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GIRIS - AMAC

Multipl miyelom, bagisiklik sisteminin temel diizenleyicilerinden olan kemik iligi plazma hiicrelerinin
kanseridir. Malign plazma hicrelerinin klonal proliferasyonunu 6zellikle gesitli sitokinler aracihigiyla
gergeklesen sinyal iletiminde, hlicre déngiinde, apoptozda gorev alan genlerle iliskilendirilmistir.

Janus kinaz ailesi tirozin kinazlari, STAT transkripsiyon faktorleriyle birlikte JAK-STAT sinyal iletim yolagini
olusturur. Bu yolak gen ekspresyonunu diizenleyen etkili ve karmasik bir sistemdir. Cesitli etkenlerle JAK'In
aktive olmasi STAT’ larin segici olarak fosforillenmesine neden olur. Fosforillenen STAT’ lar dimerize olarak
nikleusa yonlenir ve gen regililasyonunu dizenlemek lizere hedef genin promotor bolgesine baglanir.
JAK/STAT yolaginin diizenlenmesindeki problemler hematolojik malignitelerin olusumunda kritik rol
oynamaktadir. JAK1 ve JAK2 inhibit6ra ruxolitinibin temel etkisi JAK'in STAT'1 fosforile edebilmesini
Onleyerek hiicre bollinmesini engellemesidir. Ruxolitinib bu 6zelligi ile miyelofibroz tedavisinde kullanilan
FDA onayli ilk ajandir.

Warburg etkisi, kanser hiicrelerinin kendilerine bliyiime, ¢ogalma, hayatta kalma avantaji saglamak igin
metabolizmalarinda glikoz alimi ve metabolizmasinin artisi seklinde degisiklik meydana getirmesi olarak
tanimlanabilmektedir. Glikolizdeki artis, hiicre disinda pH diislisiine neden olarak timér mikrocevresinin
asidifikasyonunda artisa neden olmaktadir. Bu durum kanserlerin baslangi¢c asamasinda rol oynama
potansiyeli tasidig gibi progresyon asamasinda da yer almaktadir.

Bununla birlikte ARH77 hiicrelerinde ruxolitinibin hlicrenin enerji metabolizmasi tizerindeki etkileri heniiz
incelenmemistir. Bu ¢alismada, ARH77 hiicrelerinde ruxolitinibin hiicrenin enerji metabolizmasi tzerindeki
olasi etkilerini belirlemeyi amaglamaktayiz.
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METOD

Ticari olarak temin edilen ARH77 insan multipl miyelom hiicre hatti, 2mM L-glutamin, %1 penisilin-
streptomisin igeren, %10 fetal bovin serumla desteklenmis olan RPMI-1640 besi yeri kullanilarak deneyler
icin yeterli hiicre ve pasaj sayisina ulasilana kadar 370C' de %95 nem ve %5 CO2 iceren inkiibatoérde kiltlre
edilerek ¢ogaltiimistir. Ruxolitinib etken maddesinin hiicre metabolizmasi lGzerindeki fenotipik ve genetik
etkilerini belirlemek amaciyla sirasiyla i¢in Seahorse XFp enerji fenotipi testi ve gercek zamanli kantitatif
PCR yontemleri uygulanmistir. Bu amagla, daha énceden belirlemis oldugumuz IC50 dozunda (20,03 uM)
ARH77 hiicrelerine uygulanmis ve 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodunun ardindan
Seahorse XFp enerji fenotipi testi kitinin protokolii dogrultusunda hiicrelerin bazal metabolizma, oksijen
tiketim ve hiicre disi asidifikasyon seviyeleri Seahorse XF24 Bioanalyzer cihaziyla 6lglilmustiir. Es zamanl
olarak ruxolitinib uygulanan hiicrelerden RNeasy Plus Mini Kit araciligiyla total RNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve “Glucose Metabolism RT2 Profiler PCR Array” plakasi kullanilarak etken maddenin hiicre
metabolizmasini diizenleyen genlerin ekspresyon seviyelerine olan etkileri 2-AACt yontemi ile hesaplanarak
belirlenmistir. Tiim calismalar tg tekrarli olarak gercgeklestirilmis ve ruxolitinib uygulanmayan hiicre gruplari
kontrol olarak degerlendirilmistir.

BULGULAR

Seahorse metabolik analiz yéntemi uygulanarak ARH77 hiicrelerinde Ruxolitinib etken maddesinin hiicre
metabolizmasi Gzerindeki etkisi arastiriimistir. Kontrol ve ruxolitinib uygulanmis grupta metabolik
potansiyaller arasinda anlamli fark gézlenmese de ruxolitinib uygulanmis hiicre grubunda hem ekstraseliler
asidifikasyon seviyelerinde, hem de oksijen alim diizeylerinde anlamli 6lctide artis belirlenmistir. Ayrica
ruxolitinibin hiicrenin enerji metabolizmasini diizenleyen PYGM, PGM2, PHKB, PCK2, H6PD, PDK4 ve GYS2
genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli degisim olusturdugu belirlenmistir.

SONUC

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular, ruxolitinibin ARH77 hiicrelerinde daha dnce degerlendirilmemis olan
hiicre enerji metabolizmasini genetik olarak diizenledigini ve bu degisimin fenotipte de yansidigini
gdstermektedir. ileri calismalarla ruxolitinibin daha dnce lizerinde durulmamis olan enerji
metabolizmasindaki olasi potansiyel rollinlin arastiriimasi, kanser arastirmalarindaki yerine yeni bir bakis
acisi kazandiracaktir.
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ANAHTAR KELIMELER

Multipl miyelom, ruxolitinib, kanser metabolizmasi
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Grafik 1. Oksijen alim diizeyi Grafik 2. Ekstraselliiler

asidifikasyon diizeyi



