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Öz

Amaç Meme kanseri kadınlarda en sık görülen ve farklı alt tiplere ayrılan heterojen bir kanser türüdür. Bu nedenle, meme kanseri alt tiplerine özgü tedavi yaklaşımları dikkat 
çekmektedir. Mevcut çalışmada, kemik metastazı görülen kanser tiplerinin tedavisinde klinikte kullanılan ve anti-proliferatif ve anti-metastatik etkiye sahip olduğu bilinen 
bir bifosfonat inhibitörü zoledronik asitin (ZOL)’ün, iki farklı meme kanseri alt tipinde [MCF-7 (luminal A) ve MDA-MB-231 (triple negatif)]  ve insan göbek kordonu 
veni endotel hücrelerinde (HUVEC) terapötik etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. ( Sakarya Tıp Dergisi 2019, 9(1):92-102 )

Gereç ve 
Yöntem

ZOL’ün (10-100 µM) sitotoksik ve apoptotik etkisi WST-1, Annexin V ve hücre siklusu analizleri ile belirlenmiştir. Ayrıca ZOL’ün, hücrelerde ve nukleusta neden olduğu 
morfolojik değişimler sırasıyla akridin oranj (AO) ve DAPI boyaması ile görüntülenmiştir. 

Bulgular ZOL’ün MCF-7 hücrelerine göre, MDA-MB-231 hücrelerinde daha fazla anti-proliferatif etkiye ve erken ve geç apoptotik ölüme neden olduğu analiz edilmiştir (p<0.05). 
Özellikle 50 ve100 µM ZOL uygulanan hücrelerde G0/G1 fazında hücre miktarının anlamlı bir şekilde arttığı saptanmıştır (p<0.05). Bunun yanı sıra, ZOL uygulanan MCF-
7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde, hücre membran bütünlüğünde bozulma ve kromatin yoğunlaşması gözlemlenmiştir. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda ZOL’ün HUVEC 
hücrelerinde toksik etkiye neden olduğu belirlenmiştir. 

Sonuç Sonuç olarak, ZOL’ün farklı meme kanseri alt tiplerinde potansiyel terapötik etkiye sahip olduğu belirlenmekle birlikte, MDA-MB-231 hücrelerinde, MCF-7 hücrelerine 
göre daha fazla sitotoksik etkiye ve apoptotik ölüme neden olduğu tespit edilmiştir. Ancak, ZOL’ün meme kanseri alt tipine bağlı olarak değişen terapötik etkisine neden 
olan moleküler mekanizmaların ve ideal uygulama protokolünün belirlenmesine yönelik detaylı çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır.

Anahtar 
kelimeler  

Meme kanseri; meme kanseri alt tipleri; zoledronik asit; apoptoz.

Abstract

Objective Breast cancer is a heterogeneous type of cancer with many subtypes and is the most common cancer among women. It is noteworthy that breast cancer subtype-based treatment options have 
attracted great attention. In the present study, we aimed to investigate the therapeutic effect of a bisphosphonate inhibitor zoledronic acid (ZOL), which is a clinically used in the treatment of 
cancer types with bone metastases and has been found to exert anti-proliferative and anti-metastatic effects, on two different subtypes of breast cancer [MCF-7 (luminal A) and MDA-MB-231 
(triple negative)] and human umbilical vein endothelial cell (HUVEC).   ( Sakarya Med J 2019, 9(1):92-102 )

Materials and 
Methods

The cytotoxic and apoptotic effect of ZOL (10-100 uM) were determined by WST-1, Annexin V and cell cycle analysis. In addition, changes in cell morphology and nucleus after treatment with 
ZOL were observed by acridine orange (AO) and DAPI staining, respectively.

Results ZOL caused more anti-proliferative effect and early and late apoptotic death in MDA-MB-231 cells compared with MCF-7 cells (p<0.05). The cell population in G0/G1 phase was significantly 
increased after treatment with especially 50 and 100 µM ZOL (p <0.05). Additionally, the loss of cell membrane integrity and chromatin condensation were observed in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells treated with ZOL. However, ZOL had a toxic effect on HUVEC cells at higher concentrations.

Conclusion In conclusion, although ZOL has a potential therapeutic effect on different subtypes of breast cancer, ZOL causes more cytotoxic effects and apoptotic death in MDA-MB-231 cells than MCF-7 
cells. However, further studies are needed to determine the molecular mechanisms underlying the therapeutic effect of ZOL depending on subtypes of breast cancer and the optimal schedule 
and dose of ZOL.
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GİRİŞ
Meme kanseri dünya genelinde akciğer kanserinden son-
ra ikinci sırada gelen ve kadınlarda en sık görülen kanser 
tipidir.1,2 Meme kanserinin genomik, epigenetik, trans-
kripsiyonel ve proteomik analizler sonucunda farklı kli-
nik, morfolojik, histopatolojik ve prognostik özelliklere 
sahip olduğu ve bu nedenle tedaviye farklı yanıt gösteren 
heterojen kompleks bir hastalık olarak belirtilmektedir.3,4 
Dolayısıyla, meme kanserinin alt tipine özgü hedefl i ilaç-
ların geliştirilmesi ve/veya klinikte uygulanması, hastanın 
tedaviye yanıtında, prognozunda ve bireysel hedefl i tedavi 
seçeneklerinin geliştirilmesinde büyük öneme sahiptir.5-8

Meme kanseri ile ilişkili ölüm nedenleri arasında diğer 
kanser tiplerine göre meme kanseri hücrelerinin başta ak-
ciğer, karaciğer ve kemik olmak üzere yüksek metastatik 
potansiyele sahip olmaları temel rol almaktadır.9,10 Kemik 
metastazı metastatik hücreler tarafından osteoklast temelli 
kemik rezorpsiyonunun uyarılmasını sağlayarak kemik-
lerde osteolize, kırılganlığa ve kırılmaya yatkınlığa neden 
olmaktadır. Zoledronik asidin (ZOL) yer aldığı bifosfonat-
lar osteklast temelli kemik rezorpsiyonu inhibitörleridir ve 
bu nedenle kemik hastalıkları, postmenopozal osteoporoz 
ve kemik metastazı görülen kanser tiplerinin tedavisinde 
klinikte kullanılmaktadır. Bifosfonatların ana hedefi oste-
oklastlar olmasına rağmen, son yıllarda yapılan ön-klinik 
ve klinik çalışmalarda bifosfonatların anti-kanser aktivite-
leri üzerine odaklanılmaktadır.10-13 

Azot içeren bifosfonatlardan biri olarak ZOL’ün fark-
lı kanser tiplerinde anti-proliferatif, anti-metastatik ve 
anti-anyijogenik etkiye sahip olduğu literatür de belirtil-
mektedir.14-18 ZOL’ün meme kanseri tedavisinde etkisinin 
araştırıldığı ön-klinik ve klinik araştırmalar incelendiğin-
de, ZOL’ün meme kanseri alt tipine, uygulanan doz ve sü-
resine bağlı olarak değişen terapötik etkisinin belirlendiği 
farklı sonuçlar mevcuttur.19-21 Ayrıca, in vitro çalışmalar-
da ZOL’ün meme kanseri hücrelerinde apoptotik ölüme 
neden olduğu belirlenmesine rağmen, ölüme neden olan 
moleküler mekanizmalar henüz tam olarak aydınlatılama-
mıştır.22,23 

Bu kapsamda mevcut çalışmanın amacı, ZOL’ün iki fark-
lı meme kanseri alt tipinde [MCF-7 (östrojen reseptörü 
pozitif (ER+), progesteron reseptörü pozifit (PR+), insan 
epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 negatif (HER2-) ve 
MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-)]  uygulanan konsant-
rasyonuna ve süresine bağlı olarak bağlı değişen terapötik 
etkisinin araştırılmasıdır.

GEREÇ VE YÖNTEMLER
Hücre Kültürü 

Mevcut çalışmada, bir in vitro araştırması olduğu için, 
hormon duyarlı meme kanseri hücre hattı olarak MCF-7 
ve hormon duyarsız, triple negatif meme kanseri hücre 
hattı olarak MDA-MB-231 hücreleri kullanılmıştır. Bu-
nun yanı sıra olarak insan göbek kordonu veni endotel 
hücresi (HUVEC) kontrol hücre hattı olarak kullanılmış-
tır. Hücreler ATCC (American Type Culture Collection, 
ABD)’den ticari olarak temin edilmiştir. MCF-7, MDA-
MB-231 ve HUVEC hücre hatlarının Dulbecco’s Modified 
Eagle Media (DMEM, Sigma-Aldrich, ABD) besiyerine 
%10 Fetal Sığır Serumu (FBS, Gibco, Invitrogen, ABD) ve 
%1 Penisilin-Streptomisin (Sigma-Aldrich St ABD) ekle-
nerek 37°C’de, %95 nem ve %5CO2 içeren etüv içerisinde 
kültüre edilmesi sağlanmıştır.
 

Sitotoksisite Analizi
ZOL (Novartis, İsviçre) 10 mM stok solüsyon elde edilecek 
şekilde hazırlandıktan sonra deneyler gerçekleştirilinceye 
kadar alikotlanarak -20°C’ de saklanmıştır. MCF-7, MDA-
MB-231 ve HUVEC hücreleri her bir kuyuya 2x104 hücre 
olacak şekilde 96’lı kuyucuklu kültür plakalarına ekildik-
ten 24 saat sonra, hücrelere 10, 25, 50 ve 100 µM ZOL ek-
lenerek hücreler 24 ve 48 saat boyunca etüvde inkübe edil-
miştir. Belirlenen inkübasyon sürelerinin sonunda, her bir 
kuyuya 10 µL WST-1 (Proliferation Colorimetric Reagent 
WST-1, BioVision, ABD) reaktifi eklendikten sonra, 96’lı 
kuyucuklu kültür plakaları 37°C’de 30 dakika boyunca 
karanlıkta inkübe edilmiştir. Son olarak, hücrelerin mik-
roplaka okuyucu (Allsheng, Çin) ile 450 nm’de absorbans 
değerleri okutularak hücre canlılığı analizi gerçekleştiril-
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miştir. Her bir deney 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir.

Annexin V Analizi
MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde ZOL’ün 
apoptotik etkisi Muse Annexin V & Dead Cell Assay (Mil-
lipore, Almanya) kullanılarak analiz edilmiştir. MCF-7, 
MDA-MB-231 ve HUVEC hücreleri 6 kuyulu plakalara 1 
x 105 kuyu/hücre olarak ekildikten 24 saat sonra, 10, 25, 50 
ve 100 µM ZOL ile 48 saat boyunca inkübe edilmiştir. İn-
kübasyon sonunda, hücreler 5 dakika boyunca 2000 x g’de 
santrifüj edilerek, iki kez soğuk fosfat tamponu (PBS) ile 
yıkanmıştır. Sonrasında, her bir deney grubu Annexin V 
& Dead Cell Assay kiti ile boyanarak, oda sıcaklığında 30 
dakika boyunca karanlıkta inkübe edildikten sonra Muse® 
Cell Analyzer (Millipore, Almanya) cihazı kullanılarak 
analiz edilmiştir.

Hücre Siklusu Analizi
ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde 
hücre siklusu üzerindeki etkisini analiz etmek için Muse 
Cell Cycle Kit (Millipore, Almanya) kullanılmıştır. MCF-7, 
MDA-MB-231 ve HUVEC hücreleri 6 kuyucuklu plakala-
ra 5 x 105 kuyu/hücre olarak ekildikten 24 saat sonra, 10, 
25, 50 ve 100 µM ZA ile 48 saat boyunca inkübe edilmiştir.  
İnkübasyon sonrasında hücreler %70 soğuk etil alkol ile 
fikse edilerek 3 saat boyunca -20°C’de bekletilmiştir.  Fikse 
edilen hücreler soğuk PBS ile iki kez yıkanarak santrifüj-
lenmiştir (5 dk/ 2000 x g). Sonrasında, toplanan hücreler 
30 dakika boyunca karanlıkta Muse Cell Cycle Kit (Milli-
pore, Almanya) ile inkübe edilerek, Muse® Cell Analyzer 
(Millipore, Almanya) ile analiz edilmiştir.

Akridin Oranj  ve DAPI Boyama
ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde 
neden olduğu morfolojik değişimlerin görüntülenmesi 
için akridin oranj (AO) (Sigma-Aldrich, ABD) ve nukleus 
morfolojisindeki değişimlerin görüntülenmesi için DAPI 
(Sigma-Aldrich, ABD) boyaması gerçekleştirilmiştir. Hüc-
reler 6 kuyucuklu plaka içerisinde her bir kuyuya 5 x 105 
hücre olacak şekilde ekildikten 24 saat sonra, 10, 25, 50 ve 

100 µM ZOL ile 48 saat boyunca inkübe edilmiştir.  İn-
kübasyon sonrasında hücreler oda sıcaklığında 15 dakika 
boyunca %4 paraformaldehid ile fikse edilerek karanlık 
koşullarda 30 dakika boyunca AO (100 mg/ml) veya 5 da-
kika boyunca DAPI (5 mg/ml) ile boyanmış ve PBS ile üç 
kez yıkanmıştır. Son olarak, görüntüler EVOS FL Hücre 
Görüntüleme Sistemi (Th ermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, ABD) yardımıyla elde edilmiştir. 

İstatistiksel Analiz
İstatistiksel analiz için GraphPad Prism 6 (La Jolla, CA, 
ABD) programı kullanılmıştır. Bütün deneyler en az 3 tek-
rarlı gerçekleştirilmiştir. Elde edilen değerler ortalama ± 
standart hata olarak ifade edilmiş olup, doza bağlı ölüm 
oranlarının, toplam apoptotik hücre ve hücre siklusundaki 
hücre miktarlarının karşılaştırılmasında Post Hoc (Tukey) 
tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanılmıştır. *p<0.05 
istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 

BULGULAR
ZOL’ün Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücre hatların-
da sitotoksik etkisinin değerlendirilmesi için WST-1 ana-
lizi gerçekleştirilmiştir ve elde edilen bulgular Şekil 1’de 
özetlenmiştir.  24 ve 48 saat boyunca farklı konsantrasyon-
larda ZOL uygulanan hücrelerde canlılık oranlarının doza 
ve zamana bağlı olarak anlamlı bir şekilde azaldığı belir-
lendi (p<0.05). 48 saat boyunca 10 µM ZOL uygulanan 
MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde canlılık oranları 
sırası ile %87,88±1,73 ve %82,47±1,73 iken, 100 µM ZOL 
uygulandığında hücrelerde canlılık oranlarının anlamlı bir 
şekilde sırasıyla %67,15±3,68 ve %29,05±3,11’e azaldığı 
analiz edildi (p<0.01). 48 saat boyunca 10 ve 100 µM ZOL 
uygulanan HUVEC hücrelerinde ise canlılık oranı sırası 
ile %91,73±1,24 ve %63,75±2,50 olarak belirlendi. Sonuç 
olarak, ZOL’ün MCF-7 hücrelerine göre, MDA-MB-231 
hücrelerinde daha fazla anti-proliferatif etkiye neden ol-
duğu belirlenmiştir. Ancak, yüksek konsantrasyonlarda 
ZOL’ün HUVEC hücrelerinde toksik etkiye sahip olduğu 
tespit edilmiştir.
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Şekil 1. ZOL’ün (A) MCF-7, (B) MDA-MB-231 ve (C) HU-
VEC hücrelerinde anti-proliferatif etkisinin belirlenmesi. 
Farklı konsantrasyonlarda ZOL (10, 25, 50 ve 100 µM) 
uygulanan hücrelerde 24 ve 48 saat için canlılık yüzdeleri 
kontrol grubu ile karşılaştırılarak istatistiksel olarak analiz 
edilmiştir (*p<0.05, **p<0.01).

ZOL’ün  Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi
ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde 
apoptotik etkisi incelendiğinde, uygulanan doza bağlı ola-
rak özellikle toplam apoptoz yüzdelerinde anlamlı bir artış 
olduğu gözlemlenmiştir (p<0.01, Şekil 2). 10 µM ve 100 
µM ZOL’ün MCF-7 hücrelerinde apoptotik etkisi incelen-
diğinde, kontrol grubu (00,00±1,34) ile karşılaştırıldığın-
da, hücrelerde toplam apoptoz oranı sırasıyla %8,82±0,66 
ve %28,44±1,07 iken, MDA-MB-231 hücrelerinde bu 
oranların sırasıyla kontrol gurubuna göre (%5,61±0,78), 

Şekil 2. 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda ZOL uy-
gulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde 
apoptotik ölümün değerlendirilmesi. (2a) (a) Kontrol, (b) 10 
µM, (c) 25 µM, (d) 50 µM ve (e) 100 µM ZOL’ün hücrelerde 
apoptotik etkisi Annexin V analizi ile değerlendirilmiştir. (2b) 
ZOL’ün hücrelerde toplam apoptotik etkisi kontrol grubu ile 
karşılaştırılarak istatistiksel olarak analiz edilmiştir (*p<0.05, 
**p<0.01).

2a

2b
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%16,22±1,64 ve %59,44±1,27’e arttığı belirlendi (p<0.01). 
HUVEC hücrelerinde ise, kontrol grubu (1,83±0,39) ile 
karşılaştırıldığında, 10 µM ve 100 µM ZOL uygulanması 
sonucunda, hücrelerde toplam apoptoz oranları sırasıyla 
%8,92±0,47 ve %37,56±1,32 olarak tespit edildi. Sonuç 
olarak, ZOL’ün hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hüc-
relerinde apoptotik ölüme neden olduğu ancak MDA-
MB-231 hücrelerinde MCF-7 hücrelerine göre daha fazla 
oranda erken ve geç apoptotik ölümde artışa neden olduğu 
analiz edilmiştir ve elde edilen bulgular WST-1 analizin-
den elde edilen sonuçlar ile paralellik göstermektedir.

ZOL’ün Hücre Siklusu Üzerinde Etkisinin Belirlenmesi
ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde 
hücre siklusu üzerinde etkisinin belirlenmesi amacıy-
la hücre siklusu analizi gerçekleştirilmiş ve elde edilen 
bulgular Şekil 3’de özetlenmiştir. 48 saat boyunca 10 µM 
ve 100 µM ZOL uygulanan MCF-7 hücrelerinde kontrol 
grubu (%71,30±0,92) ile karşılaştırıldığında G0/G1 fazın-
da hücre miktarı sırası ile %71,00±0,79 ve %84,10±0,64 
olarak belirlenmesine rağmen, MDA-MB-231 hücrelerin-
de kontrol gurubu (%65,50±1,34) ile karşılaştırıldığında, 
G0/G1 fazında hücre miktarının sırası ile %75,60±0,99 ve 
%90,70±0,21‘e arttığı analiz edildi (p<0.01). HUVEC hüc-
relerinde ise, kontrol grubu (%71,10±1,41) ile karşılaştı-
rıldığında, 10 µM ve 100 µM ZOL uygulanan hücrelerde 
G0/G1 fazında hücre miktarının sırasıyla %77,80±1,70 ve 
%84,20±1,56’e arttığı belirlendi (p<0.01). Sonuç olarak, 
özellikle yüksek konsantrasyonlarda ZOL uygulanan hüc-
relerde G0/G1 fazında hücre miktarında anlamlı bir şekil-
de artış olduğu tespit edilmiştir.

Hücre Morfolojisindeki Değişimlerin Görüntülenmesi
Farklı konsantrasyonlarda ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 
ve HUVEC hücrelerinde neden olduğu morfolojik deği-
şimler AO boyaması ile görüntülenmiştir (Şekil 4). MCF-
7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde ZOL’ün artan 
konsantrasyonuna bağlı olarak hücrelerde apoptotik 
ölümün arttığı görüntülendi. ZOL uygulanan MCF-7 ve 
MDA-MB-231 hücrelerinde kontrol grupları ile karşılaş-

tırıldığında, hücre membran bütünlüğünde bozulma, kro-
matin yoğunlaşması ve hücre ve/veya sitoplazmik küçül-
meler olduğu gözlemlendi. 

Şekil 3. 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda ZOL’ün 
MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde hücre siklu-
su üzerinde etkisinin değerlendirilmesi. (3a) (a) Kontrol, (b) 
10 µM, (c) 25 µM, (d) 50 µM ve (e) 100 µM ZOL’ün hücre-
lerde etkisi hücre siklusu analizi ile değerlendirilmiştir. (3b) 
ZOL’ün neden olduğu G0/G1 fazında hücre miktarında artış 
kontrol grubu ile karşılaştırılarak istatistiksel olarak analiz 
edilmiştir (*p<0.05, **p<0.01).

3a MCF-7 MDA-MB-231 HUVEC

a

b

c

d

e

3b
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Şekil 4. Farklı konsantrasyonlarda ZOL’ün MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde neden olduğu morfolo-
jik değişimlerin AO boyaması ile görüntülenmesi. (a) Kontrol, (b) 10 µM, (c) 25 µM, (d) 50 µM ve (e) 100 µM ZOL.
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Şekil 5. Farklı konsantrasyonlarda ZOL uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde nükleus mor-
folojilerinin DAPI boyaması ile görüntülenmesi. (a) Kontrol, (b) 10 µM, (c) 25 µM, (d) 50 µM ve (e) 100 µM ZOL
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Ayrıca, özellikle 50 ve 100 µM ZOL uygulanan MDA-
MB-231 hücrelerinde apoptotik cisimcikler ve nükleer 
fragmentasyon belirlenmesine rağmen, MCF-7 hücrele-
rinde apoptotik hücrelerin yanı sıra nekrotik hücreler de 
tespit edildi.  HUVEC hücrelerinde ise 10 µM ZOL uygu-
lanmasından itibaren hücrelerin genel morfolojik yapısını 
kaybettiği ve apoptotik cisimcikler ve nükleer hasar belir-
lendi. 

Ayrıca belirlenen konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ve 100 
µM) ZOL uygulanan MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC 
hücrelerinde nükleus morfolojileri DAPI boyaması ile gö-
rüntülenmiştir (Şekil 5). ZOL’ün artan konsantrasyonuna 
bağlı olarak hücrelerde kromatin yoğunlaşması ve nükleus 
fragmentasyonu olan apoptotik hücreler gözlemlendi. So-
nuç olarak, ZOL’ün MDA-MB-231 hücrelerinde MCF-7 
hücrelerine göre daha fazla apoptotik ölüme neden olduğu 
ancak yüksek konsantrasyonlarda HUVEC hücrelerinde 
de toksik etkiye sahip olduğu belirlenmiştir.

TARTIŞMA
Mevcut çalışmada, ZOL’ün farklı meme kanseri alt tiple-
rinde kontrol hücre hattı ile karşılaştırmalı olarak potan-
siyel terapötik etkiye sahip olduğu belirlenmiştir. Sonuç 
olarak, ZOL’ün MDA-MB-231 hücrelerinde MCF-7 hüc-
relerine göre daha fazla sitotoksik etkiye ve apoptotik ölü-
me neden olmasıyla birlikte yüksek konsantrasyonlar da 
kontrol hücrelerinde toksik etkisi tespit edilmiştir. 
ZOL potansiyel üçüncü nesil bir bifosfonat inhibitörüdür 
ve son yıllarda meme kanseri hastalarında klinikte yaygın 
olarak kullanılmaktadır. Ön-klinik çalışmalarda ZOL’ün 
kanser hücrelerinde doğrudan ve dolaylı olarak anti-pro-
liferatif etkisi in vitro ve in vivo belirlenmiştir. ZOL’ün 
farklı kanser tiplerinde doğrudan etkisi uygulanan doza 
ve zamana bağlı olarak hücrelerde neden olduğu sitotoksik 
etkiye ve apoptotik ölüme dayanmaktadır. Dolaylı etkisi 
ise, kanser hücrelerinin proliferasyonu için uygun ortamı 
sağlayan kemik mikroçevresinde etkisine bağlıdır.16,21,24

Klinik faz çalışmalarında (ABCSG12, AZURE, Z-Fast, 

ZO-Fast, NATAN, SUCCESS, SWOG 0307, ZEUS, RA-
DAR, STAMPEDE Study 2419) ise, adjuvan tedavi olarak 
ZOL’ün meme, prostat ve küçük hücreli olmayan akciğer 
kanseri hastalarında genel olarak hastalıksız sağ kalım 
süresinde etkili olduğuna dair sonuçlar mevcuttur.16,24-26 
Örneğin, ABCSG12 klinik denemesinde, ZOL’ün preme-
nopozal I/II evre meme kanseri hastalarında endokrin 
tedavi ile birlikte uygulandığında hastalıksız sağ kalım 
süresinde artış sağladığı belirtilmektedir. Ancak, AZU-
RE klinik denemesinde standart tedaviye ek olarak ZOL 
uygulanmasının premenopozal II/III evre meme kanseri 
hastalarında hastalıksız sağ kalım süresinde etkili olmadığı 
belirlenmiştir. Sonuç olarak, ABCSG12 ve AZURE klinik 
denemelerinde ZOL’ün adjuvan kemoterapi olarak uygu-
lama protokollerinin ve farklı hasta kriterlerin olmasından 
dolayı farklılıklar mevcuttur. Bu nedenle, ZOL’ün kanser 
tedavisinde ideal kullanımı hasta alt gruplarının, ZOL’ün 
farmakokinetik özellikleri ile uyumlu olarak anti-tümör 
mekanizmalarının ve ideal kombin tedavi olarak uygula-
nacağı kemoterapik ajanların belirlenmesine bağlıdır.26-28 
Bunun yanı sıra, ZOL’ün anti-tümör etkisinin maksimum 
seviyede olması için, osteoporoz ve kemik metastazı olan 
hastalarda önerilen uygulama protokolünün optimize 
edilmesine de gerek duyulmaktadır.29,30

Farklı konsantrasyonlarda ve uygulama sürelerinde (24-
168 saat) ZOL’ün (6.25-100 µM), farklı kanser tiplerinde 
(meme, prostat, mesane ve akciğer kanseri, hepatoselüler 
karsinoma ve multipl miyelom) terapötik etkisinin araştı-
rıldığı çeşitli çalışmalar mevcuttur.16-18 Ancak, kanser tipi 
ve özelliklerine bağlı olarak ZOL’ün etkin konsantrasyon 
ve uygulama süresinin değiştiği ve kontrol hücrelerinde 
etkisinin belirlendiği çalışma sayısının literatürde sınırlı 
olmasından dolayı, mevcut çalışmada iki farklı alt tipte 
meme kanserinde ZOL’ün potansiyel terapötik etkisi araş-
tırılmıştır. 

Literatürde belirlendiği gibi 20,21, mevcut çalışmada farklı 
konsantrasyonlarda ZOL’ün (10,25, 50 ve 100 µM) 24 ve 
48 saat boyunca MCF-7, MDA-MB-231 ve HUVEC hüc-
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relerinde sitotoksik etkisi araştırılmış ve ZOL’ün uygula-
nan doza ve zamana bağlı olarak MCF-7 ve MDA-MB-231 
hücrelerinde hücre proliferasyonunu anlamlı bir şekilde 
azalttığı tespit edilmiştir.  Bunun yanı sıra, özellikle 48 saat 
boyunca 100 µM ZOL uygulanan HUVEC hücrelerinde 
ZOL’ün toksik etkisi ve hücrelerde apoptotik ölüme ve G0/
G1 fazında artışa neden olduğu analiz edilmiştir.  Ayrıca, 
MDA-MB-231 hücrelerinin MCF-7 hücrelerine göre ZOL’a 
karşı daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. Ancak, Senaratne 
ve ark.19  çalışmalarında MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre-
lerinde bifosfonatların benzer bir şekilde etki gösterdiğini 
tespit etmiştir. Diğer yandan, Toni ve ark. (2012), MCF-7 
(ER+,PR+, HER2-), SK-BR-3 (ER-, PR-,HER2+), MDA-
MB-231 ve BRC-230 (ER-, PR-, HER2-) hücrelerinde 12.5, 
25 ve 50 µM ZOL’ün 24, 48, 72, 96, 144 ve 168 saat boyun-
ca etkisini araştırdıklarında çalışmalarında, triple negatif 
meme kanseri hücrelerinin (MDA-MB-231 ve BRC-230) 
hormon reseptör (HR)+ (MCF-7) ve HER2+ (SK-BR-3) 
meme kanseri hücrelerine göre ZOL’e karşı daha duyarlı 
olduğu belirtilmektedir. Ayrıca,  KRAS ve BRAF mutas-
yonu taşıyan MDA-MB-231 hücrelerinin, BRAF, KRAS 
ve HRAS değişimi olmayan BRC-230 hücrelerine göre 
ZOL’e karşı daha duyarlı olduğu belirlenmiştir. MCF-7 ve 
SK-BR-3 hücrelerinin ZOL’e karşı daha az duyarlı olması-
nın ise sırasıyla kaspaz-3’ün eksprese olmaması ve yüksek 
HER2 ekspresyonu sonucu RAS yolağının aktivitesinden 
kaynaklanabileceği belirtilmiştir. Ayrıca, ZOL’ün farklı 
alt tipte meme kanseri hücrelerinde G0/G1 fazında hüc-
re miktarında artışa ve apoptotik ölüme neden olduğu ve 
bu ölümün triple negatif meme kanseri hücrelerinde RAS 
ekspresyonda (~10 kat) azalmaya neden olduğu belirlen-
miştir.21 Wilson ve ark. 31 48 saat boyunca 50 µM ZOL uy-
gulanan MDA-MB-231, MDA-MB-436, T47D ve MCF-7 
hücrelerinde tripan mavi boyaması sonucunda, ZOL’ün 
triple negatif meme kanseri hücrelerinde (MDA-MB-231, 
MDA-MB-436) anti-proliferatif etkiye sahip olduğunu 
ancak,  T47D ve MCF-7 hücrelerinde canlılık oranlarında 
ZOL’ün anlamlı bir azalmaya neden olmadığını belirtmiş-
lerdir.  

ZOL’ün meme ve prostat kanseri hücrelerinde apoptotik 
etkisinin araştırıldığı çalışmalar mevcuttur. Örneğin, Jag-
dev ve ark. 32, 72 saat boyunca 0.1, 1, 10 ve 100 µM ZOL 
uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde canlılık 
oranlarının anlamlı bir şekilde azaldığını ve ZOL’ün hüc-
relerde apoptotik ölüme neden olduğunu belirtmişlerdir. 
Ancak, 0.1 µM ve 1 µM ZOL’ün MCF-7 hücrelerinde apop-
totik ölüm de anlamlı bir artışa neden olmazken, 10 µM 
ZOL’ün hücrelerde 4 kattan daha fazla apoptotik ölüme 
neden olduğunu analiz etmişlerdir. Ayrıca, 0.1, 1,10 µM 
ZOL’ün MDA-MB-231 hücrelerinde daha az oranda apop-
totik ölüme neden olmasına rağmen,  100 µM ZOL uygu-
lanan hücrelerde 15 kat apoptotik ölümde artış olduğunu 
tespit etmişlerdir. Diğer yandan Lan ve ark., 24, 48 ve 72 
saat boyunca 0.1, 1, 10, 50 ve 100 µM ZOL’ün MCF-7 ve 
MDA-MB-231 hücrelerinde etkisini inceledikleri çalışma-
larında, özellikle 72 saat boyunca 50 ve 100 µM ZOL’ün 
MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerinde canlılık oran-
larında anlamlı bir azalmaya ve özellikle 50 µM ZOL’ün 
hücrelerde G0/G1 ve S fazında artışa ve apoptotik ölüme 
neden olduğunu belirtmişlerdir.10 Gschwantler-Kaulic ve 
ark.33 postmenapozal meme kanseri hastalarında ZA’nın 
hastalıksız sağ kalım üzerinde etkisini belirlemek için 
yaptıkları çalışmalarında, hormonal çevreyi taklit etmek 
için estradiol ile birlikte ZOL’ün MCF-7, T47D ve MDA-
MB-231 hücrelerinde etkisini belirlemişlerdir. Sonuç ola-
rak, 6 gün boyunca 2.25, 6.25 ve 10.25 µM ZOL uygulanan 
hücrelerde ZOL’ün hücrelerde G0/G1 ve S fazında hücre 
miktarında artışa ve apoptotik ölüme neden olduğunu ve 
ZOL’ün hormon durumundan bağımsız olarak anti-kanser 
etkiye sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca, ZOL’ün 
anti-kanser etkisinin MDA-MB-231 hücrelerinde estradi-
olden bağımsız bir şekilde gerçekleştiğini ancak MCF-7 ve 
T47D hücrelerinde estradiolün ZOL’ün anti-proliferatif ve 
pro-apoptotik etkisini önemli derecede azalttığını belirt-
mişlerdir. Prostat kanserinde ise, Mani ve ark.ZOL’ün (5, 
10, 25, 50 ve 100 µM) 24, 48 ve 72 saat boyunca PC-3, DU-
145 ve LNCaP prostat kanseri hücrelerinde anti-prolifera-
tif ve proapoptotik etkiye sahip olduğunu belirlemişlerdir 
34 (100 µM ZOL’ün etki düzeyi; PC-3 > DU-145 > LNCaP). 
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Ayrıca 100 µM ZOL’ün PC-3 ve DU-145 hücrelerinde er-
ken apoptoza neden olmasına rağmen, LNCaP hücrelerin-
de geç apoptoza neden olduğunu tespit etmişlerdir. Mev-
cut çalışmada, farklı konsantrasyonlarda ZOL’ün MCF-7, 
MDA-MB-231 ve HUVEC hücrelerinde apoptotik etkisi 
hem kantitatif hem de kalitatif olarak analiz edilmiştir. 
Sonuç olarak, ZOL’ün MDA-MB-231 hücrelerinde MCF-7 
hücrelerine göre daha fazla oranda G0/G1 fazında hücre 
miktarına ve apoptotik ölüme neden olduğu belirlenmiş-
tir. Ayrıca, apoptoz ile ilişkili karakteristik değişimler ve 
nükleus morfolojileri de görüntülenerek elde edilen veriler 
desteklenmiştir. Ancak literatür de ZOL’ün meme kanse-
rinde farklı konsantrasyonlarda ve uygulama sürelerinde 
etkisinin araştırılmasından dolayı 10,19-21,31-33, ideal 
uygulama protokolünün (doz ve uygulama süresinin) ve 
hücrelerde apoptotik ölüme yol açmasına neden olan mo-
leküler mekanizmaların belirlenmesine yönelik çalışmala-
ra ihtiyaç duyulmaktadır. 

SONUÇ
Mevcut çalışmada farklı konsantrasyonlarda ZOL’ün farklı 
alt tiplerde meme kanseri ve kontrol hücrelerinde etkisinin 
değerlendirilmesi ile literatüre katkı sağlanması amaçlan-
mıştır. Sonuç olarak ZOL’ün triple negatif meme kanserin-
de daha etkin olmasıyla birlikte kontrol hücrelerinde tok-
sik etkisi belirlenmiştir. Ancak, ZOL’ün apoptotik etkisine 
neden olan moleküler mekanizmaların aydınlatılmasına 
ve ideal uygulama protokolünün (etkin konsantrasyonu ve 
uygulama süresi) belirlenmesine yönelik detaylı çalışmala-
ra ihtiyaç bulunmaktadır. 
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