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BOLUM I
GiRi$ VE AMAC

GUnUmUzde tip alaninda yasanan gelismeler birgcok hastaligi korkulu
riya olmaktan c¢ikarmis ve tedavisini mimkin kilmistir. Ancak halen tam
anlamiyla tedavisi mimkin olmayan ve Uzerinde yogun sekilde calisilan
hastaliklar da mevcuttur. Bu hastaliklarin baginda hi¢ sUphesiz kanser
gelmektedir. Kanser ginimuizde kalp hastaliklarindan sonra élimlere en ¢ok
yol agan ikinci hastaliktir (1, 44).

Yapilan caligmalar sonucunda kanser tedavisinde olduk¢ca vyol
alinmigtir. Ancak bu anlamda yapilan ¢aligmalarin blyidk bdlimi hastanin
6mrind uzatmaya ve tedavi slrecinin daha az sikintili gegirmesini
saglamaya yoéneliktir. CUnkl kanserde tedavi slreci, tedaviye bagli olarak
ortaya cikan yan etkiler sonucu sikintili gecmektedir. Gerek tip gerekse
eczacllik alanindaki bu arastirmalar iki ana baslkta yogunlagsmaktadir:

e Etkili yeni tedavi ydntemlerine ulagsmak,
e Mevcut tedavi ydntemlerinde yan etkileri en aza indirmektir.

Biz de bu distnceden hareketle mevcut bir ticari antitiméral ilaci yeni
bir farmasétik sekille hastaya sunmayl amacladik. Eger etkin maddeyi
piyasadaki mevcut formundan farkl olarak daha disik dozda ayni sitotoksik
etkiyi saglayacak yeni bir dozaj formuyla hazirlayabilirsek ilacin yan etkileri

de azaltilabilir.



Calismamizda model etkin madde olarak metotreksati (Mtx) sectik. Mtx
glnimuzde kanser kemoterapisinde en cok tercih edilen etkin maddelerden
biridir (44). Mtx'in piyasada mevcut enjektabl preparati ile Mtx igceren yeni bir
mikroemdilsiyon formulasyonu olusturarak ikisinin sitotoksik etkinligini
karsilastirdik. Formullasyon olarak mikroemdlsiyonu tercih etmemizin nedeni;
mikroemdlsiyonlar sistemik ve lokal uygulamanin yani sira ilac
hedeflenmesinde de kullaniimaktadir. Ayrica bu sistemler termodinamik
olarak dayanikh, kendiliginden olusan, disUk viskoziteli, etkin madde
¢6zUnUrliguna ve biyoyararlanimini arttiran, saydam (transparan), izotropik
dispers sistemlerdir (10, 11, 17, 33, 35, 42). Bu acidan mikroemulsiyonlar
6nemli ilag tasiyici sistemlerden biridir. Bdylece biz de Mtx’1 mikroemulsiyona
daha disUk dozda yUkleyerek, ticari preparatla ayni sitotoksik etkiyi elde
etmeyi amacladik.

Calismamizda  gelistirdigimiz  ve Mix yUkledigimiz  optimum
mikroemulsiyon formulasyonu ile ticari preparatinin diflizyonu in vitro olarak
insan periton mukozasi kullanilarak incelendi. Ex vivo olarak da insan meme
kanseri hlcre hatlari Gzerinde dogrudan sitotoksisite arastirmalari yapildi.
Elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda Mtx iceren mikroemiulsiyon
formdlasyonunun sitotoksisitesi acgisindan uygun bir ila¢c taslyici sistem

oldugu ve daha ileri calismalar icin Gmit verici oldugunu distnUyoruz.



1. GENEL BILGILER

1.1 EMULSIYONLAR

1.1.1 Tanimi

Emdlsiyonlar birbirleriyle karismayan iki farkh sivi faz igeren dispers
sistemlerdir (17, 19, 40, 48). Sivilardan biri digerinin icerisinde damlaciklar
halinde dagiimistir ve bu faza dagilmis (i¢) faz, digerine ise surekli (dis) faz
denir. Burada iki sivinin birbiri icerisinde dagiimasi uygun bir ylzey etkin
madde yardimiyla olur ve olusan emiulsiyon homojen gérintslu, heterojen bir
sistemdir. YUzey etkin maddeler iki sivi faz arasinda adsorbe olarak ytzeyler
aras! gerilimi azaltmak suretiyle etkili olurlar. Emdlsiyonlarda i¢ fazin
damlacik ¢capi 0.1-100 um arasindadir (1, 17, 19, 30, 31, 40, 45).

Emidilsiyonlarin baslica avantajlarn (27, 39);

e Hastalarda ila¢ biyoyararlanimini arttirmasi

e Kimyasal ve fiziksel yénden stabil olmasi

e Kolay tatbik edilmesi

e GOrlinUmandn glzel olmasi

e Tadi kétl olan ilaglarin lezzetinin dizeltilebilmesidir.

1.1.2 Emiulsiyon Tipleri

Emdlsiyonlarin  olusumunda yagh faz sulu fazda dagiliyorsa bu
emdilsiyona su icinde yag (Y/S) emilsiyonu denir. Bunun tersi durumunda
yani sulu fazin yaglh ortamda dagiimasiyla olusan emdulsiyona ise yag icinde
su (S/Y) emdilsiyonu denir (30). Burada emiilsiyonun tipinin belirlenmesinde
ylzey etkin maddenin roli bUyudktir. Ylzey etkin madde suda ¢ézinlyorsa

Y/S, yagda ¢6zinlyorsa S/Y tipinde emilsiyon olusur (27, 30, 32, 38).



1.1.3 Yiizey Etkin Maddeler ( Emiulgatérler = Surfaktanlar )

Yuzey etkin maddeler, sulu ve yagh fazlar arasindaki i¢ ylzey gerilimini
disidrerek emilsiyon olusumunu saglayan maddelerdir (17, 27, 34, 45).
Onceleri yiizey etkin madde olarak sadece bazi sabunlar ve dogal maddeler
kullaniimigsa da daha sonra bircok sentetik ajan da Uretilmistir (40).

Yuzey etkin maddelerin siniflandirilmasi (27):

1. Sentetik maddeler

2. Yan sentetik maddeler

3. Dogal maddeler

Yuzey etkin maddeler iyonik yapilarina gére de siniflandirilabilirler (27):

1. Anyonik Ylzey Etkin Maddeler

2. Katyonik Yuzey Etkin Maddeler

3. Noniyonik YUzey Etkin Maddeler

4. Amfoterik Ylzey Etkin Maddeler

1.1.4 Hidrofilik Lipofilik Balans (HLB) Degeri

Ylzey etkin madde sec¢iminde dikkat edilmesi gereken en énemli unsur
Hidrofilik Lipofilik Denge degeridir. 1950°li vyillara kadar emulsiyon
hazirlanmasinda kullanilan ylzey etkin maddenin seg¢imi deneme yanilma
ybntemiyle yapiimistir. Daha sonra bu secim Griffin tarafindan gelistirilen
HLB sistemine gére yapilmistir (27). Olusan emulsiyonun tipi HLB degerine
baghdir.

Ylzey etkin maddelerin sahip oldugu HLB degerleri 0-20 arasinda
degismektedir ve bu deger deneysel olarak hesaplanmaktadir. HLB degeri

20’'ye yaklastikca ylzey etkin madde hidrofilik ézellik kazanir. HLB degeri



10’dan kicuk olan ylzey etkin maddeler lipofilik, blylUk olanlar ise hidrofilik
olarak nitelendirilir (17, 27, 51).
Yuzey etkin maddelerin HLB degerlerine gbre siniflandiriimasi Tablo

1’de gbsterilmistir (27):

Tablo 1. HLB degeri ile ylizey etkin madde kullanimi arasindaki iligki

HLB Degeri Kullanimi
0-3 Antikdpuk Ajanlar
4-6 S/Y Yiizey etkin maddesi
7-9 Islatici Ajanlar

8-18 Y/S Ylizey etkin maddesi

13-15 Deterjanlar

10-18 Co6zicl Ajanlar

istenilen HLB degeri iki farkli ylizey etkin maddenin karistirilmasi ile de
elde edilebilir. Karigim emulgatérlerinin HLB degerini Esitlik 1 ile hesaplamak
mamkindar (14):
HLB = [ HLBA X (WA/Wa+Wg )]+ [HLBgx (Wg/Wa+Wg)] (Esitlik 1)

Burada;

HLBa : Birinci ylzey etkin maddenin HLB degeri

HLBg : ikinci ylizey etkin maddenin HLB degeri

W, : Birinci yuzey etkin maddenin emulsiyondaki miktari

W5 : ikinci ylizey etkin maddenin emiilsiyondaki miktari



1.1.5 Emiulsiyon Cesitleri

Emdlsiyonlar sahip olduklari damlacik bayUkliklerine gbre su sekilde
siniflandinlabilirler (17):

1. Goklu Emdilsiyonlar

2. Miseller Emulsiyonlar ( 10 nm >)

3. Mikroemilsiyonlar ( 10-100 nm)

4. Makroemuilsiyonlar ( 100 nm <)

1.1.5.1 MIKROEMULSIYONLAR

1.1.5.1.1 Mikroemdilsiyonlarin Tanimi

Mikroemdilsiyonlar, termodinamik olarak dayanikli, kendiliginden olusan,
dUsik viskoziteli, saydam (transparan), izotropik dispers sistemlerdir (10, 11,
17, 33, 35, 42, 54). Saydam yani berrak olmalari cok kiicik damlacik capina
sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Dispers fazin damlacik bayUkligu 5-
100 nm arasinda degisir (33). Damlacik capinin kiicik olmasi nedeniyle su
ile yagd arasinda cok genis araylzeye sahiptirler. Bu kiclUk damlaciklar
gbranar 15191 gecirirler ya da zayif bir sekilde dagitirlar. Bdylece sistem
saydam bir 6zellik gésterir (6, 7, 9, 18, 56).

Mikroemdlsiyon terimi ilk kez Hoar ve Schulman tarafindan 1943 yilinda
“‘Nature” dergisinde yayinlanan makalelerinde kullanilmigtir. Yazarlar
makalelerinde bu terimi normal emdulsiyonlarin orta zincir uzunlugunda
alkollerle titre edilmesiyle elde edilen transparan sistemleri tanimlamak

amaciyla kullanmiglardir (25).



Bu sistemlerin kendiliginden olusabilmesi yag-su araylzeyindeki
gerilimin sifir olmasina baglidir. Bu durum, birim ylzeye ylUksek miktarda
ylzey etkin maddenin (% 20) kullaniimasiyla gerceklestirilebilir (17, 50).

Mikroemdilsiyonlar yag, su, ylzey etkin madde ve yardimci ylzey etkin
maddeden (ko-surfaktan) olusan dort bilesenli sistemlerdir. Ara yUzeydeki
gerilimin disik olmasini saglamak icin ytzey etkin madde ile yardimci ylzey
etkin madde sisteme birlikte eklenir. Ko-surfaktan kullaniimadan olusan
mikroemdlsiyonlar da bulunmaktadir ve bunlara kendiliginden emdulsifiye
olabilen (self-emulsifying) mikroemulsiyonlar denilmektedir (10, 24, 26, 43).

Mikroemdlsiyon sistemlerinde etkin madde sahip oldugu lipofilik 6zellige
bagli olarak sulu ve yagli faz arasinda dagiimaktadir. Etkin maddenin dagilim
katsayisi salim hizina etki etmektedir. Salim hizini etkileyen diger faktérler;
dispers fazin damlacik boyutu, faz hacimlerinin orani, etkin madde ile tasiyici
sistemin etkilesmesi ve etkin maddenin sulu ve yagl fazdaki diftzyonudur (2,
17, 22, 23).

Mikroemdlsiyonlar ile emdlsiyonlar arasindaki en belirgin fark
mikroemdlsiyonlarin spontan olarak olugsmasi yani hazirlanmalar esnasinda

mekanik iglem gerektirmemeleridir (25, 41, 46, 55).

1.1.5.1.2 Mikroemdilsiyonlarin Avantajlari
Mikroemdlsiyonlarin sahip oldugu bazi avantajlar onlari diger ilac
tasiyici formilasyonlarina gére Gstin kilmaktadir. Bunlar (20, 21, 42, 47, 52):
1. llaglar igin yliksek ¢dziinirlik kapasitesine sahiptirler.
2. Penetrasyon arttirici 6zellikleri vardir ve mikroemulsiyonlardan ilag

absorbsiyonu hizlidir.



3. Etken maddenin cevre kosullarindan (yiyecekler, safra salgisi ve pH
gibi) etkilenmesini azaltarak dayaniklihgini arttirirlar.

4. Yuksek stabiliteye sahiptirler.

5. Hazirlanma ydntemleri kolaydir.

6. Yutulmasi glc olan kati ila¢ sekillerinin yerine kullanilabilirler.

1.1.5.1.3 Mikroemiilsiyonlarin Yapisi

Mikroemdlsiyonlar yapi olarak G¢ farkh tipte olabilirler. Bunlar Y/S, S/Y
(Sekil 1) ve gecisli (bicontinuous) yapilardir. Amfifil molekilin araylzeydeki
konumu sistemin Y/S veya S/Y tipinde olmasina etki eder. Y/S
mikroemulsiyon sisteminde dis faz sudan olusur ve amfifil molekullerin
hidrofilik kisimlari dis faza, hidrofobik kisimlari ise ic faza (yad fazina)
yénelmis durumdadir. Gegisli (bicontinuous) yapidaki mikroemdilsiyonlarda su
ve yag oranlari yiksektir. Bu tip mikroemdulsiyonlarda yag ve su fazlar

amfifilce zengin bir tabaka ile ayrilmis durumdadir (10, 27, 35, 36, 41, 53).

Mikroemiilsiyon SfY Mikroemdilsiyon YIS

Sekil 1. S/Y ve Y/S mikroemdlsiyonlari



Mikroemdilsiyonlarin yapisi icin Schulman damlacik modelini gelistirmis
ve bunu yuzey gerilimine dayandirmistir (27). Buna gbre ylzey etkin madde
molekulleri yad ve su fazlarinin ara ylzeyinde birikme egilimindedir. Bdylece
iki fazdan birini damlaciklar haline getirip etrafini sarar. Damlaciklarla strekli
faz arasindaki ylzey gerilimi (y) Esitlik 2 ile hesaplanabilir:

Y=Y — T ( Esitlik 2)

Burada;

Yo = YUzey etkin madde bulunmadigi zamanki ylzey gerilimi

n = Karigim filminin genigleme basinci

Stabilite i¢in en uygun durum y = 0 oldugu durumdur. Bu durum igin
yUksek miktarda ylzey etkin madde / yardimci ylzey etkin madde karisimina
ihtiyac oldugunu daha énce de belirtmistik.

Hazirlanan mikroemdlsiyonun Y/S veya S/Y tipinde olmasi ylzey etkin
maddenin yapisina baghdir. Burada kritik topaklanma parametresi (critical

packing parameter, CPP) énemlidir ve Esitlik 3 ile hesaplanir (10, 25).

CPP=V/(axl) ( Esitlik 3)

V = Ylzey etkin madde molekalinin hacmi

a = Ylzey etkin maddenin bas kisminin alani

| = Ylzey etkin maddenin uzunlugu

CPP degeri 0-1 arasinda ise Y/S tipinde, 1’den buyilk oldugunda ise

S/Y tipinde mikroemdilsiyon olusmaktadir. CPP degeri 1 ve su ile yag
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fazlarinin hacimleri yaklasik esit ise gegisli mikroemulsiyonlar olusmaktadir

(10, 25).

1.1.5.1.4 Mikroemiilsiyonlarin Olugsum Teorileri (10, 35, 37)

Mikroemdilsiyonlarin olugsum teorilerini G¢ ana kategoride siniflandirmak
mumkundadr. Bunlar:

1. Karisim Film Teorisi

2. G6zUnUrlik Teorisi

3. Termodinamik Teori

1.1.5.1.4.1 Karisim Film Teorisi

Bu teori ilk olarak Schulman ve arkadaslari ile Prince tarafindan ortaya
atilmigtir (27). Bu teoride arayizey filminin, su ve yagd fazlarina dénuk
kisimlarinda farkli  6zelliklere sahip c¢ift tabakali bir film oldugu
disindlmektedir. Burada ylUzeyler arasi gerilimi daha 6énce de bahsettigimiz

gibi Esitlik 2 ile hesaplamak mumkindar.

1.1.5.1.4.2 Cozundrlik Teorisi

Bu teoriyi ilk gelistiren Gillberg ve arkadaslari ile Shinoda ve arkadaslari
olmustur (27). Burada mikroemulsiyonlar su ve yagin misel yapilar icerisinde
¢b6zindugu sismis miseller sistemler olarak kabul edilmistir. Calismalarda (¢

ve dort bilesenli faz diyagramlari kullaniimistir.
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1.1.5.1.4.3 Termodinamik Teori

Bu teori Ruckenstein ve arkadaslan ile Overbeck tarafindan 6ne
surtlmastdr (27). Buna gdre bir mikroemulsiyonun termodinamik olarak stabil
olmasi igin serbest enerjinin negatif olmasi gerekmektedir. Burada serbest

enerji (AG) Esitlik 4 ile hesaplanabilir:

~AG=VxAA (Esitlik 4)

Esitlik 4’te V iki faz arasindaki ylzeyler arasi gerilimi, AA ise ylzey
alanindaki degisimi géstermektedir. Ylzey alani sifir olamayacag igin,
serbest enerjinin azalmasina karsi, ylzeyler arasi gerilim azalmaktadir.

Mikroemdlsiyon olusumunda serbest enerjiyi belirten ¢ bilesen
bulunmaktadir. Bunlar:

e Ylzeyler arasi serbest enerji

e Damlaciklar arasindaki etkilesmenin enerjisi

e Ortamdaki damlaciklarin entropisi

Bu bilesenleri Esitlik 5’'te gésterecek olursak:

AGn (r) =AG1 + AG, - T ASp, (Esitlik 5)

AGn, =Serbest enerjideki degisim

(r) = Damlaciklarin ¢api

AGy ve AGy = Ylzeyler arasi serbest enerji ve damlaciklar arasindaki
etkilesmenin enerjisi

T = Sicaklik

ASy, = Karigimin entropisi
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Ylzeylerarasi gerilimin, ydzeyler arasindaki yardimci ylzey etkin
madde yardimiyla disUrllmesiyle negatif AG degeri elde edilir. Bdylece
serbest enerjinin negatif olmasi sonucu mikroemiulsiyonlar termodinamik

acidan stabil olarak kendiliginden olusurlar (10).

1.1.5.1.5 Damlacik (Partikal) Buytklaga Analizi

Mikroemdulsiyonlarin damlacik buyUklUklerinin ¢ok genis bir aralikta
olmasi ve bazi mikroemulsiyonlarin dilie edilememesi damlacik
blyUkliganin  saptanmasini  glclestirmektedir. Damlacik  boyutunun
saptanmasinda kullanilan birgok teknik mevcuttur. Bunlara érnek olarak NMR
spektroskopisi, dondurulmus &rneklerde elektron mikroskopisi, nétronlarin
diftizyonu ve 1sik sagilimi gibi yoéntemler verilebilir (17). Ancak 6lgimlerdeki
kisitlamalardan dolayi, en ideali bu tekniklerin kombine halde kullaniimasidir

(25).

1.2 KANSER (1, 12, 44, 49)

Kanser ya da timér normal bir hlcrenin kontrolsiiz bir sekilde
cogalmasiyla giderek blylyen anormal hiicreler toplulugudur. Cevresindeki
normal dokulari isgal edip klonal bir yayilma olur ve lenf ya da kan yoluyla
organizmaya yayilr.

Yirminci asrin baslangicinda 6lim sebeplerinin basinda enfeksiyon
hastaliklari, tiberkiloz ve akciger hastaliklar gelmekte idi. Yine bu asrin bas
ve ortasinda cocuk élimleri blyik bir sayi teskil etmekteydi. Ginimuizde ise
insan o6limlerinde kalp hastaliklarindan sonra kanser ikinci sirayr teskil

etmektedir.
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Yaslilarda, o6zellikle 75 yasin Ustindekilerde kanserden o&lUm riski
oldukga yuksektir. Bunun baslica sebeplerinden birisi, bu kisilerin kanserojen
maddelere direkt veya indirekt olarak uzun sire maruz kalmalaridir. Gocuklar
ve genclerde kanser oldukca seyrek go6rllir. Bu durum, bu Kisilerin
karsinojenlere goéreceli olarak az maruz kalmalariyla ve ayrica aktif olarak
ureme ddénemindeki insanlarda kanser insidansinin distik olmasiyla iliskilidir.

Tamorler davranis sekillerine gore iki sekilde siniflandirilir. Benign (iyi
huylu) timérler bulunduklari yerden yayilip metastaz olusturmazlar. Malign
(k6th huylu) timérler ya da kanser diye adlandirilanlar bulunduklari yerden
bitisik dokularla, lenf sistemiyle ya da kan yoluyla diger dokulara yayilirlar ya
da metastaz yaparlar.

Kanserli hdcrelerin  baslica 6zellikleri, artmig bir proliferasyon,
dizenleyici proteinlerin kaybolmus olmasi, genomik bir degiskenlik ve
olumsutzlaktar.

Tani koyulduktan sonra kanserli hastanin ya koratif (iyilestirici) ya da
iyilestirme olanagi yoksa palyatif (gecistirici) tedavisi amaclanir. Kanserlerin
¢cogu lokalize timoral katle seklinde bulunmalarina ragmen cerrahi ya da
radyoterapi gibi lokal tedaviler hastaligi ortadan kaldiramamaktadir. Bu
nedenle lokal tedaviyle birlikte veya tek basina sistemik kemoterapi uygulanir

Kanser tedavisinde  kullanilan ilaglar  hicre  proliferasyon
mekanizmalarini inhibe ettiklerinden hem timdér hicrelerine hem de
proliferasyon gésteren normal hicrelere, dzellikle kemik iligi, gastro-intestinal
epitel ve kil folikil hicreleri Uzerine toksik etki gdsterebilmektedir. Malign
timdr hicrelerinde hiicre bélinmesi, proliferasyondaki normal hiicrelere gére

cok daha fazla oldugundan antikanser ilaclarin selektif sitotoksik etkileri
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malign hicrelerde fazladir. Ancak antikanser ilaglarin selektivitesi genellikle
fazla degildir. ilac uygulandiktan sonra yararl etkileri, timér hiicrelerinin
cogalmasiyla orantih olarak daha ¢ok kemik iligi hiicrelerinin ¢codalma hizina
baglidir. Kemik iligi hicreleri cogalip normale déndikten sonra daha fazla
miktarda ila¢ enjekte edilebilmektedir. ilacin her uygulama periyodunda (kiir)
belirli oranda timar hicresi dldtginden, tekrarlanan kirlerle timdrin eradike

edilme (yok edilme) olasilidi artar.

1.2.1 Metastaz (44)

Kanserin en korkun¢g ydnU olan metastaz, vicudun bir yerindeki
hastaligin baska bir yerine de sicramasidir. Kanserin yayilma yollari oldukca
iyi bilinse de yayilma kosullari o kadar iyi bilinmemektedir. Ayni histopatolojik
iki kanserden biri gabuk yayilirken 6teki yayilmadan yillarca kalabilmektedir.
Cok seyrek gorilen ilging bir durumda da primer kanser higbir belirti
vermemekte ancak bunun metastazi iyice blylmis olmaktadir. Bdyle
kanserlere gizli (occult) kanser denir. Bu kanserlerin primeri gizli metastazi
ise cok bellidir. Ornegin, bir brons kanserinin beyindeki metastazini primer
beyin timoérli sanabiliriz. Gizli bir meme kanserinin koltuk alti lenf
bezlerindeki metastazlari hastalidin ilk belirtisi olabilir. Bunun memeden
kaynaklandigini kanitlamak veya nereden kaynaklandigini bulmak da her
zaman kolay degildir.

Metastazlar belirli bir blyUklige varinca, bunlar da yeni metastazlara
kaynak olabilirler, yani “metastazlarin metastazlari” da olabilmektedir. Kanser
hiicreleri bir yerde tutunduktan sonra bile bu tutunmanin dereceleri vardir.

Orada surekli buyuyebilirler, nekroza ugrayabilirler ya da pek ¢ogalmaksizin
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uyur durumda kalabilirler. Bu durum hastanin kendi savunma gicline de
baglidir. Metastazlar direkt yayilma, lenf yolu ve kan yoluyla olur.

Deri kanserlerinin %4 kadari malign melanomadir (bitliin kanserlerin
%1’i). Erkeklerde akciger ve prostat, kadinlarda meme ve uterus kanserleri
sikhkla gorilir ve ylksek oranda Olim sebebi olurlar. Kolon ve rektum
kanserleri iki cinste de yakin oranlarda gorular.

Tablo 2'de de gorilduga Uzere bazi kanser tdrlerinin gérilme sikhigi
cinsiyete gdre oldukca farklilik gdstermektedir. Ornegin meme kanserinin
erkeklerde goérilme olasihdr 100.000 de 1’den daha azdir ve erkeklerde
g6rilen tim kanserlerin % 0.5’ini olusturur. Buna karsin bu kanser tartnidn

kadinlarda goralme sikligi erkeklere gére 100 kat daha fazladir (49).

Tablo 2. Organlara ve cinse gére kanser ensidansi

ERKEK % KADIN%

Deri 23 13
Agiz 3 2
Akciger 19 5
Kolon ve Rektum 11 13
Diger Hazim Organlari 9 7

Prostat 11 -

Uriner Sistem 6 3
Meme - 23
Uterus - 14
Lésemi ve Lenfoma 7 6

Batun Digerleri 11 14
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1.2.2 Kanserin Tanisi (44)

Kanser hastaliginin tanisinin konmasi tedavi agisindan ¢ok dnemlidir.
Ozellikle erken ddénemde teshis hayatta kalim oranini arttirmaktadir. Son
yillarda gelisen teknolojiye paralel olarak tani ydntemlerinde de ilerleme

kaydedilmistir.

1.2.2.1 Géruntiileme (44)

Ultrasonografi (US) ve bilgisayarli tomografi (BT) nin yaninda son
yillarda buydk tip merkezlerinde MRI (magnetic resonance imaging) de
kullaniimaktadir. Bu ydntemler tanida ve tedaviyi planlamada oldukca

yararlidir.

1.2.2.2 Tumor Belirticileri (44)

Vicut sivilarinda timérler icin spesifik olabilecek bazi maddeler arayisi
Oteden beri vardir. Tumoérin varlhigini beliten bdyle maddelere timor
belirticileri (marker) denir. Bu maddeler timoérin kendi Grin0 olabilir; yani
bunlari timér hiicreleri yapar ve kana verir. Ote yandan, bu maddeler

hastanin timore kargi reaksiyonu sonucu da ortaya ¢ikabilirler.

1.2.2.3 Paraneoplastik Sendromlar (44)

Paraneoplastik sendromlar kanser tanisinda &énemlidir. TUméorlerin
neden oldugu direkt ve endirekt etkilerinden bahsedilebilir. Direkt etkilerine
6rnek olarak beyin timédrlerinin kafa ici basincini arttirmasi, gastrointestinal
timdrlerin yemek borusu, mide ya da barsak tikanmalarina yol agmasi, safra

timdrlerinin sarihda neden olmasi gésterilebilir.
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Kanserin endirekt etkileri ise tumorin yaptigi biyolojik olarak akitif
hormonlara, buyime faktérlerine, bir takim hiimoral maddelere baglhdir. Bazi
durumlarda antijen-antikor reaksiyonu sonucu da ortaya ¢ikabilir.

Endirekt etkilere bagh klinik sendromlara paraneoplastik sendromlar

denir.

1.2.2.4 Biopsi (44)
Kanserin esas tanisi biopsi ile konur. Lezyonun kanser olup olmadigi,
kanserse hangi cesit kanser oldugu ancak bdyle anlasilir. Tedavi de buna

gbre planlanir.

1.2.3 Tumérlerin Histolojik Olarak Siniflandiriimasi (1)

Hangi dokudan kaynaklanirsa kaynaklansin, k6tl huylu timérlerin hepsi
kanser deyimi altinda toplanir. Epitel dokusundan (ektoderm, endoderm)
kaynaklanan kanserlere karsinoma, bag dokusundan (mezoderm)

kaynaklananlara da sarkoma diyoruz.

1.2.3.1 Epitel Dokusundan Kaynaklananlar (1)

Yass! epitelden (deri, agiz mukozasi, larinks, driner sistem, akciger,
uterus serviksi vb.) kaynaklanan iyi huylu timérlere papilloma, kéti huylulara
epidermoid karsinoma (squamous, yassi epitel kanseri) denir.

Gland (bez) epitelinden (meme, kolon, pankreas, karaciger vb.)
kaynaklanan iyi huylu timérlere adenoma, kétl huylulara adenokarsinoma

denir.
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Epitel dokusunun ko6t huylu timérlerinin, kaynaklandiklari dokulara
benzerlikleri ¢ok azsa, bunlara anaplastik (ya da iyi diferansiye olmayan)

karsinoma denir.

1.2.3.2 Mezodermden Kaynaklananlar (Mezensimal Tiamérler) (1)

Fiboroma ve fibrosarkoma bad dokusundan; rabdamiyoma ve
rabdomiyosarkoma c¢izgili kastan; leiomiyoma ve leiomiyosarkoma ¢izgisiz
kastan; lipoma ve liposarkoma yag dokusundan; anjioma ve anjiosarkoma
damarlardan; osteoma ve osteojenik sarkoma (osteosarkoma) kemik
dokusundan; kondroma ve kondrosarkoma kikirdak dokusundan
kaynaklanan iyi ve kétl huylu timéorlerdir.

Lésemiler, multipl miyeloma ve lenfomalar hemopoietik dokudan
kaynaklanir ve hepsi kdtl huyludur.

Melanositlerden (bunlar deride ve gbézde vardir) kaynaklanan iyi huylu

timorlere nevus, kétl huylulara melanoma denir.

1.2.4 Kanser Hastaliginda Tedavi Yontemleri

Kanser hastalidinin tedavisi zor ve kompleks bir strectir. Genelde
tedavide bir yerine birka¢ yontem birlikte kullanilir. Tedavi sirasinda blylk
oranda yan etkiler goralUr.

Baslica tedavi yontemleri (44):

e Cerrahi Tedavi

e Radyoterapi

e Kemoterapi

e immiinoterapi
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e Bilimsel Olmayan Tedaviler

e Kanserli Hastalarda Komplikasyonlarin Tedavisi

1.2.4.1 Kemoterapide Hiicre Siklusunun Onemi (44)

Son yillarda antikanser ilaglarin etki mekanizmasinin bilinmesi ve
kanser hiicre kinetiginin 6grenilmesi kemoterap6tik ajanlarin daha bilingli bir
tarzda kullaniimasini saglamistir.

Kanser kemoterapisinde kullanilan ajanlar ya tek tek ya da 3-5'i bir
arada kullanilirlar. Bu uygulamada farkli etkileri olan ilaglar birlestirilerek daha
cok timér hlcresi oldaralir. Farkli toksisite gdsteren ilaglar birlestirilir.
Bdylece daha kuvvetli bir etki saglanir ve bu etki daha az toksisite gdsterir.
Birlesik kemoterapi ile direncli hicrelerin Gremesine firsat verilmemis olur.
Uygulama aralikh oldugundan aradaki dinlendirme stresinde organizmanin
normal hiicreleri toparlanma firsatini bulur.

Hlcrede bir mitozun tamamlanmasindan sonra ikinci mitozun
baslamasina kadar gecen déneme hiicre siklusu denir. ilaglarin hiicre siklusu
ile ilgili etkilerinin bilinmesi birlesik kemoterapi se¢iminde ve ilaglarin toksik
etkilerinden korunmada énemli rol oynar.

Hucre siklusunu birbirini takip eden 5 evresi vardir;

Go Evresi : Mitozdan sonra hiicrelerin istirahata gekildigi dénemdir. Gy
evresindeki hicrelerin bélinme yetenegdi vardir. Bu dénemde hicreler uyku
halinde ve sessizdir. Bu dbénemde antineoplastik ajanlar hucrelere
etkisizdirler. Bu dénem 5.5 saat sirer.

Gy Evresi : Mitozun bitiminden DNA sentezinin baglangicina kadar

surer. Bu déneme post mitoz evresi denir. Bu dénem 4 saat sirer.
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S Evresi : Bu dénemde hlicre DNA sentezi yapar. Hiicre metabolizmasi
en aktif ddneminde olup antimetabolik ilaglara cok duyarhdir. Bu dénem 12
saat surer.

G2 Evresi : DNA sentezinin tamamlanmasindan mitozun baslamasina
kadar gecen evredir. Hlcre boélinmeye hazirdir. Metabolik aktivitesi
azalmistir. Bu déneme pre-mitoz evresi de denir. Bu dénem 2 saat surer.

M Evresi : Bu evre mitoz evresidir. Hicre boélinmektedir. Metabolik
aktivitesi son derece azalmigtir. Mitozun profaz, anafaz ve telefaz olmak
Uzere 4 dénemi vardir. Bu dénem yarim saat sirmektedir.

Kemoterapide kullanilan ilaglarin bir kismi hiicre siklusunun belirli bir

evresine etki gOsterirler. Bunlara siklus spesifik sitostatikler denir.

1.3 Model Etkin Madde Metotreksat (Mtx) Hakkinda Genel Bilgiler

Mtx, 4-amino-10-metil folik asit, 4-amino-10-metilpteroil-L-glutamik asit,
4-amino-4-deoksi-10-metilpteroil-L-glutamik asit veya a-methopterin ya da
amethopterin (Sekil 2) kanser tedavisinde kullanilan antimetabolit aktiviteye

sahip bir ilagtir (5, 31, 48).

” f,-'o
\’—r:H2 C—NH—CH—C____
/K CH; 0

Sekil 2. Mtx'in kimyasal yapisi
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Mtx, saridan turuncu-kahverengiye kadar degisen renkte kristalize
tozdur. USP’ye goére genel formlli CooH2oNgOs olan bilesikte 4-amino-10-
metil folik asit miktari % 94’'ten az olmamalidir. Madde %12’den fazla su
icermez (31, 48).

Pratik olarak suda, alkolde, kloroformda ve eterde ¢dzinmez. Mineral
asit ¢ozeltilerinde ve alkali hidroksit ve karbonatlarinin dille ¢bzeltilerinde
¢ozunlr. Erime derecesi 182—189°C’dir. Enjeksiyonluk preparatlar filtrasyon
ybntemiyle sterilize edilir. USP’ye gbre enjeksiyonluk preparatlarinin pH’i 8 -9
olmaldir. Hava ile temas etmeyecek sekilde ve 1siktan koruyarak
saklanmalidir (31, 48).

Mtx ilk kez 1948’de cocuklarin Iésemilerini tedavi etmek amaciyla
tedaviye sokulmustur (12). Mtx irritan oldugu icin cilt ve mukoz membranlarla

temasindan kaginmak gerekir (31).

1.3.1 Farmakolojisi ve Farmakokinetigi

Mtx sodyum tuzu halinde kullanilir ve folik asit antagonisti bir
antimetabolittir. Yapisal olarak folik asit analogudur. Dihidrofolat rediktaz
enzimi ve NADPH ile inaktif G¢lG (terner) bir kompleks olusturur. Bakteri ve
kanser hlcresinin yaninda, normal hicrelerdeki dihidrofolat rediktaz
enziminin de non-spesifik inhibitériddr. Mtx, dihidrofolat rediktazin
inhibisyonu ile inaktif bir prekirsér olan folik asidin dnce tetrahidrofolik aside
daha sonra da biyolojik olarak aktif olan folinik aside indirgenmesini engeller.
Bunun sonucunda purin bazlarinin (adenin ve guanin) ve bir pirimidin bazinin
(timidin) sentezi bozulur. Béylece DNA ve kismen RNA sentezi engellenmis

olur (5, 12, 44). Mix hlcre siklusunun S fazinda etkilidir (44).
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Mtx DHFR inhibisyonundan ayri olarak fosforibozil pirofosfat’t 5-
fosforibozilamine doénlstiren amidofosforil-transferaz  enzimini de (IMP
sentezi) inhibe eder (12).

Mtx  aktif transportla hlcreler icine girer ancak ylUksek
konsantrasyonlara erigtiginde pasif diflizyonla da gecis olmaktadir. Hlcre
icinde, folik asit gibi Mtx da folat-poliglutamil sentaz etkisiyle bir ya da daha
cok glutamat rezidistne baglanir ve poliglutamat seklinde hiicre icinde uzun
sure kalir (5, 12).

llag fazla selektif bir etki géstermez, 6zellikle hizli béliinme gdsteren
kanser hucreleri, sindirim sistemi epitelyumu ve kemik iliginin normal
hicreleri Gzerine etkili olur (12).

Mtx'in  yaptigi dihidrofolat rediktaz blokaji Citrovorum Faktor
(Leucovorin Calcium) ile ortadan kalkar. Tedavide toksik semptomlar
gorildaga zaman Leucoverin Calcium (Citrovorum faktér, folinik asit) glinde
15-30 mg IV ya da IM olarak kullanihr (44).

Mtx agizdan verildiginde 1-4 saat sonra plazmada en ylUksek dizeye
ulagir. IV ya da IM kullanildiginda ise yarim ila iki saat siresinde kanda
maksimal ylkselme gésterir. ilacin %50’si serum proteinlerine baglanir. Mtx
genis bir tarzda bodbrek, safra kesesi, karaciger, dalak ve deriye dagilir.
Standart doz uygulamalarinda, ila¢ sinir sistemi ve BOS’a girmemektedir.
Uzun slre kullanildiginda ise plasenta ve anne sitline geger, kan - beyin
engelini asabilir. ilacin % 75'i 8 saat sonra idrarda degismemis olarak bulunur
(44).

Renal fonksiyon bozukluklarinda ilacin dozu dustralir. Salisilatlar ve

diger zayif organik asitler tubller aktif transportu engelleyerek ilacin atilimini
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geciktirirler. Agizdan ve parenteral verildiginde ilag serebrospinal siviya yeteri
kadar gecmez. ilacin tubdiler sekresyonu penisilin, probenesid, sefalotin ve
siilfonamidler tarafindan geciktirilir. Ote yandan Mtx ile ayni farmakolojik
aktiviteyi gdsteren primetamin (Daraprim) ayni anda verilirse ilac-ilac
etkilesimi g6zlenir (44).

llacin oral kullaniminda absorbsiyonu hizlidir ve serum diizeyleri
istenen yilkseklige kisa siirede ulasir (< 30 mg/m?). Ancak biyoyararlanimi
besinlerle ve sltle azalmaktadir. Ayni zamanda uygulanan allopurinol akut
hipertrisemi episodlarini énler (44).

ilacin atihmi %80 bébrekler ve %10 safra ile olur (16).

1.3.2 Mtx’in Etki Mekanizmasi (5, 44)

GUnimuzde Mtx etkisi ile ilgili yeterince bilgiye sahip olmamiza ragmen
bu ilag ve folat metabolizmasiyla ilgili bircok seyi ddrenmeye devam
etmekteyiz. Ornegdin Mix bircok hiicreye, indirgenmis folatlar kullanarak aktif
tasiyicili transport mekanizmalar ile girmektedir. Hicre icerisinde Mtx
Oncelikle 5 veya daha fazla glutamatin eklenmesi ile poliglutamilize olur. Mtx
ve Mix poliglutamatlari dihidrofolat rediktaza sikica baglanir ve bdylece
timidilat ve plrin sentezi icin gerekli olan tetrahidrofolatin olusumu inhibe
olur. Mtx tedavisinden sonra dihidrofolat poliglutamatlari da Mtx
poliglutamatlari gibi artmakta ve plrin biyosentezini inhibe etmektedir.

GUnUmuUzde folatlarin ve Mtx’in indirgenmis tasiyicilarla tagsinmasindan
farkl olarak ikinci bir transport yolagr daha tanimlanmigtir. Folik asit ve 5-
metil tetrahidrofolat bu sisteme Mtx’dan daha fazla afinite géstermektedir. Bu

sistem ilacin potositozis denilen bir yéntemle hiicre igerisine alindigi endositik
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tipte bir yolaktir. Folat reseptdr proteinlerinin genleri klonlanmis ve bu
proteinin antikorlari bag yapan bu proteinlerin normal ve malinant dokulara
dagitiimasini engellememiglerdir. Bu proteinlerin dagilimi bdbrek tlbulasleri
ve koriyoid pleksusu gibi bazi az sayidaki normal dokularda ise sinirlidir.
Ozellikle ovaryum kanseri gibi 6nemli timérlerde bu proteinin yiiksek
miktarlari bulunmaktadir. Bu durum bu timérlerin hiicre icerisine bu transport
mekanizmalari ile giren antikorlar veya antifolatlar icin hedef olduklarini
gOstermektedir.

Mtx etki mekanizmasinin anlasiilmasi Mtx’a karsi sonradan direng
kazanan hucrelerin c¢esitli mekanizmalarinin anlagiimasina da olanak
saglamaktadir. Mtx direncinin bilinen 4 mekanizmasi; ilacin hicre igine
aliminin azalmasi, kusurlu poliglutamilasyona bagll olarak hucre icerisinde
tutulmasinin azalmasi, enzim aktivitesindeki azalma veya Mix'in dihidrofolat
rediktaza baglanmasindaki azalmadir. Bu mekanizmalarin temel genetik
prensipleri Mtx’a direncli hicre hatlar, 6zellikle gen amplifikasyonu ve
dihidrofolat rediktazda aminoasit degisikligi ile sonuclanan nokta
mutasyonlan ile izah edilmektedir. Transporttaki azalmanin veya
poliglutamilasyon hatalarinin prensipleri heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Folil poligluamat sentaz geninin ve indirgenmis folat
tasiyict genlerinin  klonlanmasi bu rezistan fenotiplerin  molekdler

prensiplerinin tanimlanmasina yardimci olacaktir.

1.3.3 Mtx Etkinliginin Bagh Oldugu Bilesenler
1. Konsantrasyonu ve kararliligi

2. Hucre igerisine gegme orani



3.

4.
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Poliglutamilasyon derecesi

Poliglutamatlarin Mtx’a hidroliz orani ve bu suretle hicreden

digariya ¢ikma orani (15).

1.3.4 Kemoterapétik Ajanlar icin Hedef Olan Timidilat Donglisii

Enzimleri (5)

Antimetabolitler kanser hastaliklarinin tedavisinde énemli ilaclar olmaya

devam etmektedir. Bu ilaglarin antimetabolit aktivitelerinin spektrumu su

sekildedir:

1.

Fluoropirimidinler: Gastrointestinal bdlge, gdgis, mesane, bas ve
boyun kanserleri

Tiyopdrinler: Akut 16semi

Sitosin arabinosid: Akut I6semi, lenfoma

Mtx: Akut lenfositik |6semi, meme kanserleri, bas ve boyun,

karsiyokarsinoma, lenfoma

Bu ilaglar kanser tedavisinde, 6zellikle uzun dénemdeki toksisiteleri

bakimindan édnemli avantajlara sahiptirler. Bunlar:

1.

2.

3.

4.

5.

Genellikle karsinojenik degildirler.

Genellikle steril Uretilmezler.

Genellikle uzun dénem toksisiteleri (kardiyak, pulmoner) yoktur.
Hizli iyilesme saglarlar.

Artan etkinlikle mod(le edilebilirler.

Bu nedenle bu sinifin klinik olarak yararli ilaglari nikleik asit sentez

inhibitdrleri ve DNA ve/veya RNA sentezini etkileyerek hlicrenin blylimesine

engel olanlardir. Kontrol edilemeyen hiicre blylimesine neden olan baslica
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mekanizmalar bilinmektedir ve bu yolaklari hedef alan inhibitérler daha yararli
ve selektif ajanlar olmaktadir. Antimetabolit tanimi ilaca veya kimyasal
maddeye gbre degisiklik gbsterebilir. Bunlar metabolitler icin enzim veya
reseptdér kisimlari ile yarisirlar ancak klasik anlamda bunlara benzemezler.
Bazi antimetabolit ilaglarin etki mekanizmalariyla ilgili bilinenler bunlarin
transport, aktivasyon, alikkoyulma ve Kkatabolizma yolaklar hakkindaki
bilgilerdir ve bunlar timér hicrelerinin bu tip ilaclara kargi intrinsik olarak ve
sonradan kazanilan tipte direnc gdstermelerinin anlasiimasi icin 6énemli
firsatlar sunmaktadir. Sitozin arabinosid gibi bazi antimetabolitler antikanser
aktivite acisindan dar bir spektrum gdsterirken antifolatlar ve floropirimidinler
gibi bazilari ise kanser tedavisinde genis spektrumlu kullanima sahiptir.
Deneysel timdrlerdeki intrinsik direncgle ilgili genis bilgi olmasina ragmen
insan  kanserlerinin  bu ilaclara karsl intrinsik direnclerinin  veya

hassasiyetlerinin prensipleri tam olarak anlasilamamistir.

1.3.5 Dozlama (15)
Mtx ile yapilan tedavilerde asil olan hastaya 6zgu doz kullanimidir.
Hastanin genel durumu ve tedaviye verdigi cevap g6z 6nine alinmaldir.

Bunula birlikte genel olarak etkili doz araliklar yetiskinlerde;

Intravendz 30 — 40 mg/m?

Oral Gunluk 2.5 -10 mg/gln
5 glnlik 15— 30 mg/gin
Haftalik 40 — 50 mg/m?

2 haftalik 15 — 20 mg/m?



27

1.3.6 Toksik Etki (12, 44)

ilacin kusma, bulanti, abdominal sikinti, dékinti, istahsizlik, diyare,
gastroentestinal Glserasyonlar, alopesi, stomatitis, vaskulitis, megaloblastik
anemi, solunum yolu hastaliklan (ates, O6ksurUk, eozinofili, péral agri ve
pulmoner fibrozis) ve hepatotoksisite (enzimlerin ileri derecede ytlkselisi ve
siroz gelisimi ile) gibi yan etkileri gorulebilir. Mix tek basina uzun stre
kullanildiginda tedavi edilen hastalarin %5-15’'inde sitoliz belirtileriyle
karacigerde kronik toksisite belirtilerine neden olmaktadir.

Dermatolojik olarak perifolikilitis pigmentasyon ve dokintl belirgindir.
Amenore, parastezi, derin tendon refleksi azalmasi, ensefalitis goérulebilir.
intratekal verildiginde parapleji meydana cikabilir.

Mtx ve sisplatin nefrotoksisitesi en fazla olan sitotoksik antikanser
ilaglardir.

Mtx'in ~ bdbrek toksisitesi kendisinin ve  metabolitlerinin  (7-
hidroksimetotreksat) tubtlUslerde presipite olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Tubllopati ilacin idrardan eliminasyonunu geciktirmekte ve dolayisiyla
bdbrek dokusuna olan zararl etkisini artirmaktadir. idrar pH'inin uzun sreli
alkali yapiimasi ( pH>8 ) bu toksisiteyi azaltmaktadir.

Mtx’in kemik iligi toksisitesi agizdan kiglk dozlarda ve IV yiksek
dozlarda alindiginda gérilebilir. ilacin (etkileri uzun siiren diger antimetabolit
ilaglarda oldugu gibi) kemik iligi depresyonu etkisi ylksektir ve hizli gelisen
l6kopeniye yol acar. Ancak bunun dizeltiimesi de hizli olur. idrarin pH’sinin
alkalilestiriimesi ilacin atilimini hizlandirir. Bunun icin sodyum bikarbonat

tabletleri kullanilabilir. Ayrica uygun hidrasyon gereklidir.
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ilacin 6zellikle gocuklarin lenfoblastik akut Idsemilerinin tedavisinde
uygulanmasi sirasinda kronik nérotoksisite belirtilerine yol actigi bildirilmistir.
Radyolojide ventrikller dilatasyon ve minimal dizeyde Kkortikal atrofi
g6rantlst ortaya cikmaktadir. Bu toksik etki ilacin radyoterapi ile birlikte
uygulanmasi durumunda belirgin bir sekilde artmaktadir. Meningeal irritasyon
(ates, bas agnisi, bulantt ve kusma semptomlari ile) géralir. Ancak bu
bulgular dnceden santral sinir sistemi patolojisi olanlarda daha sik ve erken
cikar.

Meningoensefalitis yan etkisi haftalar ve aylar sonrasi ortaya cikar.
Koagulasyon nekrozu ve subependimal bozukluk gelisebilir. Transfer miyelitis

goralebilir.

1.3.7 Mtx-ilac Etkilesmesi (12, 44)

Mtx yUksek oranlarda plazma proteinlerine baglandigindan asit yapili
ilaclar Mtx-protein bagini bozarlar.

Mtx; salisilatlar, sulfonamidler, fenitoin, tetrasiklin, kloramfenikol ve
para-aminobenzoik asit ile birlikte kullanildiginda daha c¢abuk toksik etki
gosterir. Alkol kullaniimasi karaciger toksisitesini hizlandirir.

Mtx’in sellller alinimini vinka alkoloidleri arttirir, buna karsin penisilin,
kanamisin, kortikosteroidler ve hidroksilre, bleomisin ve L-asparaginaz

hicresel alinimini azaltir.

1.3.8 Endikasyonlar (15, 44)
1. Akut lenfositik |6semilerde idame tedavisinde

2. Koriokarsinomalarda
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4.
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Meme kanseri, testiktler karsinom, over karsinoma ve yulaf hicreli
bronkojenik karsinomlarda kombine kemoterapdétik olarak

Yiksek doz tedavi denemesi yapilan hastaliklar: Pankreas
kanserleri, rezistan lenfoma, osteojenik sarkoma, yulaf hudcreli
karsinom, serviks, bas ve boyun squamous hticre karsinomlari.

Mtx kanser tedavisi disinda romatoid artrit, psériazis ve otoimmun
hastaliklarin tedavisinde ve doku transplantasyonlarindan sonra
g6rilen enfeksiy6z hastaliklarin énlenmesinde cok dustk dozlarda
kullanilir.  Ayrica  abortifasiyent olarak kullanilabilecedi de

bildirilmistir.

1.3.9 Kontrendikasyonlari

Agir renal ve hepatik bozukluklar ve ilerlemis kemik iligi depresyonu

durumlarinda kontrendikedir. Ayrica Mtx tedavisi sirasinda canl viris asisi

yapiimasi uygun degildir (44).

ilacin teratojen etkisi vardir ve gebelik baslica kontrendikasyondur (12).

1.3.10 Yan Etkiler

Mtx ile tedavide goérllen baslica yan etkiler bulanti, kusma, karin agrisi,

diyare, istahsizlik, kasinti, kizariklik, alopesi, bas dénmesi, bas agrisi,

konjonktivit, hiperirisemi ve immumosupresyondur (4, 12, 16, 44).
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1.4 HUCRE KULTURU (8, 13)

Hucre kaltard, hicrelerin in vitro ortamlarda (canli organizma disinda)
cogaltiimasidir. Bu igslem icin gerekli teknolojiye de hicre kiltiri teknolojisi
denir.

ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda doku kiltirii calismalar yapilmis,
daha sonra 1950’lerde disperse olmus hicre kaltlrG calismalar baglamistir.

Hlcre kaltdrinde kullanilan hicreler dokulardan enzimatik, mekanik
veya kimyasal yollarla ayrilip elde edilen hiicrelerdir. Bu sekilde dokudan
dogrudan izole edilen ve ilk hazirlanan kaltlre primer kdltir denir.

Doku normal yani saghkl bir dokuysa htcreler genellikle Gremek icin bir
ylzeye tutunma egilimindedirler (bazi kan ve kanser hucreleri harig). Bu
sekilde, ylizeye tutunarak Ureyen hicre kiltiriine monolayer denir.

Hucreler Greme ortaminda farkli sekillerde gogalabilirler:

e Primer izolatlar: Tek tabaka halinde Urerler

e Transforme izolatlar: Cok tabaka Uretebilirler

e Monolayer: Ylzeye tutunarak Urerler

e Slspande olanlar: Sivi ortamda sUspande halde karigtirma ile veya

karistirmaksizin hicre gogalmasidir.

Hucreler primer izolatlarin arkasindan, istenirse mekanik ve enzimatik
ybntemlerle birbirlerinden ve tutunduklari ylzeyden uygun ortamlarda dilde
edilerek bagka bir kaba aktarilirlar (daha blyUk veya daha fazla sayida kap).

Buna pasaj = subkultir denir.
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1.4.1 Hiicre Kiltirinden Nerelerde Yararlanilir (8, 13)

Viriislerin Uretilmesi: Virtsler Uremek icin canliya ihtiyag duyarlar.
VirGs izolasyonlarinda hicre kaltirlerinden yararlanilir. Virlslerin en énemli
arind olan asi Gretiminde kullanilir. Ayrica gen teknolojisinde ihtiya¢ duyulur.
Dolayli olarak rekombinant agsi Uretiminde kullanilir.

Hormon Uretimi: Bu amagla ilk Giretilen hormon insiilin hormonudur

Enzim Uretimi

Antikor Uretimi (Monoklonal antikor teknolojisi): Poliklonal antikor
dretilmesi kolaydir. Ancak monoklonal antikor Uretimi icin hicre kaltGra
gerekir.

Histiyotipik Kiltirler: Doku benzeri kiltirlerin olusturulmasidir. Etik
sartlar bu calismalari sinirlandirmaktadir. Hicre kaltGrinden farkli sonuglar
alinabilir ama benzer doku olusturulursa canli organizmaya yakin sonuglar
alinir. Bu da histiyotipik kdlttrler ile yapilir.

Ayrica organ kiltirlerinde, yapay organlarin olusturulmasinda, ilag
etkilesmesinin incelenmesinde ve ila¢ yonlendirme caligsmalarinda hiicre

kdltdrlerinden yararlanihr.

1.4.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinin ilgi Alanlan (8, 13)
1. Intraselliler aktivite

2. Hucrelerin cevre ile iligkileri

3. Hucre-hicre etkilesimi caligmalari

4. Hucre drunleri ve sekresyon

5. Genetik caligmalar
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1.4.3 Hiicre Kiltura Laboratuvarinda Bulunmasi Gereken Cihazlar

(8,13)

Laminar akisl kabin (Laminar flow cabin)
CO; 'li etiiv

Santrif(j

inverted faz kontrast mikroskop

4 — 8°C buzdolabi

(-20) — (-30 )°C derin dondurucu

-86°C ve sivi azot konteynirlari

Vakum hatti

1.4.4 Tek Kullanimlik Malzemeler (8, 13)

Flasklar (Kiltar Greme kabi)

Petri kaplari

Cok gozli kaplar (plate)

Kreo tlpler (Hicre dondurma ampulleri)
Steril veya nonsteril konteynirlar (plastik)
SantrifQj tpleri (Degisik capl)

Pipetler

Filtreler

1.4.5 Sterilizasyon (8, 13)

SolUsyonlarin ve cam malzemelerin sterilizasyonu igin otoklav olmalidir.

Disposible malzemeler (plastik malzemeler) otoklavda sterilize edilemez. Bu

islem igin ya y-radyasyon ile ya da etilenoksit ile otoklavda, sadece ylzey
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sterilizasyonu isteniyorsa UV kabinlerinde sterillenirler. Cam malzemeler
genelde kuru sterilizatérde (Pasteur firini) sterilize edilirler. Yikanan

malzemeyi kurutmak icin 100 °C‘de kurutma firini vardir.
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BOLUM II

DENEYSEL BOLUM

CALISMANIN GENEL PLANI

Calismaya baslarken amacimiz giris boliminde de belirttigimiz gibi,
model etkin madde olarak secilen Mtx'in intramuskdler yolla kullanilabilen bir
S/Y mikroemilsiyon formuilasyonunu hazirlamakti.

Calismada esas olarak, kanser tedavisinde halen tercih edilen bir
kemoterapbtik ajan olan Mitxin mikroemulsiyon seklinde hastaya
sunulabilmesi hedeflendi. Bdylelikle halen kullaniimakta olan ila¢ doz
miktarlarindan daha az dozda Mtx ile ayni sitotoksik etkinin elde edilmesi
amagclandi. Bunun sonucunda disen Mix dozuna bagll olarak toksik yan
etkilerin azaltilabilecegini disunduk.

Tdm bu hedeflerden hareketle, ilk olarak farkli ylzey etkin maddeler
kullanilarak S/Y tipi mikroemulsiyon formllasyonlar hazirlandi. Bu ¢alismalar
sirasinda elde edilecek optimum mikroemulsiyon formulasyonunun icerdigi
su fazi miktarinin en ylksek diizeyde olmasi amaglandi. Clnku etkin madde
Mtx belli dozda bu faza yuUklenecekti. Formilasyon calismalari sirasinda
ylzey etkin madde : yardimci ylzey etkin madde oranlarini belirlerken ylzey
etkin madde miktarini olabildigince distk tutmaya calistik. Clnk( artan
ylzey etkin madde miktari formllasyondaki su miktarini da arttirmasina
ragmen toksisiteyi de arttirmaktaydi (17). Bu durum isimizi oldukca
zorlastirdi.  Ancak degisik miktarlarda ve farkli ylzey etkin madde
karisimlariyla ¢ok sayida deneme yapilarak optimum mikroemalsiyon

formUlasyonu elde edildi.
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Daha sonraki asamada secilen ideal mikroemdalsiyon
formalasyonundaki Mitx’in diflizyonu in vitro olarak insan periton mukozasi
kullanilarak incelendi.

En son asamada ise bu ideal formilasyona yUklenmis Mtx’in hlcre
kaltari cahsmasiyla sitotoksisite deneyleri yapildi. Burada meme kanseri
hicre hatti (MCF-7) Gzerinde calisildi. Hazirladigimiz formdlasyonun ticari

preparata kiyasla etkisi arastirildi.



2. GEREC VE YONTEM
2.1 Kullanilan Kimyasal Madde, Arac ve Gerecler

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Metotreksat E. Merck

Soya Yagi Morsa

Misirézi Yagi E. Merck

Span 80 E. Merck

Tween 80 Orva Fischer Chemicals

Etanol E. Merck

Isopropanol Atabay

Brij 58 E. Merck

Cremophore EL Sigma

MCF-7 Hicre Hatt Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center

Dimetilstlfoksit Sigma

Trypan blue Sigma

RPMI-1640 besiyeri Sigma

2.1.2 Kullanilan Arac ve Gerecler

Manyetik karistirici Velp - Scientifica

Hassas Terazi Sartorius Basic

UV Visible spektrofotometre Schmadzu

Sonikator Elma Transsonic 660/H
Viskozite 6lgim Brookfield DV-IIl Rheometer

Partiktl boyutu 6lgim aleti Malvern Zeta Sizer 3000HSA

36
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pH metre Inolab

EtOv Nive EN 400
Buzdolabi Arcelik
Dissoliisyon aleti Pharma Test
Franz diflizyon hiicresi PermaGear
Santrif(j Janetzki

Su banyosu Buchi 461
inkiibator Jouan
Refraktometre Atago Illuminator

2.2 Yontem ve Deneyler

2.2.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanilan Mtx’in Ozelliklerinin
Belirlenmesi

2.2.1.1 Mtx’in Infrared ( IR ) Analizi

Mtx'in %1 oraninda potasyum bromur igerisinde homojenize edilerek
cok ince seffaf tabletleri basilarak, IR spektrofotometrede 4000-0 cm’

arasinda taranip pik verdigi dalga boylari tespit edildi.

2.2.1.2 Mix’in Ultraviyole ( UV ) Analizi
Mtx'in UV spektrumu 0.1 N NaOH c¢dzeltisinde 200-400 nm arasinda

alindi. Maksimum absorbans gésterdigi dalga boylari tespit edildi.

2.2.1.3 Mix’in UV ile Miktar Tayini icin Kalibrasyon Egrisi Cizimleri
Mtx'in serum fizyolojik ile kalibrasyon egrisi c¢izildi. Kalibrasyon egrisi
icin belirli bir konsantrasyonda Mtx’in stok ¢dzeltisi 0.1 N NaOH ¢oézeltisinde

hazirlandi (10 mg/10 ml). Hazirlanan bu ¢bzeltiden de uygun seyreltmeler
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yapilarak konsantrasyonlarn farkh (1-10 pg/ml) olan bir seri ¢dzelti elde
edilmis oldu. Daha sonra absorbans degerleri 303 nm’de okundu. Elde edilen
degerler derisime karg! konularak, en kiglUk kareler yéntemi ile regresyon
analizine uygulandi. Buradan absorbans (x) ile derisim (y) arasindaki iligkiyi

veren kalibrasyon egrileri olusturuldu.

2.2.2 Mikroemiilsiyon Formiilasyon Caligsmalari

Formulasyon galismalari sirasinda degisik ylzey etkin maddeler (YEM)
ve yardimci ydzey etkin maddeler (YYEM) kullanilarak formulasyon
calismalari yapildi. Bu formulasyonlarda yiizey etkin madde olarak Span 80,
Span 85, Tween 20, Tween 80 ve Cremophore EL (Cr EL), yardimci ylzey
etkin madde olarak ise etanol ve 1-propanol (isopropanol) kullanildi. Etken
madde su fazina ylklenecedi icin su tutma kapasitesi en ylksek olan
mikroemdlsiyon formullasyonu elde edilmeye calisildi ve sonugta optimum
formilasyona ulasilmasi amaglandi. Calismalar sirasinda ylizey etkin
maddeler ile yardimci ylzey etkin maddeler belli oranlarda karistirildi. YEM :
YYEM (a/a) oranlan 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1 ve 7/1 olarak calisildi. Yag, ylzey
etkin madde ve yardimci ylzey etkin madde karisimi bir beher igerisinde
manyetik karistiricida 150 devir/dk dénme hiziyla karistirilirken su (0.1 N
NaOH cbzeltisi) ile titre edildi ve formilasyonun bulandigi noktalar tespit
edildi. Tium formulasyon galismalar 25°C oda sicakliginda yapildi (Tablo 3,

4, 5).
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Tablo 3. Yizey etkin madde olarak Span 85 ve Tween 20, misir yagdi ve

degisik yardimci ylzey etkin maddeler kullanilarak gelistirilen mikroemalsiyon

formalasyonlari

Formil | yvem - yYEM L__Yad YEM/YYEM Su
Kodu Orani Misir | Span 85 + Tween 20 0.1 N NaOH
Yagi / Etanol Cozeltisi
F1 2 8 0.00 - 1.60
F2 3:1 3 7 0.00 - 0.94
F3 4 6 0.00- 0.32
F4 5 5 Bulandi
F5 2 8 0.00-0.83
F6 3 7 0.00 - 0.64
F7 4:1 4 6 0.00 - 0.22
F8 5 5 0.00 - 0.05
F9 6 4 Bulandi
F10 2 8 0.00 - 0.36
F11 3 7 0.00 - 0.61
F12 5:1 4 6 0.00 - 0.84
F13 5 5 0.00 - 0.60
F14 6 4 0.00 - 0.11
F15 7 3 0.00 - 0.06
F16 2 8 Bulandi
F17 7:1 3 7 Bulandi
F18 4 6 Bulandi
F19 5 5 Bulandi
Misir | Span 85 +Tween 20 / 0.1 N NaOH
Yagi Isopropanol Cozeltisi
F20 2 8 0.00 - 0.94
F21 3 7 0.00-0.76
F22 3:1 4 6 0.00 - 0.46
F23 5 5 0.00 - 0.47
F24 6 4 Bulandi

F1 —F24 icin HLB = 3.66
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Tablo 4. Yizey etkin madde olarak Span 80 ve Tween 80, yardimci ylizey

etkin madde olarak isopropanol ve soya yagi

mikroemdlsiyon formulasyonlari

kullanilarak gelistirilen

Formiil | yEM /YYEM Yag YEM/YYEM Su
Kodu Orani Soya |Span 80+Tween 80 0.1 N NaOH
Yagi |/Isopropanol Cozeltisi

F25 2 8 0.00 - 0.52
F26 3:1 3 7 0.00-0.19
F27 ' 4 6 0.00 - 0.04
F28 5 5 Bulandi
F29 2 8 0.00 - 0.90
F30 3 7 0.00 - 0.63
F31 4:1 4 6 0.00-0.24
F32 5 5 0.00 - 0.06
F33 6 4 0.00 - 0.03
F34 2 8 0.00 - 0.89
F35 3 7 0.00-0.70
F36 5.1 4 6 0.00 - 0.57
F37 ' 5 5 0.00 - 0.61
F38 6 4 0.00 - 0.35
F39 7 3 Bulandi

F25 — F39 i¢in HLB = 5.63
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Tablo 5. Yizey etkin madde olarak Span 80 ve Cr EL, yardimci yiizey etkin
madde olarak isopropanol ve misir yagr kullanilarak gelistirilen

mikroemdlsiyon formulasyonlari

Formil| YEM/YYEM | Yag YEM/ YYEM Su
Kodu Orani Misir | Span 80 + Cr EL / 0.1 N NaOH
Yagi isopropanol Cozeltisi
F40 2 8 Bulandi
Fa1 1:1 3 7 Bulandi
F42 4 6 Bulandi
F43 2 8 0.00-2.10
F44 3 7 0.00 - 1.08
F45 2:1 4 6 0.00-0.77
F46 5 5 0.00 - 0.23
F47 6 4 0.00 - 0.43
F48 2 8 0.00-0.26
F49 31 3 7 0.00-0.10
F50 ) 4 6 Bulandi
F51 5 8 Bulandi

F40 — F51 i¢in HLB = 5.37

Elde edilen sonuclara gbre en yiksek oranda su alan
formalasyonlarinin (F43 - F47) Uggen faz diyagrami cizildi ve bu Uggen faz
diyagraminin agirhk noktasi hesaplanarak optimum s/y mikroemilsiyon

formalasyonu hesaplandi.

2.2.3 Mtx ile Formilasyon Calismalari
Bu calismada toz haldeki Mtx 0.1 M NaOH c¢6zeltisinde ¢céziindtrllerek,
optimum mikroemdulsiyon formulasyonuna titre edilerek eklendi. Hazirlanan

formalasyondaki Mtx miktar tayini spektrofotometre ile yapilimistir.
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2.2.3.1 0.1 M NaOH coézeltisinin hazirlanmasi
0.4 g kati haldeki NaOH tartihp 100 ml distile suda ¢dzindurilerek

hazirlandi.

2.3 Mtx Yukli Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonun ve Piyasa
Preparatinin insan Periton Zarindan Difiizyon Caligmalari

2.3.1 Calisilacak Dalga Boyunun Saptanmasi

10 mg Mix + 10 ml 0.1 N NaOH karigsimindan 40 pl c¢ekip serum
fizyolojik ile 10 ml'ye tamamlandi. UV spektrofotometrede 295 — 310 nm

arahgi taranarak calisildi.

2.3.2 Optimum Mikroemuiilsiyon Formiilasyonun insan
Peritonundan Difiizyon Calismasi

Optimum mikroemilsiyon formilasyonumuza 25 mg/ml olacak sekilde
Mtx yUkleyip insan periton zarindan difizyonunu inceledik. Periton zarlari
Ege Universitesi Hastanesi Cerrahi Ana Bilim Dali’'nda yapilan karin ve batin
ameliyatlarindan elde edilmigtir.

Bu calismada dondr ve reseptér kompartiman olmak Uzere iki kisimdan
olusan sistem kullanilmistir. insan periton mukozasi (1 cm?) gergin olarak
dondr ve reseptdr kompartimanlar arasina yerlestirildi ve iki kompartiman
ortam sivisini sizdirmamasi i¢in birbirine sizdirmaz bir kelepce ile tutturuldu.
Reseptér faza 10 ml serum fizyolojik ve donér faza 1 ml mikroemulsiyon
konuldu (25 mg/ml Mtx icerecek sekilde). Tim sistem 37+1°C’de manyetik
karistiricili su banyosuna yerlestirilerek, Mtx'in membrandan gecis hizi

kontrol edildi. Deney boyunca sicakligin sabit kalmasi saglandi. Kullanilan
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periton zarlari deneye baslamadan 6nce 30 dk boyunca reseptdr faz ile
islatildi ve buharlasma kaybini minimuma indirmek igin Franz difGzyon
hicresinin agzi parafilm ile kapatildi. Reseptér faz deney boyunca bir
manyetik karistirici ile 600 devir/dakika hizla dipten karigtirildi. 8 saat
boyunca devam ettirilen deneyde, 0.25, 0.5, 1, 2-8'nci saatlerde reseptdr
fazdan direk numune alinarak absorbanslar spektrofotometrede okundu. Her
6rnek alim zamaninda, reseptdér faz serum fizyolojik ile yenilendi.
Spektrofotometrede okunan absorbanslar, kalibrasyon egrisi denkleminde
yerine konarak, emiulsiyondan difize olan etkin madde miktari saptandi.

Membrandan gecis hizi gcalismalari 3’er paralel numune alinarak yapildi.

2.3.3 Piyasa Preparatinin insan Peritonundan Difiizyon Caligsmasi
Mtx iceren piyasa preparatinin (100 mg/ml) insan peritonundan

difizyonu deneysel bdlim 2.3.2°de anlatildigi gibi incelendi.

2.4 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Ozelliklerinin
Belirlenmesi

241 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Refraktif
indisinin Ol¢iimii

Optimum mikroemdlsiyon formualasyonumuzun refraktif indisi dlgcima
Atago Illuminator marka refraktometre ile yapildi. Damlacik buydklaga

tayininde bu degerden yararlanildi.
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2.4.2 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Viskozitesinin
Olciimii
Optimum  mikroemlsiyon formllasyonunun viskozitesi 37°C’de

Brookfield DV Ill rheometer kullanilarak él¢uld.

2.4.3 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun pH’nin Ol¢iimii
Optimum mikroemulsiyon formilasyonunun pH’1 Inolab marka pH

metrede dlculd.

2.4.4 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Damlacik
(partikiil) Bayukliglinin Saptanmasi
Mikroemdlsiyonlarin damlacik buydklukleri Malvern Zetasizer ile

lcalda.

2.5 Hicre Kiiltara Caligmalari

2.5.1 Tumor Hucre Hatlari

Meme kanseri hiicre hatti MCF-7 Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center’ dan temin edildi.

Hlcre hatlari, %1 nonesansiyel aminoasid, %1 L-glutamine, 10 000
unite / ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin ve %10 1si ile inaktive edilmis fetal
calf serum eklenen RPMI-1640 besiyeri ortaminda, 37°C ve %5 CO:li
nemlendiriimis inkObatérde cogaltilarak kullanildi.  Hicre kaltGrld igin
kullanilan besiyeri ve eklenen maddeler Sigma (Sigma Chemical Co.,St

Louis, Missouri, USA) firmasindan satin alindi.
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2.5.2 Besiyeri ve Diger Yardimci Kimyasallar (Reaginler)

Dimetilsiilfoksit (DMSQO) ve trypan blue Sigma (Sigma Chemical Co.,St
Louis, Missouri, USA) firmasindan satin alindi. Besi yeri ¢6zeltilerinin stok
solisyonlari uygun sekilde DMSO ile hazirlandi.

RPMI 1640 besiyeri, degisik miktarlarda cesitli esansiyel aminoasidler,
B grubu vitaminler, ekstra metabolitler (nUkleozid, pirivat gibi) glukoz ve
minerallerce zengindir. Bu ortama nonesansiyel aminoasidler ve enfeksiyonu
O6nlemek icin penisilin-streptomisin ile, enerji ve karbon kaynagi olarak L-
glutamin eklendi. L-glutamin 1sikta ve beklemekle degrade oldugu icin

kullanim slresince her onbes glinde bir mediuma eklendi.

2.5.3 Hiicrelerin Cogaltiimasi ve idamesi

Hucre kultar igslemleri Juoan marka Hood ve inkiibatdrde gerceklestirildi.
Sivi nitrojen (-180°C) de saklanmis olan MCF-7 hicre 6rnekleri 37°C'de
eritildi ve 75 cm? flasklara steril sartlarda aktarildi. Uzerine 10 ml besiyeri
eklendi ve hicreler, nemlendirilmis, 37°C’de %5 CO, ortaminda gogaltildi.
Her pasaj sirasinda ortalama 2 milyon hicre, 10 ml besiyeri konmus flasklara
alindi ve hicreler trypan blue dye exclusion test ile boyanarak hem canlilik
hem de enfeksiyon acgisindan degerlendirildi. isleme devam etmek icin
%90’'In Uzerinde canli hicre varligi gerekmekteydi. Ayrica flasklar inverted
mikroskop kullanilarak gunlik olarak canlihk, c¢ogalma ve enfeksiyon

yoninden degerlendirildi.



46

2.5.4 MCF-7 Hiicrelerinin ikilenme Zamaninin Belirlenmesi

Alti well iceren plate, her well icine 5x10° hiicre, ¢ift kontrollii olarak
eklendi ve toplam hacim 2 ml'ye besiyeri ile tamamlandi. Nemlendirilmisg,
37°C’'de %5 CO; ortaminda inklbe edildi. Sirasiyla 24, 48, 72 ve 96. saatte
trypan blue dye exclusion test ile degerlendirildi. Sayim islemi igin her
asamada 100 pl hiicre ve ayni miktarda trypan blue karistirildi. 5x10° hiicre

temel alinarak MCF-7 hiicre dizisinin ikilenme zamani hesaplandi.

2.5.5 Sitotoksisite Deneyi

Birim hacimdeki hiicre Thoma caminda sayilarak ayarlandi. Alti well
iceren plate her well icine 2 ml hiicre (5x10° hiicre), 2 ml farkl
konsantrasyonlarda hesaplanan miktarda etkin madde igeren besi yeri
cOzeltisi eklendi. Negatif kontrol olarak etkin madde igermeyen 2 ml besiyeri
ve 2 ml hiicre karigimi kullanildi. Nemlendiriimis, 37°C’de %5 CO, ortaminda
inkibe edildi. Sitotoksisite 72. saatte trypan blue dye exclusion test ile
degerlendirildi. Sayim iglemi icin her asamada 100 ul hlicre slispansiyonu ve
ayni miktarda trypan blue karistirildi.

% sitotoksisite, Esitlik 6’ya gére hesaplandi. Calismada deneyler, her
asamada en az ¢ kez tekrarlandi.

% sitotoksisite = 100 — [ 100 x ( denek well’deki toplam hiicre sayisi /

kontrol well’deki toplam hiicre sayisi ] (Esitlik 6)
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2.5.6 Misir Yaginin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik
Etkisinin Arastiriimasi

Formulasyonda kullandigimiz misir yaginin MCF-7 hicre hatti Gizerinde
dogrudan toksik etkisi olup olmadigi incelendi. Bunun igin misir yaginin farkl

dilisyonlardaki konsantrasyonlari (1/500, 1/1000, 1/1500, 1/2000) kullanildi.

2.5.7 ilagsiz Mikroemiilsiyonun MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Arastiriimasi

Formullasyon olarak belirledigimiz ve calismamizda kullandigimiz
optimum mikroemdlsiyonun MCF-7 hiicre hatti (zerinde dogrudan toksik
etkisi olup olmadidi incelendi. Bunun icin de formilasyonun farkl

dilisyonlardaki konsantrasyonlari kullanildi.

2538 Mtx Yiikledigimiz Optimum Mikroemuiilsiyon
Formiilasyonunun MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

Mtx ydkledigimiz  optimum  mikroemdilsiyon formulasyonu ile
konsantrasyon 1 pg olacak sekilde stok hazirlandi. Bundan sonra stoktan
hareketle diliisyonlar yapilarak her bir konsantrasyon icin 72 saatlik
inklbasyon sonucunda Trypan blue dye exclusion testi kullanilarak
sitotoksisite belirlendi. ICsy (hlcrelerin %50’sinin élmesi igin gereken ilag
konsantrasyonu) degerinin belilenmesi amaciyla 1/10 dilisyonlar arasinda

da dilisyonlar gergeklestirildi. Calisma 3 kez tekrarlandi.
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2.5.9 Piyasa Preparatinin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

Piyasa preparati ile konsantrasyon 1 pg olacak sekilde stok hazirlandi.
Bundan sonra stoktan hareketle dilisyonlar yapilarak her bir konsantrasyon
icin 72 saatlik inkilbasyon sonucunda Trypan blue dye exclusion testi
kullanilarak sitotoksisite belirlendi. ICsy degerinin belirlenmesi amaciyla 1/10

dilisyonlar arasinda da dilisyonlar gerceklestirildi. Calisma 3 kez tekrarlandi.
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BOLUM Il

BULGULAR

3.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanilan Mtx’in Ozelliklerine Ait
Bulgular

3.1.1 Mix’in Infrared (IR) Analizi Bulgulari

Deneysel bolim 2.2.1.1’de anlatilan sekilde calisildi ve Mitx'in IR
spektrumunun goésterdigi absorbsiyon bantlari 3417, 2919, 2857, 2341, 1643,

1527, 1465, 1369 cm™ olarak bulundu. IR spektrumu Sekil 3'te gdsterildi.

106

100

Q0

85 1 g | ! | I | L
4000 3000 2000 1000 400

Wavenumber[cm-1]

Sekil 3. Mtx'in Infrared Spektrumu

3.1.2 Mtx’in UV Analizi Bulgulari

Mtx’in UV spektrumu deneysel bdlim 2.2.1.2'de anlatildigi gibi 0.1 N
NaOH’te tarandi ve etken maddenin maksimum absorbsiyon gésterdigi dalga
boyu (Amax) 303 nm olarak bulundu. Bulunan bu degerin literattirde belirtilen
dalga boyuna uygun oldugu gérildi (48). Mtx'in elde edilen UV spektrumu

Sekil 4'te gbériimektedir.
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Sekil 4. Mix'in UV spektrumu

3.1.3 Mtx’in UV ile Miktar Tayini icin Kalibrasyon Egrisi Cizimi
Bulgulan

Model etkin madde Mix'in, in vitro diftzyon c¢alismalari, ticari
preparatlarinin salim hizi calismalari ve etkin madde miktar tayini igin,
deneysel bélim 2.2.1.3’te anlatildigi gibi ¢alisilarak, Mtx’in kalibrasyon egrisi
cizildi. Kalibrasyon egrisinin giziminde 0.1 N NaOH kullanildi. Kalibrasyon

egrisine ait denklem Tablo 6’da gériimektedir.

Tablo 6. 0.1 N NaOH kullanilarak gizilen kalibrasyon egrisine ait dogru

denklemi
Kullanilan Gézelti | Egri Denklemi Determinasyon Katsayisi
0.1 N NaOH y =19.939 x—0.233 | 0.998 (r°)

y : Konsantrasyon (ug/ml) x : Absorbans
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3.2 Mikroemiilsiyon Formiilasyon Caligmalarina ait Bulgular

3.2.1 Ucgen Faz Diyagramlarina ait Bulgular

Deneysel boélim 2.2.2'de anlatildigi gibi yapilan formuilasyon
calismalarinda, en yiksek mikroemdalsiyon bélgesi veren formilasyon F43 —
F47 olarak bulundu. Bu formullasyonda YEM / YYEM orani 2 : 1 olarak
calisilarak, Span 80, Cremophore EL, isopropanol ve misir yagi kulanildi. Bu

formalasyona ait G¢gen faz diyagrami Sekil 5’te gértlmektedir.

Sekil 5. Optimum mikroemdilsiyon formullasyonuna ait Ucgen faz

diyagrami

Optimum mikroemdlsiyon formulasyonunun d¢gen faz diyagramina

gobre elde edilen bilesenlerin miktarlari Tablo 7’deki gibidir.
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Tablo 7. Optimum mikroemilsiyon formdlasyonunun Uggen faz

diyagramina gore elde edilen degerleri

YEM/YYEM orani Yag | YEM/YYEM Su
2:1 2.885 6.232 0.883
Yag: Misir yagi

YEM: Span 80 + CrEL (8 : 1)
YYEM: isopropanol
Su: 0.1 N NaOH

HLB: 5.37

3.2.2 Mtx Yukli Mikroemiilsiyon Formiilasyon Calismasina ait
Bulgular

Bu calismada toz haldeki Mtx 0.1 N NaOH c¢bzeltisinde ¢ézindurllerek,
optimum formullasyona titre edilerek ve konsantrasyon 25 mg/ml olacak
sekilde eklendi. Oda sicakliginda ve 150 rpm devirde karistirilarak calisildi.
Mtx yUkledigimiz bu formalasyon ile stabil bir mikroemalsiyon gérintisi elde

edildi.

3.3 Mtx Yuklia Optimum Mikroemiilsiyon Formilasyonun ve Piyasa
Preparatinin insan Periton Zarindan Difiizyon Caligsmalarina ait Bulgular

3.3.1 Calisilacak Dalga Boyunun Saptanmasi

Deneysel bélim 2.4'te anlatildigi sekilde yapilan spektrofotometrik

tarama sonucunda calisilacak dalga boyu 303 nm olarak bulundu.
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3.3.2 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun insan
Peritonundan Difliizyon Calismasinin Bulgulari

Optimum mikroemdilsiyon formilasyonuna Mtx ylklendi ve insan
peritonundan diftizyonu deneysel bdlim 2.3.1°’de anlatildigi sekilde calisildi.
Elde edilen degerler Tablo 8'de, bu degerlere gbre olusturulan profil ise Sekil

6’'da gérulmektedir.

Tablo 8. Mtx yUkli optimum mikroemdilsiyon formullasyonunun insan

peritonundan zamana karsi diflizyon sonuglari

Zaman Diflize olan Diflize olan

(saat) Ortalama Mtx + SH | kiimulatif Mtx (ug)
0.25 5.274 £ 0.753 2.274
0.5 4.001 +0.736 9.275
1 5.292 + 0.604 14.567
1.5 4.001 £ 0.253 18.568
2 4.163 £ 0.190 22.731
2.5 2.665 +0.130 25.396
3 2.758 +0.209 28.154
3.5 2.406 +0.083 30.560
4 2.388 +0.129 32.948
4.5 3.057 £ 0.259 36.005
3 2.313 £ 0.064 38.318
5.5 2.502 + 0.250 40.820
6 3.179 + 0.688 43.999
6.5 2.559 +0.212 46.558
7 2.904 + 0.651 49.462
7.5 2.384 + 0.085 51.846
8 2.609 +0.125 94.455
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Sekil 6. Optimum mikroemulsiyon formilasyonunun insan peritonundan

diftizyon profili

3.3.3 Piyasa Preparatinin insan Peritonundan Difiizyon
Calismasinin Bulgulari

Piyasa preparatinin insan peritonundan diflizyonu deneysel bdlim
2.3.2’de anlatildigi sekilde calisildi. Elde edilen degerler Tablo 9'da, bu

degerlere gbére olusturulan profil ise $ekil 7°de goértlmektedir.
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Tablo 9. Piyasa preparatinin insan peritonundan zamana karsi difizyon

sonuclari
Zaman Diflize olan Diflize olan
(saat) Ortalama Mtx £ SH | kiimdlatif Mtx (pg)
0.25 7.378 + 0.400 7.378
0.5 7.172 £ 0.452 14.550
1 6.651 + 0.264 21.201
1.5 6.396 + 0.009 27.597
2 6.651 + 0.264 34.248
25 7.228 +0.501 41.476
3 6.553 + 0.324 48.029
3.5 6.171 £0.412 54.200
4 5.918 +0.091 60.118
4.5 6.760 + 0.229 66.878
5 6.472 + 0.209 73.350
55 6.820 + 0.194 80.170
6 6.708 + 0.216 86.878
6.5 6.102 + 0.142 92.980
7 6.120 + 0.147 99.100
75 6.461 +0.165 105.561
8 6.414 +0.147 111.975
120 +
&
E 100 -
()]
3
g 80
& 60 -
R
= 40-
5
2 201
E
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Zaman (saat)

Sekil 7. Piyasa preparatinin insan peritonundan difizyon profili
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3.4 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Ozelliklerine ait
Bulgular

3.4.1 Optimum Mikroemilsiyon Formilasyonunun Refraktif
indisinin Ol¢iimii

Optimum mikroemdilsiyon formulasyonumuzun refraktif indisi deneysel

bdlim 2.3.3’te anlatildigi sekilde dlgtldl. Refraktif indis 1.400 olarak bulundu.

3.4.2 Optimum Mikroemiilsiyon Formilasyonunun Viskozitesinin
Olciimii
Viskozite 6l¢imi deneysel bélim 2.3.4’te anlatildigi sekilde yapildi.

Formulasyonun viskozitesi 60 cP olarak 6l¢uldi.

3.4.3 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun pH’nin Ol¢iimii
Optimum mikroemilsiyon formilasyonunun pH’t  deneysel bdlim

2.3.5’te anlatildigi sekilde yapildi. pH élcim sonucunda 6.7 olarak bulundu.

3.4.4 Optimum Mikroemiilsiyon Formiilasyonunun Damlacik
(partikiil) Biyiiklagi Olciimii

Optimum  mikroemdulsiyon formilasyonunun damlacik bUOyUklGga
deneysel bélim 2.4.4’te anlatildigi gibi yapildi. Elde edilen veri ve galisilan

sartlar Tablo 10’da, grafik ise Sekil 8'de gdrilmektedir.
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Tablo 10. Optimum mikroemilsiyon formilasyonunun damlacik

bUyUkIGgu élcimine ait veriler

Refraktif indis | Viskozite | Sicaklik | Ortalama Damlacik
BlyUklugu

Optimum 1.400 60 cP 25°C 13.3 nm
Formulasyon

Size distribution(s)

A
o

%in class

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

20 T om f

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

} } } - } }
1.0 5.0 10.0 50.0 100.0
Diameter (nm)

Sekil 8. Damlacik bayUklugu profili

3.5 Hiicre Kultara Caligmalarina ait Bulgular

3.5.1 Hiicrelerin Cogaltilmasi ve idamesine iligkin Bulgular

Sitotoksite deneyinde kullanilan MCF-7 hicre hatlari deneysel bdlim
2.5.3’te anlatildig sekilde ¢odaltildi. Hicrelerin baylk bdlimundn, kullanilan
besiyeri ve diger yardimci kimyasallar varliginda canliligini korudugu goralda.
Steril ortamda ve sterii maddelerle c¢ahlsildi ve deney dizeneklerinde

enfeksiyon goérilmedi.
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3.5.2 MCF-7 Hiicrelerinin ikilenme Zamanina ait Bulgular
MCF-7 hlicre hatlarinin ikilenme zamanlarinin belirlenmesi deneysel
bolim 2.5.4’te anlatildigi gibi yapildi. Hlcrelerin ikiienme zamani 72 saat

olarak bulundu. Bu calismaya ait grafik Sekil 9'da gdrilmektedir.

Hiicre sayisi (x106)

Zaman (saat)

Sekil 9. MCF-7 meme kanseri hiicre dizisi ikilenme zamani

3.5.3 Misir Yaginin MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik

Etkisine ait Bulgular
Misir yaginin hicreler Gzerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olup
olmadigi deneysel bolim 2.5.6’da anlatildigi sekilde incelendi. Misir yaginin

hicreler Uzerinde belirgin bir sitotoksik etkisi saptanmadi. Bu ¢alismaya ait

grafik Sekil 10’da gérilmektedir.
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Sekil 10. Misr yaginin MCF-7 hicre hatti Gzerindeki sitotoksik etkisi

3.5.4 ilagsiz Mikroemiilsiyonun MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki
Sitotoksik Etkisine ait Bulgular

Gelistirdigimiz mikroemulsiyon formulasyonumuzun hucreler Gzerinde
herhangi bir sitotoksik etkisinin olup olmadigi deneysel bélim 2.5.7'de
anlatildigi sekilde incelendi. Bos mikroemulsiyonun hticreler Gzerinde belirgin
bir sitotoksik etkisi saptanmadi. Bu c¢aligsmaya ait grafik Sekil 11’de

gO6rilmektedir.
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Sekil 11. ilagsiz mikroemiilsiyonun MCF-7 hiicre hatti (izerindeki sitotoksik

etkisi

3.5.5 Mtx Yikledigimiz Optimum Mikroemiilsiyon
Formiilasyonunun MCF-7 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisine ait
Bulgular

Mtx yUkledigimiz optimum formulasyonun hcreler Uzerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi ve ICso degerinin saptanmasi icin deneysel
boélim 2.5.9'da anlatildigi sekilde calisildi. 1Cso deg@eri yaklasik 42 ng olarak

bulundu. Bu ¢alismaya ait grafik Sekil 12’de gérilmektedir.
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Sekil 12. Mix y0Okli mikroemulsiyonun MCF-7 hiicre hatti Gzerindeki

sitotoksik etkisi

3.5.6 Piyasa Preparatinin MCF-7 Hucre Hattinda Sitotoksik Etkisine
ait Bulgular

Piyasa preparatinin hlcreler Uzerinde toksik etkisinin belirlenmesi ve
ICs0 deg@erinin saptanmasi icin deneysel bélim 2.5.8'de anlatildigi gibi
calisildi. Piyasa preparatinin 1Cso degeri yaklasik 55 ng olarak bulundu. Bu

calismaya ait grafik Sekil 13’'te gérilmektedir.
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100

40 ng 60 ng 80 ng 100 ng
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Sekil 13. Piyasa preparatinin MCF-7 hiicre hatti Gzerindeki sitotoksik etkisi



63

BOLUM IV

TARTISMA

Genel bir degerlendirme yapacak olursak, calismaya baslarken
amacimiz model etkin madde olarak sectigimiz Mix’in IM yoldan kullanilan bir
mikroemdalsiyon  formilasyonunu  geligtirmekti.  Mtxt  mikroemulsiyon
formUlasyonu seklinde sunmayi distinmemizin nedeni, mikroemdilsiyonlarin
transparan, termodinamik olarak dayanikli, ila¢ hedeflemesine uygun,
kendiliginden olusan sistemler olmalari ve ¢6ztUnarligld az olan maddelerin
¢6zUnarliguna arttirmalanydr (9, 10, 11, 18, 35, 42). Ayrica yaptigimiz
literatlr taramasinda bu alanda yapilan calismalarin az olmasi da bir diger
nedendir.

Mtx gunimizde kanser tedavisinde tercih edilen antimetabolit
ilaclardan biridir. Ancak Mtx'in kemoterapide kullanimina bagli olarak diger
antineoplastik ajanlarda oldugu gibi bircok yan etkisi mevcuttur. Bunlara
O0rnek olarak kusma, bulanti, doékintl, istahsizlik, diyare, megaloblastik
anemi, ates, 6kslrtk ve siroz verilebilir (12, 16, 44). Bu yan etkilerin cogu
yUksek doza bagl olarak ortaya cikmaktadir. Clnki Mtx disik dozlarda artrit
ve psoriazis tedavisinde kullaniimaktadir ve bu yan etkiler oldukc¢a azdir (29).
Bizim burada amacimiz dozu azaltarak hicre kultlri calismalarimizda ayni
sitotoksik  etkiyi elde edebilecegimiz ve MitXin  ¢6zUnUrlGgund
arttirabilecegimiz  mikroemdlsiyon formulasyonunu gelistirmekti. Burada
gelistirdigimiz  formUlasyonun etkinligini incelerken hicre kdltirinden
yararlandik. Hucre kultirG calismalar antitimoéral ilaclarin gelistiriimesinde
anahtar rol Ustlenmektedir. Bu yolla ilaglarin hdcrelerin proliferasyonlarini

engelleyici sitotoksik dozlari tespit edilebilir (3).
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Bu bélimde, deneysel kisimda belirttigimiz calismalari ve bulgular
kisminda tespit ettigimiz sonugclari akis sirasina gére irdeleyecegiz.

ilk olarak model etkin madde Mix'in 6zelliklerinin belirlenmesine
cahsiimistir. Bu amacgla IR ve UV spektrumlari alinmis, elde edilen verilerin
litaratlir kayitlarina uygun oldugu gériilmistir (48). ikinci adimda Mtx'in hem
bizim gelistirdigimiz mikroemulsiyon formullasyonundan hem de ticari
preparatindan miktar tayinini yapabilmek icin 0.1 N NaOH kullanarak
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Cizilen kalibrasyon egrisine ait denklem etkin madde
miktar tayininde giivenle kullanilabilecegini (r* = 0.998) gdstermistir.

Mikroemdilsiyon  formilasyonu asamasinda ise, birden fazla
formalasyon geligtirildi. Dedisik yUzey etkin maddelerle farkli oranlarda
cahsildi. Burada amacimiz en fazla su alan mikroemulsiyon formdlasyonunu
gelistirebilmekti. Cinkd Mtxin ¢d6zinrligh az oldugu icin belli oranda sulu
faza yUklenecekti. Yapilan calismalarda YEM/YYEM orani 2:1 olan ve misir
yagl, isopropanol, Tween 80, Cr EL ve 0.1 N NaOH kullanilan F43-F47
formUlasyonlarinin  uygun oldugu saptanmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda cizilen Gg¢gen faz diyagraminin agirhk merkezi hesaplanarak
optimum mikroemdilsiyon degerlerine ulasiimigtir.

Bir sonraki asamada elde ettigimiz optimum mikroemdulsiyona etkin
madde Mitx1 25 mg/ml olacak sekilde ylkledik. Yulkleme sonunda
formUlasyonun stabil halinin devam ettigini gdzlemledik. Mikroemulsiyon
Uzerinde yapilan incelemelerde refraktif indis 1.400, pH 6.7 ve viskozite de
60 cP olarak bulunmustur. Bu veriler dogrultusunda damlacik bOyUklGga

incelendi. Damlacik buydkligi 13.3 nm olarak saptandi (Tablo 10).
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Hali hazirda ticari preparat olarak kullanilan (100 mg/ml, IM) preparat ile
bizim gelistirdigimiz mikroemulsiyon formullasyonu in vitro olarak insan
periton membrani kullanillarak Franz difizyon hicresinde karsilastirmal
olarak incelendi. Bunun icin her ki formullasyonun salim verileri
degerlendirildi. Ticari preparat bizim formilasyonumuza gére 4 kat fazla etkin
madde icermesine ragmen % salima gb6re formulasyonlar karsilastirirsak,
bizim gelistirdigimiz mikroemulsiyon formutlasyonunun salim miktari yaklagik
2 kat fazladir. Bu durum bizim gelistirdigimiz mikroemulsiyonun daha iyi bir
salim profili ortaya koydugunu géstermekteydi. Her iki formtlasyonun salim
verileri incelendiginde ticari preparatin 8. saat sonunda icerdigi etkin
maddenin yaklasik %0.1’ni, gelistirdigimiz mikroemulsiyonun ise igerdigi etkin
maddenin yaklasik %0.2'ni verdigi gbrilmektedir (Tablo 8-9).

Son asamada gelistirdigimiz mikroemUlsiyonun ticari preparata kiyasla
hiicre hatlari Gzerindeki sitotoksik etkinligi arastiriidi. Bunu igin meme kanseri
hiicre hatlari (MCF-7) kullanildi. Bu ¢alismalar Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Onkoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi ve tamamen steril
sartlarda calisildi. Oncelikle MCF-7 hiicre hatlarinin ikilenme zamanlari
incelendi ve 72 saat olarak tespit edildi (Sekil 9). Daha sonra bu hucreler
Uzerinde formullasyonumuzda kullandigimiz misir yaginin herhangi bir
sitotoksik etkisinin olup olmadigi incelendi ve belirgin bir sitotoksisite
saptanmadi (Sekil 10). Ayni sekilde, hazirladigimiz  ancak Mix
yUklemedigimiz mikroemulsiyonun (bos mikroemulsiyon) hiicreler Uzerindeki
sitotoksisitesi de incelendi ve belirgin bir sitotoksisite saptanmadi (Sekil 11).
Bdylece gelistirdigimiz ve Mtx ylkledigimiz formilasyonun sitotoksisitesinin

ticari preparatla saglikli bir sekilde karsilastirilabilecegi kanaatine vardik.
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Bunun Uzerine vyapilan sitotoksisite calismalarinda, gelistirdigimiz
mikroemdlsiyonun ICso deg@eri yaklasik 42 ng, ticari preparatin 1Csy dederi ise
yaklasik 55 ng olarak tespit edildi (Sekil 12-13). Burada edilen degerler bizi,
gelistirdigimiz mikroemulsiyonun ticari preparatla ayni sitotoksik etkiyi daha
dUsik etkin madde dozuyla sagladigi sonucuna gétirda.

Tam bu veriler 1siginda gelistirdigimiz  Mtx iceren optimum
mikroemdlsiyon formullasyonu tezimizin, ex vivo olarak diger hucre
hatlarindaki calismalarda ve daha ileri asama in vivo calismalarda glvenle

kullanilabilecek bir formllasyon oldugunu géstermektedir.
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OZET

ANTITUMORAL iLAC iICEREN MIKROEMULSIYON
FORMULASYONLARININ GELiSTIRILMESIi VE ANTITUMORAL

ETKINLIGININ ARASTIRILMASI UZERINE GCALISMALAR

Bu calismanin amaci, model etkin madde olarak secilen antitimaéral
etkili metotreksatin intramuskuler yolla kullanilabilen bir s/y mikroemulsiyon
formialasyonunu gelistirmektir.

Bu amagla, metotreksatin farkli ylzey etkin maddeler kullanilarak
intramuskdler mikroemdlsiyon formuilasyonlari hazirlandi ve (ggen faz
diyagrami kullanilarak optimum formalasyon belirlendi.

Mtx yuUkledigimiz optimum formillasyondan ve ticari preparattan
metotreksat diflizyonu Franz difizyon hicresi yéntemi kullanilarak, in vitro
olarak insan periton mukozasindan incelendi.

Gelistirdigimiz mikroemulsiyonun refraktif indis &élcimu, pH &élcima,
viskozite tayini ve damlacik blydkItgu tayini yapildi.

En son olarak, gelistirdigimiz ve Mitx ylkledigimiz mikroemdilsiyon
formUlasyonumuz ile ticari preparatin sitotoksik etkinligi incelendi. Bunun igin
MCF-7 meme kanseri hicre hatlarinin kullanildigi hiicre kiltiri calismasi

yapildi.
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ABSTRACT

STUDIES ON DEVELOPMENT OF ANTITUMORAL DRUG LOADED
MICROEMULSION FORMULATION AND INVESTIGATION OF ITS

ANTITUMORAL EFFICIENCY

The aim of this study is to develop an w/o microemulsion formulation
of the antitumoral agent methotrexate chosen as model active substance,
which can be used via intramuscular route.

For this purpose, the intramuscular microemulsions of methotrexate
using different surfactants were prepared, and optimum formulation was
determined by using triangle phase diagram.

The diffusion of methotrexate from the methotrexate-loaded optimum
formulation and commercial preparation was investigated from human periton
mucosa as in vitro using Franz diffusion cell method.

Refractive index, pH, viscosity and droplet size of optimum formulation
were measured.

Finally, the cytotoxic effects of methotrexate loaded optimum
formulation of microemulsion and commercial preparation were studied on

MCF-7 mammary cell lines.
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