Konsantrasyon Ortalama Alan
(ng/ml)
0,13 29058
0,25 55260
0,50 111350
1,00 225340
2,50 566951
5,00 1114614
10,00 2208677
m 220931,7085
n 4385,4498
R? 0,9999
y=mx+n 220931,7085x + 4385,4498
a)
Prrim A
o o
i
il T
320 600 - -
160 000 —__'-’ -
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b)

2500000 -

2000000 -

1500000 -
y =220931,7085x + 4385,4498
R?=0,9999

Alan (mAU¥*s)

1000000 -

500000

0,000 2,600 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000
Konsantrasyon (j.g/ml)

Sekil 3.3. a) Instant paket programi, b) Microsoft excell programu ile ¢izilmig lineer regresyon grafigi.

3.2.6. Dogruluk

Kabul kriteri olarak; her bir geri kazamim % 90 - % 110 araliinda yer almah ve % geri
kazamm g¢aligmalarinin ortalamast % 95 giiven araliginda yer almalidir. Caligma bulgulan
agagida Cizelge 3.5°de yer almaktadir.

Cizelge 3.5. Dogruluk parametre bulgular.

Eklenen Alan-1 Ortalama % Bulunan %
Konsantrasyon BSS Konsantrasyon | Geri kazanim
110,106 0,498371 99,67
0.5 pg/ml 109,697 109,654 0,43 0,496520 99,30
109,157 0,494076 98,82
558,288 2,526971 101,08
2.5 pg/ml 566,155 560,143 0,95 2,562579 101,59
555,986 2,516551 100,66
1.121,755 5,077383 101,55
5 pg/ml 1.123,655 1.123,099 0,1 5,085983 101,72
1.123,888 5,087038 101,74
Ortalama % Geri Kazanim 100,68
Standart Sapma 1,14
%395 Giivenilirlik Ust Limiti 101,54
%95 Giivenilirlik Alt Limiti 99,82
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3.3. Polimerik Nanopartikiil Formiilasyon Caliyjma Bulgular:

3.3.1. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve PDI Tayin Bulgularn

Pitavastatin yiiklii nanopartikii] formiilasyonlar: igin partikiil biiyiikLigii ve PDI tayini
gergeklestirilmigtir. Elde edilen bulgular Cizelge 3.6’da yer almaktadr.
Cizelge 3.6. Nanopartikiil formiilasyonlarimn partikiil biiyiikligii ve PDI bulgular.

Formiilasyon Partikiil Biiyiikliigii (nm) PDI
Kodu (Ortalama + SH*) (Ortalama & SH*)
F1 164,1 £2,52 0,286 + 0,030
F2 191,3 +£ 0,96 0,211 + 0,008
F3 229,1 £ 1,60 0,273+ 0,011
F4 190,4 + 0,82 0,244 + 0,007
F5 222,2+1,92 0,289 + 0,022
Fé 271,9+ 0,66 0,276 + 0,009
F7 227,0+2,13 0,216+ 0,013
F8 290,5+ 1,15 0,257 + 0,033
F9 317,4+ 281 0,292 + 0,049
F10 76,9 £ 2,46 0,061 + 0,009
Fl1 101,0+ 1,09 0,077 + 0,008
F12 139,2+ 1,03 0,065 £+ 0,020
F13 1384+ 1,91 0,063 + 0,039
Fl14 160,6 + 1,51 0,088 =+ 0,025
F15 191,1 + 0,82 0,114 + 0,005
F16 165,0 + 1,81 0,123 +£ 0,046
F17 178,5+ 2,11 0,073 + 0,057
F18 217,4+ 1,63 0,138 + 0,005

*SH: Standart Hata

3.3.2. Nanopartikiillerin Enkapsiilasyon Etkinlik Tayin Bulgular:

Bélim 2.2.4.2’de ifade edilen yontem kullanilarak gergeklestirilen tayin iglemi
sonucunda formiilasyonlara ait enkapsiilasyon etkinli§i degerleri Cizelge 3.7°de yer
almaktadir.

Cizelge 3.7. Nanopartikiil formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinlik bulgulan.

N prrIoy
Formiilasyon Kodu Enka?g‘:};ﬁ?::?gﬁg‘;zl (%)
F1 28,15+ 0,035
F2 29,91 + 0,022
F3 40,49 + 0,013
F4 42,78 + 0,027
3] 47,79 + 0,007
F6 47,39 + 0,025
F7 29,04 + 0,004
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Cizelge 3.7. Devam

Formiilasyon Kodu

Enkapsiilasyon Etkinligi (%)

(Ortalama + SH*)
F8 29,71 + 0,009
F9 31,22 + 0,036
F10 64,26 £ 0,005
F11 48,42 + 0,032
F12 45,97 + 0,030
F13 55,14 + 0,025
F14 50,79 £+ 0,034
F15 49,08 £ 0,010
F16 49,89 + 0,009
F17 43,12+ 0,018
F18 40,31 £ 0,020

*SH: Standart Hata

3.3.3 Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Tayin Bulgulari

Bolim 2.2.4.3’de ifade edilen yontem kullamlarak gerceklestirilen tayin islemi

sonucunda formiilasyonlara ait zeta potansiyel degerleri Cizelge 3.8”de yer almaktadur.

Cizelge 3.8. Nanopartikiil formiilasyonlarinin zeta potansiyel bulgulan.

Formiilasyon Kodu {3:;’;5::: (STI"Q
F1 -6,9+ 1,44
F2 -5,9+1.87
F3 -1,7+0,12
F4 441,73
F5 -3,6+0,19
F6 -1,3+0,07
F7 -3,3+0,59
F8 -1,4+0,15
F9 -0,7+0,11
F10 -13,8+ 1,44
F11 -16,4 + 1,67
F12 -18,4+ 0,52
F13 -15,2+1,33
F14 -18,6 £ 0,91
F15 -21,5+0,28
F16 -16,8+ 1,47
F17 -19,2+0,32
F18 -22,7+1,83

*SH: Standart Hata

3.3.4. In Vitro Etkin Madde Aqi3a Cikis Hizi Tayin Bulgulan
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Boliim 2.2.4.4.’de ifade edilen yontem kullanilarak gergeklestirilen tayin iglemi
sonucunda nanopartikiil formiilasyonlara ait zamana bagli etkin madde agiga ¢ikis hizi
grafikleri agagida yer almaktadir.
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Sekil 3.4.a. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:5), Poloksamer 188 oraninin (%1, %2, %3) degisken
oldugu F1, F2 ve F3 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.4.b. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:5), Poloksamer 188 oraninmn (%1, %2, %3) degisken
oldugu F1, F2 ve F3 formiilasyonlarimn ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.5.a. Etkin madde/Polimer oraminin sabit (1:10), Poloksamer 188 orammn (%1, %2, %3)
degisken oldugu F4, F5 ve F6 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.5.b. Etkin madde/Polimer oranimin sabit (1:10), Poloksamer 188 orammin (%1, %2, %3)
degisken oldugu F4, F5 ve F6 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.6.a. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:15), Poloksamer 188 oranmnin (%1, %2, %3)
degisken oldugn F7, F8 ve F9 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.6.b. Etkin madde/Polimer orantmin sabit (1:15), Poloksamer 188 oraminin (%1, %2, %3)
degisken oldugu F7, F8 ve F9 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.7.a. Poloksamer 188 oranimin sabit (%1), Etkin madde/Polimer oranmm (1:5, 1:10, 1:15)
degisken oldugu F1, F4 ve F7 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.7.b. Poloksamer 188 orammnmn sabit (%]1), Etkin madde/Polimer oraminin (1:5, 1:10, 1:15)
degisken oldugu F1, F4 ve F7 formiilasyonlarmin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.8.a. Poloksamer 188 oranmmn sabit (%2), Etkin madde/Polimer orammnin (1:5, 1:10, 1:15)

degisken oldugu F2, F5 ve F8 formiilasyonlarinin 7 giinliik saltm profilleri.
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Sekil 3.8.b. Poloksamer 188 oraninin sabit (%2), Etkin madde/Polimer oraninin (1:5, 1:10, 1:15)
degisken oldugu F2, F5 ve F8 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.9.a. Poloksamer 188 oranmnin sabit (%3), Etkin madde/Polimer oraninin (1:5, 1:10, 1:15)
degisken oldugu F3, F6 ve F9 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.

3,5

2,5

1,5

% Agiga Cikan Miktar

s é I
0 2 3 4 5 6 7
Zaman (Saat)
—8—F3 —o—F6 F9

Sekil 3.9.b. Poloksamer 188 oranmnin sabit (%3), Etkin madde/Polimer oranmm (1:5, 1:10, 1:15)
degisken oldugu F3, F6 ve F9 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.10.a. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:5), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu
F10, F11 ve F12 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.10.b. Etkin madde/Polimer oranimn sabit (1:5), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu
F10, F11 ve F12 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salun profilleri.
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Sekil 3.11.a. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:10), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu

F13, F14 ve F15 formiilasyonlarinin 7 giinliik saltm profilleri.

100

90

80

70

60

50

40

% Ac¢iBa Gikan Miktar

30

20

10

o] 1 2 3 4
Zaman (Saat)
—e—F13 —o—Fl4 F15

$ekil 3.11.b. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:10), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu

F13, F14 ve F15 formiilasyonlarinin itk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.12.a. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:15), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu
F16, F17 ve F18 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.12.b. Etkin madde/Polimer oraninin sabit (1:15), PVA oraninin (%1, %2, %3) degisken oldugu
F16, F17 ve F18 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.13.a. PVA oraminin sabit (%1), Etkin madde/Polimer oranmnin (1:5, 1:10, 1:15) degisken oldugu
F10, F13 ve F16 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.13.b. PVA oranimin sabit (%1), Etkin madde/Polimer oranmmn (1:5, 1:10, 1:15) degigken oldugu
F10, F13 ve F16 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.14.a. PVA oranimn sabit (%2), Etkin madde/Polimer oraninin (1:5, 1:10, 1:15) degigken oldugu

F11, F14 ve F17 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.14.b. PVA oraninin sabit (%2), Etkin madde/Polimer orammn (1:5, 1:10, 1:15) degisken oldugu

F11, F14 ve F17 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Sekil 3.15.a. PVA oraninin sabit (%3), Etkin madde/Polimer oraninin (1:5, 1:10, 1:15) degisken oldugu
F12, F15 ve F18 formiilasyonlarinin 7 giinliik salim profilleri.
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Sekil 3.15.b. PVA oraninin sabit (%3), Etkin madde/Polimer oraninmn (1:5, 1:10, 1:15) degisken oldugu
F12, F15 ve F18 formiilasyonlarinin ilk 6 saatlik salim profilleri.
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Cizelge 3.9. Nanopartikiil formiilasyonlardan agiga ¢tkan % etkin madde miktarlan.

Aqifa gikan % etkin madde miktarlan

Formiilasyonlar | 1. | 2. | 4. | 6. | 24. | 48. | 72. | 96. | 120. | 144. | 168.
saat | saat | saat | saat | saat | saat saat saat saat saat saat

F1 51,87(51,67|51,47|51,27 55,58 | 55,38 | 61,24 | 61,04 60,84 | 60,64 | 64,88
F2 0,00 | 55,22 (55,02 | 54,82 | 54,62 | 54,42 | 54,22 | 59,33 | 59,13 | 58,93 | 58,73
F3 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 49,59 |49,39| 49,71 | 49,51 | 49,31
F4 0,66 | 1,20 | 1,80 | 2,41 | 3,10 { 3,70 | 4,22 | 4,69 | 5,26 | 577 | 626
F5 0,50 | 1,14 | 1,73 | 2,35 | 2,98 | 3,65 | 4,32 | 497 | 559 | 6,17 | 6,79
F6 0,60 | 1,22 | 1,87 | 2,54 [ 320 | 3,82 | 4,33 | 498 | 5,59 | 6,24 | 6,94
F7 0,66 | 1,32 |1 2,05 | 2,74 [ 3,49 | 426 | 494 | 572 | 6,38 | 6,95 | 7,49
F8 0,62 ] 1,19 | 1,80 | 2,37 | 3,06 | 3,74 | 442 | 501 | 568 | 635 | 7,03
F9 0,68 | 1,32 | 1,98 | 2,67 | 3,36 | 403 | 4,68 | 534 | 6,05 | 6,71 7,37
F10 7,65 | 14,26 | 14,77 | 20,18 | 69,03 | 70,00 ( 73,96 | 79,28 | 79,08 | 79,77 | 87,39
F11 0,41 | 1,45 ] 2,87 | 2,67 | 2,91 |82,45| 82,25 |82,55| 83,53 | 86,98 | 86,78
F12 69,30169,10 69,51 | 69,31 | 74,02 | 73,82 | 100,16 | 99,96 | 100,49 | 103,00 { 102,80
F13 0,00 | 85,62|85,91]86,78 | 88,64 | 88,44 | 88,24 |96,63 | 96,43 | 96,69 | 96,98
F14 0,00 | 0,00 163,61|63,41 63,21 67,54 | 67,35 |67,15| 93,86 | 93,66 | 94,46
F15 0,00 | 0,00 | 48,52 150,39 (50,20 | 50,64 | 50,94 | 50,74 50,54 | 51,44 | 51,24
F16 6,96 | 16,65]25,32]25,65|25,45|25,25| 28,13 | 33,23 37,55 | 37,35 | 37,15
F17 0,00 | 9,17 |35,60|37,13 36,93 36,73 | 36,54 (36,34 37,26 | 37,51 | 37,31
F18 0,00 | 0,00 1 0,00 | 6,24 | 6,04 | 585 | 565 | 545 | 525 | 5,67 | 5,47

3.3.5. Optimum Formiilasyonun Céziinme Hiz1 Verilerinin Kinetik Acidan
Degerlendirilmesi

Optimum formiilasyondaki etkin maddenin salim kinetiginin belirlenmesi amaciyla SPSS

20 paket programu kullanilarak hesaplanan parametreler agagidaki cizelgede yer almaktadir.

Cizelge 3.10. Optimum formiilasyonunun ¢dziinme hiz1 verilerinin kinetik agidan degerlendirilmesi.

Kinetik Parametre Sayisal Deger
R? 0,844
ko 0,667
0. Derece F 59322
AOK.T. 606,239
R? 0,612
ki 2,988
1. Derece F 14,191
A.OK.T. 0,356
R? 0,960
Higuchi Kinetigi I; 22:;7;; 5
A.OK.T. 154,643
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3.3.6. Optimum Formiilasyonun DSC Analizi Bulgular:

Pitavastatin yiiklii optimum nanopartikiil formiilasyonunun ve etkin madde igermeyen
nanopartikiiliin DSC termogram asagidaki Sekil 3.16’da yer almaktadur.

DSC
mwW/mg
1.00- e ————— -
. -— =R ~ . — -
= - \\\
/’ h\\
’/ -~
’
. -~ Tdss2c
“’

0.00}-

26.67C
-1.00+

10000 200.00
Temp [C]

Sekil 3.16. Optimum formiilasyon yapisindaki pitavastatin yiiklii nanopartikiiliin ve bos nanopartikiiliin
DSC termogramu. ((----------- Etkin madde igermeyen nanopartikiil) ve (—- Pitavastatin yiiklii
nanopartikiil})

3.3.7. Optimum Formiilasyonun Morfolojik Ozellik Bulgular:

Nanoprespitasyon teknigi kullamlarak olusturulan pitavastatin yiiklii liyofilize haldeki
optimum nanopartikiil formiilasyonunun taramali elektron mikroskopisi kullanilarak elde edilen
goriintiileri Sekil 3.17°deki gibi elde edilmigtir.

3 | eet | Y mag L Jspst]. WO E
2101100020000 | 30 115 1mm

Sekil 3.17. Optimum nanopartikiil formiilasyonuna ait FESEM gériintiisii.
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3.3.8. Optimum Formiilasyonun Stabilite Bulgular

Béliim 2.2.4.8°de ifade edilen sekilde gergeklestirilen stabilite ¢aligmalart kapsaminda;

optimum formiilasyona ait enkapsiilasyon etkinligi, partikiil biiyiikliigii ve PDI ile zeta

potansiyel bulgular asagida Cizelge 3.11°de yer almaktadir.

Cizelge 3.11. Optimum formiilasyonun 4°C sicaklik degerindeki 6 aylik stabilite verileri.

Enkapsiilasyon Partikiil
Zeta Potansiyel
Etkinligi Biiyiikliigii PDI
Zaman (mV)
(%) (nm) (Ortalama + SH*)
(Ortalama + SH*)
(Ortalama + SH*) | (Ortalama + SH*)
Baglangig 64,26 £ 0,005 76,9 £2,46 0,061 + 0,009 -13,8+ 1,44
3.Ay 65,05 £ 0,031 78,4+3,14 0,075 +£ 0,007 -142+1,12
6. ay 64,51 + 0,025 77,2£2,11 0,086 + 0,008 -14,9 £1,37

*SH: Standart Hata

33.9. Optimum Formiilasyonunun PC-3 Hiicrelerinde Antikanser

Etkinligine Dair Bulgular

Optimum nanopartikiil formiilasyonunun (Optimum NP), saf Pitavastatin ve Pitavastatin
icermeyen nanopartikiil formiilasyonu ile karsilastirmali olarak antikanser etkisinin
degerlendirilmesi i¢cin CCK-8 analizi gergeklestirilmis ve elde edilen bulgular asagidaki Sekil
3.18’de yer almaktadir.
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Sekil 3.18. Saf Pitavastatin, optimum nanopartikiil formiilasyon ve Pitavastatin igermeyen nanopartikiil

formiilasyonunun PC-3 hiicrelerinde antikanser etkisinin CCK-8 analizi ile degerlendirilmesi (p<0.05*,
p<0.01*%),

3.3.10. Optimum Formiilasyonunun PC-3 Hiicrelerinde Hiicre

Morfolojisinde Etkisinin Degerlendirilmesi

Optimum nanopartikiil formiilasyonunun, saf Pitavastatin ile karsilastirmali olarak hiicre
morfolojisinde etkisinin degerlendirilmesi i¢in AO/PI boyamasi yapilarak elde elde edilen
bulgular asagidaki Sekil 3.19°da yer almaktadir.
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Sekil 3.19. Saf Pitavastatin ve optimum nanopartikiil formiilasyon uygulanan PC-3 hiicrelerinde
morfolojik degisimlerin AO/PI boyamas: ile goriintiilenmesi (a) Kontrol, (b) 5 uM ve (c) 10 pM
Pitavastatin, (d) 5 pM ve (e) 10 uM optimum nanopartikiil uygulamalar.
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4. TARTISMA

Prostat kanseri tedavisinde antiproliferatif etkinligin tespiti amaciyla yapilan deneylerde
kullanilmak {izere temin edilen Pitavastatin molekiiliine dair 6zelliklerin belirlenebilmesi igin
DSC analizi gergeklestirilmigtir. Pitavastatin etkin maddesi iizerinde gergeklestirilen ve Sekil
3.1°de verilen DSC termogrami incelendiginde, 60—80°C aralifinda genis bir endotermik pik ile
kargilagilmigtir. Bu pik, ilgili su molekiillerinin buharlagmasindan kaynaklanmaktadir (Eldecb
vd., 2022). Termogramda 190.22°C keskin bir endotermik pik daha yer almaktadir. Bu pik ise
saf Pitavastatin molekiiliine ait erime derecesini gostermektedir (Nagajyothi, 2013). Elde edilen
bulgular ile Pitavastatin molekiiliine dair yapilan literatiir ¢aligmalan arasindaki sonuglarin
uyumlu oldugu belirlenmigtir.

Tez galigmas: siiresince analitik yontemin validasyonunun tespit ve tayini igin segicilik,
sistem uygunlugu, kesinlik (tekrarlanabilirlik), teshis tayini limiti (LOD&LOQ), dogrusallik ve
aralif1 ve dogruluk (% geri kazamim) parametreleri incelenmistir. Segicilik parametresi igin
Pitavastatin etkin maddesinin alikonma zamamnda yardimci maddelerden kaynaklanan
herhangi bir pik ile karsilasilmamasi gerekmektedir. Segcigilik ¢aligmasi sonucunda,
formiilasyonda yer alan yardime1 maddelerin 245 nm dalga boyunda herhangi bir pik vermedigi

goézlemlenmis olup segilen yontemin Pitavastatine 6zgii oldugu sonucuna varilmistir,

Sistem uygunlugu parametresi igin ardigik enjeksiyonlara ait pik alanlari arasinda
BSS’nin degeri % 2’den kiigiik olmas: gerekmektedir. B6liim 3.2.2’de BSS degeri 0,66 olarak

hesaplanmigtir. Sonucun kabul kriterleri iginde olmasi ile sistemin uygun oldugu kamtlamugtir.

Kesinlik parametresi i¢in pik alanlan ile alilkonma zamanlan arasmdaki BSS degeri
maksimum % 2 olmas1 gerekmektedir. Béliim 3.2.3’te piklerin alikonma zamanlan ve alanlan
arasindaki BSS degerinin % 2’nin altinda oldugu tespit edilmigtir. Elde edilen sonucun kabul

kriterleri iginde olmasi ile sisteme ait kesinlik parametresi kanitlanmgtir.

LOD ve LOQ parametreleri i¢in LOQ ¢ozeltisinden yapilan ardisik enjeksiyonlar arasi
alanlara ait BSS degerinin % 2’den az olmas: gerekmektedir. LOD ¢dzeltisinin enjeksiyonundan
elde edilen S/N orammnin yaklasik 3 oraninda olmasi LOD seviyesinin dogrulugunu
gostermektedir. Boliim 3.2.4’teki sonuglar dogrultusunda saptanan LOQ seviyelerinde

hazirlanan LOQ ¢6zeltisinin 3 ardigtk enjeksiyonundan elde edilen etkenler arasindaki BSS nin
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% 10’un altinda olmas: ve S/N oramimn yaklagik 20 olmas: LOQ seviyesinin dogrulugunu
kamtlamustir.

Dogrusallik ve aralift parametresi igin Pitavastatin molekiiliiniin  farklh
konsantrasyonlarda dogru orantili olarak cevap vermesi gerekmektedir. BSkim 3.2.5°teki
sonuglar dogrultusunda konsantrasyona karsilik gelen alanlar arasinda ¢izilen grafikte en kiigiik
kareler yontemine gore hesaplanan regresyon dogru denklemi ve bunun korelasyon katsayis:
(R?) degerlendirilmistir. R? degerinin 0,995’in iizerinde bulunmas1 ve kesim noktas: egiminin
+ %10 araliginda olmasi genel olarak regresyon dogrusunun uyumunun iyi oldugunu

kanitlamugtir.

Dogruluk parametresi igin geri kazammin %90 ile %110 arasinda olmasi ve % geri
kazamm ¢aligmalarimin ortalamasmin %95 giiven araliginda olmas: gerekmektedir. Béliim
3.2.6’daki sonuglar dogrultusunda % geri kazanim degerinin ortalamas:t %100,68 ve geri
kazanim ¢aligmalarinin ortalamalan %95 giivenilirlik sinirlar1 iginde bulunmugtur. Bu sonuglara
gore Pitavastatin igin belirlenen konsantrasyon araliginda dogru sonuglarin tespit edildigi

kanitlanmigtir,

Tez ¢aliymasi siiresince hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarin partikiil
biiyiikliikleri ve PDI degerleri foton korelasyon spektroskopisi ile tayin edilmis olup elde edilen
bulgular Cizelge 3.6°da yer almaktadir. Partikiil biiyiikliigii ve PDI sonuglan elde edilecek
biyolojik yamit hakkinda yorum yapilabilmesi i¢in 6nemli bir parametredir. Hazirlanan
Pitavastatin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarin partikiil biiyiikliikleri 76 - 318 nm aralifinda
ve PDI degerleri 0,061 — 0,292 araliginda yer almaktadir.

Pitavastatin ile PLGA; F1, F2, F3 formiilasyonlarinda 1:5 oraninda, F4, F5, Fé6
formiilasyonlarinda 1:10 oraminda ve F7, F8, F9 formiilasyonlarinda 1:15 oraninda yer alirken,
Poloksamer 188 miktan %1, %2 ve %3 oranlarinda degisken tutulmugtur. Formiilasyonlarda
Poloksamer 188 miktarmin artmas: ile partikiil biiyiikliigii artis1 gozlenirken, elde edilen
bulgularin istatistiksel olarak farkh oldugu tespit edilmistir (p<0.005). Diisiik
konsantrasyonlarda Poloksamer 188 adsorpsiyonunun tek katmanli oldugu, daha yiiksek
konsantrasyonlarin ise gok katmanl oldugu i¢in adsorpsiyonu kolaylikla gergeklesmektedir. Bu
sebepten otiirii Poloksamer 188 konsantrasyonu arttik¢a nanopartikiillerin partikiil bilyiikliigii
de o kadar biiyiik olmustur (Madani vd., 2018). Poloksamer 188 miktarinin sabit oldugu,
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Pitavastatin ile PLGA oraninin degisken tutuldugu formiilasyonlar incelendiginde ise PLGA
miktarimn artmas: ile partikiil bilyiikligiiniin de artiy gdsterdigi tespit edilmistir (p<0.005).
Yapilan bir ¢aliymada, nanopresipitasyon yontemi kullanilarak PLGA nanopartikiilleri
hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil buyuklugunun, PLGA:stabilizan oranina,
organik faz:sulu faz oranina ve organik ¢6ziicii tipine bagl oldugu ifade edilmistir. Polimer
konsantrasyonunda artigin, polimer ¢ozeltisinin viskozitesini artirabildigi ve bu sebepten otiirii
organik fazin sulu faz igerisinde zayif bir dagilim g6sterdigi ve partikiil biiyiikliigiinde de artiga
sebep oldugu ifade edilmigtir (Kara vd., 2014).

Pitavastatin ile PLGA; F10, F11, F12 formiilasyonlarinda 1:5 oraninda, F13, F14, F15
formiilasyonlarinda 1:10 oraninda ve F16, F17, F18 formiilasyonlarinda 1:15 oraminda yer
alirken PVA miktan %1, %2 ve %3 oranlarinda degigken tutulmustur. Pitavastatin ile PLGA
oraninin sabit tutuldugu formiilasyonlarda PVA miktarmin artmasi ile partikiil biiyiikliigii artis1
goézlenmigtir. PVA miktarinin sabit oldugu, Pitavastatin ile PLGA oraninin degigken tutuldugu
formiilasyonlar incelendiginde ise PLGA miktarinin artmasi ile partikiil biiyiikliigiinde artis
gozlenmis olup, formiilasyonlar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmigtir (p<0.05). 2014 yilinda yapilan bir galismaya gére, farkli konsantrasyonlarda PVA
kullanilarak nanopartikiil yapilar elde edilmistir. Elde edilen nanopartikiil yapilara ait partikiil
biiytikliikleri incelendiginde; PVA konsantrasyonunun artmasi ile daha biiyiikk partikiil
biiyiikliigline sahip formiilasyonlar elde edilmistir. Bu durumun sebebi olarak, nanopartikiillerin
hazirlanmas: sirasinda yiiksek yiizey aktif madde konsantrasyonlarinda sulu fazin daha yiiksek
viskoziteye sahip olabilecegi ve bu durumun partikiil bilyiikliigiindeki artiga sebep oldugu ifade
edilmistir (Saadati ve Dadashzadeh, 2014).

Formiilasyonlar PDI agisindan incelendiginde; Poloksamer 188 kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlanin PDI degerleri 0,211 ile 0,292 deger arahiginda, PVA ile hazirlanan
formiilasyonlarin PDI degerleri ise 0,061 ile 0,138 deger araliginda oldugu tespit edilmistir.
Nanopartikiiler yapilarda PDI degerinin 0,3 degerinden kiigiik olmasi, partikiillerin benzer
boyutlara sahip oldugunun ve sistemin homojen oldufunun bir gostergesi olarak ifade
edilmektedir (Amasya, 2014). Bu dogrultuda, elde edilen tiim formiilasyonlarin PDI

degerlerinin kabul edilebilir aralikta oldugu sonucuna varilmigtir.

Tiim formiilasyonlara ait partikiil bilyiikliigii ve PDI bulgulan incelendiginde, PVA ile
hazirlanan formiilasyonlarda daha diisiik partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri gozlenmis olup,
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en diisiik partikiil biiyiikliigii ve PDI degerine sahip olan formiilasyonun F10 kodlu formiilasyon
oldugu tespit edilmigtir. 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Poloksamer 188 ve PVA
kullanilarak gesitli PLGA’l1 nanopartikiiler yapilar elde edilmigtir. Elde edilen nanopartikiiler
yapilara dair incelemeler sonucunda, PVA ile hazirlanan nanopartikiillerin, 220 nm altinda
partikiil biiyiikliifiine sahip olarak elde edilmesi i¢in ve partikiil tekdiizeligi agisindan daha
uygun oldugu ifade edilmistir (Feczké vd. 2008). Literatiir calismasindan elde edilen sonuglar
ile hazirladigimiz nanopartikiil yapilara ait sonuglarin uyumlu olmas: dikkat gekmistir.

Tim nanopartikiil formiilasyonlara yiiklenen Pitavastatin miktarmin belirlenmesi
amaciyla enkapsiilasyon etkinligi tayini gerceklestirilmistir. Bu tayin islemi igin indirek yéntem
kullanilmis olup elde edilen bulgular Cizelge 3.7’de yer almaktadir.

Poloksamer 188 miktarinin arttif, Pitavastatin ile PLGA oraminin sabit tutuldugu
formiilasyonlar enkapsiilasyon etkinligi agisindan incelendiginde; Poloksamer 188 miktannin
artis1 genel olarak enkapsiilasyon etkinligini arttirmug olup elde edilen bulgular arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlaml: olmadig tespit edilmistir (p>0.05). Poloksamer 188 miktarinin sabit
tutuldugu Pitavastatin ile PLGA oramnin degisken tutuldugu formiilasyonlar incelendiginde ise
PLGA miktaninn artig1 bazi formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinligini arttrmisken bazt
formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinliginin azalmasmna neden oldugu gozlenmistir. Elde
edilen bulgular arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Pitavastatin ile PLGA oramimin 1:10 oldugu ve Poloksamer 188 miktarinin %2 oldugu F5 kodlu
formiilasyon enkapsiilasyon etkinligi olarak en yiiksek degere sahip (% 47.79) olan formiilasyon
olmugtur. Bu formiilasyonun partikiil biiyiikligii incelendiginde ise 222,2 nm oldugu
gbzlenmistir. Enkapsiilasyon etkinligi agisindan en diisiik degere sahip (% 28.15) olan
formtilasyon ise Pitavastatin ile PLGA orammnm 1/5 oldugu ve Poloksamer 188 miktarinin %1
oldugu F1 kodlu formiilasyon olmustur. F1 kodlu formiilasyonun partikiil biiyiikligii
incelendiginde ise 164,1 nm oldugu gézlenmistir. Bu iki formiilasyon PDI degeri agisindan
birbirine ¢ok yakin degerlere sahip olmasina karsin (F5: 0.289 ve F1: 0.286) enkapsiilasyon
etkinligi ve partikiil biiyiikligii agisindan farkhilik géstermistir.

PVA miktarimn arttif1, Pitavastatin ile PLGA oraninm sabit tutuldugu formiilasyonlar
incelendiginde; PVA miktan arttik¢a enkapsiilasyon etkinliginin azaldig tespit edilmistir. PVA
miktarimin sabit tutuldugu, Pitavastatin ile PLGA oranmin degisken tutuldugu formiilasyonlarda
ise PLGA miktan arttikga genel olarak enkapsiilasyon etkinliginin azaldig1 gozlenmistir. Elde
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edilen edilen bulgular arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmigtir
(p<0.05). PVA ile hazirlanan formiilasyonlardan F10 kodlu formiilasyon en yiiksek
enkapsiilasyon etkinliine sahip olan formiilasyon olmugtur. F10 kodlu formiilasyonda
Pitavastatin ile PLGA oram 1:5 oraninda, PVA ise %] oraninda yer almistir. F10 kodlu
formiilasyonun partikiil biiyiikliigii 76,9 nm ve PDI degeri 0,061 ile formiilasyonlar iginde en
diigiik degere sahip olan formiilasyon olmustur. Pitavastatin ile PLGA oraninn 1:15 oraninda
oldugu, PVA’nin %3 oraninda oldugu F18 kodlu formiilasyon ise en diigiik enkapsiilasyon
etkinli§ine sahip olan formiilasyon olmustur. F18 kodlu formiilasyon PVA ile hazirlanan
formiilasyonlar arasinda en yiiksek partikiil biiyiikliigiine (217,4 nm) ve PDI degerine (0,138)
sahip olan formiilasyon olmugtur.

Tiim formiilasyonlara ait enkapsiilasyon etkinligi incelendiginde ise PVA ile hazirlanan
formiilasyonlarda enkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek degerlerde oldugu ve en yiiksek
enkapsiilasyon etkinligine sahip olan formiilasyonun F10 kodlu formiilasyon oldugu tespit
edilmigtir. PVA ile hazirlanan formiilasyonlar arasindan enkapsiilasyon etkinligi yiiksek olan
formiilasyonlarda daha diisiik partikiil biiyiikliigii ve partikiil biiyiikliigii dagilim gozlenmistir.
Esim vd. (2020) yaptif1 bir ¢alismada, Epirubisin yiiklii PLGA’h nanopartikiil formiilasyonlari
tasarlamuglardir. Tasarlanan nanopartikiillerde ylizey aktif madde olarak PVA ve Poloksamer
188 kullanmiglardir. PVA konsantrasyonu arttik¢a Epirubisinin enkapsiilasyon etkinligi
artmistir. Bu durumun sebebi olarak partikiil yiizeyine adsorbe edilen yiizey aktif madde miktar,
etkin maddeler igin bariyer gorevi gorerek enkapsiilasyon etkinligi iizerinde énemli bir etkiye
sahip oldugu ifade edilmisgtir.

Tez galigmas siiresince hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlann zeta potansiyel
degert lazer doppler anemometri prensibi ile tayin edilmis olup elde edilen bulgular Cizelge
3.8°de yer almaktadir. Nanopartikiil formiilasyonlarin zeta potansiyel degeri -22,7 mV ile -0,7
mV araliinda yer almigtir. F1°den F9’a kadar olan formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri
-6,9 ile -0,7 mV araliginda yer almuistir. Formiilasyonlar zeta potansiyel degeri agisindan
incelendiginde; Poloksamer 188 miktarinin ya da PLGA miktarinin formiilasyonlarda artig
gostermesi, zeta potansiyel degerinde azalmaya sebep olmus olup, bulgulann istatistiksel olarak
farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). F10’dan F18’e kadar olan formiilasyonlarin zeta
potansiyel degerleri -22,7 ile -13,8 mV araliginda yer almaktadir. Formiilasyonlarda PVA
miktarnin ya da PLGA miktarimin artmasi sonucunda zeta potansiyel degerlerinde de artig
gdzlenmis olup, bu bulgularinda istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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PVA ile hazirlanan formiilasyonlarda negatif yiizey yiikii, nanopartikiil yiizeyindeki PVA’mn
iyonize karboksil gruplarinin varligindan ileri gelmektedir (Sahoo vd., 2002). Bu dogrultuda,
formiilasyonlardaki PVA miktarinin artmas: ile zeta potansiyel degerlerindeki artis beklenilen
bir durum olarak degerlendirilmistir.

Tez galigmasi siiresince hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarin in-vitro etkin madde
agi1fa ¢ikis hizi Boliim 2.2.4.4°de ifade edildigi gibi statik bir yontem olan diyaliz membran
teknigi uygulanarak tayin edilmistir. Yapilan tayin islemleri sonucunda elde edilen bulgular
Sekil 3.4 *den Sekil 3.15 ’e kadar olan grafiklerde yer almaktadur,

Poloksamer 188’in degisken tutuldugu, Pitavastatin ile PLGA oraninin sabit oldugu
formiilasyonlar in-vitro etkin madde ag13a ¢ikis hiz1 agisindan incelenmigtir. Sekil 3.4 *e gore,
Poloksamer 188 miktarinin %2 oranina ¢ikmasi ile Pitavastatinin 1. saatin sonunda salimma
basladif1, Poloksamer 188 miktarimin %3 oranina ¢ikmas: sonucunda ise Pitavastatinin 50.
saatin sonunda salinima baglamis oldugu gbzlemlenmistir. 168. saatin sonunda ise %1 oraninda
Poloksamer 188 iceren F1 ve %2 oraminda Poloksamer 188 igeren F2 kodlu formiilasyonlarda
ag13a gikan etkin madde miktan %50’ nin iizerindeyken, %3 oraninda Poloksamer 188 igeren F3
kodlu formiilasyonda a¢iga ¢ikan etkin madde miktan %50 degerinin altinda kalmig olup elde
edilen bulgular arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
Sekil 3.5 ve Sekil 3.6°da yer alan F4, F5, F6 (etkin madde/polimer oranmim 1:10 oldugu ve
sirastyla %1, %2 ve %3 oraninda Poloksamer 188 igeren fomiilasyonlar) ve F7, F8 ve F9 (etkin
madde/polimer oraninn 1:15 oldugu ve sirastyla %1, %2 ve %3 oraninda Poloksamer 188 igeren
fomiilasyonlar) formiilasyonlarna ait etkin madde agi3a ¢ikis hizi grafikleri incelendiginde,
formiilasyonlann tamamu ilk 6 saat igerisinde maksimum salimm hzmna ulastiktan sonra
dogrusal bir sekilde salimma devam etmistir. Bulgular arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamh olmadi tespit edilmistir (p>0.05).

Poloksamer 188’in sabit oldugu, Pitavastatin ile PLGA orammmin degisken tutuldugu
formiilasyonlar da in-vitro etkin madde ag13a ¢ikis hizi agisindan incelenmigtir. Sekil 3.7’ye
gore, F1 kodlu formiilasyonda 1. saatin sonunda ag13a gikan etkin madde miktar1 %50 degerinin
lizerine ¢ikmasina karsin, sirasiyla etkin madde/polimer oram 1:10 ve 1:15 olan F4 ve F7
formiilasyonlarinda benzer durum gézlenmemistir. F4 ve F7 kodlu formiilasyonlarda 168.

saatin sonunda ag1ga ¢ikan etkin madde miktar1 %10’un altinda kalmustir. Elde edilen verilere
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gore, istatistiksel olarak F1’in F4 ve F7 den farkli oldugu (p<0.05), F4 ve F7’nin ise birbirleriyle
istatistiksel agtdan farkli olmadif tespit edilmigtir (p>0.05).

Poloksamer 188 oram1 %2 olan ve sirasiyla etkin madde/polimer oram 1:5, 1:10 ve 1:15
olan F2, F5 ve F8 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde a¢iga ¢ikis hiz profilleri sekil
3.8’de yer almaktadir. F2 kodlu formiilasyonda 2. saatin sonunda agia ¢ikan etkin madde
miktart %50 degerinin {izerine ulagirken, PLGA miktarinin arttirildign FS ve F8 kodlu
formiilasyonlarda benzer durum gozlenmemistir. F5 ve F8 kodlu formiilasyonlarda 168. saatin
sonunda agi1ga ¢ikan etkin madde miktan %10’un altinda kalmugtir. Elde edilen verilere gére,
istatistiksel olarak F2’nin F5 ve F8 den farkli oldugu (p<0.05), F5 ve F8’in ise birbirleriyle
istatistiksel agidan farkl: olmadig tespit edilmistir (p>0.05).

Poloksamer 188 oram1 %3 olan ve sirasiyla etkin madde/polimer oran: 1:5, 1:10 ve 1:15
olan F3, F6 ve F9 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde a¢i3a gikig huz1 profilleri sekil
3.9°da yer almaktadir. F3 kodlu formiilasyonda 50. saatin sonuna kadar etkin madde agiga
¢ikmamasina kargin 168. saatin sonunda diger iki formiilasyona gére a¢iga ¢ikan etkin madde
miktar1 daha yiiksek olmustur. Elde edilen verilere gére, istatistiksel olarak F3iin F6 ve F9 dan
farkh oldugu (p<0.05), F6 ve F9 arasindaki farkin ise istatistiksel agidan anlamh olmadig tespit
edilmigtir (p>0.05). PLGA miktarinin artig1 partikiil bityiikliigiinde artisa neden olmakla beraber
etkin maddenin ag13a gikis miktarinda da azalmalara neden olmustur. Nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliiklerinin artmasina baglh olarak partikiillerin sahip olduklan yiizey alanlarimin
azalmasindan dolayr birim zamanda agiga ¢ikan etkin madde miktarlan azalmis ve partikiil
biiyiikliigii daha biiyiik olan nanopartikiillerden daha yavas bir etkin madde salimim gézlendigi
belirlenmistir (Sengel-Tiirk, 2009).

PVA ile hazirlanan formiilasyonlar in-vitro etkin madde agiga ¢ikis hmzi profilleri
agismdan incelenmistir. Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de yer alan formiilasyonlarda
Pitavastatin ile PLGA oram sabit tutulurken, PVA miktan degisken tutulmustur. %1 oramnda
PVA igeren F10, %2 oraminda PVA igeren F11 ve %3 oranmnda PVA igeren F12 kodlu
formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agiga ¢ikig hizi1 profilleri gekil 3.10°da yer almaktadr.
Sekil 3.10°a gore, %3 oraninda PVA igeren F12 kodlu formiilasyonda 1. saatin sonuna
gelindiginde agiga ¢ikan etkin madde miktar1 %70 degerine ulasmistir. 168. saatin sonunda ise

3 formiilasyonda da %80in iizerinde etkin madde salimim gergeklesmistir (p<0.05).
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F13, F14 ve F15 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agi§a ¢ikig hiz1 profilleri
sekil 3.11°de yer almaktadur. Sekil 3.11°e gore, %1 oraninda PVA igeren F13 kodlu formiilasyon
1. saat itibariyle salinima baglarken, %2 oraninda PVA igeren F14 ve %3 oraninda PVA iceren
F15 kodlu formiilasyonlar ise 2. saat itibari ile salimma baglamigtir. F13 ve F14 kodlu
formiilasyonlarda agiga ¢ikan etkin madde miktarlan yaklagik olarak %100 degerine ulagsirken,
F15 kodlu formiilasyonda agia ¢ikan etkin madde miktar1 %60 degerinin altinda kalmigtir
(p<0.05).

F16, F17 ve F18 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agi§a ¢ikig hiza profilleri
sekil 3.12°de yer almaktadir. Sekil 3.12’ye gore, %1 oraninda PVA iceren F16 kodlu
formiilasyon anmnda salinima baslarken, %2 oraninda PVA igeren F17 kodlu formiilasyon 1.
saat itibariyle ve %3 oraminda PVA igeren F18 kodlu formiilasyon 4. saat itibariyle salinima
baglamigtir. 168. saatin sonunda F16 ve F17 kodlu formiilasyonlarda etkin madde agiga ¢ikig
miktan yaklagik olarak %40 degerine ulagirken, F18 kodlu formiilasyonda ise %10 degerinin
altinda kalmagtir (p<0.05).

PVA’nin sabit oldugu Pitavastatin ile PLGA orammnin degisken tutuldugu
formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde a¢1ga ¢ikig mz1 profilleri sekil 3.13, sekil 3.14 ve sekil
3.15’de yer almaktadir. $ekil 3.13’e gore F10 ve F16 kodlu formiilasyonlar amnda salinima
baslarken, F13 kodlu formiilasyon 1. saat itibariyle salinima baglamigtir. F13 kodlu formiilasyon
geg salimima baslamasina kargin, 168. saatin sonunda %100’¢ yakin etkin madde salmimu
gergeklestirerek bu formiilasyonlar arasinda en yiiksek degere ulagan formiilasyon olmustur
(p<0.05).

PVA oran1 %2 olan ve sirasityla etkin madde/polimer oram 1:5, 1:10 ve 1:15 olan F11,
F14 ve F17 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agifa ¢ikig iz profilleri sekil
3.14’de yer almaktadir Sekil 3.14’e gore, F14 kodlu formiilasyon 2. saat itibariyle salinima
baglayarak en ge¢ salimma baglayan formiilasyon olurken, 168. saatin sonunda en yiiksek etkin
madde a¢13a ¢ikan formiilasyon olmustur. F17 kodlu formiilasyon ise en hizli salinima baslayan
formiilasyon olurken, 168. saatin sonunda en diisiik etkin madde agiga ¢ikan formiilasyon

olmustur (p<0.05).

PVA oran1 %3 olan ve sirasiyla etkin madde/polimer oram 1:5, 1:10 ve 1:15 olan F12,

F15 ve F18 kodlu formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agiga ¢ikig iz profilleri sekil
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3.15°de yer almaktadir Sekil 3.15’e gore, F12 kodlu formiilasyon aminda salimma baglarken,
F15 kodlu formiilasyon 2. saat itibariyle, F18 kodlu formiilasyon ise 4. saat itibariyle salimma
baglamistir. 168. saatin sonunda F12 kodlu formiilasyonda agiga ¢ikan etkin madde miktan
yaklasik %70 iken, F15 ve F16 kodlu formiilasyonlardan agiga ¢ikan etkin madde miktar1 %60
degerinin altinda kalmgtir (p<0.05).

Tiim formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agi18a ¢ikis hiz1 grafikleri incelendiginde,
Pitavastatin ile PLGA oraninin sabit oldugu Poloksamer 188’in degisken oldugu F4, F5, F6 ve
F7, F8, F9 formiilasyonlarinin birbirleriyle istatistiksel olarak farkli olmadid: tespit edilmistir.
Bununla birlikte bu formiilasyonlarda agiga ¢ikan Pitavastatin miktarlanmn  diger
formiilasyonlara bakarak daha diigiik degerlerde kaldifi gézlemlenmigtir. Polimerik
nanopartikiil sistemlerden etkin maddenin salin hizim etkileyen parametrelerin ve dzelliklerin
baginda; formiilasyonda yer alan etkin madde ve polimerlerin fizikokimyasal &zellikleri,
nanopartikiillerin hazirlanmas: sirasinda kullamlan organik ¢éziiciiler ve yiizey aktif maddeler
ile nanopartikiillerin partikiil bityiikliigii sayilabilir. Bu faktdrlerden en etkin olan parametre ise
nanopartikiiler sistemin partikiil biiyiikliigidiir. Pargacik boyutu kiigiildiikge yiizey alani/hacim
oram artar, bu da genis bir yiizey alaniyla sonuglamir. Bu durumda kapsiillenmis terapotik
maddenin daha yiiksek in-vitro salinimiyla sonuglanmasi beklenir (Sengel-Tiirk, 2009, Feczko
vd. 2008). Bu dogrultuda, istatistiksel olarak farkli olmadid: tespit edilen formiilasyonlarin
partikiil biiyiikliiklerinin diger formiilasyonlara kiyasla daha yiiksek degerde olmasi, in-vitro

salimimin daha diisiik degerlerde kalmasinin sebebi olarak degerlendirilmistir.

Tez ¢aliygmamizda nanopresipitasyon yontemi ile elde edilen gesitli nanopartikiil
formiilasyonlar arasindan enkapsiilasyon etkinligi en yiiksek, partikiil biiyiikligii ve PDI en
diigiik deger olan F10 kodlu formiilasyon, optimum gereklilikleri saglamistir. Bu dogrultuda
DSC analizi, morfolojik inceleme, stabilite ¢aligmalart ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 F10 kodlu

optimum formiilasyon iizerinde gergeklestirilmistir.
Optimum nanopartikiil formiilasyonunun ¢6ziinme Mz verileri kinetik agidan

degerlendirildiginde en yiiksek uyum, Higuchi kinetiginde gériilmiistiir. Higuchi kinetigine

uyum, nanopartikiillerin matris yapisimin gostergesidir.

Pitavastatin yiiklii polimerik nanopartikiil formiilasyonlarimn olast etkin madde ile

yardimer madde etkilesimlerinin saptanabilmesi ve etkin maddenin polimerik matris yap1
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icerisindeki fiziksel yapisini tayin etmek igin DSC analizi yapilmigtir. Sekil 3.16°da yer alan
Pitavastatin yiikli (F10 kodlu formiilasyon) ve vyiikli olmayan optimum polimerik
nanopartikiillere ait DSC termogramlari ile Sekil 3.1°deki saf Pitavastatine ait DSC termogram
kargilagtinldiginda, saf Pitavastatine ait DSC termograminda bulunan piklerin sekil 3.16’da
gozlenmedigi tespit edilmistir, Yapilan aragtirmalar sonucunda bu durumun sebebi
Pitavastatinin nanopartikiillere enkapsiile edildiginde kristal yapisiin amorf yapiya
ddniigmesindendir (Nagajyothi, 2013). Bunun yam sira PLGA polimerine ait cams1 gegis
sicakhginin (Tg) Pitavastatin yiiklii olmayan nanopartikiil yapida 46,82°C’de oldugu,
Pitavastatin yiiklii nanopartikiil yapida ise 46,62°C’de oldugu gdzlenmistir. Calismamizda
kullantlan polimerik materyallere yonelik benzer sonuglar yapilan gesitli ¢aligmalarda da yer
almaktadir (Saka vd., 2020 ve Sengel Tiirk, 2009).

Tez ¢aliymamz dogrultusunda optimum olarak belirlenen polimerik nanopartikiil
formiilasyona (F10 kodlu formiilasyon) ait morfolojik &zelliklerin tespiti FESEM ile
gergeklestirilmis olup mikrograflan $ekil 3.17°de yer almaktadir. Mikrograflarin incelenmesi
sonucunda Pitavastatin yiiklii optimum nanopartikiile ait yapinin kiiresel oldugu, dar bir partikiil
biiyiikliik dagilim: gosterdigi ve elde edilen partikiil biiyiikliigii dagilim degerini destekler
nitelikte oldugu tespit edilmistir.

Pitavastatin yiiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonunun (F10 numarah
formiilasyon) 4°C sicaklik degerindeki 6 aylik stabilite verileri Cizelge 3.11°de yer almaktadr.
Yapilan incelemeler sonucunda, optimum nanopartikiile ait partikiil bilyiikliizii ve biiyiikliik
dagihim, enkapsiilasyon etkinligi ve zeta potansiyel degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir
degisiklik ile kargilagtlmamistir (p>0.05). Bu sonuglar dogrultusunda belirlenen saklama
kosullarinin optimum nanopartikiil i¢in uygun oldugu ve stabilitesi agisindan bir problemin s6z

konusu olmadid tespit edilmigtir.

Optimum nanopartikiil formiilasyonunun PC-3 hiicrelerinde antikanser etkinligine ait
veriler Sekil 3.18 ve 3.19°da yer almaktadir. Belirlenen optimum nanopartikiil formiilasyonunun
0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonda PC-3 prostat kanseri hiicre hattina uygulanmastyla
hiicre canhili1 diizeyleri sirasiyla %96.5, %89.4, %67.7, %47.9 ve %39.8 olarak belirlenmistir.
Aym konsantrasyonlarda saf Pitavastatin uygulanan hiicrelerde ise canlilik sirasiyla %85.8,
%86.3, %95.4, %96.2 ve %68.0 olarak tespit edilmistir (p<0.01). Inkiibasyon siiresi 48 saat
olarak uygulandiginda ise nanopartikiil grubunda hiicre canlihi1 sirasiyla %90.1, %88.9, %66.6,
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%28.8 ve %13.9 olarak tespit edilmigtir. Saf Pitavastatin uygulanan hiicrelerde hiicre canhlig
strasiyla %130.1, %123.0, %90.2, %65.1 ve %42.9 olarak belirlenmigtir (p<0.01). Pitavastatin
icermeyen nanopartikiil formiilasyonunun PC-3 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinligi
incelendiginde, 24 saat siiresince 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyon uygulanan hiicrelerde
canlilik oranlan sirastyla %104.9, %104.3, %106.5, %106.7 ve %85.6 iken (p<0.01), 48 saat
inkiibasyon sonunda sirasiyla %105.9, %129.1, %133.2, %132.4 ve %107.3 olarak tespit
edilmigtir (p<0.05). Saf Pitavastatin uygulanan hiicrelerde kontrol grubuna gore Pitavastatinin
artan konsantrasyonuna bagli olarak niikleer hasarin arttifi ve hiicrelerde erken apoptotik
6liimiin gdzlendigi belirlenmistir. Ayrica hiicre-hiicre baglantilaninda kopmalarin oldugu tespit
edilmigtir. Diger yandan 5 ve 10 puM konsantrasyonda nanopartikiil formiilasyonu
uygulandiginda ise PC-3 hiicrelerinde kontrol grubuna gére belirgin niikleer hasar ve kromatin
yogunlagmalan gbzlemlenmigtir. Ozellikle 10 pM konsantrasyonda optimum nanopartikiil
uygulanan prostat kanseri hiicrelerinde bazi vakuoler yapilar ve geg apoptotik hiicre $liimiiniin

daha fazla oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez galismasinda gesitli kanser tiirleri iizerinde kemopreventif etkinligi kanitlanmig bir

statin grubu etkin madde olan Pitavastatin molekiiliiniin polimerik nanopartikiiler ilag tastyici

sistemlerinin geligtirilmesi ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif

etkinliginin tayin edilmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda hazirlanan polimerik nanopartikiil

formiilasyonlarmin in-vitro ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla; enkapsiilasyon etkinlii,
partikiil biiyiikliigi, biiyiikliik dagilim, yiizey yiikii, etkin madde-yardimc1 madde etkilegimi,

morfolojik dzellikleri ve in-vitro etkin madde ag1ga ¢ikis tayinleri gergeklestirilmistir. Tespit

edilen optimum nanopartikiil ile PC-3 prostat kanseri hiicre hattinda antiproliferatif etkinlik

tayin edilmistir. Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda elde edilen sonuglar asagida yer almaktadir.

Hazirlanan formiilasyonlarda Pitavastatin/PLGA orami, Poloksamer 188 ya da PVA
miktarlan degisken olarak kullamlmugtir. Bu degiskenler ile olusturan 18 formiilasyona
ait partikiil biiyiikliikkleri 76 ile 318 nm araliginda ve PDI degerleri 0,061 ile 0,292
degerleri araliginda yer almigtir. PLGA, Poloksamer 188 ya da PVA miktarinin artmasi
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliikleri iizerinde bir artisa sebep olmugtur. Bunun yam
sira partikiil biiyiikligii dagilim tiim formiilasyonlar igin 0,3 degerinden kiigiik tayin
edilmig olup homojen bir partikiil biiyiikliigii dagilimini tammlamaktadir.

Hazirlanan formiilasyonlar arasinda PVA ile hazirlanan formiilasyonlarin Poloksamer
188 ile hazirlanan formiilasyonlara gore enkapsiilasyon etkinliginin daha yiiksek oldugu
ve PVA miktarindaki artigmn, nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinligini azalttig: tespit
edilmigtir. Pitavastatin yiiklii polimerik nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinlikleri
%64,26 ile %28,15 araliginda belirlenmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan Poloksamer 188 ve PVA’nin zeta potansiyeline
olan etkisi incelendiginde, Poloksamer 188 miktar1 arttikga nanopartikiillerin zeta
potansiyel degeri azalirken, PVA miktan arttikga nanopartikiillerin zeta potansiyel
degeri artmugtir.

Hazirlanan formiilasyonlarda PLGA miktan arttinldiginda, Poloksamer 188 kullanilan
formiilasyonlarda zeta potansiyel degerlerinin azaldipi, PVA kullamlan
formiilasyonlarda ise zeta potansiyel degerlerinin arttig: tespit edilmistir.

Hazirlanan formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde agifa ¢ikis hizi grafikleri
incelendiginde, F4, F5, F6 ve F7, F8, F9 formiilasyonlann birbirleriyle istatistiksel
olarak farkli olmadig1, diger kargilagtirmalan yapilan formiilasyonlarin ise birbirleriyle
istatistiksel olarak anlaml farkhliklara sahip oldugu bulunmustur. Istatistiksel olarak
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farkh olmadif1 tespit edilen formiilasyonlarda agifa ¢tkan etkin madde miktan
diigiiktiir. Bu durumun 6zellikle bu formiilasyonlarn partikiil biiyiikliiklerinin diger
formiilasyonlara kiyasla daha yiiksek olmasindan kaynaklandif diigiiniilmiistiir.
Pitavastatin ytiklii optimum polimerik nanopartikiil formiilasyonun 4°C sicaklikta altr
ay boyunca gerceklestirilen stabilite ¢aligmalar1 sonucunda final iiriin 6zelliklerinde
istatistiksel agidan anlamli bir farkhilifa rastlanilmamigtir. Bu durum, 4°C sicaklik
degerinin, liyofilize formdaki nanopartikiillerin saklanmasi i¢in uygun bir ortam kosulu
oldugunu gostermistir.

Gelistirilen optimum nanopartikiil formiilasyonunun saf Pitavastatin’e gore PC-3
hiicrelerinde daha fazla antiproliferatif etkiye sahip oldugu ve Pitavastatin igermeyen
nanopartikiil formiilasyonunun PC-3 hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin
bulunmadifs tespit edilmistir. Bununla birlikte, Akridin oranj/Propidyum Iyodiir
boyamasi sonucunda elde edilen goriintiiler optimum nanopartikiil formiilasyonunun
PC-3 hiicrelerinde daha fazla hasara ve 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerde
belirgin ge¢ apoptotik 6liime neden oldugunu géstermistir.

Tez ¢alismamizdan elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak, asagida belirtilen 6neriler verilebilir.

Nanopresipitasyon yontemi kulllanilarak hazirlanan Pitavastatin yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlarindan elde edilen veriler bu g¢aliymaya &zgii olmasma ragmen
Pitavastatin etkin maddesine benzer fizikokimyasal &zelliklere sahip molekiiller igin
formiilasyon gelistirme ¢aligmalarinda ¢aligmamiz yol gdsterici olarak kullamlabilir.
Pitavastatin, primer hiperlipidemi veya karigik dislipidemili yetiskin hastalarin
tedavisinde FDA tarafindan onayli bir molekiil olup ticari preparatlar1 oral yolla
kullamimaktadir. Yaptigimiz ¢alisma ile hazirladigimiz nanopartikiil formiilasyonlarin
ise parenteral yolla (intavenéz) kullamm (Pasif hedeflendirme mekanizmas: ile)
hedeflenmistir. Bu dogrultuda, Pitavastatin molekiiliiniin alternatif bir uygulama yolu
olarak parenteral kullanimimn degerlendirilebilecegi onerilmektedir.

Kemopreventif etkinlifi kanitlanmus bir statin grubu etkin madde olan Pitavastatin
molekiiliiniin insan PC3 prostat kanseri hiicreleri iizerindeki etkinliginin ve etki
mekanijzmasinin tayin edilmesi ilk defa bu ¢aligmada gergeklestirilmistir. Gerekli
kosullarin saglanmasi ile gergeklestirilecek klinik ¢aligmalar ile ¢alismamizdan elde
edilen optimum nanopartikiil formiilasyonun prostat kanseri tedavisinde kullanilan

diger ilaglara alternatif yeni bir iiriin olarak degerlendirilebilecegi énerilmektedir.

72



KAYNAKLAR

Aliwaini, S., El-Bashiti, T., & Mortaja, K. (2020). Pitavastatin Enhances Doxorubicin-induced
Apoptosis in MCF7 Breast Cancer Cells. Jordan Journal of Biological Sciences.

Amasya, G. (2014). Deri kanserlerinin tedavisinde uygulanmak iizere 5-florourasil iceren lipid

nanopartikiillerin tasarimla kalite galigmalar ve degerlendirilmeleri.

Andrews, J., Djakiew, D., Krygier, S., & Andrews, P. (2002). Superior effectiveness of ibuprofen
compared with other NSAIDs for reducing the survival of human prostate cancer cells. Cancer

chemotherapy and pharmacology, 50, 277-284.

ASCO, Amerika Klinik Onkoloji Demei. ‘Prostate Cancer’. [https://www.asco.org/] Erigim:
25/06/2023.

Avgoustakis, K., Beletsi, A., Panagi, Z., Klepetsanis, P., Karydas, A., & Ithakissios, D. (2002). PLGA—
mPEG nanoparticles of cisplatin: in vitro nanoparticle degradation, in vitro drug release and in

vivo drug residence in blood properties. Journal of controlled release, 79(1-3), 123-135.

Banerjee, R., Tyagi, P., Li, S., & Huang, L. (2004). Anisamide-targeted stealth liposomes: a potent
carrier for targeting doxorubicin to human prostate cancer cells. International journal of cancer,

112(4), 693-700.

Barani, M., Sabir, F., Rahdar, A., Arshad, R., & Kyzas, G. Z. (2020). Nanotreatment and nanodiagnosis

of prostate cancer: recent updates. Nanomaterials, 10(9), 1696.

Bagpinar, Y., Gilindogdu, E., Koksal, C., & Karasulu, E. (2015). Pitavastatin-containing nanoemulsions:
Preparation, characterization and in vitro cytotoxicity. Journal of Drug Delivery Science and

Technology, 29, 117-124.

Baykara, O. (2016). Kanser Tedavisinde Giincel Yaklagimlar. Balikesir Saglik Bilimleri Dergisi, 5(3),
154-165.

Bilati, U., Allémann, E., & Doelker, E. (2005). Nanoprecipitation versus emulsion-based techniques for
the encapsulation of proteins into biodegradable nanoparticles and process-related stability

issues. Aaps Pharmscitech, 6, E594-E604.

Borley, N., & Feneley, M. R. (2009). Prostate cancer: diagnosis and staging. Asian journal of andrology,
11(1), 74.

73



Bostwick, D. G., Burke, H. B., Djakiew, D., Euling, S., Ho, S.-m., Landolph, J., Morrison, H.,
Sonawane, B., Shifflett, T., Waters, D. J., & Timms, B. (2004). Human prostate cancer risk
factors. Cancer, 101(S10), 2371-2490. https://doi.org/https://doi.org/10.1002/cncr.20408

Breuhahn, K., Gores, G., & Schirmacher, P. (2011). Strategies for hepatocellular carcinoma therapy
and diagnostics: lessons learned from high throughput and profiling approaches. Hepatology,
53(6), 2112-2121.

Clogston, J. D., & Patri, A. K. (2011). Zeta potential measurement. Characterization of nanoparticles
intended for drug delivery, 63-70.

Crucho, C. I, & Barros, M. T. (2017). Polymeric nanoparticles: A study on the preparation variables

and characterization methods. Materials Science and Engineering: C, 80, 771-784.

Dadashzadeh, S., Derakhshandeh, K., & Shirazi, F. H. (2008). 9-nitrocamptothecin polymeric
nanoparticles: cytotoxicity and pharmacokinetic studies of lactone and total forms of drug in

rats. Anti-cancer drugs, 19(8), 805-811.

Danaei, M., Dehghankhold, M., Ataei, S., Hasanzadeh Davarani, F., Javanmard, R., Dokhani, A.,
Khorasani, 8., & Mozafari, M. (2018). Impact of particle size and polydispersity index on the

clinical applications of lipidic nanocarrier systems. Pharmaceutics, 10(2), 57.

de Francisco, L. M. B., Rosseto, H. C., de Toledo, L. d. A. S., dos Santos, R. S., de Souza Ferreira, S.
B., & Bruschi, M. L. (2019). Organogel composed of poloxamer 188 and passion fruit oil: Sol-
gel transition, rheology, and mechanical properties. Journal of Molecular Liquids, 289, 111170,

de Sousa Marcial, S. P., Carneiro, G., & Leite, E. A. (2017). Lipid-based nanoparticles as drug delivery

system for paclitaxel in breast cancer treatment. Journal of Nanoparticle Research, 19, 1-11.

de Wolf, E., Abdullah, M. L, Jones, S. M., Menezes, K., Moss, D. M., Drijthout, F. P., Hart, S. R,
Hoskins, C., Stronach, E. A, & Richardson, A. (2017). Dietary geranylgeraniol can limit the
activity of pitavastatin as a potential treatment for drug-resistant ovarian cancer. Scientific

reports, 7(1), 1-10.

Demierre, M.-F., Higgins, P. D., Gruber, S. B, Hawk, E., & Lippman, S. M. (2005). Statins and cancer
prevention. Nature Reviews Cancer, 5(12), 930-942.

Dinarvand, R., Sepehri, N., Manoochehri, S., Rouhani, H., & Atyabi, F. (2011). Polylactide-co-
glycolide nanoparticles for controlled delivery of anticancer agents. International journal of

nanomedicine, 877-895.

74



DSO, Diinya Saglik Orgiitii. ‘Prostate Cancer’. [www.who.int]. Erigim: 30/12/2022.

Duan, Y., Dhar, A,, Patel, C., Khimani, M., Neogi, S., Sharma, P., Kumar, N. S., & Vekariya, R. L.
(2020). A brief review on solid lipid nanoparticles: Part and parcel of contemporary drug
delivery systems. RSC advances, 10(45), 26777-26791.

El-Habashy, 8. E., Allam, A. N., & El-Kamel, A. H. (2016). Ethyl cellulose nanoparticles as a platform
to decrease ulcerogenic potential of piroxicam: formulation and in vitro/in vivo evaluation.

International journal of nanomedicine, 2369-2380.

Eldeeb, A. E., Salah, S., Mabrouk, M., Amer, M. S., & Elkasabgy, N. A. (2022). Dual-drug delivery
via zein in situ forming implants augmented with titanium-doped bioactive glass for bone
Tegeneration: preparation, in vitro characterization, and in vivo evaluation. Pharmaceutics, 14(2),

274.

Esim, O., Bakirhan, N. K., Sarper, M., Savaser, A., Ozkan, S. A., & Ozkan, Y. (2020). Influence of
emulsifiers on the formation and in vitro anticancer activity of epirubicin loaded PLGA

nanoparticles. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 60, 102027.

Famuyiwa, T. O., & Kumi-Diaka, J. K. (2018). Nanoparticle (NP) delivery of chemotherapy drugs to
prostate cancer patients. J Cancer Prev Curr Res, 9(5), 218-220.

Farina, N. H., Zingiryan, A., Vrolijk, M. A., Perrapato, S. D., Ades, S., Stein, G. S., Lian, ]. B., &
Landry, C. C. (2018). Nanoparticle - based targeted cancer strategies for non - invasive prostate
cancer intervention. Journal of cellular physiology, 233(9), 6408-6417.

Feczkd, T., T6th, J., & Gyenis, J. (2008). Comparison of the preparation of PLGA-BSA nano-and
microparticles by PVA, poloxamer and PVP. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 319(1-3), 188-195.

Felimban, R. I, Tayeb, H. H., Chaudhary, A. G., Felemban, M. A., Alnadwi, F. H., Ali, S. A., Alblowi,
J. A, ALfayez, E., Bukhary, D., & Alissa, M. (2023). Utilization of a nanostructured lipid carrier
encapsulating pitavastatin—Pinus densiflora oil for enhancing cytotoxicity against the gingival

carcinoma HGF-1 cell line. Drug Delivery, 30(1), 83-96.

Fuster, M. G., Carissimi, G., Montalb4n, M. G., & Villora, G. (2021). Antitumor activity of rosmarinic
acid-loaded silk fibroin nanoparticles on HeLa and MCF-7 cells. Polymers, 13(18), 3169.

75



Gagliardi, A., Giuliano, E., Venkateswararao, E., Fresta, M., Bulotta, S., Awasthi, V., & Cosco, D.
(2021). Biodegradable polymeric nanoparticles for drug delivery to solid tumors. Frontiers in
Pharmacology, 12, 601626.

Gleason, D. F., & Mellinger, G. T. (1974). Prediction of prognosis for prostatic adenocarcinoma by
combined histological grading and clinical staging. The Journal of urology, 111(1), 58-64.

Goyal, R., & Kumar, S. (2014). Nanotechnology: A novel approach towards cancer treatment. Journal
of Innovative Biology June, 1(2), 084-096.

Gronberg, H. (2003). Prostate cancer epidemiology. The Lancet, 361(9360), 859-864.

Gryparis, E. C., Hatziapostolou, M., Papadimitriou, E., & Avgoustakis, K. (2007). Anticancer activity
of cisplatin-loaded PLGA-mPEG nanoparticles on LNCaP prostate cancer cells. European

Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 67(1), 1-8.

Gu,C.,Li, C., Zhang, J., Li, X., Wang, L., Ju, Y., Liu, Y., & Xu, Y. (2020). Ultra-effective near-infrared
Photothermal therapy for the prostate cancer Nursing care through novel intended and surface
tailored photo-responsive Ga-Au@ MPS nanovesicles. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 202, 111685.

Gumustas, M., Sengel - Turk, C. T., Hascicek, C., & Ozkan, S. A. (2014). Optimization of a validated
stability - indicating RP - LC method for the determination of fulvestrant from polymeric based
nanoparticle systems, drugs and biological samples. Biomedical Chromatography, 28(10), 1409-
1417.

Hans, M. L., & Lowman, A. M. (2002). Biodegradable nanoparticles for drug delivery and targeting.
Current Opinion in Solid State and Materials Science, 6(4), 319-327.

Hasgicek, C., Sengel-Turk, C., Gumustas, M., Ozkan, A., Bakar, F., Das-Evcimen, N., Savaser, A., &
Ozkan, Y. (2017). Fulvestrant-loaded polymer-based nanoparticles for local drug delivery:
Preparation and in vitro characterization. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 40,
73-82.

IARC, Uluslararas1 Kanser Aragtirmalan Ajansi. ‘Prostate Cancer’. [https://www.iarc.who.int/] Erigim:

25/06/2023.

Inamura, K. (2018). Prostatic cancers: understanding their molecular pathology and the 2016 WHO
classification. Oncotarget, 9(18), 14723.

76



Jain, A. K., Swarnakar, N. K., Godugu, C., Singh, R. P., & Jain, S. (2011). The effect of the oral
administration of polymeric nanoparticles on the efficacy and toxicity of tamoxifen.

Biomaterials, 32(2), 503-515.

Jeong, C.-H,, Tilija Pun, N., Lee, N., & Song, S.-H. (2022). Pitavastatin induces cancer cell apoptosis
by blocking autophagy flux. Frontiers in Pharmacology, 841.

Kadian, R. (2018). Nanoparticles: A promising drug delivery approach. Asian J Pharm Clin Res, 11(1),
30-35.

Kara, A., Ozturk, N., Sarisozen, C., & Vural, I. (2014). Investigation of formulation parameters of plga
nanoparticles prepared by nanoprecipitation technique. Proceedings of the 5th International

Conference on Nanotechnology: Fundamentals and Application, Prague, Czech Republic,

Kajinami, K., Takekoshi, N., & Saito, Y. (2003). Pitavastatin: efficacy and safety profiles of a novel
synthetic HMG - CoA reductase inhibitor. Cardiovascular drug reviews, 21(3), 199-215.

Kharouba, M., El-Kamel, A., Mehanna, R., Thabet, E., & Heikal, L. (2022). Pitavastatin-loaded
bilosomes for oral treatment of hepatocellular carcinoma: A repurposing approach. Drug
Delivery, 29(1), 2925-2944.

Khuroo, T., Verma, D., Talegaonkar, S., Padhi, S., Panda, A. K., & Igbal, Z. (2014). Topotecan—
tamoxifen duple PLGA polymeric nanoparticles: investigation of in vitro, in vivo and cellular

uptake potential. International Journal of Pharmaceutics, 473(1-2), 384-394.

Kingsley, J. D., Dou, H., Morehead, J., Rabinow, B., Gendelman, H. E., & Destache, C. J. (2006).
Nanotechnology: a focus on nanoparticles as a drug delivery system. Journal of Neuroimmune

Pharmacology, 1(3), 340-350.

Koemer, J., Horvath, D., & Groettrup, M. (2019). Harnessing dendritic cells for poly (D, L-lactide-co-
glycolide) microspheres (PLGA MS)—mediated anti-tumor therapy. Frontiers in immunology,
10, 707.

Krishnamoorthy, K., & Mahalingam, M. (2015). Selection of a suitable method for the preparation of
polymeric nanoparticles: multi-criteria decision making approach. Advanced pharmaceutical
bulletin, 5(1), 57-67.

Kumar, S. N., & Baghyalakshmi, J. (2007). Determination and quantification of pitavastatin calcium in
tablet dosage formulation by HPTLC method. Analytical letters, 40(14), 2625-2632.

77



Kuncahyo, 1., Choiri, S., Fudholi, A., Martien, R., & Rohman, A. (2023). Development of pitavastatin-
loaded super-saturable self-nano emulsion: A continues screening and optimization approach

using statistical technique. Journal of Dispersion Science and Technology, 44(4), 608-617.

Kuoppala, J., Lamminpéi, A., & Pukkala, E. (2008). Statins and cancer: a systematic review and meta-
analysis. European journal of cancer, 44(15), 2122-2132.

Leitzmann, M. F., & Rohrmann, S. (2012). Risk factors for the onset of prostatic cancer: age, location,

and behavioral correlates. Clinical epidemiology, 4(1), 1-11,

Liu, H., Bao, P, Lj, L., Wang, Y., Xu, C, Deng, M., Zhang, J., & Zhao, X. (2017). Pitavastatin
nanoparticle-engineered endothelial progenitor cells repair injured vessels. Scientific reports,
7(1), 18067.

Lépez-Garcia, R., & Ganem-Rondero, A. (2015). Solid lipid nanoparticles (SLN) and nanostructured
lipid carriers (NLC): occlusive effect and penetration enhancement ability. Journal of cosmetics,

dermatological sciences and applications, 5(02), 62.

Lq, J.-M., Wang, X., Marin-Muller, C., Wang, H., Lin, P. H., Yao, Q., & Chen, C. (2009). Current
advances in research and clinical applications of PLGA-based nanotechnology. Expert review of

molecular diagnostics, 9(4), 325-341.

Madani, F., Goodarzi, A., Hashemi, M., Mujokoro, B., Khosravani, M., & Adabi, M. (2018).
Preparation of Methotrexate loaded PLGA nanoparticles coated with PVA and Poloxamer188.

Nanomedicine Research Journal, 3(1), 19-24.

Matusewicz, L., Meissner, J., Toporkiewicz, M., & Sikorski, A. F. (2015). The effect of statins on
cancer cells. Tumor Biology, 36, 4889-4904.

Meng, X., Zhong, J., Liu, S., Murray, M., & Gonzalez-Angulo, A. M. (2012). A new hypothesis for the

cancer mechanism. Cancer and Metastasis Reviews, 31(1), 247-268.

Mudshinge, S. R., Deore, A. B., Patil, S., & Bhalgat, C. M. (2011). Nanoparticles: emerging carriers
for drug delivery. Saudi pharmaceutical journal, 19(3), 129-141.

Mukerjee, A., & Vishwanatha, J. K. (2009). Formulation, characterization and evaluation of curcumin-

loaded PLGA nanospheres for cancer therapy. Anticancer research, 29(10), 3867-3875.

Mukhtar, R, Reid, J., & Reckless, J. (2005). Pitavastatin. International journal of clinical practice,
59(2), 239-252.

78



Nagajyothi, N. (2013). Formulation and evaluation of pitavastatin nanosuspension Swamy

Vivekanandha College of Pharmacy, Tiruchengode].

Nielsen, S. F., Nordestgaard, B. G., & Bojesen, S. E. (2012). Statin use and reduced cancer-related
mortality. New England Journal of Medicine, 367(19), 1792-1802.

NIH, National Cancer Institue. ‘Prostate Cancer - Cancer Stat  Facts’
[https://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html]. Erigim: 25.06.2023.

Nogueira, D. R., Tavano, L., Mitjans, M., Pérez, L., Infante, M. R., & Vinardell, M. P. (2013). In vitro
antitumor activity of methotrexate via pH-sensitive chitosan nanoparticles. Biomaterials, 34(11),

2758-2772.

Ogiing, Y., Demirel, M., Yakar, A., & incesu, Z. (2017). Vincristine and e-viniferine-loaded PLGA-b-
PEG nanoparticles: pharmaceutical characteristics, cellular uptake and cytotoxicity. Journal of
Microencapsulation, 34(1), 38-46.

Panchal, H. J,, Suhagia, B. N,, Patel, M. M., & Patel, B. H. (2009). Estimation of pitavastatin calcium
in tablet dosage forms by column liquid chromatography and ultraviolet spectrophotometry.
Journal of AOAC International, 92(1), 158-164.

Prabhu, R. H., Patravale, V. B., & Joshi, M. D. (2015). Polymeric nanoparticles for targeted treatment

in oncology: current insights. International journal of nanomedicine, 1001-1018.

Ram Prasad, R. P., Rishikesh Pandey, R. P., Ajit Varma, A. V., & Ishan Barman, L. B. (2017). Polymer-
based nanoparticles for drug delivery systems and cancer therapeutics. In Natural polymers for
drug delivery (pp. 53-70). CABI Wallingford UK.

Ramani, V. D,, Jani, G. K., Sen, A. K., Sailor, G. U., & Sutariya, V. B. (2019). Development and
validation of RP-HPLC method for pitavastatin calcium in bulk and formulation using

experimental design. Journal of Applied Pharmaceutical Science, 9(10), 075-083.

Rao, J. P., & Geckeler, K. E. (2011). Polymer nanoparticles: Preparation techniques and size-control

parameters. Progress in polymer science, 36(7), 887-913.

Reis, C. P., Neufeld, R. J., Ribeiro, A. J., & Veiga, F. (2006). Nanoencapsulation I. Methods for
preparation of drug-loaded polymeric nanoparticles. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine, 2(1), 8-21.

79



Rivas, C. J. M., Tarhini, M., Badri, W., Miladi, K., Greige-Gerges, H., Nazari, Q. A., Rodriguez, S. A.
G., Roman, R. A, Fessi, H, & Elaissari, A. (2017). Nanoprecipitation process: From
encapsulation to drug delivery. International Journal of Pharmaceutics, 532(1), 66-81.

Rivera-Hernandez, G., Antunes-Ricardo, M., Martinez-Morales, P., & Sanchez, M. L. (2021). Polyvinyl
alcohol based-drug delivery systems for cancer treatment. International Journal of

Pharmaceutics, 600, 120478.

Saadati, R., & Dadashzadeh, S. (2014). Marked effects of combined TPGS and PVA emulsifiers in the
fabrication of etoposide-loaded PLGA-PEG nanoparticles: in vitro and in vivo evaluation.

International Journal of Pharmaceutics, 464(1-2), 135-144.

Sahoo, S. K., Panyam, J., Prabha, S., & Labhasetwar, V. (2002). Residual polyvinyl alcohol associated
with poly (D, L-lactide-co-glycolide) nanoparticles affects their physical properties and cellular
uptake. Journal of controlled release, 82(1), 105-114.

Saka, 0. M., Oz, U. C., Kiigiiktiirkmen, B., Devrim, B., & Bozkir, A. (2020). Central composite design
for optimization of zoledronic acid loaded PLGA nanoparticles. Journal of Pharmaceutical

Innovation, 15, 3-14.

Salatin, S., Barar, J., Barzegar-Jalali, M., Adibkia, K., Kiafar, F., & Jelvehgari, M. (2017). Development
of a nanoprecipitation method for the entrapment of a very water soluble drug into Eudragit RL

nanoparticles. Research in pharmaceutical sciences, 12(1), 1.

Sanchez-Moreno, P., Ortega-Vinuesa, J. L., Martin-Rodriguez, A., Boulaiz, H., Marchal-Corrales, J.
A., & Peula-Garcia, J. M. (2012). Characterization of different functionalized lipidic
nanocapsules as potential drug carriers. International journal of molecular sciences, 13(2), 2405-

2424.

Sanna, V., Roggio, A. M., Posadino, A. M,, Cossu, A., Marceddu, S., Mariani, A., Alzari, V., Uzzau,
S., Pintus, G., & Sechi, M. (2011). Novel docetaxel-loaded nanoparticles based on poly (lactide-
co-caprolactone) and poly (lactide-co-glycolide-co-caprolactone) for prostate cancer treatment:

formulation, characterization, and cytotoxicity studies. Nanoscale research letters, 6(1), 1-9.

Saxena, V., Naguib, Y., & Hussain, M. D. (2012). Folate receptor targeted 17-allylamino-17-
demethoxygeldanamycin (17-AAG) loaded polymeric nanoparticles for breast cancer. Colloids
and Surfaces B: Biointerfaces, 94, 274-280.

Senel, §., Bilensoy, E., (2014). Nanofarmasétikler ve Uygulamalari. istanbul: Nobel Tip Kitabevi,
9-35

80



Sengel-Turk, C., Hascicek, C., Dogan, A., Esendagli, G., Guc, D., & Gonul, N. (2014). Surface
modification and evaluation of PLGA nanoparticles: the effects on cellular uptake and cell
proliferation on the HT-29 cell line. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 24(2),
166-172.

Sengel-Turk, C. T., Hascicek, C., Bakar, F., & Simsek, E. (2017). Comparative evaluation of
nimesulide-loaded nanoparticles for anticancer activity against breast cancer cells. Aaps

Pharmscitech, 18, 393-403.

Sengel-Turk, C. T., Ozkan, E., & Bakar-Ates, F. (2022). Box-Behnken design optimization and in vitro
cell based evaluation of piroxicam loaded core-shell type hybrid nanocarriers for prostate cancer.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 216, 114799.

Sengel-Turk, C. T., Ozmen, N., & Bakar-Ates, F. (2021). Design, characterization and evaluation of
cucurbitacin B-loaded core-shell-type hybrid nano-sized particles using DoE approach. Polymer
Bulletin, 78, 3327-3351.

Sepehri, N., Rouhani, H., Tavassolian, F., Montazeri, H., Khoshayand, M. R., Ghahremani, M. H.,
Ostad, S. N., Atyabi, F., & Dinarvand, R. (2014). SN38 polymeric nanoparticles: in vitro
cytotoxicity and in vivo antitumor efficacy in xenograft balb/c model with breast cancer versus

irinotecan. International Journal of Pharmaceutics, 471(1-2), 485-497.

Sharma, A., Goyal, A. K., & Rath, G. (2018). Recent advances in metal nanoparticles in cancer therapy.
Journal of drug targeting, 26(8), 617-632.

Sharma, S., Parmar, A., Kori, S., & Sandhir, R. (2016). PLGA-based nanoparticles: A new paradigm in
biomedical applications. TrAC trends in analytical chemistry, 80, 30-40.

Sifaoui, I, Diaz-Rodriguez, P., Rodriguez-Expésito, R. L., Reyes-Batlle, M., Lopez-Arencibia, A.,
Villatoro, L. S., Castelan-Ramirez, 1., Omafia-Molina, M., Oliva, A., & Pifiero, J. E. (2022).
Pitavastatin loaded nanoparticles: a suitable ophthalmic treatment for Acanthamoeba Keratitis
inducing cell death and autophagy in Acanthamoeba polyphaga. European Journal of

Pharmaceutics and Biopharmaceutics.

Singh, R., & Lillard Jr, J. W. (2009). Nanoparticle-based targeted drug delivery. Experimental and
molecular pathology, 86(3), 215-223.

Stryjkowska-Géra, A., Karczmarek-Borowska, B., Géra, T., & Krawczak, K. (2015). Statins and
cancers. Contemporary Oncology/Wspéiczesna Onkologia, 19(3), 167-175.

81



Sun, Y., Chen, L., Zhao, S., Shi, L., Li, H., Tian, W., & Qi, G. (2020). Effects of nanoparticle-mediated
delivery of pitavastatin on atherosclerotic plaques in ApoE - knockout mice and THP - 1 -
derived macrophages. Experimental and Therapeutic Medicine, 19(6), 3787-3797.

Sung, H., Ferlay, J., Siegel, R. L., Laversanne, M., Soerjomataram, 1., Jemal, A., & Bray, F. (2021).
Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide
for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 71(3), 209-249.
https://doi.org/https://doi.org/10.3322/caac.21660

Sur, S., Rathore, A., Dave, V., Reddy, K. R., Chouhan, R. S., & Sadhu, V. (2019). Recent developments
in functionalized polymer nanoparticles for efficient drug delivery system. Nano-Structures &
Nano-Objects, 20, 100397.

Sengel Tiirk, C. T. (2009). Kolona hedeflendirilmek iizere nanopartikiiler ilag tasiyic1 sistemlerin

gelistirilmesi ve degerlendirilmesi.

Sengel-Tiirk, C. T., Hasgigek, C., Dogan, A. L., Esendagli, G., Guc, D., & Géniil, N. (2012). Preparation
and in vitro evaluation of meloxicam-loaded PLGA nanoparticles on HT-29 human colon

adenocarcinoma cells. Drug development and industrial pharmacy, 38(9), 1107-1116.

Tabatabaei Mirakabad, F. S., Nejati-Koshki, K., Akbarzadeh, A., Yamchi, M. R., Milani, M., Zarghami,
N., Zeighamian, V., Rahimzadeh, A., Alimohammadi, S., & Hanifehpour, Y. (2014). PLGA-
based nanoparticles as cancer drug delivery systems. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention, 15(2), 517-535.

Tan, Q., Liu, W., Guo, C., & Zhai, G. (2011). Preparation and evaluation of quercetin-loaded lecithin-

chitosan nanoparticles for topical delivery. International journal of nanomedicine, 1621-1630.

TANIK, F., & GURSAN, 1. N. (2022). Kanserde Fiziksel Aktivite ve Egzersiz-Koruyucu ve Tedavi
Edici Etki. [zmir Katip Celebi Universitesi Saglik Bilimleri Fakiiltesi Dergisi, 7(1), 129-132.

Tomasetti, C., Li, L., & Vogelstein, B. (2017). Stem cell divisions, somatic mutations, cancer etiology,
and cancer prevention. Science, 355(6331), 1330-1334.
https://doi.org/doi:10.1126/science.aaf9011

Tomlinson, B., Lin, T.-y., Dall'Era, M., & Pan, C.-X. (2015). Nanotechnology in bladder cancer: current

state of development and clinical practice. Nanomedicine, 10(7), 1189-1201.

82



Turk, C. T. S,, Oz, U. C,, Serim, T. M., & Hascicek, C. (2014). Formulation and optimization of
nonionic surfactants emulsified nimesulide-loaded PLGA-based nanoparticles by design of
experiments. Aaps Pharmscitech, 15, 161-176.

US20190256469A1-Crystalline Forms of Pitavastatin Calcium-Google Patent,
[https://patents.google.com/patent/US20190256469A 1/en]. Erisim: 23.12.2023

Vauthier, C., & Bouchemal, K. (2009). Methods for the preparation and manufacture of polymeric
nanoparticles. Pharmaceutical research, 26, 1025-1058.

Vilar, G., Tulla-Puche, J., & Albericio, F. (2012). Polymers and drug delivery systems. Current drug
delivery, 9(4), 367-394.

Wang, Z,, Jj, L., Ren, Y., Liu, M,, Ai, X., & Yang, C. (2022). Preparation and anti-tumor study of

dextran 70,000-selenium nanoparticles and poloxamer 188-selenium nanoparticles. Aaps
Pharmscitech, 23, 1-11.

Wurm, F. R., & Weiss, C. K. (2014). Nanoparticles from renewable polymers. Frontiers in chemistry,
2,49.

Yallapu, M. M., Gupta, B. K., Jaggi, M., & Chauhan, S. C. (2010). Fabrication of curcumin
encapsulated PLGA nanoparticles for improved therapeutic effects in metastatic cancer cells.

Journal of colloid and interface science, 351(1), 19-29.

Yan, F,, Zhang, C., Zheng, Y., Mei, L., Tang, L., Song, C., Sun, H., & Huang, L. (2010). The effect of
poloxamer 188 on nanoparticle morphology, size, cancer cell uptake, and cytotoxicity.

Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 6(1), 170-178.

Yao, Y., Zhou, Y., Liu, L., Xu, Y., Chen, Q., Wang, Y., Wu, S., Deng, Y., Zhang, J., & Shao, A. (2020).
Nanoparticle-based drug delivery in cancer therapy and its role in overcoming drug resistance.

Frontiers in Molecular Biosciences, 7, 193.

You, H.-Y., Zhang, W.-J,, Xie, X.-M,, Zheng, Z.-H., Zhu, H.-L., & Jiang, F.-Z. (2016). Pitavastatin

suppressed liver cancer cells in vitro and in vivo. OncoTargets and therapy, 9, 5383.

Yousaf, R., Khan, M. L., Akhtar, M. F., Madni, A., Sohail, M. F., Saleem, A., Irshad, K., Sharif, A., &
Rana, M. (2023). Development and in-vitro evaluation of chitosan and glyceryl monostearate

based matrix lipid polymer hybrid nanoparticles (LPHNPs) for oral delivery of itraconazole.
Heliyon, 9(3).

83



Zhang, B.-F., Xing, L., Qiao, J.-B., Cui, P.-F., Wang, F.-Z., Zhang, J.-L., Xu, C.-X., & Jiang, H.-L.
(2016). In vivo synergistic antitumor effect and safety of siRNA and lonidamine dual-loaded
hierarchical targeted nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, 506(1-2), 207-213.

Zhang, J., Wang, L., You, X, Xian, T., Wu, J., & Pang, J. (2019). Nanoparticle therapy for prostate

cancer: overview and perspectives. Current Topics in Medicinal Chemistry, 19(1), 57-73.

Zielifiska, A., Carreird, F., Oliveira, A. M., Neves, A., Pires, B., Venkatesh, D. N., Durazzo, A.,
Lucarini, M., Eder, P., & Silva, A. M. (2020). Polymeric nanoparticles: production,

characterization, toxicology and ecotoxicology. Molecules, 25(16), 3731.

84



