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Multipl Miyelom (MM) hastaligi yeni terapdtik ajanlarin  gelistiriimesiyle
hastalarinin sagkaliminda iyilesmelere ragmen, kur sansi ¢ok az olan bir
hastalik olarak bilinmektedir ve bu nedenle hastaligi kontrol altina alabilecek
yeni ilaglar aranmaya devam edilmektedir. Son vyillarda, farkh anti miyelom
mekanizmalara sahip; monoklonal antikorlar, proteazom inhibitorleri, immun
modulator ilaglar ve histon deasetilaz inhibitorleri gibi yeni ajanlar
geligtiriimekle birlikte bu ilaglarin onay suregleri birka¢ yil arastirma ve blyuk
yatirrm gerektirmektedir. Yeni potansiyel ilag arayiglari neticesinde, Ankara
Universitesi Farmasotik Kimya bélimiinde sentezlenen benzamit yapisindaki
6zgln bir molekul olan N-(2- Hidroksi-4 Nitrofenil)-4 Etilbenzamit (XT5) ‘in
daha o©nce grubumuz tarafindan anti-miyelom ve ilag direncini geri

cevirebildigi yonunde sonuglar elde edilmistir.

Bu tez calismasinda hem saglikli siganlarda ve miyelom modeli olugturulan
farelerde XT5’in in vivo toksisitesini belirlemek arastiriimigtir. Bu amacgla, énce

sicanlara 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarinda XT5 uygulamasi



yapilmistir. Olasi toksik etkileri belirleyebilmek Uzere, sigan dokularinda
histopatolojik analizler yapilmis ve kanda yapilan testlerle ALT (Alanin
Aminotransferaz), AST (aspartat aminotransferaz), total protein, Gre, alblmin
ve GGT (glutamil transferaz) duzeyleri olmak Uzere biyokimyasal analizler, ek
olarak kanda hematolojik analizler yapilmistir. Bu analiz sonuglarina goére bir
hafta ve sekiz hafta streyle her gin 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarda
XT5 wuygulamasi sonucunda siganlarda histopatolojik hasari gosteren
herhangi bir bulguya rastlanmamigtir. Siganlarin kaninda yapilan
biyokimyasal ve hematolojik analizler sonucunda; XTS5 uygulama gruplari ve

kontrol gruplari arasinda anlaml bir farkhlik olmadigi gésterilmistir.

XT5 molekulinin siganlarda DNA hasarinin belirlenebilmesi igin, sican
lenfositlerinde komet yontemi uygulanmistir. 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg
dizeylerine kadar siganlarda genomik toksisite olusturmadigi belirlenmistir.
Multipl miyelom olusturulan NSG farelerde, XT5 etkinliginin belirlenebilmesi
amaciyla farelerde tumor olusumunu takiben XT5 uygulamalari baglatiimistir.
Siganlarda aralikli olarak biyoliminesans goruntileme yapilarak tumor
buyudklukleri takip edilmigtir. Elde edilen sonuglara gore XT5 molekuluntn in
vivo ve histopatolojik diizeyde ciddi bir toksisite olusturmadigi gosterilmistir.
Calismada elde edilen bulgularla XT5 molekulinin fare miyelom modelinde

farkli uygulamalarinin 6nu agilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Miyelom, Ksenograft Model, XT5, Toksisite, ilac
Etkinligi
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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



guestion, 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 XTS5 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: Multiple Myeloma, Xenograft Model, XT5, Toxicity, Drug Efficacy
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1. GIRIS

Multipl miyelom (MM), malign plazma hiicrelerinin kemik iligi (Ki)ynde
cogalmasi ile karakterize neoplastik bir plazma hucre hastahgidir. Uzun yillar
en olumcul hematolojik kanserler arasinda ikinci sirada yer almasi nedeniyle,
Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan hastaliklardan biridir. KOk hucre naklini
takiben talidomib ve bortezomib adli yeni molekiller tedavide onemli
ilerlemelere yol agcmis, takiben karfilzomib ve pomadilomid gibi ikinci kusak
yeni terapdtikler kullanima girmistir. Tum bu gelismelere ragmen MM'de
henliz tam sifa saglanamamaktadir [1]. MM’de glncel sorun, ilk tani
asamasinda %80 ilaglara duyarli olan hastaligin her nikste giderek daha
direngli hale gelmesidir [2]. Ozellikle giinimizde yeni geligtirilecek kanser
ilaclarinin, etkin, hedefe 6zgu, mevcut ilaglardan farkh etki mekanizmasina
sahip ve daha az yan etkiye sahip olmasi, arastirmalarin odagini
olusturmaktadir. Bu tez calismasinda yeni gelistirilen 6zgun bir benzamid
turevi olan N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil benzamit (XT5) molekulinun olasi

toksik etkileri ve etkinligi belirlenmeye ¢alisiimistir.

Daha o6nce yapilan g¢alismalarda XT5’in in vitro anti-MM etkiye sahip oldugu
gosterilmistir [2]. ila¢ tasarimi ve gelistirme alaninda yiritilen docking
calismalari ile [3] ylUzlerce molekul arasindan 6zellikle MM hucrelerinde
bulunan bir reseptor olan PAR1'e baglanma potansiyeli olan molekuller
secilmistir. Bu molekuller arasindan, in vitro MM hdcre hatlarinda en yluksek
sitotoksisiteye sahip olarak one ¢ikan molekul N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil
benzamit (XT5) molekuli olmustur. DNA’ya baglanabilme 6zelliginde,
benzamit turevi bilesik olmasi yoninden diger molekillerden ve piyasadaki
MM tedavisinde kullanilan proteozom inhibitérleri (IP) ile immunmodulator
ilaglardan (IMID) farkhlik go&stermektedir. Gergeklestirilen 6n g¢alismalar
sonucunda, insan MM hiucre serilerinde ylUksek duzeyde anti-MM etkinlige
sahip olmasinin yaninda, normal insan fibroblast hlcrelerine karsi toksik etki
gostermedigi belirlenen XTS5 molekull, bu 6zellikleriyle MM tedavisi igin guglu
bir potansiyel ilag adayidir.

Tez kapsaminda XT5'’in olasi toksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla sigcanlara

farkll dozlarda XT5 uygulamasi yapilmis ve sure sonunda siganlarin kan ve

1



dokularinda incelemeler yapilmistir. XT5in etkinliginin belirlenebilmesi
amaciyla immuanyetmezlIikli bir fare tirt olan NSG farelerde miyelom modeli
olusturulmustur. Farede olusan tumorun gelisimi ve XT%in etkisi

biyoliminesans goruntileme yontemi ile takip edilmistir.

Calismadan elde edilen verilerin; yeni gelistirilen bu molekulin, ézgln bir ilag
molekull aday! olabilmesi icin bundan sonra yapilacak caligmalara katki

saglayacagi dusunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, birtakim anormal yapidaki hucrelerin kontrolsuz bir sekilde bolinerek
¢ogalmasi ve vlcutta yayllmasi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. 2018'de
dinyada 18,1 milyon civari oldugu tahmin edilen yeni kanser vakasi ve 9,6
milyon kanser 6lumuyle dinya gapinda onde gelen 6lum nedenlerinden biridir.
Dunya saglik orgutt (WHO), 2040 yilina kadar her yil 29,5 milyon yeni kanser

vakasli ve 16,5 milyon kansere bagli 6lum olacagini tahmin etmektedir [1,2].

Normal kosullarda vicut, hucrelerin ¢ogalmasi ve dlumu arasindaki dengeyi
saglamak igin birkag entegre kontrol mekanizmasina sahiptir. Normal hicreler
yaslandiklarinda veya hasar gorduklerinde programlanmis hicre o6lumune
(apoptoz) ugrarlar. Vicudun normal kontrol mekanizmasi c¢alismayi
biraktiginda, kanser hicreleri olarak kabul edilen anormal htcreler bolinmeye
ve/veya hasar goérmls yeni hilcreler olusturmaya devam eder. Kanser
hdcrelerinin kontrolstiz bolinmesiyle olusan ekstra hicreler, tUmor adi verilen
bir doku kutlesi olusturabilmektedir. Kanserin, vicudun hemen hemen her
dokusunda gelisebilmekle birlikte ve 100'den fazla kanser tird oldugu
bilinmektedir [3].

100'den fazla kanser turu olmasina ve her kanser turinin kendine 6zgu
Ozellikleri olmasina ragmen, tum kanser turlerinin birka¢ ortak 6zelligi vardir.
Tum kanser hucreleri, toplu olarak kotu huylu bliyumeye yol agan birkag
ozelligi paylasir. Bu ayirt edici 6zellikler; blUyume sinyallerinde kendi kendine
yeterlilik, blyuime inhibe edici sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kaginma
(programlanmis hdcre o6limu), sinirsiz replikatif potansiyel, induklenmis
anjiyogenez doku istilasi ve metastaz olarak kabul edilmektedir. Kanserin en
onemli 6zelliklerinden biri normal bir dokudan hasarli, eski veya istenmeyen
hlcreleri temizlemek igin aktive edilen duzenli ve organize bir hicre olimu
olan apoptozun gerceklesmemesidir. Kanser hucreleri, apoptozdan kagmak
igin farkh mekanizmalar edinmistir, bu nedenle apoptotik yollarda goérulen
batun farkliliklar, kanser tedavisi igin bir hedef saglamaktadirlar [4].



2.2. Multipl Miyelom

Kemik iliginde bulunan malign monoklonal B-lenfositlerin ¢ogalmasi ile
baglayan MM tedavi edilemeyen bir hematolojik kanser turadir. MM, kemik
iliginde bulunan kotu huylu plazma hucrelerinin  kontrolsiz ¢ogalmasi
ozelligiyle bilinmekte ve hastaligin ileri asamalarinda kemik lezyonlarina

neden olabilmektedir [5].

MM’nin 2019 yilinda sadece Avrupa'da tahmin edilen 32.110 tani insidansi ve
12.960 olumle birlikte ikinci en yaygin hematolojik malignite oldugu
bilinmektedir . 1990 yilinda ortalama % 30 olan MM'li hastalarin sagkalim
yuzdesi, 2010'da % 52,2'ye yukselerek son otuz yida &énemli &lgude
iyilesmistir. 1990'li yillarda tedavi amaciyla uygulamasi yayginlasan otolog
kok hucre naklinin ve melfalan ilacinin ortaya ¢ikmasinin bu iyi gelismeler
Uzerinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu gelismelerin  ardindan
immunomodulatér ilaglarin (IMiD'ler) ve proteazom inhibitérlerinin (Pl'ler)
etkinliginin 6ne c¢ikmasi da tedavi konusunda daha ileri gelismelere yol

acmistir [6].

Gunumuze dek ve halen gunimuzde de , ikinci nesil yeni ajanlar, monoklonal
antikorlar ve coklu ila¢g kombinasyonlari sayesinde MM hastalarinin hayatta
kalma oranlari artmaya devam etse de, daha az toksik yan etkileri olan ve
etkili tedavilerle, hastaligin erken evrelerinde tedaviye ulasmak igin yeni

ajanlarla ilgili arastirmalar devam etmektedir.
2.2.1. Etiyoloji

Lenf dugumlerinin germinal merkezlerinde B lenfositlerinin  normal
olgunlagsmasi sirasinda, immunoglobulinlerin degisken bdlgesindeki bir dizi
gen yeniden duzenlenir. Bu sekilde meydana gelen somatik hipermutasyon, B
lenfositlerin malign timoér hicrelerine donismesine yol agmaktadir. B
Lenfositler uzun 6murli ve monoklonal antikor Greten plazma hcrelerine
donustukten sonra germinal merkezlerin diginda onkojenik olaylar meydana

gelir ve ilerlemeye devam eder [7].



MM'ye yol agabilecek mutasyonlar genellikle kromozomaldir ve vakalarin
yaklagik % 50'sinde esas olarak 9, 11 ve 15. kromozomlari etkileyen

hiperploidi olarak kendini gostermektedir [8].

Geri kalan % 50 ise translokasyonlari, onkojenik yollari aktive edebilen
genlerin veya tumoru baskilayan genlerin aktivitesini azaltabilen silmeleri igerir

(6rn. Kromozom 13 ve 17) [9].

Kemik iligindeki plazma hucreleri, olgunlagsmig B hucreleri formunda bir tar
beyaz kan hucreleridir. MM hastalarinin plazma hucrelerinin morfolojisi, tipik
plazma hucrelerine benzeyen klguk, olgun farklilasmis hticrelerden ¢api 20-
30 ym olan buyuk, olgunlasmamis farklilasmamis hicrelere kadar degisebilir.
Sekil 2.1 de multipl miyelomda kemik iligi yapisi gosterilmistir. Normal plazma
hlcreleri, antikorlar  Ureterek vicuda giren patojenlerin taninmasi ve
uzaklastiriimasinda goérev alir [10]. Plazma hucreleri miyelom hucrelerine
donustugunde, bu yeni olugsan malign miyelom hucreleri M proteini de denen
immunoglobdlinleri Uretir. Bu anormal antikor, M proteini, patojenlere
saldiramaz. Boylelikle vucut tarafindan ihtiyag duyulmaz. M proteinleri ayrica
kemik iliginde hizla ¢ogalarak kemik iliginde bulunan diger kan hucreleri ve
antikorlarin da normal bir sekilde Uretiimesini sekteye ugratmaktadir [11].
Hastalik ilerlediginde miyelom hucreleri kemikteki kati bdlgelerin

yumusamasina ve osteolitik lezyonlarin olugsmasina yol agmaktadir [12].

Kotli huylu plazma B hucrelerinin gogalmasi, timoér nekroz faktori (TNF),
interlékin 6 (IL-6) ve benzeri gibi gesitli faktorler tarafindan tetiklenmektedir.
Kemik agrisi ve kiriklari, anemi, sik enfeksiyonlar ve bobrek yetmezligi
MM'nin yaygin semptomlaridir. Koéta huylu plazma hucrelerinin salgiladigi
monoklonal antikorlar kanda ve idarda da yuksek seviyelerde bulunmaktadir
[13].
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Sekil 2.1. MM’de kemik iligi yapisi

MM, oldukga agresif ilerleyen ve gunimuizde tedavi edilemez olarak kabul
edilen hastaliktir. Son yillarda MM tedavisinde basarili gelismeler olmasina
ragmen, tedavi edilemez bir hastallk olmaya devam etmektedir. MM
tedavisinin gegmisi 1960'l yillara dayanmaktadir. Hastalarda baslangigta

tedaviye cevap alindi§i halde tekrar ntksettigi bilinmektedir [14].

Monoklonal antikorlar, histon deasetilaz (HDAC) inhibitérleri, kemoterapotik
ajanlar, immunomodulatérler (talidomid, lenalidomid ve pomalidomid) ve
proteozom inhibitorleri (bortezomib, carfilzomib gibi) gibi yeni geligtirilen
ajanlar hastalik seyrinin iyilesmesi yonunde ¢ok buyuk katkilar saglamiglardir
[15]. Ancak, ortalama yasam suresinin uzamasinda otolog kok hucre tedavisi
ile beraber bu vyeni yaklagimlara ragmen MMde tam sgifa halen
saglanamamaktadir. MM tedavisinin temel taslarini olusturan bu tedaviler,
MM hastalarinin kemik iliginde yerlesen israrci kalinti hastaligini ortadan
kaldirmakta her zaman basari olamamakta ve nuks blyuk bir sorun
olmaktadir. Daha da 6nemlisi direncli hastalik en 6nemli 6lim nedeni olarak

ortaya ¢ikmaktadir [16].

Turkiye'de, SGK ile Ankara Universitesi tarafindan gergeklestirilen ortak bir
veri analizinde; 2011-2017 yilari arasinda tedavi goren 11.000 miyelom



hastasinin yasam analizleri sonucunda 2011’de ortanca yasam suresinin 3 yil
iken son yillarda bunun ancak 7-8 yila uzadigi, hastalarin gogunun ¢ok
masrafli tedavilere ragmen ulke ortanca yasam suresine ulasamadigi
gorulmustar. Sonug olarak, yeni terapotik gelismeler sagkalim suiresini
arttirlmasina buyuk bir katki saglanmis olsa da MM’de yanit oranlari halen

%20’yi gegmemektedir [17].
2.2.2. Tedavisi

MM gelisiminde multifaktoriyel olarak birgok sistem bozuklugunun etkili oldugu
bilinmektedir. MM’de hdicreler arasi sinyal iletiminin, programli hicre
Olimandn, hicre digi matriks elemanlarinin, sitokin-kemokinlerin ve kemik iligi
mikrogevresinin 6nemli roli bulunmaktadir. Hastaligin biyolojisinde malign
hlcrelerin yerlesip ¢cogaldigi kemik iligi mikrogevresinden aldigi destegin hem
prognostik hem de ila¢g direncindeki dnemi giderek aydinlanmaktadir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar, ECM (ekstraselller matriks), sitokinler, kemokinler
ve blyume faktorleri gibi bilesenlerin, MM surecindeki 6nemini
vurgulamaktadir [18]. Bu hastalidin, kemik iligi gevresiyle olan bu iligkisi, hem
plazma hucrelerinin hayatta kalimini ve buyumesini arttirmakta hem de ilag
direncine yol agmaktadir Bu baglanti ayni zamanda homing, anjiyogenez ve
osteolizizi de siddetlendirerek hastaligin ilerlemesinde kritik rol oynamaktadir.
Kanser hucresinin metabolik yolaklarinin ¢ogu saglikli hucreler igin de
gecerlidir. Bu durum ilag¢ toksisitesine yol acgabildigi icin, kanser hucre-
mikrogevre hucre arasi iletisimi engelleyebilecek antikanser etkili yeni ilag

adaylarinin gelistiriimesi buyuk 6nem kazanmaktadir.

Gegctigimiz yillarda, MM tedavisi igin gesitli kemoterapi digi ilaglar Uretilmis ve
kullanimi  oldukga yayginlagsmistir.  GUnUmizde bu yeni ilaglar;
immunomodulator ilaglar, proteazom inhibitérleri ve monoklonal antikorlar

olarak 3 kategoriye ayrilabilir [18].

imminomodiilatdr ilaglar, malignitelerle savasmak icin vicudun kendi
bagisiklik sistemini kullanmaktadurlar. MM hastalarinda kullanilan ve etkili

oldugu bilinen ilk immunomodulator ilag talidomiddir. GUnimuzde MM



tedavisinde kullanilan diger Lenalidomid ve pomalidomid, su anda MM

tedavisinde kullanilan diger immunomodulator ilaglardir [19].

MM igin mevcut ilag tedavileri, esas olarak proteazom inhibitorlerine ve
immunomodulator ilaglara (6rnegin, lenalidomid, talidomid) odaklanmaktadir.
En belirgin olani, malign plazma hcrelerinde yaygin bir belirte¢ olan CD38'i

eksprese eden hicreleri nétralize etme islevi géren daratumumab'dir [20].
2.3. MM tedavisinde kullanilan ilaglar

GUnumuzde MM icin cesitli tedavi rejimleri kullaniimaktadir. Bu tedavi
yontemlerinin secilmesi ve uygulanmasi surecinde, hastaligin hangi agsamada
oldugu g6z 6ntine alinarak tercih yapilmahdir. Niks veya refrakter miyelomda,
proteozom inhibitorleri, immunmodulator ilaglar ve monoklonal antikorlar (gibi
ilaclar kullanilmaktadir. Bu ilcalar tek baglarina ya da ¢ogunlukla ikili ve/veya

Ucli kombinasyonlar halinde uygulanmaktadirlar [21].

Hastaligin devam ettigi surecte ilag tedavisi hastanin durumuna gore
degiskenlik gdsterebilmektedir. Bortezomib tedavisinin ardindan hastalikta
tekrarlama durumunda olan hastalarda, farkli bir proteazom inhibitoruyle
tedaviye yanit alinabilmektedir. Lenalidomid ile tedavi sirasinda relaps olan
hastalarda da pomalidomid tedavisine yanit alinabilmektedir. Ayni sinifta
bulunan ilaglarin kullanimi, Faz 3 arastirmalari ile onaylanmis ve bu ilaglar

arasinda g¢apraz direng¢ gelisiminin olmadigr kanitlanmistir [22].

GuUnumuzde multipl miyelom tedavisinde kullanilan proteazom inhibitorleri ve
immuanomodulatorler, tiumor hadcrelerinde birgok basamagi inhibe ederek
etkilerini gostermektedirler. Bu basamaklar; buyime ve ¢ogalmayi da
saglayan c¢ok sayida farkli yoladi igermektedir. Proteazom inhibitorleri,
apoptotik yolaklari tetiklemekle birlikte, nukleer faktor-kappa B (NF-kB)
inhibisyonu da saglayarak anjiyogenezi, sitokin sinyalizasyonuna ve hucre
adezyonuna da engel olarak etkilerini  gdstermektedirler  [23].
immiinomodiilatuar ajanlar da benzer sekilde apoptozu tetikler ve sitokin
dongusunu inhibe ederler. Buna ek olarak multipl miyelomda olusan tumor
hacrelerine kargi T hucre ve dogal katil htcre (NK) immudn yanitini arttirirlar
[24].



2.3.1. Proteazom inhibitorleri

Proteazom, hucrede islevini kaybetmis ya da hasara ugramis proteinlerin
pargalanmasini ve ortadan kaldinimasini saglayan yapilardir. Hucre igi
proteinlerin; antijen sunumu, dna tamiri ve apoptoz gibi ¢esitli islevlerde gorev
almalari  nedeniyle proteazomlarin aktivitesi bu mekanizmalari da
etkilemektedir. Boylelikle bu durum tumor hucrelerinin de buyumesinde ve
gelismesinde de etkili olmaktadir. Proteazom inhibitorleri, proteazomun
aktivitesini engelleyerek, apoptoza ugramayan anormal hicrelerde apoptozu
tetiklemekte ve boylece antitimor aktivite gostermektedir. Bu mekanizma son
yillarda kanser tedavisinde onemli gelismeler elde edilmesini saglamigtir.
Proteozom inhibitorlerinin buna ek olarak anjiyogenezi, hucreler arasi
etkilesimi ve hucre gociniu de inhibe ettigi bilinmektedir. Ginimuzde klinik
calismalarda birgok proteozom inhibitorinin multipl myelom ve solid
tiumorlerin tedavisi igin kullanimina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Hucre
icinde fazla miktarda uretilen proteinleri pargalayan proteazom kompleksi, MM
hdcrelerinde oldukga aktif gorev almaktadir. Bu nedenle, proteazom
inhibitorleri, proteinlerin hucreden atiimasini engelleyerek ve hucre iginde
kalmasini saglayarak MM hucre olumunu induklemektedir. Tumor hucreleri,
blyUk bir protein sentez kapasitesine sahip olmakla birlikte bu arttirilmig
sentetik metabolizma ¢ogu zaman iglevsiz ve yanlis katlanmis proteinlerin
(6rnegin M paraproteini) birikmesine yol agar. Normal fizyolojik kosullar
altinda hucre, proteinlerin sitoplazmik ve endoplazmik retikulumla iligkili olarak
parcalanmasini tesvik ederek dengeli bir metabolizmayi surdurtr. Bununla
birlikte, proteazomal inhibitérlerin varliginda, MM kanser hlcreleri bu protein

fazlaligini atamazlar ve sonug olarak hticrelerde apoptoz gergeklesir [25].
2.3.1.1.Bortezomib

Bortezomib, klinik kullanima uygun oldugu gosterilen ve FDA tarafindan
onaylanan ilk spesifik proteazom inhibitéridur. Bir boronik asit dipeptid olan
bortezomible yapilan preklinik galigmalar, bu ajanin guglu bir sitotoksik ve
bldyume inhibe edici ajan oldugunu goOstermigtir. Bortezomib tedavisi, hem
osteoblast farklilasmasini tesvik ederek hem de osteoklast aktivitesinin

reseptor aktivatdoriint azaltarak kemik iligi mikro ortamini iyilestirir [25]. Robert
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Orlowski ve arkadaslarinin yaptidi calismada, ileri hematolojik malignitelere
karsi ilk kez bortezomibin kullanildigi klinik arastirma gerceklestirildi. Ixazomib
ve carfilzomib, su anda MM tedavisinde kullanilan diger proteazom
inhibitorleridir [25].

Monoklonal antikorlar, belirli hucrelere saldirmak icin 0zdes bagisiklik
hlcreleri tarafindan yapilan proteinlerdir. Kanser hucrelerinin ylzeyindeki
antijenleri spesifik olarak hedeflemek icin tasarlanmis monoklonal antikorlar
da MM tedavisinde kullanilabilir. Daratumumab ve elotuzumab, su anda MM
tedavisi icin kullanilan ticari olarak temin edilebilen monoklonal antikorlardir
[26].

2.3.1.2. Karfilzomib

Karfilzomib, ¢cogunlukla refrakter veya nukseden MM vakalarinda kullanilan
ikinci nesil bir proteazom inhibitérididr. Karfilzomibin etki mekanizmasi
apoptozu tesvik etmek ve kemik lezyonlarini iyilestirmek de dahil olmak Uzere
bortezomib ile ayni olmakla birlikte geri dontsumll olan bortezomibden geri

donusumsuz bir etki gostermesiyle farklilik gostermektedir [26].
2.3.1.3. ixazomib

20S geri donsuimli bir proteozom inhibitéridar. MM’de klinik arastirma
altindaki ilk oral proteazom inhibitoridur. Klinik éncesi ¢calismalar, MM hucre
dizileri ve ksenogreft modellerinde antitumor aktivite gostermigtir. Faz | / I
klinik caligmalarda, ixazomib genel olarak yonetilebilir toksisitelere sahip
olmustur ve bugine kadar sinirli periferal néropati gdzlemlenmistir. Bu
calismalardan elde edilen 6n veriler, iksazomibin nikseden / refrakter MM'de
tek bir ajan olarak ve yeni teghis konmus hastalarda kombinasyon rejimlerinin
bir parcasi olarak aktif oldugunu gostermektedir. Lenalidomid-deksametazon

ile kombinasyon halinde Faz Il galismalari devam etmektedir [26].
2.3.2. immiinomodiilatorler (IMiD'ler)

MM’nin, cesitli etmenlerle immuin sistemin gerilemesiyle badglantili oldugu

bilinmektedir. Fonksiyonel antikorlar Ureten plazma hacrelerinin yetersiz
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bulunmasi nedeniyle humoral yanitin azalmasi ve T yardimci hucrelerle
tetiklenen B lenfosit farkllagsmasinin azalmasi bu gerilemedeki baglica
etmenlerdir. imminomodulator &zellige sahip ilaglarin son yillarda MM
tedavisinde oldukga etkili oldugu gdsterilmistir. immunomodulatér ilaglar, T
lenfositlerin ve dogal oldurtct T (NKT) hicrelerin aktivasyonunu saglayan IL-
2 Uretimini artirarak iglev gostermektedir. Ek olarak, immunomodulatorler
TNF-a, IL-1b ve IL-6'nin sitokin seviyelerini dugslirmekte, bdylece MM'deki
proinflamatuvar durumu geciktirmektedir [27].

2.3.2.1.Talidomid

IMiD'lerin ilk nesli, glutamik asitten turetilen bir bilesik olan talidomid olarak
kabul edilmektedir. Baslangi¢ta hamile kadinlarda yatistirici etkisiyle bu
amagla kullanilan talidomidin, yapilan arastirmalar sonucunda yeni dogan
bebeklerde ileri derecede gelisim gerilemesine neden oldugu ortaya ¢iktiginda
terapotik ajan olarak kullanimi sitrdldrdlemez hale gelmistir. IMiD'lerin
gunumuze MM tedavisi amaciyla kullanimi, daha az yan etki gosteren
talidomid tlrevlerine dayanmaktadir. IMiD'lerin anti-kanser aktivitelerine katki
saglayan ve dogrudan immunomodulator olmayan bazi etkileri de oldugu
bilinmektedir. Bu etkiler, malign hucrelerin proliferasyonu ve hayatta
kalmasiyla bagintili olan, MM hucreleri-kemik iligi mikrogevresi etkilesiminin
yani sira birtakim anti-anjiyojenik ozellikler ve anti-mitojenik aktiviteyi de

icermektedir [28].
2.3.2.2.Lenalidomid

ikinci nesil bir IMiD olan lenalidomid, talidomidin etkinligini gelistirmek
amaciyla molekuler yapisina bir amino grubunun eklenmesi ve bir karbonil
grubunun g¢ikarilmasi yontemiyle gelistirilmistir. Son yillarda lenalidomidin MM
ve diger B lenfosit malignitelerine karsi etkili bir ajan oldugu goésterilmistir
[29,30].

2.3.2.2.Pomalidomid

Pomalidomid, talidomidin moleuller yapisindan karbonil grubu ¢ikarilmadan bir

amino grubu eklenmesiyle turetilir. Pomalidomidin, dusuk doz deksametazon
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ile kombinasyon halinde refrakter / relaps MM hastalarin tedavisi igin kullanimi
onaylanmistir.  Pomalidomid; immunomodulatoér, anti-proliferatif ve anti-
anjiyojenik Ozelliklerinin yani sira regulator T hucrelerini aktive ederek ve
plazma hucreleri Uzerinde NK hucre aracil sitotoksisite etkisi gostererek etki
etmektedir. Bunlara ek olarak kemikteki osteoklast aktivitesini azalttigi da
bilinen pomalidomidin, lenalidomide benzer yan etkilere sahip oldugu
bilinmektedir [31].

2.3.3. Monoklonal antikorlar
2.3.3.1 Daratumumab

IgG monoklonal antikoru olan daratumumab, CD38 ylzey glikoproteinine
kargi geligtiriimigtir. CD38, myelom hdcrelerinde yodun olarak ifade edilmekle
birlikte normal lenfoid ve myeloid hlcrelerde duslUk miktarda eksprese
edilmektedir. Daratumumab’in, lenalidomid ve bir proteozom inhibitériyle
tedavi sonrasi (2 basamak), pomalidomid ve deksametazon ile kombine
sekilde kullanimi kabul almis bir tedavi yontemidir. Etkinlik ve guvenilirligi

bircok ¢alismada degerlendiriimis ve onaylanmigtir [29].
2.3.3.2. Elotuzumab

Miyelom hcreleri ve dogal katil hiicreler (NK) Gzerinde bulunan ylzey proteini
SLAMF7’ye karsi gelistirilen bir monoklonal antikordur. Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA), 1-3 basamak tedavi gérmus olan hastalarin lenalidomid ve

deksametazon ile kombine sekilde kullaniimasini onaylanmigtir [29].
2.3.2.3. Isatuximab

Bu monoklonal antikor, CD38 ylzey proteinine karsi gelistirilmistir. Yapilan faz
3 calismalarinda bortezomib ve lenalidomid tedavisi olmus hastalarda basaril

sonuglari oldugu gosterilmistir [29].
2.3.4. Diger ilaglar

Kortikosteroidler, melfalan, siklofosfamid, doksorubisin gibi ilaglar da MM

tedavisinde kullanilan diger ilaglardir [32].
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2.3.4.1. Deksametazon

Glukokortikoidler (GC), sahip olduklari immunosupresan, antiinflamatuvar ve
proapoptotik 6zelliklerinden dolayr MM tedavisinde de kullaniimaktadir.
GC'ler, hucre sitoplazmasinda bulunan glukokortikoid reseptorlerine
baglanarak kotu huylu plazma hucrelerine etki edebilmektedir. MM
tedavisinde kullanilan glukokortikoid ilaglardan en yaygin kullanilani
deksametazondur (DEX). DEX, endojen kortizolden 27 kat daha gugcli
immunosupresan Ozelliklere sahip sentetik bir kortikosteroiddir. DEX, tek
basina veya diger terapdtiklerle kombinasyon halinde MM tedavisinde yaygin
sekilde kullaniimaktadir. Dexametazonun; vicutta sivi tutulumuna bagl olarak
hipertansiyon ve kalp problemlerine yol acabildigi, hiperglisemi veya mide
bozukluklar gibi yan etkilere neden olabildigi gdsterilmistir. DEX’in etki
mekanizmasinin; kot  huylu hicrelerin  bulundugu bolgeye I6kosit
gonderilmesini tetikleyerek iltihabi azaltmak oldugu ve boylelikle basing ve
agriy1 azalttigi belirlenmigtir. Bunlara ek olarak, DEX; malign hucreler

uzerinde proapoptotik etkilere sahiptir [33].
2.3.5. Histon deasetilaz (HDAC) inhibitorleri

MM de dahil olmak Uzere birgok kanserin olusumu sadece genetik
degisikliklerle aciklanamamakta, ayni zamanda histon modifikasyonu gibi
anahtar epigenetik surecglerdeki degisiklikleri de icermektedir [33,34]. Son
yillarda, gen mutasyonlariyla ilgili yapilan yeni g¢alismalar ve uygulanacak
tedaviler arasinda epigenetik mekanizmalar da bulunmaktadir. Bunun en
baylk nedenlerinden biri epigenetik degisimlerin buyuk oranda geri

donusimlu olmasidir.

Lizin kalintilarinin yan zincirinde meydana gelen asetilasyon gibi histon
modifikasyonlari, lizinin pozitif yukind noétralize ederek, transkripsiyon
faktorlerinin aktif gen ekspresyonu igin promotérlere ve gulglendiricilere
erigilebilirliginin artmasina yol acmaktadir. Aksine, histonun
deasetilasyonunun, kromatin yogunlagsmasi ve transkripsiyonel baskilama ile
baglantili histonlarin asetilasyonunun, yapilarina gére dort sinifa (sinif 1, Il, 1ll

ve |V) ayrilan 18 enzimden olusan histon deasetilazlar (HDAC) tarafindan
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duzenlendigi bilinmektedir. Epigenetik degisiklik suregleri, epigenetik tedavi
stratejileri icin buylk énem tasiyan DNA metiltransferaz ve histon deasetilaz
gibi enzimlerin aktivitelerine baghdir. HDAC'lerin duzensiz galigmasi veya
anormal ekspresyonu, MM dahil birgok kanserin patogenezinde rol
oynamaktadir. Mithraprabhu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
Sinif 1 HDAC'nin, 6zellikle HDAC1'in asiri ekspresyonunun MM'de zayif
prognozla iligkili oldugu gdsterilmistir. Bu bulgular, HDAC'lerin MM tedavisi
icin etkili ajanlar olabilecegini dusundurmektedir. Bu nedenle, HDAC
inhibitorlerinin (HDACI) kullanildidi yeni terapétik stratejiler, son yillarda MM
tedavisi icin ilgi cekici olmaktadir. Klinik dncesi c¢aligmalardan elde edilen
veriler, HDAC'nin MM hucrelerinde apoptozu tetikledigini ve hicre déngusu

uzerine etki ederek aktivite gosterdigini kanitlamigtir [35].

Histon deasetilasyon enzimleri , histon deasetilaz inhibitérlerinin (HDAC)
varliginda inhibisyona ugrar ve bdylelikle histon icinde asetilasyon artar. Bu
artis, kanserli hicrelerde hlcresel surecleri degistirir, bu yuksek asetilasyon,
histon birikimine neden olur ve tumorlerde gerilemeyle sonuglanir [] . HDAC
inhibitorleri dort sinifta incelenmektedir: kisa zincirli yag asitleri, hidroksamik
asitler, halkal tetrapeptidler ve benzamidler. HDAC inhibitdrleri hematolojik
kanserlerin  tedavisinde oldugu gibi solid tumorlerin  tedavisinde
kullaniimaktadir. Bir histon deasetilaz inhibitori olan panobinostatin:,
bortezomib ve deksametazon ilaglariyla beraber kullaniminin anti-miyelom

etki gosterdigi belirlenmistir [36,37].
2.4. MM icin kombine terapoétik rejimler

Antikanser ilaglarin birlikte uygulanmasi ile etki gosteren kombinasyon
tedavisi, kanser hucrelerinde direnci kirmak icin en sik kullanilan
yaklasimlardan biridir. Kombinasyon halinde hastaya verilen ilaglar, her biri
kanser hucrelerinde farkli bir biyokimyasal mekanizmayi hedefleyecek sekilde

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

MM tedavisi igin etkili oldugu belirlenen birkag ilacin kombine kullaniminin,
hasta prognozunu dnemli dlgude iyilestirdigi belirlenmigtir. MM kombinasyon

tedavisi, hastaligin ilerlemesini etkili bir gekilde yavaslatarak, remisyon
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suresini uzatarak ve relaps / refrakter fazlar azaltarak etki gdstermektedir.
MM’nin belirtegleri arasinda malign plazma hucrelerinin ve B lenfositlerinin
heterojen klonlarinin Gretimi oldugu bilinmektedir, bu nedenle kombinasyon
tedavi rejimlerinin se¢imi buyuk Olcide hastadaki dominant ve mindr klonlarin
oranina bagli olmaktadir [40,41]. Ornegin, yeni tani konmus hastalarda
IMID'leri iceren kombinasyon tedavilerinin yaniti % 90-100 iken, relaps /
refrakter hastalikta yeniden ortaya ¢ikan minor klonlari tasiyan hastalarda bu
oran % 50-65'e dugmektedir. Bu nedenle, hastalik durumuna goére optimum
ilag kombinasyonlarini belirlemek ¢ok onemlidir; yeni teshis edilmis vakalara
karsi nikseden / tedaviye direncli hastalikta uygulanmasi gereken kombine
tedaviler farkhlik gostermektedir [42,43].

2.5. Yeni ilaglarin tasarimi ve gelistiriimesi

Son yillarda 6zgun ilag molekullerinin tasarlanmasi ve sentezlenmesi yeni
birtakim teknolojiler kullanilarak gerceklestiriimektedir. ila¢ etken maddelerinin
tasarimi ve arastirimasi c¢alismalari, in silico sistemlerin gelismesiyle
ginimiizde hiz kazanmistir. Bilgisayar Destekli llag Tasarimi (CADD), bu
alanda geligtirilen yeni bir teknoloji olup, bu yontemin birka¢ alanda kombine
halde kullanilarak ilag geligtirme stratejilerinde oldukga etkili oldugu
bilinmektedir [44,45]. Bu ve benzeri teknolojiler, 6zgun bir ilagc adayinin
geligtiriimesi surecinde zaman ve maliyeti en aza indirmeye olanak
saglamaktadir. Gunumuize dek, aralarinda FDA onayl ilaglar da dahil ¢cok
sayida klinik calismada bu tekniklerin ilag tasarimina katkisi gosterilmistir
[46,47]. Gunumuzde MM tedavisi, melfalan,siklofosfamid ve prednizon gibi
geleneksel ilaglarla veya talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi sonradan
geligtirilen ajanlarla saglanmakadir. Bu tedaviler genel olarak basarih olsa da,
kemik iliginde yerlesen bu minimal reziduel hastaligi tamamen yok etmeyi
basaramamaktadirlar. Yapilan c¢alismalarin sonucunda, kemik iliginin
bilesenlerini olusturan ECM (ekstraselller matriks), sitokinler, kimokinler ve
bayime faktorlerinin, MM alt populasyonlari igin koruyucu bir ortam
olusturdugu belirlenmistir. MM’'nin kemik iligi eksenine olan baglihg: plazma
hlcrelerinin hayatta kalimini arttirmasina ek olarak ilag direncine de neden

olmaktadir. Buna ek olarak, homing, anjiyogenez ve osteoliziz de bu durumun
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bir etkisi olarak hastaligin ilerlemesinde etkili olmaktadir [48,49]. Bu nedenle,
antikorlar, peptidler ve sinyal yolagl inhibitorleri gibi; plazma hucreleriyle
kemik iligi bilesenleri arasindaki baglantlyi azaltan/yok eden yeni ajanlar
geligtiriimektedir. Bu terapilerin minimal rezidlel hastaligin tedavisinde etki

gOstererek hastalik prognozunu iyilestirecegi dusunulmektedir.

MM’de timor hucrelerinin, kemik iligi mikro cevresinden koken aldigi
bilinmektedir. Bu durum, kemik iligi ekstra seluler matriks (BM/ECM) uyeleri
(fibronektin, laminin, VCAM-1, proteoglikanlar, kolajenler ve hyaluronan) ve
hlcrelerin ylzeyinde bulunan birtakim adezyon molekilleri (integrinler,
heparan sulfat proteoglikanlar ve hyaluronan reseptérleri CD44 ve RHAMM)
arasinda olusan etkiesimler araciliiyla gerceklesmektedir [50,51]. BM/ECM
ve MM hucreleri arasindaki bu etkilesim, hem MM hucrelerinin hayatta kalimi,
proliferasyonu ve gogune de neden olan cesitli sinyal yolaklarini aktive
etmekte hem de ilag direncine yol agmaktadir. Hlicre adezyonu aracili ilag
direnci (CAM-DR) olarak bilinen bu durumun MM hucrelerinin terapotik
ajanlarin etkilerinden korunmasina neden oldugu dusunidlmekte ve bu durum,
yeni terapotik stratejilerin gelistiriimesi icin son derece onem tasimaktadir
[52,53].

2.6. Benzoksazol ve Benzamid Tlrevleri

Benzoksazol halka sistemi, dizlemsel heterosiklik bilesikler sinifina girer ve
nukleik asitlerde bulunan olan purin bazlarina yapisal olarak benzerlikleriyle
dikkat c¢ekerler. Bu yapisal benzerlik, hicrede nukleik asit sentezini

engelleyerek kemoterapoétik aktivite elde edilmesini saglar [54].

Dogal Urunlerde bulunduklari gibi sentetik molekullerin de yapisinda bulunan
benzoksazoller, proteinler ile reaksiyonlara girebilmekte ve lipofilik
Ozellikleriyle hidrofobik etkilesimler kurabilmektedirler [55,56]. Kimyasal
modifikasyonlara izin veren esnek yapilari sayesinde yan zincirlerinin
karakteristiginin degismesi de mumkudndur. Tum bu 6zellikleri bu molekdllerin

terapotik tedavilerde kendilerine yer bulmalarini saglamistir.

Benzoksazol turevlerinin sitotoksik ve antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi

bircok galisma sonucunda farkli biyolojik aktiviteye sahip tlrevleri oldugu
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belirlenmistir. Benzoksazol tlrevlerinin, anti-inflamatuvar [57] antikanser [58]
ve proteaz inhibitdru aktivitesi [59] gosterdigi belirlenen turleri bulunmaktadir.
Bunlarak ek olarak hicresel yolaklar da etkiledigi bilinen benzaoksazollerin
antikanser ajan olarak potansiyelleri de son yillarda dikkat ¢ekici olmug ve bu

konuda c¢alismalar hizlandiriimistir.

Benzoksazol turevlerinin metabolitleri de son yillarda yapilan ¢alismalarda
dikkat cekmektedir. Benzoksazollerin ilkin metabolitlerinin amid turevleri
oldugu bilinmektedir. Bu metabolitler faz | reaksiyonlari ile molekuler
yapilarindaki oksazol halkasinin acilmasi sonucu olusmaktadir [60,61].
Benzoksazol metaboliti benzamit tdrevlerinin aktivitelerinin  incelendigi
calismalarda da benzoksazol halkasi iceren tlureviere benzer sekilde
antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkileri oldugu gosterilmistir. Bunlara ek
olarak benzamit tlrevlerinin, ve antikanser etkilerinin olduguyla ilgili calismalar
da yapilmistir. Yapilan bir ¢calismada sentezlenen 4- amino-N-(2-aminofenil)
benzamit molekulinin timor hucreleri Uzerinde sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir Bu c¢alismanin sonuglariyla birlikte benzamit tlrevlerinin
antikanser etkilerinin arastiriimasiyla ilgili c¢alismalar artmigtir. Benzamit
tirevleri bodylelikle HDAC inhibitérlerinin de ©6nemli bir sinifini da
olusturmaktadir [62,63].

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

Son yillarda yapilan anti-kanser arastirmalari, G-protein-bagh reseptoérlerden
olan proteazla aktive edilen reseptdrler (PAR) ile tumdr olusumu arasindaki
iliskiye isaret etmektedir. PAR, hucre proliferasyonu, enflamasyon ve kan
pihtilasmasi dahil olmak tzere farkli biyolojik etkiler gdsteren gesitli dokularda
eksprese edilmektedir. PAR ailesinin, 6zellikle PAR1'in ifadesinin, meme,
kolon, bobrek, dahil olmak Uzere bircok tUumor progresyonunda rol aldigi
gosterilmigtir [64,65].

Miyelom ve kemik iligi mikrocevresiyle ilgili yapilan aragtirmalar sonucunda
PAR-1'in miyelom hucrelerinde de ifade edildigi anlasiimigtir. Buna ek olarak
MM hastalari ve hucre hatti érneklerinden alinan malign plazma hucrelerinde

PAR?’in varligi ile PAR1’e baglandidi bilinen heparinin etkileri gosterilmigtir.
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Yakin zamanda bu alanda yapilan calismalarda anti-trombotik etkiye sahip
olan heparinin, kullanildigi MM hastalardaki tedavi basarisindaki artis

gosterilmigtir [66,67].

Elde edilen olumlu sonuglarin yanisira heparinin ciddi yan etkileri nedeniyle,
ayni mekanizmada etkili olan farkli molekll arayiglari Gnem kazanmigstir. Bu
arayls sonucunda heparin benzeri etkili bir ilag molekulu arayigi sirasinda
birgok yeni molekil bulunmustur. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiltesi
Farmasodtik Kimya boluminde, tasarimi ve sentezi gergeklestirilen aday
molekiller arasindan PAR1’e baglanarak kanser hulcresinin mikrogevreden
aldigi destegi kesebilecek olan molekiller secilmistir. Benzoksazol ve
benzamid vyapisi tasiyan bazi Dbilesikler arasindan secilen 6zgun
molekullerden 06zellikle benzamid turevi N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil

benzamit (XT5)’in yuksek in vitro anti-miyelom etki gosterdigi tespit edilmistir .

Benzamit turevi N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4 etil benzamit (XT5) molekuld,
insan MM hucre dizilerine karsi en yuksek anti-MM etkiye sahip molekil

olarak secilmigtir [68,69].

GUnumuzde MM tedavisinde kullanilan standart ilaglardan Talidomid ve
Melfalan ile karsilastiriimasi sonucunda XT5 molekillinun standart ilaglardan
cok daha etkili baglanma o6zelligi oldugu gériulmistir. insan MM hiicre
dizilerinin yani sira, taze insan MM hucreleri Uzerinde yapilan in vitro toksisite
calismalarinda, XT5'in yine en etkili molekil oldugu teyit edilmistir. ilaveten
XT5’in anti-MM etkisine karsin normal insan fibroblast hicreleri tzerinde

sitotoksik etki gostermedigi de belirlenmistir [70].

Heparin molekulinun anti-miyelom etkilerinin bulunmasinin ardindan devam
eden miyelom-mikrogevre arastirmalari sirasinda heparinin etki ettigi Proteaz
aktive edici reseptor 1(PAR-1)in miyelom hicrelerince ifade edildigi
bildirilmistir [71]. Ankara Universitesi Farmasétik Kimya bélimiinde yiritilen
molekuler doking ¢alismalari sonucu PAR-1 ile bagdlanabilme 6zelligi olan 11
0zgun molekul belirlenmigtir. Bu molekullerden oOzellikle XTS’in en potent in
vitro anti-miyelom etki gosterdigi belirlenmistir. S6zU edilen bu molekullerin

insan PAR-1 ile etkilesimleri ve mekanizmasini incelemek Uzere molekuler
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doking yontemi Autodock Vina programi kullanilarak uygulanmig, enzim ile
etkilesimler PAR-1 reseptdr antagonistleri Vorapaxar (1c), Atopaxar (1d);
Artesunate (1e) ile kiyaslanmigtir [54] 2017 yilinda yapilan bir calismada da
XT5 molekulinin K562 KML hucre serisinde apoptotik etkileri bildirilmigtir
[72,73].

XT-5 molekulinin anti-MM etkinligi, RPMI-8226 ve U266 insan MM hucre
hatlarinda degerlendirilmis olup I1Cso degeri 10 M olarak belirlenmistir. Bu
deger in vivo fare MM modelinde uygulanmasi planlanan doz 5 mg/kg olarak

hesaplanmistir.

XT5 molekulin L929 Fibroblast hicrelerinde 72. saat MTT canlilik testi
verileri, %50 toksisitenin 10uM dan sonra bagladigi gostermektedir [74]. Daha
sonra kordon kani normal lenfositleri Uzerinde yapilan MTT deneyinde bu
dozda toksisite gozlenmemigtir. XT-5 molekuluntin anti-MM etkinligi, RPMI-
8226 ve U266 insan MM hucre hatlarinda degerlendirilmistir [73].

Miyelom-mikrogevre etkilesme o6zelliginden (PAR1 baglanma gdsterebilen)
yola ¢ikarak secilen yeni bilesiklerin apoptozis, sitokin-kemokin, baglanma ve
direng gelisimi yonunden mevcut standart ilaglarla karsilastirmali

degerlendirilmistir.

Bir aday ilag molekull olan XT5 ile MM hasta kemik iliginden taze izole edilen
plazma hucrelerinde in vitro MTT testleri, yeni tani olgularda daha siklikla,
direngli nuks olgularda ise daha az siklikla anti-MM etki oldugunu
gOstermektedir.

Yeni ilaglarin gelistiriimesi surecinde temel amacin terapdétik etkisi yuksek ve
toksik etkileri olmayan veya en az olan ilag tedavilerini klinik asamaya
getirmek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yeni Uretilen ilag molekullerinin
etkinliginin yani sira olasi toksik etkilerinin de incelenmesi gerekmektedir. Bu
tez kapsaminda yeni aday ilag molekulinin fare modelinde etkinliginin yani
sira toksik potansiyeli degerlendirilecektir. Elde edilecek sonuglarla aday

molekllin en etkin ve en az toksik dozunun belirlenmesi amaglanmaktadir.
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2.7. Deneysel Hayvan Modelleri

Yarim ylzyildan fazla bir stredir, hayvan modellerinin katkisi sayesinde insan
kanser turleri igin gelistirilen tedavilerde 6nemli ilerleme kaydedilmigtir [75].
Bununla birlikte, bu alandaki ¢alisma sonuglarinin fare modellerinden klinik
deneylere c¢evrilmesi, insan ve fare turleri arasindaki genetik farkliliklar
nedeniyle uzun vyillar basarilamamistir. insan hiicrelerinin ve dokularinin
laboratuvar faresine implantasyonu, saglam bagisiklik sistemine sahip
konakg¢! fare tarafindan insan dokularinin reddini indukleyecektir. Kanser
arastirmalari igin ilk Uretilen atimik fare modelinden, en son kesfedilen
genetigi degistiriimis ve ylksek derecede badisikhgl yetersiz fare tirlerine
kadar, bu alanda kullanilan ksenograft modeller insan kanserlerine karsi

tedavileri gelistirmek icin deg@erli araclar olmuslardir [76].

Deneysel fare modelleri, gesitli insan hicre ve dokularinin insanlarda oldugu
gibi engraft edildigi ve islev gosterebildigi modellerdir. Son yillarda bu
modelleme, insan hastaliklarinin patogenenezinin anlasiimasinda oldukca
etkili ve 6nemli olmaktadir [77,78]. Bu amagla, ksenograftlari reddetmeyen,
hicrelerin ve dokularin farklilagsmasini ve blylimesini destekleyen ylksek
derecede immuin yetmezligi olan fareler oldukga 6nemli araclardir. Ciplak
(nude) ve siddetli kombine immun yetmezlik (SCID) farelerinin kesifleri,
ksenotransplantasyon i¢cin immun yetmezligi olan farelerin geligtiriimesinde ilk
gelismelerdir [79]. 1962 yilinda Uretilen nide farelerin ilk immunyetmezlikli
fare tlrd oldugu bilinmektedir. Prdkcscid geninin bir NOD farenin kendi iginde
melezlenmis susuna katilmasi yoluyla olugturulan obez olmayan diyabetik
(NOD) / SCID farelerin gelistiriimesi de insanlastiniimis farelerin gelstirimesine

katkida bulunmustur.

Nude ve scid farelerin kesfinden beri gesitli immuanyetmezlikli fareler,
insanlastirilmis fareler olusturulmak Uzere denenmektedir. SCID farelere
insan fotal karaciger ve timis yoluyla insan T ve B hicrelerinin
nakledilmesiyle olugtrulan SCid-hu modeli, etkili bir fare modeli olarak
dugunulse de bu farede engrafman oranlarinin ¢ok yuksek olmadigi
belirlenmistir [80]. 1998 yilinda Goldman ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma

[81] sonucunda IL-2Rcnull geninin aktarildigi farelerde geilismis insan hucre
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engrafmani 6zellikleri oldugunu bildirmistir. Bu fareler T, B ve dogal élduricu
(NK) hacrelerinin eksik olmasiyla ve makrofaj ve dendritik hiicre etkinliklerinin
az olmasiyla ¢ok yonlu immunyetmezlik oOzellikleri gostermektdir [82]. Bu
farelerde, kdoken aldiklari farelerden ¢ok daha etkin sekilde insan hucre
engrafmanlari goéruldiaga belirlenmistir. Buna ek olarak bu farelerde insan
hematopoietik kok hucrelerin, ¢ok yonlu iyi farklilasmis insan hematopoietik
hdcrelerine donigumunde artis oldugu gozlenmigtir [83]. Boylelikle, mutant
IL2rc geninin bulunmasi, 2000 li yillarin basinda immunyetmezIlikli NOD/SCID
farelerden insanlastirimis farelerle ilgili yapilan c¢alismalarin artmasina

Onayak olmustur [84].

IL-2Rcnull genini tagiyan immunyetmezlikli fare turleri son derece etkin
yuksek engrafman oranlari ve insan hicre farklilagmalari gostererek insan
hastalik modellerinin gelistiriimesinde dikkate deger ilerlemelere yol agmistir.
Bu kategoriye giren fare tirleri arasinda, 2002 yilinda rapor edilen NOG
(NOD/Shi-Prkdcscid 112rctm1Sug/Jic) [85] ve 2005 yilinda ilk kez uretilen NSG
fare, B BRG fareler bulunmaktadir [129]. BALB c farelere IL-2Rcnull geninin
aktariimasiyla olusturulan immiinyetmezlikli BRG fareler NSG ve NOg
farelere alternatif olarak dustnulerek Uretilmistir. Bu farelerle ilgili yapilan
calismalarda elde edilen verilere gore NSG ve NOG farelerin insan doku ve
hicreleri icin en iyi alicilar oldugunu géstermektedir. Bu tirler igin insan
hlcrelerinin engrafman basarisi azalan sirada su sekilde siralanmaktadir:
NSG=NOG>NRG>BRG>NOD / SCID>B6RG [86].

Engrafman basarisi az olan SCID ve Nod/SCID farelerin dezavantaji timik
lenfomanin bu tlrlerde siklikla gérilmesi ve bu farelerin ileri yaslarinda T ve B
hlcrelerin gelismesi durumuna agik olmalaridir [87]. NOG ve NSG farelerde
bu iki olasihdin olmamasi tirlerinin engrafman basarisini arttirmaktadir.
Bunun nedeninin IL-2Rc nin inaktif olmasi ve bu genin IL-2, IL-4, IL-7, IL-15
ve IL-21 gibi , T ve B hucre gelisimi i¢cin dnemli olan sitokinlerle baglantili
olmasi oldugu dusunudlmektedir. Birbirine oldukga benzeyen NSG ve NOG
fare turlerinde IL-2 Rc mutasyonu bakimindan bir farklihk oldugu

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

mutasyon, sitokinlere baglanamayan tam bir eksikligi kapsamaktadir [88].
2.7.1. NSG (NOD/SCID IL-2Ry[null]) fareler

Primer insan hucrelerinin, dokularin ve tumoarlerin engrafmaninda énemli bir
adim; IL-2 reseptdéri gamma zincirinde (IL2rynull) mutasyon olan immuin
yetmezlikli farelerin gelistiriimesi ile atilmistir. IL2ry geni, IL2, IL4, IL7, IL9,
IL15 ve IL21 reseptorlerin yuUksek affinite sinyalinden sorumludur ve bu
reseptorler araciligiyla olusan sinyal eksikligi, hem kazaniimis hem de dogal
immun sistemi zayiflatmaktadir [89]. SCID, Raglnull veya Rag2null
mutasyonlari ile kombine edildiginde kazaniimig bagisikligi tamamen yetersiz
ve dogal bagisikhgr ciddi derecede eksik olan, insan hicre doku ve
tumorlerinin engrafmani igin oldukga kullanigl bir fare tirt olan NOD/SCID IL-
2Ry(null) (NSG) elde edilmistir. Shultz ve arkadaslari bu yeni fare tlrinde
CD34 pozitif hematopoietik hiicre engrafmanini géstermislerdir [89,90].

NSG fareler, IL2rg ve NOD-SCID farelerin 8-10 jenerasyon geri
caprazlamasiyla elde edilmis bir tirddr. Bu farelerin immunyetmezlik derecesi,
kendisini olusturan ebeveyn tirlerin immuan eksikliklerine baghdir. SCID
tirinden gelen mutasyon, NSG farelerin fonksiyonel T ve B hicrelerin
eksikligini verirken, NOD turi NK ve makrofaj fonksiyonlarinin eksikligiyle

immunyetmezlige neden olmaktadir [91].

interlékin-2 (IL-2) reseptérii gamma zinciri eksik olan NSG fareler yakin
zamanda hastalik modelleri gelistirmek i¢in kullaniimaya baslanmistir. Bu
tirin, daha fazla immun baskilamayla birlikte NK hicre eksikligi,
makrofajlarda ve dendritik hiicre fonksiyonundaki hatalar ve ek olarak olgun B
ve T lenfositlerinin eksikligine bagh olarak SCID ve NOD/SCID farelere
kiyasla timér engrafmaninda belirgin gelismeler gosterdigi belirlenmigtir [92].

NSG (NOD-SCID IL2rg - / - )fareler ileri derecede immun yetmezlige sahip
olmalarina ragmen geleneksel ,kendi icinde melezlenmis fareler kadar uzun
yasayabilirler. NSG farelerinin omru, 37 haftaya kadar yasayan NOD-SCID
farelerine kiyasla 90 haftadan daha fazladir, bu da terapotik tedavilerin uzun

vadeli etkilerini ve guvenligini gézlemlemeyi mimkuin kilmaktadir [93].
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Ciplak (nude) farelerin gelisiminden bu yana immunyetmezIikli fareler insan
tiumor biyolojisini, anjiyogenezi ve metastazin mekanizmalarrini arastiran
calismalarda kullaniimaktadir. Bununla birlikte bu farelerin NK hicre
aktivitesinin de dahil oldugu bagisiklik sistemlerinin timor buyumesini ve
metastazi engelleyebilecedi bilinmektedir. NK hilcre aktivitesine sahip NUDE
farlerle birlikte disik olmasina ragmen NK hticre fonksiyonuna sahip SCID ve
NOD-SCID farelerin de tumor hucrelerin buyumesi igin uygun bir milrogevre
saglamadigi anlagiimaktadir. NSG farelerin, NK hicrelere sahip olmamalari
bu farelerin insan tiumor hucrelerinin blylmesi i¢in serbest bir ortam

olusmasina neden olmaktadir [94].

NSG farelerle ilgili son yillarda yapilan galigmalar, bu farelerde; tumor hucre
hatlari, timor kok hicreleri ve primer kati timorler de dahil olmak Uzere gesitli
tumor implantlarinin basarili sonuglarini gostermektedir. Bu tumor cgesitleri
arasinda melanoma [95], pankreas kanseri [96] akciger kanseri [97]. meme
kanseri [98] noroblastoma [99], ve bunlara ek olarak akut miyeloid I6semi
(AML) [100], akut lenfoblastik 16semi (ALL) [101] ve Hodgkin lenfoma gibi
hematolojik kanser tirleri de bulunmaktadir. NSG farelerin kesfiyle ve
kullaniminin yayginlasmasiyla NOD/SCID farelerine kiyasla ¢ok daha az
hlcre enjekte edilerek basariya ulasildigi kanitlanmistir [102].

NSG farelerin, diger immun yetmezligi olan fare modellerine gére daha verimli
birincil insan timor ksenograftlarinin implantasyonuna ve blylimesine izin
verdigi bilinmektedir. Bu konuya iligkin Agliano ve arkadaslarinin yaptigi
calismada insan akut |6semi hulcrelerinin NSG farelere intraperitoneal
enjeksiyonu sonucunda NOD SCID fareler %32 oraninda engrafman basari
gosterirken NSG farelerin %70 oraninda engrafman basarisi gosterdidi
belirlenmistir [103].

NSg farelerde, diger immunyetmezlikli farelere gore ¢cok daha hizli ve kolay
tumor engrafmaninin  gerceklestigi  bilinmektedir. Yapilan bir calismada;
noroblastoma tumor hadcrelerinin, NSG olmayan immunyetmezlikli farelerde
bazal membran benzeri matriks ekstraktinin varliginda buyutulebildigi ancak
bu ekstraktin, tumdr hicresinin tumdrijenik o6zelliklerini module edebilen

proteinler ve blyume faktorleri igerdigi belirlenmistir. Sartelet ve
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arkadaslarinin yaptigi calismanin sonucunda NSG farelerde ndéroblastoma
tumor hdcrelerinin bazal membran benzeri matriks kullanilmadan diger
immunyetmezlikli farelere gore iki kati oranda tumor blyumesinin goruldugu
bildirilmistir [104,105].

YUiksek metastaz insidansinin goértlmesi; NSG farelerde olusturulan insan
ksenograft modellerin bir baska 06zeligidir. Carreno ve arkadaslarinin bu
konuya iligkin yaptiklari ¢alismada, melanom pulmoner metastaz modeli
kullanilarak dort immunyetmezIikli fare tiura; SCID, NOD-SCID, NSB ve NSG
fareler karsilastirlmistir. Arastirmanin sonucunda, NSG farelerde akciger
metastazinin en hizl gelistigi, bu durumun da NK hucre eksikligine bagli

oldugu gorulmagtur [106,107].

Son yillarda NSG farelerle olusturulan ksenograft modeller, klinik kanser
arastirmalari icin oldukca dikkat cekici olmaya baslamistir. insan timér
hlcrelerinin sahip oldugu ytksek homing (hlcrelerin kemik iliginde vaskuler
bolgeden ekstravaskiler bdlgeye goc¢ etmesi) yetenegi, NSG farelerde
olusturulan modellerde de korunabilmekte, boyelelikle timorin patogenezinin
incelenmesine katki saglamaktadir. Miyakawa ve arkadaslarinin NSG cinsi
immunyetmezlikli fareye insan multipl miyelom hicre hattini intraven6z olarak
enjekte etmesinin ardindan farelerde multipl miyelomun kemik iligi bolgesinde
yerlestigi ve arka bacaklarda paralizle sonuglandidi  gorulmustar
[108,109,110].

Tamor olusturulan NSG farelerde, sitokinler araciligiyla immuanoregulasyon
uygulanabilmektedir. Bu yontem, ozellikle IL- 2, IL-15, TNF, ve GMCSF gibi
farkll sitokinlerle veya hucre bazli tedaviler ve bazi spesifik antikorlarla
uygulanabilmektedir. Seitz ve arkadaslarinin yaptigi calismada NSG farelere
rabdomyosarkoma (RMS) ksenograft modeli olusturuimus ve farelere es
zamanl olarak hematopoietik kok hicre nakli uygulanmistir [111]. Calisma
sonucunda, farede insan benzeri immun sistem hdcrelerinin olustigu ve
implante edilen tumor hucrelerinin  canlihgini  azalttigint  bildirmiglerdir.
Boylelikle insanlastiriimig farelerde olusturulan modellerin  gelecekteki
immunoterapi arastirmalari i¢in dikkat ¢ekici oldugunu vurgulamislardir.

immiinoterapi alaninda calismalar yapan baska bir arastirma ekibi, benzer
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sekilde NSG farelerde hematopoietik kdk hlicre ve meme kanseri hicrelerini
e$ zamani olarak uygulamis ve IL-15 in NK hicreleri Uzerindeki uyarici
etkisini incelemiglerdir. Farelere IL-15 tedavisi uyguladiktan sonra NK hucre

olusumunun induklendigi gorulmustar [112].
2.7.2. Fare Miyelom modelleri

Fare miyelom modelleri, multipl miyelom patogenezinin anlasiimasi, hastalik
direnci mekanizmalarinin belirlenebilmesi, ve yeni terapotik stratejilerin
geligtirilebilmesi igin kritik aracglardir. MM ve ekstramedduller plazmasitomanin
birgok preklinik modeli tanimlanmis ve yaygin olarak kullaniimasina ragmen,
¢ok azi malign plazma hucresi-kemik iligi mikrogevresi etkilesimlerini yeterince
aciklayici olmaktadir. Bu nedenle in vivo hastalik modeli olustururken uygun
modeli segmek arastirma i¢in en dnemli zorunluluktur [113]. Olusturulacak
model se¢imi ve uygualama protokolU; konakginin bagisiklik sistemi ve insan

hlcre hatlari veya primer MM hcrelerinin kullanimi gibi faktorlere baglidir.

Multipl miyelomun preklinik fare modelleri, blyuk oranda farelerde insan
miyelomunun ksenograft modellerini ve genetik olarak tasarlanmig modelleri
icerir. Ksenograft fare miyelom modelleri, primer insan MM hicrelerinin
immun yetmezligi olan farelere nakledilmesi sonucu farede MM olusumuyla

sonuglanan bir protokolu icermektedir [114].

Farede MM modeli olusumunun ilk 6rnegi 5TMM modelidir. 1979 yilinda
yapilmis bir calismada, kendi igcinde melezlenmis (inbred) bir fare tirl olan
C57BL/KalwRij farelerin, yaslan ilerledikge monoklonal proliferatif b hicre
bozukluklari gosterdigi belirlenmigstir. Bu farelerin %80 inde, insanlardakine
benzer sekilde, anlami bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS) denilen
plazma hacrelerinin anormal protein olusturmasiyla karakterize durum
goruldigu saptanmistir. Bu farelerden de yasi oldukga ileri bir kisminda da
MM gelistigi saptanmistir. Bu sekilde MM olusan farelerden izole edilen MM
hacreleri, geng farelere nakledildiginde hucrelerin kemik iliginde koloni
olusturdugu ve MM ile sonuglandigi belirlenmistir. Bu yontem tekrarlanarak
olusturulan fare miyelom modeline 5TMM modeli denilmektedir ve miyelom

modellerinin temelini olusturmaktadir [114,115].

25



5TMM modeli, farede MM modelleri arasinda bir kilometre tasi olsa da takip
eden yillarda birgok arastirmaci yeni miyelom modelleri olusturmaya devam
etmis ve miyelomun patogenezini aydinlatmaya c¢alismistir. Bu yontemler
genel olarak subkutan6z veya intravendz olarak MM hucrelerinin fareye

nakledildigi kseograft modellerdir [116].

insan MM hicre hatlarinin, bagisikligi zayiflamis farelere enjekte edildigi
ksenograft modeller (6rnegin, siddetli kombine immun yetmezlik (SCID),
NUDE, obez olmayan diyabetik (NOD) / SCID, vb. fareler) son yillarda dikkat
cekici olmaya baslamigtir. MM hdcrelerinin intravendz enjeksiyonu sistemik
sekilde hastaligi induklemek amaciyla kullanilir. Kuyruk damarinda MM
hdcrelerinin nakliyle olusturulan bu modelde tumdr engrafman hizi enjekte

edilen hucre hattina gore degismektedir [117].

Subkutan veya intratibial enjeksiyonlar uygulandigi farede lokal hastalik
olusturulabilmektedir. Bu modeller, MM hucrelerinin  kemik iligine
mikrogevresinden bagimsiz olarak vuvut bolgelerinde tumor gelisimine ve

takibine olanak vermektedir [118].

JIN3, OPM2, U266, U266-GFP, XG1, RPMI-8226, RPMI-8226-Luc, MM.1S,
HuUNS1, L363, KMM-1 de dahil olmak Uzere cesitli hucre hatlari ve primer

hasta kokenli multiple miyelom hicreleri de NSG farelerde denenmistir [119].

JIN3, U266 veya OPM2 hicrelerin intraven6z sekilde NSG farelere
nakledilmesinin parapleji, serumda paraprotein olgumu, osteolitik lezyonlar ve
trabekuler kemik kaybi dahil olmak Uzere klasik MM ozellikleri ile sonuglandigi
belirlenmistir [120].

U266, KMM-1, MM.1S ve RPMI-8266 gibi insan miyelom hicre hatlarinin
intravendz enjeksiyonunu kullanan birkag NOD / SCID miyelom modeli
tanimlanmistir [121]. Benzer sekilde, ¢ok sayida insan miyelom hucre hatti ve
Olimclul olmayan dozda isinlanmis SCID fareleri ile basarli tumor
engraftmanlari bildirilmistir [122]. Bu modellerde, ksenograft hucrelerin
intravenoz enjeksiyonu, kemik iligini iceren ancak ilik alaniyla sinirli olmayan

tumorle sonuglandigi gorulmastar. JUN3, OPM2 ve U266 hucre hatlarinin
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intravendz enjeksiyonunu takiben NOD / SCID modellerde osteolitik kemik

lezyonlarinin geligimi gosterilmistir.

Buna ek olarak, 1isinlanmig NOD / SCID farelere KMM-1 insan MM hicre
hattinin  intraven6z enjeksiyonunun, kemik iliginde plazma hucresi
infiltrasyonunun yani sira; dalak, akcigerler karaciger ile yaygin iskelet disi

hastalik tutulumuna neden oldugu belirlenmistir [123] .

Kanser mekanizmasinin anlasiilmasi amaciyla yapilan ¢alismalarda, in vivo
kanser modellerinin in vitro c¢alismalara oranla birgok avantaji oldugu
bilinmektedir. Kanser hucreleriyle guinumuze dek yapilan in vitro g¢alismalar,
malign hastaliklarin genetiginin ve biyokimyasinin anlagiimasi igin oldukga
katki saglamiglardir. Ancak, in vitro ¢alismalar, her seferinde bir degiskenin
incelenebilecedi deneylerin tasarlanabildigi kontrolli bir ortamin avantajini
sunmaktadir. Bununla birlikte maligniteler, canli bir mekanizmanin karmasik
ve ¢ok degiskenli ortaminda meydana gelmektedir. Bu da, birgok uyaranin
ayni anda kanser hucreleriyle etkilesme girdigi bir durumu beraberinde
getirmektedir. Buna ek olarak kanser hucrelerinin  kaltir ortaminda

cogaltilmasinin tumor olusumuyla sonuglanmadigi bilinmektedir.

TUumor hacreleri igin oldukga elverigli bir ortam sunan in vivo modeller, dis
uyaranlar yoluyla hucrelerin sinyal alip vermesini, besin, kan ve bagisiklik
sistemiyle olan iliskiyi de kapsamaktadir. insan timérlerinin temel ve
karakteristik yonlerini iceren hayvan modelleri, gelismekte olan bir timorin
maruz kaldidi sayisiz etkilesimi incelemek igin son derece faydali modellerdir
[124]. Ozellikle fare gibi kiiglik kemirgenlerin, genetik olarak istenilen
Ozelliklerde turlerin Uretilmesine izin vermeleri nedeniyle model olusturmada

oldukga kullanigh oldugu bilinmektedir.

In vivo deneyler genellikle timaoran belli bir konakgida buyuyup buydamediginin
takibini esas almaktadir. Havan modelinde tumér olusumunun incelendigi
calismalarda yuzeysel tUmoér budyUmesi kaliper olgimuyle izlenebilirken,
internal tUmorler bir ugtan bir uca hacim oOlgimuyle degerlendiriimektedir.
Ancak bu yontemler, tumorin saptanmasi, karakterize edilmesi ve

Olcllebilmesi icin hayvanin sakrifye edilmesini gerektirmektedir [125].
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Biyoliminesans goéruntileme (BLI), bir deney hayvaninda olusturulan timaortin
hacmindeki degisikliklerin ve uygulanan tedaviye yanitin uzun sureli olarak
degerlendiriimesine olanak saglayan kantitatif bir yontemdir. BLI; oksijen
varliginda, lusiferaz ile katalize edilen reaksiyonlar sonucunda lusiferin

substrati Uzerinde yayilan 15191 6lgmeye yarayan bir yontemdir [126,127].

Uzun vyillardir ve ginumizde de bu ydntem, farelerde implante edilmis
tumorlerin ve transgenik farelerde spontan tumor geligimini goruntulemek igin
kullaniimaktadir ~ [128]. BLI'nin hiacre  hatlarinin  tUmorijenitesini
degerlendirmek, metastazi belirlemek ve kemoterapiye yaniti izleyebilmek igin

oldukga kullanigh bir ydéntem oldugu bilinmektedir [129].

MM'’nin deneysel ksenograft modelleri, lokalize timar ilerlemesini (SCID-hu ve
subkutan6z plazmasitom modelleri ve kemik iliginden sistemik yayilan
hastalgi) icermektedir [130,131]. TUm vicut goruntileme yontemleri (GFP ya

da lusiferin) bu iki sistemde de basarili ile kullaniimaktadir.
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3.GEREG VE YONTEM

3.1. GEREC
3.1.1. Kimyasal maddeler

Bu tez galismasi kapsaminda toksisitesi ve etkinligi incelenen XT5 molekuld,
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesinde sentezi yapilan, benzoksazol

metaboliti ve benzamid tirevi bir molektldir. Molekuler formult : CH3CH»- )

olup, molekudl agirhg1 286,29’dur. Farelerde biyoliminesans goruntileme igin
kullanilan D-lusiferin maddesi Sigma-Aldrich’ten temin edilmigtir. XT5 ilacinin
¢ozlcusu olarak BioShop marka %99,9 saflikta dimetil sulfat (DMSO)
kullanilmigtir. XT5 molekuli hayvanlara uygulanirken misir yaginin iginde
sulandirilarak verilmistir. Farelerde biyolUminesans goruntilemesinden once
anestezi uygulamasi icin inhalasyon anestezidi Isoflurane sollsyonu

kullaniimigtir.
3.1.2. Deney Hayvanlarinin Temini

XT5 molekulinin olasi toksisitesinin incelenmesi amaciyla 8-12 haftalik disi
Wistar albino (Rattus norvegicus) siganlar kullanilimistir. Siganlar 150-250 gr
agirlik arasinda olup rasgele gruplandiriimistir. Sicanlar Ankara Universitesi
Deney hayvanlari Merkezinden temin edilmis, barinma ve bakimlari ayni
merkezde saglanmistir. Deney hayvanlarinin kullanimiyla ilgili gerekli etik
kurul izni Ankara Universitesi Deney Hayvanlari Etik kurulundan alinmistir
(Karar No: 2019-19-175).

MM modelde XT5 etkinliginin incelenmesi amaciyla model olusurmak Uzere
segilen NOD/SCID IL-2Ry(null) (NSG) fareler Kobay A.S araciligiyla Jackson
Laboratory’den temin edilmistir. Fareler, Ankara Universitesi Deney
Hayvanlari Merkezindeki 6zel laboratuvarlarinda barindiriimistir.  ileri
derecede immunyetmezlikli olmalari nedeniyle olan bu farelerin bakimlari 6zel

havalandirma sistemine sahip IVC kafeslerde surduralmustar.
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3.1.3. Laboratuvar Kosullari

Calismada kullanilan sigan ve farelerin barindirildi§i laboratuvarin sicakhigi
ortalama 22,5+1,5°C , nisbi nemi 47,11 dir. Laboratuvar isiklandirmasi
fotoperiyot ile otomatik olarak ayarlanmis ve yarim gun aydinlik, yarim gun

karanlik seklindedir.

Siganlara yem olarak standart deney hayvani yemi, icme suyu olarak musluk
suyu verilmigtir. NSG farelerin yemleri 1sinlanmis sekilde hazirlanan 6zel
yemlerdir. Farelerin kafeslerinde kullanilan talaglar ve igcme sulari
otoklavlanarak verilmistir. IVC kafeslerin hepa filtreleri 10 glinde bir
degistirilerek temiz tutulmustur. NSG farelere yapilan iglemler laboratuvardaki

laminar flow igerisinde streil kosullarda yapilmigtir.

3.2. Yontem

3.2.1. Sigan gruplarinda XT5 uygulamalari

3.2.1.1. Siganlarin gruplandirilmasi ve XT5 uygulanmasi

8-12 haftalik Wistar sigcanlar, XT5 uygulamasi igin gruplara ayriimistir. Cizelge

3.1.’de deney gruplari verilmistir.

Cizelge 3.1. Sicanlarin gruplandiriimasi

Deney gruplari Gruptaki hayvan sayisi (n)

Kontrol (1 hafta) n=3
5 mg/kg (1 hafta) n=3
10 mg/kg (1 hafta) n=>5
50 mg/kg (1 hafta) n=5
Kontrol (8 hafta) n=5
5 mg/kg (8 hafta) n=5
10 mg/kg (8 hafta) n=5
50 mg/kg (8 hafta) n=5
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XT5’in siganlara uygulanacak dozlari in vitro c¢alismalarin sonucuna gore
belirlenen 1IC50 dozunun (10 uM) katlar olacak sekilde hesaplanmistir. Buna
gore sicanlara uygulanacak olan dozlar 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg
olarak secilmigtir. Benzamid turevi molekullerin toksisitesinin incelendigi
calismalarda bu molekullerin uygulama seklinin intraperitoneal oldugu
gorulmustar [132,133]. Bu literaturler baz alinarak siganlara XT5 uygulamasi
intraperitonel sekilde yapiimigtir. XT5in akut ve uzun sureli etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla sigcanlara ayri gruplarda 1 hafta ve 8 hafta slreyle
yag icinde ¢ozulmis XT5 uygulanmistir. 1 hafta slreli uygulama grubunda
tum sicanlara her gin ayni saatte XT5 uygulamasi yapiimistir. MM tedavisi
igin gunumuzde kullanilan ilaglardan bortezomibin ve deksametazonun
uygulandigi calismalarda bu ilaglarin haftada iki kez uygulandigi goralmustir
[134,135]. Bu ¢alismada da sicanlara 8 hafta sureli uygulama gruplarinda XT5
uygulamasi sikhgi haftada 2 kez olarak belirlenmigtir. Deney protokoliinde; 8
hafta sureyle 3 ayri gruba sirasiyla 5mg/kg,10mg/kg ve 50mg/kg XTS5
uygulanmigtir. Her grupta 5 sigcan olmak uUzere, XT5 uygulanmayan kontrol
grubuna sadece yag verilmistir. 1 hafta slreyle sirasiyla 5mg/kg,10mg/kg ve
50mg/kg XT5 uygulanan gruplarda her grupta 3 sigcan olacak sekilde
ayarlanmigtir. Kontrol grubuna ayni sekilde sadece yag verilmistir. Siganlarin

vucut agirliklar haftada iki kez dlgtimustir.

1 haftallk ve 8 haftalik uygulama sureleri sonucunda siganlar sakrifiye

edilmigtir.
3.2.1.2. Biyokimyasal analizler

Uygulama suresi sona eren ve sakrifiye edilen sicanlarin kalbinden toplanan
kanlarin bir kismi biyokimyasal analizler igin jelli vakumlu tuplere alinarak
serumlari ayristriimistir. Bunun igin 500g’de 10 dakika santriflij edilen kanlarin
serumlari toplanarak, bu o6rneklerde ALT (alanin aminotransferaz), AST
(aspartat aminotransferaz), GGT (Gama glutamil transferaz), ure, total protein

ve albumin degerleri dlgulmustur.
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3.2.1.3. Hematolojik analizler

Siganlardan toplanan kanlardan 1’er ml kan hematolojik analizler igin
ayrilmistir. Bunun igin heparinli tiplere alinan kan érneginde I6kosit, monosit,
eritrosit, trombosit, hemoglobin, hematokrit, MCH, MCHC ve MCV olgumleri
yapimigtir.

3.2.1.4. Histopatolojik inceleme

Nekroskopi sonrasi siganlardan gikarilan karaciger, bobrek, kalp, pankreas ve
beyin dokulari %10’luk tamponlu formalin solusyonu igerisinde tespit
edilmigtir. Tespit edilen doku ve organlar yikama islemi ardindan rutin doku
takibine alinarak parafinde bloklanmigtir. Parafin bloklardan 4-5 mikron
kalinhiginda hazirlanan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis ve isik

mikroskobunda incelenmisgtir.
3.2.1.5. Komet testi

Alkali komet testi, Singh ve ark. tarafindan gelistirilen metot esas alinarak
gerceklestiriimigtir. Yontem uygulanirken hucreler deterjan veya tuz gibi
ajanlarla lizise ugratihr ve DNA luplari acgilir. Etidyum bromur boyamasi ile bu
luplari goérunur hale getirilir. DNA'da olasi bir hasar DNA’daki bu luplarin
goruntilenmesi ile belirlenebilmektedir. Lizis edilen hicreler elektroforeze
aktarilir ve nukleozom yapisi boyamanin ardindan mikroskopta incelenir.
Sonugta hasar olusumu, DNA'nin  olugturdugu komet kuyrugunun

goruntulenmesiyle belirlenmis olur [136].

Siganlardan alinan periferal kan 6rneklerindeki lenfositlerin izolasyonu igin
histopak yontemi kullaniimigtir. Temiz bir tipe histopak solusyonu eklendikten
sonra 1/2 oraninda PBS ile seyreltimis kan ornekleri 1:1 oraninda olacak
sekilde yavasca eklenip 20 dak. 2000 rpm’de ornekler santriflj edilmistir.
Santrif(jj isleminin ardindan tUpdn ortasinda kalan lenfositlerin bulundugu
bulutsu kisim (buffy coat) temiz bir tipe alinip Uzerine 1:1 oraninda PBS ile
eklendi ve 10 dak. 2500 RPM’de santriflij islemi yapilarak 2 kez yikanmigtir.
Yikama islemlerinden sonra supernatan uzaklastirilip lenfositleri iceren pelet
PBS iginde homojenize edilerek deneylerde kullaniimisgtir.
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%71’lik Normal erime dereceli agaroz (NMA) ile kaplanan lamlar oda

sicakliginda 2-4 saat bekletilerek havada kurutulmustur.

Kan 6rneklerinden izole edilen lenfosit solusyonunun tzerine 37°C sicakliktaki
%0.8’lik dusuk erime dereceli agaroz (LMA)dan 750 pl konulmus, hafifge
pipetaj yapilarak hicre ve LMA karigsiminin 100 ul’'si NMA ile kaplanmig lamlar
uzerine damlatiimigtir. Lameller ile kapatildiktan sonra agarin katilagsmasi igin

en az 30 dakika beklenmistir. Sonrasinda lizis agamasina gegilmistir.

Taze hazirlanan ve +4°C’de muhafaza edilen lizis ¢ozeltisi lamlarin dizili
oldugu salelere aktariimistir. Lamlar +4°C’de bir gece boyu lizis ¢ozeltisinde
bekletiimistir. Bu asamada hucreler lizize ugradigi igin ekstra hasarlarin

onlenmesi igin yontemin diger asamalari karanlik ortamda gergeklestirilmigtir.

Lizis ¢Ozeltisi igindeki lamlar salelerden c¢ikartildiktan sonra buzlu kismi eksi
kutba gelecek sekilde i1sik gecgirmeyen elektroforez tanki icerisine sirayla
yatay olarak dizilmistir. Lamlar DNA denatirasyonu igin elektroforez tamponu
icinde 1 saat bekletilmistir. Daha sonra 200 mA, 25V’da 40 dakika elektroforez
gerceklestirilmigtir.

Notralizasyon tamponunda bekletilen lamlar salelerden cikartilip, Uzerine 2
ug/ml EtBr boya c¢dzeltisinden 70 pL damlatiimistir. Uzeri 24x60 mm’lik lamel
ile kapatildiktan sonra saklama kutulari igine yatay sekilde dizilmistir. Kutular

buzdolabina kaldirilarak lamlarin 30 dakika boyanmasi saglanmigtir.

Boyanan lamlar; 565 nm eksitasyon filtresi ve 590 nm bariyer filtresi iceren,
CCD kamera atagmanli floresan mikroskopta 20x buylUtmede incelenmigtir.
Goruntuleme asamasinda her lam igin; rastgele secilen farkli bolgelerin hem
20x hem de 10x buyutmede fotograflari ¢ekilmistir. Her doz icin ikiser lam
kullaniimig, her lamda 50 hucre incelenmistir. Her bir hicredeki DNA hasari;
bilgisayar destekli Comet Assay IV (Perceptive Instruments Ltd.,USA)
gorunti-analiz programi ile analiz edilmigtir. Analizlerde her bir hiicre igin; bas
uzunlugu (um), bas yogunlugu (% DNA), kuyruk uzunlugu(um), kuyruk
yogunlugu (% DNA), kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA gocu (kuyruk
migrasyonu) gibi DNA hasar parametreleri Olgulmustir. Genotoksik etkili

bilesigin belirlenmesi igin yapilan istatistiksel analizlerde kuyruk uzunlugu
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(DNA gogu ile olugan kuyruk yapisi), kuyruk yogunlugu (DNA % = DNA gocu
sonucunda kuyrukta bulunan DNA miktar) ve kuyruk momenti (Kuyruk

uzunlugu X Kuyruk% DNA/100) hasar parametreleri degerlendirilmistir.
3.2.2. MM Model olusturma
3.2.2.1. Hucre kulturi

Son yillarda yapilan deneysel fare MM modeli olusturmak igin birkag farkh
hicre hatti tanimlanmistir. Bunlar arasinda RPMI8226, U266, H929, KMM1
ve MML1.S hicre hatlar bulunmaktadir. Bu calismada NSG farelerde MM
model olusturmak Uzere MM.1S-GFP-Luc-neo hicre hatti secilmistir. Bu
hicre hatti genetik olarak GFP, lusiferaz ve neomisin genlerini tasima
Ozelliginde olup, tumor takibinde en etkili yontem olan biyoliminesans

goruntulemede kullanilabilmektedir [137].

MM1S hucreler, %10 fotal buzagl serumu ve %1 penisilin-streptomisin igeren
RPMI1640 besiyerinde inklibe edilmistir. Hicrelerin inklibasyon sartlari 37°C,
%5 CO2 ve %95 hava icermektedir. Yeterince ¢ogalan hucreler, RPMI1640
besiyerinde yikanarak 1ml besiyerinde sUspanse edilmistir. Hlicre canhligini
saptamak amaciyla tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek thoma laminda hucre
sayisi ve canliigi belirlenmistir. Canlihdi yaklasik %95 ve Uzeri olan hicreler

saghkh kabul edilmistir.
3.2.2.2. NSG farede MM model olusturma

MM1S Hdcrelerin farelere enjeksiyonundan once lusiferaz 6zellikleri test
edilmistir. Bunun icin, lusiferaz 6zellikli MM1S hcrelere D-lusiferin eklenerek
biyoliminesans cihazinda isima o6zelliklerine bakilmigtir. Lusiferaz ozelligini
koruyan ve canlihdi ylksek hicrelerden her bir fare igin 1x10° sayida hiicre

ayrilarak 200 mikrolitre PBS igerisinde fareye enjekte edilmigtir.

Enjeksiyon igin ilk dnce fare kisitlama cihazina yerlestiriimis ve damarlar
genisletmek icin 5-10 dakika boyunca sicak (kirmizi) lambanin altina

koyulmustur.
- Kuyruk % 70'lik alkol ile 1slatilmig bir gazl bezle silinmis ve iki yanal kuyruk
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damarindan biri bulunmustur.

- ignenin egimi yukari bakacak ve damara hemen hemen paralel olacak

sekilde, igneyle kuyruk damarina girilerek hicreler damara enjekte edilmigtir.
3.2.2.3. Biyoliiminesans goruntiileme

NSG farelere MM1S hicrelerin enjeksiyonundan sonra 10.,12.,15.,19.23.27.
glnlerde biyoliminesans goruntileme yapilmistir. Bunun igin farelere
intraperitonel yolla fare basina 1,5 mg doz D-luciferin enjekte edilmigstir.
Enjeksiyondan 10 dk sonra anestezi cihazinda O2 ve isoflurane karigimiyla
fareler uyutulmus ve Xenogen |IVIS 50 cihazinda goéruntllenmistir.
Goriuntlleme sonucunda tutulum oldugu tespit edilen farelerde MM olustugu

kabul edilerek ilag tedavisine baglanmigtir.
3.2.2.4. MM Model ilag uygulama gruplari

MM olustugu saptanan farelerde farkli dozlarda ve farkli zaman araliklariyla

XT5 uygulamasi yapilarak doz optimizasyonu deneyleri yapilmistir.

Boylelikle XT5’in etkin dozu belirlenmeye c¢aligiimistir. Bunun i¢in MM olan
farelerde 5 mg/kg ve 10 mg/kg dozlarda XT5 uygulanmigtir. Cizelge 3.2 de

farelerin gruplandirilmasi gdosterilmistir.

Cizelge 3.2. Farelerin gruplandiriimasi

Deney gruplari Gruptaki hayvan sayisi (n)

Kontrol (1 hafta) n=2
5 mg/kg n=2
10 mg/kg n=2
BTZ+DEX n=2

XT5'in etki gosterdigi surenin belirlenebilmesi amaciyla, her gun ve haftanin
belirli glnleri uygulama yapilacak sekilde farkli sirelerde uygulama

yapilmistir. Kontrol grubu olarak, XT5 uygulanmayan MM fareler normal
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yasam sureleri boyunca takip edilmistir. 15. Gln goéruntilemesinde tiumor
olusumu gorulen farede 15-24. gunler arasi haftada 2 kez XT5 uygulanmis,
24. Gunden itibaren her gun XT5 uygulanmigtir. 15. ginde tiumor baslangici
gorulen diger farede, 15. Gunden itibaren her gun XTS5 uygulamasi
yapilmistir.  15. Gunde timoér baslangici goérilen diger bir farede haftada 2
kez 10 mg/kg XT5 uygulamasi yapilmistir. Miyelom grubundaki baska bir
fareye 15. GUn tUmor baglangici goérilmas ve o gunen itibaren her gin 10

mg/kg XT5 uygulanmigtir.

Haftada iki gun uygulamasi, pozitif kontrol grubuna verilen ilaglar olan
deksametazon ve bortezomibin literatirde uygulama sikligi goéz Onune
alinarak segilmigtir [138,139] .Bu ilaglarin, miyelomlu farelere miyelom
hastalarina da uygulanan yonteme benzer sekilde haftanin 1., 4., 8. ve 11.
gunleri ilag uygulamasi yapimistir. Takip eden hafta ilag uygulamasi
yapilmamis, bir sonraki hafta tekrar 1., 4., 8. ve 11. gunler uygulama

yapilmistir.

Bortezomib ve deksametazon ilaglari, pozitif kontrol grubu olarak MM olusan
farelerde uygulanmigtir. Farelere uygulanan bortezomib ve deksametazon

dozlari benzer literatire goére secilmistir.
3.2.2.5. Histopatolojik incelemeler

Nekroskopi sonrasi farelerden gikarilan karaciger, bobrek, kalp, pankreas ve
beyin dokulari %10’luk tamponlu formalin solisyonu igerisinde tespit
edilmigtir. On-arka ekstremiteler ve kolumna vertebralis ise formalin
solusyonuna alinmadan once hidroklorik asitli dekalsifikasyon solusyonu ile
dekalsifiye edilmistir. Tespit edilen doku ve organlar yikama islemi ardindan
rutin doku takibine alinarak parafinde bloklanmigtir. Parafin bloklardan 4-5
mikronluk alinan kesitler hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis ve isik

mikroskobunda incelenmistir.
3.2.3. istatistiksel analizler

Elde edilen sonucglar, istatistiksel olarak SPSS Statistics for Windows

programi ile yapilmigtir. Normal dagihma uygunlugunun kontrol edilmesi
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Saphiro-Wilk yoéntemiyle arastiriimistir. Dagilimi normal olan degiskenlerin
gruplar arasi karsilastirmalarinda Tek Yonlui Varyans Analizi (One-Way
ANOVA), post-hoc karsilastirmalarinda Tukey testi kullanilmigtir. Farklihklar
p<0,05 dnem kontroli duzeyinde tespit edilmig, veriler ortalama * standart

sapma olarak verilmigtir.

Genotoksisite testleri icin, istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 programi
kullanilarak gergeklestiriimigtir. Doz gruplari ve kontrol arasinda DNA hasar
parametreleri agisindan anlaml farklilik olup olmadiginin istatistiksel olarak
degerlendiriimesi icin ANOVA c¢oklu varyans analizi ve gruplar arasindaki
farkliligin karsilastirilmasi icin ise post test olarak Tukey testi kullaniimistir.

Anlaml farklilik dizeyi p<0,05 olarak belirlenmigtir.
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4.SONUGLAR

4.1 Siganlarda Toksisite Testleri Sonuglari
4.1.1. Viicut Agirhklan Olgiimii

XT5'in olasi toksik etkilerinin belirlenebilmesi icin 8-10 haftalik Wistar albino
siganlara kontrol grubuna yag olacak sekilde, XTS5 gruplarina 5 mg/kg, 10
mg/kg ve 50 mg/kg dozlarinda XT5 uygulanmistir. Akut ve uzun sureli etkilerin
g6zlemlenebilmesi amaciyla 1 haftalik ve 8 haftalik olmak Uzere iki farkli
uygulama suresi secilmistir. 8 haftalik gruptaki siganlar haftada bir, 1 haftalik
gruptaki sicanlar her giin tartilarak vicut agirliklari kaydedilmistir. ki
uygulama suresinde de gruplar arasinda 6nemli bir farkliik gértGlmemistir.
Cizelge 4.1.’de 8 haftallk uygulama sirsi boyunca yag kontrol ve XT5
uygulama gruplarinin baslangic ve bitis agirliklari verilmigtir.  Sigan
agirhklarinin 8 haftada degisimlerinin ortalama degerleri agisindan gruplari
arasinda istatistiksel olarak farklihk saptanmamistir. Cizelge 4.1’de 8 haftalik
uygulama suresi boyunca yag kontrol ve XT5 uygulama gruplarinin baslangi¢
ve bitis agirliklari ve agirlik artisi gosterilmistir. Sekil 4.1.’de kontrol gruplari ve
uygulama gruplarinin oralama kazandiklari vicut agirliklarina ait grafik

gOsterilmistir.

Cizelge 4.1. 8 haftalik uygulama slresi boyunca yag kontrol ve XT5

uygulama gruplarinin baslangi¢ ve bitis agirliklari ve agirhk

artigi
Baslangi¢
Doz Bitis Agirhgi (g) Agirlik Artisi (g)
Agirhgi (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 233,249,2 253,6+11,3 20,4+4,5
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4.1.1. Biyokimyasal ve Hematolojik Analiz Sonuglari

Uygulama sureleri sona erdikten sonra sakrifiye edilen siganlarin kan
orneklerinde biyokimyasal ve hematolojik analiz sonuglari Cizelge 4.2. ve
Cizelge 4.3.'te gosterilmistir. Kontrol grubu ve 5mg/kg, 10mg/kg ve 50 mg/kg
XT5 wuygulama gruplarinin  ALT 0&lgim sonuglarinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik goralmemigtir. Sekil 4.2.’de 1 haftalik ve
8 haftalik stre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin ALT analiz
sonuglari verilmigtir. Siganlarin AST olgimlerinin sonucunda, kontrol grubu ve
5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XTS5 uygulama gruplari arasinda anlamh bir
farkhilik gortlmemigtir. Sekil 4.3.’de 1 haftallk ve 8 haftalik sure sonunda
kontrol grubu ve uygulama gruplarinin AST analiz sonuglari verilmigtir.
Siganlarin 1 haftalik ve 8 haftalik uygulama streleri sonucunda dlgulen total
protein degerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5
uygulama gruplari arasinda anlaml bir farkhlik goriimemistir. Sekil 4.4.’te 1
haftalik ve 8 haftalik stire sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin total
protein analiz sonuglari gdsterilmistir. Sicanlarin 1 haftalik ve 8 haftalik
uygulama sureleri sonucunda oOlgulen ure degerlerinde kontrol grubu ve 5
mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XTS5 uygulama gruplari arasinda anlamli bir
farklilik gortlmemistir. Sekil 4.5.’de 1 haftallk ve 8 haftalik sure sonunda
kontrol grubu ve uygulama gruplarinin Ure degeri analiz sonuglar
gosterilmigtir. Sicanlarin 1 haftalik ve 8 haftalik uygulama sureleri sonucunda
Olcllen albumin degerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg
XT5 uygulama gruplari arasinda anlamli bir farkhlik goérdlmemigstir. Sekil
4.6.’da 1 haftalik slre sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin
albumin degeri analiz sonuglari verilmigtir. Sekil 4.7.’de 8 haftalik sure
sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin albimin degeri analiz
sonuglari verilmistir. Siganlarin 1 haftalik ve 8 haftalik uygulama sureleri
sonucunda Ol¢ulen GGT degerlerinde kontrol grubu ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve

50 mg/kg XT5 uygulama gruplari arasinda anlaml bir farkhlik géralmemisgtir.
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Cizelge 4.2. 1 haftalik uygulama slresi sonunda siganlarin biyokimyasal test

sonuglari
XT5 XT5 XT5
Kontrol
(5 mg/kg) (10 mg/kg) (50 mg/kg)
ALT (IU/L) 93,33486,64 129+102,5 445,57 58,67+2,08
AST (IU/L) 267,67+150,07470,33+447,5 160,33+25,15 236+99,59
Total protein (g/dl) 7,3410,29 6,94+0,46 6,91+1,69 7,5+0,79
Ure (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+2,08 111 0,67+0,58 1,33+1,53
Cizelge 4.3. 8 haftalik uygulama suresi sonunda si¢anlarin biyokimyasal test
sonuglari
XT5 XT5 XT5
Kontrol
(5mg/kg) (10 mg/kg) (50 mg/kg)
ALT (IU/L) 63,2412,93  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) 710,86 5,93+0,37  7,48%1,29 7,8+0,63
Ure (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) 110 0,4+0,55 2,06+1 0,88+0,88
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ALT (1U/L)

100

90

8

7

6

5 Uygulama siiresi
4 H 1 hafta

3

2 M 8 hafta

1

Kontrol 5 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg

ALT (IU/L)
O O O O o o o o

o

Uygulanan doz

Sekil 4.2. 1 ve 8 haftalik sire sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin

ALT analiz sonuglari

AST (IU/L)
700
600
500

400
Uygulama suresi
300
M 1 hafta
20
B 8 hafta
10
0

Kontrol 5 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg

AST (IU/L)

o O

Uygulanan doz

Sekil 4.3. 1 haftalik ve 8 haftalik sire sonunda kontrol grubu ve uygulama

gruplarinin AST analiz sonuglari
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Total protein (g/dl)

Uygulama siresi
H 1 hafta
M 8 hafta

Kontrol 5 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg
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(o]

Total protein (g/dl)
B [e)]

N

o

Uygulanan doz

Sekil 4.4. 1 haftalik ve 8 haftalik stire sonunda kontrol grubu ve uygulama

gruplarinin total protein analiz sonugclari

Ure (mg/dl)

Uygulama suresi
H 1 hafta
m 8 hafta

Kontrol 5 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg

(o2 BN
o o

Ul
o

Ure (mg/dl)
= N w S
o o o o

o

Uygulanan doz

Sekil 4.5. 1 haftalik ve 8 haftalik slire sonunda kontrol grubu ve uygulama

gruplarinin Ure analiz sonuglari
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Albumin (g/dl)
7,00
6,00
= 5,00

g/dl

— 4,00

n

3,00
2,00

Album

1,00

0,00
Kontrol 5 mg/kg

Uygulanan doz

Sekil 4.6. 1 haftalik sure sonunda kontrol grubu ve uygulama gruplarinin

albumin analiz sonuglari

Albumin (g/dl)

Uygulama siresi
M 1 hafta
B 8 hafta

10 mg/kg 50 mg/kg
Uygulanan doz

Albumin (g/dl)
o = N w B (6] ()] ~ o]

Sekil 4.7. 1 haftalik ve 8 haftalik stire sonunda kontrol grubu ve uygulama

gruplarinin albimin analiz sonuglari
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GGT(g/dl)

GGT (IU/L)

5 mg/kg

Uygulanan doz

10 mg/kg

50 mg/kg

Uygulama siresi

1 hafta
8 hafta

Sekil 4.8. 1 haftalik ve 8 haftalik stire sonunda kontrol grubu ve uygulama

gruplarinin GGT degeri analiz sonuglari

Cizelge 4.3. 1 haftalik uygulama suresi sonunda siganlarin tam kan analiz

sonuglari
Kontrol XT5 XT5 XT5

(5mg/kg) (10 mg/kg) (50 mg/kg)
Lokosit(10%1) 4,612,2 2,8+1,8 5,3+0,4 2,9+25
Lenfosit (10%1) 3,56%1,6 2,2+1,4 4,340,31 2,3%+1,9
Monosit (10%1) 0,2+0,17 0,7+0,12 0,1+0,6 0,1+0,15
Eritrosit (102/) 4,0+2,3 6,7+0,7 6,3+1,1 4,912 4
Hemoglobin(g/dl) 9,61+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) 29,818,2 36,7+1,74  36,9+1,73 39,3+1,53
Trombosit (10%/1) 523,6+300,9 168,3179  451,7+13,3  194,3+45,2
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Cizelge 4.4 8 haftalik uygulama sturesi sonunda siganlarin tam kan analiz

sonuglari
Kontrol XT5 XT5 XT5

(5 mg/kg) (10 mg/kg) (50 mg/kg)
Lokosit (10%/1) 4,742,2 2,8+1,83 5,3710,4 2,942,5
Lenfosit (10%1) 3,7£1,6 2,2+1,46 4,37+0,31 2,3+1,9
Monosit(10%/1) 0,240,17 0,1+0,12 0,7+0,06 0,13+0,15
Eritrosit (102/) 4,5+2,5 6,7+0,79 6,31+1,19 4,912 4
Hemoglobin (g/dl) 9,5+2,7 13,512,311 12,51+1,8 10,3+4,8
Hematokrit % 25,3+10,9 36,7+4,8 34,315,71 26,53+13,59
MCV (fl) 52,5+10,9 54,7+1,17  54,3+1,55 53,4+0,56
MCH (pg) 31,9120,2 20,3+1,05  20,03%1,1 21,1+0,64
MCHC (g/dl) 29,748,2 36,7+1,74  36,9+1,73 39,63+1,53
Trombosit (109/1) 52,7+300,6 168,379 451,67+132,3 194,3+45,5

4.1.2. Histopatolojik incelemeler

Siganlar uygulama surelerinin sonunda sakrifiye edilerek yapilan nekropsi

sonrasinda cikarilan organlardan hazirlanan histolojik kesitler (karaciger,

bdbrek,kalp,pankreas, akciger,beyin) 1sik mikroskobunda incelenmistir.

1 hafta uyugulama suresi sonunda kontrol grubu ve 5mg/kg XTS5 grubu

karacigerin genel histolojik gorinimu Sekil 4.14.’de verilmistir. 1 hafta

uygulama suresi sonunda kontrol grubu ve 5 mg/kg XT5 grubu bobregin genel

histolojik gorunumua Sekil 4.15.’te verilmigtir. 1 hafta uygulama stresi sonunda

kontrol grubu ve 5mg/kg XT5 grubu kalp kasinin genel histolojik géranima

Sekil 4.16.’da verilmigtir. 1 haftalik uygulama suresi sonunda kontrol grubu ve

10 mg/kg XTS5 grubu pankreasin genel histolojik gorunumu Sekil 4.17.da
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verilmistir. Kontrol grubu ve 50mg/kg XT5 grubu beyin talamus genel histolojik
gorinimu Sekil 4.18.’de verilmistir. Kontrol grubu ve 10mg/kg XT5 grubu
akcigerin genel histolojik goérinimu Sekil 4.19.’da verilmigtir. 8 hafta
uygulama suresi sonunda kontrol ve 10 mg/kg XT5 grubuna ait akcigerin

genel histolojik Sekil 4.20.’de gosterilmigtir.

Sekil 4.14. 1 haftalik uygulama suresi sonunda kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg

XT5 grubu (b) karacigerin genel histolojik gorinumu. H&E X400
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Sekil 4.15. Kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg XT5 grubu (b) bdbredin genel
histolojik gérinimu. H&E X400

Sekil 4.16. Kontrol grubu (a) ve 5 mg/kg XT5 grubu (b) kalp kasinin genel
histolojik gérunumu. H&E X400
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Sekil 4.17. 1 hafta uygulama suresi sonunda kontrol grubu (a) ve 10 mg/kg
XT5 grubu (b) pankreasin genel histolojik gérinimud. H&E x400

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

grubu (b) beyin talamus bdlgesinin genel histolojik gérinimu.
H&E X200
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Sekil 4.19. 8 hafta uygulama siresi sonunda kontrol grubu ve 10 mg/kg XT5
grubu akcigerin genel histolojik gorinimu. H&E X100

Sekil 4.20. 8 hafta uygulama suresi sonunda kontrol ve 50 mg/kg XT5
grubuna ait bdbregin genel histolojik gérinuma. H&E X100
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Sekil 4.21. 8 hafta uygulama slresi sonunda kontrol ve 50 mg/kg XT5
grubuna ait kalbin genel histolojik gorunimu. H&E X100

4.1.3. Komet testi sonuglari

1 hafta ve 8 hafta slresince 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg dozlarinda XT5
uygulanan siganlarin lenfositlerinde olasi DNA hasari alkali komet yontemi ile
degerlendirilmigtir. Elde edilen sonuglar kuyruk uzunlugu , kuyruk yogunlugu,

ve kuyruk momenti parametreleri gseklinde gosterilmigtir.

Kuyruk uzunlugu verileri incelendiginde, hem 1 haftallk hem de 8 haftalik
uygulama sonucunda degerlendirilen gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklihk (p<0.0001) goérulmesine ragmen, kontrol grubu ve dozlar
karsilastirildiginda uygulanan hi¢ bir dozun kuyruk uzunlugunu artirmadigi
g6zlenmigtir. Farkli dozlarda XT5 uygulanan siganlarin lenfositlerinde komet
testi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu verileri Sekil 4.20°de verilmigtir.
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KUYRUK
UZUNLUGU 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 gore
artis (Kat) 1,07 0,95 |0,93 0,94 (0,84 0,80
p Degeri < 0.0001 < 0.0001
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Sekil 4.19. Farkh dozlarda XT5 uygulanan sicanlarin periferal kan
lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk uzunlugu
verileri

Kuyruk yogunlugu verileri incelendiginde, 1 haftalik uygulama sonucunda
degerlendirilen gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh farkhlik (p= 0.009)
gorulmesine ragmen, kontrol grubu ve dozlar karsilastirildiginda uygulanan
8 haftalik

uygulama sonucunda ise deg@erlendirilen gruplar arasinda istatistiksel olarak

hic bir dozun kuyruk yogunlugunu artirmadigr gozlenmigtir.
anlamh farkhlik (p> 0.05) gorulmemektedir. Farkh dozlarda XT5 uygulanan

sicanlarin lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk yogunlugu

verileri sekil 4.20’de gosterilmigtir.
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KUYRUK
YOGUNLUGU 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 gore
artis (Kat) 1,04 (0,88 0,86 0,89 1,09 0,95
p Degeri 0,009 0,1299
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Sekil 4.20. Farkli dozlarda XT5 uygulanan siganlarin periferal kan

lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk yogunlugu

verileri

Kuyruk momenti verileri incelendiginde, hem 1 haftallk hem de 8 haftalik

uygulama sonucunda degerlendirilen gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamh farkhlik (p< 0.05) gorulmesine ragmen, kontrol grubu ve dozlar

karsilastirildiginda uygulanan hi¢ bir dozun kuyruk momentini artirmadigi
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g6zlenmistir. Farkh dozlarda XT5 uygulanan siganlarin lenfositlerinde komet

testi sonucu elde edilen kuyruk momenti verileri sekil 4.21’ de gosterilmigtir.

KUYRUK
MOMENTI 1.HAFTA 8.HAFTA
kontrol |5mg 10mg |50mg |kontrol |5mg 10mg |50mg
n 300 300 300 300 500 500 500 500
Ortalama 2977 |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 gére
artis (Kat) 1,08 0,84 0,79 0,92 1,23 0,98
p Degeri < 0.0001 0,0003
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Sekil 4.21. Farkli dozlarda XT5 uygulanan siganlarin periferal kan

lenfositlerinde komet testi sonucu elde edilen kuyruk momenti

verileri
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4.2. NSG farede MM model olugsumu ve XT5 etkinligi

4.2.1. Farede MM1.S hiicre enjeksiyonunu takiben biyolliiminesans

gorintuleme ile timor takibi

NSG farelere MM.1S hucrelerin enjeksiyonundan sonra 10.,12.,15.,19.,23.
ve27. gunlerde biyoliminesans goruntileme yapilmistir. XT5 in 10 mg/kg
uygulama baslangicinda farede miyelom yukinin disuk dizeyde olmasi
nedeniyle bu sonuglar sadece XT5 toksisitesi amaciyla degerlendirmeye
alinmigtir. Farelerden 15. gun biyoluminesans goruntulemesinde tumor
baslangici goérilene o gun baslayarak her giin 5 mg/kg XT5 uygulamasi
yapiimigtir. Farenin 18. gun goruntilemesinde tumorun yayiimadigi, 22. gun

goruntilemesinde ise tumaorin yok oldugu gorulmagtar.

Miyelom grubundaki diger bir fareye 15 gun goéruntilemesinde tumor
baslangici goérilmis ve haftada 2 kez 10 mg/kg XT5 uygulamasina
baslanmistir. Farenin 19. , 24. ve 28. gunlerinde yapilan goérintilemelerde
tumorde gerilemenin olmadigi goérulmustur. 15. gun yapilan biyoluminesans
goruntulemesinde tumor baslangici gorulen fare 6'ya, her gun uygulama
yapilacak sekilde 10mg/kg XT5 verilmistir. Farenin 18. glin gorintilemesinde
timor boyutunun kaguldigu, 22. gun goruntulemesinde tumorin tamamen

kayboldugu gorulmustir. Sekil 4.22. de Kontrol grubunda bulunan farenin 12.

15.19. 22. ve 27. gunlne ait biyoluminesans goruntuleri verilmigtir.

Sekil 4.22. Kontrol grubunda bulunan farenin 12. 15. 19. 22. ve 27. gunune

ait biyoliminesans goruntuleri
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Sekil 4.23. Kontrol grubunda bulunan farenin 10. 12. 15. ve 19. Gunune ait

biyoluminesans goruntuleri

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

ve 27.gunune ait biyoluminesans goruntuleri

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

farenin 15. 19. 24. ve 28. GUnune ait biyoliminesans goruntileri
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Sekil 4.26. 10 mg/kg XT5 (her gun) uygulama grubunda bulunan farenin

15.18. 22. ve 24.gunune ait biyoliminesans goruntuleri

2/7 glin XT5 Her gtin
Kontrol +24.Gun- her glin 10mg/kg XTS5 DEX+BTZ

Sekil 4.27. MM1S uygulamasinin 10-15. gununden baglayarak ilag
uygulanmayan (kontrol), farkli doz ve siklkta XT5 ile Deksametazon ve

Bortezomib uygulama sonrasi biyoluminisans goruntileme sonuglari
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4.2.2. Farelerin viicut agirhiklari

Miyelom modeli olusturulan tim NSG farelerin 7., 10.,15.,19.,21.,24. ve 27.
gunlerde vicut agirliklari élgulmustur. Kontrol gruplarinda kilo kaybinin ilag
uygulanan gruplara gore daha yuksek oldugu gorulmustiar. Cizelge 4.5.de

farelerin vicut agirhklari verilmistir.

Cizelge 4.5. Farelerin vacut agirliklari

Baslangic Agirhgi

Grup @) Bitis Agirhgi (g) Kilo kaybi (g)
g

Kontrol 22,321 18,4+1,4 3,814

5 mg/kg 25,811 21,9417 3,2+0,9

10 mg/kg 21,613,3 20,811,5 1,240,6

BTZ+DEX 23,2+1,2 21,6+1,3 1,4+0,5

MM modeli olusturulan buttn farelerin kemik iliklerinin incelenmesinde kemik
iliginde atipik, oval sekilli, blyuk bazofilik sitoplazmali, ¢ekirdegin ekzantirik
yerlesim gosterdigi ve hiperkromatik boyandigi, pleomorfizm gdsteren
neoplastik plazma hucreleri gdozlenmistir. XT5 uygulamasi yapilan farelerde
mitotik indeksin yuksek oldugu gozlenirken, DEX+BTZ gruplar ve XT5

uygulanan farelerde daha az mitotik aktivite gértlmustur.

XT5 uygualamasi yapilmayan kontrol grubuna ait fare 1‘de on ekstremite (
skapula, humerus, radius-ulna), arka ekstremite (femur, tibia-fibula), servikal,
torakal ve lumbal vertebra kemik iliginin atipik 6zelliklere sahip, genis bazofilik
sitoplazmali, yuvarlak/oval hiperkromatik ekzantrik yerlesimli cekirdege sahip,
anizositozis ve anizonukleozis gosteren plazma hucrelerinden olustugu
gozlenmistir. Yag dokusu ¢ogu sahada gozlenmezken, kemik iliginde
damarlasma dikkati gekmistir. Neoplazik hicrelere tek tik megakaryosit,
notrofil 10kosit ve lenfosit eslik ettigi goruntulenmigtir. Skapulada kemik
iligindeki neoplazik hicreler ¢cevredeki kaslar arasina invaze olmus sekilde ve

servikal vertebrada bir bdlgede kemik dokuda osteolitik degisiklikler
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g6zlenmistir. Ayrica servikal ve lumbal vertebralarda medulla spinaliste ve

kaslarda kanama alanlarina rastlanmistir.

Bobrekte, korteksteki tubuller ve glomeruluslar arasinda fokal odak halinde ve
bobrek gevresi yag dokuda damar etrafinda; pankreasta tamamen bir loba
infiltre olmus durumda; midede lamina propriyada bezler arasinda ve

karacigerde tek tlk sinuzoidlerde benzer morfolojik dzelliklere sahip neoplazik

myeloid hucreler dikkati cekmistir.

Sekil 4.28. Kontrol grubunda sol humerus-radius/ulna birlesiminde kemik
iliginde yer alan neoplazik hucrelerin genel gérinumu (a), a’da
kare ile blayutulen alan (b), mitotik aktivite gdsteren neoplazik
hicreler (ok baglar). H&E X400

Sekil 4.29. Kontrol grubunda sag femur kemik iliginde yer alan neoplazik

hdcrelerin genel gorunumda (a), a’da kare ile buyatulen alan (b),
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mitotik aktivite gdsteren neoplazik hilcreler (ok baslar). H&E

X400

N\ =Zimm 7 SRS,
Wy ' o \

Sekil 4.34. Kontrol grubunda sag skapula, ¢evre kas dokuya invaze olmus

neoplazik hucreler (oklar). H&E X400

Sekil 4.35. Kontrol grubunda servikal vertebra, kemik iliginde yer alan

neoplazik hdcrelerin genel goérinimu (a), a'da kare ile
baydtulen alan (b), neoplazik hucreler (ok), kemikte osteolitik

degisiklik (ok basi). H&E X400
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Sekil 4.36. Kontrol grubunda bdbrek, tubulis ve glomeruluslar arasinda
neoplazik hucreler (ok) (a). Bobrek gevresi yag dokuda damar

cevresindeki neoplazik hicre grubu (ok basi) (b). H&E X400

Sekil 4.37. Kontrol grubunda pankreas asinuslar arasindaki neoplazik
hlcrelerdeki mitoz (ok baslari). H&E X400
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Sekil 4.38. Mide lamina propriyada bezler arasindaki neoplazik hicrelerin

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

Sekil 4.39. Karaciger sinuzoidlerde neoplazik hicrelerin gérunima (oklar).
H&E X400
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TARTISMA VE SONUG

Multipl Miyelom ile ilgili son yillarda yeni ilag gelistiriimesi direngli hastalik
gelisimine buyuk katkilar saglamistir. Geleneksel tedavi yontemlerinin ve
nakillerin etkilerinin yetersiz kaldigi direncgli hastaligin tedavisi i¢in, basarili

hayvan modelleri bu arastirmalara hiz kazandirmaktadir [138,139].

Mulitipl miyelomda olusan habis plazma hucrelerinin ¢ogalmasinin, buyuk
oranda iginde bulundugu mikrogevreyle (osteoblast,osteklast, endoteliyal
hicreler ve kemik iligi stromal hucreler) olan baglantisiyla iligkili oldugu
disunidlmektedir. S6z konusu bu etkilesim hastalikta siklikla karsilasilan ilag
direncinin gelismesinde de rol oynamaktadir [140]. Ancak bu etkilesimler ayni

zamanda kemik iligi mikrogevresi igin igin zarar verici de olabilmektedir.

Multipl miyelom tedavsinde gunimuizde kullanilan ilaclardan proteazom
inhibitorleri ve immunmodulator ilaglar, one c¢ikmaktadir. Bu kategorideki
ilaclar, tumoér  hicrelerine  avantaj saglayan  bircok  yolagi

etkileyebilmektedirler.

Apoptotik yolaklari aktive eden yapilari sayesinde proteazom inhibitorleri,
nikleer faktor-kappa B (NF-kB) inhibisyonunu tetiklemektedirler. Bunun
sonucunda da anjiyogenezi, sitokin sinyalizasyonunu ve hicre gogunu
onlemektedirler. immiinmoddlatér grubundaki ajanlar da apoptozu tetikleyici,
etkilerinin yaninda tiumor hucreleriyle savasacak T lenfosit ve dogal katil

hdcrelerin immun yanitini arttirirlar [142].

Tarkiye SGK verileri Uzerinde yapilan bir arastirmada miyelom hastalarinin
yasam analizleri sonucunda 2011’de ortanca yasam suresinin 3 yil iken son
yillarda bunun 7-8 yila uzadidi, hastalarin gogunun ¢ok masrafli tedavilere
ragmen Ulke ortanca yasam suresine ulasamadigi gérulmastir [143]. Sonug
olarak, yeni terapotik gelismeler sagkalim sudresini arttirlmasina buyuk bir
katki saglanmis olsa da MM’de yanit oranlari halen % 20’yi gegmemektedir.
Bu nedenlerle kesin etkili ve yan etkisi en aza indirilmis yeni turevlerin kesfine

yonelik yeni ilag gelistirme g¢alismalarina gereksinim vardir.
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AU Eczacilik Fakiltesinde yapilan calismalar sonucunda Heparin benzeri
etkili bir ilag molekulu arayisi sirasinda birgok yeni molekul bulunmustur.
PAR1’e baglanarak kanser hucresinin mikrogevreden aldigi destegi
kesebilecek olan aday molekuller arasindan, yeni N-(2-hidroksi-4 nitrofenil)-4
etil benzamit (XT5) molekull, insan MM hlcre dizilerine karsi en yuksek anti-

MM sitotoksik etkiye sahip molekul olarak segilmistir.

Heterosiklik bilesiklerden benzoksazol metaboliti ve benzamid tdrevi olan
XT5, 6zgln bir molekul olarak sentezlenmis ve anti-kanser etkileri molekuler

modelleme yéntemleri ile incelenmistir.

XT5, piyasada MM tedavisinde kullanilan ilaglardan yapica farkl olup, anti-
kanser ve mikrogevre ile de etkilesme olasiligi olan dual etkili bir ila¢ olarak
geligtiriime olasihdr bulunmaktadir. Bu tez galismasinda literatirde ilk kez
olarak bu yeni molekilin in vivo toksisitesinin arastiriimasi amaciyla saglkh

si¢anlarda farkh dozlarda XT5 uygulamasi yapiimistir.

Immiin-yetmezlikli farelere timér hicresi enjekte edilerek olusturulan
ksenograft modeller, en etkin kullanilan hayvan modelleridir. SCID, Rag1null
veya Rag2null mutasyonlari ile kombine edildiginde kazaniimis bagigikhigi
tamamen yetersiz ve dogal bagisikhigi ciddi derecede eksik olan, insan hucre
doku ve tumoarlerinin engrafmani igin kullanigli bir fare tird olan NOD/SCID IL-
2Ry(null) (NSG) elde edilmistir. interlékin -2 (IL-2) reseptéri gamma zinciri
eksik olan NSG fareler yakin zamanda MM modelleri gelistirmek igin
kullanilmaya baglanmistir. Bu tlrin, daha fazla immun baskilamayla birlikte
NK hucre eksikligi, makrofajlarda ve dendritik hucre fonksiyonundaki hatalar
ve ek olarak olgun B ve T lenfositlerinin eksikligine bagli olarak diger
immunyetmezlikli SCID ve NOD/SCID farelere kiyasla timoér engrafmaninda
belirgin gelismeler gosterdigi belirlenmigtir [149]. TUumor hdcrelerinin hem
iskelet hem ekstraskelatal bolgelerde vyayildigi SCID ve NOD/SCID
modellerinin aksine bu hucre tipleri NSG farelere nakledildiginde sadece
kemik iligine yerlestigi ve bagka organlarda saptanmadigi belirlenmigtir. Bu
tez calismasinda MM modeli olusturmak icin, bu sebeplerden dolayi,
NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wil/SzJ ya da kisa adiyla NSG fare tlrl segilmistir.
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Calisma kapsaminda ksenograft fare modeli, immun-yetmezlikli farelere,
lusiferaz ve green florescence protein (GFP) eksprese eden transgenik
MM.1S (pMMp-Luc-neo) hucre serilerinin enjeksiyonu ile olusturulmustur.
Sistemik (intravendz enjeksiyonla) veya lokal hastalik (subkutan veya
intratibial enjeksiyonlarla) olusturmak Gzere kullanilan gesitli miyelom hicre
hatlarindan secilen MM1.S, lisiferaz enzim aktivitesi sonucunda lUsiferin
pigmentiyle tepkimeye girdiginde 1sima 6zelligi gostermekte ve ayni zamanda
GFP(+) 6zellikli hucrelerdir.

Miyelom modelinin olusumu, gelisim asamalari (omurilik, femur ve/veya dalak
gibi multipl miyeloma 6zglu bolgelerde tutulumlar) ve XTS5 molekullinin etkisi,
MM1.S hucre hatlarinin lUsiferaz aktivitesi dogrultusunda olusan i1simanin
biyoluminesans cihazinda goruntulenmesi ile takip edilmigtir. NSG farelerde
MM.1Sluc hicre hatti ile myelom modeli farelerde 2. Haftadan itibaren

biyoliminesans cihazinda isimayla belirlenmistir.

Yeni ilag gelistiriimesinde temel amacin terapdtik etkisi yUksek ve toksik
etkileri olmayan veya en az olan ilag tedavilerini klinik agsamaya getirmek
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yeni uretilen ilag molekullerinin preklinik
calismalarda etkinliginin yani sira, es zamanl olarak, olasi toksik etkilerinin de
incelenmesi O6nemlidir. Bu tez calismasi kapsaminda yeni aday ilag
molekulinun fare modelinde etkinliginin yani sira toksikoloji deneylerinde
siklikla kullanilan Wistar albino siganlarda farkh dozlarda denenen ilag
uygulamasiyla, sonrasinda sican doku ve kan &rneklerinde histolojik
incelemeler ve biyokimyasal testlerle toksikolojik incelemeler yapiimigtir.
Devaminda vyapilan genotoksik testlerle de ilacin toksik potansiyeli

degerlendiriimeye ¢aligiimigtir.

Bu tez calismasinda, XTS5 molekulunin olasi ilk olarak toksik etkileri
incelenmigtir. Bu amagcla siganlara 1 hafta ve 8 hafta olmak tzere iki farkli
sureyle 3 farkh dozda uygulama yapilmistir. Kontrol grubuna sadece yag

verilmigtir.

8 hafta sureyle haftada iki kez XTS5 uygulamasi yapilan si¢canlarda haftalik
olarak vucut agirliklari élgulmustar. Kontrol grubu, 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50
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mg/kg XT5 uygulanan siganlarin vicut agirliklarindaki artisin arasinda anlamli

bir farklihk olmadigi belirlenmisgtir.

1 hafta sureyle her gun XT5 uygulamasi yapilan siganlarda gunluk olarak
vucut agrihklar dlgilmastir. siganlarin vacut agirliklarindaki artigsin gruplar

arasinda anlamli bir farklilik géstermedigi belirlenmistir.

Vucutta gesitli fonksiyonlarda goérev alan ALT, AST, GGT, Ure, total protein ve
albumin enzimleri, olasi karaciger ve bobrek hasarinda degigkenlik gostererek
bu fonksiyonlarin bozulduguna dair belirtegler olarak gorev yapmaktadir.
Karaciger hasarlarinda biyokimyasal belirte¢ olan enzim aktivitelerine
bakilmistir. Toksik etki ve enfeksiyonun neden oldugu kalp ve karaciger
hasarlarinin tanisinda énemli olan, htcre hasarinin belirtecleri bu enzimlerin
hastalik durumlarinda yukselldigi bilinmektedir. Bu de@erlerin gruplar arasinda
anlamh bir farkhlik gdéstermemesi, XT5 molekulinin enfeksiyon gibi bir

olumsuz etkiye neden olmadigini soyleyebiliriz.

Siganlarin hematolojik incelemeleri kapsaminda tam kan sayimlari yapiimis
ve |0kosit, monosit, eritrosit, trombosit, hemoglobin, hematokrit, MCH, MCHC
ve MCV degerleri saptanmistir. 1 haftalik ve 8 haftalik uygulama surelerinde
kontrol gruplari ve 5 mg/kg, 10 mg/kg ve 50 mg/kg XT5 uygulama gruplari
arasinda anlamh bir farkllik bulunmamistir. Kan degerlerinde hicre sayisinin
yukselmesi gibi olasi degisimler, vicudun olasi tehlikelere karsi savunma
sistemi olarak devreye girmektedir. Bu sonuglara dayanarak XT5 molekulinun
farede enfeksiyona ve savunma amagli hicre sayisinin artmasina neden

olacak bir durum olusturmadigdi sdylenebilir.

Siganlarin  dokularinda yapilan histolojik incelemelerde genel olarak
gruplardaki histopatolojik bulgular incelendiginde kayda deger onemli bir
bulgu gbézlenmemis, gbzlenen bulgularinda gruplar arasinda bir farkhlik

olmadigi belirlenmistir.

Siganlarin histopatolojik incelemelerinde, kontrol ve uygulama gruplarinda
belirgin bir doku hasarina rastlanmamistir. Sigcan gruplarinin  ¢gogunun
akcigerlerinde gorulen alveol lUmeni kanamasinin nedeninin, siganlarin

kafeslerinde kullanilan talaglar oldugu ve deney hayvanlarinda yaygin gortlen
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bir durum olabilecedi disunulmustir [150]. Bu durumun XT5’in olumsuz bir

etkisi olmadigi kanaatine varilmistir.

DNA hasarlarinin belirlenmesi igin kullanilan komet yontemi, yaygin olarak
kullanilan kisa zamanl genotoksisite testlerindendir. Hucrelerin agaroza
gdmulmesini takiben lizise edilmesi ve elektroforez uygulanmasina dayanir.
Sonugta hasarli DNA kuyruklu yildiz benzeri bir sekil olusturur ve yontem
adini bu sekilden alir [151,152].

Komet yonteminin en buyuk uygulama avantajlarindan biri in vitro ve in vivoda
calisilabilmesidir. in vivo ¢alismalarda birtakim ajanlarin neden oldugu hasar
canli doku ve kan orneklerinde calisilabilmektedir. Boylelikle yeni sentezlenen
ilaglar veya antikanser etkili maddelerin olasi genotoksik etkileri
belirlenebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda XT5 molekulinin olasi gentoksik
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla saglkl sicanlara farkli dozlarda (5mg/kg,
10 mg/kg ve 50 mg/kg) XT5 verilmis ve sicanlarin kaninda komet testi
uygulanmigtir. Sonrasinda ila¢ uygulamasi yapilmayan kontrol grubuyla
karsilastiriima yapilmis ve sonugta XT5 uygulamasi yapilan si¢ganlarda XT5’in

genotoksik bir hasara neden olmadigi gorulmustar.

Benzamid turevi bilegiklerin gentoksik etkileriyle ilgili literatirde az sayida
¢alisma bulunmaktadir. Bu sinirli sayidaki ¢alismalardan biri olan Martelli ve
ekibinin yaptig1 ¢alismada, etil benzamid tlrevi iki ilacin genotoksik etkileri
belirlenmistir. Metoklopramid ve prokainamid ilaglarinin degerlendirildigi bu
¢alisma sonucunda metoklopramidin birtakim mutajenik etkileri oldugu ve

prokainamidin genotoksik etkisi olmadigi géralmustir [153].

Siganlarda elde edilen bu sonuclar XT5 molekilinin 50 mg/kg a kadar
uygulamasinin toksik bir etkisi olmadigi seklinde yorumlanabilir.

XT5’in miyelom uzerindeki etkisinin belirlenebilmesi amaciyla
immunyetmezlikli NSG farelerde miyelom modeli olusturularak XT5 etkinligi

incelenmigtir.
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Kontrol grubu olan farelere XT5 uygulamasi yapilmamis, miyelom farelerin
normal yasam sureleri takip edilmistir. Kontrol grubundaki bir fare, 27. Glnde

paralize olup 29. Glinde dlmustar.

Kontrol grubundaki ikinci fare, 25. glinde paralize olup, 28. ginde olmustur.
Miyelomun mekaznimasinin ve patolojisinin incelenmesinde ksenograft fare
modellerinin segilmesindeki en buyuk avantajlardan biri, tumorun vicuda
yaylilan etkisinin gozlenebilmesidir. NSG farede femurlar ve omurilik Gzerinde
baslayan timor yayiliminin tim vicuda yayildigr goralmektedir. MM de kemik
iligi mikrocevresinin ve miyelomda olusan timor hdcrelerinin  arasindaki
etkilegsimlerin hasatligin patogenezi i¢in olduk¢ca onemli oldugu bilinmektedir.
Bu etkilesimlerin de etkisiyle; multipl miyelomda osteoklastlarin artan
aktivasyonunun ve osteoblastlarin inhibisyonunun sonucu olarak kemik
rezorpsiyonu artar. Osteoblastlar tarafindan gercgeklestirilien kemik olusumu
ile osteoklastlar tarafindan saglanan kemik parcalanmasi arasindaki ince
dengenin ayrilmasi, MM nin en zararli komplikasyonlarindan biri olan yaygin
kemik yikimina yol agar. Dogrudan hicre-hlcre temasi veya yakindaki kemik
iligi stromal hicrelerinden ¢oézlnebilir faktorlerin  salinmasi, kemik
rezorpsiyonunun devam etmesi ve tUmor hdcresinin hayatta kalimini kisir
dongu seklinde surmesine neden olmaktadir [154]. Bu durum tUumorun
vucuda yayillmasini takiben arka bacaklarin paralize olmasiyla farelerde

kendini gostermigtir.

Bu tez galismasinda miyelom modeli olusturulan farelerde akut fare 6limu
gibi major bir toksisiteye yol agip agmayacagini gézlemlemek amaciyla 5-10
mg/kg XT5 uygulamasi da denenmistir. 24. gline kadar haftada iki kez (1., 4.,
ve 8., 11. gunler)olan uygulama daha sonra her gune c¢ikariimistir. Bu
dozlarda farede miyelomun progresi disinda fizik muayene bulgularina
yansiyan bir toksisite gézlenmemis ve fare 34. giinde miyelom sonucu paralizi
olarak 6lmustur. Bu farede XT5 uygulamasinin biyoluminisans goruntuleme ile
tumord basglangigta gerilettigi ancak sonrasinda yetersiz oldugu belirlenmistir.
Bu durum dozun arttirllmasi ve/veya bagka anti-miyelom ilaglarla kombine

kullanimi gereksimini distindirmektedir.
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Bir bagka fareye 15. guin biyoliminesans goértntilemesinde timoér baslangici
gorulmis ve o gun baslayarak her gin 5 mg/kg XT5 uygulamasi yapiimigtir.
Farenin 18. gun goruntilemesinde tumorun yayilmadigi, 22. gun
goruntilemesinde ise tumorun yok oldugu goérulmustir. Farede gorulen bu
gerileme, XT5'in her glin uygulamasina bagl olabilir. Ancak bu farede 15.
guinde gorilen timoér, diger farelere gore daha kuglk boyutta oldugu icin
gerilemesinin daha hizli olabilecegini dusundurmektedir. Farelerin turleri ve
genetik ozellikleri ayni olmasina ve ayni hucre serisinden esit sayida MM1S
hlcresinin fareye uygulanmasina ragmen MM1S den kaynaklanan nedenlerle

tumor gelisimi farklilik gosterebilmektedir.

Miyelom grubundaki diger bir fareye 15 gun goéruntilemesinde tumor
baglangici goérulmis ve haftada 2 kez 10 mg/kg XTS5 uygulamasina
baslanmigtir. Farenin 19. , 24. ve 28. gunlerinde yapilan goruntulemelerde
timorde gerilemenin olmadigi gorulmustir. Farenin 28. gunde arka
bacaklarinin paralize olmasi ve 29. gunde 6lmesi, haftada 2 kez 10 mg/kg
XT5 uygulamasinin yetersiz oldugunu gostermektedir. 15. gin vyapilan
biyoliminesans goérintilemesinde timor baslangici gorilen fare 6’ya, her gun
uygulama yapilacak sekilde 10mg/kg XT5 verilmistir. Farenin 18. gln
goruntilemesinde tUmor boyutunun kuguldigu, 22. gun goéruntilemesinde
tumorun tamamen kayboldugu gorulmustar. Bu durum 10 mg/kg dozda her
gun XTS5 uygulamasinin anti miyelom etki gosterdigi seklinde aciklanabilir.
Ancak fare 4 te oldugu gibi bu farede de timor seviyesi 15. ginde diger
farelerdeki tUumorlere kiyasla gorece sekilde kuglik boyutta olarak
goruntulenmigtir. Tum bu deneylerde XT5 in 5-10 mg/kg dozlarinda toelere
edilebilir ama yeterli etkinlikte olmadigi goérilmektedir. Sicanda toksisitesi
saptanmayan 50 mg/kg dozlarina cikilmasi ile ilerde bu doz- etkinlik

arastirmasi devam ettirilebilecektir.

Multiple miyelomda klinik belirtilerden biri hastalarda gorulen kilo kaybidir
[155]. Miyelomlu farelerin vicut agirliklari haftada iki kez élgulmustar. TUumor
olusumu gorulen ve XT5 ile gerileme gorilmeyen butun farelerde 3. Haftada
belirgin kilo kaybi goértlmuastir. Tumoér baslangicinda XTS5 uygulanan ve

tumort yok olan fare 4 ve fare 6 da belirgin anlamli bir kilo kaybi
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gorulmemigtir. Bu durum XT5 uygulamasinin, miyelomun yaygin gorulen

semptomlarini da azaltma etkisinin oldugunu kanitlar nitelikte sayilabilir.

MM olusturulan farelerin tumandn kemik iliginin histolojik incelemesinde atipik
plazma hucreleri gorulmustur. Arastirmamizda sakrifiye edilen farelerde
yaygin miyelom infiltrasyonu saptanirken tim dokular dederlendiriimis ve
dokularda 5-10 mg/kg dozunda histopatolojik toksisiteye isaret eden bir bulgu
saptanmamigtir. Miyelom farelerde kanserin etkilerinin tamamen yok olmasi

igin benzer bir ila¢ uygulama protokolu gerektigi dusunulebilir.

Sonug olarak, Universitemizde yeni gelistirilen ve in vitro olarak anti-miyelom
etkisi gosterilmis olan ilag aday! molekul XT5’in bu tez ¢alismasi kapsaminda
en etkin ve en az toksik dozunun belirlenmesine yonelik deneysel ¢aligmalar
yapiimistir. XTS5 molekulinun fare miyelom modelinde tumor gerilmesini
disunduren ilk verilerin 1s1ginda bundan sonraki arastirmalar planlanmaktadir.
Tez calismasinin verileri 5-50 mg/kg dozlarinda genotoksik, hepatotoksik,
miyelosupresif ve genel durumu etkileyecek somatik bir toksisite
saptanmamigtir. Bu veriler 1siginda XT5 in anti-miyelom etkili diger ilaglarla da

birlikte etkinlik galismalarainin 6na agilmis bulunmaktadir
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