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ÖZET 

Amaç: Taksan sınıfı antineoplastik bir ajan olan dosetaksel, son yılların en önemli kemoterapötik ajanlarından biridir. Günümüzde, meme kanseri 
tedavisi için klasik kemoterapi ajanlarının yeni moleküller ile birlikte kullanılması sonucu daha etkili tedavi seçenekleri belirlenmeye çalışılmaktadır. 

Bu moleküllerin bir tanesi de sentetik kurkumin analoğu olan EF24’tür. Çalışmamızda, dosetaksel’in tek başına ve EF24 ön koşullamasının ardından 

dosetaksel uygulamasının, meme kanseri MCF-7 hücrelerindeki hücre çoğalması ve apoptoz üzerindeki etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  
Gereç ve Yöntem: EF24 ve dosetaksel’in hücre canlılığı ve sitotoksik etki/etkilerini belirlemek amacıyla sırasıyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltettrazoliyum bromür (MTT) ve laktat dehidrojenaz (LDH) testleri uygulandı. Hücre canlılığı ve sitotoksisite testinin sonucunda seçilen uygun 

dozlar hücrelere uygulandıktan sonra akım sitometri yöntemi ile hücre ölüm analizi yapıldı. Bunun yanı sıra kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 
reaksiyonu analizi (qRT-PCR) ile cMYC ve cFOS genlerinin mRNA düzeyindeki ifadeleri belirlendi.  

Bulgular: MCF-7 hücrelerine EF24 ön uygulamasının ardından dosetaksel uygulamasının, dosetakselin tek başına uygulanmasına kıyasla hücre 

canlılığını anlamlı ölçüde düşürdüğü belirlendi. Apoptotik ve nekrotik hücre oranları akım sitometri yöntemi ile belirlendi. Buna ilaveten, EF24 ön 
koşullamasının, tek başına dosetaksel uygulamasına kıyasla cMYC ve cFOS genlerinin mRNA düzeylerini anlamlı derecede azalttığı belirlendi.  

Sonuç: MCF-7 hücrelerine EF24 ön uygulamasının, dosetaksel’in tek başına uygulamasına kıyasla hücreyi daha duyarlı hale getirmesi bu uygulama-

nın meme kanser tedavisinde kullanılabileceğini düşündürmektedir. Ancak ilacın meme kanser tedavisinde daha etkin kullanımı için deneysel in vitro 
ve in vivo modellere gereksinim duyulmaktadır. 

Anahtar Sözcükler: Dosetaksel, EF24, Metastatik Meme Kanseri Hücre Hattı, MCF-7, Apoptoz. 

ABSTRACT 

The Effects of Sequential Administration of EF24 with Docetaxel Apoptotic Response in Metastatic Breast Cancer Cell Line  

Objective: Docetaxel, a taxane class agent, has become one of the most important chemotherapeutic agents in the past several years. Currently, more 

effective treatment options have been investigated by combining new molecules with the classic chemotherapy agents for breast cancer. One of these 

molecules is EF24, which is a synthetic curcumin analog. We aimed to investigate possible antiproliferative and apoptotic effects of EF24 and docet-
axel alone as well as with their sequential administration on MCF-7 breast cancer cells.  

Material and Method: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and Lactate dehydrogenase (LDH) tests were per-

formed to determine the effect of EF24 and docetaxel on cell viability and cytotoxicity. Apoptotic cell death methods were performed using Flow 
cytometry assay, with selected appropriate doses of the cells. Besides, relative mRNA levels of cMYC and cFOS genes were determined by quantita-

tive Real-time PCR method (qRT-PCR).  

Results: The viability of MCF-7 cells decreased significantly after treatment with sequential administration of docetaxel followed by EF24 treat-
ments, compared to docetaxel alone. Compared to docetaxel alone treatment, EF24 pretreatment overwhelmingly increased apoptosis level in MCF-7 

cells. The percentage of apoptotic and necrotic cells were determined by the flow cytometer analysis. Moreover, real-time PCR analyses showed that 

cMYC and cFOS mRNA levels changed markedly after sequential treatment.  

Conclusion: These data suggest that sequential administration of EF24 with docetaxel could be useful as a potential chemotherapeutic agents in the 

management of breast cancer. Further analyses using in vitro and in vivo models are needed to confirm these findings. 

Keywords: Docetaxel, EF24, Metastatic Breast Cancer Cell Line, MCF-7, Apoptosis. 

Kadınlarda yaygın görülen meme kanseri, kanser 

nedenli ölümler arasında ikinci sırada yer almaktadır 

(1). Hastalığın yaygın olarak görülmesi ve farklı tümör 

sınıflarının mevcut olması nedeniyle, tedaviye yönelik 

araştırmalar halen güncelliğini korumakta ve giderek  

 
 

 

 

artmaktadır (2). Hastalığın tedavi protokolünde cerrahi 

müdahale, radyasyon tedavisi ve kemoterapi uygulan-

maktadır. Kemoterapi, günümüzde meme kanseri te-

davisinde uygulanan en yaygın ve etkili bir yöntemdir 

(3). Ancak, kemoterapi süresince, hastaların tedaviye 
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cevap vermemesi veya tedavi sonrası kanserin tekrar-

laması sıklıkla görülen bir durumdur. Meme kanseri 

semptom göstermeden metastaz yapabildiğinden, has-

talığın tedavisinde ve önlenmesinde yeni alternatif 

ajanların araştırılmasına ihtiyaç duyulmaktadır (4-6). 

Kanser tedavisinde başarıya ulaşmak için genellikle 

birden fazla kanser karşıtı ilaç uygulanmaktadır. An-

cak, sonradan kazanılan ya da tedavi öncesi kişide var 

olan ilaç dirençliliği, kanser kemoterapisinde başarıya 

ulaşmayı büyük ölçüde engellemektedir. Bu duruma 

“çoklu ilaç dirençliliği” (ÇİD) denilmektedir (7-10). 

Kemoterapiye karşı gelişen direnç pek çok kanser kar-

şıtı ilacın hastalar üzerinde beklenen etkisini göstere-

memesine ve hastalığın ilerlemesine neden olmaktadır 

(5, 7).  

Protoonkogenler, hücrelerin büyüme, çoğalma, farklı-

laşma ve apoptozu kontrol eden pozitif düzenleyici 

genlerdir. Büyüme faktörleri ve reseptörleri, sinyal 

iletimini sağlayan proteinler, transkripsiyon faktörleri 

ve apoptoz düzenleyicileri protoonkogenlere örnek 

olarak verilebilir (11, 12). cMyc ve cFos gibi transkrip-

siyon faktörleri de diğer protoonkogenler gibi herhangi 

bir nedenle mutasyona uğrarlarsa onkogenlere dönüşür-

ler. Bu genlerde gerçekleşen değişiklikler sonucunda 

oluşan onkogenik yapılar, anormal hücre proliferasyo-

nuna, apoptozun gerçekleşmemesi nedeniyle neoplastik 

hücre birikimine ve tümör gelişimine yol açar. Ayrıca, 

bu genlerin meme, kolon, akciğer ve burkitt lenfoma 

gibi kanserlerde sürekli ve/veya artmış ekspresyonu 

görülmektedir (11-13). 

Meme kanseri olgularında da gözlenen ÇİD, öncelikli 

olarak antrasiklin ve taksan grubu kemoterapötik ilaç-

ların kombinasyonları kullanılarak giderilmeye çalışıl-

sa da yetersiz kalınmıştır (14). Fakat, altın standart 

olarak nitelendirilen bu tedavi protokolünde, tekli tak-

san veya antrasiklin uygulanmasıyla oluşturulan tedavi 

rejimlerine kıyasla tedaviye cevap ve sağ kalım oranla-

rında artışın olduğu gözlenmiştir (15-17).  

Taksan grubu antineoplastik bir ajan olan dosetaksel, 

β-tübülin alt ünitelerine yüksek afinite ile bağlanarak, 

mitozun metafaz aşamasında mikrotübüllerin depoli-

merizasyonunu engelleyerek etkisini gösterir (18-20). 

Dosetaksel, metastatik meme kanserinde tek başına da 

kullanılabilen aktif maddelerden biri olma özelliğinde-

dir. Dosetaksel ile yapılan çalışmalarda meme kanse-

rinde % 50-68 oranında başarı sağlanmış olmasına 

rağmen, dosetaksel'in meme kanserindeki optimum 

dozu henüz saptanamamıştır. Hem in vitro, hem de in 

vivo çalışmalarda, hücre içine alımının hızlı olmasına 

bağlı olarak dosetakselin birçok hücre grubunda anti-

neoplastik aktivite gösterdiği görülmüştür (20, 21). Öte 

yandan güncel çalışmalar, meme kanseri tedavisinde 

altın standart olan taksanların farklı anti-neoplastik 

ajanlarla yapılan kombinasyonlarının, MDR-1 ve Pgp 

aracılı dışa atım mekanizmaları başta olmak üzere 

direnç mekanizmalarını uyardığı ve sağ kalıma aracılık 

eden gen ve proteinlerin transkripsiyon ve translasyon-

larını artırarak apoptotik cevabın oluşmasını engelledi-

ği gösterilmiştir (22-25). Bu nedenle özellikle metasta-

tik ve erken evre meme kanseri olgularında etkinliği 

kanıtlanmış olan taksanlar ile kombine edilerek kemo-

duyarlılığı artıracak yeni ajanlara ihtiyaç duyulmakta-

dır (26-28).  

Sentetik kurkumin analoğu olan difenil difloroketon 

(EF24) molekülü ovaryum, kolon, prostat, meme, 

pankreas, mezotelyoma ve akciğer kanseri gibi farklı 

kanser hücre hatlarına tek başına ve/veya diğer kanser 

karşıtı ajanlar ile birlikte uygulandığı zaman kanser 

karşıtı aktiviteyi potansiyelize ettiği gösterilmiştir (29-

37). 

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamızda taksan grubu 

anti-neoplastik b ajan olan dosetaksel bileşiği ile 

EF24’ün farklı konsantrasyonlarda tek başlarına veya 

sıralı uygulanmalarının, MCF-7 meme kanseri hücre 

hattında hücre canlılığı, sitotoksisite, apoptoz ve proli-

ferasyon üzerindeki olası etki ve/veya etkilerinin araştı-

rılması amaçlanmıştır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

Kimyasallar 

Deneysel preklinik çalışmamızda Dosetaksel (R&D 

Systems, ABD), EF24 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

ABD), Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 

besiyeri, L-Glutamin, fötal sığır serumu (FBS), penisi-

lin-streptomisin ve dimetil sülfoksit (DMSO) (Gibco, 

Grand Island, NY, ABD), Cytotoxicity Detection Kit 

Plus, High Pure RNA Isolation Kit, Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis Kit ve LightCycler® 480 Pro-

bes Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Almanya) ve CycleTEST Plus DNA Reagent Kit ile 

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Becton 

Dickinson, ABD) satın alınmıştır. Kullanılan diğer 

kimyasallar Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) 

sağlanmıştır.  

 

Hücre Kültürü 

Hücre kültürü çalışmalarında, MCF-7 (ATCC® No: 

HTB-22™-Human breast cancer) insan meme kanseri 

hücreleri kullanılmıştır. Hücreler standart kültür koşul-

larında ve %10 FBS, 2 μM L-glutamin ve 100U/ml 

penisilin/streptomisin içeren RPMI-1640 besiyeri içeri-

sinde 37 °C sıcaklıkta ve %5 CO2 içeren inkübatörde 

(Hanau, Almanya) kültüre edilmiştir. Hücre kültür 

kabının %70-80’ini kapladığında %0.025 tripsin-

EDTA çözeltisi ile kültür kaplarından pasaj veya ekim 

yapmak üzere ayrılması sağlanmıştır. Yeterli sayıya 

ulaşan hücreler, 96’lık kültür kaplarına, her bir kuyu-

cukta 4x104 hücre olacak şekilde ekilmiştir. Çalışmada 

hiç bir ajan (EF24 ve dosetaksel) verilmeyen MCF-7 

hücreleri kontrol grubu olarak kullanılmıştır. Buna 

ilaveten çalışmada çözücü kontrolü olarak % 0.1 

DMSO kullanılmıştır. Hücreler, kademeli olarak Dose-
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taksel (0.1-50 μM) ve EF24 (0.25-50 μM) doz aralığın-

da, tek tek ve/veya sıralı olarak birlikte 24 ve/veya 48 

saat inkübe edilmiştir. 

Dosetaksel ve EF24 Konsantrasyonlarının Hazır-

lanması  

Dosetaksel ve EF24, %0.1'lik DMSO’da çözdürülerek 

stok solüsyon hazırlanmış ve bu stok solüsyonlar deney 

süresince -20 °C’de muhafaza edilmiştir. Dosetaksel 

(0.1-50 μM) ve EF24’ün (0.25-50 μM) değişen kon-

santrasyonları deneyde kullanılmak üzere, kullanımla-

rından hemen önce kültür besiyerinde seyreltilerek 

hazırlanmıştır. Deneyler birbirinden bağımsız 3 tekrar 

ve her grupta 6 örnek olacak şekilde çalışılmıştır. 

Hücre Canlılığı Analizi 

Dosetaksel ve EF24’ün tek başlarına ve sıralı uygula-

manın hücre canlılığı üzerine olan etkilerinin değerlen-

dirilmesi amacıyla MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil tetrazolyum bromür) yöntemi kullanılmıştır (38, 

39). Kısaca, 96’lık kültür kaplarına, her bir kuyucukta 

4x104 olacak şekilde ekilerek bir gece inkübasyona 

bırakılmıştır. Ardından, hücrelere artan dozlarda Dose-

taksel ve EF24 tek tek ve/veya sıralı bir şekilde uygu-

lanmıştır. Dosetaksel ve EF24’ün farklı konsantrasyon-

larının uygulandığı kuyucukların inkübasyon süreleri 

sonunda, kuyucuklardaki 100 μl taze besiyeri ile değiş-

tirilerek her bir kuyucuğa MTT çalışma solüsyonundan 

10 μl/kuyucuk (5 mg/ml) olacak şekilde ilave edilmiş-

tir. 4 saat 37 °C ve %5 CO2 içeren ortamda inkübasyon 

sonunda oluşan formazan kristalleri 100 μl DMSO ile 

çözülmüştür. Çözünen kristallerin absorbans değerleri 

570 nm dalga boyunda ELISA mikroplaka okuyucuda 

(Spectramax M3 plate reader, Molecular Devices, 

Silicon Valley, California, ABD) okutulmuştur. Kont-

rol gruplarının absorbans değerlerinin ortalaması alına-

rak, bu değer %100 canlı hücre olarak kabul edilmiştir. 

Dosetaksel ve/veya EF24 uygulanan kuyucuklardan 

elde edilen absorbans değerleri, kontrol absorbans 

değerine oranlanarak, yüzde canlılık olarak belirlenmiş 

ve her ilaç için IC50 değeri hesaplanmıştır. Her deney 3 

tekrarlı olarak çalışılmıştır.  

Besiyerine Salınan Laktat Dehidrojenaz (LDH) 

Tayini 

MCF-7 hücrelerinde EF24 ve dosetaksel’in etkilerine 

bakılmak üzere apoptotik/nekrotik hücrelerin geç fa-

zında görülen plazma membran bütünlüğünün bozul-

ması sonucunda besiyerine salınan LDH miktarının 

ölçülmesi amacıyla Cytotoxicity Detection kit plus 

(LDH) kiti kullanılarak aşağıdaki protokole göre öl-

çülmüştür (39). MCF-7 hücreleri 96’lık kültür kapları-

na her bir kuyucuğa 4x104 hücre gelecek şekilde ekil-

miştir. Dosetaksel ve/veya EF24’ün belirlenen dozları-

nın inkübasyon süreleri dolduktan sonra kültür orta-

mından 100 μl besiyeri alınıp 96’lık kültür kaplarına 

aktarılmıştır. Kuyulara kit içerisinde bulunan 100 μl 

taze hazırlanmış reaksiyon karışımı eklenerek, ışıktan 

uzak bir ortamda, oda sıcaklığında 30 dk bekletilmiş ve 

ardından mikroplaka okuyucu cihazı ile 490 nm dalga 

boyundaki absorbans değerleri okunmuştur. Deney 

protokolünde kullanılan kontroller: Kör kontrol: Besi-

yeri, Düşük kontrol: Besiyeri+Hücre, Yüksek kontrol: 

Triton X-100 solüsyonu+Besiyeri+Hücre. Elde edilen 

absorbans değerlerinden kör kontrolün absorbansı 

çıkartıldıktan sonra, ilaçların sitotoksisite değerinin 

yüzdesi aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır.  

Sitotoksisite (%) = (örnek abs. – düşük kontrol abs. / 

yüksek kontrol abs. – düşük kontrol abs.) x 100 

Hücre Ölümü Analizi 

Hücre ölümünü test etmek amacıyla “FITC Annexin V 

Apoptosis Detection Kit I” (katalog no:556547) kulla-

nılmıştır. Buna göre, hücreler PBS ile yıkandıktan 

sonra 100 μl 1x tampon çözelti içinde çözülmüştür. 

1x105 hücre için 5 μl Annexin V ve 5 μl PI eklenmiş ve 

15 dk. karanlıkta oda sıcaklığında bekletilmiştir. Yı-

kamadan 300 μl tampon çözelti eklenmiş ve akım si-

tometri (Beckton Dickinson, FACS Canto) cihazında 

analiz edilmiştir.  

RNA İzolasyonu ve Revers Transkriptaz PCR (RT-

PCR) Yöntemi  

MCF-7 hücre hattından High Pure RNA Isolation Kiti 

(Roche, Almanya) kullanılarak RNA izolasyonu ya-

pılmıştır. Elde edilen RNA’ların miktarları ve saflıkları 

spektrofotometrik olarak NanoDrop ND-1000 (Thermo 

Scientific, İngiltere) (260/280 nm) cihazında ölçülerek 

RT-PCR’da kullanılana kadar -80 °C derin dondurucu-

da saklanmıştır. Hedef genlere ait mRNA ifade düzey-

lerinin belirlenmesi amacıyla, hücre hattından elde 

edilmiş RNA örneklerinden 1 μg total RNA, Random 

hekzamer primerleri ve cDNA sentez kiti (Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Almanya) 

kullanılarak komplementer DNA (cDNA) sentezi ger-

çekleştirilmiştir. 

Kantitatif Real Time PCR Yöntemi 

Gen ifade düzeyi çalışmaları kantitatif Real-time PCR 

(qRT-PCR) yöntemi ile Light Cycler-480TM (Roche, 

Almanya) cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Amplifi-

kasyonlar 10 μl toplam tepkime hacmi içerisinde, 

cDNA, bölgeye özgü primerler, UPL probu ve LC 

Probe Master mix kullanılarak gerçekleştirilmiştir, 

cMYC ve cFOS gen ifadelerini normalize etmek için, 

gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni 

referans olarak alınmış ve tüm cDNA örnekleri her bir 

gen için üçer tekrarlı çalışılmıştır. Seçilen genler ile 

ilgili özgün primer ve UPL prob listesi tablo 1’de ve-

rilmiştir. Reaksiyonda, 95 ºC'de 10 dakikalık denatü-

rasyon, 50 ºC'de 10 saniye primer bağlanması ve 72 

ºC'de 10 saniyelik zincir uzaması basamaklarını oluştu-

racak şekilde 45 döngüden oluşan PCR tepkimesi uy-

gulanmıştır. Hedef genlerin ifade düzeyleri GAPDH 

housekeping geni referans alınarak REST 2009 (Rela-

tive expression software tool) yazılımı (Qiagen, Al-

manya) kullanılarak hesaplanmıştır.  
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İstatistiksel Analiz Yöntemleri 

Hücre canlılığı, LDH salınması, hücre döngüsü analiz 

sonuçları ve apoptotik/nekrotik hücre oranlarının ista-

tistiksel açıdan değerlendirilmesi bağımsız Student's t-

testi ile SigmaStat v3.5 programı kullanılarak gerçek-

leştirilmiştir. Tüm sonuçlar ortalama ± standart hata 

olarak verilerek,  p<0.05, p<0.01 ve p<0.001 olan de-

ğerler istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

cMYC ve cFOS mRNA ifade düzeylerindeki farklılık-

lar “Pair-wise Fixed Reallocation Randomization” 

istatistiksel analiz testi kullanılarak “REST (2009 

V2.0.13)” programı ile karşılaştırılmıştır (40).  

 

Tablo 1. Gene özgü primer dizileri ve prob numaraları. 

Gen İleri primer Geri primer UPL prob no 

cFOS 5’-ACTACCACTCACCCGCAGAC-3’ 5’-CCAGGTCCGTGCAGAAGT-3’ 67 

cMYC  5’-GCTGCTTAGACGCTGGATTT -3’ 5’-TAACGTTGAGGGGCATCG-3’ 75 

GAPDH  5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’ 5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’  60 

BULGULAR  

EF24 ve Dosetaksel’in Hücre Canlılığı Üzerine Etki-

leri 

MCF-7 hücreleri EF24 ile 24 saat inkübe edildiğinde 

hücre canlılığının doza bağımlı bir şekilde azaldığı 

belirlendi. Uygulanan en düşük EF24 konsantrasyonu 

olan 0.25 µM’da hücre canlılığının %93 olduğu göz-

lendi (p =0.06). Buna karşın 0.5-1 µM (p <0.05), 2.5 

µM (p <0.01) ve üzeri konsantrasyonlarda (5-50 µM) 

(p <0.001) hücre canlılık oranlarının kontrole göre 

istatistiksel açıdan anlamlı bir şekilde azaldığı belirlen-

di (Şekil 1a). MCF-7 hücrelerine 0.1-50 µM arası deği-

şen dozlarda 24 saat süre ile dosetaksel uygulandığın-

da, hücre canlılık oranlarında doza bağlı bir azalmanın 

olmadığı ve uygulanan tüm dosetaksel konsantrasyon-

ları için canlılık değerlerinin yaklaşık %90 olduğu 

gözlendi (p <0.05) (Şekil 1b). 

 
Şekil 1. MCF-7 hücrelerinin EF24 (a) ile Dosetaksel (b)’in 24 saat inkübasyo-

nu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları, *p <0.05; **p <0.01; ***p 

<0.001 vs. Kontrol grubu hücreler. 

EF24 ve Dosetakselin Sıralı Uygulamasının Hücre 

Canlılığı Üzerine Etkileri  

MCF-7 hücrelerinin EF24 ile 24 saat süren inkübasyo-

nu sonucunda, kontrol grubuna kıyasla doza bağımlı 

bir şekilde görülen anlamlı düşüş ve dosetaksel’in artan 

dozlarında kontrol grubuna kıyasla hücre canlılığında 

belirgin bir farklılık görülmemesi nedeniyle, EF24’ün 

hücrelere daha kısa süreli uygulanmasının hücreleri 

dosetaksele duyarlı hale getirme potansiyeli araştırıl-

mak istenmiştir.  

 

 

 

 
Şekil 2. MCF-7 hücrelerine EF24 ile 8 saat değişen konsantrasyonlarda [10 

μM EF24 (a)], [20 μM EF24 (b)] ve [40 μM EF4 (c)] inkübasyonu sonrası 16 

saat değişen konsantrasyonlarda (1, 10, 20, 40 ve 50 μM) Dosetaksel uygu-

lanması sonunda belirlenen hücre canlılık oranları, *p <0.05; **p <0.01; 

***p <0.001 vs. Kontrol grubu hücreler. ◊p <0.05; ◊◊p <0.01; ◊◊◊p <0.001 vs. 

Tek başına Dosetaksel uygulanan hücreler. DOC: Dosetaksel 
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Bu doğrultuda, MCF-7 hücrelerine 8 saat süre ile EF24 

uygulanmasının ardından EF24 ortamdan uzaklaştırıl-

mış ve dosetaksel 16 saat süre ile uygulanmıştır. Bu 

amaçla 10, 20 ve 40 µM EF24 konsantrasyonları ile 1, 

10, 20, 40 ve 50 µM dosetaksel konsantrasyonları hüc-

re canlılık durumları dikkate alınarak sıralı uygulama-

daki konsantrasyonlar belirlenmiştir.  

MCF-7 hücrelerine 8 saat süre ile tek başına EF24 

uygulandığında, EF24’ün 10, 20 ve 40 μM dozlarında 

etkili olduğu ve hücre canlılığını azalttığı belirlenmiş-

tir. Buna göre 10, 20 ve 40 µM konsantrasyonlarda 

EF24 uygulaması sonrasında hücre canlılığı sırasıyla 

%67.88 (p =0.009), %50.04 (p <0.001)  ve %22.25 (p 

<0.001)  olarak belirlenmiştir (Şekil 2a-c). Hücre canlı-

lığı dosetaksel’in 16 saat tek başına 1, 10, 20, 40 ve 50 

µM konsantrasyonlarda uygulanmasıyla, kontrol grup-

larına kıyasla, sırasıyla %85.43 (p =0.032), %81,11 (p 

=0.021), % 78,87 (p =0.007), %77,32 (p = 0.005) ve 

%74,33 (p =0.003) olarak belirlenmiştir (Şekil 2a-c). 8 

saat EF24 + 16 saat dosetaksel uygulanan gruplarda, 

dosetaksel’in 16 saat tek başına uygulandığı gruplara 

kıyasla, hücre canlılığının istatistiksel olarak anlamlı 

şekilde azaldığı gözlenmiştir (Şekil 2a-c). Bununla 

birlikte, EF24 ve dosetakselin sıralı uygulanması sonu-

cunda elde edilen hücre canlılık değerlerinin, 16 saat 

dosetaksel uygulanan örneklere oranla daha düşük 

oranda bulunması, EF24 ön uygulamasının hücrelerin 

dosetaksele karşı olan duyarlılığını arttırdığını göster-

mektedir.  

EF24 ve Dosetaksel’in Besiyerine Salınan LDH 

Miktarları 

Son yıllarda yapılan çeşitli çalışmalarda meme (MDA-

MB-231), prostat (DU-145) ve osteosarkom (Saos2) 

hücrelerine uygulanan 10 µM EF24’ün hücreler üze-

rindeki apoptotik etkisinin kontrol gruplarına kıyasla 

anlamlı düzeyde arttığı gözlenmiştir (41, 42). Çalış-

mamızda hücre canlılığı ve besiyerine salınan LDH 

düzeyleri değerlendirildiğinde, EF24 için en uygun 

konsantrasyonun 10 µM olduğu belirlenmiş, seçilen 

konsantrasyonun literatür ile uyumlu olduğu göz önüne 

alınarak, takip eden tüm deneysel analizler bu konsant-

rasyon üzerinden devam etmiştir. 

MCF-7 hücrelerine 8 saat tek başına EF24’ün değişen 

konsantrasyonlarında (10, 20 ve 40 µM) uygulanması-

nın, besiyerine salınan LDH enzim miktarını kontrol 

hücrelerine kıyasla, doza bağımlı olarak arttırdığı belir-

lenmiştir. Dosetaksel’in tek başına 16 saat uygulanması 

ise araştırılan tüm konsantrasyon değerleri (1, 10, 20, 

40 ve 50 µM) için %2.5'in altında LDH salınmasına 

neden olmuştur. Buna karşın, 8 saat EF24 ile 16 saat 

dosetaksel’in sıralı bir şekilde uygulanmasının dosetak-

sel’in tek başına uygulanmasına ve kontrol gruplarına 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı miktarda LDH en-

ziminin salınmasına yol açtığı belirlenmiştir (Şekil 3).  

 

 
Şekil 3. MCF-7 hücre dizilerinin 10 μM EF24 ile 8 saat uygulamasından sonra 

16 saat değişen konsantrasyonlarda Dosetaksel’in inkübasyonu sonunda 

görülen besiyerine LDH salınımı. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs. 

Kontrol grubu hücreler; ◊p <0.05; ◊◊p <0.01; ◊◊◊p <0.001 vs. Tekli Dosetaksel 

uygulanmış hücreler. DOC: Dosetaksel; LDH: Laktat dehidrogenaz. 

EF24 ve Dosetaksel’in Apoptoz ve Nekroz Üzerine 

Etkisi 

EF24 ile dosetakselin sıralı uygulamalarında nekrotik 

etkinin yaklaşık %10 civarında olduğu belirlenmesine 

rağmen, bu değerlerin EF24’ün tek başına uygulanma-

sına oranla istatistiksel açıdan anlamlı bir fark oluştur-

madığı bulundu (p >0.05) (Şekil 4).  

EF24 ve dosetaksel tek başına uygulandığında gözle-

nen apoptotik hücre oranının kontrol hücrelerine göre 

anlamlı bir farklılık oluşturmadığı ve apoptoz oranları-

nın %5.8 ve altında olduğu belirlendi (p >0.05). Buna 

karşın, sıralı uygulama sonrasında apoptoz oranlarının 

anlamlı derecede yükseldiği ve 10, 20 ve 40 µM dose-

takselin kullanıldığı ardışık uygulamada apoptoz oran-

larının sırasıyla %17.4 (p =0.004), %28.9 (p <0.001) ve 

%29.3 (p <0.001) olduğu görüldü (Şekil 4).  

EF24 ile dosetakselin sıralı bir şekilde uygulanması 

nekrotik hücre oranlarında istatistiksel açıdan anlamlı 

bir artışa neden olmazken, apoptotik hücre oranlarında 

anlamlı bir artışa neden olarak etkili bir hücre ölümüne 

yol açtığı anlaşılmıştır (Şekil 4). 

 

 
Şekil 4. MCF-7 hücrelerine EF24’ün 8 saat uygulamasından sonra 16 saat 

değişen konsantrasyonlarda (1, 10, 20, 40 ve 50 μM) Dosetaksel’in inkübasyo-

nu sonunda apoptoz ve nekrozun akım sitometrik olarak değerlendirilmesi. *p 

<0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs. Kontrol grubu hücreler. DOC: Dosetaksel. 
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EF24 ve Dosetakselin cFOS ile cMYC mRNA İfade 

Edilmesine Etkileri  

EF24 tek başına uygulandığında, kontrol hücrelerine 

kıyasla cFOS ifadesini 2 kat, cMYC ifadesini ise 3.4 

kat azalttığı gözlenmiştir (p <0.001). Benzer şekilde tek 

başına dosetaksel uygulamasının da cFOS ve cMYC 

mRNA ifade düzeylerinin de istatistiksel olarak anlam-

lı düzeyde azaldığı belirlenmiştir (p <0.001). Bunun 

yanı sıra, EF24 ile belirlenen dozlarda dosetaksel’in 

sıralı bir şekilde uygulanması ise cFOS mRNA ifade 

düzeyini 2.5-3 kat aralığında azaltırken, cMYC mRNA 

ifadesini ise 10 kattan daha fazla azalttığı gözlenmiştir 

(p <0.001) (Şekil 5).  

EF24 ve 10 µM dosetaksel ile EF24 ve 20 µM dosetak-

sel’in sıralı uygulamasının tek başına verilen EF24 

grubuna kıyasla cFOS ifade düzeylerini sırasıyla 4 ve 

4,5 kat azalttığı gözlenmiştir (p <0.001). Benzer şekil-

de, EF24 ile 10 µM dosetaksel ile EF24 ile 20 µM 

dosetaksel’in sıralı uygulamasının tek başına verilen 

EF24 grubuna kıyasla cMYC ifade düzeylerini sırasıy-

la 5.5 ve 6 kat azalttığı belirlenmiştir (p <0.001). Bu-

nun yanı sıra, EF24 ile 10 µM dosetaksel’in sıralı uy-

gulamasının tek başına verilen 10 µM dosetaksel gru-

buna kıyasla cFOS ve cMYC mRNA düzeylerinde 

azalma gözlenmesine rağmen istatistiksel olarak bir 

anlam görülmemiştir (p >0.05). Buna ilaveten, EF24 ile 

20 µM dosetaksel’in sıralı uygulamasının tek başına 

verilen 20 µM dosetaksel grubuna kıyasla cFOS 

mRNA düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalış gözlenmemiş (p >0.05), ancak cMYC mRNA 

düzeyinin ise yaklaşık 2.3 kat azaldığı belirlenmiştir    

(p =0.006) (Şekil 5). 

 

 
Şekil 5. EF24 ve Dosetaksel’in değişen konsantrasyonlarda (10, 20 

ve 40 μM) tek başlarına ve sıralı uygulamaları sonrasıarda cMYC ve 

cFOS genlerinin mRNA düzeylerindeki değişiklik. Hedef genin ifade 
düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak normalize 

edildi. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 vs. Kontrol grubu hücre-

ler; ◊p <0.05; ◊◊p <0.01; ◊◊◊p <0.001 vs. Tekli Dosetaksel uygulanmış 
hücreler; #p <0.05; ##p <0.01; ###p <0.001 vs. Tekli EF24 uygulan-

mış hücreler. DOC: Dosetaksel. 

 

TARTIŞMA 
 

Çoklu ilaçlarla kombinasyon terapisi, toksisiteyi azalt-

mak ve sinerjik etkiyi arttırmak için kanser tedavisinde 

yaygın olarak uygulanmaktadır (43-45). Bu amaç doğ-

rultusunda çalışmamızda, kurkumin analoğu olan EF24 

ile mikrotübüllerin oluşumunu stabilize ederek hücre 

çoğalmasını durduran dosetaksel’in tek başına ve sıralı 

uygulamalarının MCF-7 meme kanser hücreleri üze-

rindeki etkilerini inceledik. 

Taksan grubunda yer alan ve sistemik etkili bir ilaç 

olan dosetaksel özellikle meme, over, prostat, mesane, 

mide ve akciğer kanserinde yaygın olarak kullanılmak-

tadır (20, 21, 46-48). Bununla birlikte, yapılan in vitro 

çalışmalarda dosetakselin meme ve serviks kanseri 

hücrelerinde bifazik cevap oluşturduğu gösterilmiştir. 

Buna göre, düşük konsantrasyonlarda (nM) uygulanan 

dosetaksel meme kanseri hücrelerinde mitotik katastro-

fu takip eden apoptoza neden olurken, yüksek konsant-

rasyonlarda (µM) uygulandığında ise terminal mitotik 

duraklamaya ve ilerleyen maruziyete bağlı olarak nek-

roza neden olmaktadır (49, 50). Wang ve ark. (51) 

tarafından MCF-7 hücrelerine 24 saat süreyle dosetak-

sel uygulanması sonucunda artan doza bağımlı olarak 

hücre canlılığının azaldığı gözlenmiş ve IC50 değerinin 

80 nM olduğu belirlenmiştir. Yine aynı çalışmada 

apoptotik hücre oranında meydana gelen azalmanın 

mikromolar konsantrasyonlara çıkıldığında yavaşladığı 

da gösterilmiştir (51). Öte yandan çalışmamızda dose-

taksel’in artan dozuna bağlı olarak hücre proliferasyo-

nunda belirgin düşüşe neden olmadığı ve mikromolar 

dozlarda dahi hücre canlılığının %80 üzerinde olduğu 

belirlenmiştir. Bu durum Hernández-Vargas ve ark. 

(52) tarafından MCF-7 hücrelerine yüksek konsantras-

yonlarda dosetaksel uygulanması ile gecikmiş mitotik 

duraksama ile açıklanmaktadır. Benzer şekilde Trebu-

nova ve ark. (53) dosetaksel’in nanomolar konsantras-

yonlardan mikromolar konsantrasyonlara kadar artan 

dozlarda MCF-7 hücrelerine uygulanmasını takiben 

direnç mekanizmalarının aktifleşerek yabanıl tip hücre-

lerin iki katına çıkmaları için gereken sürede meydana 

gelen oransal artışın dosetakselin yüksek konsantras-

yonlarında yavaşladığı bildirilmiştir. 

Ovaryum, prostat, kolon, meme, gastrik, pankreatik, 

mezotelyoma, küçük hücreli dışı akciğer kanseri ve 

hepatoselüler kanser gibi farklı hücre serileri ile yapı-

lan ve EF24’ün tek başına veya farklı ajanlar ile birlik-

te uygulandığı çalışmalar bulunmaktadır (29-36, 54, 

55). 10 µM EF-24, 24 saat sonunda MDA-MB-231 

meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu %100, 

DU-145 prostat kanseri hücrelerinin çoğalmasını ise 

%70-80 oranında baskılamıştır (56). Çalışmamızda, 

EF24’ün tek başına 24 saat süre ile MCF-7 hücrelerine 

uygulanmasının, hücre canlılığını doza bağımlı olarak 

anlamlı bir şekilde düşürdüğü ve hücrelerin %50’sini 

öldüren letal konsantrasyonunun 15 µM olduğu belir-

ledik. EF24, kombine uygulamalarda, birlikte kullanı-

lan ajanların etkisini arttıran bir molekül olarak karşı-

mıza çıkmaktadır (37, 54, 57). Bu çalışmalardan biri 

olan, Chen ve ark.’nın (54) yaptığı gastrik kanser mo-

delinde in vitro ve in vivo olarak gerçekleştirilen bir 

araştırmada, EF24’ün tek başına ve rapamisin ile bir-

likte uygulanmasının ardından, kombinasyon tedavisi-

nin hücreler üzerindeki doza ve zamana bağlı bir şekil-

de antiproliferatif ve apoptotik etkisininin olduğunu 

göstermişlerdir. EF24’ün rapamisinin kanser karşıtı 

özelliğini sinerjik bir etki yaratarak arttırdığını, etkisini 

ise, mitokondriyal fonksiyon kaybı ve apoptoz gibi 
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farklı moleküler yolaklar üzerinden gösterdiğini be-

lirtmişlerdir. Benzer şekilde çalışmamızda, EF24 ile 

dosetakselin sıralı bir şekilde uygulanmasının da dose-

takselin tek başına uygulamalarına kıyasla, hücre canlı-

lığını anlamlı düzeyde düşürdüğü gözlenmiştir (Şekil 

2a-c ve Şekil 4). Hücre canlılığında meydana gelen bu 

azalma, hücresel metabolik akitivitedeki değişimine 

dayanan ve proliferasyonun değerlendirilmesinde kul-

lanılan MTT yönteminin yanı sıra, apoptotik/nekrotik 

hücrelerin geç fazında görülen plazma membran bütün-

lüğünün bozulması sonucunda besiyerine salınan LDH 

miktarının ölçülmesi ile de desteklenmiştir (39). Ça-

lışmamızda, kısa süreli yüksek konsantrasyonda dose-

taksel uygulamasının belirgin bir sitotoksik etki oluş-

turmadığı, buna karşın EF24 ile ön muamele edilen 

dosetakselin sıralı bir şekilde uygulandığı hücrelerde 

ise hücre canlılığının belirgin bir şekilde azaldığı ve 

apoptotik hücre ölümünün de 24 saatin sonunda %30 

seviyelerine kadar yükseldiği, nekrotik hücre ölümü-

nün ise %10 seviyelerine çıktığı gözlenmiştir. 

Protoonkogen olan cFos ve cMyc gen ürünü proteinler, 

nüklear transkripsiyon faktörleri olup, hücre büyümesi, 

çoğalması, farklılaşması ve apoptoz sırasında gen ifa-

desinin aşamalı düzenlenmesi ile ilişkilidir (50, 58, 59). 

Kanser gelişiminde Fos ve Myc proteinlerinin katkısı 

olduğu bilinmektedir (60). Bazı tümör tiplerinde cFos 

ve cMyc düzeyinin arttığı gösterilmiş ve bu artışın 

artan hücre çoğalmasının bir kanıtı olacağı için tümör 

oluşumunda önemli rol oynadığı ileri sürülmüştür (58, 

59). Çalışmamızda, MCF-7 meme kanser hücre hattın-

da proliferasyonda etkili olan cMYC ve cFOS genleri-

nin, tek başına EF24 ve dosetaksel uygulanması sonrası 

ifade edilme oranlarının azaldığını belirledik. Bununla 

birlikte, EF24 ve dosetakselin sıralı uygulanmasını 

takiben cMYC ve cFOS genlerinin mRNA düzeylerin-

de görülen azalmanın EF24’ün tek başına verildiği 

gruba kıyasla daha belirgin olduğunu gözledik.  

EF24’ün MCF-7 ve farklı kanser hücre hatlarında 

cMYC ve cFOS genlerinin mRNA düzeylerine olan 

etkisi ile ilgili bir çalışmaya literatürde rastlamamakla 

birlikte, Adams ve ark. (41) tarafından yapılan bir 

çalışmada meme ve prostat kanser hücrelerine EF24 

uygulanması sonucu cMyc ve cFos protein düzeylerin-

deki değişim ELISA yöntemi ile gösterilmiştir. Bu 

çalışmada, 10 µM EF24’ü meme (MDA-MB-231) ve 

prostat (DU-145) kanser hücre hatlarına uygulandığın-

da, cMyc ve cFos protein düzeylerinin azaldığı göste-

rilmiştir (41). Bu nedenle, çalışmamızda 10 µM EF24 

sabit doz olarak seçilmiştir. Bunun yanı sıra, dosetak-

sel’in farklı kanser hücreleri üzerinde antiproliferatif 

etkilerinin olduğu, yapılan birkaç çalışmada gözlenmiş-

tir (61-63). Örneğin, el Khyari ve ark. (61) HT29-D4 

kolon kanser hücrelerinde yaptığı çalışmada, dosetak-

sel uygulaması sonrasında cMYC geninin mRNA dü-

zeylerinde anlamlı bir azalış olduğunu göstermişlerdir . 

Li ve ark. (62) ise A549 akciğer kanser hücre hattında 

dosetaksel’in cMYC mRNA düzeyine herhangi bir 

etkisinin olmadığını belirtmişlerdir. Buna ilaveten 

SW620 and HCT116 kolon kanser hücre hatları ile 

yapılan bir başka çalışmada ise dosetaksel’in Ginseno-

side Rg3 ile birlikte uygulanmasının cFOS geninin 

mRNA düzeylerini azalttığı gösterilmiştir (63). Dose-

takselin uygulandığı farklı kanser hücrelerinden elde 

edilen yanıtlardaki bu farklılıklar sadece ajanların uy-

gulama konsantrasyonuna, ya da etki mekanizmasına 

değil, aynı zamanda kanser hücresinin yapısal ve gene-

tik özelliklerine de bağlıdır (49). 

Dosataksel tedavisi uygulanan meme kanseri hastala-

rında ve paklitaksel tedavisi uygulanan metastatik 

meme kanseri hastalarında tedaviye ek olarak kurku-

min uygulanması ile ilgili Faz II çalışmaları devam 

etmektedir. Bu çalışmaların sonuçlarının olumlu olma-

sı, kurkumin ve analoglarının kanser tedavisinde kulla-

nılabilmesi açısından umut vaat etmektedir (64, 65). 

Genel olarak sonuçlarımız, EF24 ön uygulaması MCF-

7 hücrelerinin yüksek konsantrasyonda dosetaksele 

karşı verdiği cevabın belirgin bir şekilde değişmesine 

yol açmış ve 24 saatlik sürede konvansiyonel kemote-

rapi ilacının etkinliği hücre canlılığının azalması ve 

apoptotik etkinin ortaya çıkarılması yoluyla in vitro 

koşullarda arttığını göstermiştir. Sonuçlarımızı destek-

leyecek nitelikte, meme kanseri tedavisinde daha etkili 

olabilecek yeni moleküllerin bulunması ve bu ajanların 

etkilediği moleküler yolakların belirlenmesi için in 

vitro ve in vivo modeller ile yapılacak çalışmalara 

ihtiyaç vardır. 
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