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ÖZET 

Amaç: Bu çalışmada multipl miyelom hücre serilerinde CD 20 antijeni pozitif ve negatif hücre serilerinde rituksimab ve 
zoledronik asitin  anti-miyelom etkilerini araştırdık. 

Gereç ve Yöntem: ARH-77 (CD20 pozitif) ve RPMI-8226 (CD20 negatif) multipl miyelom hücre serileri rituksimab ve 
zoledronik asit ile tek veya birlikte kültüre edildi. ARH-77 hücre serileri ve RPMI 8226 hücre serilerinde CD20 baskılayıcı 
etkileri araştırıldı. 

Bulgular: Çalışmada bu iki maddenin antagonistik aktivite gösterdiklerini saptadık. Kompleman tek başına RPMI 8226 
hücre serilerinde proliferatif etki gösterdi. 

Sonuç: Multipl miyelom ve plazma hücre lösemilerinde rituksimab kullanımının uygun bir yaklaşım olmadığını 
düşünüyoruz. 

Anahtar Sözcükler: Multipl miyelom, CD20, Zoledronik asid, Rituksimab, Kompleman 
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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. 
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GİRİŞ 

Multipl miyelom (MM) plazma hücrelerinin neo-
plastik hastalığıdır. Standart doz kemoterapiler ile 
iyileşme olasılığı yoktur. Günümüzde % 30-40 
oranında standart doz yüksek doz kemoterapiler 
sonrasında yapılan otolog kök hücre nakilleri ile tam 
gerileyebilir (1-3). Kemik iliği üzerine miyelosupres-
yon yapan miyeloablatif ve miyelosupresyon yap-
mayan myeloablatif olmayan allojenik ilik nakilleri ile 
umut verici sonuçlar alınmaktadır (4,5). Bununla 
birlikte hastaların %30’dan daha azı allojenik kemik 
iliği nakillerine adaydır. Osteoklastik kemik yıkımı 
üzerine bifosfanatların koruyucu etkisi iyi bilinmek-
tedir. En potent bifosfonat zoledronik asittir (ZA) ve 
anti-proliferatif, apoptotik etkiler farklı hücre serile-
rinde gösterilmiştir (6), 100-500 µM konsatrasyon-
larda ZOL’un MM hücre serilerinde apoptozisi indük-
lediği ve interlöin-6’nın proliferatif etkilerini inhibe 
ettiği gösterilmiştir (7,8). Paklitaksel ile kombine 
kullanıldığında tamoxifen ve dexametazon in vitro 
olarak MM ve meme kanserli hücre serilerinde 
sinerjistik aktivite göstermektedirler (9,10). 

CD20 prekürsör ve olgun B lenfositlerinde trans 
membran antijenidir. İlk çalışmalar plazma hücrele-
rinin CD 20 içermediğini göstermiştir (11). Daha 
sonraki çalışmalarda neoplastik plazma hücrelerinde 
CD 20 ekspresyon oranlarının % 20-100 arasında 
olduğu gösterilmiştir (12,13). CD20 pozitif MM 
hastaları ile negatif olanların karşılaştırılması yapıldığı 
zaman bu antijenin ekspresyonunun daha agresif 
fenotip ile ilişkili olabildiği belirtilmiştir (13).  

RTX,B-hücreli lenfomalarda kullanılan ve CD20 
antijenine karşı geliştirilmiş monoklonal antikordur. 
Anti-neoplastik etkisi üç şekilde ortaya çıkmaktadır: 
Antikor bağımlı selluler sitotoksisite, kompleman 

bağımlı sitotoksisite ve apoptozu başlatma (14-16). 
RTX klasik? aktivasyonu ve kompleman bağımlı 
sitotoksisite izole B lenfoma hücreleri ve B hücre 
serilerinde son derecede etkilidir (16-18). Kompleman 
aktivasyonunu sağlar (19). Komplemen aktivasyonu 
imunglobulinlerin Fc bölgesi C1q bölgesine bağlana-
rak sağlanır (20). RTX başlandıktan sonra 6.ncı ayda 
otolog kemik iliği nakli gerçekleştirilen 2 hastada tam 
gerileme olduğunu gösteren çalışma ile RTX etkin-
liğini gösteren bulgular saptanmıştır (21). Ayrıca yeni 
teşhis edilen MM’lu hastalarda melfalan-prednizolon 
tedavisi ile birlikte tüm sağ kalım sürelerini uzattığı 
saptanmıştır (22). Bu çalışmanın amacı RTX ve ZA-
RTX birlikteliğinin CD20 pozitif ve CD 20 negatif 
MM hücre serilerinde etkinliğini araştırmaktır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 

İlaçların temini 

ZA,Novartis Pharma AG (Basel, İsviçre)’den sağlandı 
ve üretici direktifleri doğrultusunda hazırlandı ve 
depolandı. RTX Roche AG (Basel, İsviçre)’den 
sağlandı ve üretici direktifleri doğrultusunda hazırlandı 
ve depolandı. Tavşan komplemanı INNO-TRAIN 
Diagnostic GmbH (Kronberg/Taunus) den sağlandı. 

Hücre serileri 

CD20(+) ARH 77 ve CD 20(-) RPMI 8226 hücre 
serileri Dr. Ali Uğur Ural tarafından hediye edildi. 
Hücre serileri %10 ısı inaktive fetal sığır serumu 
(Biological Industries,Israel), 1 mmol/L L-glutamin 
100 U/ml penisilin (Biological Industries, Israel), 100 
µg/ml streptomisin (Biological Industries,Israel ) ve 4 
µg/ml amfoterisin B (Biological Industries, Israel)       
37 C de % 5 CO2 ortamda 1 hafta  ile RPMI 1640 da 
üretildi.  
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Sitotoksik ölçüm 

XTT (Roche Diagnostik, Almanya) inhibisyon ve 
proliferasyon ölçümleri, ilgili makaledeki direktifler 
doğrultusunda yapıldı (23). Her bir hücre serisi ortam-
dan toplandı ve 1x104 hücre içeren yuvacıklara yerleş-
tirildi. RTX 4,8,16,32 ve 64 µg/ml konsantrasyonlar, 
ZA 1,10,50,100,200 µmol/l konsantrasyonlar eklendi. 
25 µg/ml tavşan komplemanı RTX içeren yuvacıklara 
eklendi (24,25). Yuvacıklar % 5 CO2 de 37C’de 
inkübe edildi. ZOL ve RTX ile ARH 77 hücre serisi-
nin 48 saatlik inkübasyon periyodu (ikileşme zamanı: 
30 saat) ve RPMI 8226 hücre serisinin 72 saatlik 
inkübasyon periyodu (ikileşme z.:60 saat) sonrasında, 
XTT solüsyonu yuvacıklara eklendi ve tekrar 4 saat 
inkübe edildi. Örneklerin spektrofotometrik absor-
bans dalgası, (ELISA) okuyucuda ölçüldü. Absorbans 
450 nm da okundu. Referans dalga boyu 650 nm idi 
ve her bir ölçüm 3 kez tekrarlandı. Sonraki ilaç dozları 
IC50 değerine göre seçildi. Tablo 1 deki gibi farklı ZA 
ve RTX bireşimi ölçüldü. 25 µm/l tavşan komplemanı 
hücrelere eklendi. Hücreler RTX olmadan da komp-

laman ile kontrol amaçlı ölçüldü. ARH-77 inkübas-
yonun 48.saatinde, RPMI 72.saatinde XTT ile ölçüldü. 

Hücre serilerinde CD20 antijeninin ölçülmesi 

CD20 antijeni RTX öncesi ve sonrasında ARH 77 ve 
RPMI 8226 hücre serilerinde akım sitometrisinde 
(FACS calibur) analize edildi.  

BULGULAR 

ARH 77 hücrelerinin bazal CD20 ekspresyonu % 96 
dan fazla saptandı. ZOL ile ARH 77 hücrelerinin  
CD20 ekspresyonu üzerine etkisinin olmadığı, RTX 
ise CD20 antijeni ekspresyonunu tamamen kaplamak-
taydı (Şekil 1 ve 2). RPMI 8226 hücre serilerinin  
CD20 ekspresyonu % 6 idi ve RTX tamamını bloke 
etmişti (Şekil 3 ve 4). ARH-77 hücreleri üzerine ZOL 
doz bağımlı inhibitör etkisi mevcuttu (Şekil 5). ZOL 
IC50 39 µM. ZOL RPMI-8226 üzerine 1-10 µM 
konsantrasyonlarda doz bağımlı etkisi mevcuttu. 
Ancak 10 µM üzerinde etki olmadığı saptandı (Şekil 
5). IC50 6µm saptandı. 
 

Tablo 1. ZA(μM) ve RTX (μg/ml) için kullanılan doz şeması 

ZA Dozu RTX(1) RTX(5) RTX(10) RTX(20) RTX(40) 

 (1) A A,R A,R A,R R 

 (10) A A,R A,R A,R R 

(50) A A,R A,R A,R R 

 (100) A A,R A,R A,R R 

A: ARH 77 hücre serileri için yapılan kombinasyon dozları, R: RPMI 8226 hücre serileri için kullanılan kombinasyon dozları 

 

Şekil 1. ARH-77 hücre serisinde A:Hücrelerin R1 kapı  ekspresyonları, B: izotipik kontrol 
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Şekil 2. C: ARH-77 hücre serisinin CD 20 ekspresyon düzeyi (% 96), D: RTX sonrası CD20 ekspresyonları (Tamamı ile blokaj oluşmakta) 

 

Şekil  3: A: RPMI-8226  hücre serisinin R1 kapı  görünüşü, B:izotipik kontrol 

 

Şekil 4. C: RPMI-8226 hücre serisinin CD20 ekspresyon düzeyi (% 6), D: RTX sonrası blokaj oluşmakta 
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Şekil 5. Zoledronik asit’in hücre serilerine etkileri 
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Şekil 6. Rituksimab’ın hücre serilerine etkileri 

 

 

Beklendiği gibi RTX CD 20 negatif RPMI 8226 
hücreleri üzerine  tavşan komplemanı eklemeden etkili 
değildi, ilginç bir şekilde RTX olmadan tavşan 
komplemanının RPMI 8226 hücreleri üzerinde % 80 
büyüme gösterdi. ARH 77 hücreleri üzerine tavşan 
komplemanı eklenmesi baskılayıcı etki gösterdi ve 
IC50 4.3 µg/ml saptandı. RPMI 8226 hücreleri 
üzerinde kısmi baskılayıcı etki elde etmek için yüksek 
yoğunlukta RTX eklenmesi gerekti. Tavşan komp-

lemanı varlığında IC 20 ve IC 50 değerleri sırasıyla      
10 µg/ml ve 45 µg/ml olarak saptandı (Şekil 6). 

Kombinasyon indeksi(CI) CI=d1/D1+d2/D2 formülü 
ile hesaplandı. ZA ve RTX etkili konsatrasyonları 
arasında tüm kombinasyon çalışmaları (Tablo 2 ve 3) 
çalışıldı ve her iki hücre serilerinde antagonistik etki 
saptandı(CI>1) (Şekil 7 ve 8). 
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Şekil 7. CD20(+) ARH 77 hücre serisinde kombinasyonun etkileri 
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Şekil 8. CD 20(-) RPMI 8226 hücre serisinde kombinasyon etkileri 

Tablo 2. Kombinasyon ile ARH-77 hücrelerinin  baskılama yüzdesi 

ZA Dozu(µM) RTX(5µg/ml) RTX(10µg/ml) RTX(20µg/ml) 

 1 5* 20 35 

10 1 20 20 

50 15 23 33 

100 59 65 56 
 

 Tablo 3. Kombinasyon ile RPMI-8226 hücrelerinin baskılama yüzdesi 

ZA Dozu (µM) RTX(5µg/ml) RTX(10µg/ml) RTX(20µg/ml) 
1 15* 20 40 
10 25 35 45 
50 45 58 60 

100 45 40 55 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TARTIŞMA 

Jackson ve arkadaşları tarafından yapılan ilk 
çalışmalarda plazma hücrelerinde CD20 antijeni 
negatifti (11), sonraki çalışmalarda MM hastaların             
% 22’sinde kısmi veya tamamen CD 20 antijeni içeren 
plazma hücreleri saptandı (12,13). CD20 pozitifliği ve 

küçük şekilli olgun görünen plazma hücrelerinin 
arasındaki ilişki ilk kez Bartl ve arkadaşları arasında 
ilk keşfedildi (26). Sindekan-1 (CD138) malin plazma 
hücrelerinde, MM hücre serilerinin çoğunda ve hasta 
örneklerinde eksprese edilir (27,28). CD138 
ekspresyonu terminal safhadaki plazma hücrelerinde 
de eksprese edilmekte çünkü son derece proliferatif 
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normal plazmablastlar ve tüm erken B-hücre evreleri 
bunlarda yoktur (29,30). William ve arkadaşları hem 
insan MM hücre serileri ve primer hasta örneklerinden 
yüksek derece klonojenik  olanların CD138 eksprese 
etmediklerini gösterdiler. (31). 

Hofer ve arkadaşları 64 yaşında CD20 negatif kötü 
diferansiye ve otoimun hemolitik anemili bir hastanın 
RTX tedavisine cevap verdiğini gösterdiler. Bu 
hastada CD 20 negatif olmasına rağ-men dramatik 
yanıt verdi ve IgM farkı düştü. RTX tedavisinden 
sonra 10. haftada yapılan kemik iliği biyopsisinde 
miyelom hücrelerinde belirgin azalma izlendi. CD 20 
MM hücreleri üzerinde beklenmedik RTX etkisinin 
mekanizmasını; ilacın prekürsör CD20 pozitif hücreler 
üzerine etkisi ile açıkladılar (32). Pilarski ve 
arkadaşları miyelomlu hastaların periferik kanlarında 
klonotipik B hücreleri tespit edip, 5 aylık anti CD20 
tedavisi sonrası hastaların yaşam oranlarında etki 
etmediğini saptadılar ve bu sonucu verilen anti-CD20 
tedavisinin klonotipik B hücrelerini azaltamayışına 
bağladılar (38). 

ZA’in, MM hücrelerinde apoptozu başlattığı ve 
proliferasyonu baskıladığı bilinmektedir (8,33). Bu 
çalışmanın amacı ZA’in anti-proliferatif etkisini, RTX 
ve kombinasyonlarının CD20 (+) ve CD20 (-) MM 
hücre serilerine etkisini araştırmaktır. Beklendiği gibi 
RTX CD 20 pozitif hücrelere karşı daha etkilidir(IC50 
4.3 µg/ml vs 45 µg/ml). Sürpriz bir şekilde komple-
men tek başına RPMI 8226 hücreleri üzerine belirgin 
proliferatif aktivite gösterdi. Benzer bulgular Servis ve 
ark.larınca sentetik C3 peptitlerin lenfoblastoid B 
hücrelerinin büyümesinde artış şeklinde gözlendi(34). 
Kompleman bağımlı sitotoksik aktivite anti-tümör 
etkinlik için önemli bir mekanizmadır. Çalışmamızda 
sitotoksik T lenfositlerin yokluğunda kompleman 
proliferatif sinyal yolunu aktive eden spesifik 
reseptörlere bağlanan  bir ligand gibi hareket edebilir. 

ZA ile ARH 77’nin proliferasyon baskılanması doza 
bağımlıdır (Şekil 9) ve IC 50 39 µM bulundu. Bu bul-
gular bildirilen değerler ile uyumlu bulundu (35). 
Bununla birlikte RPMI hücrelerinde ZA’in 10 µM 
üzerinde doz bağımlı anti-proliferatif etki saptanmadı. 
Kemorezistan DHL-4 B hücrelerinde RTX ile 
adriyamisin kombinasyonlarında adriyamisin ve 
sisplatine duyarlılık izlenirken, etoposit’de bu etki 
izlenmedi (36). Kimura ve arkadaşları lösemi hücre 
serilerinde ZA ile farklı ajanları çalıştılar ve metot-
raksat, vinkristin ile antagonistik etkilerini gösterdiler 

(37). Çalışmamızda RTX ile ZA'in kombinasyon 
çalışmaları yapıldı ve antagonistik etki saptandı. 
İleride klinik çalışmalara uygulanması için daha fazla 
çalışmaya gereksinim vardır. 
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