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Multipl Miyelom (MM) hastalığı yeni terapötik ajanların geliştirilmesiyle 

hastalarının sağkalımında iyileşmelere rağmen, kür şansı çok az olan bir 

hastalık olarak bilinmektedir ve bu nedenle hastalığı kontrol altına alabilecek 

yeni ilaçlar aranmaya devam edilmektedir. Son yıllarda, farklı anti miyelom 

mekanizmalara sahip; monoklonal antikorlar, proteazom inhibitörleri, immün 

modülatör ilaçlar ve histon deasetilaz inhibitörleri gibi yeni ajanlar 

geliştirilmekle birlikte bu ilaçların onay süreçleri birkaç yıl araştırma ve büyük 

yatırım gerektirmektedir. Yeni potansiyel ilaç arayışları neticesinde, Ankara 

Üniversitesi Farmasötik Kimya bölümünde sentezlenen benzamit yapısındaki 

özgün bir molekül olan N-(2- Hidroksi-4 Nitrofenil)-4 Etilbenzamit (XT5) ‘in 

daha önce grubumuz tarafından anti-miyelom ve ilaç direncini geri 

çevirebildiği yönünde sonuçlar elde edilmiştir.  

Bu tez çalışmasında hem sağlıklı sıçanlarda ve miyelom modeli oluşturulan 

farelerde XT5’in in vivo toksisitesini belirlemek araştırılmıştır. Bu amaçla, önce 

sıçanlara 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarında XT5 uygulaması 
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yapılmıştır. Olası toksik etkileri belirleyebilmek üzere, sıçan dokularında 

histopatolojik analizler yapılmış ve kanda yapılan testlerle ALT (Alanin 

Aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), total protein, üre, albümin 

ve GGT (glutamil transferaz) düzeyleri olmak üzere biyokimyasal analizler, ek 

olarak kanda hematolojik analizler yapılmıştır. Bu analiz sonuçlarına göre bir 

hafta ve sekiz hafta süreyle her gün 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda 

XT5 uygulaması sonucunda sıçanlarda histopatolojik hasarı gösteren 

herhangi bir bulguya rastlanmamıştır. Sıçanların kanında yapılan 

biyokimyasal ve hematolojik analizler sonucunda; XT5 uygulama grupları ve 

kontrol grupları arasında anlamlı bir farklılık olmadığı gösterilmiştir. 

XT5 molekülünün sıçanlarda DNA hasarının belirlenebilmesi için, sıçan 

lenfositlerinde komet yöntemi uygulanmıştır. 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg 

düzeylerine kadar sıçanlarda genomik toksisite oluşturmadığı belirlenmiştir. 

Multipl miyelom oluşturulan NSG farelerde, XT5 etkinliğinin belirlenebilmesi 

amacıyla farelerde tümör oluşumunu takiben XT5 uygulamaları başlatılmıştır. 

Sıçanlarda aralıklı olarak biyolüminesans görüntüleme yapılarak tümör 

büyüklükleri takip edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre XT5 molekülünün in 

vivo ve histopatolojik düzeyde ciddi bir toksisite oluşturmadığı gösterilmiştir. 

Çalışmada elde edilen bulgularla XT5 molekülünün fare miyelom modelinde 

farklı uygulamalarının önü açılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Multipl Miyelom, Ksenograft Model, XT5, Toksisite, İlaç 

Etkinliği 
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Multiple Myeloma (MM) disease continues to be an incurable disease despite 

improvements in the survival of its patients with the development of new 

therapeutic agents, and so the search for new drugs that can control the 

disease continues. In recent years, it has different action mechanisms against 

MM; New agents such as monoclonal antibodies, proteasome inhibitors, 

immune modulatory drugs and histone deacetylase inhibitors are being 

developed, but the approval process of these drugs requires several years of 

research and large investment. Therefore, as a result of the ongoing search 

for new potential drugs, results were obtained that N- (2-Hydroxy-4 

Nitrophenyl) -4 Ethylbenzamide (XT5), a unique molecule in the structure of 

benzamide synthesized in the Department of Pharmaceutical Chemistry of 

Ankara University, can reverse anti-myeloma and drug resistance. has been. 

In this thesis study, an animal myeloma model was created and studies were 

conducted to determine the effectiveness and toxicity of the molecule in 
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question, XT5, with an in vivo study. For this purpose, 5 mg / kg, 10 mg / kg 

and 50 mg / kg doses of XT5 were administered to rats. In order to determine 

possible toxic effects, histopathological analyzes were made in rat tissues and 

ALT, AST, Total protein, Urea, Albumin and GGT levels were measured with 

blood tests, and hematological analyzes were performed in the blood. 

According to the results of this analysis, no evidence of histopathological 

damage was found in rats after administration of 5 mg/kg, 10 mg/kg and 50 

mg/kg doses of XT5 for one week and eight weeks. As a result of the 

biochemical and hematological analyzes performed on the blood of rats; It has 

been shown that there is no significant difference between the XT5 

administration groups and the control groups. 

In order to determine the possible DNA damage caused by the XT5 molecule 

in rats, the comet method was applied in the blood of rats. According to the 

results, it was determined that this molecule did not cause genomic toxicity in 

rats up to 5 mg / kg, 10mg / kg and 50mg / kg levels. In order to determine 

XT5 activity in NSG mice with multiple myeloma, XT5 applications were 

performed following tumor formation in mice. Dexamethasone and 

bortezomib, which are currently used for the treatment of multiple myeloma, 

were used as the control group. Tumor sizes were monitored by performing 

bioluminescence imaging intermittently in rats. According to the results, it has 

been shown that the XT5 molecule does not cause serious toxicity at the dose 

at which it exerts anti-myeloma effect in vivo. With the support of our findings, 

different applications of the XT5 molecule in the mouse myeloma model have 

been opened. 

Keywords: Multıple Myeloma, Xenograft Model, XT5, Toxicity, Drug Efficacy 
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1. GİRİŞ 

Multipl miyelom (MM), malign plazma hücrelerinin kemik iliği (Kİ)’nde 

çoğalması ile karakterize neoplastik bir plazma hücre hastalığıdır. Uzun yıllar 

en ölümcül hematolojik kanserler arasında ikinci sırada yer alması nedeniyle, 

üzerinde en çok araştırma yapılan hastalıklardan biridir. Kök hücre naklini 

takiben talidomib ve bortezomib adlı yeni moleküller tedavide önemli 

ilerlemelere yol açmış, takiben karfilzomib ve pomadilomid gibi ikinci kuşak 

yeni terapötikler kullanıma girmiştir. Tüm bu gelişmelere rağmen MM’de 

henüz tam şifa sağlanamamaktadır [1]. MM’de güncel sorun, ilk tanı 

aşamasında %80 ilaçlara duyarlı olan hastalığın her nükste giderek daha 

dirençli hale gelmesidir [2]. Özellikle günümüzde yeni geliştirilecek kanser 

ilaçlarının, etkin, hedefe özgü, mevcut ilaçlardan farklı etki mekanizmasına 

sahip ve daha az yan etkiye sahip olması, araştırmaların odağını 

oluşturmaktadır. Bu tez çalışmasında yeni geliştirilen özgün bir benzamid 

türevi olan N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil benzamit (XT5) molekülünün olası 

toksik etkileri ve etkinliği belirlenmeye çalışılmıştır. 

Daha önce yapılan çalışmalarda XT5’in in vitro anti-MM etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir [2]. İlaç tasarımı ve geliştirme alanında yürütülen docking 

çalışmaları ile  [3] yüzlerce molekül arasından özellikle MM hücrelerinde 

bulunan bir reseptör olan PAR1’e bağlanma potansiyeli olan moleküller 

seçilmiştir. Bu moleküller arasından, in vitro MM hücre hatlarında en yüksek 

sitotoksisiteye sahip olarak öne çıkan molekül  N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil 

benzamit (XT5) molekülü olmuştur. DNA’ya bağlanabilme özelliğinde, 

benzamit türevi bileşik olması yönünden diğer moleküllerden ve piyasadaki 

MM tedavisinde kullanılan proteozom inhibitörleri (IP) ile immünmodülatör 

ilaçlardan (IMID) farklılık göstermektedir. Gerçekleştirilen ön çalışmalar 

sonucunda, insan MM hücre serilerinde yüksek düzeyde anti-MM etkinliğe 

sahip olmasının yanında, normal insan fibroblast hücrelerine karşı toksik etki 

göstermediği belirlenen XT5 molekülü, bu özellikleriyle MM tedavisi için güçlü 

bir potansiyel ilaç adayıdır. 

Tez kapsamında XT5’in olası toksik etkilerinin belirlenmesi amacıyla sıçanlara 

farklı dozlarda XT5 uygulaması yapılmış ve süre sonunda sıçanların kan ve 
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dokularında incelemeler yapılmıştır. XT5’in etkinliğinin belirlenebilmesi 

amacıyla immünyetmezlikli bir fare türü olan NSG farelerde miyelom modeli 

oluşturulmuştur. Farede oluşan tümörün gelişimi ve XT5’in etkisi 

biyolüminesans görüntüleme yöntemi ile takip edilmiştir.  

Çalışmadan elde edilen verilerin; yeni geliştirilen bu molekülün, özgün bir ilaç 

molekülü adayı olabilmesi için bundan sonra yapılacak çalışmalara katkı 

sağlayacağı düşünülmektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER  

2.1. Kanser 

Kanser, birtakım anormal yapıdaki hücrelerin kontrolsüz bir şekilde bölünerek 

çoğalması ve vücutta yayılması sonucu ortaya çıkan bir hastalıktır. 2018'de 

dünyada 18,1 milyon civarı olduğu tahmin edilen yeni kanser vakası ve 9,6 

milyon kanser ölümüyle dünya çapında önde gelen ölüm nedenlerinden biridir. 

Dünya sağlık örgütü (WHO), 2040 yılına kadar her yıl 29,5 milyon yeni kanser 

vakası ve 16,5 milyon kansere bağlı ölüm olacağını tahmin etmektedir [1,2]. 

Normal koşullarda vücut, hücrelerin çoğalması ve ölümü arasındaki dengeyi 

sağlamak için birkaç entegre kontrol mekanizmasına sahiptir. Normal hücreler 

yaşlandıklarında veya hasar gördüklerinde programlanmış hücre ölümüne 

(apoptoz) uğrarlar. Vücudun normal kontrol mekanizması çalışmayı 

bıraktığında, kanser hücreleri olarak kabul edilen anormal hücreler bölünmeye 

ve/veya hasar görmüş yeni hücreler oluşturmaya devam eder. Kanser 

hücrelerinin kontrolsüz bölünmesiyle oluşan ekstra hücreler, tümör adı verilen 

bir doku kütlesi oluşturabilmektedir. Kanserin, vücudun hemen hemen her 

dokusunda gelişebilmekle birlikte ve 100'den fazla kanser türü olduğu 

bilinmektedir [3]. 

100'den fazla kanser türü olmasına ve her kanser türünün kendine özgü 

özellikleri olmasına rağmen, tüm kanser türlerinin birkaç ortak özelliği vardır. 

Tüm kanser hücreleri, toplu olarak kötü huylu büyümeye yol açan birkaç 

özelliği paylaşır. Bu ayırt edici özellikler; büyüme sinyallerinde kendi kendine 

yeterlilik, büyüme inhibe edici sinyallere duyarsızlık, apoptozdan kaçınma 

(programlanmış hücre ölümü), sınırsız replikatif potansiyel, indüklenmiş 

anjiyogenez doku istilası ve metastaz olarak kabul edilmektedir. Kanserin en 

önemli özelliklerinden biri normal bir dokudan hasarlı, eski veya istenmeyen 

hücreleri temizlemek için aktive edilen düzenli ve organize bir hücre ölümü 

olan apoptozun gerçekleşmemesidir. Kanser hücreleri, apoptozdan kaçmak 

için farklı mekanizmalar edinmiştir, bu nedenle apoptotik yollarda görülen 

bütün farklılıklar, kanser tedavisi için bir hedef sağlamaktadırlar [4]. 
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2.2. Multipl Miyelom 

Kemik iliğinde bulunan malign monoklonal B-lenfositlerin çoğalması ile 

başlayan MM tedavi edilemeyen bir hematolojik kanser türüdür. MM, kemik 

iliğinde bulunan kötü huylu plazma hücrelerinin kontrolsüz çoğalması 

özelliğiyle bilinmekte ve hastalığın ileri aşamalarında kemik lezyonlarına 

neden olabilmektedir [5]. 

MM’nin 2019 yılında sadece Avrupa'da tahmin edilen 32.110 tanı insidansı ve 

12.960 ölümle birlikte ikinci en yaygın hematolojik malignite olduğu 

bilinmektedir . 1990 yılında  ortalama % 30 olan MM'li hastaların sağkalım 

yüzdesi, 2010'da % 52,2'ye yükselerek son otuz yılda önemli ölçüde 

iyileşmiştir. 1990'lı yıllarda tedavi amacıyla uygulaması yaygınlaşan otolog 

kök hücre naklinin ve melfalan ilacının ortaya çıkmasının bu iyi gelişmeler 

üzerinde etkili olduğu bilinmektedir. Bu gelişmelerin ardından 

immünomodülatör ilaçların (IMiD'ler) ve proteazom inhibitörlerinin (PI'ler) 

etkinliğinin öne çıkması da  tedavi konusunda daha ileri gelişmelere yol 

açmıştır [6]. 

Günümüze dek ve halen günümüzde de , ikinci nesil yeni ajanlar, monoklonal 

antikorlar ve çoklu ilaç kombinasyonları sayesinde MM hastalarının hayatta 

kalma oranları artmaya devam etse de, daha az toksik yan etkileri olan ve 

etkili tedavilerle, hastalığın erken evrelerinde tedaviye ulaşmak için yeni 

ajanlarla ilgili araştırmalar devam etmektedir. 

2.2.1. Etiyoloji 

Lenf düğümlerinin germinal merkezlerinde B lenfositlerinin normal 

olgunlaşması sırasında, immünoglobulinlerin değişken bölgesindeki bir dizi 

gen yeniden düzenlenir. Bu şekilde meydana gelen somatik hipermutasyon, B 

lenfositlerin malign tümör hücrelerine dönüşmesine yol açmaktadır. B 

Lenfositler uzun ömürlü ve monoklonal antikor üreten plazma hücrelerine 

dönüştükten sonra germinal merkezlerin dışında onkojenik olaylar meydana 

gelir ve ilerlemeye devam eder [7]. 
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MM'ye yol açabilecek mutasyonlar genellikle kromozomaldir ve vakaların 

yaklaşık % 50'sinde esas olarak 9, 11 ve 15. kromozomları etkileyen 

hiperploidi olarak kendini göstermektedir [8]. 

Geri kalan % 50 ise translokasyonları, onkojenik yolları aktive edebilen 

genlerin veya tümörü baskılayan genlerin aktivitesini azaltabilen silmeleri içerir 

(örn. Kromozom 13 ve 17) [9]. 

Kemik iliğindeki plazma hücreleri, olgunlaşmış B hücreleri formunda bir tür 

beyaz kan hücreleridir. MM hastalarının plazma hücrelerinin morfolojisi, tipik 

plazma hücrelerine benzeyen küçük, olgun farklılaşmış hücrelerden çapı 20-

30 µm olan büyük, olgunlaşmamış farklılaşmamış hücrelere kadar değişebilir. 

Şekil 2.1 de multipl miyelomda kemik iliği yapısı gösterilmiştir. Normal plazma 

hücreleri, antikorlar  üreterek vücuda giren patojenlerin tanınması ve 

uzaklaştırılmasında görev alır [10]. Plazma hücreleri miyelom hücrelerine 

dönüştüğünde, bu yeni oluşan malign miyelom hücreleri M proteini de denen 

immünoglobülinleri üretir. Bu anormal antikor, M proteini, patojenlere 

saldıramaz. Böylelikle vücut tarafından ihtiyaç duyulmaz. M proteinleri ayrıca 

kemik iliğinde hızla çoğalarak kemik iliğinde bulunan diğer  kan hücreleri ve 

antikorların da normal bir şekilde üretilmesini sekteye uğratmaktadır [11]. 

Hastalık ilerlediğinde miyelom hücreleri kemikteki katı bölgelerin 

yumuşamasına ve osteolitik lezyonların oluşmasına yol açmaktadır [12]. 

Kötü huylu plazma B hücrelerinin çoğalması, tümör nekroz faktörü (TNF), 

interlökin 6 (IL-6) ve benzeri gibi çeşitli faktörler tarafından tetiklenmektedir. 

Kemik ağrısı ve kırıkları, anemi, sık enfeksiyonlar ve böbrek yetmezliği 

MM'nin yaygın semptomlarıdır. Kötü huylu plazma hücrelerinin salgıladığı 

monoklonal antikorlar kanda ve idarda da yüksek seviyelerde bulunmaktadır 

[13]. 
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Şekil 2.1. MM’de kemik iliği yapısı 

MM, oldukça agresif ilerleyen ve günümüzde tedavi edilemez olarak kabul 

edilen hastalıktır. Son yıllarda MM tedavisinde başarılı gelişmeler olmasına 

rağmen, tedavi edilemez bir hastalık olmaya devam etmektedir. MM 

tedavisinin geçmişi 1960'lı yıllara dayanmaktadır. Hastalarda başlangıçta 

tedaviye cevap alındığı halde tekrar nüksettiği bilinmektedir [14]. 

Monoklonal antikorlar, histon deasetilaz (HDAC) inhibitörleri, kemoterapötik 

ajanlar, immünomodülatörler (talidomid, lenalidomid ve pomalidomid) ve 

proteozom inhibitörleri (bortezomib, carfilzomib gibi) gibi yeni geliştirilen 

ajanlar hastalık seyrinin iyileşmesi yönünde çok büyük katkılar sağlamışlardır 

[15]. Ancak, ortalama yaşam süresinin uzamasında otolog kök hücre tedavisi 

ile beraber bu yeni yaklaşımlara rağmen MM’de tam şifa halen 

sağlanamamaktadır. MM tedavisinin temel taşlarını oluşturan bu tedaviler, 

MM hastalarının kemik iliğinde yerleşen ısrarcı kalıntı hastalığını ortadan 

kaldırmakta her zaman başarılı olamamakta ve nüks büyük bir sorun 

olmaktadır. Daha da önemlisi dirençli hastalık en önemli ölüm nedeni olarak 

ortaya çıkmaktadır [16]. 

Türkiye’de, SGK ile Ankara Üniversitesi tarafından gerçekleştirilen ortak bir 

veri analizinde; 2011-2017 yıları arasında tedavi gören 11.000 miyelom 
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hastasının yaşam analizleri sonucunda 2011’de ortanca yaşam süresinin 3 yıl 

iken son yıllarda bunun ancak 7-8 yıla uzadığı, hastaların çoğunun çok 

masraflı tedavilere rağmen ülke ortanca yaşam süresine ulaşamadığı 

görülmüştür. Sonuç olarak, yeni terapötik gelişmeler sağkalım süresini 

arttırılmasına büyük bir katkı sağlanmış olsa da MM’de yanıt oranları halen 

%20’yi geçmemektedir [17]. 

2.2.2. Tedavisi 

MM gelişiminde multifaktöriyel olarak birçok sistem bozukluğunun etkili olduğu 

bilinmektedir. MM’de hücreler arası sinyal iletiminin, programlı hücre 

ölümünün, hücre dışı matriks elemanlarının, sitokin-kemokinlerin ve kemik iliği 

mikroçevresinin önemli rolü bulunmaktadır. Hastalığın biyolojisinde malign 

hücrelerin yerleşip çoğaldığı kemik iliği mikroçevresinden aldığı desteğin hem 

prognostik hem de ilaç direncindeki önemi giderek aydınlanmaktadır. Son 

yıllarda yapılan çalışmalar, ECM (ekstraselüler matriks), sitokinler, kemokinler 

ve büyüme faktörleri gibi bileşenlerin, MM sürecindeki önemini 

vurgulamaktadır [18]. Bu hastalığın, kemik iliği çevresiyle olan bu ilişkisi, hem 

plazma hücrelerinin hayatta kalımını ve büyümesini arttırmakta hem de ilaç 

direncine yol açmaktadır Bu bağlantı aynı zamanda homing, anjiyogenez ve 

osteolizizi de şiddetlendirerek hastalığın ilerlemesinde kritik rol oynamaktadır. 

Kanser hücresinin metabolik yolaklarının çoğu sağlıklı hücreler için de 

geçerlidir. Bu durum ilaç toksisitesine yol açabildiği için, kanser hücre-

mikroçevre hücre arası iletişimi engelleyebilecek antikanser etkili yeni ilaç 

adaylarının geliştirilmesi büyük önem kazanmaktadır. 

Geçtiğimiz yıllarda, MM tedavisi için çeşitli kemoterapi dışı ilaçlar üretilmiş ve 

kullanımı oldukça yaygınlaşmıştır. Günümüzde bu yeni ilaçlar; 

immünomodülatör ilaçlar, proteazom inhibitörleri ve monoklonal antikorlar 

olarak 3 kategoriye ayrılabilir [18]. 

İmmünomodülatör ilaçlar, malignitelerle savaşmak için vücudun kendi 

bağışıklık sistemini kullanmaktadurlar. MM hastalarında kullanılan ve etkili 

olduğu bilinen ilk immünomodülatör ilaç talidomiddir. Günümüzde MM 
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tedavisinde kullanılan diğer Lenalidomid ve pomalidomid, şu anda MM 

tedavisinde kullanılan diğer immünomodülatör ilaçlardır [19]. 

MM için mevcut ilaç tedavileri, esas olarak proteazom inhibitörlerine ve 

immünomodülatör ilaçlara (örneğin, lenalidomid, talidomid) odaklanmaktadır. 

En belirgin olanı, malign plazma hücrelerinde yaygın bir belirteç olan CD38'i 

eksprese eden hücreleri nötralize etme işlevi gören daratumumab'dır [20]. 

2.3. MM tedavisinde kullanılan ilaçlar 

Günümüzde MM için çeşitli tedavi rejimleri kullanılmaktadır. Bu tedavi 

yöntemlerinin seçilmesi ve uygulanması sürecinde, hastalığın hangi aşamada 

olduğu göz önüne alınarak tercih yapılmalıdır. Nüks veya refrakter miyelomda, 

proteozom inhibitörleri, immünmodulatör ilaçlar ve monoklonal antikorlar (gibi 

ilaçlar kullanılmaktadır. Bu ilcalar tek başlarına ya da çoğunlukla ikili ve/veya 

üçlü kombinasyonlar halinde uygulanmaktadırlar [21]. 

Hastalığın devam ettiği süreçte ilaç tedavisi hastanın durumuna göre 

değişkenlik gösterebilmektedir.  Bortezomib tedavisinin ardından hastalıkta 

tekrarlama durumunda olan hastalarda, farklı bir  proteazom inhibitörüyle 

tedaviye yanıt alınabilmektedir. Lenalidomid ile tedavi sırasında relaps olan 

hastalarda da pomalidomid tedavisine yanıt alınabilmektedir. Aynı sınıfta 

bulunan ilaçların kullanımı, Faz 3 araştırmaları ile onaylanmış ve bu ilaçlar 

arasında çapraz direnç gelişiminin olmadığı kanıtlanmıştır [22]. 

Günümüzde multipl miyelom tedavisinde kullanılan proteazom inhibitörleri ve 

immünomodülatörler, tümör hücrelerinde birçok basamağı inhibe ederek 

etkilerini göstermektedirler.  Bu basamaklar; büyüme ve çoğalmayı da 

sağlayan çok sayıda farklı yolağı içermektedir. Proteazom inhibitörleri, 

apoptotik yolakları tetiklemekle birlikte, nükleer faktör-kappa B (NF-κB) 

inhibisyonu da sağlayarak anjiyogenezi, sitokin sinyalizasyonuna ve hücre 

adezyonuna da engel olarak etkilerini göstermektedirler [23]. 

İmmünomodülatuar ajanlar da benzer şekilde apoptozu tetikler ve sitokin 

döngüsünü inhibe ederler. Buna ek olarak multipl miyelomda oluşan tümör 

hücrelerine karşı T hücre ve doğal katil hücre (NK) immün yanıtını arttırırlar 

[24].  
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2.3.1. Proteazom inhibitörleri 

Proteazom, hücrede işlevini kaybetmiş ya da hasara uğramış proteinlerin 

parçalanmasını ve ortadan kaldırılmasını sağlayan yapılardır. Hücre içi 

proteinlerin; antijen sunumu, dna tamiri ve apoptoz gibi çeşitli işlevlerde görev 

almaları nedeniyle proteazomların aktivitesi bu mekanizmaları da 

etkilemektedir. Böylelikle bu durum tümör hücrelerinin de büyümesinde ve 

gelişmesinde de etkili olmaktadır. Proteazom inhibitörleri, proteazomun 

aktivitesini engelleyerek, apoptoza uğramayan anormal hücrelerde apoptozu 

tetiklemekte ve böylece antitümör aktivite göstermektedir. Bu mekanizma son 

yıllarda kanser tedavisinde önemli gelişmeler elde edilmesini sağlamıştır. 

Proteozom inhibitörlerinin buna ek olarak anjiyogenezi, hücreler arası 

etkileşimi ve hücre göçünü de  inhibe ettiği bilinmektedir. Günümüzde klinik 

çalışmalarda birçok proteozom inhibitörünün multipl myelom ve solid 

tümörlerin tedavisi için kullanımına yönelik çalışmalar yapılmaktadır. Hücre 

içinde fazla miktarda üretilen proteinleri parçalayan proteazom kompleksi, MM 

hücrelerinde oldukça aktif görev almaktadır. Bu nedenle, proteazom 

inhibitörleri, proteinlerin hücreden atılmasını engelleyerek ve hücre içinde 

kalmasını sağlayarak MM hücre ölümünü indüklemektedir. Tümör hücreleri, 

büyük bir protein sentez kapasitesine sahip olmakla birlikte bu arttırılmış 

sentetik metabolizma çoğu zaman işlevsiz ve yanlış katlanmış proteinlerin 

(örneğin M paraproteini) birikmesine yol açar. Normal fizyolojik koşullar 

altında hücre, proteinlerin sitoplazmik ve endoplazmik retikulumla ilişkili olarak 

parçalanmasını teşvik ederek dengeli bir metabolizmayı sürdürür. Bununla 

birlikte, proteazomal inhibitörlerin varlığında, MM kanser hücreleri bu protein 

fazlalığını atamazlar ve sonuç olarak hücrelerde apoptoz gerçekleşir [25]. 

2.3.1.1.Bortezomib 

Bortezomib, klinik kullanıma uygun olduğu gösterilen ve FDA tarafından 

onaylanan ilk spesifik proteazom inhibitörüdür. Bir boronik asit dipeptid olan 

bortezomible yapılan preklinik çalışmalar, bu ajanın güçlü bir sitotoksik ve 

büyüme inhibe edici ajan olduğunu göstermiştir. Bortezomib tedavisi, hem 

osteoblast farklılaşmasını teşvik ederek hem de osteoklast aktivitesinin 

reseptör aktivatörünü azaltarak kemik iliği mikro ortamını iyileştirir [25]. Robert 
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Orlowski ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada, ileri hematolojik malignitelere 

karşı ilk kez bortezomibin kullanıldığı klinik araştırma gerçekleştirildi. Ixazomib 

ve carfilzomib, şu anda MM tedavisinde kullanılan diğer proteazom 

inhibitörleridir [25]. 

Monoklonal antikorlar, belirli hücrelere saldırmak için özdeş bağışıklık 

hücreleri tarafından yapılan proteinlerdir. Kanser hücrelerinin yüzeyindeki 

antijenleri spesifik olarak hedeflemek için tasarlanmış monoklonal antikorlar 

da MM tedavisinde kullanılabilir. Daratumumab ve elotuzumab, şu anda MM 

tedavisi için kullanılan ticari olarak temin edilebilen monoklonal antikorlardır 

[26]. 

2.3.1.2. Karfilzomib  

Karfilzomib, çoğunlukla refrakter veya nükseden MM vakalarında kullanılan 

ikinci nesil bir proteazom inhibitörüdür. Karfilzomibin etki mekanizması 

apoptozu teşvik etmek ve kemik lezyonlarını iyileştirmek de dahil olmak üzere 

bortezomib ile aynı olmakla birlikte geri dönüşümlü olan bortezomibden geri 

dönüşümsüz bir etki göstermesiyle farklılık göstermektedir [26]. 

2.3.1.3. İxazomib 

20S geri dönşümlü bir proteozom inhibitörüdür. MM’de klinik araştırma 

altındaki ilk oral proteazom inhibitörüdür. Klinik öncesi çalışmalar, MM hücre 

dizileri ve ksenogreft modellerinde antitümör aktivite göstermiştir. Faz I / II 

klinik çalışmalarda, ixazomib genel olarak yönetilebilir toksisitelere sahip 

olmuştur ve bugüne kadar sınırlı periferal nöropati gözlemlenmiştir. Bu 

çalışmalardan elde edilen ön veriler, iksazomibin nükseden / refrakter MM'de 

tek bir ajan olarak ve yeni teşhis konmuş hastalarda kombinasyon rejimlerinin 

bir parçası olarak aktif olduğunu göstermektedir. Lenalidomid-deksametazon 

ile kombinasyon halinde Faz III çalışmaları devam etmektedir [26]. 

2.3.2. İmmünomodülatörler (IMiD'ler)  

MM’nin, çeşitli etmenlerle immün sistemin gerilemesiyle bağlantılı olduğu 

bilinmektedir. Fonksiyonel antikorlar üreten plazma hücrelerinin yetersiz 
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bulunması nedeniyle humoral yanıtın azalması ve T yardımcı hücrelerle 

tetiklenen B lenfosit farklılaşmasının azalması bu gerilemedeki başlıca 

etmenlerdir. İmmünomodülatör özelliğe sahip ilaçların son yıllarda MM 

tedavisinde oldukça etkili olduğu gösterilmiştir. İmmünomodülatör ilaçlar, T 

lenfositlerin ve doğal öldürücü T (NKT) hücrelerin aktivasyonunu sağlayan IL-

2 üretimini artırarak işlev göstermektedir. Ek olarak, immünomodülatörler 

TNF-a, IL-1b ve IL-6'nın sitokin seviyelerini düşürmekte, böylece MM'deki 

proinflamatuvar durumu geciktirmektedir [27]. 

2.3.2.1.Talidomid 

IMiD'lerin ilk nesli, glutamik asitten türetilen bir bileşik olan talidomid olarak 

kabul edilmektedir. Başlangıçta hamile kadınlarda yatıştırıcı etkisiyle bu 

amaçla kullanılan talidomidin, yapılan araştırmalar sonucunda yeni doğan 

bebeklerde ileri derecede gelişim gerilemesine neden olduğu ortaya çıktığında 

terapötik ajan olarak kullanımı sürdürülemez hale gelmiştir. IMiD'lerin 

günümüze MM tedavisi amacıyla kullanımı, daha az yan etki gösteren 

talidomid türevlerine dayanmaktadır. IMiD'lerin anti-kanser aktivitelerine katkı 

sağlayan ve doğrudan immünomodülatör olmayan bazı etkileri de olduğu 

bilinmektedir. Bu etkiler, malign hücrelerin proliferasyonu ve hayatta 

kalmasıyla bağlntılı olan, MM hücreleri-kemik iliği mikroçevresi etkileşiminin 

yanı sıra birtakım anti-anjiyojenik özellikler ve anti-mitojenik aktiviteyi de 

içermektedir [28]. 

2.3.2.2.Lenalidomid 

İkinci nesil bir IMiD olan lenalidomid, talidomidin etkinliğini geliştirmek 

amacıyla moleküler yapısına bir amino grubunun eklenmesi ve bir karbonil 

grubunun çıkarılması yöntemiyle geliştirilmiştir. Son yıllarda lenalidomidin MM 

ve diğer B lenfosit malignitelerine karşı etkili bir ajan olduğu gösterilmiştir 

[29,30]. 

2.3.2.2.Pomalidomid 

Pomalidomid, talidomidin moleüler yapısından karbonil grubu çıkarılmadan bir 

amino grubu eklenmesiyle türetilir. Pomalidomidin, düşük doz deksametazon 
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ile kombinasyon halinde refrakter / relaps MM hastaların tedavisi için kullanımı 

onaylanmıştır. Pomalidomid; immünomodülatör, anti-proliferatif ve anti-

anjiyojenik özelliklerinin yanı sıra regülatör T hücrelerini aktive ederek ve 

plazma hücreleri üzerinde NK hücre aracılı sitotoksisite etkisi göstererek etki 

etmektedir. Bunlara ek olarak kemikteki osteoklast aktivitesini azalttığı da 

bilinen pomalidomidin, lenalidomide benzer yan etkilere sahip olduğu 

bilinmektedir [31]. 

2.3.3. Monoklonal antikorlar 

2.3.3.1 Daratumumab 

IgG monoklonal antikoru olan daratumumab, CD38 yüzey glikoproteinine 

karşı geliştirilmiştir. CD38, myelom hücrelerinde yoğun olarak ifade edilmekle 

birlikte normal lenfoid ve myeloid hücrelerde düşük miktarda eksprese 

edilmektedir. Daratumumab’ın, lenalidomid ve bir proteozom inhibitörüyle 

tedavi sonrası (2 basamak), pomalidomid ve deksametazon ile kombine 

şekilde kullanımı kabul almış bir tedavi yöntemidir. Etkinlik ve güvenilirliği 

birçok çalışmada değerlendirilmiş ve onaylanmıştır [29]. 

2.3.3.2. Elotuzumab 

Miyelom hücreleri ve doğal katil hücreler (NK) üzerinde bulunan yüzey proteini 

SLAMF7’ye karşı geliştirilen bir monoklonal antikordur. Amerikan Gıda ve İlaç 

Dairesi (FDA), 1-3 basamak tedavi görmüş olan hastaların lenalidomid ve 

deksametazon ile kombine şekilde kullanılmasını onaylanmıştır [29]. 

2.3.2.3. Isatuximab 

Bu monoklonal antikor, CD38 yüzey proteinine karşı geliştirilmiştir. Yapılan faz 

3 çalışmalarında bortezomib ve lenalidomid tedavisi olmuş hastalarda başarılı 

sonuçları olduğu gösterilmiştir [29].   

2.3.4. Diğer İlaçlar 

Kortikosteroidler, melfalan, siklofosfamid, doksorubisin gibi ilaçlar da MM 

tedavisinde kullanılan diğer ilaçlardır [32]. 
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2.3.4.1. Deksametazon  

Glukokortikoidler (GC), sahip oldukları immünosupresan, antiinflamatuvar ve 

proapoptotik özelliklerinden dolayı MM tedavisinde de kullanılmaktadır. 

GC'ler, hücre sitoplazmasında bulunan glukokortikoid reseptörlerine 

bağlanarak kötü huylu plazma hücrelerine etki edebilmektedir. MM 

tedavisinde kullanılan glukokortikoid ilaçlardan en yaygın kullanılanı 

deksametazondur (DEX). DEX, endojen kortizolden 27 kat daha güçlü 

immünosupresan özelliklere sahip sentetik bir kortikosteroiddir. DEX, tek 

başına veya diğer terapötiklerle kombinasyon halinde MM tedavisinde yaygın 

şekilde kullanılmaktadır. Dexametazonun; vücutta sıvı tutulumuna bağlı olarak 

hipertansiyon ve kalp problemlerine yol açabildiği, hiperglisemi veya mide 

bozuklukları gibi yan etkilere neden olabildiği gösterilmiştir. DEX’in etki 

mekanizmasının; kötü huylu hücrelerin bulunduğu bölgeye lökosit 

gönderilmesini tetikleyerek iltihabı azaltmak olduğu ve böylelikle basınç ve 

ağrıyı azalttığı belirlenmiştir. Bunlara ek olarak, DEX; malign hücreler 

üzerinde proapoptotik etkilere sahiptir [33]. 

2.3.5. Histon deasetilaz (HDAC) inhibitörleri  

MM de dahil olmak üzere birçok kanserin oluşumu sadece genetik 

değişikliklerle açıklanamamakta, aynı zamanda histon modifikasyonu gibi 

anahtar epigenetik süreçlerdeki değişiklikleri de içermektedir [33,34]. Son 

yıllarda, gen mutasyonlarıyla ilgili yapılan yeni çalışmalar ve uygulanacak 

tedaviler arasında epigenetik mekanizmalar da bulunmaktadır. Bunun en 

büyük nedenlerinden biri epigenetik değişimlerin büyük oranda geri 

dönüşümlü olmasıdır.  

Lizin kalıntılarının yan zincirinde meydana gelen asetilasyon gibi histon 

modifikasyonları, lizinin pozitif yükünü nötralize ederek, transkripsiyon 

faktörlerinin aktif gen ekspresyonu için promotörlere ve güçlendiricilere 

erişilebilirliğinin artmasına yol açmaktadır. Aksine, histonun 

deasetilasyonunun, kromatin yoğunlaşması ve transkripsiyonel baskılama ile 

bağlantılı histonların asetilasyonunun, yapılarına göre dört sınıfa (sınıf I, II, III 

ve IV) ayrılan 18 enzimden oluşan histon deasetilazlar (HDAC) tarafından 
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düzenlendiği bilinmektedir. Epigenetik değişiklik süreçleri, epigenetik tedavi 

stratejileri için büyük önem taşıyan DNA metiltransferaz ve histon deasetilaz 

gibi enzimlerin aktivitelerine bağlıdır. HDAC'lerin düzensiz çalışması veya 

anormal ekspresyonu, MM dahil birçok kanserin patogenezinde rol 

oynamaktadır. Mithraprabhu ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada 

Sınıf I HDAC'nin, özellikle HDAC1'in aşırı ekspresyonunun MM'de zayıf 

prognozla ilişkili olduğu gösterilmiştir. Bu bulgular, HDAC'lerin MM tedavisi 

için etkili ajanlar olabileceğini düşündürmektedir. Bu nedenle, HDAC 

inhibitörlerinin (HDACi) kullanıldığı yeni terapötik stratejiler, son yıllarda MM 

tedavisi için ilgi çekici olmaktadır. Klinik öncesi çalışmalardan elde edilen 

veriler, HDAC'nin MM hücrelerinde apoptozu tetiklediğini ve hücre döngüsü 

üzerine etki ederek aktivite gösterdiğini kanıtlamıştır [35]. 

Histon deasetilasyon enzimleri , histon deasetilaz inhibitörlerinin (HDAC) 

varlığında inhibisyona uğrar ve böylelikle histon içinde asetilasyon artar. Bu 

artış, kanserli hücrelerde hücresel süreçleri değiştirir, bu yüksek asetilasyon, 

histon birikimine neden olur ve tümörlerde gerilemeyle sonuçlanır [] . HDAC 

inhibitörleri dört sınıfta incelenmektedir: kısa zincirli yağ asitleri, hidroksamik 

asitler, halkalı tetrapeptidler ve benzamidler. HDAC inhibitörleri hematolojik 

kanserlerin tedavisinde olduğu gibi solid tümörlerin tedavisinde 

kullanılmaktadır. Bir histon deasetilaz inhibitörü olan panobinostatın:, 

bortezomib ve deksametazon ilaçlarıyla beraber kullanımının anti-miyelom 

etki gösterdiği belirlenmiştir [36,37].  

2.4. MM için kombine terapötik rejimler  

Antikanser ilaçların birlikte uygulanması ile etki gösteren kombinasyon 

tedavisi, kanser hücrelerinde direnci kırmak için en sık kullanılan 

yaklaşımlardan biridir. Kombinasyon halinde hastaya verilen ilaçlar, her biri 

kanser hücrelerinde farklı bir biyokimyasal mekanizmayı hedefleyecek şekilde 

seçilerek sinerjik etki elde edilmesi hedeflenir [38,39]. 

MM tedavisi için etkili olduğu belirlenen birkaç ilacın kombine kullanımının, 

hasta prognozunu önemli ölçüde iyileştirdiği belirlenmiştir. MM kombinasyon 

tedavisi, hastalığın ilerlemesini etkili bir şekilde yavaşlatarak, remisyon 
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süresini uzatarak ve relaps / refrakter fazları azaltarak etki göstermektedir. 

MM’nin belirteçleri arasında malign plazma hücrelerinin ve B lenfositlerinin 

heterojen klonlarının üretimi olduğu bilinmektedir, bu nedenle kombinasyon 

tedavi rejimlerinin seçimi büyük ölçüde hastadaki dominant ve minör klonların 

oranına bağlı olmaktadır [40,41]. Örneğin, yeni tanı konmuş hastalarda 

IMID'leri içeren kombinasyon tedavilerinin yanıtı % 90-100 iken, relaps / 

refrakter hastalıkta yeniden ortaya çıkan minör klonları taşıyan hastalarda bu 

oran % 50-65'e düşmektedir. Bu nedenle, hastalık durumuna göre optimum 

ilaç kombinasyonlarını belirlemek çok önemlidir; yeni teşhis edilmiş vakalara 

karşı nükseden / tedaviye dirençli hastalıkta uygulanması gereken kombine 

tedaviler farklılık göstermektedir [42,43].  

2.5. Yeni ilaçların tasarımı ve geliştirilmesi 

Son yıllarda özgün ilaç moleküllerinin tasarlanması ve sentezlenmesi yeni 

birtakım teknolojiler kullanılarak gerçekleştirilmektedir. İlaç etken maddelerinin 

tasarımı ve araştırılması çalışmaları, in silico sistemlerin gelişmesiyle 

günümüzde hız kazanmıştır. Bilgisayar Destekli İlaç Tasarımı (CADD), bu 

alanda geliştirilen yeni bir teknoloji olup, bu yöntemin birkaç alanda kombine 

halde kullanılarak ilaç geliştirme stratejilerinde oldukça etkili olduğu 

bilinmektedir [44,45]. Bu ve benzeri teknolojiler, özgün bir ilaç adayının 

geliştirilmesi sürecinde zaman ve maliyeti en aza indirmeye olanak 

sağlamaktadır. Günümüze dek, aralarında FDA onaylı ilaçlar da dahil çok 

sayıda klinik çalışmada bu tekniklerin ilaç tasarımına katkısı gösterilmiştir 

[46,47]. Günümüzde MM tedavisi, melfalan,siklofosfamid ve prednizon gibi 

geleneksel ilaçlarla veya talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi sonradan 

geliştirilen ajanlarla sağlanmakadır. Bu tedaviler genel olarak başarılı olsa da, 

kemik iliğinde yerleşen bu minimal rezidüel hastalığı tamamen yok etmeyi 

başaramamaktadırlar. Yapılan çalışmaların sonucunda, kemik iliğinin 

bileşenlerini oluşturan ECM (ekstraselüler matriks), sitokinler, kimokinler ve 

büyüme faktörlerinin, MM alt populasyonları için koruyucu bir ortam 

oluşturduğu belirlenmiştir. MM’nin kemik iliği eksenine olan bağlılığı plazma 

hücrelerinin hayatta kalımını arttırmasına ek olarak ilaç direncine de neden 

olmaktadır. Buna ek olarak, homing, anjiyogenez ve osteoliziz de bu durumun 
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bir etkisi olarak hastalığın ilerlemesinde etkili olmaktadır [48,49]. Bu nedenle, 

antikorlar, peptidler ve sinyal yolağı inhibitörleri gibi; plazma hücreleriyle 

kemik iliği bileşenleri arasındaki bağlantıyı azaltan/yok eden yeni ajanlar 

geliştirilmektedir. Bu terapilerin minimal rezidüel hastalığın tedavisinde etki 

göstererek hastalık prognozunu iyileştireceği düşünülmektedir. 

MM’de tümör hücrelerinin, kemik iliği mikro çevresinden köken aldığı 

bilinmektedir. Bu durum, kemik iliği ekstra selüler matriks (BM/ECM) üyeleri 

(fibronektin, laminin, VCAM-1, proteoglikanlar, kolajenler ve hyaluronan) ve 

hücrelerin yüzeyinde bulunan birtakım adezyon molekülleri (integrinler, 

heparan sülfat proteoglikanlar ve hyaluronan reseptörleri CD44 ve RHAMM) 

arasında oluşan etkieşimler aracılığıyla gerçekleşmektedir [50,51]. BM/ECM 

ve MM hücreleri arasındaki bu etkileşim, hem MM hücrelerinin hayatta kalımı, 

proliferasyonu ve göçüne de neden olan çeşitli sinyal yolaklarını aktive 

etmekte hem de ilaç direncine yol açmaktadır. Hücre adezyonu aracılı ilaç 

direnci (CAM-DR) olarak bilinen bu durumun MM hücrelerinin terapötik 

ajanların etkilerinden korunmasına neden olduğu düşünülmekte ve bu durum, 

yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesi için son derece önem taşımaktadır 

[52,53]. 

2.6. Benzoksazol ve Benzamid Türevleri 

Benzoksazol halka sistemi, düzlemsel heterosiklik bileşikler sınıfına girer  ve 

nükleik asitlerde bulunan olan purin bazlarına yapısal olarak benzerlikleriyle 

dikkat çekerler.  Bu yapısal benzerlik, hücrede nükleik asit sentezini 

engelleyerek kemoterapötik aktivite elde edilmesini sağlar [54]. 

Doğal ürünlerde bulundukları gibi sentetik moleküllerin de yapısında bulunan 

benzoksazoller, proteinler ile reaksiyonlara girebilmekte ve lipofilik 

özellikleriyle hidrofobik etkileşimler kurabilmektedirler [55,56]. Kimyasal 

modifikasyonlara izin veren esnek yapıları sayesinde yan zincirlerinin 

karakteristiğinin değişmesi de mümkündür. Tüm bu özellikleri bu moleküllerin 

terapotik tedavilerde kendilerine yer bulmalarını sağlamıştır. 

Benzoksazol türevlerinin sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerinin araştırıldığı 

birçok çalışma sonucunda farklı biyolojik aktiviteye sahip türevleri olduğu 
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belirlenmiştir. Benzoksazol türevlerinin, anti-inflamatuvar [57] antikanser [58] 

ve proteaz inhibitörü aktivitesi [59] gösterdiği belirlenen türleri bulunmaktadır. 

Bunlarak ek olarak hücresel yolakları da etkilediği bilinen benzaoksazollerin 

antikanser ajan olarak potansiyelleri de son yıllarda dikkat çekici olmuş ve bu 

konuda çalışmalar hızlandırılmıştır. 

Benzoksazol türevlerinin metabolitleri de son yıllarda yapılan çalışmalarda 

dikkat çekmektedir. Benzoksazollerin ilkin metabolitlerinin amid türevleri 

olduğu bilinmektedir. Bu metabolitler faz I reaksiyonları ile moleküler 

yapılarındaki oksazol halkasının açılması sonucu oluşmaktadır [60,61]. 

Benzoksazol metaboliti benzamit türevlerinin aktivitelerinin incelendiği 

çalışmalarda da benzoksazol halkası içeren türevlere benzer şekilde 

antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkileri olduğu gösterilmiştir. Bunlara ek 

olarak benzamit türevlerinin, ve antikanser etkilerinin olduğuyla ilgili çalışmalar 

da yapılmıştır. Yapılan bir çalışmada sentezlenen 4- amino-N-(2-aminofenil) 

benzamit molekülünün tümör hücreleri üzerinde sitotoksik etki gösterdiği 

belirlenmiştir Bu çalışmanın sonuçlarıyla birlikte benzamit türevlerinin 

antikanser etkilerinin araştırılmasıyla ilgili çalışmalar artmıştır. Benzamit 

türevleri böylelikle HDAC inhibitörlerinin de önemli bir sınıfını da  

oluşturmaktadır [62,63]. 

2.6.1. N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil benzamit (XT5) 

Son yıllarda yapılan anti-kanser araştırmaları, G-protein-bağlı reseptörlerden 

olan proteazla aktive edilen reseptörler (PAR) ile tümör oluşumu arasındaki 

ilişkiye işaret etmektedir. PAR, hücre proliferasyonu, enflamasyon ve kan 

pıhtılaşması dahil olmak üzere farklı biyolojik etkiler gösteren çeşitli dokularda 

eksprese edilmektedir. PAR ailesinin, özellikle PAR1'in ifadesinin, meme,  

kolon, böbrek, dahil olmak üzere birçok tümör progresyonunda rol aldığı 

gösterilmiştir [64,65]. 

Miyelom ve kemik iliği mikroçevresiyle ilgili yapılan araştırmalar sonucunda 

PAR-1’in miyelom hücrelerinde de ifade edildiği anlaşılmıştır. Buna ek olarak 

MM hastaları ve hücre hattı örneklerinden alınan malign plazma hücrelerinde 

PAR1’in varlığı ile PAR1’e bağlandığı bilinen heparinin etkileri gösterilmiştir. 
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Yakın zamanda bu alanda yapılan çalışmalarda anti-trombotik etkiye sahip 

olan heparinin, kullanıldığı MM hastalardaki tedavi başarısındaki artış 

gösterilmiştir [66,67]. 

Elde edilen olumlu sonuçların yanısıra heparinin ciddi yan etkileri nedeniyle, 

aynı mekanizmada etkili olan farklı molekül arayışları önem kazanmıştır. Bu 

arayış sonucunda heparin benzeri etkili bir ilaç molekülü arayışı sırasında 

birçok yeni molekül bulunmuştur. Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Farmasötik Kimya bölümünde, tasarımı ve sentezi gerçekleştirilen aday 

moleküller arasından PAR1’e bağlanarak kanser hücresinin mikroçevreden 

aldığı desteği kesebilecek olan moleküller seçilmiştir. Benzoksazol ve 

benzamid yapısı taşıyan bazı bileşikler arasından seçilen özgün 

moleküllerden özellikle benzamid türevi N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil 

benzamit (XT5)’in yüksek in vitro anti-miyelom etki gösterdiği tespit edilmiştir . 

Benzamit türevi N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil benzamit (XT5) molekülü, 

insan MM hücre dizilerine karşı en yüksek anti-MM etkiye sahip molekül 

olarak seçilmiştir [68,69]. 

Günümüzde MM tedavisinde kullanılan standart ilaçlardan Talidomid ve 

Melfalan ile  karşılaştırılması sonucunda XT5 molekülünün standart ilaçlardan 

çok daha etkili bağlanma özelliği olduğu görülmüştür. İnsan MM hücre 

dizilerinin yanı sıra, taze insan MM hücreleri üzerinde yapılan in vitro toksisite 

çalışmalarında, XT5’in yine en etkili molekül olduğu teyit edilmiştir. İlaveten 

XT5’in anti-MM etkisine karşın normal insan fibroblast hücreleri üzerinde 

sitotoksik etki göstermediği de belirlenmiştir [70]. 

Heparin molekülünün anti-miyelom etkilerinin bulunmasının ardından devam 

eden miyelom-mikroçevre araştırmaları sırasında heparinin etki ettiği Proteaz 

aktive edici reseptör 1(PAR-1)’in miyelom hücrelerince ifade edildiği 

bildirilmiştir [71]. Ankara Üniversitesi Farmasötik Kimya bölümünde yürütülen 

moleküler doking çalışmaları sonucu PAR-1 ile bağlanabilme özelliği olan 11 

özgün molekül belirlenmiştir. Bu moleküllerden özellikle XT5’in en potent in 

vitro anti-miyelom etki gösterdiği belirlenmiştir. Sözü edilen bu moleküllerin 

insan PAR-1 ile etkileşimleri ve mekanizmasını incelemek üzere moleküler 
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doking yöntemi Autodock Vina programı kullanılarak uygulanmış, enzim ile 

etkileşimler PAR-1 reseptör antagonistleri Vorapaxar (1c), Atopaxar (1d); 

Artesunate (1e) ile kıyaslanmıştır [54] 2017 yılında yapılan bir çalışmada da 

XT5 molekülünün K562 KML hücre serisinde apoptotik etkileri bildirilmiştir 

[72,73]. 

XT-5 molekülünün anti-MM etkinliği, RPMI-8226 ve U266 insan MM hücre 

hatlarında değerlendirilmiş olup IC50 değeri 10 µM olarak belirlenmiştir. Bu 

değer in vivo fare MM modelinde uygulanması planlanan doz 5 mg/kg olarak 

hesaplanmıştır.  

XT5 molekülün L929 Fibroblast hücrelerinde 72. saat MTT canlılık testi 

verileri, %50 toksisitenin 10uM dan sonra başladığı göstermektedir [74]. Daha 

sonra kordon kanı normal lenfositleri üzerinde yapılan MTT deneyinde bu 

dozda toksisite gözlenmemiştir. XT-5 molekülünün anti-MM etkinliği, RPMI-

8226 ve U266 insan MM hücre hatlarında değerlendirilmiştir [73].          

Miyelom-mikroçevre etkileşme özelliğinden (PAR1 bağlanma gösterebilen) 

yola çıkarak seçilen yeni bileşiklerin apoptozis, sitokin-kemokin,  bağlanma ve 

direnç gelişimi yönünden mevcut standart ilaçlarla karşılaştırmalı 

değerlendirilmiştir. 

Bir aday ilaç molekülü olan XT5 ile MM hasta kemik iliğinden taze izole edilen 

plazma hücrelerinde in vitro MTT testleri, yeni tanı olgularda daha sıklıkla, 

dirençli nüks olgularda ise daha az sıklıkla anti-MM etki olduğunu 

göstermektedir. 

Yeni ilaçların geliştirilmesi sürecinde temel amacın terapötik etkisi yüksek ve 

toksik etkileri olmayan veya en az olan ilaç tedavilerini klinik aşamaya 

getirmek olduğu bilinmektedir. Bu nedenle yeni üretilen ilaç moleküllerinin 

etkinliğinin yanı sıra olası toksik etkilerinin de incelenmesi gerekmektedir. Bu 

tez kapsamında yeni aday ilaç molekülünün fare modelinde etkinliğinin yanı 

sıra toksik potansiyeli değerlendirilecektir. Elde edilecek sonuçlarla aday 

molekülün en etkin ve en az toksik dozunun belirlenmesi amaçlanmaktadır. 
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2.7. Deneysel Hayvan Modelleri 

Yarım yüzyıldan fazla bir süredir, hayvan modellerinin katkısı sayesinde insan 

kanser türleri için geliştirilen tedavilerde önemli ilerleme kaydedilmiştir [75]. 

Bununla birlikte, bu alandaki çalışma sonuçlarının fare modellerinden klinik 

deneylere çevrilmesi, insan ve fare türleri arasındaki genetik farklılıklar 

nedeniyle uzun yıllar başarılamamıştır. İnsan hücrelerinin ve dokularının 

laboratuvar faresine implantasyonu, sağlam bağışıklık sistemine sahip 

konakçı fare tarafından insan dokularının reddini indükleyecektir. Kanser 

araştırmaları için ilk üretilen atimik fare modelinden, en son keşfedilen 

genetiği değiştirilmiş ve yüksek derecede bağışıklığı yetersiz fare türlerine 

kadar, bu alanda kullanılan  ksenograft modeller insan kanserlerine karşı 

tedavileri geliştirmek için değerli araçlar olmuşlardır [76]. 

Deneysel fare modelleri, çeşitli insan hücre ve dokularının insanlarda olduğu 

gibi engraft edildiği ve işlev gösterebildiği modellerdir. Son yıllarda bu 

modelleme, insan hastalıklarının patogenenezinin anlaşılmasında oldukça 

etkili ve önemli olmaktadır [77,78]. Bu amaçla, ksenograftları reddetmeyen, 

hücrelerin ve dokuların farklılaşmasını ve büyümesini destekleyen yüksek 

derecede immün yetmezliği olan fareler oldukça önemli araçlardır. Çıplak 

(nude) ve şiddetli kombine immün yetmezlik (SCID) farelerinin keşifleri, 

ksenotransplantasyon için immün yetmezliği olan farelerin geliştirilmesinde ilk 

gelişmelerdir [79]. 1962 yılında üretilen nüde farelerin ilk immünyetmezlikli 

fare türü olduğu bilinmektedir. Prdkcscid geninin bir NOD farenin kendi içinde 

melezlenmiş suşuna katılması yoluyla oluşturulan obez olmayan diyabetik 

(NOD) / SCID farelerin geliştirilmesi de insanlaştırılmış farelerin gelştirilmesine 

katkıda bulunmuştur. 

Nude ve scid farelerin keşfinden beri çeşitli immünyetmezlikli fareler, 

insanlaştırılmış fareler oluşturulmak üzere denenmektedir. SCID farelere 

insan fötal karaciğer ve timüs yoluyla insan T ve B hücrelerinin 

nakledilmesiyle oluştrulan SCid-hu modeli, etkili bir fare modeli olarak 

düşünülse de bu farede engrafman oranlarının çok yüksek olmadığı 

belirlenmiştir [80]. 1998 yılında Goldman ve arkadaşlarının yaptığı çalışma 

[81] sonucunda IL-2Rcnull geninin aktarıldığı farelerde geilişmiş insan hücre 



21 
 

engrafmanı özellikleri olduğunu bildirmiştir. Bu fareler T, B ve doğal öldürücü 

(NK) hücrelerinin eksik olmasıyla ve makrofaj ve dendritik hücre etkinliklerinin 

az olmasıyla çok yönlü immünyetmezlik özellikleri göstermektdir [82]. Bu 

farelerde, köken aldıkları farelerden çok daha etkin şekilde insan hücre 

engrafmanları görüldüğü belirlenmiştir. Buna ek olarak bu farelerde insan 

hematopoietik kök hücrelerin, çok yönlü iyi farklılaşmış insan hematopoietik 

hücrelerine dönüşümünde artış olduğu gözlenmiştir [83]. Böylelikle, mutant 

IL2rc geninin bulunması, 2000 li yılların başında immünyetmezlikli NOD/SCID 

farelerden insanlaştırılmış farelerle ilgili yapılan çalışmaların artmasına 

önayak olmuştur [84]. 

IL-2Rcnull genini taşıyan immünyetmezlikli fare türleri son derece etkin 

yüksek engrafman oranları ve insan hücre farklılaşmaları göstererek insan 

hastalık modellerinin geliştirilmesinde dikkate değer ilerlemelere yol açmıştır. 

Bu kategoriye giren fare türleri arasında, 2002 yılında rapor edilen NOG 

(NOD/Shi-Prkdcscid Il2rctm1Sug/Jic) [85] ve 2005 yılında ilk kez üretilen NSG 

fare, B BRG fareler bulunmaktadır [129]. BALB c farelere IL-2Rcnull geninin 

aktarılmasıyla oluşturulan İmmünyetmezlikli BRG fareler NSG ve NOg 

farelere alternatif olarak düşünülerek üretilmiştir. Bu farelerle ilgili yapılan 

çalışmalarda elde edilen verilere göre NSG ve NOG farelerin insan doku ve 

hücreleri için en iyi alıcılar olduğunu göstermektedir. Bu türler için İnsan 

hücrelerinin engrafman başarısı azalan sırada şu şekilde sıralanmaktadır: 

NSG=NOG>NRG>BRG>NOD / SCID>B6RG [86]. 

Engrafman başarısı az olan SCID ve Nod/SCID farelerin dezavantajı timik 

lenfomanın bu türlerde sıklıkla görülmesi ve bu farelerin ileri yaşlarında T ve B 

hücrelerin gelişmesi durumuna açık olmalarıdır [87]. NOG ve NSG farelerde 

bu iki olasılığın olmaması türlerinin engrafman başarısını arttırmaktadır. 

Bunun nedeninin IL-2Rc nın inaktif olması ve bu genin IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 

ve IL-21 gibi , T ve B hücre gelişimi için önemli olan sitokinlerle bağlantılı 

olması olduğu düşünülmektedir. Birbirine oldukça benzeyen NSG ve NOG 

fare türlerinde IL-2 Rc mutasyonu bakımından bir farklılık olduğu 

bilinmektedir. NOG farede IL2rg mutasyonu, ekprese edilen ve sitokinlere 
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bağlanabilen ancak sinyal veremeyen bir protein üretirken, NSG farelerindeki 

mutasyon, sitokinlere bağlanamayan tam bir eksikliği kapsamaktadır [88]. 

2.7.1. NSG (NOD/SCID IL-2Rγ[null]) fareler 

Primer insan hücrelerinin, dokuların ve tümörlerin engrafmanında önemli bir 

adım; IL-2 reseptörü gamma zincirinde (IL2rγnull) mutasyon olan immün 

yetmezlikli farelerin geliştirilmesi ile atılmıştır. IL2rγ geni,  IL2, IL4, IL7, IL9, 

IL15 ve IL21 reseptörlerin yüksek affinite sinyalinden sorumludur ve bu 

reseptörler aracılığıyla oluşan sinyal eksikliği, hem kazanılmış hem de doğal 

immun sistemi zayıflatmaktadır [89]. SCID, Rag1null veya Rag2null 

mutasyonları ile kombine edildiğinde kazanılmış bağışıklığı tamamen yetersiz 

ve doğal bağışıklığı ciddi derecede eksik olan, insan hücre doku ve 

tümörlerinin engrafmanı için oldukça kullanışlı bir fare türü olan NOD/SCID IL-

2Rγ(null) (NSG)  elde edilmiştir. Shultz ve arkadaşları bu yeni fare türünde 

CD34 pozitif hematopoietik hücre engrafmanını göstermişlerdir [89,90]. 

NSG fareler, IL2rg ve NOD-SCID farelerin 8-10 jenerasyon geri 

çaprazlamasıyla elde edilmiş bir türdür. Bu farelerin immünyetmezlik derecesi, 

kendisini oluşturan ebeveyn türlerin immün eksikliklerine bağlıdır. SCID 

türünden gelen mutasyon, NSG farelerin fonksiyonel T ve B hücrelerin 

eksikliğini verirken, NOD türü NK ve makrofaj fonksiyonlarının eksikliğiyle 

immünyetmezliğe neden olmaktadır [91]. 

İnterlökin-2 (IL-2) reseptörü gamma zinciri eksik olan NSG fareler yakın 

zamanda hastalık modelleri geliştirmek için kullanılmaya başlanmıştır. Bu 

türün, daha fazla immun baskılamayla birlikte NK hücre eksikliği, 

makrofajlarda ve dendritik hücre fonksiyonundaki hatalar ve ek olarak olgun B 

ve T lenfositlerinin eksikliğine bağlı olarak SCID ve NOD/SCID farelere 

kıyasla tümör engrafmanında belirgin gelişmeler gösterdiği belirlenmiştir [92]. 

NSG (NOD-SCID IL2rg - / - )fareler ileri derecede immün yetmezliğe sahip 

olmalarına rağmen geleneksel ,kendi içinde melezlenmiş fareler kadar uzun 

yaşayabilirler. NSG farelerinin ömrü, 37 haftaya kadar yaşayan NOD-SCID 

farelerine kıyasla 90 haftadan daha fazladır, bu da terapötik tedavilerin uzun 

vadeli etkilerini ve güvenliğini gözlemlemeyi mümkün kılmaktadır [93]. 
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Çıplak (nude) farelerin gelişiminden bu yana immünyetmezlikli fareler insan 

tümör biyolojisini, anjiyogenezi ve metastazın mekanizmalarrını araştıran 

çalışmalarda kullanılmaktadır. Bununla birlikte bu farelerin NK hücre 

aktivitesinin de dahil olduğu bağışıklık sistemlerinin tümör büyümesini ve 

metastazı engelleyebileceği bilinmektedir.  NK hücre aktivitesine sahip NUDE 

farlerle birlikte düşük olmasına rağmen NK hücre fonksiyonuna sahip SCID ve 

NOD-SCID farelerin de tümör hücrelerin büyümesi için uygun bir milroçevre 

sağlamadığı anlaşılmaktadır. NSG farelerin, NK hücrelere sahip olmamaları 

bu farelerin insan tümör hücrelerinin büyümesi için serbest bir ortam 

oluşmasına neden olmaktadır [94]. 

NSG farelerle ilgili son yıllarda yapılan çalışmalar, bu farelerde; tümör hücre 

hatları, tümör kök hücreleri ve primer katı tümörler de dahil olmak üzere çeşitli 

tümör implantlarının başarılı sonuçlarını göstermektedir. Bu tümör çeşitleri 

arasında melanoma [95], pankreas kanseri [96] akciğer kanseri [97]. meme 

kanseri [98] nöroblastoma [99],  ve bunlara ek olarak akut miyeloid lösemi 

(AML) [100], akut lenfoblastik lösemi (ALL) [101] ve  Hodgkin lenfoma gibi 

hematolojik kanser türleri de bulunmaktadır. NSG farelerin keşfiyle ve 

kullanımının yaygınlaşmasıyla NOD/SCID farelerine kıyasla çok daha az 

hücre enjekte edilerek başarıya ulaşıldığı kanıtlanmıştır [102]. 

NSG farelerin, diğer immün yetmezliği olan fare modellerine göre daha verimli 

birincil insan tümör ksenograftlarının implantasyonuna ve büyümesine izin 

verdiği bilinmektedir. Bu konuya ilişkin Agliano ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada insan akut lösemi hücrelerinin NSG farelere intraperitoneal 

enjeksiyonu sonucunda NOD SCID fareler %32 oranında engrafman başarı 

gösterirken NSG farelerin %70 oranında engrafman başarısı gösterdiği 

belirlenmiştir [103]. 

NSg farelerde, diğer immünyetmezlikli farelere göre çok daha hızlı ve kolay 

tümör engrafmanının gerçekleştiği bilinmektedir. Yapılan bir çalışmada; 

nöroblastoma tümör hücrelerinin, NSG olmayan immünyetmezlikli farelerde 

bazal membran benzeri matriks ekstraktının varlığında büyütülebildiği ancak 

bu ekstraktın, tümör hücresinin tümörijenik özelliklerini modüle edebilen 

proteinler ve büyüme faktörleri içerdiği belirlenmiştir. Sartelet ve 
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arkadaşlarının yaptığı çalışmanın sonucunda NSG farelerde nöroblastoma 

tümör hücrelerinin bazal membran benzeri matriks kullanılmadan diğer 

immünyetmezlikli farelere göre iki katı oranda tümör büyümesinin görüldüğü 

bildirilmiştir [104,105]. 

Yüksek metastaz insidansının görülmesi; NSG farelerde oluşturulan insan 

ksenograft modellerin bir başka özeliğidir. Carreno ve arkadaşlarının bu 

konuya ilişkin yaptıkları çalışmada, melanom pulmoner metastaz modeli 

kullanılarak dört immünyetmezlikli fare türü; SCID, NOD-SCID, NSB ve NSG 

fareler karşılaştırılmıştır. Araştırmanın sonucunda, NSG farelerde akciğer 

metastazının en hızlı geliştiği, bu durumun da NK hücre eksikliğine bağlı 

olduğu görülmüştür [106,107]. 

Son yıllarda NSG farelerle oluşturulan ksenograft modeller, klinik kanser 

araştırmaları için oldukça dikkat çekici olmaya başlamıştır. İnsan tümör 

hücrelerinin sahip olduğu yüksek homing (hücrelerin kemik iliğinde vasküler 

bölgeden ekstravasküler bölgeye göç etmesi) yeteneği, NSG farelerde 

oluşturulan modellerde de korunabilmekte, böyelelikle tümörün patogenezinin 

incelenmesine katkı sağlamaktadır. Miyakawa ve arkadaşlarının NSG cinsi 

immünyetmezlikli fareye insan multipl miyelom hücre hattını intravenöz olarak 

enjekte etmesinin ardından farelerde multipl miyelomun kemik iliği bölgesinde 

yerleştiği ve arka bacaklarda paralizle sonuçlandığı görülmüştür 

[108,109,110]. 

Tümör oluşturulan NSG farelerde, sitokinler aracılığıyla immünoregülasyon 

uygulanabilmektedir. Bu yöntem, özellikle IL- 2, IL-15, TNF, ve GMCSF gibi 

farklı sitokinlerle veya hücre bazlı tedaviler ve  bazı spesifik antikorlarla 

uygulanabilmektedir. Seitz ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada NSG farelere 

rabdomyosarkoma (RMS) ksenograft modeli oluşturulmuş ve farelere eş 

zamanlı olarak hematopoietik kök hücre nakli uygulanmıştır [111]. Çalışma 

sonucunda, farede insan benzeri immün sistem hücrelerinin oluştığu ve 

implante edilen tümör hücrelerinin canlılığını azalttığını bildirmişlerdir. 

Böylelikle insanlaştırılmış farelerde oluşturulan modellerin gelecekteki 

immünoterapi araştırmaları için dikkat çekici olduğunu vurgulamışlardır. 

İmmünoterapi alanında çalışmalar yapan başka bir araştırma ekibi, benzer 
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şekilde NSG farelerde hematopoietik kök hücre ve meme kanseri hücrelerini 

eş zamanı olarak uygulamış ve IL-15 in NK hücreleri üzerindeki uyarıcı 

etkisini incelemişlerdir. Farelere IL-15 tedavisi uyguladıktan sonra NK hücre 

oluşumunun indüklendiği görülmüştür [112]. 

2.7.2. Fare Miyelom modelleri 

Fare miyelom modelleri, multipl miyelom patogenezinin anlaşılması, hastalık 

direnci mekanizmalarının belirlenebilmesi, ve yeni terapötik stratejilerin 

geliştirilebilmesi için kritik araçlardır. MM ve ekstramedüller plazmasitomanın 

birçok preklinik modeli tanımlanmış ve yaygın olarak kullanılmasına rağmen, 

çok azı malign plazma hücresi-kemik iliği mikroçevresi etkileşimlerini yeterince 

açıklayıcı olmaktadır. Bu nedenle in vivo hastalık modeli oluştururken uygun 

modeli seçmek araştırma için en önemli zorunluluktur [113]. Oluşturulacak 

model seçimi ve uygualama protokolü; konakçının bağışıklık sistemi ve insan 

hücre hatları veya primer MM hücrelerinin kullanımı gibi faktörlere bağlıdır. 

Multipl miyelomun preklinik fare modelleri, büyük oranda farelerde insan 

miyelomunun ksenograft modellerini ve genetik olarak tasarlanmış modelleri 

içerir. Ksenograft fare miyelom modelleri, primer insan MM hücrelerinin 

immün yetmezliği olan farelere nakledilmesi sonucu farede MM oluşumuyla 

sonuçlanan bir protokolü içermektedir [114]. 

Farede MM modeli oluşumunun ilk örneği 5TMM modelidir. 1979 yılında 

yapılmış bir çalışmada, kendi içinde melezlenmiş (inbred) bir fare türü olan 

C57BL/KalwRij farelerin, yaşları ilerledikçe monoklonal proliferatif b hücre 

bozuklukları gösterdiği belirlenmiştir. Bu farelerin %80 inde, insanlardakine 

benzer şekilde, anlamı bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS) denilen 

plazma hücrelerinin anormal protein oluşturmasıyla karakterize durum 

görüldüğü saptanmıştır. Bu farelerden  de yaşı oldukça ileri bir kısmında da 

MM geliştiği saptanmıştır. Bu şekilde MM oluşan farelerden izole edilen MM 

hücreleri, genç farelere nakledildiğinde hücrelerin kemik iliğinde koloni 

oluşturduğu ve MM ile sonuçlandığı belirlenmiştir. Bu yöntem tekrarlanarak 

oluşturulan fare miyelom modeline 5TMM modeli denilmektedir ve miyelom 

modellerinin temelini oluşturmaktadır [114,115]. 
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5TMM modeli, farede MM modelleri arasında bir kilometre taşı olsa da takip 

eden yıllarda birçok araştırmacı yeni miyelom modelleri oluşturmaya devam 

etmiş ve miyelomun patogenezini aydınlatmaya çalışmıştır. Bu yöntemler 

genel olarak subkutanöz veya intravenöz olarak MM hücrelerinin fareye 

nakledildiği kseograft modellerdir [116]. 

İnsan MM hücre hatlarının, bağışıklığı zayıflamış farelere enjekte edildiği 

ksenograft modeller (örneğin, şiddetli kombine immün yetmezlik (SCID), 

NUDE, obez olmayan diyabetik (NOD) / SCID, vb. fareler) son yıllarda dikkat 

çekici olmaya başlamıştır. MM hücrelerinin intravenöz enjeksiyonu sistemik 

şekilde hastalığı indüklemek amacıyla kullanılır. Kuyruk damarında MM 

hücrelerinin nakliyle oluşturulan bu modelde tümör engrafman hızı enjekte 

edilen hücre hattına göre değişmektedir [117]. 

 Subkutan veya intratibial enjeksiyonlar uygulandığı farede lokal hastalık 

oluşturulabilmektedir. Bu modeller, MM hücrelerinin kemik iliğine 

mikroçevresinden bağımsız olarak vüvut bölgelerinde tümör gelişimine ve 

takibine olanak vermektedir [118]. 

JJN3, OPM2, U266, U266-GFP, XG1, RPMI-8226, RPMI-8226-Luc, MM.1S, 

HuNS1, L363, KMM-1 de dahil olmak üzere çesitli hücre hatları ve primer 

hasta kökenli multiple miyelom hücreleri de NSG farelerde denenmiştir [119]. 

 JJN3, U266 veya OPM2 hücrelerin intravenöz şekilde NSG farelere 

nakledilmesinin parapleji, serumda paraprotein ölçümü, osteolitik lezyonlar ve 

trabeküler kemik kaybı dahil olmak üzere klasik MM özellikleri ile sonuçlandığı 

belirlenmiştir [120]. 

U266, KMM-1, MM.1S ve RPMI-8266 gibi insan miyelom hücre hatlarının 

intravenöz enjeksiyonunu kullanan birkaç NOD / SCID miyelom modeli 

tanımlanmıştır [121]. Benzer şekilde, çok sayıda insan miyelom hücre hattı ve 

ölümcül olmayan dozda ışınlanmış SCID fareleri ile başarılı tümör 

engraftmanları bildirilmiştir [122]. Bu modellerde, ksenograft hücrelerin 

intravenöz enjeksiyonu, kemik iliğini içeren ancak ilik alanıyla sınırlı olmayan 

tümörle sonuçlandığı görülmüştür. JJN3, OPM2 ve U266 hücre hatlarının 
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intravenöz enjeksiyonunu takiben NOD / SCID modellerde osteolitik kemik 

lezyonlarının gelişimi gösterilmiştir.  

Buna ek olarak, ışınlanmış NOD / SCID farelere KMM-1 insan MM hücre 

hattının intravenöz enjeksiyonunun, kemik iliğinde plazma hücresi 

infiltrasyonunun yanı sıra; dalak, akciğerler karaciğer ile yaygın iskelet dışı 

hastalık tutulumuna neden olduğu belirlenmiştir [123] . 

Kanser mekanizmasının anlaşılması amacıyla yapılan çalışmalarda, in vivo 

kanser modellerinin in vitro çalışmalara oranla birçok avantajı olduğu 

bilinmektedir. Kanser hücreleriyle günümüze dek yapılan in vitro çalışmalar, 

malign hastalıkların genetiğinin ve biyokimyasının anlaşılması için oldukça 

katkı sağlamışlardır. Ancak, in vitro çalışmalar, her seferinde bir değişkenin 

incelenebileceği deneylerin tasarlanabildiği kontrollü bir ortamın avantajını 

sunmaktadır. Bununla birlikte maligniteler, canlı bir mekanizmanın karmaşık 

ve çok değişkenli ortamında meydana gelmektedir. Bu da, birçok uyaranın 

aynı anda kanser hücreleriyle etkileşme girdiği bir durumu beraberinde 

getirmektedir. Buna ek olarak kanser hücrelerinin kültür ortamında 

çoğaltılmasının tümör oluşumuyla sonuçlanmadığı bilinmektedir. 

Tümör hücreleri için oldukça elverişli bir ortam sunan in vivo modeller, dış 

uyaranlar yoluyla hücrelerin sinyal alıp vermesini, besin, kan ve bağışıklık 

sistemiyle olan ilişkiyi de kapsamaktadır. İnsan tümörlerinin temel ve 

karakteristik yönlerini içeren hayvan modelleri, gelişmekte olan bir tümörün 

maruz kaldığı sayısız etkileşimi incelemek için son derece faydalı modellerdir 

[124]. Özellikle fare gibi küçük kemirgenlerin, genetik olarak istenilen 

özelliklerde türlerin üretilmesine izin vermeleri nedeniyle model oluşturmada 

oldukça kullanışlı olduğu bilinmektedir. 

In vivo deneyler genellikle tümörün belli bir konakçıda büyüyüp büyümediğinin 

takibini esas almaktadır. Havan modelinde tümör oluşumunun incelendiği 

çalışmalarda yüzeysel tümör büyümesi kaliper ölçümüyle izlenebilirken, 

internal tümörler bir uçtan bir uca hacim ölçümüyle değerlendirilmektedir.  

Ancak bu yöntemler, tümörün saptanması, karakterize edilmesi ve 

ölçülebilmesi için hayvanın sakrifye edilmesini gerektirmektedir [125]. 
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Biyolüminesans görüntüleme (BLI), bir deney hayvanında oluşturulan tümörün 

hacmindeki değişikliklerin ve uygulanan tedaviye yanıtın uzun süreli olarak 

değerlendirilmesine olanak sağlayan kantitatif bir yöntemdir. BLI; oksijen 

varlığında, lusiferaz ile katalize edilen reaksiyonlar sonucunda lusiferin 

substratı üzerinde yayılan ışığı ölçmeye yarayan bir yöntemdir [126,127]. 

Uzun yıllardır ve günümüzde de bu yöntem, farelerde implante edilmiş 

tümörlerin ve transgenik farelerde spontan tümör gelişimini görüntülemek için 

kullanılmaktadır [128]. BLI’nin hücre hatlarının tümörijenitesini 

değerlendirmek, metastazı belirlemek ve kemoterapiye yanıtı izleyebilmek için 

oldukça kullanışlı bir yöntem olduğu bilinmektedir [129]. 

MM’nin deneysel ksenograft modelleri, lokalize tümör ilerlemesini (SCID-hu ve 

subkutanöz plazmasitom modelleri ve kemik iliğinden sistemik yayılan 

hastalığı) içermektedir [130,131]. Tüm vücut görüntüleme yöntemleri (GFP ya 

da lusiferin) bu iki sistemde de başarılı ile kullanılmaktadır. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ 

3.1.1. Kimyasal maddeler  

Bu tez çalışması kapsamında toksisitesi ve etkinliği incelenen XT5 molekülü, 

Ankara Üniversitesi Eczacılık Fakültesinde sentezi yapılan, benzoksazol 

metaboliti ve benzamid türevi bir moleküldür. Moleküler formülü : CH3CH2- ) 

olup, molekül ağırlığı 286,29’dur. Farelerde biyolüminesans görüntüleme için 

kullanılan D-lusiferin maddesi Sigma-Aldrich’ten temin edilmiştir. XT5 ilacının 

çözücüsü olarak BioShop marka %99,9 saflıkta dimetil sülfat (DMSO) 

kullanılmıştır. XT5 molekülü hayvanlara uygulanırken mısır yağının içinde 

sulandırılarak verilmiştir. Farelerde biyolüminesans görüntülemesinden once 

anestezi uygulaması için inhalasyon anesteziği Isoflurane solüsyonu 

kullanılmıştır. 

3.1.2. Deney Hayvanlarının Temini 

XT5 molekülünün olası toksisitesinin incelenmesi amacıyla 8-12 haftalık dişi 

Wistar albino (Rattus norvegicus) sıçanlar kullanılmıştır. Sıçanlar 150-250 gr 

ağırlık arasında olup rasgele gruplandırılmıştır. Sıçanlar Ankara Üniversitesi 

Deney hayvanları Merkezinden temin edilmiş, barınma ve bakımları aynı 

merkezde sağlanmıştır. Deney hayvanlarının kullanımıyla ilgili gerekli etik 

kurul izni Ankara Üniversitesi Deney Hayvanları Etik kurulundan alınmıştır 

(Karar No: 2019-19-175). 

MM modelde XT5 etkinliğinin incelenmesi amacıyla model oluşurmak üzere 

seçilen NOD/SCID IL-2Rγ(null) (NSG) fareler Kobay A.Ş aracılığıyla Jackson 

Laboratory’den temin edilmiştir. Fareler, Ankara Üniversitesi Deney 

Hayvanları Merkezindeki özel laboratuvarlarında barındırılmıştır. İleri 

derecede immünyetmezlikli olmaları nedeniyle olan bu farelerin bakımları özel 

havalandırma sistemine sahip IVC kafeslerde sürdürülmüştür. 
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3.1.3. Laboratuvar Koşulları 

Çalışmada kullanılan sıçan ve farelerin barındırıldığı laboratuvarın sıcaklığı 

ortalama 22,5±1,5°C , nisbi nemi 47,1±1 dir. Laboratuvar ışıklandırması 

fotoperiyot ile otomatik olarak ayarlanmış ve yarım gün aydınlık, yarım gün 

karanlık şeklindedir. 

Sıçanlara yem olarak standart deney hayvanı yemi, içme suyu olarak musluk 

suyu verilmiştir. NSG farelerin yemleri ışınlanmış şekilde hazırlanan özel 

yemlerdir. Farelerin kafeslerinde kullanılan talaşlar ve içme suları 

otoklavlanarak verilmiştir. IVC kafeslerin hepa filtreleri 10 günde bir 

değiştirilerek temiz tutulmuştur. NSG farelere yapılan işlemler laboratuvardaki 

laminar flow içerisinde streil koşullarda yapılmıştır. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Sıçan gruplarında XT5 uygulamaları 

3.2.1.1. Sıçanların gruplandırılması ve XT5 uygulanması 

8-12 haftalık Wistar sıçanlar, XT5 uygulaması için gruplara ayrılmıştır. Çizelge 

3.1.’de deney grupları verilmiştir. 

Çizelge 3.1. Sıçanların gruplandırılması 
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XT5’in sıçanlara uygulanacak dozları in vitro çalışmaların sonucuna gore 

belirlenen IC50 dozunun (10 µM) katları olacak şekilde hesaplanmıştır. Buna 

gore sıçanlara uygulanacak olan dozlar 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg 

olarak seçilmiştir. Benzamid türevi moleküllerin toksisitesinin incelendiği 

çalışmalarda bu moleküllerin uygulama şeklinin intraperitoneal olduğu 

görülmüştür [132,133]. Bu literatürler baz alınarak sıçanlara XT5 uygulaması 

intraperitonel şekilde yapılmıştır. XT5’in akut ve uzun süreli etkilerinin 

belirlenebilmesi amacıyla sıçanlara ayrı gruplarda 1 hafta ve 8 hafta süreyle 

yağ içinde çözülmüş XT5 uygulanmıştır. 1 hafta süreli uygulama grubunda 

tüm sıçanlara her gün aynı saatte XT5 uygulaması yapılmıştır. MM tedavisi 

için günümüzde kullanılan ilaçlardan bortezomibin ve deksametazonun 

uygulandığı çalışmalarda bu ilaçların haftada iki kez uygulandığı görülmüştür 

[134,135]. Bu çalışmada da sıçanlara 8 hafta süreli uygulama gruplarında XT5 

uygulaması sıklığı haftada 2 kez olarak belirlenmiştir. Deney protokolünde; 8 

hafta süreyle 3 ayrı gruba sırasıyla  5mg/kg,10mg/kg ve 50mg/kg XT5 

uygulanmıştır. Her grupta 5 sıçan olmak üzere, XT5 uygulanmayan kontrol 

grubuna sadece yağ verilmiştir. 1 hafta süreyle sırasıyla 5mg/kg,10mg/kg ve 

50mg/kg XT5 uygulanan gruplarda her grupta 3 sıçan olacak şekilde 

ayarlanmıştır. Kontrol grubuna aynı şekilde sadece yağ verilmiştir. Sıçanların 

vücut ağırlıkları haftada iki kez ölçülmüştür. 

1 haftalık ve 8 haftalık uygulama süreleri sonucunda sıçanlar sakrifiye 

edilmiştir. 

3.2.1.2. Biyokimyasal analizler 

Uygulama süresi sona eren ve sakrifiye edilen sıçanların kalbinden toplanan 

kanların bir kısmı biyokimyasal analizler için jelli vakumlu tüplere alınarak 

serumları ayrıştrılmıştır. Bunun için 500g’de 10 dakika santrifüj edilen kanların 

serumları toplanarak, bu örneklerde ALT (alanin aminotransferaz), AST 

(aspartat aminotransferaz), GGT (Gama glutamil transferaz), üre, total protein 

ve albumin değerleri ölçülmüştür.  
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3.2.1.3. Hematolojik analizler 

Sıçanlardan toplanan kanlardan 1’er ml kan hematolojik analizler için 

ayrılmıştır. Bunun için heparinli tüplere alınan kan örneğinde lökosit, monosit, 

eritrosit, trombosit, hemoglobin, hematokrit, MCH, MCHC ve MCV ölçümleri 

yapılmıştır. 

3.2.1.4. Histopatolojik inceleme 

Nekroskopi sonrası sıçanlardan çıkarılan karaciğer, böbrek, kalp, pankreas ve 

beyin dokuları %10’luk tamponlu formalin solüsyonu içerisinde tespit 

edilmiştir. Tespit edilen doku ve organlar yıkama işlemi ardından rutin doku 

takibine alınarak parafinde bloklanmıştır. Parafin bloklardan 4-5 mikron 

kalınlığında hazırlanan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmış ve ışık 

mikroskobunda incelenmiştir. 

3.2.1.5. Komet testi 

Alkali komet testi, Singh ve ark. tarafından geliştirilen metot esas alınarak 

gerçekleştirilmiştir. Yöntem uygulanırken hücreler deterjan veya tuz gibi 

ajanlarla lizise uğratılır ve DNA lupları açılır. Etidyum bromür boyaması ile bu 

lupları görünür hale getirilir. DNA’da olası bir hasar DNA’daki bu lupların 

görüntülenmesi ile belirlenebilmektedir. Lizis edilen hücreler elektroforeze 

aktarılır ve nükleozom yapısı boyamanın ardından mikroskopta incelenir. 

Sonuçta hasar oluşumu, DNA’nın oluşturduğu komet kuyruğunun 

görüntülenmesiyle belirlenmiş olur [136]. 

Sıçanlardan alınan periferal kan örneklerindeki lenfositlerin izolasyonu için 

histopak yöntemi kullanılmıştır. Temiz bir tüpe histopak solusyonu eklendikten 

sonra 1/2 oranında PBS ile seyreltilmiş kan örnekleri 1:1 oranında olacak 

şekilde yavaşca eklenip 20 dak. 2000 rpm’de örnekler santrüfüj edilmiştir. 

Santrifüj işleminin ardından tüpün ortasında kalan lenfositlerin bulunduğu 

bulutsu kısım (buffy coat) temiz bir tüpe alınıp üzerine 1:1 oranında PBS ile 

eklendi ve 10 dak. 2500 RPM’de santrifüj işlemi yapılarak 2 kez yıkanmıştır. 

Yıkama işlemlerinden sonra süpernatan uzaklaştırılıp  lenfositleri içeren pelet 

PBS içinde homojenize edilerek deneylerde kullanılmıştır. 
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%1’lik Normal erime dereceli agaroz (NMA) ile kaplanan lamlar oda 

sıcaklığında 2-4 saat bekletilerek havada kurutulmuştur.  

Kan örneklerinden izole edilen lenfosit solusyonunun üzerine 37oC sıcaklıktaki 

%0.8’lik düşük erime dereceli agaroz (LMA)’dan 750 µl konulmuş, hafifçe 

pipetaj yapılarak hücre ve LMA karışımının 100 µl’si NMA ile kaplanmış lamlar 

üzerine damlatılmıştır. Lameller ile kapatıldıktan sonra agarın katılaşması için 

en az 30 dakika beklenmiştir. Sonrasında lizis aşamasına geçilmiştir. 

Taze hazırlanan ve +4oC’de muhafaza edilen lizis çözeltisi lamların dizili 

olduğu şalelere aktarılmıştır. Lamlar +4oC’de bir gece boyu lizis çözeltisinde 

bekletilmiştir. Bu aşamada hücreler lizize uğradığı için ekstra hasarların 

önlenmesi için yöntemin diğer aşamaları karanlık ortamda gerçekleştirilmiştir.  

Lizis çözeltisi içindeki lamlar şalelerden çıkartıldıktan sonra buzlu kısmı eksi 

kutba gelecek şekilde ışık geçirmeyen elektroforez tankı içerisine sırayla 

yatay olarak dizilmiştir. Lamlar DNA denatürasyonu için elektroforez tamponu 

içinde 1 saat bekletilmiştir. Daha sonra 200 mA, 25V’da 40 dakika elektroforez 

gerçekleştirilmiştir. 

Nötralizasyon tamponunda bekletilen lamlar şalelerden çıkartılıp, üzerine 2 

µg/ml EtBr boya çözeltisinden 70 µL damlatılmıştır. Üzeri 24×60 mm’lik lamel 

ile kapatıldıktan sonra saklama kutuları içine yatay şekilde dizilmiştir. Kutular 

buzdolabına kaldırılarak lamların 30 dakika boyanması sağlanmıştır. 

Boyanan lamlar; 565 nm eksitasyon filtresi ve 590 nm bariyer filtresi içeren, 

CCD kamera ataçmanlı floresan mikroskopta 20× büyütmede incelenmiştir. 

Görüntüleme aşamasında her lam için; rastgele seçilen farklı bölgelerin hem 

20× hem de 10× büyütmede fotoğrafları çekilmiştir. Her doz için ikişer lam 

kullanılmış, her lamda 50 hücre incelenmiştir. Her bir hücredeki DNA hasarı; 

bilgisayar destekli Comet Assay IV (Perceptive Instruments Ltd.,USA) 

görüntü-analiz programı ile analiz edilmiştir. Analizlerde her bir hücre için; baş 

uzunluğu (µm), baş yoğunluğu (% DNA), kuyruk uzunluğu(µm), kuyruk 

yoğunluğu (% DNA), kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA göçü (kuyruk 

migrasyonu) gibi DNA hasar parametreleri ölçülmüştür. Genotoksik etkili 

bileşiğin belirlenmesi için yapılan istatistiksel analizlerde kuyruk uzunluğu 
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(DNA göçü ile oluşan kuyruk yapısı), kuyruk yoğunluğu (DNA % = DNA göçü 

sonucunda kuyrukta bulunan DNA miktarı) ve kuyruk momenti (Kuyruk 

uzunluğu X Kuyruk% DNA/100) hasar parametreleri değerlendirilmiştir. 

3.2.2. MM Model oluşturma 

3.2.2.1. Hücre kültürü 

Son yıllarda yapılan deneysel fare MM modeli oluşturmak için birkaç farklı 

hücre hattı tanımlanmıştır. Bunlar arasında RPMI8226, U266, H929, KMM1 

ve MM1.S hücre hatları bulunmaktadır. Bu çalışmada NSG farelerde MM 

model oluşturmak üzere MM.1S-GFP-Luc-neo hücre hattı seçilmiştir. Bu 

hücre hattı genetik olarak GFP, lusiferaz ve neomisin genlerini taşıma 

özelliğinde olup, tümör takibinde en etkili yöntem olan biyolüminesans 

görüntülemede kullanılabilmektedir [137]. 

MM1S hücreler, %10 fötal buzağı serumu ve %1 penisilin-streptomisin içeren 

RPMI1640 besiyerinde inkübe edilmiştir. Hücrelerin inkübasyon şartları 37°C, 

%5 CO2 ve %95 hava içermektedir. Yeterince çoğalan hücreler, RPMI1640 

besiyerinde yıkanarak 1ml besiyerinde süspanse edilmiştir. Hücre canlılığını 

saptamak amacıyla tripan mavisi çözeltisi eklenerek thoma lamında hücre 

sayısı ve canlılığı belirlenmiştir. Canlılığı yaklaşık %95 ve üzeri olan hücreler 

sağlıklı kabul edilmiştir.  

3.2.2.2. NSG farede MM model oluşturma 

MM1S Hücrelerin farelere enjeksiyonundan önce lusiferaz özellikleri test 

edilmiştir. Bunun için, lusiferaz özellikli MM1S hücrelere D-lusiferin eklenerek 

biyolüminesans cihazında ışıma özelliklerine bakılmıştır. Lusiferaz özelliğini 

koruyan ve canlılığı yüksek hücrelerden her bir fare için 1x106 sayıda hücre 

ayrılarak 200 mikrolitre PBS içerisinde fareye enjekte edilmiştir.  

Enjeksiyon için ilk önce fare kısıtlama cihazına yerleştirilmiş ve damarları 

genişletmek için 5-10 dakika boyunca sıcak (kırmızı) lambanın altına 

koyulmuştur. 

- Kuyruk % 70'lik alkol ile ıslatılmış bir gazlı bezle silinmiş ve iki yanal kuyruk 
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damarından biri bulunmuştur. 

- İğnenin eğimi yukarı bakacak ve damara hemen hemen paralel olacak 

şekilde, iğneyle kuyruk damarına girilerek hücreler damara enjekte edilmiştir. 

3.2.2.3. Biyolüminesans görüntüleme 

NSG farelere MM1S hücrelerin enjeksiyonundan sonra 10.,12.,15.,19.23.27. 

günlerde biyolüminesans görüntüleme yapılmıştır. Bunun için farelere 

intraperitonel yolla fare başına 1,5 mg doz D-luciferin enjekte edilmiştir. 

Enjeksiyondan 10 dk sonra anestezi cihazında O2 ve isoflurane karışımıyla 

fareler uyutulmuş ve Xenogen IVIS 50 cihazında görüntülenmiştir. 

Görüntüleme sonucunda tutulum olduğu tespit edilen farelerde MM oluştuğu 

kabul edilerek ilaç tedavisine başlanmıştır. 

3.2.2.4. MM Model ilaç uygulama grupları 

MM oluştuğu saptanan farelerde farklı dozlarda ve farklı zaman aralıklarıyla 

XT5 uygulaması yapılarak doz optimizasyonu deneyleri yapılmıştır. 

Böylelikle XT5’in etkin dozu belirlenmeye çalışılmıştır. Bunun için MM olan 

farelerde 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarda XT5 uygulanmıştır. Çizelge 3.2 de 

farelerin gruplandırılması gösterilmiştir. 

Çizelge 3.2. Farelerin gruplandırılması 

 

 XT5’in etki gösterdiği sürenin belirlenebilmesi amacıyla, her gün ve haftanın 

belirli günleri uygulama yapılacak şekilde farklı sürelerde uygulama 

yapılmıştır. Kontrol grubu olarak, XT5 uygulanmayan MM fareler  normal 
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yaşam süreleri boyunca takip edilmiştir.  15. Gün görüntülemesinde tümör 

oluşumu görülen farede 15-24. günler arası haftada 2 kez XT5 uygulanmış, 

24. Günden itibaren her gün XT5 uygulanmıştır. 15. günde tümör başlangıcı 

görülen diğer farede, 15. Günden itibaren her gün XT5 uygulaması 

yapılmıştır.  15. Günde tümör başlangıcı görülen diğer bir farede haftada 2 

kez 10 mg/kg XT5 uygulaması yapılmıştır. Miyelom grubundaki başka bir 

fareye 15. Gün tümör başlangıcı görülmüş ve o günen itibaren her gün 10 

mg/kg XT5 uygulanmıştır. 

Haftada iki gün uygulaması, pozitif kontrol grubuna verilen ilaçlar olan 

deksametazon ve bortezomibin literatürde uygulama sıklığı göz önüne 

alınarak seçilmiştir [138,139] .Bu ilaçların, miyelomlu farelere miyelom 

hastalarına da uygulanan yönteme benzer şekilde haftanın 1., 4., 8.  ve 11. 

günleri ilaç uygulaması yapılmıştır. Takip eden hafta ilaç uygulaması 

yapılmamış, bir sonraki hafta tekrar 1., 4., 8. ve 11. günler uygulama 

yapılmıştır. 

Bortezomib ve deksametazon ilaçları, pozitif kontrol grubu olarak MM oluşan 

farelerde uygulanmıştır. Farelere uygulanan bortezomib ve deksametazon 

dozları benzer literatüre göre seçilmiştir. 

3.2.2.5. Histopatolojik incelemeler 

Nekroskopi sonrası farelerden çıkarılan karaciğer, böbrek, kalp, pankreas ve 

beyin dokuları %10’luk tamponlu formalin solüsyonu içerisinde tespit 

edilmiştir. Ön-arka ekstremiteler ve kolumna vertebralis ise formalin 

solüsyonuna alınmadan önce hidroklorik asitli dekalsifikasyon solüsyonu ile 

dekalsifiye edilmiştir. Tespit edilen doku ve organlar yıkama işlemi ardından 

rutin doku takibine alınarak parafinde bloklanmıştır. Parafin bloklardan 4-5 

mikronluk alınan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmış ve ışık 

mikroskobunda incelenmiştir. 

3.2.3. İstatistiksel analizler 

Elde edilen sonuçlar, istatistiksel olarak SPSS Statistics for Windows 

programı ile yapılmıştır. Normal dağılıma uygunluğunun kontrol edilmesi 
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Saphiro-Wilk yöntemiyle araştırılmıştır. Dağılımı normal olan değişkenlerin 

gruplar arası karşılaştırmalarında Tek Yönlü Varyans Analizi (One-Way 

ANOVA), post-hoc karşılaştırmalarında Tukey testi kullanılmıştır. Farklılıklar 

p<0,05 önem kontrolü düzeyinde tespit edilmiş, veriler ortalama ± standart 

sapma olarak verilmiştir. 

Genotoksisite testleri için, istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 programı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Doz grupları ve kontrol arasında DNA hasar 

parametreleri açısından anlamlı farklılık olup olmadığının istatistiksel olarak 

değerlendirilmesi için ANOVA çoklu varyans analizi ve gruplar arasındaki 

farklılığın karşılaştırılması için ise post test olarak Tukey testi kullanılmıştır. 

Anlamlı farklılık düzeyi p<0,05 olarak belirlenmiştir. 
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4.SONUÇLAR 

4.1 Sıçanlarda Toksisite Testleri Sonuçları 

4.1.1. Vücut Ağırlıkları Ölçümü 

XT5’in olası toksik etkilerinin belirlenebilmesi için 8-10 haftalık Wistar albino 

sıçanlara kontrol grubuna yağ olacak şekilde, XT5 gruplarına  5 mg/kg, 10 

mg/kg ve 50 mg/kg dozlarında XT5 uygulanmıştır. Akut ve uzun süreli etkilerin 

gözlemlenebilmesi amacıyla 1 haftalık ve 8 haftalık olmak üzere iki farklı 

uygulama süresi seçilmiştir. 8 haftalık gruptaki sıçanlar haftada bir, 1 haftalık 

gruptaki sıçanlar her gün tartılarak vücut ağırlıkları kaydedilmiştir. İki 

uygulama süresinde de gruplar arasında önemli bir farklılık görülmemiştir. 

Çizelge 4.1.’de 8 haftalık uygulama sürsi boyunca yağ kontrol ve XT5 

uygulama gruplarının başlangıç ve bitiş ağırlıkları verilmiştir. Sıçan 

ağırlıklarının 8 haftada değişimlerinin ortalama değerleri açısından  grupları 

arasında istatistiksel olarak farklılık saptanmamıştır. Çizelge 4.1’de 8 haftalık 

uygulama süresi boyunca yağ kontrol ve XT5 uygulama gruplarının başlangıç 

ve bitiş ağırlıkları ve ağırlık artışı gösterilmiştir. Şekil 4.1.’de kontrol grupları ve 

uygulama gruplarının oralama kazandıkları vücut ağırlıklarına ait grafik 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. 8 haftalık uygulama süresi boyunca yağ kontrol ve XT5 

uygulama gruplarının başlangıç ve bitiş ağırlıkları ve ağırlık 

artışı 

Doz 
Başlangıç  

Ağırlığı (g) 
Bitiş Ağırlığı (g) Ağırlık Artışı (g) 

Kontrol 218,6±10,0 249,4±11,4 30,8±14,4 

5 mg/kg 225,8±18,1 259,0±15,7 33,2±4,9 

10 mg/kg 215,6±13,3 240,8±5,5 25,2±10,6 

50 mg/kg 233,2±9,2 253,6±11,3 20,4±4,5 
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4.1.1. Biyokimyasal ve Hematolojik Analiz Sonuçları 

         Uygulama süreleri sona erdikten sonra sakrifiye edilen sıçanların kan 

örneklerinde biyokimyasal ve hematolojik analiz sonuçları Çizelge 4.2. ve 

Çizelge 4.3.’te gösterilmiştir. Kontrol grubu ve 5mg/kg, 10mg/kg ve 50 mg/kg 

XT5 uygulama gruplarının ALT ölçüm sonuçlarında gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmemiştir.  Şekil 4.2.’de 1 haftalık ve 

8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarının ALT analiz 

sonuçları verilmiştir. Sıçanların AST ölçümlerinin sonucunda, kontrol grubu ve 

5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5 uygulama grupları arasında anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir. Şekil 4.3.’de 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda 

kontrol grubu ve uygulama gruplarının AST analiz sonuçları verilmiştir. 

Sıçanların 1 haftalık ve 8 haftalık uygulama süreleri sonucunda ölçülen total 

protein değerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5 

uygulama grupları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Şekil 4.4.’te 1 

haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarının total 

protein analiz sonuçları gösterilmiştir. Sıçanların 1 haftalık ve 8 haftalık 

uygulama süreleri sonucunda ölçülen üre değerlerinde kontrol grubu ve 5 

mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5 uygulama grupları arasında anlamlı bir 

farklılık görülmemiştir. Şekil 4.5.’de 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda 

kontrol grubu ve uygulama gruplarının üre değeri analiz sonuçları 

gösterilmiştir. Sıçanların 1 haftalık ve 8 haftalık uygulama süreleri sonucunda 

ölçülen albümin değerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg 

XT5 uygulama grupları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir. Şekil 

4.6.’da 1 haftalık süre sonunda  kontrol grubu ve uygulama gruplarının 

albümin değeri analiz sonuçları verilmiştir. Şekil 4.7.’de 8 haftalık süre 

sonunda  kontrol grubu ve uygulama gruplarının albümin değeri analiz 

sonuçları verilmiştir. Sıçanların 1 haftalık ve 8 haftalık uygulama süreleri 

sonucunda ölçülen GGT değerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 

50 mg/kg XT5 uygulama grupları arasında anlamlı bir farklılık görülmemiştir.  
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Çizelge 4.2.  1 haftalık uygulama süresi sonunda sıçanların biyokimyasal test 

sonuçları 

 
Kontrol 

XT5 

(5 mg/kg) 

XT5 

(10 mg/kg) 

XT5 

(50 mg/kg) 

ALT (IU/L) 93,33±86,64 129±102,5 44±5,57 58,67±2,08 

AST (IU/L) 267,67±150,07 470,33±447,5 160,33±25,15 236±99,59 

Total protein (g/dl) 7,34±0,29 6,94±0,46 6,91±1,69 7,5±0,79 

Üre (mg/dl) 45,73±1,95 46,33±7,42 49±1,31 44,5±2,86 

Albumin (g/dl) 5,07±0,24 5,15±0,38 5,21±0,49 5,35±0,1 

GGT(IU/L) 2,33±2,08 1±1 0,67±0,58 1,33±1,53 

     

 

Çizelge 4.3. 8 haftalık uygulama süresi sonunda sıçanların biyokimyasal test 

sonuçları 

 
Kontrol 

XT5 

(5 mg/kg) 

XT5 

(10 mg/kg) 

XT5 

(50 mg/kg) 

ALT (IU/L) 63,2±12,93 63,2±21,9 71,2±14,2 63,2±25,66 

AST (IU/L) 130,2±51,08 139,2±42,77 213,4±60,87 193±41,73 

Total protein (g/dl) 7±0,86 5,93±0,37 7,48±1,29 7,8±0,63 

Üre (mg/dl) 48,56±6,94 48,86±7,68 45,8±4,63 49,84±7,86 

Albumin (g/dl) N/A N/A 5,8±1,29 4,42±1,91 

GGT(IU/L) 1±0 0,4±0,55 2,06±1 0,88±0,88 
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Şekil 4.2. 1 ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarının 

ALT analiz sonuçları 

 

 

 

                 

Şekil 4.3. 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama 

gruplarının AST analiz sonuçları 
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Şekil 4.4. 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama 

gruplarının total protein analiz sonuçları 

 

 

                   

Şekil 4.5. 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama 

gruplarının üre analiz sonuçları 
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Şekil 4.6. 1 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarının 

albümin analiz sonuçları 

 

 

Şekil 4.7. 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama 

gruplarının albümin analiz sonuçları 
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Şekil 4.8. 1 haftalık ve 8 haftalık süre sonunda kontrol grubu ve uygulama 

gruplarının GGT değeri analiz sonuçları 

 

Çizelge 4.3.  1 haftalık uygulama süresi sonunda sıçanların tam kan analiz 

sonuçları 

 
Kontrol 

XT5 

(5 mg/kg) 

XT5 

(10 mg/kg) 

XT5 

(50 mg/kg) 

Lökosit(109/l) 4,6±2,2 2,8±1,8 5,3±0,4 2,9±2,5 

Lenfosit (109/l) 3,5±1,6 2,2±1,4 4,3±0,31 2,3±1,9 

Monosit (109/l) 0,2±0,17 0,7±0,12 0,1±0,6 0,1±0,15 

Eritrosit (1012/l) 4,0±2,3 6,7±0,7 6,3±1,1 4,9±2,4 

Hemoglobin(g/dl) 9,6±2,79 13,5±2,3 12,5±1,8 10,3±4,9 

Hematokrit % 25,8±10,9 36,7±4,8 34,1±5,7 26,3±13,9 

MCV (fl) 52,5±10,9 54,5±1,1 54,±1,5 53,4±0,5 

MCH (pg) 31,9±20,2 20,3±1,0 20,3±1,1 21,1±0,6 

MCHC (g/dl) 29,8±8,2 36,7±1,74 36,9±1,73 39,3±1,53 

Trombosit (109/l) 523,6±300,9 168,3±79 451,7±13,3 194,3±45,2 
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Çizelge 4.4  8 haftalık uygulama süresi sonunda sıçanların tam kan analiz  

sonuçları 

 
Kontrol 

XT5 

(5 mg/kg) 

XT5 

(10 mg/kg) 

XT5 

(50 mg/kg) 

Lökosit (109/l) 4,7±2,2 2,8±1,83 5,37±0,4 2,9±2,5 

Lenfosit (109/l) 3,7±1,6 2,2±1,46 4,37±0,31 2,3±1,9 

Monosit(109/l) 0,2±0,17 0,1±0,12 0,7±0,06 0,13±0,15 

Eritrosit (1012/l) 4,5±2,5 6,7±0,79 6,31±1,19 4,9±2,4 

Hemoglobin (g/dl) 9,5±2,7 13,5±2,31 12,5±1,8 10,3±4,8 

Hematokrit % 25,3±10,9 36,7±4,8 34,3±5,71 26,53±13,59 

MCV (fl) 52,5±10,9 54,7±1,17 54,3±1,55 53,4±0,56 

MCH (pg) 31,9±20,2 20,3±1,05 20,03±1,1 21,1±0,64 

MCHC (g/dl) 29,7±8,2 36,7±1,74 36,9±1,73 39,63±1,53 

Trombosit (109/l) 52,7±300,6 168,3±79 451,67±132,3 194,3±45,5 

 

4.1.2. Histopatolojik İncelemeler 

Sıçanlar uygulama sürelerinin sonunda sakrifiye edilerek yapılan nekropsi 

sonrasında çıkarılan organlardan hazırlanan histolojik kesitler (karaciğer, 

böbrek,kalp,pankreas, akciğer,beyin) ışık mikroskobunda incelenmiştir. 

1 hafta uyugulama süresi sonunda kontrol grubu ve 5mg/kg XT5 grubu 

karaciğerin genel histolojik görünümü Şekil 4.14.’de verilmiştir. 1 hafta 

uygulama süresi sonunda kontrol grubu ve 5 mg/kg XT5 grubu böbreğin genel 

histolojik görünümü Şekil 4.15.’te verilmiştir. 1 hafta uygulama süresi sonunda 

kontrol grubu ve 5mg/kg XT5 grubu kalp kasının genel histolojik görünümü 

Şekil 4.16.’da verilmiştir. 1 haftalık uygulama süresi sonunda kontrol grubu ve 

10 mg/kg XT5 grubu pankreasın genel histolojik görünümü Şekil 4.17.’da 
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verilmiştir. Kontrol grubu ve 50mg/kg XT5 grubu beyin talamus genel histolojik 

görünümü Şekil 4.18.’de verilmiştir. Kontrol grubu ve 10mg/kg XT5 grubu 

akciğerin genel histolojik görünümü Şekil 4.19.’da verilmiştir. 8 hafta 

uygulama süresi sonunda kontrol ve 10 mg/kg XT5 grubuna ait akciğerin 

genel histolojik Şekil 4.20.’de gösterilmiştir. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. 1 haftalık uygulama süresi sonunda kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg 

XT5 grubu (b) karaciğerin genel histolojik görünümü. H&E X400 
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Şekil 4.15. Kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg XT5 grubu (b) böbreğin genel 

histolojik görünümü. H&E X400 

 

 

 

 

Şekil 4.16. Kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg XT5 grubu (b) kalp kasının genel 

histolojik görünümü.  H&E X400 

 

 

 

 



48 
 

 

Şekil 4.17. 1 hafta uygulama süresi sonunda kontrol grubu (a) ve 10 mg/kg 

XT5 grubu (b) pankreasın genel histolojik görünümü. H&E x400 

 

 

 

 

Şekil 4.18. 1 hafta uygulama süresi sonunda kontrol grubu (a), 50 mg/kg XT5 

grubu (b) beyin talamus bölgesinin genel histolojik görünümü. 

H&E X200 
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Şekil 4.19. 8 hafta uygulama süresi sonunda kontrol grubu ve 10 mg/kg XT5 

grubu akciğerin genel histolojik görünümü. H&E X100 

 

 

 

                        

Şekil 4.20. 8 hafta uygulama süresi sonunda kontrol ve 50 mg/kg XT5 

grubuna ait böbreğin genel histolojik görünümü. H&E X100 
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Şekil 4.21. 8 hafta uygulama süresi sonunda kontrol ve 50 mg/kg XT5 

grubuna ait kalbin genel histolojik görünümü. H&E X100 

 

4.1.3. Komet testi sonuçları 

1 hafta ve 8 hafta süresince 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarında XT5 

uygulanan sıçanların lenfositlerinde olası DNA hasarı alkali komet yöntemi ile 

değerlendirilmiştir. Elde edilen sonuçlar kuyruk uzunluğu , kuyruk yoğunluğu, 

ve kuyruk momenti parametreleri şeklinde gösterilmiştir.  

Kuyruk uzunluğu verileri incelendiğinde, hem 1 haftalık hem de 8 haftalık 

uygulama sonucunda değerlendirilen gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık (p<0.0001) görülmesine ragmen, kontrol grubu ve dozlar 

karşılaştırıldığında uygulanan hiç bir dozun kuyruk uzunluğunu artırmadığı 

gözlenmiştir.  Farklı dozlarda XT5 uygulanan sıçanların lenfositlerinde komet 

testi sonucu elde edilen kuyruk uzunluğu verileri Şekil 4.20’de verilmiştir. 
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KUYRUK 

UZUNLUĞU 1.HAFTA 8.HAFTA 

  kontrol 5mg 10mg 50mg kontrol 5mg 10mg 50mg 

n 300 300 300 300 500 500 500 500 

Ortalama 47,06 50,55 44,54 43,88 50,13 47,07 42,34 40,06 

Standart sapma 10,88 18,04 11,89 10,83 23,03 21,86 9,132 7,826 

Kontrole göre 

artış (Kat) 

 

1,07 0,95 0,93 

 

0,94 0,84 0,80 

p Değeri < 0.0001 
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Şekil 4.19. Farklı dozlarda XT5 uygulanan sıçanların periferal kan 

lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk uzunluğu 

verileri 

Kuyruk yoğunluğu verileri incelendiğinde, 1 haftalık  uygulama sonucunda 

değerlendirilen gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık (p= 0.009) 

görülmesine ragmen, kontrol grubu ve dozlar karşılaştırıldığında uygulanan 

hiç bir dozun kuyruk yoğunluğunu artırmadığı gözlenmiştir. 8 haftalık 

uygulama sonucunda ise değerlendirilen gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık (p> 0.05) görülmemektedir. Farklı dozlarda XT5 uygulanan 

sıçanların lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk yoğunluğu 

verileri şekil 4.20’de gösterilmiştir. 
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KUYRUK 

YOĞUNLUĞU 1.HAFTA 8.HAFTA 

  kontrol 5mg 10mg 50mg kontrol 5mg 10mg 50mg 

n 300 300 300 300 500 500 500 500 

Ortalama 15,23 15,78 13,41 13,03 9,668 8,64 10,56 9,192 

Standart sapma 11,78 12,59 14,05 12,95 16,46 13,22 9,23 10,45 

Kontrole göre 

artış (Kat)   1,04 0,88 0,86   0,89 1,09 0,95 

p Değeri 0,009 0,1299 
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Şekil 4.20. Farklı dozlarda XT5 uygulanan sıçanların periferal kan 

lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk yoğunluğu 

verileri 

Kuyruk momenti verileri incelendiğinde, hem 1 haftalık hem de 8 haftalık 

uygulama sonucunda değerlendirilen gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık (p< 0.05) görülmesine rağmen, kontrol grubu ve dozlar 

karşılaştırıldığında uygulanan hiç bir dozun kuyruk momentini artırmadığı 
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gözlenmiştir. Farklı dozlarda XT5 uygulanan sıçanların lenfositlerinde komet 

testi sonucu elde edilen kuyruk momenti verileri şekil 4.21’ de gösterilmiştir. 

 

 

KUYRUK 

MOMENTİ 1.HAFTA 8.HAFTA 

  kontrol 5mg 10mg 50mg kontrol 5mg 10mg 50mg 

n 300 300 300 300 500 500 500 500 

Ortalama 2,977 3,202 2,508 2,354 1,62 1,483 2,000 1,582 

Standart sapma 2,315 2,829 2,584 2,472 2,287 2,036 1,688 1,78 

Kontrole göre 

artış (Kat)   1,08 0,84 0,79   0,92 1,23 0,98 

p Değeri < 0.0001 0,0003 
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Şekil 4.21. Farklı dozlarda XT5 uygulanan sıçanların periferal kan 

lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk momenti 

verileri 
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4.2. NSG farede MM model oluşumu ve XT5 etkinliği 

4.2.1. Farede MM1.S hücre enjeksiyonunu takiben biyolüminesans 

görüntüleme ile tümör takibi 

NSG farelere MM.1S hücrelerin enjeksiyonundan sonra 10.,12.,15.,19.,23. 

ve27. günlerde biyolüminesans görüntüleme yapılmıştır. XT5 in 10 mg/kg 

uygulama başlangıcında farede miyelom yükünün düşük düzeyde olması 

nedeniyle bu sonuçlar sadece XT5 toksisitesi amacıyla değerlendirmeye 

alınmıştır. Farelerden 15. gün biyolüminesans görüntülemesinde tümör 

başlangıcı görülene o gün başlayarak her gün 5 mg/kg XT5 uygulaması 

yapılmıştır. Farenin 18. gün görüntülemesinde tümörün yayılmadığı, 22. gün 

görüntülemesinde ise tümörün yok olduğu görülmüştür.  

Miyelom grubundaki diğer bir fareye 15 gün görüntülemesinde tümör 

başlangıcı görülmüş ve haftada 2 kez 10 mg/kg XT5 uygulamasına 

başlanmıştır. Farenin 19. , 24. ve 28. günlerinde yapılan görüntülemelerde 

tümörde gerilemenin olmadığı görülmüştür. 15. gün yapılan biyolüminesans 

görüntülemesinde tümör başlangıcı görülen fare 6’ya, her gün uygulama 

yapılacak şekilde 10mg/kg XT5 verilmiştir. Farenin 18. gün görüntülemesinde 

tümör boyutunun küçüldüğü, 22. gün görüntülemesinde tümörün tamamen 

kaybolduğu görülmüştür. Şekil 4.22. de Kontrol grubunda bulunan farenin 12. 

15. 19. 22.  ve  27. gününe ait biyolüminesans görüntüleri verilmiştir. 

 

Şekil 4.22. Kontrol grubunda bulunan farenin 12. 15. 19. 22.  ve  27. gününe 

ait biyolüminesans görüntüleri 
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Şekil 4.23. Kontrol grubunda bulunan farenin 10. 12. 15. ve 19. Gününe ait 

biyolüminesans görüntüleri 

 

 

Şekil 4.24. 5 mg/kg XT5 uygulama grubunda bulunan farenin 12. 15. 19. 22.  

ve  27. gününe ait biyolüminesans görüntüleri 

 

 

Şekil 4.25. 10 mg/kg XT5 (haftada iki kez)  uygulama grubunda bulunan 

farenin 15. 19. 24. ve 28. Gününe ait biyolüminesans görüntüleri  
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Şekil 4.26. 10 mg/kg XT5 (her gün) uygulama grubunda bulunan farenin 

15.18. 22. ve 24.gününe ait biyolüminesans görüntüleri 

 

 

 

 

 

Şekil 4.27. MM1S uygulamasının 10-15. gününden başlayarak ilaç 

uygulanmayan (kontrol), farklı doz ve sıklıkta XT5 ile Deksametazon ve 

Bortezomib uygulama sonrası biyoluminisans görüntüleme sonuçları 
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4.2.2. Farelerin vücut ağırlıkları  

Miyelom modeli oluşturulan tüm NSG farelerin 7., 10.,15.,19.,21.,24. ve 27. 

günlerde vücut ağırlıkları ölçülmüştür. Kontrol gruplarında kilo kaybının ilaç 

uygulanan gruplara göre daha yüksek olduğu görülmüştür. Çizelge 4.5.’de 

farelerin vücut ağırlıkları verilmiştir. 

Çizelge 4.5. Farelerin vücut ağırlıkları 

 

Grup 
Başlangıç Ağırlığı 

(g) 
Bitiş Ağırlığı (g) Kilo kaybı (g) 

Kontrol 22,3±2,1 18,4±1,4 3,8±1,4 

5 mg/kg 25,8±1 21,9±1,7 3,2±0,9 

10 mg/kg 21,6±3,3 20,8±1,5 1,2±0,6 

BTZ+DEX 23,2±1,2 21,6±1,3 1,4±0,5 

MM modeli oluşturulan bütün farelerin kemik iliklerinin incelenmesinde kemik 

iliğinde atipik, oval şekilli, büyük bazofilik sitoplazmalı, çekirdeğin ekzantirik 

yerleşim gösterdiği ve hiperkromatik boyandığı, pleomorfizm gösteren 

neoplastik plazma hücreleri gözlenmiştir. XT5 uygulaması yapılan farelerde 

mitotik indeksin yüksek olduğu gözlenirken, DEX+BTZ grupları ve XT5 

uygulanan farelerde daha az mitotik aktivite görülmüştür.  

XT5 uygualaması yapılmayan kontrol grubuna ait fare 1‘de ön ekstremite ( 

skapula, humerus, radius-ulna), arka ekstremite (femur, tibia-fibula), servikal, 

torakal ve lumbal vertebra kemik iliğinin atipik özelliklere sahip, geniş bazofilik 

sitoplazmalı, yuvarlak/oval hiperkromatik ekzantrik yerleşimli çekirdeğe sahip, 

anizositozis ve anizonükleozis gösteren plazma hücrelerinden oluştuğu 

gözlenmiştir. Yağ dokusu çoğu sahada gözlenmezken, kemik iliğinde 

damarlaşma dikkati çekmiştir. Neoplazik hücrelere tek tük megakaryosit, 

nötrofil lökosit ve lenfosit eşlik ettiği görüntülenmiştir. Skapulada kemik 

iliğindeki neoplazik hücreler çevredeki kaslar arasına invaze olmuş şekilde ve 

servikal vertebrada bir bölgede kemik dokuda osteolitik değişiklikler 



58 
 

gözlenmiştir. Ayrıca servikal ve lumbal vertebralarda medulla spinaliste ve 

kaslarda kanama alanlarına rastlanmıştır. 

Böbrekte, korteksteki tübüller ve glomeruluslar arasında fokal odak halinde ve 

böbrek çevresi yağ dokuda damar etrafında; pankreasta tamamen bir loba 

infiltre olmuş durumda; midede lamina propriyada bezler arasında ve 

karaciğerde tek tük sinuzoidlerde benzer morfolojik özelliklere sahip neoplazik 

myeloid hücreler dikkati çekmiştir. 

 

Şekil 4.28. Kontrol grubunda sol humerus-radius/ulna birleşiminde kemik 

iliğinde yer alan neoplazik hücrelerin genel görünümü (a), a’da 

kare ile büyütülen alan (b), mitotik aktivite gösteren neoplazik 

hücreler (ok başları). H&E X400 

 

Şekil 4.29. Kontrol grubunda sağ femur kemik iliğinde yer alan neoplazik 

hücrelerin genel görünümü (a),  a’da kare ile büyütülen alan (b), 
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mitotik aktivite gösteren neoplazik hücreler (ok başları). H&E 

X400 

                 

Şekil 4.34. Kontrol grubunda sağ skapula, çevre kas dokuya invaze olmuş 

neoplazik hücreler (oklar). H&E X400 

 

 

Şekil 4.35. Kontrol grubunda servikal vertebra, kemik iliğinde yer alan 

neoplazik hücrelerin genel görünümü (a),  a’da kare ile 

büyütülen alan (b), neoplazik hücreler (ok), kemikte osteolitik 

değişiklik (ok başı). H&E X400 
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Şekil 4.36. Kontrol grubunda böbrek, tubülüs ve glomeruluslar arasında 

neoplazik hücreler (ok) (a). Böbrek çevresi yağ dokuda damar 

çevresindeki neoplazik hücre grubu (ok başı) (b). H&E X400 

                       

Şekil 4.37. Kontrol grubunda pankreas asinuslar arasındaki neoplazik 

hücrelerdeki mitoz (ok başları). H&E X400 
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Şekil 4.38. Mide lamina propriyada bezler arasındaki neoplazik hücrelerin 

genel görünümü(a), a’da kare ile büyütülen alan (b). H&E X400 

                     

Şekil 4.39. Karaciğer sinuzoidlerde neoplazik hücrelerin görünümü (oklar). 

H&E X400 
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TARTIŞMA VE SONUÇ 

Multipl Miyelom ile ilgili son yıllarda yeni ilaç geliştirilmesi dirençli hastalık 

gelişimine büyük katkılar sağlamıştır. Geleneksel tedavi yöntemlerinin ve 

nakillerin etkilerinin yetersiz kaldığı dirençli  hastalığın tedavisi için, başarılı 

hayvan modelleri bu araştırmalara hız kazandırmaktadır [138,139]. 

Mulitipl miyelomda oluşan habis plazma hücrelerinin çoğalmasının, büyük 

oranda içinde bulunduğu mikroçevreyle (osteoblast,osteklast, endoteliyal 

hücreler ve kemik iliği stromal hücreler) olan bağlantısıyla ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Söz konusu bu etkileşim hastalıkta sıklıkla karşılaşılan ilaç 

direncinin gelişmesinde de rol oynamaktadır [140]. Ancak bu etkileşimler aynı 

zamanda kemik iliği mikroçevresi için için zarar verici  de olabilmektedir.  

Multipl miyelom tedavsinde günümüzde kullanılan ilaçlardan proteazom 

inhibitörleri ve immünmodülatör ilaçlar, öne çıkmaktadır. Bu kategorideki 

ilaçlar,  tümör hücrelerine avantaj sağlayan birçok yolağı 

etkileyebilmektedirler.  

Apoptotik yolakları aktive eden yapıları sayesinde proteazom inhibitörleri,  

nükleer faktör-kappa B (NF-κB) inhibisyonunu tetiklemektedirler. Bunun 

sonucunda da anjiyogenezi, sitokin sinyalizasyonunu ve hücre göçünü 

önlemektedirler. İmmünmodülatör grubundaki ajanlar da apoptozu tetikleyici, 

etkilerinin yanında tümör hücreleriyle savaşacak T lenfosit ve doğal katil 

hücrelerin immün yanıtını arttırırlar [142].  

Türkiye SGK verileri üzerinde yapılan bir araştırmada miyelom hastalarının 

yaşam analizleri sonucunda 2011’de ortanca yaşam süresinin 3 yıl iken son 

yıllarda bunun  7-8 yıla uzadığı, hastaların çoğunun çok masraflı tedavilere 

rağmen ülke ortanca yaşam süresine ulaşamadığı görülmüştür [143]. Sonuç 

olarak, yeni terapötik gelişmeler sağkalım süresini arttırılmasına büyük bir 

katkı sağlanmış olsa da MM’de yanıt oranları halen % 20’yi geçmemektedir. 

Bu nedenlerle kesin etkili ve yan etkisi en aza indirilmiş yeni türevlerin keşfine 

yönelik yeni ilaç geliştirme çalışmalarına gereksinim vardır. 



63 
 

AÜ Eczacılık Fakültesinde yapılan çalışmalar sonucunda Heparin benzeri 

etkili bir ilaç molekülü arayışı sırasında birçok yeni molekül bulunmuştur. 

PAR1’e bağlanarak kanser hücresinin mikroçevreden aldığı desteği 

kesebilecek olan aday moleküller arasından, yeni N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 

etil benzamit (XT5) molekülü, insan MM hücre dizilerine karşı en yüksek anti-

MM sitotoksik etkiye sahip molekül olarak seçilmiştir.  

Heterosiklik bileşiklerden benzoksazol metaboliti ve benzamid türevi olan 

XT5, özgün bir molekül olarak sentezlenmiş ve anti-kanser etkileri moleküler 

modelleme yöntemleri ile incelenmiştir. 

XT5, piyasada MM tedavisinde kullanılan ilaçlardan yapıca farklı olup, anti-

kanser ve mikroçevre ile de etkileşme olasılığı olan dual etkili bir ilaç olarak 

geliştirilme olasılığı bulunmaktadır. Bu tez çalışmasında literatürde ilk kez 

olarak bu yeni molekülün in vivo toksisitesinin araştırılması amacıyla sağlıklı 

sıçanlarda farklı dozlarda XT5 uygulaması yapılmıştır. 

İmmün-yetmezlikli farelere tümör hücresi enjekte edilerek oluşturulan 

ksenograft modeller, en etkin kullanılan hayvan modelleridir. SCID, Rag1null 

veya Rag2null mutasyonları ile kombine edildiğinde kazanılmış bağışıklığı 

tamamen yetersiz ve doğal bağışıklığı ciddi derecede eksik olan, insan hücre 

doku ve tümörlerinin engrafmanı için kullanışlı bir fare türü olan NOD/SCID IL-

2Rγ(null) (NSG) elde edilmiştir.  İnterlökin -2 (IL-2) reseptörü gamma zinciri 

eksik olan NSG fareler yakın zamanda MM modelleri geliştirmek için 

kullanılmaya başlanmıştır. Bu türün, daha fazla immun baskılamayla birlikte 

NK hücre eksikliği, makrofajlarda ve dendritik hücre fonksiyonundaki hatalar 

ve ek olarak olgun B ve T lenfositlerinin eksikliğine bağlı olarak diğer 

immunyetmezlikli SCID ve NOD/SCID farelere kıyasla tümör engrafmanında 

belirgin gelişmeler gösterdiği belirlenmiştir [149]. Tümör hücrelerinin hem 

iskelet hem ekstraskelatal bölgelerde yayıldığı SCID ve NOD/SCID 

modellerinin aksine bu hücre tipleri NSG farelere nakledildiğinde sadece 

kemik iliğine yerleştiği ve başka organlarda saptanmadığı belirlenmiştir. Bu 

tez çalışmasında MM modeli oluşturmak için, bu sebeplerden dolayı, 

NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ ya da kısa adıyla NSG fare türü seçilmiştir. 
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Çalışma kapsamında ksenograft fare modeli, immün-yetmezlikli farelere, 

lüsiferaz ve green florescence protein (GFP) eksprese eden transgenik 

MM.1S (pMMp-Luc-neo) hücre serilerinin enjeksiyonu ile oluşturulmuştur. 

Sistemik (intravenöz enjeksiyonla) veya lokal hastalık (subkutan veya 

intratibial enjeksiyonlarla) oluşturmak üzere kullanılan çeşitli miyelom hücre 

hatlarından seçilen MM1.S,  lüsiferaz enzim aktivitesi sonucunda lüsiferin 

pigmentiyle tepkimeye girdiğinde ışıma özelliği göstermekte ve aynı zamanda 

GFP(+) özellikli hücrelerdir.  

Miyelom modelinin oluşumu, gelişim aşamaları (omurilik, femur ve/veya dalak 

gibi multipl miyeloma özgü bölgelerde tutulumlar) ve XT5 molekülünün etkisi, 

MM1.S hücre hatlarının lüsiferaz aktivitesi doğrultusunda oluşan ışımanın 

biyolüminesans cihazında görüntülenmesi ile takip edilmiştir. NSG farelerde 

MM.1Sluc hücre hattı ile myelom modeli farelerde 2. Haftadan itibaren 

biyolüminesans cihazında ışımayla belirlenmiştir. 

Yeni ilaç geliştirilmesinde temel amacın terapötik etkisi yüksek ve toksik 

etkileri olmayan veya en az olan ilaç tedavilerini klinik aşamaya getirmek 

olduğu bilinmektedir. Bu nedenle yeni üretilen ilaç moleküllerinin preklinik 

çalışmalarda etkinliğinin yanı sıra, eş zamanlı olarak, olası toksik etkilerinin de 

incelenmesi önemlidir. Bu tez çalışması kapsamında yeni aday ilaç 

molekülünün fare modelinde etkinliğinin yanı sıra toksikoloji deneylerinde 

sıklıkla kullanılan Wistar albino sıçanlarda farklı dozlarda denenen ilaç 

uygulamasıyla, sonrasında sıçan doku ve kan örneklerinde histolojik 

incelemeler ve biyokimyasal testlerle toksikolojik incelemeler yapılmıştır. 

Devamında yapılan genotoksik testlerle de ilacın toksik potansiyeli 

değerlendirilmeye çalışılmıştır.  

Bu tez çalışmasında, XT5 molekülünün olası ilk olarak toksik etkileri 

incelenmiştir.  Bu amaçla sıçanlara 1 hafta ve 8 hafta olmak üzere iki farklı 

süreyle 3 farklı dozda uygulama yapılmıştır. Kontrol grubuna sadece yağ 

verilmiştir.  

8 hafta süreyle haftada iki kez XT5 uygulaması yapılan sıçanlarda haftalık 

olarak vücut ağırlıkları ölçülmüştür. Kontrol grubu, 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 
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mg/kg XT5 uygulanan sıçanların vücut ağırlıklarındaki artışın arasında anlamlı 

bir farklılık olmadığı belirlenmiştir.  

1 hafta süreyle her gün XT5 uygulaması yapılan sıçanlarda günlük olarak 

vücut ağrılıkları ölçülmüştür. sıçanların vücut ağırlıklarındaki artışın gruplar 

arasında anlamlı bir farklılık göstermediği belirlenmiştir. 

Vücutta çeşitli fonksiyonlarda görev alan ALT, AST, GGT, üre, total protein ve 

albümin enzimleri, olası karaciğer ve böbrek hasarında değişkenlik göstererek 

bu fonksiyonların bozulduğuna dair belirteçler olarak görev yapmaktadır. 

Karaciğer hasarlarında biyokimyasal belirteç olan enzim aktivitelerine 

bakılmıştır. Toksik etki ve enfeksiyonun neden olduğu kalp ve karaciğer 

hasarlarının tanısında önemli olan,  hücre hasarının belirteçleri bu enzimlerin 

hastalık durumlarında yükselldiği bilinmektedir. Bu değerlerin gruplar arasında 

anlamlı bir farklılık göstermemesi, XT5 molekülünün enfeksiyon gibi bir 

olumsuz etkiye neden olmadığını söyleyebiliriz. 

Sıçanların hematolojik incelemeleri kapsamında tam kan sayımları yapılmış 

ve lökosit, monosit, eritrosit, trombosit, hemoglobin, hematokrit, MCH, MCHC 

ve MCV değerleri saptanmıştır. 1 haftalık ve 8 haftalık uygulama sürelerinde 

kontrol grupları ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5 uygulama grupları 

arasında anlamlı bir farklılık bulunmamıştır. Kan değerlerinde hücre sayısının 

yükselmesi gibi olası değişimler, vücudun olası tehlikelere karşı savunma 

sistemi olarak devreye girmektedir. Bu sonuçlara dayanarak XT5 molekülünün 

farede enfeksiyona ve savunma amaçlı hücre sayısının artmasına neden 

olacak bir durum oluşturmadığı söylenebilir. 

Sıçanların dokularında yapılan histolojik incelemelerde genel olarak 

gruplardaki histopatolojik bulgular incelendiğinde kayda değer önemli bir 

bulgu gözlenmemiş, gözlenen bulgularında gruplar arasında bir farklılık 

olmadığı belirlenmiştir. 

Sıçanların histopatolojik incelemelerinde, kontrol ve uygulama gruplarında 

belirgin bir doku hasarına rastlanmamıştır. Sıçan gruplarının çoğunun 

akciğerlerinde görülen alveol lümeni kanamasının nedeninin, sıçanların 

kafeslerinde kullanılan talaşlar olduğu ve deney hayvanlarında yaygın görülen 
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bir durum olabileceği düşünülmüştür [150]. Bu durumun XT5’in olumsuz bir 

etkisi olmadığı kanaatine varılmıştır. 

DNA hasarlarının belirlenmesi için kullanılan komet yöntemi, yaygın olarak 

kullanılan kısa zamanlı genotoksisite testlerindendir. Hücrelerin agaroza 

gömülmesini takiben lizise edilmesi ve elektroforez uygulanmasına dayanır. 

Sonuçta hasarlı DNA kuyruklu yıldız benzeri bir şekil oluşturur ve yöntem 

adını bu şekilden alır [151,152]. 

Komet yönteminin en büyük uygulama avantajlarından biri in vitro ve in vivoda 

çalışılabilmesidir. İn vivo çalışmalarda birtakım ajanların neden olduğu hasar 

canlı doku ve kan örneklerinde çalışılabilmektedir. Böylelikle yeni sentezlenen 

ilaçlar veya antikanser etkili maddelerin olası genotoksik etkileri 

belirlenebilmektedir. Bu tez çalışmasında XT5 molekülünün olası gentoksik 

etkilerinin belirlenebilmesi amacıyla sağlıklı sıçanlara farklı dozlarda (5mg/kg, 

10 mg/kg ve 50 mg/kg) XT5 verilmiş ve sıçanların kanında komet testi 

uygulanmıştır. Sonrasında ilaç uygulaması yapılmayan kontrol grubuyla 

karşılaştırılma yapılmış ve sonuçta XT5 uygulaması yapılan sıçanlarda XT5’in 

genotoksik bir hasara neden olmadığı görülmüştür.  

Benzamid türevi bileşiklerin gentoksik etkileriyle ilgili literatürde az sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Bu sınırlı sayıdaki çalışmalardan biri olan Martelli ve 

ekibinin yaptığı çalışmada, etil benzamid türevi iki ilacın genotoksik etkileri 

belirlenmiştir. Metoklopramid ve prokainamid ilaçlarının değerlendirildiği bu 

çalışma sonucunda metoklopramidin birtakım mutajenik etkileri olduğu ve 

prokainamidin genotoksik etkisi olmadığı görülmüştür [153]. 

Sıçanlarda elde edilen bu sonuçlar XT5 molekülünün 50 mg/kg a kadar 

uygulamasının toksik bir etkisi olmadığı şeklinde yorumlanabilir. 

XT5’in miyelom üzerindeki etkisinin belirlenebilmesi amacıyla 

immünyetmezlikli NSG farelerde miyelom modeli oluşturularak XT5 etkinliği 

incelenmiştir. 
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Kontrol grubu olan farelere XT5 uygulaması yapılmamış, miyelom farelerin 

normal yaşam süreleri takip edilmiştir. Kontrol grubundaki bir fare, 27. Günde 

paralize olup 29. Günde ölmüştür.  

Kontrol grubundaki ikinci fare, 25. günde paralize olup, 28. günde ölmüştür. 

Miyelomun mekaznimasının ve patolojisinin incelenmesinde ksenograft fare 

modellerinin seçilmesindeki en büyük avantajlardan biri, tümörün vücuda 

yayılan etkisinin gözlenebilmesidir. NSG farede femurlar ve omurilik üzerinde 

başlayan tümör yayılımının tüm vücuda yayıldığı görülmektedir. MM de kemik 

iliği mikroçevresinin ve miyelomda oluşan tümör hücrelerinin arasındaki 

etkileşimlerin hasatlığın patogenezi için oldukça önemli olduğu bilinmektedir. 

Bu etkileşimlerin de etkisiyle; multipl miyelomda osteoklastların artan 

aktivasyonunun ve osteoblastların inhibisyonunun sonucu olarak kemik 

rezorpsiyonu artar. Osteoblastlar tarafından  gerçekleştirilen kemik oluşumu 

ile osteoklastlar tarafından sağlanan kemik parçalanması arasındaki ince 

dengenin ayrılması, MM nin en zararlı komplikasyonlarından biri olan yaygın 

kemik yıkımına yol açar. Doğrudan hücre-hücre teması veya yakındaki kemik 

iliği stromal hücrelerinden çözünebilir faktörlerin salınması, kemik 

rezorpsiyonunun devam etmesi ve tümör hücresinin hayatta kalımını kısır 

döngü şeklinde sürmesine neden olmaktadır [154]. Bu durum  tümörün 

vücuda yayılmasını takiben arka bacakların paralize olmasıyla farelerde 

kendini göstermiştir.  

Bu tez çalışmasında miyelom modeli oluşturulan farelerde akut fare ölümü 

gibi majör bir toksisiteye yol açıp açmayacağını gözlemlemek amacıyla 5-10  

mg/kg XT5 uygulaması da denenmiştir. 24. güne kadar haftada iki kez (1., 4., 

ve 8., 11. günler)olan uygulama daha sonra  her güne çıkarılmıştır. Bu 

dozlarda farede miyelomun progresi dışında fizik muayene bulgularına 

yansıyan bir toksisite gözlenmemiş ve fare 34. günde miyelom sonucu paralizi 

olarak ölmüştür. Bu farede XT5 uygulamasının biyoluminisans görüntüleme ile 

tümörü başlangıçta gerilettiği ancak sonrasında yetersiz olduğu belirlenmiştir. 

Bu durum dozun arttırılması ve/veya başka anti-miyelom ilaçlarla kombine 

kullanımı gereksimini düşündürmektedir.  
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Bir başka fareye 15. gün biyolüminesans görüntülemesinde tümör başlangıcı 

görülmüş ve o gün başlayarak her gün 5 mg/kg XT5 uygulaması yapılmıştır. 

Farenin 18. gün görüntülemesinde tümörün yayılmadığı, 22. gün 

görüntülemesinde ise tümörün yok olduğu görülmüştür. Farede görülen bu 

gerileme, XT5’in her gün uygulamasına bağlı olabilir. Ancak bu farede 15. 

günde görülen tümör, diğer farelere göre daha küçük boyutta olduğu için 

gerilemesinin daha hızlı olabileceğini düşündürmektedir. Farelerin türleri ve 

genetik özellikleri aynı olmasına ve aynı hücre serisinden eşit sayıda MM1S 

hücresinin fareye uygulanmasına rağmen MM1S den kaynaklanan nedenlerle 

tümör gelişimi farklılık gösterebilmektedir.  

Miyelom grubundaki diğer bir fareye 15 gün görüntülemesinde tümör 

başlangıcı görülmüş ve haftada 2 kez 10 mg/kg XT5 uygulamasına 

başlanmıştır. Farenin 19. , 24. ve 28. günlerinde yapılan görüntülemelerde 

tümörde gerilemenin olmadığı görülmüştür. Farenin 28. günde arka 

bacaklarının paralize olması ve 29. günde ölmesi, haftada 2 kez 10 mg/kg 

XT5 uygulamasının yetersiz olduğunu göstermektedir. 15. gün yapılan 

biyolüminesans görüntülemesinde tümör başlangıcı görülen fare 6’ya, her gün 

uygulama yapılacak şekilde 10mg/kg XT5 verilmiştir. Farenin 18. gün 

görüntülemesinde tümör boyutunun küçüldüğü, 22. gün görüntülemesinde 

tümörün tamamen kaybolduğu görülmüştür. Bu durum 10 mg/kg dozda her 

gün XT5 uygulamasının anti miyelom etki gösterdiği şeklinde açıklanabilir. 

Ancak fare 4 te olduğu gibi bu farede de tümör seviyesi 15. günde diğer 

farelerdeki tümörlere kıyasla görece şekilde küçük boyutta olarak 

görüntülenmiştir. Tüm bu deneylerde XT5 in 5-10 mg/kg dozlarında toelere 

edilebilir ama yeterli etkinlikte olmadığı görülmektedir. Sıçanda toksisitesi 

saptanmayan 50 mg/kg dozlarına çıkılması ile ilerde bu doz- etkinlik 

araştırması devam ettirilebilecektir. 

Multiple miyelomda klinik belirtilerden biri hastalarda görülen kilo kaybıdır 

[155].  Miyelomlu farelerin vücut ağırlıkları haftada iki kez ölçülmüştür. Tümör 

oluşumu görülen ve XT5 ile gerileme görülmeyen bütün farelerde 3. Haftada 

belirgin kilo kaybı görülmüştür. Tümör başlangıcında XT5 uygulanan  ve 

tümörü yok olan fare 4 ve fare 6 da belirgin anlamlı bir kilo kaybı 
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görülmemiştir. Bu durum XT5 uygulamasının, miyelomun yaygın görülen 

semptomlarını da azaltma etkisinin olduğunu kanıtlar nitelikte sayılabilir. 

MM oluşturulan farelerin tümünün kemik iliğinin histolojik incelemesinde atipik 

plazma hücreleri görülmüştür. Araştırmamızda sakrifiye edilen farelerde 

yaygın miyelom infiltrasyonu saptanırken tüm dokular değerlendirilmiş ve 

dokularda 5-10 mg/kg dozunda histopatolojik toksisiteye işaret eden bir bulgu 

saptanmamıştır. Miyelom farelerde kanserin etkilerinin tamamen yok olması 

için benzer bir ilaç uygulama protokolü gerektiği düşünülebilir. 

Sonuç olarak, Üniversitemizde yeni geliştirilen ve in vitro olarak anti-miyelom 

etkisi gösterilmiş olan  ilaç adayı molekül XT5’in bu tez çalışması kapsamında 

en etkin ve en az toksik dozunun belirlenmesine yönelik deneysel çalışmalar 

yapılmıştır. XT5 molekülünün fare miyelom modelinde tümör gerilmesini 

düşündüren ilk verilerin ışığında bundan sonraki araştırmalar planlanmaktadır. 

Tez çalışmasının verileri 5-50 mg/kg dozlarında genotoksik, hepatotoksik, 

miyelosupresif ve genel durumu etkileyecek somatik bir toksisite 

saptanmamıştır. Bu veriler ışığında XT5 in anti-miyelom etkili diğer ilaçlarla da 

birlikte etkinlik çalışmalaraının önü açılmış bulunmaktadır 
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