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MAKALE BILGISI 

 

ÖZ  

Bu çalışmada, prostat kanserinin tedavisinde önemli bir kemoterapötik 

ajan olarak kullanılan docetaxelin, insan sağlam prostat hücresi (PNT1A) 

ve insan kanserli prostat hücresi (PC3) üzerindeki sitotoksik etkileri 

araştırılmıştır. Çalışmada ticari docetaxelin saf ve asetonda bekletilmiş 

formu kullanılmıştır. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-

tetrazolyum bromid] testi kullanılarak 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon 

sonrası yapılan analizlerde farklı docetaxel formlarının kullanımı arasında 

anlamlı bir fark bulunmadığı tespit edilmiştir (p<0.01). Elde edilen 

bulgular, docetaxel formlarının PC3 ve PNT1A hücreleri üzerinde doza 

bağımlı sitotoksik etkilerinin varlığını ortaya koymaktadır. Sitotoksik 

etkinin doza bağımlılığının özellikle ilk 24 saatte oldukça yüksek olduğu 

belirlenmiştir (PC3 için p<0.05, PNT1A için p<0.01). 48. saatte saf 

docetaxelin PC3 hücresi için IC50 değeri 0.0116 μg/mL, PNT1A hücresi 

için IC50 değeri 3.5462 μg/mL olarak hesaplanmıştır. Bu değerler 

docetaxelin PNT1A hücrelerinde, PC3 hücrelerine kıyasla daha düşük 

olsada, sitotoksik etki oluşturduğunu göstermektedir. Direnç geliştirmiş 

prostat kanseri hücrelerinde de terapötik etkileri olan docetaxelin ilaç 

taşıma sistemleri ile beraber kullanılarak sağlam hücrelerdeki hasarının 

azaltılması uygun bir yaklaşım olarak düşünülmektedir. 

ABSTRACT  

In this study, the cytotoxic effects of docetaxel, which is used as an 

important chemotherapeutic agent in the treatment of prostate cancer, on 

human intact prostate cell (PNT1A) and human cancerous prostate cell 

(PC3) were investigated. In the study, pure and acetone-soaked form of 
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commercial docetaxel was used. It was determined that there was no 

significant difference between the use of different forms of docetaxel in 

the analyzes performed after 24, 48 and 72 hours of incubation using the 

MTT[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide] 

test (p<0.01). It was found that docetaxel forms have dose dependent 

cytotoxic effects on PC3 and PNT1A cells. It was determined that the dose 

dependence of the cytotoxic effect was quite high, especially in the first 24 

hours (p<0.05 for PC3, p<0.01 for PNT1A). The IC50 value of pure 

docetaxel for PC3 cell was calculated as 0.0116 μg/mL and for PNT1A cell 

as 3.5462 μg/mL at 48. h. These values show that docetaxel produces a 

cytotoxic effect in PNT1A cells, although it is lower than in PC3 cells. 
Using docetaxel, which has therapeutic effects in resistant prostate cancer 

cells, together with drug delivery systems is considered as an appropriate 

approach for reducing the damage in healthy cells. 

 

 

1. GİRİŞ  

Bir hastalıklar grubu olan kanser, hücrelerin kontrolsüz şekilde çoğalması ve farklı dokulara 

yayılarak yeni bölgelerde bu neoplaziyi devam ettirmesi ile karakterize edilen bir vakadır. Bu kontrolsüz 

çoğalma sonucunda oluşan tümör dokularının gelişimi çok aşamalıdır. Bu süreçte hücre çoğalmasını 

aktif tutma, hücre çoğalmasını engelleyici sistemlerden kaçınma, tümör hücre ölümlerine karşı koyma, 

kendini kopyalama ile ölümsüzlüğe ulaşma, anjiyogenez oluşturma ve yayılım sağlama gibi tehlikeli 

sonuçlar oluşur [1]. 

Kanser, ekonomik olarak gelişmiş ve gelişmemiş ülkelerde önde gelen ölüm nedenidir ve kanser 

insidansı da dünya çapında artmaktadır [2-4]. Sadece 2020 yılında dünya genelinde kadın ve erkeklerde 

toplam 19 292 789 yeni vaka tahmin edilmiştir. Bu vakaların içerisinde göğüs kanseri 2 261 419 kişiyle 

birinci, akciğer kanseri 2 206 771 kişiyle ikinci, prostat kanseri 1 414 259 kişiyle üçüncü sırada yer 

almaktadır. Dünya geneli için insidansı 30,7 olan prostat kanseri erkeklerde akciğer kanserinden sonra 

en sık rastlanan ikinci kanser türüdür [5]. Prostat kanserinin başlangıç noktası ve kaynağı prostat bezidir. 

Tümör, prostat bezini tamamen kapladıktan sonra, üretra, rektum, mesane, kalça gibi yakın bölgelere 

metastaz gerçekleştirir. Aniden ivme kazanabilir ve tedavi edilmezse ölümcül olabilir [6]. Prostat 

bezinin farklı ve birden fazla yerinde eş zamanlı oluşabilen prostat kanseri, gelişme safhasını 

tamamladıktan sonra aktif olarak büyür ve prostat sınırlarını aşarak yayılma gösterir. Bunun devamında 

vücuttaki organlarla tedavi edilemez etkileşimlere girer [7]. Kemoterapi, cerrahi rezeksiyon ve 

radyoterapi bu korkunç hastalıkla mücadelede başlıca yöntemlerdir. Süreçte ilk olarak tümör boyutunu 

küçültmek için kemoterapi kullanılır, sonrasında cerrahi olarak müdahale edilir ve son olarak 

radyoterapi uygulanır [8, 9]. Kemoterapi bu sebepten ötürü hastalığın tedavisinde oldukça önemlidir.  

Docetaxel (Dtxl) (C43H53NO14; 807.9 g/mol), Taxus baccata ağacından elde edilen, taxan grubu 

yarı sentetik bir alkaloiddir. Prostat, meme, akciğer, mide, yumurtalık, baş ve boyun kanserlerinde sıkça 
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kullanılan bir antitümör ajanıdır [10, 11]. Prostat kanseri hastalarının önemli bir kısmı, ilk pozitif 

yanıttan sonra nüks yaşar ve kastrasyona dirençli prostat kanseri (CRPC) adı verilen ikinci bir aşamaya 

ilerler. 2010'dan beri, docetaxel CRPC için de diğer tedavi edicilerle kombine edilerek, sıklıkla 

kullanılmaktadır [12, 13].  

İlacın uygulanış şekilleri ve kendi yapısından ileri gelen lokal ve sistemik toksisiteler klinik 

kullanımının başlıca dezavantajlarıdır [14]. Ayrıca, ilacın karaciğerde ve kanserli hücrelerde yoğun 

metabolizması, kemoterapötik etkinliğinin azalmasına yol açar [10]. İlacın hızlı eliminasyonundan 

ötürü, vücuttaki minimum terapötik dozuna ulaşabilmek için yüksek dozlarda kullanılması gerekir. Son 

otuz yıldan bu yana yapılan araştırmalar, sitotoksik ajanı dolaşımda tutmak, kanda kontrollü salım ve 

normal hücrelere daha az etki ile daha seçici dağıtım adına alternatif taşıyıcılar konusunda önemli bir 

gereklilik ortaya çıkmıştır [15-18]. 

Bununla birlikte kemoterapik etkinliğin korunmasını desteklemek amacıyla taşınım 

sistemlerinin sitotoksik özelliklerinin de hücre kültürü düzeyinde araştırılması gerekmektedir. Hücrenin 

Yaşayabilirliği Testi (MTT) etkili, doğru ve yaygın kullanılan bir spektrofotometrik yöntem olarak 

uluslararası kabul görmüştür. Hücrenin yaşayabilirliği testi, kullanılan malzemenin sitotoksik olup 

olmadığını veya hangi dozlarda sitotoksik özellik gösterebileceğini belirlemeye yarayan kantitatif bir 

testtir.  

Bu amaçla çalışmamızda aseton içinde bir süre bekletilmiş ve saf olarak kullanılmış iki ayrı 

docetaxel örneğini, insan prostat kanseri hücre hatları (PC3) ve insan sağlıklı prostat hücre hatları 

(PNT1A) hücreleri üzerinde araştırdık. Bu sayede hem asetonun Dtxl üzerindeki etkisini hem de Dtxl’in 

PC3 ve PNT1A hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerini doza ve zamana bağlı olarak inceledik. 

 

2. MATERYAL VE METOT  

2.1 Reaktifler ve Standartlar 

İnsan prostat kanseri hücre hatları (PC3) ve insan sağlıklı prostat hücre hatları (PNT1A) 

Amerikan tip kültür koleksiyonundan satın alındı (ATCC, Rockville, MD). Docetaxel, DMEM/F-12, 

Fetal Bovine Serum (10%-FBS), Streptomycin-Penicillin (1000 U/mL penicillin ve 100 μg/mL 

streptomycin), RPMI-1640, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide], 

fosfat tamponu (PBS, 0.01M), trypan blue, dimetil sülfoksit (DMSO), nutrient broth (NB), Aseton (Ace) 

ve Trypsin EDTA Sigma-Aldrich (Germany)’ den temin edildi. Annexin V-FITC/PI Det. Kit I (556547- 

BD Pharmingen) BD Bioscience’dan satın alındı (Germany). Tüm kimyasallar analitik saflıkta olup, 

deneysel aşamalarda ultra saf su kullanıldı. 
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2.2 Kullanılan Cihazlar 

Hücreler, New Brunswick Galaxy 170s içerisinde inkübe edildi ve hücre kültürü çalışmaları 

Telstar-Class II Tip laminar kabinde gerçekleştirildi. Hücrenin yaşayabilirliği testi  spektrofotometrik 

ölçümleri SpektramaxM5 microplate okuyucu ile alındı. 

 

2.3 Docetaxel Örneklerinin Hazırlanması 

Literatürde docetaxel saf olarak kullanılır ancak asetonda çözünerek kullanılmasına dair 

örnekler de bulunmaktadır [19]. Bu iki uygulanmanın karşılaştırılması açısından çalışmamızda 24 saat 

250 μL aseton içerisinde bekletilip ardından asetonu uçurulmuş (Dtxl.A) ve herhangi bir ön hazırlık 

yapılmamış (Dtxl) iki farklı docetaxel örneği kullanıldı. Daha sonra DMSO içerisinde 0, 0.5, 1, 2, 2.5, 

5, 10 ve 25 μg/mL derişimlerinde numuneler hazırlandı.  

 

2.4 Hücre Kültürü Çalışmaları ve Hücre Sayımı 

PC3 ve PNT1A hücre hatları, sırasıyla DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: 

Nutrient Mixture F-12) ve RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) ortamında kültürlendi. 

DMEM/F-12 ve RPMI-1640, %5 CO2 içeren nemli ortam koşullarında 37oC'de inaktive edilmiş fetal 

sığır serumu (%10 - FBS) ve streptomisin-penisilin ile desteklenmiştir. 

Flasklarda çoğaltılan canlı hücre sayısı yeterli seviyelere geldiğinde hücre ile ilgili deneylere 

başlandı. Hücreler CO2 inkübatöründen çıkarıldı ve besiyeri kısmı alındı. Şişe PBS (fosfat tampon, 0.01 

M, pH=7.4) ile yıkandı ve ardından Trypsin-EDTA ile hücreler yüzeyden ayrıldı. Sonrasında besiyeri 

ilavesi yapılan şişelerdeki hücreler tüpe alındı. Sayım için tüpteki hücrelerden 10 µL alınıp 90 µL trypan 

blue eklendi ve dispers edildi. Oluşan karışımın 10 µL’si ile Neubauer sayım bölmesi kullanılarak 

prosedüre uygun şekilde sayım yapıldı (Şekil 1). Hücre sayısı, prosedürde yer alan, aşağıdaki formül ile 

hesaplandı [20]. 

 

 

𝐻ü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤

𝑚𝐿
=

𝑆𝑎𝑦𝚤𝑙𝑎𝑛 ℎü𝑐𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤

𝑆𝑎𝑦𝚤𝑙𝑎𝑛 𝑘𝑎𝑟𝑒 𝑠𝑎𝑦𝚤𝑠𝚤
𝑋10000𝑋𝑆𝑒𝑦𝑟𝑒𝑙𝑡𝑚𝑒 𝑜𝑟𝑎𝑛𝚤 
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Şekil 1. Neubauer sayım bölmesi detayı [20] 

 

2.5 Hücrenin Yaşayabilirliği Testi 

Dtxl.A ve Dtxl'nin sitotoksisite çalışmaları, 24, 48 ve 72. saatlerde MTT testi kullanılarak 

incelendi [21]. Hücredeki mitokondriyal enzimlerin, çalışma sırasında hücreye eklenen, sarı renkli 

tetrazolyum boyasını mor renkli formazan kristallerine indüklemesinin ölçümü metodun özet halidir. 

Yaklaşık 5000 hücre içeren 95 μL süspansiyon, 96 oyuklu plakaya yerleştirildi. 24, 48 ve 72. saatlerde 

ölçülecek her hücre hattı için toplam 3 plaka hazırlandı. Dtxl.A ve Dtxl numuneleri 0, 0.5, 1, 2, 2.5, 5, 

10 ve 25 μg/mL konsantrasyonlarında hazırlandı ve kuyucuklara 5’er μL eklendi. Plakalar 37 °C'de %5 

CO2 içinde inkübe edildi. 

Plakalardaki hücrelerin ortamı 24, 48 ve 72. saatlerde dikkatlice çıkarıldı ve her bir oyuğa 10 

µL MTT (5mg/mL) ilave edildi. Plakalar 37oC'de %5 CO2 içinde 4 saat inkübe edildikten sonra 

süpernatant içeriği çıkarıldı ve kuyucuklara 100 µL DMSO ilave edildi. Karanlıkta 15 dakika 

bekledikten sonra 570 nm'de mikroplaka okuyucu ile absorbans değerleri okundu. Elde edilen 

absorbans değerleri ile hücrenin yaşayabilirliği (%) aşağıdaki formül kullanılarak hesaplandı:  

 

𝐻ü𝑐𝑟𝑒𝑛𝑖𝑛 𝑦𝑎ş𝑎𝑦𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑟𝑙𝑖ğ𝑖 (%) =  
Ö𝑟𝑛𝑒ğ𝑖𝑛 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝚤

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙ü𝑛 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑠𝚤
× 100 

 

TT testi 3 tekrarlı çalışılmış ve istatistik değerler IBM SPSS Statistics 26 yazılımı kullanılarak, 

ANOVA/Tukey ve korelasyon parametrelerinde hesaplanmıştır.  
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

MTT çalışmaları PC3 ve PNT1A hücre hatlarına Dtxl ve Dtxl.A uygulanarak yapıldı. 24, 48 ve 

72. saatlerde PC3 ve PNT1A hücre hatları ile yapılmış olan çalışmanın sonucunda 570 nm’de okunan 

absorbanslar ile hesaplanmış olan hücrenin yaşayabilirliği (%) Tablo 1’de verilmiştir. 

Tablo 1. MTT testi sonucunda elde edilen absorbanslardan hesaplanmış hücre yaşayabilirliği (%) değerleri 

 24 saat 48 saat 72 saat 

Kons. 

(µg/mL) 

Dtxl.A   

PC3 

Dtxl        

PC3 

Dtxl.A       

PNT 

Dtxl  

PNT 

Dtxl.A 

PC3 

Dtxl  

PC3 

Dtxl.A  

PNT 

Dtxl  

PNT 

Dtxl.A 

PC3 

Dtxl  

PC3 

Dtxl.A  

PNT 

Dtxl  

PNT 

0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

0.5 88 89 76 74 41 42 50 51 27 26 38 36 

1 75 78 65 65 29 31 46 46 22 24 31 31 

2 69 65 61 61 28 25 44 44 20 22 27 29 

2.5 57 54 58 58 24 22 42 44 19 21 25 27 

5 50 50 52 52 22 21 40 42 19 20 20 21 

10 46 42 49 49 20 20 26 23 15 14 13 12 

25 32 33 45 45 13 13 13 13 4 3 7 7 

*PNT1A hücresinin adı PNT olarak kısaltılmıştır. 

Dtxl ve Dtxl.A formlarının PC3 ve PNT1A hücre hatları üzerindeki hücre yaşayabilirlik 

yüzdesine etkisinin doza bağımlı olduğu ve 72. saatte en yüksek olduğu (%3) görülmüştür. Hücre 

yaşayabilirliği değerlerine etkinin en düşük olduğu ölçümler 24. saatte görülmüştür. Bu saatteki en 

yüksek canlılık %89 değeri ile Dtxl-PC3 kuyucuğunda 0.5 µg/mL derişimde, en düşük canlılık ise %32 

değeri ile Dtxl.A-PC3 kuyucuğunda 25 µg/mL derişiminde ölçülmüştür. Hücre yaşayabilirlik yüzdesi, 

24. saat uygulanan düşük dozlar dışında, PC3 hücrelerinde genellikle daha düşük görüldü. PC3 ve 

PNT1A hücrelerine uygulanmış olan Dtxl-A ve Dtxl ilaçlarının derişimine karşı canlı hücre yüzdeleri 

karşılaştırılarak grafiğe geçirildi (Şekil 2, 3 ve 4).  

Trevizan ve ark. [22] yaptıkları çalışmada PC3 hücresindeki 48. saat sitotoksisite ölçümleri 

sonucunda 5nM üzerindeki Dxtl’in sitotoksik özellik gösterdiğini belirtmiştir ve uygulanan derişim ile 

birlikte sitotoksisitenin de arttığını ortaya koymuştur.  

Aynı zaman, derişim ve hücre hattına bakıldığında Dtxl.A ve Dtxl uygulamaları arasında 

anlamlı bir fark gözlenmemiştir (p<0.01). Bu durum, docetaxel uygulamalarında aseton kullanılmasının 

sonuçları etkilemeyeceğini açık şekilde göstermektedir.  
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Şekil 2. Dtxl-A ve Dtxl’nin farklı konsantrasyonlarında canlı hücre yüzdelerindeki değişim (24. saat) 

 

 

 

 

Şekil 3. Dtxl-A ve Dtxl’nin farklı konsantrasyonlarında canlı hücre yüzdelerindeki değişim (48. saat) 
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Şekil 4. Dtxl-A ve Dtxl’nin farklı konsantrasyonlarında canlı hücre yüzdelerindeki değişim (72. saat) 

 

Kemoterapide ilaç derişiminin, terapötik özelliğine etkisi önemlidir. Bu açıdan bulgular 

değerlendirildiğinde, PC3 hücrelerinde 24 saatlik uygulama sonrasında (p<0.05) PNT1A hücrelerinde 

ise 24 ve 48 saatlik uygulama sonrasında (p<0.01) hesaplanan hücre canlılığı ile uygulanan ilaç dozları 

arasında anlamlı ilişki tespit edilmiştir. Bu anlamlı ilişki, ilacın doz ayarlanması konusunda yardımcı 

olabilecek bir olgudur.  

Diğer yandan, ilaçların 24, 48 ve 72. saatlerdeki etkileri birbiriyle karşılaştırılmış ve sadece PC3 

hücre hatları üzerinde 24 ve 72. saatler arasında anlamlı fark olduğu görülmüştür (p<0.05). 

Ölçülen % canlılık değerlerinin dozlara karşı dağılım grafikleri çizildi ve doğru denklemlerinden 

IC50 (tümör hücresi proliferasyonunu %50 inhibe etmek için gerekli konsantrasyon değerleri) (Tablo 

2) aşağıdaki formüle göre hesaplandı: 

𝐷𝑜ğ𝑟𝑢 𝑑𝑒𝑛𝑘𝑙𝑒𝑚𝑖: 𝑦 = 𝑎𝑥 + 𝑏         ;                              𝐼𝐶50 =
50 − 𝑏

𝑎
 

 

Tablo 2. MTT sonuçları ile elde edilen IC50 değerleri (µg/mL) 

 PC3 (IC50) PNT1-A (IC50) 

 24 s 48 s 72 s 24 s 48 s 72 s 

Dtxl.A 12.5929 0.0214 0.0007 15.6621 3.3343 0.0277 

Dtxl 12.2100 0.0116 0.0016 15.7665 3.5462 0.0410 
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Dtxl.A ve Dtxl uygulamaları sonucu elde edilen IC50 değerlerinin birbirleriyle 

karşılaştırılmaları sonucu anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür (p<0.05). Aynı zamanda IC50 değerleri 

ile zaman arasında da anlamlı bir ilişki olmadığı belirlenmiştir (p<0.05).  

IC50 değerlerine bakıldığında en yüksek antiproliferatif (çoğalma önleyici) etki PC3 hücre 

hattında 72. saatte meydana gelmiştir (7x10-4 µg/mL). En düşük antiproliferatif etki PNT1-A hücre 

hattında 24. saatte meydana gelmiştir (15.7665 µg/mL).  

Monteverde ve ark. [23] PC3 hücreleri üzerinde docetaxel ve vandetanib ile yaptığı çalışmada 

48. saat için IC50 değerini hesaplamış ve sonucu 0.984 nM olarak tespit etmişlerdir. Fernandes ve 

ark.’nın [24] doxetaxel ve docetaxelin lipozom vasıtasıyla taşınması ile ilgili çalışmalarında 48. saatte 

PC3 hücrelerinde docetaxelin IC50 değerinin 0.044 µg/mL olduğunu belirlemişlerdir.  

Morikawa ve ark. [25] PC3 ve LNCaP hücreleri üzerinde docetaxel ve rapamisin ile çalışmıştır. 

Bu çalışmada 72. saatte MTS [(3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -5- (3-karboksimetoksifenil) -2- (4-sülffenil) 

-2H-tetrazolium)] ile yaptıkları yaşayabilirlik testi sonucunda 1nM docetaxelin hücrenin canlılığını % 

81.2’ye düşürdüğünü ve IC50 değerinin 0.004 olduğunu bildirmiştir. 

Nagesh ve ark. [19] yaptıkları benzer bir çalışmada MTS ile yaşayabilirliği belirlemiş ve 48. 

saatteki ölçümlerinde docetaxelin PC3 uygulamasındaki IC50 değerini 15,6 nM olarak bulmuştur. 

Ayrıca docetaxelin sitotoksik özelliğinin doza bağımlı değiştiğini belirtmiştir. Başka bir çalışmada [26] 

ise docetaxelin 72. saatte PC3 hücrelerinde önemli canlılık düşüşünün 5nM derişimden sonra görüldüğü 

söylenmiştir ve doza bağımlı bir değişimden söz edilmiştir.  

 

4. SONUÇLAR  

Çalışmamızdan elde edilen veriler, özellikle ilaç taşıma sistemlerinde docetaxel ile beraber 

uygulanabilen asetonun ilaç sitotoksisitesine anlamlı bir etkisi olmadığı ortaya koyulmuştur (p<0.01). 

Bu da ilaç taşıma sistemlerinde aseton ile docetaxelin bağlanmasını kolaylaştırmanın uygun bir yöntem 

olduğunu göstermektedir. 

Araştırma bulguları, ilacın doz ayarlamasının tedavide önemli olduğunu da göstermiştir. Doza 

bağımlı olan docetaxel tedavisi özellikle ilk 24 saatte bu bağımlılığı daha net göstermektedir (PC3 için 

p<0.05, PNT1A için p<0.01). 

Sonuçlar aynı zamanda, kemoterapötik bir ajan olan docetaxelin kanserli dokular yanında 

sağlam dokulara da zarar verebildiğini göstermektedir. Bu açıdan bakıldığında, son yıllarda sıklıkla 

araştırmaları yapılan, ilaç taşıma sistemlerinin hem sağlam dokunun hasarının azaltılması hem de tümör 

üzerindeki terapötik etkinin artırılması adına kullanışlı bir tedavi yöntemi olduğu söylenebilir. 
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