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Ruxolitinib multipl miyelom hiicrelerinde apoptoz ve otofajiyi
birlikte regule eder
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GIRIS - AMAC

Multipl Miyelom (MM) normalde kemik iliginde bulunan ve immiin sistemin dnemli regiilatérleri olan
plazma hiicrelerinden kaynaklanan bir kanser tiridur. IL-6, VEGF, IGF, HGF, apoptotik proteinler ve NFKB
genleri hastaligin patolojisini belirlemektedir. Diinya genelinde en sik rastlanan hematolojik kanser
tirlerinden biri olan MM tedavisinde FDA onayli proteozom inhibit6ri bortezomib kullanilmakta, fakat
ilacin yan etkileri ve kanser hiicrelerinin ilaca direng gdstermesi, hedefe yonelik yeni terapotik ajan
ihtiyacini arttirmaktadir. JAK-STAT inhibitori olan Ruxolitinib, myelofibrozis tedavisinde kullanilan ve FDA
onayl bir ajandir. Segici JAK1 ve JAK2 tirozin kinaz inhibitorii olan ruxolitinibin myeloproliferatif neoplaziler
Uzerinde sitotoksik bir etkisi olabilecegi 6ngorilmektedir. Bu galismada, ruxolitinibin MM hiicre hatti
Gzerindeki olasi sitotoksik, apoptotik ve otofajik etkilerinin arastiriimasi, hiicrelerin gen ifade degisimlerinin
kontrol hiicre grubuyla karsilastirilarak incelenmesi amaglanmaktadir.

METOD

insan multipl miyelom hiicre hatti ARH-77 ve insan saglikli B lenfosit hiicre hatti NCI-BL 2171, fetal bovin
serum, L-glutamin ve penisilin-streptomisin iceren RPMI-1640 besiyerinde, 370C, %95 nem ve %5 CO2
kosullarini saglayan inklibatorde ¢ogaltiimistir. Hiicre canhligi tripan mavisi boyasiyla test edilmistir. 1 mL
DMSOQ'da ¢ozilen ruxolitinibten,10 mM'lik stok sollisyonu hazirlanmis, bu stok ¢alismaya uygun
konsantrasyonlara dillie edilmistir. Ajanin sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla, ruxolitinib hiicrelere 1nM-
100 uM konsantrasyon araliginda uygulanmistir. Etken maddenin sitotoksik etkisi WST-1 testiyle 24, 48 ve
72 saatlik inklibasyon periyodlari sonunda renk degisiminin mikroplate okuyucuda belirli dalga boylarinda
okunmasiyla 6lgllmus, IC50 dozu GraphPad Prism 5.0 yazilimiyla zaman ve doz bagimli olarak
hesaplanmistir. Ajanin hiicreler tGzerindeki apoptotik etkisi Annexin V yontemiyle, fosfolipid fosfotidilserinin
membran (zerindeki translokasyonu baz alinarak incelenmis ve akis sitometrisi yontemiyle analiz edilmistir.
Ruxolitinibin hicreler Gizerindeki otofajik etkisini analiz etmek amaciyla Premo Autophagy Tb/GFP TR-FRET
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LC3B Expression Kit'i kullaniimis, otofagozom miktarinin kantitasyonu gergeklestirilmistir. Etken maddenin
IC50 dozu ile muamele edilen hiicrelerden, 72 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda apoptoz ve otofaji ile
iliskili sinyal yolaklarindaki genlerin ekspresyon degisikliklerini incelemek amaciyla total RNA izolasyonu ve
bunu takiben cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Gen ekspresyon analizi real-time PCR yontemiyle
gerceklestirilmis, data analizi 2-AACt metoduyla yapilmistir. Tim deney setlerinde, ruxolitinib
uygulanmayan hicreler kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

ARH77 ve NCIBL-2171 hiicrelerinde ruxolitinibin IC50 dozu sirasiyla 72. saatte 20,03 uM ve 23,6 uM olarak
belirlenmistir. Ruxolitinibin IC50 dozu NCIBL-2171 ve ARH77 hiicrelerinde sirasiyla 6,5 ve 2 kat apoptoz
artisina neden olmustur. Ayni doz NCIBL-2171 ve ARH77 hiicrelerinde sirasiyla 1,70 ve 3,45 kat otofajik flux
artisina neden olmustur. Gen ekspresyonu analizi sonucunda otofaji ve apoptozda yer alan regiilator
genlerin ekspresyon seviyelerinde anlamli degisim belirlenmistir.

SONUC

Elde ettigimiz bulgular, JAK2 inhibitori ruxolitinibin, plazma hiicreli [6semi olarak da bilinen multipl
miyelom hiicre hatti Gizerinde apoptozu ve otofajiyi es zamanli olarak regiile ettigini gostermektedir. Ayrica
bu regiilasyonun, kritik genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler ile desteklenmesi, etken maddenin
multipl miyelom arastirmalarindaki potansiyelini ortaya koymaktadir.

Calismamiz Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 18-TIP-014
numarali proje ile desteklenmistir.
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