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Ozet

olarak hiicre boliinmesini durdurup hiicrenin apopitozise gidisini saglar. Dosetaksel meme, prostat
ve mesane kanserinde sik kullanilan bir ilagtir. Calismada Ig G plazma hiicreli 16semi 6rnegi olan
hiicre hattt [ARH-77 ATCC No: CRL-1621] iizerinde baska bir¢ok kanserin tedavisinde ilag
olarak kullanilan dosetaksel ile ortaya ¢ikabilecek sitotoksik etki arastirildi. Yontem. Caligmada
ARH-77 hiicreleri {izerinde 0,1-1-10-50-100 umol/L olacak sekilde farkli dosetaksel
konsantrasyonlar1 kullanilarak sitotoksik etki incelendi. Sitotoksik etki XTT testi ile
degerlendirildi. Bulgular. insan Ig G plazma hiicreli 16semi 6rnegini olusturan ARH-77 hiicre
hattinda dosetakselin artan konsantrasyonlarinda olusturdugu sitotoksik etki ortaya kondu. Sonug.
Veriler dosetakselin 50 umol konsantrasyonunda ARH-77 hiicreleri iizerinde letal doza eristigini
gostermistir. Dosetakselin plazma hiicreli 16semi hiicre hattinda etkin sitotoksik etkisi bu ilacin
nadir gdzlenen ve koti prognozla karakterize hastalik tedavisinde kullanilabilecegini
diistindiirmektedir. Fakat bu ilacin plazma hiicreli 16semide kullanimi i¢in daha ileri testlere ihtiyag
vardir.

Anahtar sozciikler: Dosetaksel, ARH-77, mitoz inhibisyonu, plazma hiicreli 16semi, sitotoksik
etki

Abstract

Aim.: Docetaxel causes microtubule stabilization during mitotic spindle organizing in cell and
forces the cell to go apoptosis. Docetaxel is widely used in breast, prostate and bladder cancer. The
potential cytotoxic effect of docetaxel, a chemotherapeutic agent which is used in various cancers,
on Ig G plasma cell leukemia cell line (ARH-77- ATCC No: CRL-1621) was investigated in this
study. Methods. The cytotoxic effect of docetaxel on ARH-77 cell line was evaluated at different
concentrations namely 0.1-1-10-50-100 umol/L by using XTTtest. Result. It was shown that,
docetaxel had significant cytotoxic affect at higher concentrations on ARH-77 cell line which
forms a sample of human Ig G plasma cell leukemia. Conclusion. The data represent that the
lethal dose of docetaxel in ARH-77 cell line is at the concentration of 50 umol/L. Our results
suggest that docetaxel could be useful in the treatment of plasma cell leukemia of rare cases
associated with poor prognosis. But further tests are needed to use this drug in plasma cell
leukemia.
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Giris

Ig G plazma hiicreli l6semi lenfoproliferatif hastaliklar icinde yer alan plazma hiicre
kokenli bir malignitedir. Cok nadir gézlenir. Plazma hiicresinden koken alan hastaliklarin
%2-4linli olusturur. Hastalik tiim kanserler iginde en agresif seyreden gruptadir.
Olgularin %60-70’1 primer olarak ortaya ¢ikar. Sekonder grup i¢inde ¢ogunlukla multiple
myelomdan transforme olan form vardir. Bir anlamda hastalik multiple myelomun ileri
terminal formudur. Tedavide basta siklofosfamid, doksorubisin, vinkristin ve prednizon
olmak tiizere farkli ilaglar tek ve kombine olarak kullanilmaktadir. Tiim farkli tedavi
yaklagimlara ragmen ortalama sag kalim siiresi 18-20 aydir [1, 2]. Dosetaksel, taksanlar
grubundan mikrotiibiil stabilize edici bir ajandir. Mitozda énemli olan tiibiilin molekiiliine
yiiksek afinite ile baglanir. Boylece mitoz gerceklesemez. Proliferasyon durur ve hiicre
apopitoza gider [3]. Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda hiicre i¢ine aliminin hizl
olmasina bagli olarak dosetakselin bir ¢ok hiicre grubunda anti-neoplastik aktivite
gosterdigi  bulunmustur [4, 5]. Dosetakselin farkli sitotoksik ajanla kombine
edilebilecegini destekleyen yayinlar mevcuttur [6].

Calismamizda halen plazma hiicreli 16semi protokoliinde bulunmayan ancak sistemik
etkisi nedeni ile plazma hiicreli 16semi {izerinde etkili olabilecegini diisiindiigiimiiz
dosetaksel, farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak Ig G plazma hiicreli l16semi hiicre hatti
(ARH-77-ATCC-No: CRL-1621) iizerinde denenmistir. Dosetakselin, ARH-77 hiicre
hatt1 {izerine olan sitotoksik etkisi kolorometrik bir test olan XTT testi ile
degerlendirilmis ve elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir [7].

Gerec ve yontem

Dosetaksel konsantrasyonlarinin hazirlanmasi

Dosetaksel (Doxel®Mustafa Nevzat Ilag) Morse ve ark.” nin protokoliine uyularak RPMI
1640 (Sigma-Aldrich-R8758) iginde ¢ozilmiis ve 0,1-1-10-50-100 umol/L olacak sekilde
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmigtir [3].

Hiicre kiiltiirii

Bu calismada Ig G plazma hiicreli 16semi hiicre hatti (ARH-77- ATCC No: CRL-1621)
kullanilmastir. Hiicreler %210(v/v) fetal bovin serum (BiochromAG, Germany) ve %1(v/v)
penisilin-streptomisin (Biological Industries, Israel) iceren RPMI 1640 (Sigma-Aldrich-
R8758) igine alinmig, 37°C’de, %5CO,’li ortamda (Heraeus inkiibatorii-Hanau, Germany)
cogaltilmistir [8]. Hiicre kiiltiirii sonrasi sayilari artan hiicreler XTT Assay (Cell
Proliferation Kit, Biological Industries, Israel) i¢in her kuyucukta 1x 10° hiicre olacak
sekilde 96 kuyucuklu plaga yerlestirilmistir. Hiicrelerin yapisma ve ¢ogalmasi igin etiivde
37°C’de 24 saat bekletilmistir. Tablo 1°de belirtilen konsantrasyonlardaki ilag¢ derisimleri
24 saatin sonunda hiicreler iizerine ilave edilmistir. Her deney grubunda kontrol grubu
olarak sadece medyum ve medyum ile hiicrelerin olusturdugu gruplar kullanilmustir.
Calismada ilag eklenen grupla, ilag eklenmeyen kontrol grubundan elde edilen sonuglar
karsilastirilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Dosetakselin 96’lik well-plate’ te ARH-77 hiicre hatt1 iizerine uygulanmasi

Blank Kontrol Deney 1 Zaman

M M+ARH-77 ARH-77+D-0,1 24 SAAT
M M+ARH-77 ARH-77+D-1 24 SAAT
M M+ARH-77 ARH-77+D-10 24 SAAT
M M+ARH-77 ARH-77+D-50 24 SAAT
M M+ARH-77 ARH-77+D-100 24 SAAT

M: Medyum (RPMI 1640)

ARH-77: Plazma hiicreli 16semi hiicre hatti (Human plasma cell leukemia cell
line)

ATCC No: CRL 1621

D: Dosetaksel
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XTT (Cell Proliferation Assay Kit) testi

ARH-77 hiicre hattinin ilag uygulamasindan sonra olusturdugu sitotoksititeyi 6l¢mek i¢in
XTT (2, 3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl)]-2H-
tetrazolium ydroxide) uygulamasinda tiretici firmanin protokolii ile Mutlu ve ark. [9]
uygulamalar1 esas alinmistir. Ilag uygulamasindan 24 saat sonra 96 kuyucuklu deney
plagina XTT solusyonu eklenerek, 490 nm dalga boyunda mikroplate
okuyucusundaokutularak her deney grubunda bulunan hiicrelerin canliliklar1 analiz
edilmistir. Boylece ¢aligma sonucunda 24. saatteki yasayan hiicreler ile 6li hiicrelerin
yiizdelerini elde ettigimiz hiicre canliligini gosteren XTT c¢iktilar1 elde edilmistir.
Calismada altili tekrar gruplar1 kullanmilmigtir. Dosetakselin artan konsantrasyonlarda
ARH-77 hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etkisi Sekil 1’de gosterilmistir. In vitro
hiicre kiiltiir caligmalarinda ilag etkinligi inhibitdr konsantrasyon 50 (IC 50) degeri ile
bulunmustur.
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Sekil 1. Dosetakselin artan dozlarda ARH-77 (human plasma cell leukemia) hiicre hattinda
olusturdugu sitotoksik etki.

Istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analiz ve hesaplamalar i¢in MS-Excel 2003 ve “SPSS for Windows Ver.
15.0” (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlari ile ANOVA analizi kullanild1.
Istatistiksel kararlarda (Bonferroni diizeltmesi yapilan analizler harig) p<0,05 diizeyi
anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismamizda dosetakselin artan konsantrasyonlarda ARH-77 (Ig G plazma hiicreli
16semi) hiicre hattinda olusturdugu sitotoksik etki Sekil 1’de gosterilmistir. Buna gore ilk
ti¢ grup arasinda kontrol grubuna gore anlamli farklilik olmamasina ragmen (p>0,05) son
iki deney grubunda kontrol grubuna goére anlamli farklilik oldugu goézlemlenmistir
(p<0,05) .

Calismada XTT assay icin kontrol grubu olarak kullanilan medya ve ARH-77
hiicrelerinin ~ bulundugu kuyucuklarim ortalama degeri 0,781 iken 50 um/l
konsantrasyonunda dosetaksel uygulanan kuyucuklarin ortalama degeri 0,403 olarak
gozlemlenmistir.

Bilindigi gibi IC50 degeri hiicrelerin %50’ sini oldiiren toksik konsantrasyon olarak
tanimlanmaktadir. Calismamizda Sekil 1’de goriildiigii lizere kontrol grubunu takiben
dosetakselin artan konsantrasyonlarda hiicrelerin canlilik yiizdeleri giderek azalmis ve 50
umol/L konsantrasyonunda canlilik %51 seviyelerine inmistir. Son konsantrasyon olan
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100 umol/L konsantrasyonunda ise canlilik %19’ lara diigmiistiir. Burada 50 umol/L ile
100 umol/L konsantrasyonlar1 arasinda bulunan bir deger hiicrelerin %50’sini 6ldiiren
konsantrasyon olarak degerlendirilmistir. Burada elde edilen veriler 1s18inda dosetakselin
24 saat sonundaki IC50 degeri hesaplanarak 52,47 umol/L oldugu bulunmustur.

Tartisma

Dosetaksel taksan grubunda yer alan sistemik etkili bir ilagtir. Uzun yillardir
kemoteropotik olarak kullanilmakta olup, birgok kanser tiiriinde etkisi bilinmektedir. Cok
nadir gbzlenen ve kotii prognoza sahip bir kanser tiirii olan Ig G plazma hiicreli 16semi
icin bu ilacin kullanimu ile ilgili kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir [10]. Kanser
olgularinda ilag yanit1 bu ilaglarin etki mekanizmasina, uygulama dozlarina oldugu kadar
kullanilan hiicrelerin kdken aldigi dokuya, kanser hiicresinin 6zelliklerine ve onlarin
gorevli mikrotiibiilleri bloke ederek hiicre boliinmesini engellemektedir. Hiicre gogalmasi
engellenen timor hiicreleri apopitozise gitmektedir [11]. Giinlimiizde dosetaksel 6zellikle
metastaik meme kanseri, prostat, mesane, over, mide ve kii¢iik hiicreli akciger kanserinde
kullanilmaktadir [4]. Bu olgularda cerrahi dncesi ve sonrast kullanimi yoniinde 6nemli
caligmalar vardir [12-14]. Ancak burada sistemik yan etkileri 6nemli bir sorun olarak
halen giincelligini korumaktadir Bazi ileri evre kanser olgularinda dosetakselin tek basina
kullanimu yetersiz kalabilmektedir [15].

Plazma hiicreli 16semi plazma hiicrelerinden kaynaklanan nadir goriilen agresif bir
neoplastik bozukluktur [16]. Plazma hiicreli 16semi primer olarak ortaya ¢ikabildigi gibi
bir diger plazma hiicre diskrazisi olan multipl myelomaya sekonder olarak da goriilebilir.
Her iki malignitede de bulgular aynidir ancak plazma hiicreli losemide beklenen yasam
stiresi aylarla Ol¢iiliir. Plazma hiicreli 16semi patogenezinde yer alan mekanizmalar tam
olarak a¢iklanamamakta ve plazma hiicrelerinin neden kemik iliginden disar1 ¢ikip agresif
metaztaz 6zelligi kazandig1 bilinmemektedir [2]. Cok cesitli tedavi yontemleri denenmis
olmasina ragmen plazma hiicreli 16semi tanist almig hastalarda tam tedavi miimkiin
olmamakta, beklenen yagam siiresi 7-11 ay1 gegmemektedir [1].

Calismamizda, hiicrede mitotik siire¢te olusan mikrotiibiil olusumunu stabilize ederek
hiicrenin proliferasyonunu durduran ve hiicrenin apopitozise gidisine sebep olan
dosetakselin ARH-77 plazma hiicreli 16semi hiicre hatt1 tizerindeki etkisini inceledik.
Hiicre hatlar1 iizerine uygulanan ilaglara verilen yanit sadece ila¢ konsantrasyonuna ya da
ilacin etki mekanizmasina degil ayn1 zamanda hiicrenin yapisal ve genetik 6zelliklerine
baglidir [3]. ARH-77 hiicre hatt1 agresif seyreden ve sag kalim oranlarmin disiik oldugu
bir 16semi tiirii olan plazma hiicreli I6semiye ait hiicrelerden meydana gelmistir. Metastaz
orani yiiksek olmasi sebebiyle bu kanserde oncelikli olarak metaStazin Onlenmesini
saglayan tedavi protokollerinin kullanilmasi uygundur [16]. Bu sebeple dosetakselin
kombinasyon tedavileri ile birlikte kullanilmasi tedaviye alinan cevabin basarisini
etkileyecektir. Normalde plazma hiicreli l6semi tedavi protokoliinde yer almayan
dosetakselin ARH-77 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisi belirgindir (Tablo 1). Bu
durum gerek tek basma gerekse kombinasyon tedavilerinde dosetakselin plazma hiicreli
losemi tedavisinde kullanim alanm1 bulabilecegi fikrini desteklemektedir. Dosetakselin
sistemik etkilerinin yaninda yan etki profilinin de ilacin kullanim alanim kisitladig1 gz
Oniine alindiginda dosetaksel ile kullanilabilecek farkli ila¢ kombinasyonlarinin
bulunmasi 6nem kazanmaktadir.

Sonug olarak her ila¢ gelistirme ¢aligmasinda oldugu gibi dosetakselin etkin dozunun
bulunmasi ve olasi yan etkilerinin ortaya konabilmesi i¢in basta baska plazma hiicreli
16semi hiicre hatlar1 ve hayvan deneyleri olmak tizere ileri deneylere ihtiyag vardir [15].
Bir¢ok c¢alismada ortaya kondugu gibi bu ilacin farkli ilag kombinasyonlarinda
denemesinin de 6nemli olabilecegi degerlendirilmektedir [9, 17].
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