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Multipl miyelom (MM), kemik iliğinde anormal plazma hücrelerinin çoğalması so-

nucu oluşan dünyada en yaygın ikinci kan kanseri tipidir. MM tedavisinde son terapötik 

gelişmeler MM hastalarının sağ-kalım sürelerinin artmasında oldukça etkili olmasına rağ-

men çoğu hastanın kaçınılmaz bir şekilde relaps ve mevcut tedavilere dirençli hale gelme-

sinden dolayı MM, hâlâ öldürücü maligniteler arasında yer almaktadır. Bu nedenle, MM’da 

maligniteyi yönlendiren farklı moleküler yolları hedefleyen yeni ajanların geliştirilmesine 

gerek duyulmaktadır.  

Disülfiram (DSF), ABD Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) onaylı alkolizm tedavisinde yıl-

lardır kullanılmakta ve çeşitli kanser türlerinde antikanser etkiler sergilediği bilinmektedir. 

Yakın zamanda, DSF’ın özellikle kanser hücrelerinde ferroptozisi uyararak kanser gelişi-

mini ve metastazını baskıladığı gösterilmiştir.  

Ferroptozis, demire bağımlı artan lipid peroksidasyonu ile karakterize apoptotik ol-

mayan düzenli bir hücre ölümü şeklidir.  DSF'ın MM hücrelerinde ferroptozis üzerine olan 

etkisi bilinmediğinden, bu tez çalışmasında DSF'ın MM’da ferroptozis hücre ölümü üzerine 

olan etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

MM hücre hatlarında (NCI H929, U266 ve RPMI 8226) DSF’ın antikanser etkinliği 

MTT yöntemi ile teyit edilmiştir. Sonrasında lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanılan 

malondialdehit (MDA) miktarının tayini MDA analizi ile tespit edilmiştir. Sitozolik ROS 

belirteci olan H2DFCDA ve mitokondriyal membran yoğunluğunun göstergesi olan JC-1 

boyalarının akış sitometrisinde değerlendirilmesi ve son olarak ferroptotik biyo-belirteçlerin 

mRNA ekspresyon seviyelerinin kantitatif eş-zamanlı PCR analizi ile ferroptozis araştırıl-

mıştır. Elde edilen sonuçlar, her üç MM hücre hattında DSF’ın lipit peroksidasyonunu, sito-

zolik ROS’u ve mitokondriyal membran yoğunluğunu önemli miktarda arttırdığını, ferrop-

totik biyo-belirteçlerden GPX4, transferrin SAT1 ve SLC7A11 mRNA ekspresyon seviye-

lerini ise azalttığını gösterdi. Sonuç olarak, elde ettiğimiz veriler DSF’ın MM hücrelerinde 

ferroptozisi uyardığını göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: multipl miyelom, disülfiram, ferroptoz, lipid peroksidasyonu, GPX4 
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Multiple myeloma (MM), the second most common type of blood cancer in the 

world, is caused by the proliferation of abnormal plasma cells in the bone marrow. Although 

recent therapeutic advances in the treatment of MM have been highly effective in increasing 

the survival of patients with MM, MM remains incurable, as most patients inevitably relapse 

and become resistant to current therapies. Therefore, there is a need to develop new agents 

that target different molecular pathways that drive malignancy in MM. 

Disulfiram (DSF) has been widely used for years in the US Food and Drug Admi-

nistration (FDA) approved treatment of alcoholism and is known to exhibit anticancer effects 

in various types of cancer, including MM. Recently, it has been shown that DSF suppresses 

cancer development and metastasis by stimulating ferroptosis, especially in cancer cells. 

Ferroptosis is a regulated non-apoptotic form of cell death characterized by increased 

iron-dependent lipid peroxidation. Since the effect of DSF on ferroptosis in MM cells is 

unknown, the aim of this thesis is to investigate the effect of DSF on ferroptosis cell death 

in MM. 

After the anticancer activity of DSF in MM cell lines (NCI H929, U266 and RPMI 

8226) was confirmed by the MTT method, the determination of the amount of malondial-

dehyde (MDA) used as a lipid peroxidation marker, H2DFCDA, which is a cytosolic ROS 

marker, and JC1, which is an indicator of mitochondrial membrane density, were evaluated 

in Flow Cytometry. Finally, mRNA expression levels of ferroptotic biomarkers were deter-

mined by quantitative simultaneous PCR. The results showed that DSF significantly increa-

sed lipid peroxidation, cytosolic ROS, and mitochondrial membrane density in all three MM 

cell lines, and decreased the mRNA expression levels of ferroptotic biomarkers GPX4, trans-

ferrin SAT1, and SLC7A11. In conclusion, our data show that DSF stimulates ferroptosis in 

MM cells. 

Keywords: multiple myeloma, disulfiram, ferroptosis, lipid peroxidation, GPX4 
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1. GİRİŞ 

Multipl miyelom (MM), kemik iliğinde klonal plazma (miyelom) hücrelerinin anormal 

proliferasyonu ve bu miyelom hücrelerinin aşırı ürettiği tek tip immünglobülinlerin (antikor-

ların) neden olduğu uç organ hasar kriterlerinin varlığı (hiperkalsemi, böbrek yetmezliği, 

anemi, kemik lezyonları) ile karakterize olgun bir B hücreli neoplazmdır (Blade vd., 2022). 

İmmünomodülatör ilaçların (IMiD'ler), proteozom inhibitörlerinin (PI'ler) ve anti-CD38 an-

tikorlarının piyasaya sürülmesi gibi son terapötik gelişmeler, yeni teşhis edilmiş (YT) 

MM’lu hastaların sağ-kalım sürelerini büyük ölçüde iyileştirmiştir (Hanamura, 2022). Bu-

nunla birlikte, hastaların yaklaşık %10-20'si teşhisten sonraki 2-3 yıl içinde hala erken ölüm 

yaşamaktadır (Hanamura, 2022), bu nedenle MM’da maligniteyi ve tedaviye karşı direnç 

oluşumunu yönlendiren moleküler yolların daha iyi anlaşılmasına gerek duyulmaktadır. 

Günümüzde ilaç yeniden kullanım stratejisi (drug repurposing), uzun ve zorlu ilaç ge-

liştirme sürecinde mevcut ilaçlara daha hızlı erişilebilirlik sağlanması ve maliyetleri düşür-

mesi nedeniyle kanser çalışmalarında büyük ilgi görmektedir. Disülfiram (DSF), alkol ba-

ğımlılarının tedavisinde 70 yılı aşkın süredir kullanılan geleneksel ve ucuz maliyetli bir ilaç 

olup, hastalar tarafından yan etkilerinin iyi tolere edildiği bilinmektedir (Fuller ve ark., 

1986). DSF, midede aktif bir metabolit olan dietilditiyokarbamata (DDC), DDC ise kanda 

aldehit dehidrojenazlar (ALDH 1 ve ALDH 2)'ın inhibitörleri olan metabolitlerine dönüş-

mektedir (Jin vd., 2018). DSF, genel olarak kararlı kompleks (örn. bakır, demir, çinko) oluş-

turan metalleri şelatlama yeteneneğine sahiptir. Son çalışmalar, DSF'ın bir metaboliti olan 

ditiocarb-bakır kompleksinin (CuET) DSF'ın antikanser etkilerinden sorumlu olduğunu or-

taya koymuştur. Bu kompleks, NPL4 (bir p97/VCP segregaz adaptörü) agregasyonunu in-

dükleyebilmekte ve ubikitin-proteazom sistemi tarafından proteinlerin dönüşümünü boza-

bilmektedir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, DSF ve metabolitlerinin bazı kemoterapö-

tik ilaçların etkisini arttırabildiği ve DSF'ın meme kanseri, kolon kanseri, melanom gibi çe-

şitli solid tümörlerin yanı sıra akut miyeloid lösemi dâhil olmak üzere hematolojik maligni-

telere karşı da oldukça etkili bir anti-kanser ilaç olabileceğini göstermiştir (Kannappan vd., 

2021). Nitekim, DSF için ileri evre solid tümörlere karşı bir adjuvan tedavi veya bakır glu-

konat ile kombine olarak kullanımını kapsayan klinik deneyler mevcuttur (Kannappan vd., 

2021). MM’da DSF'ın bakır ile birlikte anti-kanser etkileri, hem in-vitro hem de in-vivo 

çalışmalarla gösterilmiştir (Xu vd., 2020). DSF'ın özellikle ALDH aktivitesini inhibe ederek 
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MM dâhil farklı kanser kök hücrelerini hedeflediği rapor edilmiştir (Jin   vd., 2018; Liu   vd., 

2021; Ni   vd., 2022). Ek olarak, farklı kanser hücrelerinde kemoterapiye karşı direnç geli-

şiminde önemli rol oyanayan ferroptozisin inhibitörü olduğu gösterilmiştir (Qiu vd., 2020; 

Ren vd., 2021). Sonuçta, oksidatif stresi artırarak ve nükleer faktör kappa B'yi (NFκB) ve 

proteazom aktivitesini inhibe ederek ve ferroptozisi uyararak kanser büyümesini baskıladığı 

gösterilen DSF'ın MM hücrelerinde ferroptozis mekanizması üzerindeki etkileri açıklanmayı 

beklemektedir. 

Ferroptozis, demire bağımlı apoptotik olmayan programlı hücre ölümünün bir şeklidir. 

Hem olmayan demir içeren lipoksijenazların aktivasyonu ve oksitlenmiş fosfolipitleri orta-

dan kaldıran bir selenoprotein ve antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz 4'ün (GPX4) 

eksikliği nedeniyle artan oksitlenmiş fosfolipid seviyeleri tarafından tetiklenir. Ferroptozis, 

diğer programlanmış hücre ölüm mekanizmalarından farklı olan spesifik sinyal yolları ve 

morfolojik özellikler ile kendini gösterir. Demir iyonları, Fenton reaksiyonu yoluyla mito-

kondriyal ROS'u (mtROS) arttırır, bu da lipoksijenazların, özellikle fosfolipitlere esterlen-

miş serbest çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonuna neden olan ve böylece hücresel 

membranlara zarar veren 15-lipoksijenazların aktivasyonuna neden olur (Javadov, 2022). 

Son dönem çalışmalar, ferroptotik hücre ölümünün tümör büyümesinin baskılanmasında 

önemli rol oynadığını göstermektedir. Nitekim, MM’u da içeren hematolojik malignitelerde 

kanser hücrelerinin ferroptozise karşı duyarlı olduğu ve bu nedenle ferroptozis mekanizma-

sında rol oynayan düzenleyici faktörlerin hedeflenmesinin, bu malignitelerde hastalık ilerle-

mesini engelleyebileceği ve/veya tedavide karşılaşılan kemodirencin üstesinden gelinmesine 

yardımcı olabileceği düşünülmektedir (Zhao vd., 2021). 

Son yıllarda tedavisindeki çarpıcı gelişmelere rağmen çoğu hastanın kaçınılmaz bir şe-

kilde relaps ve özellikle tedavide kullanılan ve bu hastalığın tedavisinde çığır açan proteo-

zom inhibitörlerine karşı dirençli hale gelmesinden dolayı MM, hâlâ öldürücü maligniteler 

arasında yer almaktadır. Bu nedenle, tedavisinde mevcut kemoterapötik ajanlara karşı yanıt 

vermeyen veya direnç geliştirmiş MM tedavisi için yeni bir antikanser ajan olarak DSF’ın 

kullanılması MM hastalarının sağ kalım sürelerinin uzamasına yardımcı olabilir. Bu bağ-

lamda, DSF’ın MM hücrelerinde etki mekanizmasının tam olarak aydınlatılması önem arz 

etmektedir. Çalışmamızda DSF’ın NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hücre hatlarında 

ferroptozis üzerindeki etki mekanizması incelenmeden önce DSF’ın MM hücrelerindeki si-

totoksik etkisi teyit edilmiş ve bu hücrelerde IC50 değerleri bulunmuştur. Buna ek olarak, 

DSF IC50 değerleri uygulanan MM hücrelerinde, DFS’ın ferroptozisi tetikleyen lipit perok-

sidasyonunu arttırdığı tespit edilmiştir. Lipit peroksidasyonunun oluşumuna neden olduğu 
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düşünülen hücre içi ROS miktarı ve ayrıca mitokondri membran potansiyeli de DSF IC50 

değerleri uygulanan MM hücrelerinde akış sitometrisinde analiz edilmiş ve hem hücre içi 

ROS miktarının hem de mitokondri membran depolarizasyonunun arttığı belirlenmiştir. Ay-

rıca, kontrol ve DSF uygulanan MM hücrelerindeki ferroptotik genlere ait mRNA ekspres-

yonundaki farklılıklar DSF’ın ferroptozis üzerine etkisini daha açık şekilde göstermeye ve 

böylece etkili olduğu ferroptozis sinyal yolaklarını aydınlanmasına yardımcı olmuştur. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Multipl Miyelom  

Multipl miyelom (MM), kemik iliğinde aşırı ve tek tip immünglobülin proteini sal-

gılayan plazma hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde çoğalmasıyla karakterize non-Hodgkin 

lenfomadan sonra en yaygın karşılaşılan ikinci hematolojik malignitedir(Siegel vd., 2016). 

Ayrıca, MM, tüm kanserlerin %1'ini ve tüm hematolojik malignitelerin yaklaşık %10'unu 

oluşturmaktadır (Kumar vd., 2017). MM erkeklerde kadınlara göre biraz daha sık görül-

mekte ve beyaz ırka kıyasla Afrikalı-Amerikalılarda iki kat daha yaygındır. Tanı anında has-

taların medyan yaşı yaklaşık 65'tir (Kumar vd., 2017). 

Çoğu hastada MM, anormal plazma hücreleri tarafından üretilen bir monoklonal im-

münoglobulin proteininin (M proteini veya paraprotein olarak da bilinir) salgılanmasıyla ka-

rakterize edilir. Ancak hastaların %15-20'sinde MM hücreleri yalnızca monoklonal serbest 

hafif zincirler salgılar ve hastaların <%3'ünde bu hücreler hiç monoklonal protein salgıla-

maz(Kumar vd., 2017). Hastalığın klinik belirtileri, monoklonal protein, habis hücreler veya 

habis hücreler tarafından salgılanan sitokinler tarafından yönlendirilir ve hiperkalsemi, böb-

rek yetmezliği, anemi ve/veya litik lezyonlu kemik hastalığı gibi son organ hasarı belirtile-

rini (bu topluca CRAB özellikleri olarak bilinen bir hastalık sürecinin neden olduğu lezyon-

lar) veya patolojik kırıkları içerir (Rajkumar vd., 2014).  

 

Şekil 2.1. MM gelişimi  
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MM’lu hastaların neredeyse tamamı, önemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) olarak 

adlandırılan asemptomatik bir pre-malign aşamadan gelişmektedir. MGUS, 50 yaş üzerin-

deki popülasyonun yaklaşık %5'inde mevcuttur ve prevalans beyazlara kıyasla siyahlarda 

yaklaşık iki kat daha fazladır. MGUS yılda %1 oranında MM’a veya ilgili maligniteye iler-

ler. Bazı hastalarda, sinsi sessiz MM (SMM) olarak adlandırılan orta derecede asemptomatik 

ancak daha ileri bir pre-malign evre klinik olarak tanınabilir. SMM belirli bir oranda MM’a 

ilerler. Teşhisi takip eden ilk 5 yılda yaklaşık %10, sonraki 5 yılda %3 ve sonrasında yılda 

%1,5. Bu ilerleme hızı, altta yatan sitogenetik hastalık tipinden etkilenir; t(4;14) translokas-

yonu, delesyonu(17p) ve kazancı(1q) olan hastalarda MGUS veya SMM'den MM’a ilerleme 

riski daha yüksektir (Kumar  vd., 2017). 

2.2. Multipl Miyelomda Tedavi Yöntemleri 

MM’da erken tedaviler, melfalan ile prednizon kombinasyonu, ardından melfalan ve 

otolog hematopoietik kök hücre nakliyken, son on yılda, proteazom inhibitörleri ve immü-

nomodülatör ilaçlar (IMiD'ler) talidomid, lenalidomid ve pomalidomid gibi yeni tedaviler 

MM hastalarında sağkalımı iyileştirmiştir. Ayrıca monoklonal antikor daratumumab ile 

umut verici sonuçlar da gösterilmiştir. Bu ilaçlar ayrıca immünosupresif bir ilaç olan deksa-

metazon ile birleştirilerek kombine şekilde hastalara uygulanmaktadır (Bianchi vd., 2015; 

Moreau vd., 2015). Bu ilaçlarla tam yanıt oranı ve genel sağkalım iyileşmiştir (Bianchi vd., 

2015). Genel sağkalımdaki bu gelişmelere rağmen, MM hastalarının birçoğunda sonunda 

hastalık nüks eder. Bu nüksün ana nedeni ilaç direncinin gelişmesidir (Arfani vd., 2018). 

Son 10 yılda, glutamik asit ve talidomid analoğunun ikinci nesil sentetik bir türevi 

olan lenalidomid hem inflamatuar bozuklukları hem de kanserleri tedavi etmek için kulla-

nılmaktadır. Lenalidomid, in vitro olarak üç ana aktiviteye sahiptir. Bu aktiviteler, anjiyoge-

nezin inhibisyonu, doğrudan anti-tümör etki ve immünomodülatör etkilerdir. Ayrıca, in vivo 

olarak, tümör hücresi apoptozisini indüklemektedir. Moleküler düzeyde, lenalidomid, ubiqu-

itin E3 ligaz Cereblon ile etkileşime girer ve bu enzimi, Ikaros transkripsiyon faktörleri 

IKZF1 ve IKZF3'ü parçalamak için hedefler. Bu, lenalidomidin bir enzimin aktivitesini ye-

niden hedeflediği yeni bir mekanizmadır (Maffei vd., 2016).  Lenalidomid, hücresel etkile-

şimleri ve MM'un stromal yapılara yapışmasını bozarak MM'u tedavi etmek için kullanılır. 

İnterlökin-6 (IL-6) gibi büyüme faktörlerinin ekspresyonunu azaltır ve hastalığın ilerleme-

sini engellemek için neoplastik hücrelerin apoptozisini indükler. Hematopoez düzensizliği 

ve kemik iliği mikroçevresine yakın artan inflamatuar sitokin, hücre fonksiyonunun bozul-

muş immün efektörüne katkıda bulunur. MM'da lenalidomid tedavisi, T hücre kusurlarını 
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doğrudan tersine çevirir (McDaniel vd., 2012). 26S proteazomu, hücre döngüsü ilerlemesi, 

apoptozis, DNA onarımı, stres tepkisi ve yanlış katlanmış ve eski proteinler dahil olmak 

üzere ubikuitine bağımlı protein döngüsündeki işlevi aracılığıyla hücresel homeostazda kri-

tik bir rol oynar (Ciechanover, 2005).  

Bortezomib, MM tedavisi için klinik uygulamaya giren ilk proteazom inhibitörüdür 

(Hideshima vd., 2001). Faz I-III denemeleri, bortezomib'in antimiyelom aktivitesine sahip 

olduğunu göstermiştir (Orlowski vd., 2002). Faz III denemelerinden elde edilen verilere göre 

yanıt oranı %43 olduğu saptanmış ve bortezomib direncinin oluştuğu gözlemlenmiştir, bu 

durumda daha fazla etkinliğe sahip yeni nesil proteazom inhibitörlerine ihtiyaç duyulmuştur 

(Richardson vd., 2005). Carfilzomib, nükseden ve/veya refrakter MM'lu hastalarda yüksek 

derecede klinik aktivite sergileyen ikinci nesil bir proteazom inhibitörüdür. Proteazomu geri 

dönüşümlü olarak inhibe eden bortezomibin aksine, carfilzomib, proteazomun geri dönü-

şümsüz bir inhibitörüdür (McBride vd., 2015).  Lenalidomid ve deksametazon'a carfilzomib 

eklenmesi, genel yanıt oranında ve progresyonsuz sağkalımda önemli gelişmelere yol aç-

mıştır (Stewart vd., 2015). Talidomid, lenaliomid, bortezomib ve carfilzomib’den sonra yeni 

ajanlar şu anda klinik deneylerde araştırılmaktadır. MM hücrelerinin yüzeyinde eksprese 

edilen antijenleri hedeflemek için monoklonal antikorların (mAb'ler) kullanılmasına daya-

nan yeni bir teknik ortaya çıkmıştır. Klinik deneylerdeki MAb'ler, konağın bağışıklık sistemi 

yoluyla veya apoptozu teşvik ederek MM hücrelerini öldürür. Mevcut tedavilerle karşılaştı-

rıldığında, genel olarak daha iyi tolere edilebilirliğe sahip olmalarına rağmen; bu mAb'ler 

temini oldukça maliyetlidir ve MM'lu hastalarda uzun süreli sağkalım ve yaşam kalitesi üze-

rindeki etkisi bilinmemektedir (Richardson vd., 2005). Bu nedenle, MM tedavisi için yeni 

tedavi ajanlarının bulunmasına ihtiyaç vardır.  

2.3. MM’da İlaç Direnci Mekanizmaları 

Günümüzde, kanserin tedavisinde karşılaşılan en büyük engel kemoterapi ve radyasyona 

karşı direncin gelişmesidir. İlaç direnci, içsel (birincil) direnç ya da edinilmiş (ikincil) direnç 

olmak üzere ikiye ayrılabilir. İçsel direnç, kemoterapiyi almadan önce, kanser hücrelerinde 

uygulanankanser kemoterapötiklerinin etkinliğini azaltmaktan sorumlu olan faktörlerin ol-

duğunu gösterir. Kazanılmış dirençde ise tedavisi sırasında başlangıçta sitotoksik ilaçlara 

duyarlı olan ancak terapötik hedefin artan ekspresyonu ve alternatif sinyal yollarının akti-

vasyonu gibi çeşitli adaptif tepkiler ilaç direncinin gelişmesidir. Kanser hücreleri, hayatta 

kalma aktivasyonu ve ölüm sinyal yollarının inaktivasyonu ve büyüme inhibitörlerinden 

kaçma gibi farklı yeteneklere sahiptir ve ayrıca ilaç direnci ve hücre ölümünden kurtulmak 
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için çeşitli mekanizmalar geliştirir (Abraham vd., 2015). P-glikoprotein (P-gp), MM hasta-

larında kapsamlı bir şekilde incelenmiştir ve birçok kemoterapötik ilaca yanıt olarak ifade 

düzeyinin arttığı bulunmuştur. P-gp'nin artan mRNA ve protein ifadesi, MM tedavisinde 

kullanılan birçok ilacın hücre içi birikiminde azalmaya neden olduğu ve bu ilaçların terapö-

tik aktivitelerini sınırladığı belirtilmektedir (Abraham vd., 2015). Hastalığın ilerlemesi sıra-

sında artan genomik instabilite, çoklu sinyal yollarının aktivasyonuna yol açmakta ve tedavi 

direncine katkıda bulunmaktadır. İlaç direncinin gelişmesine ilacın hücrelere girmesinin en-

gellenmesi, ilacın hücrelerden dışarı pompalanması veya enzimatik olarak inaktive edilmesi 

aracılık eder. Apoptozis ve DNA onarımı mekanizmalarındaki kusurlar da ilaç direncine 

katkıda bulunmaktadır. Ek olarak, ilaç hedefinin ekspresyonundaki mutasyonlar veya deği-

şiklikler tedaviye yanıtını etkileyebilmektedir (Niewerth vd., 2015). 

2.3.1 Glukokortikoidlere Karşı Gelişen Direnç 

Prednizon ve deksametazon, MM tedavisinde en yaygın kullanılan glukokortikoidler 

olmaya devam etmektedir. Steroidler, miyelom hücre hatlarının apoptozisini ve mitokondri-

yal transmembran potansiyelinde bir azalmayı indüklemektedir. Ayrıca, deksametazon ma-

ruziyetinden sonra kaspaz 3 kesimlenmesi ve poli (ADP riboz) (PARP-1) kesimlenmesi göz-

lenmiştir (Chauhan ve Anderson, 2003). Deksametazona dirençli MM hücrelerinde, C-ter-

minali hormon bağlama alanından yoksun, tepesi kesik bir glukokortikoid reseptörü bulun-

muştur (Moalli vd., 1992). Daha yakın zamanlarda, glukokortikoid reseptör geninde 

(NR3C1) bir transkripsiyon uzama bloğu bulunmuştur (Sánchez-Vega ve Gandhi, 2009). 

Deksametazon duyarlı MM.1S hücre hattında deksametazon tedavisi sonrası FK506 bağla-

yıcı protein 51 (FKBP5) aşırı ekspresyonu gözlenirken, deksametazon dirençli MM.1R 

hücre hattında FKBP5 ifadesi saptanmamıştır (Rees-Unwin vd., 2004).  

2.3.2. Kemoterapötik Ajanlara Karşı Gelişen Direnç 

P-glikoprotein (P-gp) ve diğer çoklu ilaca dirençli proteinler gibi dışa akış proteinle-

rinin artan ekspresyonu, MM'da kemoterapötik ilaç direncinde önemli bir rol oynamaktadır 

(Schwarzenbach, 2002). P-gp, çoklu ilaca direnç proteinleri arasında en çok çalışılanıdır ve 

antrasiklinler ve alkile edici ajanlar dahil birçok anti miyelom ilacına yanıt olarak yüksek 

ifade edilir (Buda vd., 2010). VAD (vinkristin, adriamisin, deksametazon) ve melfalan bazlı 

kemoterapötik ajanlar gibi geleneksel kemoterapi, tümör hücrelerinde çoklu ilaç direnci 

(MDR) genlerinin ve P-gp'nin ekspresyonunu indükler (Buda vd., 2010). MM tedavisinde 

kullanılan kemoterapi ilaçlarının çoğu, MDR proteinleri için substratlar olarak tanımlanır ve 
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yüksek MDR ekspresyonuna sahip MM hücreleri, tedaviye olumlu yanıt vermemektedir 

(Buda vd., 2010).  

P-gp'yi inhibe etmek, sitotoksik ilaçların hücre içi konsantrasyonlarını artırmak ve 

aktivitelerini artırmak için birkaç girişimde bulunulmuştur (Chaudhary ve Roninson, 1993). 

Ancak bu çalışmaların sonuçları çoğunlukla başarısız olmuştur. Başka bir seçenek de MDR 

proteinleri için substrat olmayan bortezomib gibi ilaçları kullanmaktır. Epigenetik olaylar 

ayrıca hastalık tedavi direncini de etkiler (Chi vd., 2010). Yüksek doz melfalan ve topotekan 

ile tedaviden sonra relaps olan hastalarda artmış ATP bağlayıcı kaset süper ailesi G üyesi 2 

(ABCG2) ekspresyonu gözlenmiştir (Turner vd., 2006).  

ATP'ye bağımlı DNA helikaz Q1 (RECQ1), insanlarda en bol bulunan RecQ helika-

zını kodlar ve potansiyel olarak DNA'ya zarar veren ajanlara karşı bir savunma görevi gören 

p53 tarafından düzenlenen bir gendir. RECQ1 geni, DNA metiltransferaz (DNMT) inhibi-

törleri tarafından aşağı regüle edilirken, MM hücrelerinde önemli ölçüde fazla eksprese edil-

diği belirtilmiştir (Moreaux vd., 2012). RECQ1 aşırı ekspresyonunun MM hücrelerinde ilaç 

direnci ile ilişkili olduğu da gösterilmiştir (Viziteu vd., 2016). RECQ1 inhibisyonu, MM 

hücre proliferasyonunu inhibe etmekte ve apoptozisi indüklemektedir. Ek olarak, RECQ1 

tükenmesi/yoksunluğu, DNA çift sarmal kırılmalarının gelişimini desteklemektedir. Buna 

karşılık, RECQ1 aşırı ekspresyonu, MM hücrelerini melfalan ve bortezomib sitotoksisitesi-

nin etkilerinden korur. MM'da kemoterapi direnci ile ilişkili başka bir gen, melanoma-asso-

ciated antijen (MAGE) A'dır. MAGE-A gen ekspresyonu, anti-apoptotik protein Bcl-2'nin 

(Cho vd., 2016) farklı regülasyonu ve aşırı ekspresyonu yoluyla melfalan ve diğer ilaçlara 

karşı direnci arttırabilmektedir (Cho vd., 2016). 

2.3.3. Proteazom İnhibitörlerine Karşı Gelişen Direnç 

MM tedavisi için FDA tarafından onaylanmış üç proteazom inhibitörü (PI) (bortezo-

mib, carfilzomib ve ixazomib) mevcuttur. Proteazom inhibitörleri, katlanmamış protein tep-

kisine (UPR) ve nihayetinde proteazomal inhibisyon yoluyla hücre apoptozisine neden olur. 

UPR mekanizması, monoklonal proteinleri sentezleyen MM hücrelerinde PI'lere diğer kan-

serlere göre nispeten daha duyarlıdır. PI’i, nükleer faktör-κB (NF-κB) aktivitesinin inhibis-

yonu, p53'ün aktivasyonu, yanlış katlanmış proteinlerin birikmesi, c-Jun N-terminal kinaz 

aktivasyonu ve hücre döngüsü inhibitörlerinin stabilizasyonu dahil olmak üzere çeşitli me-

kanizmalar yoluyla hücre ölümüne neden olmaktadır  (Mitsiades vd., 2002; Obeng vd., 2006; 

Yarde vd. 2009). Bu ilaçlar, Fanconi anemisi/BRCA DNA onarım yolunun NF-κB bağımlı 



9 

 

upregülasyonunu önleyebilir ve alkilleyici ilaçların sitotoksik etkisini artırabilir (Yarde vd., 

2009). 

PI'lerle tedavi önemli sonuçlar göstermiş olsa da birincil ve ikincil direnç ortaya çık-

maktadır. Bu ilaçlarla uzun süreli tedavi, çoğu hastada ilaca dirençli nükslere yol açar. Ay-

rıca bazı hastalarda birincil direnç de gözlenmektedir (Qiang vd., 2016). Kimotripsin benzeri 

proteazom aktivitesinden fonksiyonel olarak sorumlu olan β5 proteazomal alt birim (Oerle-

mans vd., 2008), proteazom inhibitörleri bortezomib ve carfilzomib (Verbrugge vd., 2012) 

aktivitesi için birincil hedeftir. β5 alt biriminin aşırı ekspresyonu, bortezomib-dirençli hücre 

hatlarında gözlemlenen en sık değişiklik olmuştur (Chen ve Rotenberg 2010; Finlayson ve 

Freeman 2009; Li  vd., 2009; Micallef  vd., 2009). MM'de PI’ne direncin olası nedeni olarak 

β5 proteasomal alt birimini kodlayan PSMB5 geninin nokta mutasyonlarının varlığını gös-

termektedir. Bu anormallik, proteazom inhibitörü bağlanma bölgesinde nokta mutasyonla-

rına neden olur (Niewerth vd., 2014).  

Miristoillenmiş alanin açısından zengin C-kinaz substratı (MARCKS) membran pro-

teinidir. Hücre adezyonunda ve metastatik yayılımda önemlidir (Chen ve Rotenberg 2010; 

Finlayson ve Freeman 2009; Rückrich vd., 2009). MARCKS ekspresyonu, birçok kanser 

türünde önemli ölçüde yüksektir (Suzuki vd., 2011). Bortezomib'e dirençli hastalarda artan 

ekspresyonu gösterilmiştir (Yang vd., 2015). Ek olarak, MARCKS fosforilasyonunun inhi-

bisyonu, bortezomib-dirençli insan MM CCRF-CEM lösemi hücrelerinde bortezomib du-

yarlılığını arttırmış, benzer etkiler MM ksenogreft modelinde elde edilmiştir (Huber vd., 

2015). Franke ve diğerleri, MARCKS proteininin ubikuitin içeren veziküller ile ilişkili ol-

duğunu ve bortezomib-duyarlı lösemi hücrelerine kıyasla ex vivo bortezomib dirençli neop-

lastik hücrelerde daha belirgin olduğunu göstermektedir (Franke vd., 2012; Huber vd., 

2015).  

X-box bağlayıcı protein 1 (XBP1) yüksek ekspresyonunun, MM'da bortezomib di-

rencinin bir belirteci olduğu bulunmuştur (Leung-Hagesteijn vd., 2013). MM'da Xbp1 geni-

nin baskılanması, plazma hücresi olgunlaşması ve immünoglobulin üretimi ile bortezomib 

direncini indüklemektedir. XBP1, plazmablastların plazmasitlere son olgunlaşmasından ve 

immünoglobülin sekresyonunun indüklenmesinden sorumlu olan, plazma hücrelerine B hüc-

resi farklılaşması için gerekli olan önemli bir transkripsiyon faktörüdür (Li vd., 2015). XBP1 

ayrıca UPR mekanizmasında önemli bir düzenleyicidir. XBP1, ER stresini ve UPR aktivas-

yonunu azaltmak için gerekli genleri aktive eden aktif bir izoformdur. Düşük XBPS1ifade-

sinin, PI tedavisine duyarlılık eksikliği ile ilişkili olduğu bulunmuştur. XBP1 yapısında mu-



10 

 

tasyon görülen hücreler, bortezomib'e karşı duyarlılıklarını kaybederek hastalık direncini in-

dükler (Abdi vd., 2014). PI direncinin daha genel bir farmakokinetik mekanizması, artan ilaç 

taşınımıdır.   

İlaç akış pompaları veya ABC taşıyıcıları, ilaçları ve bunların metabolitlerini hücre 

içi boşluktan hücre dışı boşluğa taşıyabilmektedirler. Artan ilaç taşınımı, ilaçların hücre içi 

hedefleriyle etkileşime girmesini önleyerek ilaç direncinin gelişmesine yol açar. Carfilzomib 

ve bortezomib, çoklu ilaç taşıyıcı P-gp (MDR1) substratlarıdır (O’Connor vd., 2013). 

MDR1, PI tedavisine yanıt olarak ifade seviyesinde artış ile düzenlenir ve ayrıca PI'ye uyar-

lanmış MM hücre hatlarında da tanımlanmıştır. MDR1 inhibisyonu, MM hücrelerini in vitro 

olarak PI'lere karşı yeniden duyarlı hale getirmektedir, ancak klinik olarak çok fazla yan etki 

göstermektedir (Abraham vd., 2015). Bu nedenle, farklı bir yaklaşıma ihtiyaç vardır. Nima 

ile ilişkili protein kinaz 2 (Nek2) birçok ABC yolunu kontrol eder ve çeşitli çalışmalar yo-

luyla PI direnci ile ilişkilendirilmiştir (Gu vd., 2018).  

2.4. Programlanmış Hücre Ölüm Tipleri 

Programlı hücre ölümü (PHÖ), embriyogenez, doku homeostazı, immün yanıt ve 

normal gelişim süreçlerinin temelini oluşturmakta ve kanser gibi hiperproliferatif hastalık-

ların önlenmesinde kritik rol oynamaktadır (Allocati vd., 2015). Apoptozis, piroptozis, part-

hanatos, nekroptozis ve ferroptozis gibi çeşitli PHÖ türleri tanımlanmıştır. Apoptozis, evrim 

sürecinde korunan gelişme, homeostaz, enfeksiyon ve patogenez sırasında meydana gelen 

bir hücre ölümü şeklidir. Bu nedenle, memeli hücrelerinde ölümün düzenlenmesi kaspaz 

aktivasyonunun temel adımlarından kaynaklanır (Fuchs ve Steller, 2011).  

Piroptozis, sıklıkla inflamatuvar kaspaz aktivasyonunun bir sonucu olarak, hücre za-

rında gözenek oluşturan gasdermin protein ailesinin üyeleri tarafından yönlendirilen bir 

PHÖ tipidir (Galluzzi vd., 2018). Piroptozisde, hücre zarı parçalanmadan önce hücre şişer 

ve zarda gözenekler oluşur ve böylece hücre zarı bütünlüğününün kaybedilmesine neden 

olur, böylece hücresel içerik serbest bırakılır ve nükleer büzülme ve DNA kırılmaları ile 

birlikte inflamatuvar cevaba yol açar (Bergsbaken vd., 2009).  

Parthanatos, kaspazla ilgisi olmayan bir tür PHÖ’nü aktive eden poli [ADP-riboz] 

polimeraz-1'e (PARP-1) dayanır. Çeşitli nörolojik hastalıklarda önemli rol oynadığı belirti-

len parthanatos, büyük miktarlarda DNA fragmanları üreten kromatin yoğunlaşması ile ka-

rakterize edilir (Wang vd., 2009).  
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Nekroptozis, reseptör etkileşimli protein kinaz 1 veya 3'ün (RIPK1 veya RIPK3) ak-

tivasyonunu içerir (Vandenabeele vd., 2010). ATP ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) birik-

mesi, kalsiyum yüklenmesi, mitokondriyal geçirgenliğin artması, gözeneklerin açılması, ar-

tan hücre hacmi, organel şişmesi, plazma zarı yırtılması ve ardından hücre içeriğinin sızması 

şeklinde gerçekleşir (Berghe vd., 2014; Christofferson ve Yuan 2010; Yuan ve Kroemer 

2010).  

Erastin ve RSL3 (onkojenik-RAS-seçici öldürücü bileşikler), karsinojenik RAS mu-

tant hücre hatlarına seçici olarak sitotoksik olan iki farklı ferroptozis indükleyicisidir. RSL 

kaynaklı hücre ölümü, azalan hücresel demir alımı veya demirin şelasyonu ile inhibe edilen 

artan ROS üretimi ile ilişkilidir. Buna göre, hücre redoks homeostazının bozulmasına yol 

açan demire bağımlı hücresel ROS birikiminin neden olduğu hücre ölümüne ferroptozis de-

nir (Dixon vd., 2012; Dolma vd., 2003; Yang ve Stockwell, 2008). Transmisyon elektron 

mikroskobu altında, erastinle işlenmiş HRAS mutantları, klasik morfolojik özelliklere bağlı 

olarak apoptozis (kromatin yoğunlaşması ve marjinalleşme), nekrozis (sitoplazma ve orga-

nel şişmesi ve plazma zarı yırtılması) veya otofajiye (çift zarlı kapalı veziküllerin oluşumu) 

uğramaz; bununla birlikte mitokondri, zar yoğunluğunda bir artış gösterir (Dixon vd., 2012; 

Shaw vd., 2011).  

Ferroptozis hücre ölümü, farklı fenotipik, biyokimyasal özelliklere ve düzenleyici 

faktörlere sahiptir. Ferroptozisin kanser, nörodejenerasyon, doku hasarı ve enfeksiyonla iliş-

kili olduğu gösterilmiştir (D. Tang vd., 2021). Kanser hücrelerinde metabolik yeniden prog-

ramlanmanın ferroptozise karşı kazanılmış duyarlılıkla ilgili olduğu belirtilmiş, bu nedenle 

ferroptozisi hedeflemenin tümör baskılanmasında önem arz edeceği belirtilmektedir (Jiang 

vd., 2021).  

2.5. Ferroptozis Oluşumu  

Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafından yürütülen bir pozitif geri besleme 

zincir reaksiyonudur; Süperoksit (O2·), peroksit (H2 O2ve ROOH) ve serbest radikaller 

(HO·ve RO·) dahil olmak üzere ROS, çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunu baş-

latır. Hidrojen peroksit, Fenton reaksiyonu olarak adlandırılan serbest radikal lipid peroksi-

dasyonunun temeli olan Fe+2' nin katalitik etkisi altında hidroksil radikallerini (HO·) oluştu-

rur (Cheng ve Li 2007; Papa vd., 2012). HO-, Fenton reaksiyonunun redoks döngüsü yoluyla 

üretilir ve Haber-Weiss reaksiyonu aracılığıyla kapalı bir döngü oluşturur (Ayala vd., 2014; 

Brigelius-Flohé ve Maiorino 2013). Hidrojen peroksit, glutatyon peroksidaz (GPX), perok-

sidaz (PRX) ve katalazın sinerjistik etkisi yoluyla su ve oksijene indirgenebilir (Sullivan ve 
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Chandel, 2014). Hidroksil radikalleri (OH-) ve hidroperoksitler (ROO), oksidatif stres sıra-

sında lizozomal membranların bütünlüğünü tehlikeye atarak hücre sağkalımını (Terman ve 

Kurz, 2013) ve lipidleri (Ayala vd., 2014; Hassannia vd., 2019) etkileyen en yaygın iki 

ROS'dur. Oksidatif stres kaynaklı lipid peroksidasyonu, ferroptozisin temelidir. Lipid pe-

roksitler, ROS'un çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA'lar) üzerindeki oksidatif saldırısıyla 

üretilir (Conrad vd., 2018). İlk adım, RO üretimidir, ardından yeni bir RO- (yeniden üretim)  

(Cheng ve Li 2007; Imai ve Nakagawa 2003; Yin vd., 2011) üretimi gelir. Son adım, anti-

oksidanlarla reaksiyonu durdurmaktır (Feng ve Stockwell, 2018). Enzimatik lipid peroksi-

dasyonu, lipoksijenaz (LOX) ailesinin (Haeggström ve Funk, 2011) ve LOX15'in bir iskele 

proteini olan ve doğrudan ferroptozu teşvik eden (Wenzel vd., 2017) fosfatidiletanolamin 

bağlayıcı protein 1'in (PEBP1) aktivitesi aracılığıyla gerçekleşir. Glutatyon peroksidaz 4 

(GPX4), membrandaki hidroperoksidi azaltabilen, ROOH'yi R'ye indirgeyen ve lipid oto-

oksidasyon reaksiyonunu kesintiye uğratan tek GPX'tir (Brigelius-Flohé ve Maiorino, 2013).  

2.5.1. Ferroptozis Metabolik Yolu  

Ferroptozis, glutatyon (GSH) ve GPX4'ün redoks içeriğini aşan ROS birikimine bağlı 

lipid peroksidasyonundan kaynaklanır (Qiu vd., 2020). Demir, lipidler ve ROS hücre sağ 

kalımında yeri doldurulamaz bir rol oynar. GPX4 ve CoQ10, antioksidan metabolizmasının 

iki paralel yoludur.  

2.5.2. Antioksidan Metabolizması 

Antioksidan metabolizmasının dengesi dinamik olarak, tümü ferroptozisi inhibe ede-

bilen kimyasal olarak indirgenmiş ve oksitlenmiş bir durumda bulunan metabolit molekülü 

içeren GPX4, koenzim CQ10 ve dihidroorotat dehidrojenaz (DHODH) tarafından dinamik 

olarak korunur. GPX4, hücre zarındaki hidroperoksidi azaltan ve temel bir kofaktör olarak 

GSH'yi kullanan bir selenoproteindir (Brigelius-Flohé ve Maiorino, 2013). Glutamin-sistein 

sentaz aktivitesi, sistein konsantrasyonu ve GSH geri besleme inhibisyonu, doğrudan GSH 

sentezini düzenler, böylece GPX4'ün enzimatik aktivitesini etkiler  (Bebber vd., 2020; Guan 

vd., 2009; Hatem vd., 2017). Sistem Xc ve trans-sülfürizasyon yolu, sisteinin iki ana kayna-

ğıdır. Heterodimerler SLC7A11 (xCT) ve SLC3A2'den (4F2hc) oluşan sistin/glutamat ta-

şıma sistemi Xc, sistini (sistini) 1:1 formunda alır ve hücre içi glutamatı salgılar (Conrad ve 

Sato 2012; Dixon vd., 2012; Ishii vd., 1987). SLC7A11, aşırı demir yükü ferroptozisini 

(Wang vd., 2017) düzenlemek için anahtar merkezdir. Glutamat, GHS'nun sentezi için ge-

rekli olan bir başka önemli ham maddedir ve alımı esas olarak sistin/glutamat taşıma komp-

leksi Sistem Xc’e bağlıdır (McGivan, 2007). Glutamat-sistein ligaz katalitik alt birimi, sistein 
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ve glutamatın bağlanması yoluyla glutatyon sentezindeki ilk adımı katalize eder. Bununla 

birlikte, sistein yetersiz olduğunda, GCLC, γ-glutamil peptitlerinin (γ-Glu-AA'lar) sentezini 

teşvik ederek glutamatı ortadan kaldırır ve ferroptozisi önler (Kang vd., 2021). Genel olarak, 

hem selenosistein biyosentezi/alımı (Alim vd., 2019; Ingold vd., 2018) hem de GSH sentezi 

(Anderton vd., 2017; Zhou vd., 2020) GPX4'ün homeostazını etkiler, bu da GPX4'ün ferrop-

tozisi düzenlemede çok önemli bir rol oynadığına işaret eder.  

2.5.3. Demir Metabolizması  

Biyoelementlerden biri olarak, oksijen açısından zengin bir ortamdaki demir, farklı 

tipte fosfolipid hidroperoksitler ve lipid (yağ asidi) hidroperoksitler ile Fenton reaksiyonu 

yoluyla ROS üretebilir (Dixon ve Stockwell, 2014). Kanda dolaşan Fe+3, transferrine (TF) 

bağlanarak ve transferrin reseptörünün (TFRC) aracılık ettiği endositoz yoluyla hücrelere 

taşınır. Fe+3 hücrelere alındıktan sonra, prostat 3'ün altı transmembran epitelyal antijeni 

(STEAP3) ferrozomlar üzerindeki etkisi ile Fe+2 'ye indirgenir. İki değerlikli metal taşıyıcı 

(DMT1), ferrozomlardan kararsız demir havuzu (LIP) ortamına Fe+2 salınımına aracılık eder 

(Fang vd., 2020; Muñoz, García-Erce ve Remacha 2011; Yanatori ve Kishi 2019; Zhou vd. 

2020). Demir hücre içinde genel olarak ferritin veya hem de depolanabilir. Ferritin iki alt 

birim içerir: FTL (hafif zincir) ve FTH1 (ağır zincir) (Bradley vd., 2016). Nükleer reseptör 

ko-aktivatörü 4 (NCOA4), "ferritinofaji" için lizozomları hedefleyen ferritin kompleksini 

oluşturmak üzere doğrudan FTH1'e bağlanır, ferritinin degradasyonunu teşvik eder ve demir 

eksikliği sırasında hücre içi serbest demiri artırır (Dowdle vd., 2014; Mancias vd., 2014).  

2.5.4. Lipid Metabolizması  

Lipit üretimi, hayatta kalmanın temelidir ve lipid peroksidasyonu, ferroptozisin bir 

biyobelirtecidir (Z. Tang vd., 2021). Ferroptozis sürecinde lipid peroksidasyonu, asil-CoA 

sentetaz uzun zincirli aile üyesi 4 (ACSL4), lizofosfatidilkolin asiltransferaz 3 (LPCAT3) 

ve araşidonik asit 15-lipoksijenaz (ALOX15) gerektirir. Lipoksijenazlar (LOX'ler), çoklu 

doymamış yağ asitlerine (PUFA) karşılık gelen hidroperoksitlere oksitleyebilir. Memeli hüc-

relerinde, linoleik asit ve araşidonik asit, LOX'larda en çok bulunan çoklu doymamış yağ 

asidi substratlarıdır (Haeggström ve Funk, 2011; Zhao vd., 2008). PUFA'lar, ferroptozis sı-

rasında peroksidasyona en yatkın olan lipitlerdir (Yang vd., 2016). Asetil-koenzim A kar-

boksilaz (ACC), yağ asidi sentezinde yer alan bir enzimdir ve doğrudan asil-CoA'dan 

PUFA'ları sentezler. PE-AA, LOX15 ve Fe+2'de kullanılabilen çoklu doymamış bir yağ asidi 

PUFA'dır. Oksitlenmiş fosfolipid ox-PE'nin katalitik üretimi, ferroptozis gelişimine katkıda 

bulunur (Shimada vd., 2016; Yuan vd., 2016). 
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2.6. TP53’ün Ferroptozisdeki Rolü 

Tümör baskılayıcı protein p53, çeşitli streslere yanıt olarak hücre bölünmesini veya 

hayatta kalmayı engelleyen bir transkripsiyon faktörüdür ve hücresel anti-kanser savunma-

larının kilit mekanizması olarak hareket eder (Kastenhuber ve Lowe, 2017). TP53 protei-

ninde oluşabilecek mutasyonlar kanser gelişimine doğrudan katkıda bulunabilmektir (Done-

hower vd., 2019). TP53 üzerinde raslanan en yaygın mutasyon DNA bağlanma alanında 

meydana gelir ve transkripsiyon faktörü fonksiyonlarının inaktivasyonuyla sonuçlanır. Bu 

durumda TP53 onkojenik fonksiyon kazanarak hücrelerin apoptozise gitmesi engellenmiş 

olur (Donehower vd., 2019). Genomun koruyucusu olan TP53, yalnızca çeşitli stresler al-

tında hücre bölünmesinin ve hayatta kalmanın kontrolüne katılmakla kalmaz, aynı zamanda 

hücre apoptozisi, otofaji ve ferroptozisi de düzenler (Mandal vd., 2015). SAT1 geni, TP53'ün 

transkripsiyonel hedefidir. Önceki çalışmalar, AdSAT1 (anahtar poliamin katabolik enzim 

SAT1'i kodlayan bir adenovirüs) transdüksiyonu tarafından indüklenen poliamin tükenme-

sinin, mitokondriyal distorsiyonlar tarafından indüklenen intrinsik yoluyla apoptozisi tetik-

lediğini öne süren güçlü kanıtlar sağlamıştır (Ou vd., 2016). Qu ve ark., SAT1'in, TP53 ara-

cılı reaktif oksijen türleri (ROS) yanıtının ve sistin alımının kısıtlanması, glutatyon sente-

zinde bir azalma ve birikimin neden olabileceği ferroptozisin düzenlenmesinde rol oynadı-

ğını göstermişlerdir (Ou vd., 2016; Youssef ve Miller, 2020) . Son zamanlarda yapılan birkaç 

araştırmadan elde edilen veriler, demir eksikliğinin farklı hücre tiplerinde SAT1 ekspresyo-

nunu yukarı regüle ettiğini vurgulamıştır (Mou vd., 2022). 

2.7. Ferroptoziste ptgs2’nin Rolü  

Siklooksijenaz olarak da bilinen prostaglandin-endoperoksit sentaz (ptgs2), prostag-

landin biyosentezinde anahtar enzimdir ve hem dioksijenaz hem de peroksidaz olarak işlev 

görür (Gao vd., 2022). 

2.8. Disülfiram (DSF) 

Yeni ilaç geliştirmenin yüksek maliyetleri, başarısızlık oranı ve uzun test süreleri göz 

önüne alındığında çeşitli hastalıkların tedavisi için FDA tarafından onaylanmış ilaçların aday 

anti-kanser ajanları olarak yeniden kullanılması daha hızlı ve daha ucuz bir alternatif seçe-

neği temsil etmektedir (Pantziarka vd., 2014). Umut vaat eden anti-kanser etki gösteren ilaç-

lar arasında alkol bağımlılığının tedavisinde 70 yıldan fazla süredir kullanılan DSF bulun-

maktadır (Iljin vd., 2009). DSF, ABD Gıda ve İlaç İdaresi (FDA)'nin tavsiye ettiği dozda 

güvenlik ve toleransa sahip bir ilaçtır (Cvek, 2012).  



15 

 

 

 

Şekil 2.2. CuET eyleminin basitleştirilmiş şeması  

 

Vücutta DSF, diethilditiokarbamata (DDTC) metabolize edilir ve P450 tarafından 

katalize edilen kademeli bir transfer ve oksidasyonla, aldehit dehidrojenaz (ALDH) enzimi-

nin inhibisyonunda doğrudan yer alan metabolitler oluşturulur (Skrott vd., 2019). Standart 

koşullar altında ALDH, karaciğer ve beyindeki alkolü asetaldehite dönüştürür ve sonrasında 

asetaldehit, asetik aside dönüştürülür. ALDH enzimi inhibe edildiğinde, kanda daha yüksek 

seviyelerde asetaldehit meydana gelir ve bu da DSF-alkol reaksiyonuna (DER) yol açar 

(Weiser Drozdkova ve Smesny Trtkova, 2021). Daha fazla metabolize edilmeyen DDTC, 

bakır iyonları ile bis (dietilditiyokarbamat) CuET oluşturan bir kompleks oluşturur. Bu me-

tabolit, anti-tümör potansiyeli olan ana bileşiktir. CuET, p97/VCP segregazın temel bir ko-

faktörü olan NPL4’ün toplanmasına ve işlev bozukluğuna neden olarak p97-NPL4-UFD1 

yolunu devre dışı bırakır (Şekil 2.2). Normal koşullar altında, NPL4 ve Ufd1 kofaktörleri 

p97/VCP segregazı bağlar. P97-NPL4-Ufd1 kompleksi, ubikitine proteinlerin 26S protea-

zomu ile işlenmesine izin verir. CuET, NPL4’e bağlanır ve p97-NPL4’ün toplanmasına ne-

den olur. Bu nedenle, p97-NPL4-Ufd1 kompleksi oluşmaz; ubikitine proteinler hücrede bi-

rikerek hücre ölümüne yol açar (Weiser Drozdkova ve Smesny Trtkova, 2021). P97-NPL4-

Ufd1 kompleksi endoplazmik retikulumla ilişkili bozunma (ERAD) adı verilen yol da dâhil 

olmak üzere birçok hücre işlemi için önemlidir. ERAD sayesinde, endoplazmik retikulum-

dan yanlış katlanmış veya kısa süreli polipeptitler ubikuitin ile konjuge edilir ve 26S protea-

zom tarafından daha da parçalanır (Pye vd., 2007). 

ABD Ulusal Sağlık Enstitüleri web sitesi (URL 1) DSF’ın antikanser aktivitesini 

araştıran 14 klinik çalışmayı listelemektedir. DSF ile muamele edilen MM hücrelerinde 
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apoptozla ilişkili genlerin ifadesinin arttığı belirtilmiştir (Xu vd., 2020). Nazofarinjial karsi-

nom (NPC) hücreleri DSF ile muamele edildiğinde ise ferroptozis yoluyla ilişkili genlerin 

ekspresyon düzeylerinde artış olduğu belirtilmiştir (Li vd., 2020). 

DSF’ın, klinik öncesi modellerde anti-kanser aktivitesi gösterdiğinden (Chen vd., 

2006; Iljin vd., 2009; Liu vd., 2014; Safi vd., 2014; Zha vd., 2014) ve bir klinik deneyde 

yüksek riskli meme kanserini tedavi etmek için adjuvan DTC kullanıldığından (Dufour vd., 

1993), DSF onkolojide ilaç yeniden kullanım için bir aday olarak ortaya çıkmaktadır. 

DSF’nin ek avantajları, DSF’a duyarlı geniş bir malignite yelpazesini ve ayrıca kanser kök 

hücrelere hedef alma kabiliyetini içermektedir (Yip vd., 2011). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇ  

3.1.1. Multiple Miyelom (MM) Hücre Hatları 

İnsan MM hücre hatları olan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücreleri ATCC hücre 

kültürü koleksiyonundan TÜBİTAK 113Z383 Kariyer Destek Projesi kapsamında 

ATCC’den temin edilmiştir. 

3.1.2. Kimyasallar ve Kitler 

RPMI 1640, with Stable Glutamine (CAPRICORN SCI), FBS (CAPRICORN FBS-

HI-11A) ve Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep,10,000 U/ml) (ThermFisher Scientific) hücre 

kültür ortamının oluşturulmasında kullanılmıştır. PBS 1X, Trypsin 0,05%/ EDTA 0,53mM 

in HBSS 1X (WISENT MULTICELL) hücrelerin pasajlanması aşamasında kültür ortamın-

dan hücrelerin uzaklaştırılması için kullanılmıştır. RNA izolasyonu aşamasında NucleoZOL, 

one phase RNA purification (MACHEREY NAGEL) RNA izolasyon kiti kullanılmıştır. 

cDNA sentezinde iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad) kullnılmıştır. 

Primerler, (Sentebiolab) istenilen gen bölgesinin çoğaltılmasında kullanılmıştır. BlasTaq 2X 

qPCR MasterMix (Applied Biological Materials) qPCR reaksiyonunun gerçekleştirilme-

sinde kullanılmıştır. Dimetil Sülfoksit (DMSO)(Cryo-Sure) cell culture grade (BIOMATIK) 

DSF’ın çözdürülmesinde ve toksik etkisinden dolayı deney aşamalarında kontrol grubuna 

eklenmiştir. Trikloroasetik Asit ve Tiyobarbitürik Asit MDA analizinin gerçekleştirilme-

sinde kullanılmıştır.  

3.1.3. Cihazlar 

Buzdolabı -80 (Thermo Scientific) kimyasal ve numunelerin uzun süreli saklanması 

için kullanılmıştır. Buzdolabı +4 /-20 (beko) kimyasal ve kitlerin stabil şekilde saklanması 

için kullanılmıştır. Hücrelerin kültür ortamının sağlanmasında İnkübatör (Thermo Electron 

Corporaiton) kullanılmıştır. Laminar Akışlı Steril kabin (Nuanre) hücre kültüründe olası 

kontaminasyon risklerinin en aza indirgenmesi için hücre kültürü çalışmalarının ve bazı kim-

yasal çözeltilerin hazırlanmasında kullanılmıştır. Mikroskop (Olympus) hücrelerin sağlıkla-

rının kontrol edilmesinde ve hücre sayımının yapılmasında kullanılmıştır. Hücrelerin pasaj-

lanması veya besi ortamından uzaklaştırılması için MikroSantrifüj (Beckman) kullanılmıştır. 

Epoch Mikroplaka Spektrofotometre (BioTek) RNA saflığının belirlenmesinde, MTT ve 
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MDA analizlerinin sonuçlarının elde edilmesinde kullanılmıştır. PZR Cihazı (Biorad) pri-

merlerin TM sıcaklıklarının belirlenmesinde kullanılmıştır. Pipet Seti (Eppendorf) hassas 

ölçümlerin yapılmasında ve deney setlerin kurulmasında kullanılmıştır. Gen ekspresyon dü-

zeylerinin belirlenmesi için qPCR analizleri Light Cycler 480 -II (Roche) cihazında gerçek-

leştirilmiştir. 
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3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

Sıvı azot tankında muhafaza edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücreleri 

37oC’lik su banyosunda ısıtılarak hızlıca %10 FBS içeren besiyeri içerisine alındı. 800 xg’de 

5 dk santrifüj edilerek DMSO içeren dondurma medyumu uzaklaştırıldı. Hücreler T25 hücre 

kültür kaplarına alındı ve ml başına 5x105 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Yatay bir şe-

kilde T25 hücre kültür kabı 37oC’de inkübatöre kaldırıldı. Mikroskopta hücre yoğunluğu ve 

morfolojisi kontrol edildikten sonra pasajlama işlemleri 2-3 günde bir gerçekleştirildi.  

3.2.2. Disülfiram Stok ve Uygulama Solüsyonlarının Hazırlanması 

Bu çalışmada kullanılan DSF Selleckchem firmasından (S1680) ticari olarak temin 

edilmiştir. Firma talimatlarına göre DSF steril DMSO içerisinde 200 mM ana stok çözeltisi 

olacak şekilde hazırlanmıştır. Bu ana stok çözeltisi, 0.5 mL’lik steril ependorf tüplere bölü-

nerek -80 oC saklanmıştır. Çalışmalar sırasında 200 mM ana stoktan 1 mM ara stoklar PBS 

içerisinde hazırlanmış ve sitotoksisite çalışmaları bu ara stoklar kullanılarak yapılmıştır. 

3.2.3. MTT Yöntemi ile Canlılık Tayini 

Yetmiş beş cm2’lik hücre kültür kaplarında kültürleri yapılan MM hücreleri, 96 ku-

yucuklu plakalara (96 well plate) aktarılmadan önce hücre sayısının tespiti için Tripan ma-

visi (1/1 oranında) ile boyandı. Tripan mavisi ile boyanan hücrelerin ölü, boyayı almayan 

hücrelerin ise canlı olduğu kabul edilen bu testte hemositometre lamında ml başına düşen 

canlı hücre sayısı hesaplandı. Hücreler, besiyeri içeresinde her bir kuyucuğa 90 μl hacimde 

4x104 olacak şekilde 96-kuyucuklu plakalara çok kanallı otomatik pipet ile dağıtıldı. MM 

hücreleri süspanse hücreler olduğundan plate yüzeyine tutunmaları için 24 saat beklenilme-

den çalışmaya devam edildi. DSF için belirlenen konsantrasyonlarda ve %5 DMSO (kuyu-

cuğa eklendiği zaman konsantrasyonu %0,5 olmaktadır) her bir kuyuya 10 μl olacak şekilde 

hücrelere uygulandı ve 37°C’de %5 CO2 inkübatörde inkübasyona bırakıldı. 48 saat sonra 5 

mg/ml MTT solüsyonundan her bir kuyucuğa 10 μl eklendi. Hücreler 2-4 saat inkübe edil-

dikten sonra kuyucuklara 100 μl MTT lizis solüsyonu (%10 SDS, 0,03N HCl) eklendi. Plate 

gece boyunca 37°C’de %5 CO2 inkübatörde inkübasyona bırakıldı ve ertesi gün sabah 

EPOCH plate reader ile 570 nm absorbans değerinde spektrofotometrik ölçüm yapıldı. Elde 

edilen absorbans değerleri % canlılık olarak hesaplandı. Kontrol grubundan elde edilen de-

ğer %100 canlılık olarak alındı ve diğer dozlar kontrol grubu ile karşılaştırıldı ve her bir doz 
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için hücre sağ kalım-ölüm oranı hesaplandı. Hücrelerin yarısının öldüğü letal doz Graphad 

Prism8 uygulaması kullanılarak hesaplandı. Deney seti her seferinde 3 tekrarlı olacak şekilde 

yapıldı ve her deney seti en az 3 farklı zamanda tekrarlanarak elde edilen sonuçların tutarlı-

lığı doğrulandı. 

3.2.4. MDA Analizi 

Reaktif oksijen türlerinden kaynaklanan oksidatif stresin hücrelerde hasara neden ol-

duğu mekanizmalardan biri de lipid peroksidasyonudur. Lipid peroksidasyonu, hücre zarı 

hasarına ve toksik reaktif yan ürünlerin oluşumuna neden olabilir. Lipit peroksidasyonu, li-

pid hidroperoksitleri ve malondialdehit (MDA) gibi aldehitlerin ürünleri, bir tiyobarbitürik 

asit reaktif maddeler (TBARS) tahlili ile ölçülebilir. Hem hücre kültürü ortamında hem de 

hücre lizatında gerçekleştirilen bu tahlilde MDA, tiyobarbitürik asit (TBA) ile 1:2 oranında 

birleşir. Bu birleşme sonucunda 535 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren pembe 

renkli bir son ürün oluşur.  

MDA analizi için, öncelikle MDA standartları hazırlanır. Standartlar 20 nmol/mL, 

10 nmol/mL, 5 nmol/mL, 2.5 nmol/ml, 1.25 nmol/mL ve 0.625 nmol/mL olacak şekilde 20 

nmol/mL ana stoğundan seri dilüsyonlar şeklinde taze olarak hazırlanır. DSF muamelesin-

den sonra hücreler kültür ortamından santrifüj yardımıyla ayrılır. Bu aşamada hem besi yeri 

hem de hücre pelleti ayrı tüplere konulur. Hücre pelletine %2,5 oranında hazırlanan Triklo-

roasetik Asit (TCA) çözeltisinden 200 µL eklenir ve pellet iyice çözdürülür. Sonrasında 

hücre pelleti içeren tüpler 13000 xg’de 10 dakika santrifüj edilir. Süpernatan temiz tüpe alı-

nır. Hücre pelletleri üzerine RİPA solüsyonu eklenir ve -20oC’ye kaldırılır, sonraki aşama-

larda bu peletten protein izolasyonu yapılacaktır. Bu aşamadan sonra standart tüplerine, 

hücre kültür ortamına ve hücre pelletleri üzerinden alınan %2,5 TCA solüsyonu üzerine 400 

µL %15 oranında TCA çözeltisi ve 800 µL %0,67 oranında Tiyobarbitürik Asit çözeltisi 

eklenir ve tüm tüpler vortekslenerek 95oC su banyosunda 30 dakika inkübe edilir. 30 daki-

kanın sonunda tüpler buz üstüne alınarak soğutulur ve tüm tüplere 3 mL n-bütanol eklenir 

ve tüpler karıştırılarak 10000 xg’de 10 dakika santrifüjlenir. Reaksiyon tüplerinde TBA-

MDA birleşimi n-bütanol fazında pembe renk oluşturur. Dikkatlice üst fazdan 200 µL 96 

kuyucuklu plakaya aktarılır ve 535 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm yapılır. Stan-

dart grafiği oluşturularak çalışma gruplarındaki MDA miktarı hesaplanır. Bu aşamada doğru 

sonuçlar elde etmek için deney başında RİPA solüsyonuna alınan peletlerden protein izolas-

yonu yapılır. Çalışma gruplarındaki toplam protein miktarı hesaplanır ve MDA/toplam pro-

tein formülü kullanılarak MDA miktarı hesaplanmaktadır. 
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3.2.5. Akış Sitometri ile Mitokondriyal Membran Potansiyeli ve Stoplazmik ROS Mik-

tarının Tayini 

MM hücreler DSF IC50 değerleri uygulaması yapıldıktan ve 48 saatlik inkübasyon-

dan sonra hücreler toplanarak 1500 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. Hücreler daha sonra bir kez 

PBS ile yıkanarak tekrar santrifüj edildi. Hücreler karanlık ortamda 250 µL hacimde 5 µM 

oranında hazırlanmış olan H2DCFDA ve JC-1 ile süspanse edildi. Akış sitometri cihazının 

kompanzasyonu için kontrol grupları oluşturuldu. Hücreler 37 oC’de karanlık bir ortamda 30 

dk. inkübasyona bırakıldı. Sonrasında akış sitometri cihazında analiz edildi. Hazırlanan 

kontrol grupları ile cihaz kompanzasyon ayarları yapıldıktan sonra her bir örnek ayrı ayrı 

analiz edilerek veriler alındı. Daha sonra elde edilen veriler analiz edildi. 

3.2.6. Total RNA İzolasyonu 

NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinden 1.5x106 hücre, kontrol ve DSF grubu 

olmak üzere 6 kuyucuklu hücre kültür kaplarına ekildi. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 

hücrelerine ait sırasıyla 29 µM, 124 µM ve 108 µM olan DSF IC50 dozları eklendi, kontrol 

gruplarına ise ilaç oranının eşit miktarı kadar DMSO eklendi. Kırksekiz saat süren inkübas-

yonu takiben hücrelerden total RNA izolasyonu NucleoZOL reaktifi kullanılarak gerçekleş-

tirildi. Santrifüj edilen hücreler PBS ile yıkandı ve yıkanan bu hücrelerin üzerine 500 µl 

NucleoZOL ve 200 μl RNaz/DNaz içermeyen su ilave edildi. Daha sonra, tüpler 15 saniye 

kuvvetlice çalkalandı ve oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edildikten sonra 12.000 g’de 15 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant 500 μl yeni eppendorf tüpüne aktarıldı. Tüpe aktarılan 

süpernatantın üzerine 500 μl İzopropanol ilave edildi ve oda sıcaklığında 10 dakika bekle-

tildi. Sonra, tüpler 12.000 g’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant atıldı ve pel-

lete % 75 lik etanolden 500 μl eklendi. Tüpler 8.000 g’de 3 dakika santrifüj edildikten sonra 

süpernatant atıldı ve pellet kurumaya bırakıldı. Kuruyan pellet üzerine 30 μl DNaz /RNaz 

içermeyen su ilave edildi. Elde edilen RNA’ların miktar ve saflığının belirlenmesinde Epoch 

mikroplaka spektrofotometre kullanıldı. Çözülmüş RNA örneğinden 2 μl alınıp, 0,2ml’lik 

steril eppendorf tüp içinde son hacim 4 μl olacak şekilde DNaz/RNaz içermeyen su ile ta-

mamlandı. Spektrofotometrede OD260 ve OD280 değerleri ölçüldü. OD260 ve OD280 de-

ğerlerinin oranı hesaplanarak RNA’nın saflığı belirlendi. Elde edilen RNA örnekleri -80 

oC’de saklandı. 
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3.2.7. DNaz Muamelesi ve cDNA Sentezi 

3.2.7.1. DNaz Muamelesi 

Elde edilen RNA örneklerinden DNaz muamelesi Thermo Scientific™ DNase I, 

RNase-free kiti ile firma talimatlarına uyularak gerçekleştirilmiştir. DNaz kiti prosedürü 

Tablo 3.1.’de açıklanmıştır. 

Tablo 3.1. DNaz Muamelesi  

Kit bileşeni 10 μl reaksiyon hacmi için 

10X React Buffer 1 μl 

DNaseI, RNase-free 1 μl 

1 μg RNA *** 

DNase/RNase free water 10 μl’ye tamamlanır. 

 

Tablo 3.1.’deki direktiflere göre hazırlanan reaksiyon tüpleri Tablo 3.2.’deki PCR koşulla-

rına bırakılır. 

Tablo 3.2. DNaz PCR koşulları 

Adımlar Sıcaklık (oC) Zaman (dakika) 

1. Adım 37 30 dakika 

2. Adım 65 10 dakika 

3.2.7.2. cDNA Sentezi 

cDNA sentezi BioRad iScript cDNA sentez kiti kullanılarak gerçekleştirildi. Reaksi-

yon bileşenleri Tablo 3.3.’te verildiği şekilde hazırlanarak Tablo 3.4.’te verilen PCR koşul-

larına bırakılmıştır. 
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Tablo 3.3. BioRad iScript cDNA sentez kiti bileşenleri 

cDNA PCR mix bileşenleri (μl) 1 örnek için 
 

Reaktif Hacmi (μl) 

10X RT Buffer 2 

25X dNTP mix  0,8 

Nuclease-free Water  4,2 

Toplam reaksiyon  10 

 

Tablo 3.4. BioRad iScript PCR basamakları 

Adımlar Sıcaklık 
Zaman (da-

kika) 

1. Adım 25 oC 5 

2. Adım 46 0C 20 

3. Adım 95 oC 1 

4. Adım 4 oC - 

 

3.2.8. Eş-Zamanlı Kantitatif PCR (qPCR) 

Kantitatif Eş-Zamanlı PCR (qPCR) reaksiyonları için NYX Technik Light Cycler 

480 -II (Roche) cihazı kullanıldı ve qPCR reaksiyonu üretici firma tarafından sağlanan İSc-

ript Reverse Transkiripsiyon kit protokolüne uygun olarak gerçekleştirildi. Elde edilen 

cDNA’lar -80 oC’de saklandı. İlgili genlerin RNA ifadelerinin tespitinde kullanılan primer-

lerin sekansları Tablo 3.5.’de verilmiştir. 
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Tablo 3.5. Bu çalışmada kullanılan primerlerin sekansları. 

İlgili Gen   Primer dizisi 

Uzunluk 

(bp) TM (oC) 

ALOX15 
F GCTGTGAAAGACGACCCAGA 20 

65 
R GCACCCAAGAGTACCAGTCC 20 

GPX4 
F GGGCAGACCCGAAAATCC 18 

60 
R GTTTATTCCCACAAGGTAGCC 21 

TP53 
F ATTTGCGTGTGGAGTATTTGG 21 

60 
R ATGTAGTTGTAGTGGATGGTGGTA 24 

PTGS2 
F TTCAAGGGATTTTGGAACG 19 

60 
R CAGCATTGTAAGTTGGTGGA 20 

SAT1 
F TATTTTACCTATGACCCGTGGA 22 

60 
R GAAGTTGATGGATGGTTCATTC 22 

TF 
F GTGAACCCAACAACAAAGAGG 21 

60 
R CATCAAGGCACAGCAACTC 19 

HPRT 
F TGACACTGGCAAAACAATGCA 21 

60 
R GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 21 

 

Kontrol hücreleri ve madde uygulanan gruplar arasındaki gen ifadesi farklılıklarını 

belirlemek için yapılan qPCR için Roche LightCycler-II 480 cihazı kullanıldı. Yukarıda 

açıklandığı şekilde elde edilen cDNA’lar SYBR Green qPCR Mastermix protokolüne uygun 

olarak 96 kuyucuklu plate’lerde spesifik primerler ile çoğaltıldı. Analizden elde edilen pik-

lere ait Cq değerleri gen ifadelerinin belirlenmesinde kullanıldı. Değerler 2-ΔΔCt metodu kul-

lanılarak hesaplandı. İnternal gen olarak Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz 

(HPRT) kullanıldı. Gen ifadelerinin belirlenmesinde Tablo 1.’de verilmiş olan 19-22 baz 

çifti uzunluğunda 7 adet primerin Forward ve Reverse primer karışımları hazırlandı.  

3.2.9. İstatistiksel Analiz 

Verilerin istatistiksel değerlendirilmesi sırasında bir parametre açısından iki grup 

arasındaki anlamlı farkların belirlenmesinde bağımsız örneklem Student (unpaired) t-test ve 

bir parametre arasındaki anlamlı farkların belirlenmesinde One Way Anova-posthoc (Tu-

key) kullanılmıştır. p<0.05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Tüm gra-

fiklerde kullanılan hata çubukları standart sapma (SD)’yı göstermektedir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

4.1. DSF’ın MM Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

MM hücrelerinde DSF’ın doza ve zamana bağlı sitotoksik etkisinin teyit edilmesi 

için, MM hücreleri DSF’ın farklı dozları ile 48 saat süre zarfınca muamele edildi ve sitotok-

sik etki MTT analiziyle değerlendirildi. Bu çalışmada ilk yapılan denemelerde hücrelere 24 

saatlik inkübasyon süresince 0-1 μM arasındaki dozlarda DSF uygulandı. Ancak, MTT ana-

lizi sonucunda 24 saatlik denemede DSF’ın hücre canlılığı üzerine olan etkisinin sınırlı ol-

duğu gözlemlendi. Dolayısıyla sonraki denemelerde 0-175 μM arasında 8 veya 9 farklı doz 

uygulanarak 48 saatlik uygulama sonrası MTT analizi yapıldı. MTT sonuçları, kontrol grubu 

verileri baz alınarak yüzdelik üzerinden hesaplandı. 48 saatlik DSF muamelesinden sonra 

elde edilen sonuçlar kontrol grubu ile karşılaştırıldığında NCI H929, U266 ve RPMI 8226 

hücreleri için IC50 değerleri sırasıyla 29 μM, 129 μM ve 109 μM olarak hesaplandı. MM 

hücrelerinde artan DSF konsantrasyonlarına karşı hücre canlılığının azaldığı gözlemlenmiş-

tir (Şekil 4.1-4.3). 
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Şekil 4.1. DSF ile 48 saat muamele edilen NCI H929 hücrelerinde hücre canlılığı 

grafiği 
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Şekil 4.2. DSF ile 48 saat muamele edilen U266 hücrelerinde hücre canlılığı grafiği 
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Şekil 4.3. DSF ile 48 saat muamele edilen RPMI 8226 hücrelerinde hücre canlılığı 

grafiği 

4.2. MM Hücrelerinde DSF Muamelesinin Ferroptozis Üzerine Etkisi 

4.2.1. MM Hücrelerinde DSF’ın Ferroptozis Belirteci Olan Lipit Peroksidasyonu Üze-

rine Etkisi 

DSF ile 48 saat muamele edilen MM hücrelerinde hücre canlılığının azaldığı teyit 

edildikten sonra, DSF’ın MM hücrelerinde ferroptozis ölüm yolağını uyarıp uyarmadığı 

araştırıldı. Hücre içi demir birikiminin neden olduğu lipit peroksidasyonu ferroptozisin en 
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önemli özelliklerinden biridir. Bu nedenle, lipid peroksidasyonunun son ürünü malondialde-

hit (MDA) yıkım ürünlerinden biri olduğundan öncelikle DSF ile 48 saat muamele edilen 

MM hücrelerinde lipid peroksidasyon belirteci olarak kullanılan MDA miktarı tayin edildi 

(Şekil 4.4-4.6). Üç farklı zamanda MDA testi yapılarak elde edilen veriler, her üç MM hücre 

hattında kontrol grubuna kıyasla DSF uygulanan grupta lipit peroksidasyonunun önemli 

miktarda arttığını göstermektedir. (Şekil 4.4-4.6).  
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Şekil 4.4. NCI H929 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardından MDA 

miktarındaki değişim 
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Şekil 4.5. U266 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardından MDA mikta-

rındaki değişim 
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Şekil 4.6. RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardından MDA 

miktarındaki değişim 
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4.2.2. MM Hücrelerinde DSF’ın Ferroptozisin Oluşmasında Rol Oynayan ROS Üze-

rine Etkisi 

Özellikle, demire bağlı fenton reaksiyonu ile üretilen hücre içi ROS ferroptozisde 

ana ROS kaynağını oluşturmakta ve lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadır. DSF’ın 

MM hücrelerinde sitozolik ROS üretiminin artışına neden olup olmadığının anlaşılması 

amacıyla, MM hücreleri DSF IC50 değerleri ile 48 saat muamele edildikten sonra hücre içi 

sitozolik ROS miktarını tayin etmede kullanılan floresan işaretli bir boya olan H2DFCDA 

ile boyanmış ve akış sitometrisinde analiz edilmiştir. Kontrol grubuna DMSO eklenirken, 

pozitif kontrol grubuna %3 oranında hidrojen peroksit (H2O2) eklenmiştir (Şekil 4.7). Akış 

sitometrisi sonuçları değerlendirildiğinde, H2DFCDA boyamasının yapıldığı DSF ile mua-

mele edilen MM hücrelerinde ROS miktarında istatistiksel olarak anlamlı artış olduğu göz-

lenmiştir (Şekil 4.8) (p<0.0001). Sonuç olarak, DSF uygulanmasının MM hücrelerinde hücre 

içi ROS miktarını arttırdığı anlaşılmaktadır. 
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Şekil 4.7. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H2O2 (%3) ile 48 saat 

muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinin hücre içi ROS miktarını gös-

teren H2DFCDA floresan boyamasının temsili akış sitometri görüntüleri 
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Şekil 4.8. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H2O2 (%3) ile 48 saat 

muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde H2DFCDA floresan boya-

masının kantitasyonunu gösteren grafikler 

4.2.3. MM Hücrelerinde DSF’ın Mitokondriyal Membran Potansiyeli Üzerine Etkisi 

Mitokondriyal membran potansiyeli olan ΔΨm, mitokondriyal fonksiyonun önemli 

bir parametresidir ve hücre sağlığının bir göstergesi olarak kullanılmaktadır. Katyonik JC-1 

boyası, sağlıklı hücrelere uygulandığında, ağırlıklı olarak mitokondride lokalize olduğu bi-

linmekte ve mitokondriyal ∆Ψ değerlendirmesi için güvenilir bir floresan probu temsil et-

mektedir (Elefantova vd., 2018). MM hücreleri DSF IC50 değerleri ile 48 saat muamele edil-

dikten sonra katyonik JC-1 floresan boyası ile boyanmış ve akış sitometrisinde ölçümleri 

yapılmıştır. Kontrol grubuna DMSO eklenirken, pozitif kontrol grubuna %3 oranında hidro-

jen peroksit (H2O2) eklenmiştir. ΔΨm'nin değişimi JC-1 kullanılarak incelenmiştir. Yüksek 

ΔΨm'ye sahip sağlıklı hücrelerde JC-1, J-agregatları olarak bilinen kompleksler oluşturur. 

Düşük ΔΨm'ye sahip hücrelerde mitokondriyal hasar oluşur ve bu durumda, JC-1 monome-

rik formda kalır. 510 nm'de uyarıldığında, JC-1 monomerleri maksimum ~527 nm'de yeşil 

bir floresan yayar. JC-1 agregatları, maksimum ~590 nm'de turuncu-kırmızı bir flüoresan 

yayar. JC-1 boyası ile boyanmış hücrelerin ΔΨm kaybı, yeşil floresanda artış ile gösteril-

mektedir. JC-1 boyamasının sonucunda akış sitometrisi sonuçları değerlendirilmiş (Şekil 

4.9) ve DSF ile muamele edilen hücrelerde mitokondriyal membran potansiyelinin arttığı 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.10) (p<0.0001). Elde edilen veriler, MM hücrelerinde DSF’ın mi-

tokondriyal membran potansiyelini depolarize ettiğini göstermektedir. 
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Şekil 4.9. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H2O2 (%3) ile 48 saat 

muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinin ΔΨm indikatörü JC-1 flore-

san boyamasının temsili akış sitometri görüntüleri 
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Şekil 4.10. Kontrol (DMSO), DSF ve pozitif kontrol olarak H2O2 (%3) ile 48 saat 

muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinin JC-1 floresan boyanma yüz-

deleri 

4.2.4. MM Hücrelerinde DSF’ın Ferroptotik Genlerin mRNA Ekspresyonları Üzerine 

Etkisi 

MM hücrelerinde DSF uygulamasının ferroptozis sinyal yolağında rol oynayan bazı 

hedef genlerin mRNA ekspresyon düzeyleri üzerine etkisi test edildi. MM hücreleri, DSF 

IC50 dozlarıyla 48 saat muamele edildikten sonra hücrelerden RNA izolasyonu yapıldı. Daha 

sonra cDNA’lar sentezlenerek kontrol ve DSF uygulanan gruplarda gerçek zamanlı PCR 

yöntemi ile hedef genlerin ekspresyon düzeyleri belirlendi. Uygulama dozları NCI H929, 

RPMI 8226 ve U266 hücreleri için sırasıyla 29 μM, 109 μM ve 129 μM şeklinde olup, kont-

rol grubuna ise %0,5 olacak şekilde DMSO uygulandı.  

4.2.4.1. GPX4 mRNA ekspresyon değişimi 

GPX4'ün inaktivasyonu, ROS üretimine, hücre içi peroksitlerin birikmesine ve fer-

roptozisin tetiklenmesine neden olduğundan, MM hücrelerinde DSF uygulamasının GPX4 

geninin mRNA ekspresyonu üzerine etkisi araştırıldı. Kontrol hücrelere kıyasla, 48 saat DSF 

uygulanan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde GPX4 mRNA ekspresyon düze-

yinde istatistiksel olarak anlamlı azalış gözlemlendi (p<0.0162-0.0001) (Şekil 4.11).  
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Şekil 4.11. NCI H929 U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından GPX4 mRNA ekspresyon değişimi 

4.2.4.2. TF mRNA ekspresyon değişimi 

GPX4 mRNA ekspresyon seviyesindeki azalma MM hücrelerinde ferroptozisin uya-

rıldığını göstermektedir. Bu durumda hücre içine demir alınımı ile ilişkili olan transferrin 

protenini kodlayan transferrin (TF) genin mRNA ekspresyon düzeyi test edildi. Kontrol hüc-

relere karşılaştırıldığında 48 saat DSF uygulanan NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrele-

rinde TF mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı azalış gözlemlendi 

(p<0.0001) (Şekil 4.12).  
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Şekil 4.12. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından TF mRNA ekspresyon değişimi 

4.2.4.3. ALOX15 mRNA Ekspresyon Değişimi 

PUFA-fosfolipitlerde spesifik redoks reaksiyonlarını başlatabilen araşidonik asit 15-

lipoksijenaz-1 (ALOX15)’in mRNA ekspresyon değişimi 48 saat süre boyunca DSF uygu-

lanan MM hücrelerinde incelendiğinde, RPMI 8226 hücrelerinde ALOX15 mRNA ekspres-

yon düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı azalış, NCI H929 ve U266 hücrelerinde ise 

ALOX15 mRNA ekspresyon düzeyinde istatistiksel olarak anlamlı artış tespit edildi 

(p<0.0162-0.0001) (Şekil 4.13).  
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Şekil 4.13. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından ALOX15 mRNA ekspresyon değişimi. 

4.2.4.4. TP53 mRNA Ekspresyon Değişimi 

Ferroptozis ölüm yolağında önemli rollere sahip tümör baskılayıcı TP53 mRNA se-

viyesinin DSF uygulamasından etkilenip etkilenmediği TP53 yabanıl tip (+/+) NCI H929, 

TP53 mutant (+/-) U266 ve TP53 delete (-/-) RPMI 8226 hücrelerinde araştırıldı. DSF ile 48 

saat muamele edilen U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde TP53 mRNA ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı azalış, NCI H929 hücresinde TP53 proteinini kodlayan genin 

ekspresyon düzeyinde ise istatistiksel olarak anlamlı artış gözlemlendi (p<0.0162-0.0001) 

(Şekil 4.14).  
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Şekil 4.14. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından TP53 mRNA ekspresyon değişimi. 

4.2.4.5. SLC7A11 mRNA Ekspresyon Değişimi 

Sistem-Xc’nin bileşenlerinden biri olan çözünen taşıyıcı aile 7 üyesi 11 (SLC7A11), 

ferroptozisde sistin metabolizmasının ve redoks dengesinin düzenlenmesinde rol oynadığın-

dan, MM hücrelerinde DSF uygulamasının SLC7A11 mRNA ekspresyonu üzerine etkisi 

araştırıldı. Kontrol hücrelere kıyasla, 48 saat DSF uygulanan NCI H929 hücrelerinde 

SLC7A11 mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı artış gözlemlenirken, 

U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde ise SLC7A11 mRNA ekspresyon düzeyinde istatistiksel 

olarak anlamlı azalış belirlendi (p<0.0162-0.0001) (Şekil 4.15).  
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Şekil 4.15. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından SLC7A11 mRNA ekspresyon değişimi 

4.2.4.6. SAT1 mRNA Ekspresyon Değişimi 

TP53'ün transkripsiyonel hedefi olan SAT1’in aktivasyonu lipid peroksidasyonuna neden 

olmasından dolayı, DSF uygulamasından sonra NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrele-

rinde SAT1 mRNA ekspresyon düzeyi araştırıldı ve DSF uygulanan her üç MM hücre hat-

tında kontrol hücrelere kıyasla SAT1 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı azalış 

bulundu (p<0.0162-0.0001) (Şekil 4.16).  
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Şekil 4.16. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamele-

sinin ardından SAT1 mRNA ekspresyon değişimi 
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4.2.4.7. ptgs2 mRNA Ekspresyon Değişimi 

DSF uygulamasından sonra NCI H929 hücrelerinde kontrol hücrelerine göre ptgs2 

mRNA ekspresyon düzeyinde istatiksel olarak anlamlı azalış gözlemlendi. U266 ve RPMI 

8226 hücrelerinde ise ptgs2 ifadesine rastlanmamıştır (Şekil 4.17).  
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Şekil 4.17. NCI H929 hücrelerinde 48 saatlik DSF muamelesinin ardından ptgs2 

mRNA ekspresyon değişimi 
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4.2. TARTIŞMA 

Yapılan bu tez çalışmasında, alkolizm tedavisinde kullanılan ve ayrıca farklı kanser 

çeşitlerinde in vitro ve in vivo antikanser etkinliği bilinen disülfiram (DSF)’ın multipl mi-

yelom (MM) hücrelerinde ferroptozis ölüm yolağı üzerine etkisi araştırılmıştır. DSF ile 48 

saat süren muamele sonrasında NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hücre hatlarında lipit 

peroksidasyonu düzeyini araştırmak için MDA analizi yapılmıştır. MDA analizi sonuçları, 

DSF’ın MM hücrelerinde lipit peroksidasyonunu arttırdığını ortaya koymuştur. Ferroptozi-

sin temel özelliklerinden olan hücre içi ROS miktarının artması ve mitokondriyal hasarın 

oluşmasını test etmek adına DSF ile muamele edilen MM hücreleri sırasıyla H2DFCA ve 

JC-1 floresan boyalarıyla boyanmış ve bu boyaların akış sitometrisinde analizleri yapılmış-

tır. Analiz sonuçlarına göre DSF, MM hücrelerinde ROS miktarını yükseltmiş ve mitokond-

riyal membran depolarizasyonunu arttırmıştır. Ferroptozis ile ilişkili genlerden GPX4, TF, 

ALOX15, SAT1, TP53, ptgs2 ve SLC7A11 gen ekspresyon düzeylerindeki değişiklikler 

qPCR kullanılarak araştırılmıştır. Elde edilen sonuçlardan DSF’ın NCI H929, U266 ve 

RPMI 8226 MM hücre hatlarında ferroptozisi tetikleyerek hücre ölümüne neden olduğu tes-

pit edilmiştir. İlaveten, ferroptozisi yönlendiren TP53 ve Nrf2 gibi transkripsiyonel faktör-

lerin ise DSF’ın etki mekanizmasını farklı şekilde yönlendirebileceği qPCR sonuçlarından 

anlaşılmaktadır.  

MM, lenfomadan sonra en yaygın ikinci hematolojik malignite olup, UPR ve ER 

streslerini uyaran ve fonksiyonel olmayan Ig üretimi ile karakterize edilmektedir (Breznik 

vd., 2017). MM hastalarının ortalama sağ kalım sürelerininin uzamasında etkili olan son 

dönem çeşitli tedavi seçeneklerine rağmen, hastaların çoğunun değişken bir tedavi süresin-

den sonra kaçınılmaz olarak relaps ve mevcut tedavilere dirençli hale gelmesinden (refrak-

ter) dolayı MM hâlâ öldürücü maligniteler arasında yer almaktadır (Besse vd., 2018). 

MM’da proteazom inhibisyonu, hücre içi proteinlerin birikip hücrenin ölümüne sebep olma-

sından dolayı ilk nesil proteozom inhibitörü olan bortezomib, MM hastalarının sağ kalım 

sürelerini iyileştirmede devrim yaratmıştır. İkinci nesil carfilzomib ve üçüncü nesil ixazo-

mib, klinikte bortezomib dirençli hastalarda oluşan direncin üstesinden gelerek ölüm ris-

kinde önemli bir azalma sağlamıştır (Robak vd., 2018). Bununla birlikte, carfilzomib ve ixa-

zomib proteozom inhibitörlerine karşı gelişen ilaç direnci, şu anda MM’da terapötik başarıyı 

sınırlandırmaktadır (Besse vd., 2018). Bu nedenle, MM tedavisinde bu hastalığın patogene-

zini yönlendiren farklı moleküler yolakları hedefleyen yeni kemoterapötik ajanaların uygu-

lanmasına ihtiyaç vardır. 
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Umut vaat eden anti-kanser etki gösteren ilaçlar arasında alkol bağımlılığının teda-

visinde 70 yıldan fazla süredir kullanılan DSF bulunmaktadır (Iljin vd., 2009). DSF, 

FDA’nın tavsiye ettiği dozda güvenli ve toleransa sahip bir ilaçtır (Cvek, 2012). Ditiocarb, 

insan vücudundaki etki mekanizmasına katkıda bulunan ana DSF metabolitidir  (Cvek 2012; 

Dufour vd., 1993). DSF'ın bakır ile birlikte düşük konsantrasyonlarda (0.5-5 µM) uygulan-

ması MM dahil farklı kanser hücrelerinde sitotoksik etki yarattığı birçok çalışma ile göste-

rilmiştir (Salem vd., 2015; Drozdkova ve Trtkova, 2021; Du vd., 2022). DSF ve bakırın 

birlikte uygulanmasının proteozom ve nükleer faktör-KB aktivitelerini kronik lenfosit lö-

semi hücrelerinde (Lövborg vd., 2006), MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarını inhibe ederek 

insan osteosarkoma hücrelerinde invazyonun engellenmesine (Cho vd., 2007), glioblasto-

mada hücre içi ROS miktarını arttırarak ferroptozisi uyardığı ve Polo benzeri kinaz-1 ifade-

sini baskıladığı (Qiu vd., 2020) bildirilmiştir. Bu tez çalışmasında, NCI H929, U266 ve 

RPMI 8226 MM hücre hatlarında DSF’ın IC50 değerleri sırasıyla 29 μM, 129 μM ve 109 μM 

olarak belirlenmiştir. Literatür taramalarında ise DSF IC50 değerleri 0.5-5 µM arasında de-

ğişmekte olduğu, bu konsantrasyon farkının ise ilacın temin edildiği firma ve laboratuvar 

tekniklerinde oluşabilen farklılıklardan kaynaklı olduğu düşünülmektedir. Çalışmamızda 

DSF ve bakır kombinasyonu yerine yalnızca DSF uygulanmasının sebebi, bakırın insan vü-

cudundaki endojen biyolojik dağılımı ve ekzojen bakır kaynaklı bakır toksisitesinin DSF’ın 

in vivo uygulamasını ciddi şekilde engellediğinin (Wu vd., 2019) bildirilmesinden kaynak-

lanmaktadır. 

Ferroptoziste hücre içinde bulunan kararsız Fe+2 iyonları H2O2 ile fenton reaksiyo-

nuna girerek lipitler için oldukça tehlikeli olan ROS türevlerinin üretilmesine sebep olmak-

tadır. Hücre içi artan ROS miktarı hem hücre bütünlüğüne hem de hücre içi organel memb-

ranlarının hasar görmesine neden olmakta ve böylece ferroptozisi uyarmaktadır (Park ve 

Chung, 2019). Yapılan bu çalışmada, hücre içi ROS miktarını gösteren H2DFCDA floresan 

boyası akış sitometrisinde analiz edilmiş ve MM hücre hatlarında DSF uygulamasının hücre 

içi ROS miktrında artışa sebep olduğu bulunmuştur. Çalışmamıza paralel olarak DSF uygu-

lamasının pankreas kanseri (Yip vd., 2011), glioblastoma (Qiu vd., 2020) ve osteosarkoma 

(Ren vd., 2021) hücrelerinde ROS miktarını arttırdığı gösterilmiştir. 

Artan ROS çoklu doymamış yağ asitlerini hedefleyerek lipitlerin peroksidasyonuna 

neden olmaktadır. Ferroptozisin bir başka belirteci lipit peroksidayonunun artmasıdır (Dod-

son 2019; Shui vd., 2021). DSF/Cu uygulamasının hepatoselüler karsinom ve akciğer kan-

seri hücrelerinde lipit peroksidasyonunu arttırdığı gözlenmiştir (Falls-Hubert vd., 2020; Ren 

vd., 2021). Yapılan bu çalışmada, lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA miktarı 
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analiz edilmiş ve MDA sonuçlarına göre DSF uygulamasının MM hücrelerinde lipit perok-

sidasyonunu arttırdığı gözlemlenmiştir. 

Ferroptoziste mitokondri oldukça etkin bir rol oynamaktadır. Akış sitometrisi anali-

zinde mitokondriyal hasarı gösteren katyonik bir floresan boya olan JC-1 boyası ile mito-

kondriyal membran yoğunluğu DSF ile muamele edilen MM hücrelerinde incelenmiş ve 

DSF uygulamasının mitokondriyal membran depolarizasyonuna sebep olduğu bulunmuştur. 

Artmış mitokondriyal membran yoğunluğu hücrelerde mitokondriyal hasarın arttığını doğ-

rulamaktadır (Falls-Hubert vd., 2020). 

DSF’ın MM hücrelerinde ferroptozis hücre ölüm yolağını aktifleştirdiği gözlemlen-

miştir. Özellikle, ferroptozis hücre ölüm yolağıyla ilgili olarak GPX4 ve SCL7A11 genleri-

nin mRNA ekspresyon düzeylerinde azalmaya yol açtığı bulunmuştur. Demir metabolizma-

sıyla ilgili olarak ise DSF, TF geninin mRNA ekspresyon seviyesinde önemli azalışa yol 

açmıştır. Ayrıca ferroptozisin TP53 aracılı gerçekleştiği ve bu yolun SAT1 geniyle ilişkili 

olduğu yapılan çalışmalarda bulunmuştur (Mou vd., 2022). TP53 (+/-) U266 ve TP53 (-/-) 

RPMI 8226 hücre hatlarında DSF muamelesinin TP53 mRNA ekspresyon düzeyinin kontrol 

hücrelere kıyasla azalmasına sebep olurken TP53 (+/+) NCI H929 hücrelerinde ise TP53 

mRNA ifadesinin artmasına sebep olmuştur. MM hücrelerinde DSF muamelesinin SAT1 

gen ekspresyon düzeylerinin azalmasına neden olmuştur. Bu durum NCI H929 yabanıl tip 

TP53 taşırken U266 ve RPMI 8226 hücrelerinin TP53 proteinin ifadesinin olmamasıyla iliş-

kili olabileceğini düşündürmüştür.  

Glutatyon (GSH) biyosentezi ve glutatyon peroksidaz 4'ün (GPX4) düzgün çalış-

ması, ferroptozisi kontrol altında tutmaktadır. GPX4 inhibisyonu ile sonuçlanan koşullar fer-

roptotik hücre ölümünü hassaslaştırmakta ve tetiklemektedir (Seibt vd., 2019). GPX4, po-

tansiyel olarak toksik lipid hidroperoksitleri (L-OOH) toksik olmayan lipid alkollere (L-OH) 

dönüştürür. GSH'nin erastin ile veya doğrudan GPX4 inhibitörü ile baskılanması hücre ölü-

müne neden olan aşırı lipid peroksidasyonuyla sonuçlanmaktadır (Stockwell vd., 2017). Ya-

pılan çalışmada DSF uygulaması sonrası MM hücre hatlarında GPX4 ekspresyon düzeyinde 

azalma görülmüştür. Bu durum DSF’nin ferroptozu indüklediğini göstermektedir. 

Transferrin (TF), demirin hücre içine alınması için gereklidir ve hücre içi demir kon-

santrasyonuna yanıt olarak düzenlenir. Fibroblast hücreleri ile yapılan bir çalışmada erastin 

uygulamasından 6 saat sonra TF protein seviyelerinde artış gözlemlenmiştir (Park ve Chung, 

2019). Hücre içi demir, hücresel fonksiyonların yerine getirilmesinde oldukça önemlidir. 

Ancak, hücre içi demir birikimi, oksidatif fosforilasyonun yan ürünü olan hidrojen peroksit 
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ile demirin Fenton reaksiyonlarına girmesine ve lipitler için oldukça tehlikeli olan peroksit-

lerin oluşmasına neden olmaktadır. Yapılan bu çalışmada, MM hücrelerinde 48 saatlik DSF 

uygulamasının TF mRNA ekspresyon düzeyini azalttığı saptanmıştır. Bu durum DSF’ın fer-

roptozisi erken aşamalarda uyardığı düşünülmektedir. 

Sistem Xc-, bir hafif zincir alt birimi olan SLC7A11 ve bir ağır zincir alt birimi olan 

SLC3A2'den oluşmakta ve hücre dışı sistein ve hücre içi glutamat alışverişine aracılık et-

mektedir. Böylece, hücreleri oksidatif strese bağlı hasardan koruyan hücre içi glutatyonun 

(GSH) sentezini desteklediğindeni SLC7A11 hücre içi antioksidan dengenin sağlanmasında 

görevlidir. Hücrelerin oksidatif stresten korunması için hücre içi glutamatı hücre dışı siste-

inle takas eder. Sistein hücre içinde bir dizi biyolojik süreç sonunda glutatyona (GSH) dö-

nüştürülür. Glutatyon oksitlenmiş lipitleri inirdirgeyerek lipit peroksidasyonunu engeller 

(Bian vd., 2023). Lipitlerin indirgenmesi sonucu glutatyon yükseltgenerek oksitlenmiş glu-

tatyona dönüşür. Oksitlenmiş glutatyon GPX4 aracılığıyla indirgenerek tekrar glutatyon for-

muna dönüşür. SCL7A11 ifadesinin baskılanması ya da hedef ajanlarla inhibe edilmesi 

hücre içine sistein alımını sınırlar. Bunun sonucunda hücre içinde GSH tükenmesine sebep 

olur. GSH tükenmesi lipitlerin oksitlenmesi sonucu lipit peroksidasyonuyla sonuçlanır. Ya-

pılan çalışmada DSF uygulamasının sonrasında SCL7A11 ekspresyon düzeylerinde azalma 

gözlemlenmiştir. Dolayısıyla, DSF’ın MM hücrelerinde antioksidan mekanizmasını engel-

leyerek hücrelerde ferroptozisi uyardığı öngörülmektedir. 

Genomun koruyucusu olan p53, çeşitli stresler altında hücre bölünmesi ve hayatta 

kalmanın kontrolüne katılmakla kalmaz, aynı zamanda hücrelerde apoptozis, otofaji ve fer-

roptozis ölüm yolaklarını da düzenler (Mandal vd., 2015). SAT1 geni, p53'ün transkripsiyo-

nel hedefidir. Önceki çalışmalar, AdSAT1 (anahtar poliamin katabolik enzim SAT1'i kodla-

yan bir adenovirüs) transdüksiyonu tarafından indüklenen poliamin tükenmesinin, mito-

kondriyal distorsiyonlar aracılı intrinsik yol ile apoptozisi tetiklediğini göstermiştir (Ou vd., 

2016). Qu ve ark.’ı SAT1'in, p53 aracılı ferroptozisin düzenlenmesinde yer aldığını doğru-

lamıştır (Qu vd., 2016; Youssef ve Miller, 2020). Son zamanlarda yapılan araştırmalar, de-

mir eksikliğinin farklı hücre tiplerinde SAT1 ekspresyonunu yukarı regüle ettiğini vurgula-

mıştır (Mou vd., 2022). Yapılan çalışmada DSF muamelesinin SAT1 gen ekpresyon düzey-

lerini azaltmıştır.  

Siklooksijenaz olarak da bilinen prostaglandin-endoperoksit sentaz (ptgs2), prostag-

landin biyosentezinde anahtar enzimdir ve hem dioksijenaz hem de peroksidaz olarak işlev 

görür. Ferroptozis belirteci olarak belirtilen ptgs2’nin (Gao vd., 2022) U266 ve RPMI 8226 

hücrelerinde ifadesi gözlenmezken NCI H929 hücresinde ifadesi bulunmuştur. NCI H929 
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hücresinde DSF muamelesiden sonra gen ekspresyon düzeyinde azalma olduğu gözlenmiş-

tir. Bu durum ptgs2’nin NCI H929 hücresinde peroksidaz olarak görev aldığını düşündür-

müştür. MM’da ptgs2’nin işlevini tam olarak anlamak için ileri çalışmaların yapılması daha 

doğru sonuçlar sağlayacaktır.  
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5. SONUÇ 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında, 

1. NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM (MM) hücre hatlarında DSF (DSF)’ın farklı kon-

santrasyonlarda 48 saatlik süre zarfında sitotoksik etkisi MTT yöntemi ile teyit edilmiştir. 

2. MM hücre hatlarında MTT sonuçlarına göre hesaplanan DSF’ın IC50 değerleri ile 48 saat 

muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 MM hücrelerinde kontrol hücrelere kıyasla 

lipit peroksidasyonunun arttığı malondealdehit (MDA) miktarının tayini ile gösterilmiştir. 

3. Lipit peroksidasyonunun kaynağı olarak hücre içi ROS miktarı, H2DFCDA floresan bo-

yasının akış sitometrisinde değerlendirilmesi ile araştırılmıştır. DSF ile muamele edilmeyen 

hücrelere kıyasla DSF ile muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde 

H2DFCDA floresansındaki artış DSF’ın hücre içi ROS miktarını arttırdığını göstermektedir. 

4. Ferroptozis ölüm yolağının ayırt edici özelliklerinden mitokondri membranının depolari-

zasyonu, DSF ile muamele edilen NCI H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde mitokondri 

membran potansiyeli belirteci olarak kullanılan katyonik floresan JC-1 boyasının akış sito-

metrisinde analizi ile belirlenmiştir. Kontrol hücrelerle karşılaştırıldığında DSF’ın MM hüc-

relerinde mitokondri membranının depolarizasyonuna neden olduğu anlaşılmıştır. 

5. Ferroptorik genlerin mRNA ekspresyon düzeyleri DSF uygulanan ve uygulanmayan NCI 

H929, U266 ve RPMI 8226 hücrelerinde qPCR kullanılarak araştırılmıştır. 

6. TP53 ifadesi bulunmayan (-/-) RPMI 8226 hücrelerinde DSF uygulaması ferroptotik dü-

zenleyicilerden GPX4, TF, ALOX15, TP53, SLC7A11 ve SAT1’in mRNA ekspresyon dü-

zeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir azalışa neden olduğu gözlemlenmiştir. Ptgs2’nin 

ise RPMI 8226 hücrelerinde ifade edilmediği tespit edilmiştir. 

7. TP53 ifadesi mutant olan (+/-) U266 hücrelerinde DSF uygulaması ferroptotik düzenleyi-

ciler olan GPX4, TF, TP53, SLC7A11 ve SAT1’in mRNA ekspresyon düzeylerinde istatis-

tiksel olarak anlamlı bir azalışa neden olduğu, ancak ALOX15 mRNA ekspresyon düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden olduğu gözlemlenmiştir. RPMI 8226 hücrelerinde 

benzer şekilde Ptgs2’nin hücrelerinde U266 ifade edilmediği tespit edilmiştir. 

8. TP53 yabanıl tip (+/+) NCI H929 hücrelerinde DSF uygulaması ferroptotik düzenleyici-

lerden GPX4, TF, TP53 ve ptgs2’in mRNA ekspresyon düzeylerinde istatistiksel olarak an-

lamlı bir azalışa, ALOX15 ve SAT1 mRNA ekspresyon düzeylerinde ise istatistiksel olarak 

anlamlı bir artışa neden olduğu gözlemlenmiştir.  

9. Elde edilen tüm bu sonuçlar DSF’ın MM hücre hatlarında ferroptozisi tetikleyerek hücre 

ölümüne neden olduğunu ve ferroptozisi yönlendiren TP53 ve Nrf2 gibi transkripsiyonel 
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faktörlerin ise DSF’ın etki mekanizmasını farklı şekilde yönlendirdiği qPCR sonuçlarından 

anlaşılmaktadır. 

10. Kanser tedavisinde yaygın olarak karşılaşılan en büyük engel kanser hücrelerinin kemo-

terapotiklere karşı direnç geliştirmesidir. Direncin üstesinden gelebilmek için kullanılan 

yüksek doz kemoterapi ajanları hastalarda hem önemli yan etkilere neden olmakta hem de 

hastaların sağlıklı hücrelerine zarar verebilmektedir. Bu nedenle yeni ve yan etkileri daha 

düşük olan antikanser ilaçlarının keşfine ihtiyaç duyulmaktadır. Düşük maliyetli, minimum 

yan etkileri ve farklı kanserlere karşı yüksek seçiciliği ve diğer ilaçlarla sinerjistik aktivite 

gösterebilme nedenleriyle, DSF, proteozom inhibitör dirençli MM hücrelerinde hücre içi 

ferroptozisi uyararak tedavide karşılaşılan bu problemi aşmada yüksek potansiyele sahip bir 

antikanser ilacı olarak kabul edilebileceği düşünülmektedir.  
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