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OZET

Amag: Bu ¢alismada multipl miyelom hiicre serilerinde CD 20 antijeni pozitif ve negatif hiicre serilerinde rituksimab ve
zoledronik asitin anti-miyelom etkilerini arastirdik.

Gerec¢ ve Yontem: ARH-77 (CD20 pozitif) ve RPMI-8226 (CD20 negatif) multipl miyelom hiicre serileri rituksimab ve
zoledronik asit ile tek veya birlikte kiiltiire edildi. ARH-77 hiicre serileri ve RPMI 8226 hiicre serilerinde CD20 baskilayici
etkileri aragtirildu.

Bulgular: Calismada bu iki maddenin antagonistik aktivite gosterdiklerini saptadik. Kompleman tek bagina RPMI 8226
hiicre serilerinde proliferatif etki gosterdi.

Sonu¢: Multip] miyelom ve plazma hiicre losemilerinde rituksimab kullaniminin uygun bir yaklasim olmadigini
diistiniiyoruz.
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Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi, Hematoloji, izmir

(Uzm. Dr. C Ceylan)

Dokuz Eyliil Universitesi, Hematoloji Bilim Dali, izmir

(Prof. Dr. GH. Ozsan, Prof. Dr. M.A. Ozcan, Prof. Dr. F. Demirkan, Prof. Dr. B. Undar, Yrd. Dog. Dr. O. Piskin, Biyolog H. Ates)
Celal Bayar Universitesi, Hematoloji Bilim Dah, izmir

(Prof. Dr. E. Ozdemir, Yrd. Dog. Dr. M. Miskioglu)

Yazisma: Uz. Dr. Cengiz Ceylan



86 Tepecik Egit Hast Derg 2012; 22 (2)

SUMMARY

Aim: In this study, we have invastigated the anti-myeloma effect of the combination of these two agents againts CD 20
antigen positive and negative multpile myeloma (MM) cell lines.

Material and Method: ARH-77 and RPMI-8226 were cultured with rituximab and zoledronic acid singly or combination.
After evaluation for proliferation inhibition CD20 measurements is made for ARH-77 cell line and RPMI-8226 cell line in
efficient concentrations.

Findings: We have found that these two agents had antagonistic activity againts both ARH-77 and RPMI-8226 cell lines. As
an unexpected finding, complement alone exhibited prominent proliferative activity on RPMI -8226 cells.

Conclusion: In MM and plasma celll leukemia in which there is potential for rituximab use, it is suggested that combination

with zoledronic acid may not be a suitable approach.

Key words: Multiple myeloma, CD20, Zoledronic acid, Rituximab, Complement

GIRIS

Multipl miyelom (MM) plazma hiicrelerinin neo-
plastik hastaligidir. Standart doz kemoterapiler ile
iyilesme olasiligi yoktur. Giiniimizde % 30-40
oraninda standart doz yiiksek doz kemoterapiler
sonrasinda yapilan otolog kok hiicre nakilleri ile tam
gerileyebilir (1-3). Kemik iligi iizerine miyelosupres-
yon yapan miyeloablatif ve miyelosupresyon yap-
mayan myeloablatif olmayan allojenik ilik nakilleri ile
umut verici sonuglar alinmaktadir (4,5). Bununla
birlikte hastalarmn %30°dan daha azi allojenik kemik
iligi nakillerine adaydir. Osteoklastik kemik yikimi
iizerine bifosfanatlarin koruyucu etkisi iyi bilinmek-
tedir. En potent bifosfonat zoledronik asittir (ZA) ve
anti-proliferatif, apoptotik etkiler farkli hiicre serile-
rinde gosterilmistir (6), 100-500 uM konsatrasyon-
larda ZOL’un MM hiicre serilerinde apoptozisi indiik-
ledigi ve interldin-6’nin proliferatif etkilerini inhibe
ettigi gosterilmistir (7,8). Paklitaksel ile kombine
kullanildiginda tamoxifen ve dexametazon in vitro
olarak MM ve meme kanserli hiicre serilerinde
sinerjistik aktivite gostermektedirler (9,10).

CD20 prekiirsér ve olgun B lenfositlerinde trans
membran antijenidir. {lk calismalar plazma hiicrele-
rinin CD 20 igermedigini goéstermistir (11). Daha
sonraki ¢aligmalarda neoplastik plazma hiicrelerinde
CD 20 ekspresyon oranlarmnin % 20-100 arasinda
oldugu gosterilmistir (12,13). CD20 pozitif MM
hastalari ile negatif olanlarin karsilastirilmasi yapildigi
zaman bu antijenin ekspresyonunun daha agresif
fenotip ile iligkili olabildigi belirtilmistir (13).

RTX,B-hiicreli lenfomalarda kullanilan ve CD20
antijenine karsi gelistirilmis monoklonal antikordur.
Anti-neoplastik etkisi {i¢ sekilde ortaya ¢ikmaktadir:
Antikor bagimli selluler sitotoksisite, kompleman

bagimli sitotoksisite ve apoptozu baslatma (14-16).
RTX klasik? aktivasyonu ve kompleman bagiml
sitotoksisite izole B lenfoma hiicreleri ve B hiicre
serilerinde son derecede etkilidir (16-18). Kompleman
aktivasyonunu saglar (19). Komplemen aktivasyonu
imunglobulinlerin Fc bolgesi Clq bolgesine baglana-
rak saglanir (20). RTX baslandiktan sonra 6.nc1 ayda
otolog kemik iligi nakli ger¢eklestirilen 2 hastada tam
gerileme oldugunu gosteren calisma ile RTX etkin-
ligini gosteren bulgular saptanmustir (21). Ayrica yeni
teshis edilen MM’lu hastalarda melfalan-prednizolon
tedavisi ile birlikte tiim sag kalim siirelerini uzattigi
saptanmustir (22). Bu calismanin amact RTX ve ZA-
RTX birlikteliginin CD20 pozitif ve CD 20 negatif
MM hiicre serilerinde etkinligini arastirmaktir.

GEREC VE YONTEM
ilaclarin temini

ZA Novartis Pharma AG (Basel, Isvicre)’den saglandi
ve {retici direktifleri dogrultusunda hazirlandi ve
depolandi. RTX Roche AG (Basel, Isvicre)’den
sagland1 ve tretici direktifleri dogrultusunda hazirlandi
ve depolandi. Tavsan komplemani INNO-TRAIN
Diagnostic GmbH (Kronberg/Taunus) den saglandi.

Hiicre serileri

CD20(+) ARH 77 ve CD 20(-) RPMI 8226 hiicre
serileri Dr. Ali Ugur Ural tarafindan hediye edildi.
Hiicre serileri %10 1s1 inaktive fetal sigir serumu
(Biological Industries,Israel), 1 mmol/L L-glutamin
100 U/ml penisilin (Biological Industries, Israel), 100
ng/ml streptomisin (Biological Industries,Israel ) ve 4
pg/ml amfoterisin B (Biological Industries, Israel)
37 Cde % 5 CO2 ortamda 1 hafta ile RPMI 1640 da
tiretildi.
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Sitotoksik dl¢iim

XTT (Roche Diagnostik, Almanya) inhibisyon ve
proliferasyon Olciimleri, ilgili makaledeki direktifler
dogrultusunda yapildi (23). Her bir hiicre serisi ortam-
dan topland1 ve 1x10* hiicre igeren yuvaciklara yerles-
tirildi. RTX 4,8,16,32 ve 64 ng/ml konsantrasyonlar,
ZA 1,10,50,100,200 pmol/l konsantrasyonlar eklendi.
25 pg/ml tavsan kompleman: RTX igeren yuvaciklara
eklendi (24,25). Yuvaciklar % 5 CO2 de 37C’de
inkiibe edildi. ZOL ve RTX ile ARH 77 hiicre serisi-
nin 48 saatlik inkiibasyon periyodu (ikilesme zamant:
30 saat) ve RPMI 8226 hiicre serisinin 72 saatlik
inkiibasyon periyodu (ikilesme z.:60 saat) sonrasinda,
XTT soliisyonu yuvaciklara eklendi ve tekrar 4 saat
inkiibe edildi. Orneklerin spektrofotometrik absor-
bans dalgasi, (ELISA) okuyucuda 6l¢iildii. Absorbans
450 nm da okundu. Referans dalga boyu 650 nm idi
ve her bir 6l¢iim 3 kez tekrarlandi. Sonraki ilag dozlar
IC50 degerine gore secildi. Tablo 1 deki gibi farkli ZA
ve RTX biresimi 6l¢iildii. 25 pm/1 tavsan komplemant
hiicrelere eklendi. Hiicreler RTX olmadan da komp-

laman ile kontrol amagl 6l¢iildii. ARH-77 inkiibas-
yonun 48.saatinde, RPMI 72.saatinde XTT ile dl¢tildii.

Hiicre serilerinde CD20 antijeninin dl¢iilmesi

CD20 antijeni RTX 6ncesi ve sonrasinda ARH 77 ve
RPMI 8226 hiicre serilerinde akim sitometrisinde
(FACS calibur) analize edildi.

BULGULAR

ARH 77 hiicrelerinin bazal CD20 ekspresyonu % 96
dan fazla saptandi. ZOL ile ARH 77 hiicrelerinin
CD20 ekspresyonu iizerine etkisinin olmadigi, RTX
ise CD20 antijeni ekspresyonunu tamamen kaplamak-
taydr (Sekil 1 ve 2). RPMI 8226 hiicre serilerinin
CD20 ekspresyonu % 6 idi ve RTX tamamini bloke
etmisti (Sekil 3 ve 4). ARH-77 hiicreleri iizerine ZOL
doz bagimli inhibitor etkisi mevcuttu (Sekil 5). ZOL
IC50 39 puM. ZOL RPMI-8226 iizerine 1-10 uM
konsantrasyonlarda doz bagimli etkisi
Ancak 10 uM iizerinde etki olmadig1 saptandi (Sekil
5). IC50 6pm saptandi.

mevcuttu.

Tablo 1. ZA(uM) ve RTX (pg/ml) i¢in kullanilan doz semast

ZA Dozu RTX(1) RTX(5) RTX(10) RTX(20) RTX(40)
1) A AR AR AR R
(10 A AR AR AR R
(50 A AR AR AR R
(100) A AR AR AR R

A: ARH 77 hiicre serileri i¢in yapilan kombinasyon dozlari, R: RPMI 8226 hiicre serileri i¢in kullanilan kombinasyon dozlari
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Sekil 1. ARH-77 hiicre serisinde A:Hiicrelerin R1 kap1 ekspresyonlari, B: izotipik kontrol
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Sekil 2. C: ARH-77 hiicre serisinin CD 20 ekspresyon diizeyi (% 96), D: RTX sonras1 CD20 ekspresyonlari (Tamanu ile blokaj olusmakta)
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Sekil 3: A: RPMI-8226 hiicre serisinin R1 kap1 goriiniisii, B:izotipik kontrol
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Sekil 4. C: RPMI-8226 hiicre serisinin CD20 ekspresyon diizeyi (% 6), D: RTX sonras1 blokaj olusmakta
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Sekil 6. Rituksimab’in hiicre serilerine etkileri

Beklendigi gibi RTX CD 20 negatif RPMI 8226
hiicreleri lizerine tavsan komplemani eklemeden etkili
degildi, ilging bir sekilde RTX olmadan tavsan
komplemaninin RPMI 8226 hiicreleri iizerinde % 80
bliyiime gosterdi. ARH 77 hiicreleri iizerine tavsan
komplemani1 eklenmesi baskilayict etki gosterdi ve
IC50 4.3 pg/ml saptandi. RPMI 8226 hiicreleri
iizerinde kismi baskilayici etki elde etmek icin yiiksek
yogunlukta RTX eklenmesi gerekti. Tavsan komp-

lemani varliginda IC 20 ve IC 50 degerleri sirasiyla
10 pg/ml ve 45 pg/ml olarak saptand: (Sekil 6).

Kombinasyon indeksi(CI) Cl=d1/D1+d2/D2 formiilii
ile hesaplandi. ZA ve RTX etkili konsatrasyonlari
arasinda tiim kombinasyon calismalar1 (Tablo 2 ve 3)
calisild1 ve her iki hiicre serilerinde antagonistik etki
saptandi(CI>1) (Sekil 7 ve 8).
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Sekil 8. CD 20(-) RPMI 8226 hiicre serisinde kombinasyon etkileri
Tablo 2. Kombinasyon ile ARH-77 hiicrelerinin baskilama yiizdesi
ZA Dozu(uM) RTX(5pg/ml) RTX(10pg/ml) RTX(20pg/ml)
1 5% 20 35
10 1 20 20
50 15 23 33
100 59 65 56
Tablo 3. Kombinasyon ile RPMI-8226 hiicrelerinin baskilama yiizdesi
ZA Dozu (uM) RTX(5pg/ml) RTX(10pg/ml) RTX(20pg/ml)
1 15% 20 40
10 25 35 45
50 45 58 60
100 45 40 55
TARTISMA kiigiik sekilli olgun goriinen plazma hiicrelerinin
. arasindaki iligki ilk kez Bartl ve arkadaglari arasinda
Jackson ve arkadaslarn tarafindan yapilan ilk ¥ ¥

calismalarda plazma hiicrelerinde CD20 antijeni
negatifti (11), sonraki caligmalarda MM hastalarin
% 22’sinde kismi veya tamamen CD 20 antijeni igeren
plazma hiicreleri saptand1 (12,13). CD20 pozitifligi ve

ilk kesfedildi (26). Sindekan-1 (CD138) malin plazma
hiicrelerinde, MM hiicre serilerinin ¢gogunda ve hasta
orneklerinde  eksprese edilir (27,28). CDI138
ekspresyonu terminal safhadaki plazma hiicrelerinde
de eksprese edilmekte ¢iinkii son derece proliferatif
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normal plazmablastlar ve tiim erken B-hiicre evreleri
bunlarda yoktur (29,30). William ve arkadaglart hem
insan MM hiicre serileri ve primer hasta drneklerinden
yiiksek derece klonojenik olanlarin CD138 eksprese
etmediklerini gosterdiler. (31).

Hofer ve arkadaglart 64 yasinda CD20 negatif kotii
diferansiye ve otoimun hemolitik anemili bir hastanin
RTX tedavisine cevap verdigini gosterdiler. Bu
hastada CD 20 negatif olmasina rag-men dramatik
yanit verdi ve IgM farki diisti. RTX tedavisinden
sonra 10. haftada yapilan kemik iligi biyopsisinde
miyelom hiicrelerinde belirgin azalma izlendi. CD 20
MM hiicreleri iizerinde beklenmedik RTX etkisinin
mekanizmasini; ilacin prekiirsér CD20 pozitif hiicreler
iizerine etkisi ile agikladilar (32). Pilarski ve
arkadaglar1 miyelomlu hastalarin periferik kanlarinda
klonotipik B hiicreleri tespit edip, 5 aylik anti CD20
tedavisi sonrasi hastalarin yasam oranlarinda etki
etmedigini saptadilar ve bu sonucu verilen anti-CD20
tedavisinin klonotipik B hiicrelerini azaltamayisina
bagladilar (38).

ZA’in, MM hiicrelerinde apoptozu baslattigi ve
proliferasyonu baskiladig1 bilinmektedir (8,33). Bu
¢alismanin amaci ZA’in anti-proliferatif etkisini, RTX
ve kombinasyonlarmim CD20 (+) ve CD20 (-) MM
hiicre serilerine etkisini arastirmaktir. Beklendigi gibi
RTX CD 20 pozitif hiicrelere kars1 daha etkilidir(IC50
4.3 pg/ml vs 45 pg/ml). Sirpriz bir sekilde komple-
men tek basma RPMI 8226 hiicreleri {izerine belirgin
proliferatif aktivite gosterdi. Benzer bulgular Servis ve
ark.larinca sentetik C3 peptitlerin lenfoblastoid B
hiicrelerinin biiylimesinde artis seklinde gozlendi(34).
Kompleman bagimli sitotoksik aktivite anti-timor
etkinlik i¢in 6nemli bir mekanizmadir. Calismamizda
sitotoksik T lenfositlerin yoklugunda kompleman
proliferatif sinyal yolunu aktive eden spesifik
reseptorlere baglanan bir ligand gibi hareket edebilir.

ZA ile ARH 77’nin proliferasyon baskilanmasi doza
bagimlidir (Sekil 9) ve IC 50 39 uM bulundu. Bu bul-
gular bildirilen degerler ile uyumlu bulundu (35).
Bununla birlikte RPMI hiicrelerinde ZA’in 10 uM
iizerinde doz bagimli anti-proliferatif etki saptanmadi.
Kemorezistan DHL-4 B hiicrelerinde RTX ile
adriyamisin kombinasyonlarinda adriyamisin = ve
sisplatine duyarlilik izlenirken, etoposit’de bu etki
izlenmedi (36). Kimura ve arkadaslar1 16semi hiicre
serilerinde ZA ile farkli ajanlari galistilar ve metot-
raksat, vinkristin ile antagonistik etkilerini gosterdiler

(37). Calismamizda RTX ile ZA'in kombinasyon
caligmalar1 yapildi ve antagonistik etki saptandi.
fleride klinik caligmalara uygulanmasi i¢in daha fazla
calismaya gereksinim vardir.
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