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Meme kanseri MCF-7 hücre hattında paklitaksel ve 
vinkristin’e karşı gelişmiş çoklu ilaç direnci mekanizmalarının 

mikrodizin analizi ile belirlenmesi

Determination of mechanisms of multiple drug resistance in MCF-7 cell line 
developed against paclitaxel and vincristine by microarray analysis

Meltem DEMİREL KARS,1 Özlem DARCANSOY İŞERİ,2 Fikret ARPACI,3 Ufuk GÜNDÜZ1

OBJECTIVES

Acquired or intrinsic multiple drug resistance (MDR) is one 
of the limitations for successful chemotherapy. In this study, 
MDR mechanisms developed after paclitaxel and vincristine 
application in MCF-7 cell line were investigated.

METHODS

Paclitaxel and vincristine were applied to MCF-7 cell line in 
stepwise manner. The resistance levels of the cells were deter-
mined by XTT test. The levels of all of the genes in resistant 
and sensitive cells were determined by microarray assay.   

RESULTS

MCF-7/400nMPac and MCF-7/120nMVinc cells are 150- and 
30-fold resistant compared to sensitive MCF-7. Upregulation 
of MDR1 gene is found to be important in resistance. The 
expression levels of the genes encoding detoxifying enzymes 
were upregulated and some apoptotic gene levels were down-
regulated. Changes in expression levels of metastatic genes, 
some oncogenes, cell cycle, and tubulin-related genes were 
found. 

CONCLUSION

According to these results, change in expression level of 
MDR1 gene seems to be important in resistance in MCF-7 
cells. 
Key words: Apoptotic pathway; beta tubulin; multiple drug resistan-
ce; MCF-7; microarray analysis. 

AMAÇ

Sonradan kazanılan veya tedavi öncesi varolan çoklu ilaç di-
rençliliği (ÇİD) kemoterapide başarıyı engelleyen nedenler-
den biridir. Bu çalışmada, paklitaksel ve vinkristin’e karşı ge-
lişen ÇİD mekanizmaları MCF-7 hücre hattında araştırıldı.

GEREÇ VE YÖNTEM

MCF-7 hücreleri önce kademeli olarak paklitaksel ve vinkris-
tin doz artışlarına maruz bırakıldı. Hücrelerin direnç seviyele-
ri XTT testi ile belirlendi. Tüm dirençli ve duyarlı hücrelerde 
genlerin düzeyleri mikrodizin yöntemiyle belirlendi.

BULGULAR

MCF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink hücre hatlarının or-
jinal hücrelere göre 150 ve 30 kat daha dirençli oldukları bu-
lundu. MDR1 genin ifadesindeki artışın dirençlilik mekanizma-
ları arasında önemli olduğu bulundu. Hücrelerde toksik madde-
lerin metabolize edilmesiyle ilgili genlerin ifade düzeylerinde 
artışlar gözlenirken, apoptozla ilgili bazı genlerin ifadelerinde 
azalmalar olduğu görüldü. Metastaz genlerinde, bazı onkojen-
lerde, hücre döngüsünü düzenleyen ve tübülin metabolizmasıy-
la ilgili genin ifade düzeylerinde değişimler saptandı.

SONUÇ 

ÇİD’de MDR1 genindeki değişikliğin MCF-7’de paklitaksel 
ve vinkristin dirençliliğinde temel mekanizma olduğu görül-
müştür. 
Anahtar sözcükler: Apoptotik yolak; beta tübülin; çoklu ilaç dirençli-
liği; MCF-7; mikrodizin analizi. 
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Kemoterapi, meme kanseri tedavisinde uygula-
nan en yaygın ve etkili yöntemdir. Ancak, kemote-
rapi süresince, hastaların tedaviye cevap vermeme-
si veya tedavi sonrası kanserin tekrarlaması sıklık-
la görülen bir durumdur.[1] Kanser tedavisinde ba-
şarıya ulaşmak için genellikle birden fazla antikan-
ser ilacı uygulanmaktadır. Ancak, sonradan kaza-
nılan ya da tedavi öncesi kişide varolan ilaç direnç-
liliği, kanser kemoterapisinde başarıya ulaşmayı 
büyük ölçüde engellemektedir. Bu duruma “çok-
lu ilaç dirençliliği” (ÇİD, multiple drug resistan-
ce; MDR) denilmektedir.[2] Kemoterapiye karşı ge-
liştirilen dirençlilik pekçok antikanser ilacın hasta-
lar üzerinde beklenen etkisini gösterememesine ve 
hastalığın ilerlemesine neden olmaktadır. Artırılan 
ilaç dozları ise hastalarda görülen yan etkilerin art-
masına neden olmaktadır. Ayrıca, dirençlilik nede-
niyle zaman ve ilaç kaybı olmakta, hastaların teda-
visi zorlaşmaktadır. 

Bu çalışmada amaç, paklitaksel ve vinkristin’e 
karşı gelişen ÇİD mekanizmalarının meme kanse-
rine model hücre hattında (MCF-7’de) belirlenme-
sidir. MCF-7 hücre hattında ilaç dirençliliği feno-
tipine neden olan moleküler mekanizmaların ince-
lenmesi, hastalığı moleküler düzeyde anlamayı ve 
hücrelerin kemoterapötiklere olan direncini önleye-
bilmek için yöntem geliştirilmesini sağlayacaktır. 

Bitki alkoloidlerinden taksoid grubu ilaçlardan 
olan paklitaksel mitoz bölünme sırasında mikrotü-
büllerin β-tübülin alt grubuna bağlanarak, mikro-
tübüllerin tübülinlere dönüşmesini ve mitoz bölün-
me sırasında oluşan iğ ipliklerinin yıkımını engel-
ler ve hücre bölünmesini durdurur.[3] Memeliler-
de altı β-tübülin izotipi bulunmaktadır ve izotiple-
rin ekspresyonları dokulara özgündür. Vinka alko-
loidler, Cezayir menekşesinden (Catharanthus ro-
seus) elde edilmektedir. Vinkristin uygulanan hüc-
reler, zayıf olan mitotik iğ ipilikleri yüzünden nor-
mal mitoza devam edemezler ve hasar gören bu 
hücreler ölürler.[4]

Hücrelerdeki, zararlı ve toksik maddeleri uzak-
laştıran biyokimyasal sistemlerin olduğu bilinmek-
tedir. İlaç tedavileri sırasında bu sistemlerin güç-
lendiği ve kemoterapötik ilaçların etkili bir şekil-
de hücre dışına atıldığı görülmüştür. Çoklu ilaç di-
rençliliğine neden olan mekanizmalardan bazıla-

rı, ABC taşıyıcı gen ailesi proteinlerinin ekspres-
yonlarındaki artış, hücreleri programlanmış ölü-
me (apoptoz) götüren yolaklardan bazılarının blo-
ke olması ve ilaç hedef moleküllerindeki değişim-
lerdir.[5-8]

Moleküler düzeyde yapılacak çalışmalar, kan-
ser tedavi stratejilerinin belirlenmesinde önemlidir. 
Çoklu ilaç dirençliliğine sebep olan genlerin etkisi-
nin tanımlanması sonucunda kemoterapi için kul-
lanılan ilaç stratejilerine kişiye özel olarak şekil-
lendirilebilir. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Dirençli Hücre Hatlarının Geliştirilmesi, 
Kültür Ortamı
Meme kanserine model hücre hatlarından biri 

olan MCF-7 hücreleri, 69 yaşında beyaz ırk bir ba-
yan hastanın meme epitel dokusundan elde edil-
miştir. Tek katmanlı büyüyen yapışkan hücre hat-
tıdır. Hücrelerde %10’luk (v/v) fötal dana serumu 
(Fetal bovine serum, FBS, Biochrom AG, Berlin) 
2 mM L-glutamin, içeren RPMI 1640 (Biochrom 
AG, Berlin) kullanılır; mikrobiyal enfeksiyonu ön-
lemek için de vasata gentamisin (1 mg/mL, Biolo-
gical Industries, Israel) eklenerek, 37°C’de, %5’lik 
CO2’de Heracell inkübatörde üretilmiştir.[9] Yapış-
kan hücreler, hücre kültür kabının %70’ini kapla-
dığında tripsin-EDTA ile pasajlanmıştır. Hücreler 
kademeli olarak paklitaksel (0.1 nM- 400 nM) ve 
vinkristin (2 nM- 120 nM) doz artışlarıyla muamele 
edilerek dirençli hale getirilmiştir. Elde edilen hüc-
reler MCF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink 
olarak adlandırılmıştır. 

Sitotoksisite Analizi (XTT)
XTT yönteminde[10] 96 kuyulu plaklarda, her 

kuyuya 5000 hücre ekildi. Bir gece inkübasyondan 
sonra, hücrelerin üzerine artan dozlarda antikanser 
ilaç eklenmiştir. 72 saat inkübasyonun ardından 
her kuyuya XTT (Sodium 3,3’-{1-[(phenyl ami-
no) carbonyl]-3,4 tetrazolium}-Bis(4-methoxy-6-
nitro) benzene sulfonic acid hydrate; Biological 
Industries, Israel) solüsyonu eklenmiştir (50 µl/
kuyu). 2-3 saat inkübasyondan sonra, ELISA oku-
yucuda (Spectromax 340 96-well plate reader, Mo-
lecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) 500 nm 
arasında optik yoğunluklar belirlenerek her ilaç 
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için IC50 hesaplanmıştır. Duyarlı ve dirençli hücre-
lerin IC50 değerleri kullanılarak hücrelerin direnç-
lilik indisleri R= IC50 dirençli hat/ IC50 duyarlı hat 
denklemi ile belirlenmiştir.

RNA İzolasyonu ve 
Komplement RNA Sentezi 
Duyarlı ve dirençli hücre hatlarından TRI Re-

agent (Sigma, St. Louis, MO, USA) kullanılarak 
RNA izolasyonu yapılmıştır. RNA kalitesi OD260nm 
/OD280nm: 1.8-2.0 oranında ve konsantrasyonu en az 
2.5 µg/ µL dir.[11] Her hücre hattından iki RNA ör-
neği alınmıştır. Mikrodizin analizi her hat için iki 
defa yapılmıştır. RNA örneklerinden komplement 
DNA One-Cycle Target Labelling Assay (Aff-
ymetrix, Santa Clara, CA, USA) ile elde edilmiş-
tir. IVT işaretleme yöntemi ile biyotinli cRNA Aff-
ymetrix GeneChip kit kullanılarak elde edilmiş ve 
cRNA örnekleri Mg+2 ile muamele edilerek kırıl-
mış ve hibridizasyon işlemi için hazırlanmıştır.

Hibridizasyon ve Örneklerin Taranması 
Biyotin ile işaretlemiş ve kırılmış olan komp-

lement RNA örnekleri kontrol cRNA’lar ile bir-
likte 49/64 format tip Affymetrix GeneChip® (Hu-
man Genome U133 Plus 2.0 Array) çiplerine yük-
lenmiştir. Hibridizasyon işlemi Affymetrix GeneC-
hip® Hybridization Oven 640 hibridizasyon fırının-
da 45ºC’de, 60 rpm’de 17 saat yapılmıştır. Yıka-
ma ve tarama Affymetrix GeneChip® Fuidics Sta-
tion 450 ve Affymetrix GeneChip® Scanner 3000 
yıkama-tarama istasyonunda yapılmıştır. 

Data Analizi ve Gen Listelerinin Belirlenmesi
İlk analiz Affymetrix GeneChip Operating Soft-

ware (GCOS) program kullanılarak yapılmıştır. Ka-
lite kontrol için poliA kontrol sinyalleri ve çip arka 
plan sinyalleri temel olarak değerlendirilmiştir. Ge-
neSpring GX 7.3.1 programı (Agilent Technologies, 
Inc., Santa Clara, CA, USA) kullanılarak ileri data 
analizi ve değerlendirmesi yapılmıştır. Data Robust 
Multichip Average (RMA) normalizasyon algorit-
maları ile normalleştirilmiştir. İstatistiksel olarak 
anlamlı replica data bağımsız t-test (α=0.05) ile se-
çilmiştir. Dirençli ve duyarlı hücre hatları arasında 
anlamlı olarak ifade düzeyi değişmiş olan genlerle 
standart korelasyon kullanılarak gen ağaçları oluş-
turulmuştur (Şekil 1). Genler volcano plot ile (Şekil 
2) filtrelenmiştir. İfade düzeyi iki kat ve daha fazla 

artan ve azalan genler filtrelenip listelenmiştir. Pak-
litaksel ve vinkristin dirençliliği gelişiminde etkili 
olan genler ve dirençlilik gelişirken ifade düzeyleri 
değişen genler belirlenmiştir. 

BULGULAR

Sitotoksisite Analizi (XTT)
XTT sitotoksisite sonuçlarına göre (Tablo 1) 

MCF-7/400nMPak ve MCF-7/120nMVink hüc-

Şekil 1. MCF-7/120nMVink ve MCF-7/S karşılaştıran gen 
ağacı.

Şekil 2. MCF-7/120nMVink hücre hattında duyarlı hücreye 
göre ifadesi iki kat ve daha fazla artan ve azalan gen-
lerin Volcano plot ile filtrelenmesi. 



re hatları uygulanan seçici ajanlara 150 ve 30 kat 
dirençlilik geliştirmişlerdir. Gelişen dirençlilikte 
hangi genlerin ifade düzeylerinin değişimlerinin 
etkili olduğu mikrodizin analizleri sonucunda be-
lirlenmiştir. 

Hibridizasyon ve Örneklerin Taranması 
Hibridizasyon, yıkama ve tarama işlemlerinden 

sonra tüm örnekler kalite kontrollerinden geçmiş 
ve Şekil 3’deki görüntü elde edilmiştir. 

Mikrodizin Analizi
Mikrodizin analizi duyarlı ve dirençli MCF-7 

hücre hatlarında paklitaksel ve vinkristin direnç-
liliğinin mekanizmalarının detaylı olarak belirlen-
mesini sağlamıştır. Pek çok biyolojik yolaklar ile 
ilaç dirençliliği ilişkileri değerlendirilmiştir. Miro-
dizin analiz sonuçları seçilen bazı gen ve protein-
ler için GT-PZR, Western Blot ve İmmün Sitokim-

ya teknikleri ile de doğrulanmıştır. MCF-7 hücre 
hattında paklitaksel ve vinkristin dirençliliği geli-
şimiyle önemli bağlantısı olan genler ilişkilendiri-
lerek paklitaksel ve vinkristin dirençliliğine neden 
olan ve dirençlilik gelişirken ortaya çıkan meka-
nizmalar şematize edilmiştir (Şekil 4, 5). 

TARTIŞMA

Mikrodizin analiz sonuçlarına göre, MDR1 
geni aşırı ifadesinin MCF-7/400nMPak and MCF-
7/120nMVink hücrlerindeki dirençliliğin en önem-
li nedeni olabileceği tespit edilmiştir. Bunun 
yanı sıra ilaçları detoksifiye eden gluthahion-S-
transferaz (GST) enzimini kodlayan gen (GSTP1) 
ifade düzeyindeki artışında hüre hatlarında önemli 
bir dirençlilik mekanizması olduğu ve MRP1 pro-
teini yardımıyla ilaç pomplanmasına katkıda bu-
lunduğu düşünülmektedir. Bu bulgular literatürde-
ki bilgilerle paraleldir.[12]

Beta-tübülin izotiplerinin ifade düzeylerinde-
ki değişimler de adı geçen ilaçlara gelişen direnç-
lilik için önemli görülmektedir. Tau tübülin kinaz 
enzimini kodlayan TTBK gen ifadesindeki atış da 
meme kanserinde paklitaksel direçliliği için önem-
li bir mekanizma olabilir. Rouzier ve grubu mikro-
tübül ile ilgili protein tau meme kanserinde pakli-
taksel dirençliliği ile ilgisinin olduğunu göstermiş-
tir.[13] Mikrotübül ile ilgili genlerin ifade düzeyle-
ri iki hücre hattında da çoğunlukla artş göstermiş-
tir. Mikrotübül dinamiğindeki değişimler antikan-
ser ilaçların mikrotübüllere olan bağlanma özellik-
lerinde etkili olarak ilaç dirençliliği gelişimine ne-
den olmuş olabilir. 

Apoptotik yolaklarda bulunan, büyüme faktör-
lerini ve reseptörlerini kodlayan, tümör mikro çev-
resinde rol alan ve hücre döngüsünde etkili olan 
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Tablo 1
Antikanser ajanların duyarlı ve dirençli MCF-7 hücre hatlarına antiproliferatif etkisi ve dirençlilik indisleri

Hücre hattı Antikanser ajan IC50 (μM) ± SEMγ Dirençlilik indisi

MCF-7/S Paklitaksel 2.12±0.23 –
 Vinkristin 5.45±0.66 –
MCF-7/400nMPak Paklitaksel 317.94±0.20 149.98*

MCF-7/120nMVink Vinkristin 162.29±2.19 29.78*

γ Standart error of the means: standart hata; * Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık vardır (p<0.05).

Şekil 3. Yıkama ve tarama işlemini sonucunda elde edilen çip 
görüntüsü.
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bazı genlerin ifade düzeylerindeki değişimler di-
rençli hücre hatlarında artan bölünme özelliğine 
katkıda bulunduğu düşünülmektedir. Bu bulgular 
daha önce yapılan çalışmalarla benzemektedir.[14-20] 

Çalışmadan elde edilen bulguların değerlendi-
rilmesi ile klinikte sıkça kullanılan ilaçların direnç 
geliştirme özelliklerinin klinisyenler tarafından 
önceden bilinmesine yardımcı olacaktır. Bu araş-
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Şekil 4. MCF-7 hücrelerinde paklitaksel dirençliliğinde önemli mekanizmalar.
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Şekil 5. MCF-7 hücrelerinde vinkristin dirençliliğinde önemli mekanizmalar.
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tırmalar, bireysel ilaç tedavi stratejilerinin ve yeni 
terapi yöntemleri geliştirilmesini sağlayacaktır. Ki-
şiye özel ilaç tedavileri ve ilaç dirençliliğinin geri 
dönüştürülmesi kanser tedavisinin klinik başarısı-
nı artıracaktır.
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