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BÖLÜM I 

G�R�� VE AMAÇ 

Günümüzde tıp alanında ya�anan geli�meler birçok hastalı�ı korkulu 

rüya olmaktan çıkarmı� ve tedavisini mümkün kılmı�tır. Ancak halen tam 

anlamıyla tedavisi mümkün olmayan ve üzerinde yo�un �ekilde çalı�ılan 

hastalıklar da mevcuttur. Bu hastalıkların ba�ında hiç �üphesiz kanser 

gelmektedir. Kanser günümüzde kalp hastalıklarından sonra ölümlere en çok 

yol açan ikinci hastalıktır (1, 44).  

Yapılan çalı�malar sonucunda kanser tedavisinde oldukça yol 

alınmı�tır. Ancak bu anlamda yapılan çalı�maların büyük bölümü hastanın 

ömrünü uzatmaya ve tedavi sürecinin daha az sıkıntılı geçirmesini 

sa�lamaya yöneliktir. Çünkü kanserde tedavi süreci, tedaviye ba�lı olarak 

ortaya çıkan yan etkiler sonucu sıkıntılı geçmektedir. Gerek tıp gerekse 

eczacılık alanındaki bu ara�tırmalar iki ana ba�lıkta yo�unla�maktadır:   

• Etkili yeni tedavi yöntemlerine ula�mak,   

• Mevcut tedavi yöntemlerinde yan etkileri en aza indirmektir.  

Biz de bu dü�ünceden hareketle mevcut bir ticari antitümöral ilacı yeni 

bir farmasötik �ekille hastaya sunmayı amaçladık. E�er etkin maddeyi 

piyasadaki mevcut formundan farklı olarak daha dü�ük dozda aynı sitotoksik 

etkiyi sa�layacak yeni bir dozaj formuyla hazırlayabilirsek ilacın yan etkileri 

de azaltılabilir. 
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Çalı�mamızda model etkin madde olarak metotreksatı (Mtx) seçtik. Mtx 

günümüzde kanser kemoterapisinde en çok tercih edilen etkin maddelerden 

biridir (44). Mtx’ın piyasada mevcut enjektabl preparatı ile Mtx içeren yeni bir 

mikroemülsiyon formülasyonu olu�turarak ikisinin sitotoksik etkinli�ini 

kar�ıla�tırdık. Formülasyon olarak mikroemülsiyonu tercih etmemizin nedeni; 

mikroemülsiyonlar sistemik ve lokal uygulamanın yanı sıra ilaç 

hedeflenmesinde de kullanılmaktadır. Ayrıca bu sistemler termodinamik 

olarak dayanıklı, kendili�inden olu�an, dü�ük viskoziteli, etkin madde 

çözünürlü�ünü ve biyoyararlanımını arttıran, saydam (transparan), izotropik 

dispers sistemlerdir (10, 11, 17, 33, 35, 42). Bu açıdan mikroemülsiyonlar 

önemli ilaç ta�ıyıcı sistemlerden biridir. Böylece biz de Mtx’ı mikroemülsiyona 

daha dü�ük dozda yükleyerek, ticari preparatla aynı sitotoksik etkiyi elde 

etmeyi amaçladık. 

Çalı�mamızda geli�tirdi�imiz ve Mtx yükledi�imiz optimum 

mikroemülsiyon formülasyonu ile ticari preparatının difüzyonu in vitro olarak 

insan periton mukozası kullanılarak incelendi. Ex vivo olarak da insan meme 

kanseri hücre hatları üzerinde do�rudan sitotoksisite ara�tırmaları yapıldı. 

Elde etti�imiz sonuçlar do�rultusunda Mtx içeren mikroemülsiyon 

formülasyonunun sitotoksisitesi açısından uygun bir ilaç ta�ıyıcı sistem 

oldu�u ve daha ileri çalı�malar için ümit verici oldu�unu dü�ünüyoruz. 
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1. GENEL B�LG�LER 

1.1 EMÜLS�YONLAR 

1.1.1 Tanımı 

Emülsiyonlar birbirleriyle karı�mayan iki farklı sıvı faz içeren dispers 

sistemlerdir (17, 19, 40, 48). Sıvılardan biri di�erinin içerisinde damlacıklar 

halinde da�ılmı�tır ve bu faza da�ılmı� (iç) faz, di�erine ise sürekli (dı�) faz 

denir. Burada iki sıvının birbiri içerisinde da�ılması uygun bir yüzey etkin 

madde yardımıyla olur ve olu�an emülsiyon homojen görünü�lü, heterojen bir 

sistemdir. Yüzey etkin maddeler iki sıvı faz arasında adsorbe olarak yüzeyler 

arası gerilimi azaltmak suretiyle etkili olurlar. Emülsiyonlarda iç fazın 

damlacık çapı 0.1-100 µm arasındadır (1, 17, 19, 30, 31, 40, 45). 

Emülsiyonların ba�lıca avantajları (27, 39); 

• Hastalarda ilaç biyoyararlanımını arttırması  

• Kimyasal ve fiziksel yönden stabil olması  

• Kolay tatbik edilmesi  

• Görünümünün güzel olması  

• Tadı kötü olan ilaçların lezzetinin düzeltilebilmesidir. 

 

1.1.2 Emülsiyon Tipleri 

Emülsiyonların olu�umunda ya�lı faz sulu fazda da�ılıyorsa bu 

emülsiyona su içinde ya� (Y/S) emülsiyonu denir. Bunun tersi durumunda 

yani sulu fazın ya�lı ortamda da�ılmasıyla olu�an emülsiyona ise ya� içinde 

su (S/Y) emülsiyonu denir (30). Burada emülsiyonun tipinin belirlenmesinde 

yüzey etkin maddenin rolü büyüktür. Yüzey etkin madde suda çözünüyorsa 

Y/S, ya�da çözünüyorsa S/Y tipinde emülsiyon olu�ur (27, 30, 32, 38). 
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1.1.3 Yüzey Etkin Maddeler ( Emülgatörler = Surfaktanlar ) 

Yüzey etkin maddeler, sulu ve ya�lı fazlar arasındaki iç yüzey gerilimini 

dü�ürerek emülsiyon olu�umunu sa�layan maddelerdir (17, 27, 34, 45). 

Önceleri yüzey etkin madde olarak sadece bazı sabunlar ve do�al maddeler 

kullanılmı�sa da daha sonra birçok sentetik ajan da üretilmi�tir (40).  

Yüzey etkin maddelerin sınıflandırılması (27): 

1. Sentetik maddeler 

2. Yarı sentetik maddeler 

3. Do�al maddeler 

Yüzey etkin maddeler iyonik yapılarına göre de sınıflandırılabilirler (27): 

1. Anyonik Yüzey Etkin Maddeler 

2. Katyonik Yüzey Etkin Maddeler 

3. Noniyonik Yüzey Etkin Maddeler 

4. Amfoterik Yüzey Etkin Maddeler 

   

1.1.4 Hidrofilik Lipofilik Balans (HLB) De�eri 

Yüzey etkin madde seçiminde dikkat edilmesi gereken en önemli unsur 

Hidrofilik Lipofilik Denge de�eridir. 1950’li yıllara kadar emulsiyon 

hazırlanmasında kullanılan yüzey etkin maddenin seçimi deneme yanılma 

yöntemiyle yapılmı�tır. Daha sonra bu seçim Griffin tarafından geli�tirilen 

HLB sistemine göre yapılmı�tır (27). Olu�an emülsiyonun tipi HLB de�erine 

ba�lıdır. 

Yüzey etkin maddelerin sahip oldu�u HLB de�erleri 0-20 arasında 

de�i�mektedir ve bu de�er deneysel olarak hesaplanmaktadır. HLB de�eri 

20’ye yakla�tıkça yüzey etkin madde hidrofilik özellik kazanır. HLB de�eri 
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10’dan küçük olan yüzey etkin maddeler lipofilik, büyük olanlar ise hidrofilik 

olarak nitelendirilir (17, 27, 51). 

Yüzey etkin maddelerin HLB de�erlerine göre sınıflandırılması Tablo 

1’de gösterilmi�tir (27): 

 

Tablo 1. HLB de�eri ile yüzey etkin madde kullanımı arasındaki ili�ki 

HLB De�eri Kullanımı 

0-3 Antiköpük Ajanlar 

4-6 S/Y Yüzey etkin maddesi 

7-9 Islatıcı Ajanlar 

8-18 Y/S Yüzey etkin maddesi 

13-15 Deterjanlar 

10-18 Çözücü Ajanlar 

 

�stenilen HLB de�eri iki farklı yüzey etkin maddenin karı�tırılması ile de 

elde edilebilir. Karı�ım emülgatörlerinin HLB de�erini E�itlik 1 ile hesaplamak 

mümkündür (14): 

HLB = [ HLBA x ( WA / WA + WB ) ] + [ HLBB x ( WB / WA + WB ) ]     (E�itlik 1) 

Burada; 

HLBA : Birinci yüzey etkin maddenin HLB de�eri 

HLBB : �kinci yüzey etkin maddenin HLB de�eri 

WA : Birinci yüzey etkin maddenin emülsiyondaki miktarı 

WB : �kinci yüzey etkin maddenin emülsiyondaki miktarı  
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1.1.5 Emülsiyon Çe�itleri 

Emülsiyonlar sahip oldukları damlacık büyüklüklerine göre �u �ekilde 

sınıflandırılabilirler (17): 

1. Çoklu Emülsiyonlar 

2. Miseller Emülsiyonlar ( 10 nm > ) 

3. Mikroemülsiyonlar ( 10-100 nm ) 

4. Makroemülsiyonlar ( 100 nm < ) 

 

1.1.5.1 M�KROEMÜLS�YONLAR 

1.1.5.1.1 Mikroemülsiyonların Tanımı 

Mikroemülsiyonlar, termodinamik olarak dayanıklı, kendili�inden olu�an, 

dü�ük viskoziteli, saydam (transparan), izotropik dispers sistemlerdir (10, 11, 

17, 33, 35, 42, 54). Saydam yani berrak olmaları çok küçük damlacık çapına 

sahip olmalarından kaynaklanmaktadır. Dispers fazın damlacık büyüklü�ü 5-

100 nm arasında de�i�ir (33). Damlacık çapının küçük olması nedeniyle su 

ile ya� arasında çok geni� arayüzeye sahiptirler. Bu küçük damlacıklar 

görünür ı�ı�ı geçirirler ya da zayıf bir �ekilde da�ıtırlar. Böylece sistem 

saydam bir özellik gösterir (6, 7, 9, 18, 56). 

Mikroemülsiyon terimi ilk kez Hoar ve Schulman tarafından 1943 yılında 

“Nature” dergisinde yayınlanan makalelerinde kullanılmı�tır. Yazarlar 

makalelerinde bu terimi normal emülsiyonların orta zincir uzunlu�unda 

alkollerle titre edilmesiyle elde edilen transparan sistemleri tanımlamak 

amacıyla kullanmı�lardır (25). 
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Bu sistemlerin kendili�inden olu�abilmesi ya�-su arayüzeyindeki 

gerilimin sıfır olmasına ba�lıdır. Bu durum, birim yüzeye yüksek miktarda 

yüzey etkin maddenin (% 20) kullanılmasıyla gerçekle�tirilebilir (17, 50). 

Mikroemülsiyonlar ya�, su, yüzey etkin madde ve yardımcı yüzey etkin 

maddeden (ko-surfaktan) olu�an dört bile�enli sistemlerdir. Ara yüzeydeki 

gerilimin dü�ük olmasını sa�lamak için yüzey etkin madde ile yardımcı yüzey 

etkin madde sisteme birlikte eklenir. Ko-surfaktan kullanılmadan olu�an 

mikroemülsiyonlar da bulunmaktadır ve bunlara kendili�inden emülsifiye 

olabilen (self-emulsifying) mikroemülsiyonlar denilmektedir (10, 24, 26, 43).  

Mikroemülsiyon sistemlerinde etkin madde sahip oldu�u lipofilik özelli�e 

ba�lı olarak sulu ve ya�lı faz arasında da�ılmaktadır. Etkin maddenin da�ılım 

katsayısı salım hızına etki etmektedir. Salım hızını etkileyen di�er faktörler; 

dispers fazın damlacık boyutu, faz hacimlerinin oranı, etkin madde ile ta�ıyıcı 

sistemin etkile�mesi ve etkin maddenin sulu ve ya�lı fazdaki difüzyonudur (2, 

17, 22, 23). 

Mikroemülsiyonlar ile emülsiyonlar arasındaki en belirgin fark 

mikroemülsiyonların spontan olarak olu�ması yani hazırlanmaları esnasında 

mekanik i�lem gerektirmemeleridir (25, 41, 46, 55). 

 

1.1.5.1.2 Mikroemülsiyonların Avantajları 

Mikroemülsiyonların sahip oldu�u bazı avantajlar onları di�er ilaç 

ta�ıyıcı formülasyonlarına göre üstün kılmaktadır. Bunlar (20, 21, 42, 47, 52): 

1. �laçlar için yüksek çözünürlük kapasitesine sahiptirler. 

2. Penetrasyon arttırıcı özellikleri vardır ve mikroemülsiyonlardan ilaç 

absorbsiyonu hızlıdır. 
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3. Etken maddenin çevre ko�ullarından (yiyecekler, safra salgısı ve pH 

gibi) etkilenmesini azaltarak dayanıklılı�ını arttırırlar. 

4. Yüksek stabiliteye sahiptirler. 

5. Hazırlanma yöntemleri kolaydır. 

6. Yutulması güç olan katı ilaç �ekillerinin yerine kullanılabilirler.  

 

1.1.5.1.3 Mikroemülsiyonların Yapısı 

Mikroemülsiyonlar yapı olarak üç farklı tipte olabilirler. Bunlar Y/S, S/Y 

(�ekil 1) ve geçi�li (bicontinuous) yapılardır. Amfifil molekülün arayüzeydeki 

konumu sistemin Y/S veya S/Y tipinde olmasına etki eder. Y/S 

mikroemülsiyon sisteminde dı� faz sudan olu�ur ve amfifil moleküllerin 

hidrofilik kısımları dı� faza, hidrofobik kısımları ise iç faza (ya� fazına) 

yönelmi� durumdadır. Geçi�li (bicontinuous) yapıdaki mikroemülsiyonlarda su 

ve ya� oranları yüksektir. Bu tip mikroemülsiyonlarda ya� ve su fazları 

amfifilce zengin bir tabaka ile ayrılmı� durumdadır (10, 27, 35, 36, 41, 53). 

 

 

�ekil 1. S/Y ve Y/S mikroemülsiyonları 
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Mikroemülsiyonların yapısı için Schulman damlacık modelini geli�tirmi� 

ve bunu yüzey gerilimine dayandırmı�tır (27). Buna göre yüzey etkin madde 

molekülleri ya� ve su fazlarının ara yüzeyinde birikme e�ilimindedir. Böylece 

iki fazdan birini damlacıklar haline getirip etrafını sarar. Damlacıklarla sürekli 

faz arasındaki yüzey gerilimi (γ) E�itlik 2 ile hesaplanabilir: 

         γ = γ0       π                              ( E�itlik 2 ) 

Burada; 

γ0 = Yüzey etkin madde bulunmadı�ı zamanki yüzey gerilimi 

π = Karı�ım filminin geni�leme basıncı 

Stabilite için en uygun durum γ = 0 oldu�u durumdur. Bu durum için 

yüksek miktarda yüzey etkin madde / yardımcı yüzey etkin madde karı�ımına 

ihtiyaç oldu�unu daha önce de belirtmi�tik. 

Hazırlanan mikroemülsiyonun Y/S veya S/Y tipinde olması yüzey etkin 

maddenin yapısına ba�lıdır. Burada kritik topaklanma parametresi (critical 

packing parameter, CPP) önemlidir ve E�itlik 3 ile hesaplanır (10, 25). 

 

CPP = V/ ( a x l )                       ( E�itlik 3 )     

 

V = Yüzey etkin madde molekülünün hacmi 

a = Yüzey etkin maddenin ba� kısmının alanı 

l =  Yüzey etkin maddenin uzunlu�u 

 

CPP de�eri 0-1 arasında ise Y/S tipinde, 1’den büyük oldu�unda ise 

S/Y tipinde mikroemülsiyon olu�maktadır. CPP de�eri 1 ve su ile ya� 
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fazlarının hacimleri yakla�ık e�it ise geçi�li mikroemülsiyonlar olu�maktadır 

(10, 25). 

 

1.1.5.1.4 Mikroemülsiyonların Olu�um Teorileri (10, 35, 37) 

Mikroemülsiyonların olu�um teorilerini üç ana kategoride sınıflandırmak 

mümkündür. Bunlar: 

1. Karı�ım Film Teorisi 

2. Çözünürlük Teorisi 

3. Termodinamik Teori 

 

1.1.5.1.4.1 Karı�ım Film Teorisi 

Bu teori ilk olarak Schulman ve arkada�ları ile Prince tarafından ortaya 

atılmı�tır (27). Bu teoride arayüzey filminin, su ve ya� fazlarına dönük 

kısımlarında farklı özelliklere sahip çift tabakalı bir film oldu�u 

dü�ünülmektedir. Burada yüzeyler arası gerilimi daha önce de bahsetti�imiz 

gibi E�itlik 2 ile hesaplamak mümkündür. 

 

1.1.5.1.4.2 Çözünürlük Teorisi 

Bu teoriyi ilk geli�tiren Gillberg ve arkada�ları ile Shinoda ve arkada�ları 

olmu�tur (27). Burada mikroemülsiyonlar su ve ya�ın misel yapılar içerisinde 

çözündü�ü �i�mi� miseller sistemler olarak kabul edilmi�tir. Çalı�malarda üç 

ve dört bile�enli faz diyagramları kullanılmı�tır. 
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1.1.5.1.4.3 Termodinamik Teori 

Bu teori Ruckenstein ve arkada�ları ile Overbeck tarafından öne 

sürülmü�tür (27). Buna göre bir mikroemülsiyonun termodinamik olarak stabil 

olması için serbest enerjinin negatif olması gerekmektedir. Burada serbest 

enerji (∆G) E�itlik 4 ile hesaplanabilir: 

 

- ∆G = V x ∆A         (E�itlik 4) 

 

E�itlik 4’te V iki faz arasındaki yüzeyler arası gerilimi, ∆A ise yüzey 

alanındaki de�i�imi göstermektedir. Yüzey alanı sıfır olamayaca�ı için, 

serbest enerjinin azalmasına kar�ı, yüzeyler arası gerilim azalmaktadır. 

Mikroemülsiyon olu�umunda serbest enerjiyi belirten üç bile�en 

bulunmaktadır. Bunlar: 

• Yüzeyler arası serbest enerji 

• Damlacıklar arasındaki etkile�menin enerjisi 

• Ortamdaki damlacıkların entropisi 

Bu bile�enleri E�itlik 5’te gösterecek olursak: 

 

∆Gm (r) =∆G1 + ∆G2 - T ∆Sm                 (E�itlik 5)   

∆Gm =Serbest enerjideki de�i�im 

(r) = Damlacıkların çapı 

∆G1 ve ∆G2 = Yüzeyler arası serbest enerji ve damlacıklar arasındaki 

etkile�menin enerjisi 

T = Sıcaklık 

∆Sm = Karı�ımın entropisi    
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Yüzeylerarası gerilimin, yüzeyler arasındaki yardımcı yüzey etkin 

madde yardımıyla dü�ürülmesiyle negatif ∆G de�eri elde edilir. Böylece 

serbest enerjinin negatif olması sonucu mikroemülsiyonlar termodinamik 

açıdan stabil olarak kendili�inden olu�urlar (10). 

 

1.1.5.1.5 Damlacık (Partikül) Büyüklü�ü Analizi 

Mikroemülsiyonların damlacık büyüklüklerinin çok geni� bir aralıkta 

olması ve bazı mikroemülsiyonların dilüe edilememesi damlacık 

büyüklü�ünün saptanmasını güçle�tirmektedir. Damlacık boyutunun 

saptanmasında kullanılan birçok teknik mevcuttur. Bunlara örnek olarak NMR 

spektroskopisi, dondurulmu� örneklerde elektron mikroskopisi, nötronların 

difüzyonu ve ı�ık saçılımı gibi yöntemler verilebilir (17). Ancak ölçümlerdeki 

kısıtlamalardan dolayı, en ideali bu tekniklerin kombine halde kullanılmasıdır 

(25). 

 

1.2 KANSER (1, 12, 44, 49) 

Kanser ya da tümör normal bir hücrenin kontrolsüz bir �ekilde 

ço�almasıyla giderek büyüyen anormal hücreler toplulu�udur. Çevresindeki 

normal dokuları i�gal edip klonal bir yayılma olur ve lenf ya da kan yoluyla 

organizmaya yayılır. 

Yirminci asrın ba�langıcında ölüm sebeplerinin ba�ında enfeksiyon 

hastalıkları, tüberküloz ve akci�er hastalıkları gelmekte idi. Yine bu asrın ba� 

ve ortasında çocuk ölümleri büyük bir sayı te�kil etmekteydi. Günümüzde ise 

insan ölümlerinde kalp hastalıklarından sonra kanser ikinci sırayı te�kil 

etmektedir.  
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Ya�lılarda, özellikle 75 ya�ın üstündekilerde kanserden ölüm riski 

oldukça yüksektir. Bunun ba�lıca sebeplerinden birisi, bu ki�ilerin kanserojen 

maddelere direkt veya indirekt olarak uzun süre maruz kalmalarıdır. Çocuklar 

ve gençlerde kanser oldukça seyrek görülür. Bu durum, bu ki�ilerin 

karsinojenlere göreceli olarak az maruz kalmalarıyla ve ayrıca aktif olarak 

üreme dönemindeki insanlarda kanser insidansının dü�ük olmasıyla ili�kilidir. 

Tümörler davranı� �ekillerine göre iki �ekilde sınıflandırılır. Benign (iyi 

huylu) tümörler bulundukları yerden yayılıp metastaz olu�turmazlar. Malign 

(kötü huylu) tümörler ya da kanser diye adlandırılanlar bulundukları yerden 

biti�ik dokularla, lenf sistemiyle ya da kan yoluyla di�er dokulara yayılırlar ya 

da metastaz yaparlar. 

Kanserli hücrelerin ba�lıca özellikleri, artmı� bir proliferasyon, 

düzenleyici proteinlerin kaybolmu� olması, genomik bir de�i�kenlik ve 

ölümsüzlüktür. 

Tanı koyulduktan sonra kanserli hastanın ya küratif (iyile�tirici) ya da 

iyile�tirme olana�ı yoksa palyatif (geçi�tirici) tedavisi amaçlanır. Kanserlerin 

ço�u lokalize tümöral kütle �eklinde bulunmalarına ra�men cerrahi ya da 

radyoterapi gibi lokal tedaviler hastalı�ı ortadan kaldıramamaktadır. Bu 

nedenle lokal tedaviyle birlikte veya tek ba�ına sistemik kemoterapi uygulanır 

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar hücre proliferasyon 

mekanizmalarını inhibe ettiklerinden hem tümör hücrelerine hem de 

proliferasyon gösteren normal hücrelere, özellikle kemik ili�i, gastro-intestinal 

epitel ve kıl folikül hücreleri üzerine toksik etki gösterebilmektedir. Malign 

tümör hücrelerinde hücre bölünmesi, proliferasyondaki normal hücrelere göre 

çok daha fazla oldu�undan antikanser ilaçların selektif sitotoksik etkileri 
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malign hücrelerde fazladır. Ancak antikanser ilaçların selektivitesi genellikle 

fazla de�ildir. �laç uygulandıktan sonra yararlı etkileri, tümör hücrelerinin 

ço�almasıyla orantılı olarak daha çok kemik ili�i hücrelerinin ço�alma hızına 

ba�lıdır. Kemik ili�i hücreleri ço�alıp normale döndükten sonra daha fazla 

miktarda ilaç enjekte edilebilmektedir. �lacın her uygulama periyodunda (kür) 

belirli oranda tümör hücresi öldü�ünden, tekrarlanan kürlerle tümörün eradike 

edilme (yok edilme) olasılı�ı artar. 

 

1.2.1 Metastaz (44) 

Kanserin en korkunç yönü olan metastaz, vücudun bir yerindeki 

hastalı�ın ba�ka bir yerine de sıçramasıdır. Kanserin yayılma yolları oldukça 

iyi bilinse de yayılma ko�ulları o kadar iyi bilinmemektedir. Aynı histopatolojik 

iki kanserden biri çabuk yayılırken öteki yayılmadan yıllarca kalabilmektedir. 

Çok seyrek görülen ilginç bir durumda da primer kanser hiçbir belirti 

vermemekte ancak bunun metastazı iyice büyümü� olmaktadır. Böyle 

kanserlere gizli (occult) kanser denir. Bu kanserlerin primeri gizli metastazı 

ise çok bellidir. Örne�in, bir bron� kanserinin beyindeki metastazını primer 

beyin tümörü sanabiliriz. Gizli bir meme kanserinin koltuk altı lenf 

bezlerindeki metastazları hastalı�ın ilk belirtisi olabilir. Bunun memeden 

kaynaklandı�ını kanıtlamak veya nereden kaynaklandı�ını bulmak da her 

zaman kolay de�ildir. 

Metastazlar belirli bir büyüklü�e varınca, bunlar da yeni metastazlara 

kaynak olabilirler, yani “metastazların metastazları” da olabilmektedir. Kanser 

hücreleri bir yerde tutunduktan sonra bile bu tutunmanın dereceleri vardır. 

Orada sürekli büyüyebilirler, nekroza u�rayabilirler ya da pek ço�almaksızın 
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uyur durumda kalabilirler. Bu durum hastanın kendi savunma gücüne de 

ba�lıdır. Metastazlar direkt yayılma, lenf yolu ve kan yoluyla olur. 

Deri kanserlerinin %4 kadarı malign melanomadır (bütün kanserlerin 

%1’i). Erkeklerde akci�er ve prostat, kadınlarda meme ve uterus kanserleri 

sıklıkla görülür ve yüksek oranda ölüm sebebi olurlar. Kolon ve rektum 

kanserleri iki cinste de yakın oranlarda görülür. 

Tablo 2’de de görüldü�ü üzere bazı kanser türlerinin görülme sıklı�ı 

cinsiyete göre oldukça farklılık göstermektedir. Örne�in meme kanserinin 

erkeklerde görülme olasılı�ı 100.000 de 1’den daha azdır ve erkeklerde 

görülen tüm kanserlerin % 0.5’ini olu�turur. Buna kar�ın bu kanser türünün 

kadınlarda görülme sıklı�ı erkeklere göre 100 kat daha fazladır (49). 

                    

Tablo 2. Organlara ve cinse göre kanser ensidansı 

            ERKEK %               KADIN% 

Deri                                          23                            13                                    

A�ız                                          3                               2 

Akci�er                                    19                              5 

Kolon ve Rektum                    11                             13 

Di�er Hazım Organları             9                              7 

Prostat                                    11          - 

Üriner Sistem                           6                               3 

Meme                                       -                              23 

Uterus                                      -                              14 

Lösemi ve Lenfoma                 7                              6 

Bütün Di�erleri                       11                             14 
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1.2.2 Kanserin Tanısı (44) 

Kanser hastalı�ının tanısının konması tedavi açısından çok önemlidir. 

Özellikle erken dönemde te�his hayatta kalım oranını arttırmaktadır. Son 

yıllarda geli�en teknolojiye paralel olarak tanı yöntemlerinde de ilerleme 

kaydedilmi�tir. 

 

1.2.2.1 Görüntüleme (44) 

Ultrasonografi (US) ve bilgisayarlı tomografi (BT) nin yanında son 

yıllarda büyük tıp merkezlerinde MRI (magnetic resonance imaging) de 

kullanılmaktadır. Bu yöntemler tanıda ve tedaviyi planlamada oldukça 

yararlıdır. 

 

1.2.2.2 Tümör Belirticileri (44) 

Vücut sıvılarında tümörler için spesifik olabilecek bazı maddeler arayı�ı 

öteden beri vardır. Tümörün varlı�ını belirten böyle maddelere tümör 

belirticileri (marker) denir. Bu maddeler tümörün kendi ürünü olabilir; yani 

bunları tümör hücreleri yapar ve kana verir. Öte yandan, bu maddeler 

hastanın tümöre kar�ı reaksiyonu sonucu da ortaya çıkabilirler. 

 

1.2.2.3 Paraneoplastik Sendromlar (44) 

Paraneoplastik sendromlar kanser tanısında önemlidir. Tümörlerin 

neden oldu�u direkt ve endirekt etkilerinden bahsedilebilir. Direkt etkilerine 

örnek olarak beyin tümörlerinin kafa içi basıncını arttırması, gastrointestinal 

tümörlerin yemek borusu, mide ya da barsak tıkanmalarına yol açması, safra 

tümörlerinin sarılı�a neden olması gösterilebilir. 
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Kanserin endirekt etkileri ise tümörün yaptı�ı biyolojik olarak aktif 

hormonlara, büyüme faktörlerine, bir takım hümoral maddelere ba�lıdır. Bazı 

durumlarda antijen-antikor reaksiyonu sonucu da ortaya çıkabilir. 

Endirekt etkilere ba�lı klinik sendromlara paraneoplastik sendromlar 

denir. 

 

1.2.2.4 Biopsi (44) 

Kanserin esas tanısı biopsi ile konur. Lezyonun kanser olup olmadı�ı, 

kanserse hangi çe�it kanser oldu�u ancak böyle anla�ılır. Tedavi de buna 

göre planlanır. 

 

1.2.3 Tümörlerin Histolojik Olarak Sınıflandırılması (1) 

Hangi dokudan kaynaklanırsa kaynaklansın, kötü huylu tümörlerin hepsi 

kanser deyimi altında toplanır. Epitel dokusundan (ektoderm, endoderm) 

kaynaklanan kanserlere karsinoma, ba� dokusundan (mezoderm) 

kaynaklananlara da sarkoma diyoruz. 

 

1.2.3.1 Epitel Dokusundan Kaynaklananlar (1) 

Yassı epitelden (deri, a�ız mukozası, larinks, üriner sistem, akci�er, 

uterus serviksi vb.) kaynaklanan iyi huylu tümörlere papilloma, kötü huylulara 

epidermoid karsinoma (squamous, yassı epitel kanseri) denir. 

Gland (bez) epitelinden (meme, kolon, pankreas, karaci�er vb.) 

kaynaklanan iyi huylu tümörlere adenoma, kötü huylulara adenokarsinoma 

denir. 
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Epitel dokusunun kötü huylu tümörlerinin, kaynaklandıkları dokulara 

benzerlikleri çok azsa, bunlara anaplastik (ya da iyi diferansiye olmayan) 

karsinoma denir. 

 

1.2.3.2 Mezodermden Kaynaklananlar (Mezen�imal Tümörler) (1) 

Fibroma ve fibrosarkoma ba� dokusundan; rabdamiyoma ve 

rabdomiyosarkoma çizgili kastan; leiomiyoma ve leiomiyosarkoma çizgisiz 

kastan; lipoma ve liposarkoma ya� dokusundan; anjioma ve anjiosarkoma 

damarlardan; osteoma ve osteojenik sarkoma (osteosarkoma) kemik 

dokusundan; kondroma ve kondrosarkoma kıkırdak dokusundan 

kaynaklanan iyi ve kötü huylu tümörlerdir. 

Lösemiler, multipl miyeloma ve lenfomalar hemopoietik dokudan 

kaynaklanır ve hepsi kötü huyludur. 

Melanositlerden (bunlar deride ve gözde vardır) kaynaklanan iyi huylu 

tümörlere nevus, kötü huylulara melanoma denir. 

 

1.2.4 Kanser Hastalı�ında Tedavi Yöntemleri 

Kanser hastalı�ının tedavisi zor ve kompleks bir süreçtir. Genelde 

tedavide bir yerine birkaç yöntem birlikte kullanılır. Tedavi sırasında büyük 

oranda yan etkiler görülür.  

Ba�lıca tedavi yöntemleri (44): 

• Cerrahi Tedavi 

• Radyoterapi 

• Kemoterapi 

• �mmünoterapi 
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• Bilimsel Olmayan Tedaviler 

• Kanserli Hastalarda Komplikasyonların Tedavisi 

     

1.2.4.1 Kemoterapide Hücre Siklusunun Önemi (44) 

Son yıllarda antikanser ilaçların etki mekanizmasının bilinmesi ve 

kanser hücre kineti�inin ö�renilmesi kemoterapötik ajanların daha bilinçli bir 

tarzda kullanılmasını sa�lamı�tır.  

Kanser kemoterapisinde kullanılan ajanlar ya tek tek ya da 3-5’i bir 

arada kullanılırlar. Bu uygulamada farklı etkileri olan ilaçlar birle�tirilerek daha 

çok tümör hücresi öldürülür. Farklı toksisite gösteren ilaçlar birle�tirilir. 

Böylece daha kuvvetli bir etki sa�lanır ve bu etki daha az toksisite gösterir. 

Birle�ik kemoterapi ile dirençli hücrelerin üremesine fırsat verilmemi� olur. 

Uygulama aralıklı oldu�undan aradaki dinlendirme süresinde organizmanın 

normal hücreleri toparlanma fırsatını bulur. 

Hücrede bir mitozun tamamlanmasından sonra ikinci mitozun 

ba�lamasına kadar geçen döneme hücre siklusu denir. �laçların hücre siklusu 

ile ilgili etkilerinin bilinmesi birle�ik kemoterapi seçiminde ve ilaçların toksik 

etkilerinden korunmada önemli rol oynar. 

Hücre siklusunu birbirini takip eden 5 evresi vardır; 

G0 Evresi : Mitozdan sonra hücrelerin istirahata çekildi�i dönemdir. G0 

evresindeki hücrelerin bölünme yetene�i vardır. Bu dönemde hücreler uyku 

halinde ve sessizdir. Bu dönemde antineoplastik ajanlar hücrelere 

etkisizdirler. Bu dönem 5.5 saat sürer. 

G1 Evresi : Mitozun bitiminden DNA sentezinin ba�langıcına kadar 

sürer. Bu döneme post mitoz evresi denir. Bu dönem 4 saat sürer.  
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S Evresi : Bu dönemde hücre DNA sentezi yapar. Hücre metabolizması 

en aktif döneminde olup antimetabolik ilaçlara çok duyarlıdır. Bu dönem 12 

saat sürer.  

G2 Evresi : DNA sentezinin tamamlanmasından mitozun ba�lamasına 

kadar geçen evredir. Hücre bölünmeye hazırdır. Metabolik aktivitesi 

azalmı�tır. Bu döneme pre-mitoz evresi de denir. Bu dönem 2 saat sürer. 

M Evresi : Bu evre mitoz evresidir. Hücre bölünmektedir. Metabolik 

aktivitesi son derece azalmı�tır. Mitozun profaz, anafaz ve telefaz olmak 

üzere 4 dönemi vardır. Bu dönem yarım saat sürmektedir.  

Kemoterapide kullanılan ilaçların bir kısmı hücre siklusunun belirli bir 

evresine etki gösterirler. Bunlara siklus spesifik sitostatikler denir. 

   

1.3 Model Etkin Madde Metotreksat (Mtx) Hakkında 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 α-methopterin ya da 

amethopterin (�ekil 2) kanser tedavisinde kullanılan antimetabolit aktiviteye 

sahip bir ilaçtır (5, 31, 48). 

 

 

 

 

�ekil 2. Mtx’ın kimyasal yapısı 
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Mtx, sarıdan turuncu-kahverengiye kadar de�i�en renkte kristalize 

tozdur. USP’ye göre genel formülü C20H22N8O5 olan bile�ikte 4-amino-10-

metil folik asit miktarı % 94’ten az olmamalıdır. Madde %12’den fazla su 

içermez (31, 48). 

Pratik olarak suda, alkolde, kloroformda ve eterde çözünmez. Mineral 

asit çözeltilerinde ve alkali hidroksit ve karbonatlarının dilüe çözeltilerinde 

çözünür. Erime derecesi 182–189oC’dir. Enjeksiyonluk preparatları filtrasyon 

yöntemiyle sterilize edilir. USP’ye göre enjeksiyonluk preparatlarının pH’ı 8 -9 

olmalıdır. Hava ile temas etmeyecek �ekilde ve ı�ıktan koruyarak 

saklanmalıdır (31, 48). 

Mtx ilk kez 1948’de çocukların lösemilerini tedavi etmek amacıyla 

tedaviye sokulmu�tur (12). Mtx irritan oldu�u için cilt ve mukoz membranlarla 

temasından kaçınmak gerekir (31).  

 

1.3.1 Farmakolojisi ve Farmakokineti�i 

Mtx sodyum tuzu halinde kullanılır ve folik asit antagonisti bir 

antimetabolittir. Yapısal olarak folik asit analo�udur. Dihidrofolat redüktaz 

enzimi ve NADPH ile inaktif üçlü (terner) bir kompleks olu�turur. Bakteri ve 

kanser hücresinin yanında, normal hücrelerdeki dihidrofolat redüktaz 

enziminin de non-spesifik inhibitörüdür. Mtx, dihidrofolat redüktazın 

inhibisyonu ile inaktif bir prekürsör olan folik asidin önce tetrahidrofolik aside 

daha sonra da biyolojik olarak aktif olan folinik aside indirgenmesini engeller. 

Bunun sonucunda purin bazlarının (adenin ve guanin) ve bir pirimidin bazının 

(timidin) sentezi bozulur. Böylece DNA ve kısmen RNA sentezi engellenmi� 

olur (5, 12, 44). Mtx hücre siklusunun S fazında etkilidir (44). 
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Mtx DHFR inhibisyonundan ayrı olarak fosforibozil pirofosfat’ı 5-

fosforibozilamine dönü�türen amidofosforil-transferaz enzimini de (IMP 

sentezi) inhibe eder (12). 

Mtx aktif transportla hücreler içine girer ancak yüksek 

konsantrasyonlara eri�ti�inde pasif difüzyonla da geçi� olmaktadır. Hücre 

içinde, folik asit gibi Mtx da folat-poliglutamil sentaz etkisiyle bir ya da daha 

çok glutamat rezidüsüne ba�lanır ve poliglutamat �eklinde hücre içinde uzun 

süre kalır (5, 12). 

�laç fazla selektif bir etki göstermez, özellikle hızlı bölünme gösteren 

kanser hücreleri, sindirim sistemi epitelyumu ve kemik ili�inin normal 

hücreleri üzerine etkili olur (12).  

Mtx’ın yaptı�ı dihidrofolat redüktaz blokajı Citrovorum Faktör 

(Leucovorin Calcium) ile ortadan kalkar. Tedavide toksik semptomlar 

görüldü�ü zaman Leucoverin Calcium (Citrovorum faktör, folinik asit) günde 

15-30 mg IV ya da IM olarak kullanılır (44).  

Mtx a�ızdan verildi�inde 1-4 saat sonra plazmada en yüksek düzeye 

ula�ır. IV ya da IM kullanıldı�ında ise yarım ila iki saat süresinde kanda 

maksimal yükselme gösterir. �lacın %50’si serum proteinlerine ba�lanır. Mtx 

geni� bir tarzda böbrek, safra kesesi, karaci�er, dalak ve deriye da�ılır. 

Standart doz uygulamalarında, ilaç sinir sistemi ve BOS’a girmemektedir. 

Uzun süre kullanıldı�ında ise plasenta ve anne sütüne geçer, kan - beyin 

engelini a�abilir. �lacın % 75’i 8 saat sonra idrarda de�i�memi� olarak bulunur 

(44).  

Renal fonksiyon bozukluklarında ilacın dozu dü�ürülür. Salisilatlar ve 

di�er zayıf organik asitler tubüler aktif transportu engelleyerek ilacın atılımını 
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geciktirirler. A�ızdan ve parenteral verildi�inde ilaç serebrospinal sıvıya yeteri 

kadar geçmez. �lacın tubüler sekresyonu penisilin, probenesid, sefalotin ve 

sülfonamidler tarafından geciktirilir. Öte yandan Mtx ile aynı farmakolojik 

aktiviteyi gösteren primetamin (Daraprim) aynı anda verilirse ilaç-ilaç 

etkile�imi gözlenir (44). 

�lacın oral kullanımında absorbsiyonu hızlıdır ve serum düzeyleri 

istenen yüksekli�e kısa sürede ula�ır (< 30 mg/m2). Ancak biyoyararlanımı 

besinlerle ve sütle azalmaktadır. Aynı zamanda uygulanan allopurinol akut 

hiperürisemi episodlarını önler (44). 

�lacın atılımı %80 böbrekler ve %10 safra ile olur (16).  

 

1.3.2 Mtx’ın Etki Mekanizması (5, 44) 

Günümüzde Mtx etkisi ile ilgili yeterince bilgiye sahip olmamıza ra�men 

bu ilaç ve folat metabolizmasıyla ilgili birçok �eyi ö�renmeye devam 

etmekteyiz. Örne�in Mtx birçok hücreye, indirgenmi� folatları kullanarak aktif 

ta�ıyıcılı transport mekanizmaları ile girmektedir. Hücre içerisinde Mtx 

öncelikle 5 veya daha fazla glutamatın eklenmesi ile poliglutamilize olur. Mtx 

ve Mtx poliglutamatları dihidrofolat redüktaza sıkıca ba�lanır ve böylece 

timidilat ve pürin sentezi için gerekli olan tetrahidrofolatın olu�umu inhibe 

olur. Mtx tedavisinden sonra dihidrofolat poliglutamatları da Mtx 

poliglutamatları gibi artmakta ve pürin biyosentezini inhibe etmektedir.      

Günümüzde folatların ve Mtx’ın indirgenmi� ta�ıyıcılarla ta�ınmasından 

farklı olarak ikinci bir transport yola�ı daha tanımlanmı�tır. Folik asit ve 5- 

metil tetrahidrofolat bu sisteme Mtx’dan daha fazla afinite göstermektedir. Bu 

sistem ilacın potositozis denilen bir yöntemle hücre içerisine alındı�ı endositik 
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tipte bir yolaktır. Folat reseptör proteinlerinin genleri klonlanmı� ve bu 

proteinin antikorları ba� yapan bu proteinlerin normal ve malinant dokulara 

da�ıtılmasını engellememi�lerdir. Bu proteinlerin da�ılımı böbrek tübülüsleri 

ve koriyoid pleksusu gibi bazı az sayıdaki normal dokularda ise sınırlıdır. 

Özellikle ovaryum kanseri gibi önemli tümörlerde bu proteinin yüksek 

miktarları bulunmaktadır. Bu durum bu tümörlerin hücre içerisine bu transport 

mekanizmaları ile giren antikorlar veya antifolatlar için hedef olduklarını 

göstermektedir.  

Mtx etki mekanizmasının anla�ılması Mtx’a kar�ı sonradan direnç 

kazanan hücrelerin çe�itli mekanizmalarının anla�ılmasına da olanak 

sa�lamaktadır. Mtx direncinin bilinen 4 mekanizması; ilacın hücre içine 

alımının azalması, kusurlu poliglutamilasyona ba�lı olarak hücre içerisinde 

tutulmasının azalması, enzim aktivitesindeki azalma veya Mtx’ın dihidrofolat 

redüktaza ba�lanmasındaki azalmadır. Bu mekanizmaların temel genetik 

prensipleri Mtx’a dirençli hücre hatları, özellikle gen amplifikasyonu ve 

dihidrofolat redüktazda aminoasit de�i�ikli�i ile sonuçlanan nokta 

mutasyonları ile izah edilmektedir. Transporttaki azalmanın veya 

poliglutamilasyon hatalarının prensipleri henüz tam olarak 

aydınlatılamamı�tır. Folil poligluamat sentaz geninin ve indirgenmi� folat 

ta�ıyıcı genlerinin klonlanması bu rezistan fenotiplerin moleküler 

prensiplerinin tanımlanmasına yardımcı olacaktır. 

 

1.3.3 Mtx Etkinli�inin Ba�lı Oldu�u Bile�enler 

1. Konsantrasyonu ve kararlılı�ı 

2. Hücre içerisine geçme oranı 



 25 

3. Poliglutamilasyon derecesi 

4. Poliglutamatların Mtx’a hidroliz oranı ve bu suretle hücreden 

dı�arıya çıkma oranı (15).  

 

1.3.4 Kemoterapötik Ajanlar �çin Hedef Olan Timidilat Döngüsü 

Enzimleri (5) 

Antimetabolitler kanser hastalıklarının tedavisinde önemli ilaçlar olmaya 

devam etmektedir. Bu ilaçların antimetabolit aktivitelerinin spektrumu �u 

�ekildedir:  

1. Fluoropirimidinler: Gastrointestinal bölge, gö�üs, mesane, ba� ve 

boyun kanserleri 

2. Tiyopürinler: Akut lösemi 

3. Sitosin arabinosid: Akut lösemi, lenfoma 

4. Mtx: Akut lenfositik lösemi, meme kanserleri, ba� ve boyun, 

karsiyokarsinoma, lenfoma 

Bu ilaçlar kanser tedavisinde, özellikle uzun dönemdeki toksisiteleri 

bakımından önemli avantajlara sahiptirler. Bunlar:  

1. Genellikle karsinojenik de�ildirler. 

2. Genellikle steril üretilmezler. 

3. Genellikle uzun dönem toksisiteleri (kardiyak, pulmoner) yoktur. 

4. Hızlı iyile�me sa�larlar. 

5. Artan etkinlikle modüle edilebilirler.    

Bu nedenle bu sınıfın klinik olarak yararlı ilaçları nükleik asit sentez 

inhibitörleri ve DNA ve/veya RNA sentezini etkileyerek hücrenin büyümesine 

engel olanlardır. Kontrol edilemeyen hücre büyümesine neden olan ba�lıca 
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mekanizmalar bilinmektedir ve bu yolakları hedef alan inhibitörler daha yararlı 

ve selektif ajanlar olmaktadır. Antimetabolit tanımı ilaca veya kimyasal 

maddeye göre de�i�iklik gösterebilir. Bunlar metabolitler için enzim veya 

reseptör kısımları ile yarı�ırlar ancak klasik anlamda bunlara benzemezler. 

Bazı antimetabolit ilaçların etki mekanizmalarıyla ilgili bilinenler bunların 

transport, aktivasyon, alıkoyulma ve katabolizma yolakları hakkındaki 

bilgilerdir ve bunlar tümör hücrelerinin bu tip ilaçlara kar�ı intrinsik olarak ve 

sonradan kazanılan tipte direnç göstermelerinin anla�ılması için önemli 

fırsatlar sunmaktadır. Sitozin arabinosid gibi bazı antimetabolitler antikanser 

aktivite açısından dar bir spektrum gösterirken antifolatlar ve floropirimidinler 

gibi bazıları ise kanser tedavisinde geni� spektrumlu kullanıma sahiptir. 

Deneysel tümörlerdeki intrinsik dirençle ilgili geni� bilgi olmasına ra�men 

insan kanserlerinin bu ilaçlara kar�ı intrinsik dirençlerinin veya 

hassasiyetlerinin prensipleri tam olarak anla�ılamamı�tır. 

 

1.3.5 Dozlama (15)       

Mtx ile yapılan tedavilerde asıl olan hastaya özgü doz kullanımıdır. 

Hastanın genel durumu ve tedaviye verdi�i cevap göz önüne alınmalıdır. 

Bunula birlikte genel olarak etkili doz aralıkları yeti�kinlerde; 

Intravenöz                                      30 – 40 mg/m2 

Oral                     Günlük               2.5 – 10 mg/gün     

                           5 günlük             15 – 30 mg/gün 

                            Haftalık               40 – 50 mg/m2 

                            2 haftalık             15 – 20 mg/m2 
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1.3.6 Toksik Etki (12, 44) 

�lacın kusma, bulantı, abdominal sıkıntı, döküntü, i�tahsızlık, diyare, 

gastroentestinal ülserasyonlar, alopesi, stomatitis, vaskülitis, megaloblastik 

anemi, solunum yolu hastalıkları (ate�, öksürük, eozinofili, pöral a�rı ve 

pulmoner fibrozis) ve hepatotoksisite (enzimlerin ileri derecede yükseli�i ve 

siroz geli�imi ile) gibi yan etkileri görülebilir. Mtx tek ba�ına uzun süre 

kullanıldı�ında tedavi edilen hastaların %5-15’inde sitoliz belirtileriyle 

karaci�erde kronik toksisite belirtilerine neden olmaktadır.  

Dermatolojik olarak perifolikülitis pigmentasyon ve döküntü belirgindir. 

Amenore, parastezi, derin tendon refleksi azalması, ensefalitis görülebilir. 

�ntratekal verildi�inde parapleji meydana çıkabilir.  

Mtx ve sisplatin nefrotoksisitesi en fazla olan sitotoksik antikanser 

ilaçlardır. 

Mtx’ın böbrek toksisitesi kendisinin ve metabolitlerinin (7-

hidroksimetotreksat) tubülüslerde presipite olmalarından kaynaklanmaktadır. 

Tubülopati ilacın idrardan eliminasyonunu geciktirmekte ve dolayısıyla 

böbrek dokusuna olan zararlı etkisini artırmaktadır. �drar pH’ının uzun süreli 

alkali yapılması ( pH>8 ) bu toksisiteyi azaltmaktadır. 

Mtx’ın kemik ili�i toksisitesi a�ızdan küçük dozlarda ve IV yüksek 

dozlarda alındı�ında görülebilir. �lacın (etkileri uzun süren di�er antimetabolit 

ilaçlarda oldu�u gibi) kemik ili�i depresyonu etkisi yüksektir ve hızlı geli�en 

lökopeniye yol açar. Ancak bunun düzeltilmesi de hızlı olur. �drarın pH’sının 

alkalile�tirilmesi ilacın atılımını hızlandırır. Bunun için sodyum bikarbonat 

tabletleri kullanılabilir. Ayrıca uygun hidrasyon gereklidir. 
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�lacın özellikle çocukların lenfoblastik akut lösemilerinin tedavisinde 

uygulanması sırasında kronik nörotoksisite belirtilerine yol açtı�ı bildirilmi�tir. 

Radyolojide ventriküler dilatasyon ve minimal düzeyde kortikal atrofi 

görüntüsü ortaya çıkmaktadır. Bu toksik etki ilacın radyoterapi ile birlikte 

uygulanması durumunda belirgin bir �ekilde artmaktadır. Meningeal irritasyon 

(ate�, ba� a�rısı, bulantı ve kusma semptomları ile) görülür. Ancak bu 

bulgular önceden santral sinir sistemi patolojisi olanlarda daha sık ve erken 

çıkar. 

Meningoensefalitis yan etkisi haftalar ve aylar sonrası ortaya çıkar. 

Koagülasyon nekrozu ve subependimal bozukluk geli�ebilir. Transfer miyelitis 

görülebilir. 

 

1.3.7 Mtx-�laç Etkile�mesi (12, 44) 

Mtx yüksek oranlarda plazma proteinlerine ba�landı�ından asit yapılı 

ilaçlar Mtx-protein ba�ını bozarlar. 

Mtx; salisilatlar, sülfonamidler, fenitoin, tetrasiklin, kloramfenikol ve 

para-aminobenzoik asit ile birlikte kullanıldı�ında daha çabuk toksik etki 

gösterir. Alkol kullanılması karaci�er toksisitesini hızlandırır.  

Mtx’ın sellüler alınımını vinka alkoloidleri arttırır, buna kar�ın penisilin, 

kanamisin, kortikosteroidler ve hidroksiüre, bleomisin ve L-asparaginaz 

hücresel alınımını azaltır. 

 

1.3.8 Endikasyonları (15, 44) 

1. Akut lenfositik lösemilerde idame tedavisinde  

2. Koriokarsinomalarda 
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3. Meme kanseri, testiküler karsinom, over karsinoma ve yulaf hücreli 

bronkojenik karsinomlarda kombine kemoterapötik olarak 

4. Yüksek doz tedavi denemesi yapılan hastalıklar: Pankreas 

kanserleri, rezistan lenfoma, osteojenik sarkoma, yulaf hücreli 

karsinom, serviks, ba� ve boyun squamous hücre karsinomları.  

5. Mtx kanser tedavisi dı�ında romatoid artrit, psöriazis ve otoimmün 

hastalıkların tedavisinde ve doku transplantasyonlarından sonra 

görülen enfeksiyöz hastalıkların önlenmesinde çok dü�ük dozlarda 

kullanılır. Ayrıca abortifasiyent olarak kullanılabilece�i de 

bildirilmi�tir. 

 

1.3.9 Kontrendikasyonları 

A�ır renal ve hepatik bozukluklar ve ilerlemi� kemik ili�i depresyonu 

durumlarında kontrendikedir. Ayrıca Mtx tedavisi sırasında canlı virüs a�ısı 

yapılması uygun de�ildir (44).   

�lacın teratojen etkisi vardır ve gebelik ba�lıca kontrendikasyondur (12).  

 

1.3.10 Yan Etkiler 

Mtx ile tedavide görülen ba�lıca yan etkiler bulantı, kusma, karın a�rısı, 

diyare, i�tahsızlık, ka�ıntı, kızarıklık, alopesi, ba� dönmesi, ba� a�rısı, 

konjonktivit, hiperürisemi ve immumosupresyondur (4, 12, 16, 44). 
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1.4 HÜCRE KÜLTÜRÜ (8, 13) 

Hücre kültürü, hücrelerin in vitro ortamlarda (canlı organizma dı�ında) 

ço�altılmasıdır. Bu i�lem için gerekli teknolojiye de hücre kültürü teknolojisi 

denir. 

�lk olarak 20. yüzyılın ba�larında doku kültürü çalı�maları yapılmı�, 

daha sonra 1950’lerde disperse olmu� hücre kültürü çalı�maları ba�lamı�tır. 

Hücre kültüründe kullanılan hücreler dokulardan enzimatik, mekanik 

veya kimyasal yollarla ayrılıp elde edilen hücrelerdir. Bu �ekilde dokudan 

do�rudan izole edilen ve ilk hazırlanan kültüre primer kültür denir. 

Doku normal yani sa�lıklı bir dokuysa hücreler genellikle üremek için bir 

yüzeye tutunma e�ilimindedirler (bazı kan ve kanser hücreleri hariç). Bu 

�ekilde, yüzeye tutunarak üreyen hücre kültürüne monolayer denir. 

Hücreler üreme ortamında farklı �ekillerde ço�alabilirler: 

• Primer izolatlar: Tek tabaka halinde ürerler 

• Transforme izolatlar: Çok tabaka üretebilirler 

• Monolayer: Yüzeye tutunarak ürerler 

• Süspande olanlar: Sıvı ortamda süspande halde karı�tırma ile veya 

karı�tırmaksızın hücre ço�almasıdır. 

Hücreler primer izolatların arkasından, istenirse mekanik ve enzimatik 

yöntemlerle birbirlerinden ve tutundukları yüzeyden uygun ortamlarda dilüe 

edilerek ba�ka bir kaba aktarılırlar (daha büyük veya daha fazla sayıda kap). 

Buna pasaj = subkültür denir. 
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1.4.1 Hücre Kültüründen Nerelerde Yararlanılır (8, 13) 

Virüslerin Üretilmesi: Virüsler üremek için canlıya ihtiyaç duyarlar. 

Virüs izolasyonlarında hücre kültürlerinden yararlanılır. Virüslerin en önemli 

ürünü olan a�ı üretiminde kullanılır. Ayrıca gen teknolojisinde ihtiyaç duyulur. 

Dolaylı olarak rekombinant a�ı üretiminde kullanılır. 

Hormon Üretimi: Bu amaçla ilk üretilen hormon insülin hormonudur 

Enzim Üretimi  

Antikor Üretimi (Monoklonal antikor teknolojisi): Poliklonal antikor 

üretilmesi kolaydır. Ancak monoklonal antikor üretimi için hücre kültürü 

gerekir.  

Histiyotipik Kültürler: Doku benzeri kültürlerin olu�turulmasıdır. Etik 

�artlar bu çalı�maları sınırlandırmaktadır. Hücre kültüründen farklı sonuçlar 

alınabilir ama benzer doku olu�turulursa canlı organizmaya yakın sonuçlar 

alınır. Bu da histiyotipik kültürler ile yapılır. 

Ayrıca organ kültürlerinde, yapay organların olu�turulmasında, ilaç 

etkile�mesinin incelenmesinde ve ilaç yönlendirme çalı�malarında hücre 

kültürlerinden yararlanılır.   

 

1.4.2 Hücre Kültürü Çalı�malarının �lgi Alanları (8, 13) 

1. �ntraselüler aktivite 

2. Hücrelerin çevre ile ili�kileri 

3. Hücre-hücre etkile�imi çalı�maları 

4. Hücre ürünleri ve sekresyon 

5. Genetik çalı�malar        
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1.4.3 Hücre Kültürü Laboratuvarında Bulunması Gereken Cihazlar 

(8, 13) 

• Laminar akı�lı kabin (Laminar flow cabin) 

• CO2 ’li etüv 

• Santrifüj 

• �nverted faz kontrast mikroskop 

• 4 – 8ºC buzdolabı 

• ( -20 ) – ( -30 )ºC derin dondurucu 

• -86ºC ve sıvı azot konteynırları 

• Vakum hattı 

 

1.4.4 Tek Kullanımlık Malzemeler (8, 13) 

• Flasklar (Kültür üreme kabı) 

• Petri kapları 

• Çok gözlü kaplar (plate) 

• Kreo tüpler (Hücre dondurma ampulleri) 

• Steril veya nonsteril konteynırlar (plastik) 

• Santrifüj tüpleri (De�i�ik çaplı) 

• Pipetler 

• Filtreler 

 

1.4.5 Sterilizasyon (8, 13) 

Solüsyonların ve cam malzemelerin sterilizasyonu için otoklav olmalıdır. 

Disposible malzemeler (plastik malzemeler) otoklavda sterilize edilemez. Bu 

i�lem için ya γ-radyasyon ile ya da etilenoksit ile otoklavda, sadece yüzey 
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sterilizasyonu isteniyorsa UV kabinlerinde sterillenirler. Cam malzemeler 

genelde kuru sterilizatörde (Pasteur fırını) sterilize edilirler. Yıkanan 

malzemeyi kurutmak için 100 0C‘de kurutma fırını vardır.      
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BÖLÜM II 

DENEYSEL BÖLÜM 

ÇALI�MANIN GENEL PLANI 

Çalı�maya ba�larken amacımız giri� bölümünde de belirtti�imiz gibi, 

model etkin madde olarak seçilen Mtx’ın intramusküler yolla kullanılabilen bir 

S/Y mikroemülsiyon formülasyonunu hazırlamaktı.  

Çalı�mada esas olarak, kanser tedavisinde halen tercih edilen bir 

kemoterapötik ajan olan Mtx’ın mikroemülsiyon �eklinde hastaya 

sunulabilmesi hedeflendi. Böylelikle halen kullanılmakta olan ilaç doz 

miktarlarından daha az dozda Mtx ile aynı sitotoksik etkinin elde edilmesi 

amaçlandı. Bunun sonucunda dü�en Mtx dozuna ba�lı olarak toksik yan 

etkilerin azaltılabilece�ini dü�ündük. 

Tüm bu hedeflerden hareketle, ilk olarak farklı yüzey etkin maddeler 

kullanılarak S/Y tipi mikroemülsiyon formülasyonları hazırlandı. Bu çalı�malar 

sırasında elde edilecek optimum mikroemülsiyon formülasyonunun içerdi�i 

su fazı miktarının en yüksek düzeyde olması amaçlandı. Çünkü etkin madde 

Mtx belli dozda bu faza yüklenecekti. Formülasyon çalı�maları sırasında 

yüzey etkin madde : yardımcı yüzey etkin madde oranlarını belirlerken yüzey 

etkin madde miktarını olabildi�ince dü�ük tutmaya çalı�tık. Çünkü artan 

yüzey etkin madde miktarı formülasyondaki su miktarını da arttırmasına 

ra�men toksisiteyi de arttırmaktaydı (17). Bu durum i�imizi oldukça 

zorla�tırdı. Ancak de�i�ik miktarlarda ve farklı yüzey etkin madde 

karı�ımlarıyla çok sayıda deneme yapılarak optimum mikroemülsiyon 

formülasyonu elde edildi. 
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Daha sonraki a�amada seçilen ideal mikroemülsiyon 

formülasyonundaki Mtx’ın difüzyonu in vitro olarak insan periton mukozası 

kullanılarak incelendi. 

En son a�amada ise bu ideal formülasyona yüklenmi� Mtx’ın hücre 

kültürü çalı�masıyla sitotoksisite deneyleri yapıldı. Burada meme kanseri 

hücre hattı (MCF-7) üzerinde çalı�ıldı. Hazırladı�ımız formülasyonun ticari 

preparata kıyasla etkisi ara�tırıldı. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1 Kullanılan Kimyasal Madde, Araç ve Gereçler 

2.1.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Metotreksat            E. Merck  

Soya Ya�ı                                     Morsa 

Mısırözü Ya�ı                               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 Hücre Hattı          Memorial Sloan-Kettering Cancer 

          Center 

Dimetilsülfoksit                     Sigma 

Trypan blue                                Sigma 

RPMI-1640 besiyeri                     Sigma 

  

2.1.2 Kullanılan Araç ve Gereçler              

Manyetik karı�tırıcı   Velp - Scientifica 

Hassas Terazi    Sartorius Basic 

UV Visible spektrofotometre           Schmadzu 

Sonikatör    Elma Transsonic 660/H 

Viskozite ölçümü   Brookfield DV-III Rheometer 

Partikül boyutu ölçüm aleti  Malvern Zeta Sizer 3000HSA 
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pH metre    Inolab 

Etüv     Nüve EN 400 

Buzdolabı    Arçelik 

Dissolüsyon aleti   Pharma Test 

Franz difüzyon hücresi  PermaGear 

Santrifüj                                          Janetzki 

Su banyosu                                     Buchi 461 

�nkübatör    Jouan 

Refraktometre    Atago Illuminator 
 
2.2 Yöntem ve Deneyler 

2.2.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanılan Mtx’ın Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

2.2.1.1 Mtx’ın Infrared ( IR ) Analizi 

Mtx’ın %1 oranında potasyum bromür içerisinde homojenize edilerek 

çok ince �effaf tabletleri basılarak, IR spektrofotometrede 4000-0 cm-1 

arasında taranıp pik verdi�i dalga boyları tespit edildi. 

 

2.2.1.2 Mtx’ın Ultraviyole ( UV ) Analizi 

Mtx’ın UV spektrumu 0.1 N NaOH çözeltisinde 200-400 nm arasında 

alındı. Maksimum absorbans gösterdi�i dalga boyları tespit edildi. 

 

2.2.1.3 Mtx’ın UV ile Miktar Tayini için Kalibrasyon E�risi Çizimleri 

Mtx’ın serum fizyolojik ile kalibrasyon e�risi çizildi. Kalibrasyon e�risi 

için belirli bir konsantrasyonda Mtx’ın stok çözeltisi 0.1 N NaOH çözeltisinde 

hazırlandı (10 mg/10 ml). Hazırlanan bu çözeltiden de uygun seyreltmeler 
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yapılarak konsantrasyonları farklı (1-10 µg/ml) olan bir seri çözelti elde 

edilmi� oldu. Daha sonra absorbans de�erleri 303 nm’de okundu. Elde edilen 

de�erler deri�ime kar�ı konularak, en küçük kareler yöntemi ile regresyon 

analizine uygulandı. Buradan absorbans (x) ile deri�im (y) arasındaki ili�kiyi 

veren kalibrasyon e�rileri olu�turuldu. 

 

2.2.2 Mikroemülsiyon Formülasyon Çalı�maları 

Formülasyon çalı�maları sırasında de�i�ik yüzey etkin maddeler (YEM) 

ve yardımcı yüzey etkin maddeler (YYEM) kullanılarak formülasyon 

çalı�maları yapıldı. Bu formülasyonlarda yüzey etkin madde olarak Span 80, 

Span 85, Tween 20, Tween 80 ve Cremophore EL (Cr EL), yardımcı yüzey 

etkin madde olarak ise etanol ve 1-propanol (isopropanol) kullanıldı. Etken 

madde su fazına yüklenece�i için su tutma kapasitesi en yüksek olan 

mikroemülsiyon formülasyonu elde edilmeye çalı�ıldı ve sonuçta optimum 

formülasyona ula�ılması amaçlandı. Çalı�malar sırasında yüzey etkin 

maddeler ile yardımcı yüzey etkin maddeler belli oranlarda karı�tırıldı. YEM : 

YYEM (a/a) oranları 1/1, 2/1, 3/1, 4/1, 5/1 ve 7/1 olarak çalı�ıldı. Ya�, yüzey 

etkin madde ve yardımcı yüzey etkin madde karı�ımı bir beher içerisinde 

manyetik karı�tırıcıda 150 devir/dk dönme hızıyla karı�tırılırken su (0.1 N 

NaOH çözeltisi) ile titre edildi ve formülasyonun bulandı�ı noktalar tespit 

edildi. Tüm formülasyon çalı�maları 25oC oda sıcaklı�ında yapıldı (Tablo 3, 

4, 5). 
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Tablo 3. Yüzey etkin madde olarak Span 85 ve Tween 20, mısır ya�ı ve 

de�i�ik yardımcı yüzey etkin maddeler kullanılarak geli�tirilen mikroemülsiyon 

formülasyonları 

Ya� YEM / YYEM Su Formül 
Kodu 

 

YEM : YYEM 
Oranı Mısır 

Ya�ı 
Span 85 + Tween 20 

/ Etanol 
0.1 N NaOH 

Çözeltisi 
F1 2 8 0.00 - 1.60 
F2 3 7 0.00 - 0.94 
F3 4 6 0.00 - 0.32 

F4 

3 : 1 
 
 
 5 5 Bulandı 

         
F5 2 8 0.00 - 0.83 
F6 3 7 0.00 - 0.64 
F7 4 6 0.00 - 0.22 
F8 5 5 0.00 - 0.05 

F9 

 
 

4 : 1 
   
  
  6 4 Bulandı 

         
F10 2 8 0.00 - 0.36 
F11 3 7 0.00 - 0.61 
F12 4 6 0.00 - 0.84 
F13 5 5 0.00 - 0.60 

F14 6 4 0.00 - 0.11 
F15 

  
5 : 1 

  
  
  
  7 3 0.00 - 0.06 

         
F16 2 8 Bulandı 
F17 3 7 Bulandı 
F18 4 6 Bulandı 

F19 

7 : 1 
  
  
  5 5 Bulandı 

   
Mısır 
Ya�ı 

Span 85 +Tween 20 / 
�sopropanol 

0.1 N NaOH 
Çözeltisi 

F20 2 8 0.00 - 0.94 
F21 3 7 0.00 - 0.76 
F22 4 6 0.00 - 0.46 
F23 5 5 0.00 - 0.47 

F24 

 
3 : 1 

 
 
 6 4 Bulandı 

 

F1 – F24 için HLB = 3.66 
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Tablo 4. Yüzey etkin madde olarak Span 80 ve Tween 80, yardımcı yüzey 

etkin madde olarak isopropanol ve soya ya�ı kullanılarak geli�tirilen 

mikroemülsiyon formülasyonları 

Ya� YEM / YYEM Su Formül 
Kodu 
  

YEM /YYEM 
Oranı Soya 

Ya�ı 
Span 80+Tween 80 
/ �sopropanol 

0.1 N NaOH 
Çözeltisi 

F25 2 8 0.00 - 0.52 
F26 3 7 0.00 - 0.19 
F27 4 6 0.00 - 0.04 
F28 

3 : 1 

5 5 Bulandı 
         

F29 2 8 0.00 - 0.90 
F30 3 7 0.00 - 0.63 
F31 4 6 0.00 - 0.24 
F32 5 5 0.00 - 0.06 
F33 

4 : 1 

6 4 0.00 - 0.03 
         

F34 2 8 0.00 - 0.89 
F35 3 7 0.00 - 0.70 
F36 4 6 0.00 - 0.57 
F37 5 5 0.00 - 0.61 
F38 6 4 0.00 - 0.35 
F39 

5 : 1 

7 3 Bulandı 
 

F25 – F39 için HLB = 5.63 
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Tablo 5. Yüzey etkin madde olarak Span 80 ve Cr EL, yardımcı yüzey etkin 

madde olarak isopropanol ve mısır ya�ı kullanılarak geli�tirilen 

mikroemülsiyon formülasyonları 

Ya� YEM / YYEM Su Formül 
Kodu 
  

YEM / YYEM 
Oranı Mısır 

Ya�ı 
Span 80 + Cr EL  / 
�sopropanol 

0.1 N NaOH 
Çözeltisi 

F40 2 8 Bulandı 
F41 3 7 Bulandı 
F42 

1 : 1 
4 6 Bulandı 

         
F43 2 8 0.00 - 2.10 
F44 3 7 0.00 - 1.08 
F45 4 6 0.00 - 0.77 
F46 5 5 0.00 - 0.23 
F47 

2 : 1 

6 4 0.00 - 0.43 
         

F48 2 8 0.00 - 0.26 
F49 3 7 0.00 - 0.10 
F50 4 6 Bulandı 
F51 

3 : 1 

5 8 Bulandı 
 

F40 – F51 için HLB = 5.37 

 

Elde edilen sonuçlara göre en yüksek oranda su alan 

formülasyonlarının (F43 - F47) üçgen faz diyagramı çizildi ve bu üçgen faz 

diyagramının a�ırlık noktası hesaplanarak optimum s/y mikroemülsiyon 

formülasyonu hesaplandı.   

 

2.2.3 Mtx ile Formülasyon Çalı�maları 

Bu çalı�mada toz haldeki Mtx 0.1 M NaOH çözeltisinde çözündürülerek, 

optimum mikroemülsiyon formülasyonuna titre edilerek eklendi. Hazırlanan 

formülasyondaki Mtx miktar tayini spektrofotometre ile yapılmı�tır. 
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2.2.3.1 0.1 M NaOH çözeltisinin hazırlanması 

0.4 g katı haldeki NaOH tartılıp 100 ml distile suda çözündürülerek 

hazırlandı. 

 

2.3 Mtx Yüklü Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonun ve Piyasa 

Preparatının �nsan Periton Zarından Difüzyon Çalı�maları 

2.3.1 Çalı�ılacak Dalga Boyunun Saptanması  

10 mg Mtx + 10 ml 0.1 N NaOH karı�ımından 40 µl çekip serum 

fizyolojik ile 10 ml’ye tamamlandı. UV spektrofotometrede 295 – 310 nm 

aralı�ı taranarak çalı�ıldı. 

 

2.3.2 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonun �nsan 

Peritonundan Difüzyon Çalı�ması 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonumuza 25 mg/ml olacak �ekilde 

Mtx yükleyip insan periton zarından difüzyonunu inceledik. Periton zarları 

Ege Üniversitesi Hastanesi Cerrahi Ana Bilim Dalı’nda yapılan karın ve batın 

ameliyatlarından elde edilmi�tir.  

Bu çalı�mada donör ve reseptör kompartıman olmak üzere iki kısımdan 

olu�an sistem kullanılmı�tır. �nsan periton mukozası (1 cm2) gergin olarak 

donör ve reseptör kompartımanlar arasına yerle�tirildi ve iki kompartıman 

ortam sıvısını sızdırmaması için birbirine sızdırmaz bir kelepçe ile tutturuldu. 

Reseptör faza 10 ml serum fizyolojik ve donör faza 1 ml mikroemülsiyon 

konuldu  (25 mg/ml Mtx içerecek �ekilde). Tüm sistem 37±1oC’de manyetik 

karı�tırıcılı su banyosuna yerle�tirilerek, Mtx’ın membrandan geçi� hızı 

kontrol edildi. Deney boyunca sıcaklı�ın sabit kalması sa�landı. Kullanılan 
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periton zarları deneye ba�lamadan önce 30 dk boyunca reseptör faz ile 

ıslatıldı ve buharla�ma kaybını minimuma indirmek için Franz difüzyon 

hücresinin a�zı parafilm ile kapatıldı. Reseptör faz deney boyunca bir 

manyetik karı�tırıcı ile 600 devir/dakika hızla dipten karı�tırıldı. 8 saat 

boyunca devam ettirilen deneyde, 0.25, 0.5, 1, 2-8’nci saatlerde reseptör 

fazdan direk numune alınarak absorbanslar spektrofotometrede okundu. Her 

örnek alım zamanında, reseptör faz serum fizyolojik ile yenilendi. 

Spektrofotometrede okunan absorbanslar, kalibrasyon e�risi denkleminde 

yerine konarak, emülsiyondan difüze olan etkin madde miktarı saptandı. 

Membrandan geçi� hızı çalı�maları 3’er paralel numune alınarak yapıldı. 

 

2.3.3 Piyasa Preparatının �nsan Peritonundan Difüzyon Çalı�ması 

 Mtx içeren piyasa preparatının (100 mg/ml) insan peritonundan 

difüzyonu deneysel bölüm 2.3.2’de anlatıldı�ı gibi incelendi. 

 

2.4 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

2.4.1 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Refraktif 

�ndisinin Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonumuzun refraktif indisi ölçümü 

Atago Illuminator marka refraktometre ile yapıldı. Damlacık büyüklü�ü 

tayininde bu de�erden yararlanıldı. 
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2.4.2 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Viskozitesinin 

Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun viskozitesi 37oC’de 

Brookfield DV III rheometer kullanılarak ölçüldü. 

  

2.4.3 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun pH’nın Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun pH’ı Inolab marka pH 

metrede ölçüldü. 

 

2.4.4 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Damlacık 

(partikül) Büyüklü�ünün Saptanması 

Mikroemülsiyonların damlacık büyüklükleri Malvern Zetasizer ile 

ölçüldü. 

 

2.5 Hücre Kültürü Çalı�maları 

2.5.1 Tümör Hücre Hatları 

Meme kanseri hücre hattı MCF-7 Memorial Sloan-Kettering Cancer 

Center’ dan temin edildi.  

Hücre hatları, %1 nonesansiyel aminoasid, %1 L-glutamine, 10 000 

unite / ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin ve %10 ısı ile inaktive edilmi� fetal 

calf serum eklenen RPMI-1640 besiyeri ortamında, 37oC ve %5 CO2’li 

nemlendirilmi� inkübatörde ço�altılarak kullanıldı. Hücre kültürü için 

kullanılan besiyeri ve eklenen maddeler Sigma (Sigma Chemical Co.,St 

Louis, Missouri, USA) firmasından satın alındı.  
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2.5.2 Besiyeri ve Di�er Yardımcı Kimyasallar (Reaginler) 

Dimetilsülfoksit (DMSO) ve trypan blue Sigma (Sigma Chemical Co.,St 

Louis, Missouri, USA) firmasından satın alındı. Besi yeri çözeltilerinin stok 

solüsyonları uygun �ekilde DMSO ile hazırlandı.  

RPMI 1640 besiyeri, de�i�ik miktarlarda çe�itli esansiyel aminoasidler, 

B grubu vitaminler, ekstra metabolitler (nükleozid, pirüvat gibi) glukoz ve 

minerallerce zengindir. Bu ortama nonesansiyel aminoasidler ve enfeksiyonu 

önlemek için penisilin-streptomisin ile, enerji ve karbon kayna�ı olarak L-

glutamin eklendi. L-glutamin ı�ıkta ve beklemekle degrade oldu�u için 

kullanım süresince her onbe� günde bir mediuma eklendi. 

 

2.5.3 Hücrelerin Ço�altılması ve �damesi 

Hücre kültür i�lemleri Juoan marka Hood ve inkübatörde gerçekle�tirildi. 

Sıvı nitrojen (-180oC) de saklanmı� olan MCF-7 hücre örnekleri 37oC’de 

eritildi ve 75 cm2 flasklara steril �artlarda aktarıldı. Üzerine 10 ml besiyeri 

eklendi ve hücreler, nemlendirilmi�, 37oC’de %5 CO2 ortamında ço�altıldı. 

Her pasaj sırasında ortalama 2 milyon hücre, 10 ml besiyeri konmu� flasklara 

alındı ve hücreler trypan blue dye exclusion test ile boyanarak hem canlılık 

hem de enfeksiyon açısından de�erlendirildi. ��leme devam etmek için 

%90’ın üzerinde canlı hücre varlı�ı gerekmekteydi. Ayrıca flasklar inverted 

mikroskop kullanılarak günlük olarak canlılık, ço�alma ve enfeksiyon 

yönünden de�erlendirildi.  
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2.5.4 MCF-7 Hücrelerinin �kilenme Zamanının Belirlenmesi 

Altı well içeren plate, her well içine 5x105 hücre, çift kontrollü olarak 

eklendi ve toplam hacim 2 ml’ye besiyeri ile tamamlandı. Nemlendirilmi�, 

37oC’de %5 CO2 ortamında inkübe edildi. Sırasıyla 24, 48, 72 ve 96. saatte 

trypan blue dye exclusion test ile de�erlendirildi. Sayım i�lemi için her 

a�amada 100 µl hücre ve aynı miktarda trypan blue karı�tırıldı. 5x105 hücre 

temel alınarak MCF-7 hücre dizisinin ikilenme zamanı hesaplandı. 

 

2.5.5 Sitotoksisite Deneyi 

Birim hacimdeki hücre Thoma camında sayılarak ayarlandı. Altı well 

içeren plate her well içine 2 ml hücre (5x105 hücre), 2 ml farklı 

konsantrasyonlarda hesaplanan miktarda etkin madde içeren besi yeri 

çözeltisi eklendi. Negatif kontrol olarak etkin madde içermeyen 2 ml besiyeri 

ve 2 ml hücre karı�ımı kullanıldı. Nemlendirilmi�, 37oC’de %5 CO2 ortamında 

inkübe edildi. Sitotoksisite 72. saatte trypan blue dye exclusion test ile 

de�erlendirildi. Sayım i�lemi için her a�amada 100 µl hücre süspansiyonu ve 

aynı miktarda trypan blue karı�tırıldı.  

% sitotoksisite, E�itlik 6’ya göre hesaplandı. Çalı�mada deneyler, her 

a�amada en az üç kez tekrarlandı.  

% sitotoksisite = 100 – [ 100 x ( denek well’deki toplam hücre sayısı / 

kontrol well’deki toplam hücre sayısı ]                  (E�itlik 6) 
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2.5.6 Mısır Ya�ının MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik 

Etkisinin Ara�tırılması 

Formülasyonda kullandı�ımız mısır ya�ının MCF-7 hücre hattı üzerinde 

do�rudan toksik etkisi olup olmadı�ı incelendi. Bunun için mısır ya�ının farklı 

dilüsyonlardaki konsantrasyonları (1/500, 1/1000, 1/1500, 1/2000) kullanıldı.  

 

2.5.7 �laçsız Mikroemülsiyonun MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki 

Sitotoksik Etkisinin Ara�tırılması 

Formülasyon olarak belirledi�imiz ve çalı�mamızda kullandı�ımız 

optimum mikroemülsiyonun MCF-7 hücre hattı üzerinde do�rudan toksik 

etkisi olup olmadı�ı incelendi. Bunun için de formülasyonun farklı 

dilüsyonlardaki konsantrasyonları kullanıldı.  

 

2.5.8 Mtx Yükledi�imiz Optimum Mikroemülsiyon 

Formülasyonunun MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin 

Belirlenmesi 

 Mtx yükledi�imiz optimum mikroemülsiyon formülasyonu ile 

konsantrasyon 1 µg olacak �ekilde stok hazırlandı. Bundan sonra stoktan 

hareketle dilüsyonlar yapılarak her bir konsantrasyon için 72 saatlik 

inkübasyon sonucunda Trypan blue dye exclusion testi kullanılarak 

sitotoksisite belirlendi. IC50 (hücrelerin %50’sinin ölmesi için gereken ilaç 

konsantrasyonu) de�erinin belirlenmesi amacıyla 1/10 dilüsyonlar arasında 

da dilüsyonlar gerçekle�tirildi. Çalı�ma 3 kez tekrarlandı. 
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2.5.9 Piyasa Preparatının MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik 

Etkisinin Belirlenmesi 

Piyasa preparatı ile konsantrasyon 1 µg olacak �ekilde stok hazırlandı. 

Bundan sonra stoktan hareketle dilüsyonlar yapılarak her bir konsantrasyon 

için 72 saatlik inkübasyon sonucunda Trypan blue dye exclusion testi 

kullanılarak sitotoksisite belirlendi. IC50 de�erinin belirlenmesi amacıyla 1/10 

dilüsyonlar arasında da dilüsyonlar gerçekle�tirildi. Çalı�ma 3 kez tekrarlandı. 
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BÖLÜM III 

BULGULAR 

3.1 Model Etkin Madde Olarak Kullanılan Mtx’ın Özelliklerine Ait 

Bulgular 

3.1.1 Mtx’ın Infrared (IR) Analizi Bulguları 

Deneysel bölüm 2.2.1.1’de anlatılan �ekilde çalı�ıldı ve Mtx’ın IR 

spektrumunun gösterdi�i absorbsiyon bantları 3417, 2919, 2857, 2341, 1643, 

1527, 1465, 1369 cm-1 olarak bulundu. IR spektrumu �ekil 3’te gösterildi. 

 

�ekil 3. Mtx’ın Infrared Spektrumu 

 

3.1.2 Mtx’ın UV Analizi Bulguları 

Mtx’ın UV spektrumu deneysel bölüm 2.2.1.2’de anlatıldı�ı gibi 0.1 N 

NaOH’te tarandı ve etken maddenin maksimum absorbsiyon gösterdi�i dalga 

boyu (�max) 303 nm olarak bulundu. Bulunan bu de�erin literatürde belirtilen 

dalga boyuna uygun oldu�u görüldü (48). Mtx’ın elde edilen UV spektrumu 

�ekil 4’te görülmektedir. 
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�ekil 4. Mtx’ın UV spektrumu 

 

3.1.3 Mtx’ın UV ile Miktar Tayini için Kalibrasyon E�risi Çizimi 

Bulguları 

Model etkin madde Mtx’ın, in vitro difüzyon çalı�maları, ticari 

preparatlarının salım hızı çalı�maları ve etkin madde miktar tayini için, 

deneysel bölüm 2.2.1.3’te anlatıldı�ı gibi çalı�ılarak, Mtx’ın kalibrasyon e�risi 

çizildi. Kalibrasyon e�risinin çiziminde 0.1 N NaOH kullanıldı. Kalibrasyon 

e�risine ait denklem Tablo 6’da görülmektedir. 

 

Tablo 6.  0.1 N NaOH kullanılarak çizilen kalibrasyon e�risine ait do�ru 

denklemi 

Kullanılan Çözelti E�ri Denklemi Determinasyon Katsayısı 

0.1 N NaOH y = 19.939 x – 0.233 0.998 ( r2 ) 

 

y : Konsantrasyon (µg/ml)    x : Absorbans  
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3.2 Mikroemülsiyon Formülasyon Çalı�malarına ait Bulgular 

3.2.1 Üçgen Faz Diyagramlarına ait Bulgular 

Deneysel bölüm 2.2.2’de anlatıldı�ı gibi yapılan formülasyon 

çalı�malarında, en yüksek mikroemülsiyon bölgesi veren formülasyon F43 – 

F47 olarak bulundu. Bu formülasyonda YEM / YYEM oranı 2 : 1 olarak 

çalı�ılarak, Span 80, Cremophore EL, isopropanol ve mısır ya�ı kulanıldı. Bu 

formülasyona ait üçgen faz diyagramı �ekil 5’te görülmektedir. 

 

�ekil 5. Optimum mikroemülsiyon formülasyonuna ait üçgen faz 

diyagramı 

 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun üçgen faz diyagramına 

göre elde edilen bile�enlerin miktarları Tablo 7’deki gibidir. 
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Tablo 7. Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun üçgen faz 

diyagramına göre elde edilen de�erleri 

YEM/YYEM oranı Ya� YEM/YYEM Su 

2 : 1 2.885 6.232 0.883 

 

Ya�: Mısır ya�ı 

YEM: Span 80 + Cr EL (8 : 1) 

YYEM: �sopropanol 

Su: 0.1 N NaOH 

HLB: 5.37  

 

3.2.2 Mtx Yüklü Mikroemülsiyon Formülasyon Çalı�masına ait 

Bulgular 

Bu çalı�mada toz haldeki Mtx 0.1 N NaOH çözeltisinde çözündürülerek, 

optimum formülasyona titre edilerek ve konsantrasyon 25 mg/ml olacak 

�ekilde eklendi. Oda sıcaklı�ında ve 150 rpm devirde karı�tırılarak çalı�ıldı. 

Mtx yükledi�imiz bu formülasyon ile stabil bir mikroemülsiyon görüntüsü elde 

edildi. 

 

3.3 Mtx Yüklü Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonun ve Piyasa 

Preparatının �nsan Periton Zarından Difüzyon Çalı�malarına ait Bulgular 

3.3.1 Çalı�ılacak Dalga Boyunun Saptanması 

Deneysel bölüm 2.4’te anlatıldı�ı �ekilde yapılan spektrofotometrik 

tarama sonucunda çalı�ılacak dalga boyu 303 nm olarak bulundu. 
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3.3.2 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun �nsan 

Peritonundan Difüzyon Çalı�masının Bulguları 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonuna Mtx yüklendi ve insan 

peritonundan difüzyonu deneysel bölüm 2.3.1’de anlatıldı�ı �ekilde çalı�ıldı. 

Elde edilen de�erler Tablo 8’de, bu de�erlere göre olu�turulan profil ise �ekil 

6’da görülmektedir.  

 

Tablo 8. Mtx yüklü optimum mikroemülsiyon formülasyonunun insan 

peritonundan zamana kar�ı difüzyon sonuçları 

Zaman 
(saat) 

Difüze olan  
Ortalama Mtx ± SH 

Difüze olan 
kümülatif Mtx (µg)  

0.25 5.274 ± 0.753 5.274 

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 

5 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 54.455 
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�ekil 6. Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun insan peritonundan 

difüzyon profili 

 

3.3.3 Piyasa Preparatının �nsan Peritonundan Difüzyon 

Çalı�masının Bulguları 

Piyasa preparatının insan peritonundan difüzyonu deneysel bölüm 

2.3.2’de anlatıldı�ı �ekilde çalı�ıldı. Elde edilen de�erler Tablo 9’da, bu 

de�erlere göre olu�turulan profil ise �ekil 7’de görülmektedir.  
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Tablo 9. Piyasa preparatının insan peritonundan zamana kar�ı difüzyon 

sonuçları 

Zaman 
(saat) 

Difüze olan  
Ortalama Mtx ± SH 

Difüze olan 
kümülatif Mtx (µg)  

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 

2.5 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 

5.5 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 

7.5 6.461 ± 0.165 105.561 

8 6.414 ± 0.147 111.975 
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�ekil 7.  Piyasa preparatının insan peritonundan difüzyon profili 
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3.4 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Özelliklerine ait 

Bulgular 

3.4.1 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Refraktif 

�ndisinin Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonumuzun refraktif indisi deneysel 

bölüm 2.3.3’te anlatıldı�ı �ekilde ölçüldü. Refraktif indis 1.400 olarak bulundu. 

 

3.4.2 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Viskozitesinin 

Ölçümü 

Viskozite ölçümü deneysel bölüm 2.3.4’te anlatıldı�ı �ekilde yapıldı. 

Formülasyonun viskozitesi 60 cP olarak ölçüldü. 

 

3.4.3 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun pH’nın Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun pH’ı deneysel bölüm 

2.3.5’te anlatıldı�ı �ekilde yapıldı. pH ölçüm sonucunda 6.7 olarak bulundu. 

 

3.4.4 Optimum Mikroemülsiyon Formülasyonunun Damlacık 

(partikül) Büyüklü�ü Ölçümü 

Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun damlacık büyüklü�ü 

deneysel bölüm 2.4.4’te anlatıldı�ı gibi yapıldı. Elde edilen veri ve çalı�ılan 

�artlar Tablo 10’da, grafik ise �ekil 8’de  görülmektedir. 
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Tablo 10. Optimum mikroemülsiyon formülasyonunun damlacık 

büyüklü�ü ölçümüne ait veriler 

 Refraktif indis Viskozite Sıcaklık Ortalama Damlacık 

Büyüklü�ü 

Optimum 

Formülasyon 

1.400 60 cP 25oC 13.3 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�ekil 8. Damlacık büyüklü�ü profili 

  

3.5 Hücre Kültürü Çalı�malarına ait Bulgular 

3.5.1 Hücrelerin Ço�altılması ve �damesine �li�kin Bulgular 

Sitotoksite deneyinde kullanılan MCF-7 hücre hatları deneysel bölüm 

2.5.3’te anlatıldı�ı �ekilde ço�altıldı. Hücrelerin büyük bölümünün, kullanılan 

besiyeri ve di�er yardımcı kimyasallar varlı�ında canlılı�ını korudu�u görüldü. 

Steril ortamda ve steril maddelerle çalı�ıldı ve deney düzeneklerinde 

enfeksiyon görülmedi. 
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3.5.2 MCF-7 Hücrelerinin �kilenme Zamanına ait Bulgular 

MCF-7 hücre hatlarının ikilenme zamanlarının belirlenmesi deneysel 

bölüm 2.5.4’te anlatıldı�ı gibi yapıldı. Hücrelerin ikilenme zamanı 72 saat 

olarak bulundu. Bu çalı�maya ait grafik �ekil 9’da görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�ekil 9. MCF-7 meme kanseri hücre dizisi ikilenme zamanı  

 

3.5.3 Mısır Ya�ının MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik 

Etkisine ait Bulgular 

Mısır ya�ının hücreler üzerinde herhangi bir sitotoksik etkisinin olup 

olmadı�ı deneysel bölüm 2.5.6’da anlatıldı�ı �ekilde incelendi. Mısır ya�ının 

hücreler üzerinde belirgin bir sitotoksik etkisi saptanmadı. Bu çalı�maya ait 

grafik �ekil 10’da görülmektedir. 
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�ekil 10. Mısr ya�ının MCF-7 hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi  

 

3.5.4 �laçsız Mikroemülsiyonun MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki 

Sitotoksik Etkisine ait Bulgular 

Geli�tirdi�imiz mikroemülsiyon formülasyonumuzun hücreler üzerinde 

herhangi bir sitotoksik etkisinin olup olmadı�ı deneysel bölüm 2.5.7’de 

anlatıldı�ı �ekilde incelendi. Bo� mikroemülsiyonun hücreler üzerinde belirgin 

bir sitotoksik etkisi saptanmadı. Bu çalı�maya ait grafik �ekil 11’de 

görülmektedir. 
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�ekil 11. �laçsız mikroemülsiyonun MCF-7 hücre hattı üzerindeki sitotoksik 

etkisi  

   

3.5.5 Mtx Yükledi�imiz Optimum Mikroemülsiyon 

Formülasyonunun MCF-7 Hücre Hattı Üzerindeki Sitotoksik Etkisine ait 

Bulgular 

Mtx yükledi�imiz optimum formülasyonun hücreler üzerindeki 

sitotoksik etkisinin belirlenmesi ve IC50 de�erinin saptanması için deneysel 

bölüm 2.5.9’da anlatıldı�ı �ekilde çalı�ıldı. IC50 de�eri yakla�ık 42 ng olarak 

bulundu. Bu çalı�maya ait grafik �ekil 12’de görülmektedir. 
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�ekil 12. Mtx yüklü mikroemülsiyonun MCF-7 hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etkisi 

 

3.5.6 Piyasa Preparatının MCF-7 Hücre Hattında Sitotoksik Etkisine 

ait Bulgular 

Piyasa preparatının hücreler üzerinde toksik etkisinin belirlenmesi ve 

IC50 de�erinin saptanması için deneysel bölüm 2.5.8’de anlatıldı�ı gibi 

çalı�ıldı. Piyasa preparatının IC50 de�eri yakla�ık 55 ng olarak bulundu. Bu 

çalı�maya ait grafik �ekil 13’te görülmektedir. 
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�ekil 13. Piyasa preparatının MCF-7 hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkisi 
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BÖLÜM IV 

TARTI�MA 

Genel bir de�erlendirme yapacak olursak, çalı�maya ba�larken 

amacımız model etkin madde olarak seçti�imiz Mtx’ın IM yoldan kullanılan bir 

mikroemülsiyon formülasyonunu geli�tirmekti. Mtx’ı mikroemülsiyon 

formülasyonu �eklinde sunmayı dü�ünmemizin nedeni, mikroemülsiyonların 

transparan, termodinamik olarak dayanıklı, ilaç hedeflemesine uygun, 

kendili�inden olu�an sistemler olmaları ve çözünürlü�ü az olan maddelerin 

çözünürlü�ünü arttırmalarıydı (9, 10, 11, 18, 35, 42). Ayrıca yaptı�ımız 

literatür taramasında bu alanda yapılan çalı�maların az olması da bir di�er 

nedendir. 

Mtx günümüzde kanser tedavisinde tercih edilen antimetabolit 

ilaçlardan biridir. Ancak Mtx’ın kemoterapide kullanımına ba�lı olarak di�er 

antineoplastik ajanlarda oldu�u gibi birçok yan etkisi mevcuttur. Bunlara 

örnek olarak kusma, bulantı, döküntü, i�tahsızlık, diyare, megaloblastik 

anemi, ate�, öksürük ve siroz verilebilir (12, 16, 44). Bu yan etkilerin ço�u 

yüksek doza ba�lı olarak ortaya çıkmaktadır. Çünkü Mtx dü�ük dozlarda artrit 

ve psoriazis tedavisinde kullanılmaktadır ve bu yan etkiler oldukça azdır (29). 

Bizim burada amacımız dozu azaltarak hücre kültürü çalı�malarımızda aynı 

sitotoksik etkiyi elde edebilece�imiz ve Mtx’ın çözünürlü�ünü 

arttırabilece�imiz mikroemülsiyon formülasyonunu geli�tirmekti. Burada 

geli�tirdi�imiz formülasyonun etkinli�ini incelerken hücre kültüründen 

yararlandık. Hücre kültürü çalı�maları antitümöral ilaçların geli�tirilmesinde 

anahtar rol üstlenmektedir. Bu yolla ilaçların hücrelerin proliferasyonlarını 

engelleyici sitotoksik dozları tespit edilebilir (3). 
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Bu bölümde, deneysel kısımda belirtti�imiz çalı�maları ve bulgular 

kısmında tespit etti�imiz sonuçları akı� sırasına göre irdeleyece�iz. 

�lk olarak model etkin madde Mtx’ın özelliklerinin belirlenmesine 

çalı�ılmı�tır. Bu amaçla IR ve UV spektrumları alınmı�, elde edilen verilerin 

litaratür kayıtlarına uygun oldu�u görülmü�tür (48). �kinci adımda Mtx’ın hem 

bizim geli�tirdi�imiz mikroemülsiyon formülasyonundan hem de ticari 

preparatından miktar tayinini yapabilmek için 0.1 N NaOH kullanarak 

kalibrasyon e�risi çizildi. Çizilen kalibrasyon e�risine ait denklem etkin madde 

miktar tayininde güvenle kullanılabilece�ini (r2 = 0.998) göstermi�tir. 

Mikroemülsiyon formülasyonu a�amasında ise, birden fazla 

formülasyon geli�tirildi. De�i�ik yüzey etkin maddelerle farklı oranlarda 

çalı�ıldı. Burada amacımız en fazla su alan mikroemülsiyon formülasyonunu 

geli�tirebilmekti. Çünkü Mtx’ın çözünürlü�ü az oldu�u için belli oranda sulu 

faza yüklenecekti. Yapılan çalı�malarda YEM/YYEM oranı 2:1 olan ve mısır 

ya�ı, isopropanol, Tween 80, Cr EL ve 0.1 N NaOH kullanılan F43-F47 

formülasyonlarının uygun oldu�u saptanmı�tır. Elde edilen veriler 

do�rultusunda çizilen üçgen faz diyagramının a�ırlık merkezi hesaplanarak 

optimum mikroemülsiyon de�erlerine ula�ılmı�tır. 

Bir sonraki a�amada elde etti�imiz optimum mikroemülsiyona etkin 

madde Mtx’ı 25 mg/ml olacak �ekilde yükledik. Yükleme sonunda 

formülasyonun stabil halinin devam etti�ini gözlemledik. Mikroemülsiyon 

üzerinde yapılan incelemelerde refraktif indis 1.400, pH 6.7 ve viskozite de 

60 cP olarak bulunmu�tur. Bu veriler do�rultusunda damlacık büyüklü�ü 

incelendi. Damlacık büyüklü�ü 13.3 nm olarak saptandı (Tablo 10). 
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Hali hazırda ticari preparat olarak kullanılan (100 mg/ml, IM) preparat ile 

bizim geli�tirdi�imiz mikroemülsiyon formülasyonu in vitro olarak insan 

periton membranı kullanılarak Franz difüzyon hücresinde kar�ıla�tırmalı 

olarak incelendi. Bunun için her iki formülasyonun salım verileri 

de�erlendirildi. Ticari preparat bizim formülasyonumuza göre 4 kat fazla etkin 

madde içermesine ra�men % salıma göre formülasyonları kar�ıla�tırırsak, 

bizim geli�tirdi�imiz mikroemülsiyon formülasyonunun salım miktarı yakla�ık 

2 kat fazladır. Bu durum bizim geli�tirdi�imiz mikroemülsiyonun daha iyi bir 

salım profili ortaya koydu�unu göstermekteydi. Her iki formülasyonun salım 

verileri incelendi�inde ticari preparatın 8. saat sonunda içerdi�i etkin 

maddenin yakla�ık %0.1’ni, geli�tirdi�imiz mikroemülsiyonun ise içerdi�i etkin 

maddenin yakla�ık %0.2’ni verdi�i görülmektedir (Tablo 8-9).  

Son a�amada geli�tirdi�imiz mikroemülsiyonun ticari preparata kıyasla 

hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkinli�i ara�tırıldı. Bunu için meme kanseri 

hücre hatları (MCF-7) kullanıldı. Bu çalı�malar Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesi Onkoloji Anabilim Dalı laboratuvarlarında yapıldı ve tamamen steril 

�artlarda çalı�ıldı. Öncelikle MCF-7 hücre hatlarının ikilenme zamanları 

incelendi ve 72 saat olarak tespit edildi (�ekil 9). Daha sonra bu hücreler 

üzerinde formülasyonumuzda kullandı�ımız mısır ya�ının herhangi bir 

sitotoksik etkisinin olup olmadı�ı incelendi ve belirgin bir sitotoksisite 

saptanmadı (�ekil 10). Aynı �ekilde, hazırladı�ımız ancak Mtx 

yüklemedi�imiz mikroemülsiyonun (bo� mikroemülsiyon) hücreler üzerindeki 

sitotoksisitesi de incelendi ve belirgin bir sitotoksisite saptanmadı (�ekil 11). 

Böylece geli�tirdi�imiz ve Mtx yükledi�imiz formülasyonun sitotoksisitesinin 

ticari preparatla sa�lıklı bir �ekilde kar�ıla�tırılabilece�i kanaatine vardık. 
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Bunun üzerine yapılan sitotoksisite çalı�malarında, geli�tirdi�imiz 

mikroemülsiyonun IC50 de�eri yakla�ık 42 ng, ticari preparatın IC50 de�eri ise 

yakla�ık 55 ng olarak tespit edildi (�ekil 12-13). Burada edilen de�erler bizi, 

geli�tirdi�imiz mikroemülsiyonun ticari preparatla aynı sitotoksik etkiyi daha 

dü�ük etkin madde dozuyla sa�ladı�ı sonucuna götürdü. 

Tüm bu veriler ı�ı�ında geli�tirdi�imiz Mtx içeren optimum 

mikroemülsiyon formülasyonu tezimizin, ex vivo olarak di�er hücre 

hatlarındaki çalı�malarda ve daha ileri a�ama in vivo çalı�malarda güvenle 

kullanılabilecek bir formülasyon oldu�unu göstermektedir.  
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ÖZET 

 

ANT�TÜMÖRAL �LAÇ �ÇEREN M�KROEMÜLS�YON 

FORMÜLASYONLARININ GEL��T�R�LMES� VE ANT�TÜMÖRAL 

ETK�NL���N�N ARA�TIRILMASI ÜZER�NE ÇALI�MALAR 

 

Bu çalı�manın amacı, model etkin madde olarak seçilen antitümöral 

etkili metotreksatın ıntramusküler yolla kullanılabilen bir s/y mikroemülsiyon 

formülasyonunu geli�tirmektir. 

Bu amaçla, metotreksatın farklı yüzey etkin maddeler kullanılarak 

intramusküler mikroemülsiyon formülasyonları hazırlandı ve üçgen faz 

diyagramı kullanılarak optimum formülasyon belirlendi. 

Mtx yükledi�imiz optimum formülasyondan ve ticari preparattan 

metotreksat difüzyonu Franz difüzyon hücresi yöntemi kullanılarak, in vitro 

olarak insan periton mukozasından incelendi. 

Geli�tirdi�imiz mikroemülsiyonun refraktif indis ölçümü, pH ölçümü, 

viskozite tayini ve damlacık büyüklü�ü tayini yapıldı. 

En son olarak, geli�tirdi�imiz ve Mtx yükledi�imiz mikroemülsiyon 

formülasyonumuz ile ticari preparatın sitotoksik etkinli�i incelendi. Bunun için 

MCF-7 meme kanseri hücre hatlarının kullanıldı�ı hücre kültürü çalı�ması 

yapıldı. 
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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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