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Deneysel Arastirma

CD30 AKTiVASYONUNUN NODAL ANAPLASTIK BUYUK HUCRELiI LENFOMA

HUCRE SIKLUSU UZERINDEKI ETKIiLERI
Edi LEVI, Walther PFEIFER?, Marshall E. KADIN?

OZET

Amac: CD30 aktivasyonu sistemik anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicrelerinde biiylimeyi durdurmaktadir.
Bu biiylime inhibisyonunun hangi mekanizmalarla meydana geldigi bilinmemektedir. CD30 reseptdr molekiilii
tiimdr nekrozis faktor ailesinin bir ferdi olmakla birlikte bir 6liim bolgesi (death domain) igermez. Bu nedenle
hiicre ¢ogalmasini nasil olup da durdurabildigi tartigsmali bir konudur.

Yontem: Bu caligmada bir nodal anaplastik hiicre lenfoma hiicre serisi olan Karpas 299’u, CD30 aktivasyonunun
cogalma iizerindeki baskilayici etkilerini arastirmak amactyla kullandik. CD30 aktivasyonu bir CD30 agonist
antikoru olan HeFi-1 ile saglandi. CD30 aktivasyonunu takiben Annexin V immun boyasi ve akim sitometrik
yontemle apoptoz tespiti yapildi. 72 saatlik bir gézlem siiresince apoptoz gozlenmedi.

Bulgular: Apoptoz gozlenmemesi iizerine, hiicreler hiicre siklusu agisindan senkronize edilerek CD30
aktivasyonunu takiben DNA igerigi akim sitometrik yontemle tespit edildi. Bu yontemin uygulanmasiyla G1
fazinda bir kismi hiicre siklus arresti saptandi. Hiicrelerin p21 ve retinoblastoma protein diizeyleri Western blot
analizi ile 6lgiildii. Bu 6l¢iimler sonunda CD30 aktivasyonuyla birlikte p21 diizeyi artig1 ve retinoblastoma
proteini hipo-fosforilasyonu tespit edildi. Bu bulgular G1 fazinda bir hiicre siklusu arresti varligint ve araci
molekiillerin Rb ve p21 oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonu¢: CD30 aktivasyonunun CD30+ nodal anaplastik lenfoma hiicre serilerinde hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
baskilayici etkilerinin zannedildigi gibi apoptoz yoluyla degil, hiicre siklusunu diizenleme yoluyla oldugu ortaya
¢ikarilmistir. Bu bulgular nodal anaplastik hiicreli lenfomalarimn tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine
yardimci olabilir.

Anahtar kelimeler: CD30, anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, hiicre siklusu, retinoblastoma proteini, p21

CD30 Activation Causes Cell Cycle Arrest Of The CD30+ Anaplastic
Large Cell Lymphoma Cell Lines

Abstract

Aims: CD30 activation causes growth inhibition of the systemic anaplastic large cell lymphoma cell lines. The
mechanism of growth inhibition is not well characterized. Since CD30 does not have a death domain like the other
tumor necrosis factor receptor superfamily members Fas and TNFRI, the mechanism of growth inhibition is a
matter of controversy.

Methods: In this study, we analyzed the growth inhibitory effects of CD30 activation on the systemic ALCL
cell line Karpas 299 by using a CD30 activating antibody HeFi-1. We first investigated the presence of apoptosis
by Annexin V and propidium iodide staining using flow cytometric analysis. We did not observe any apoptotic
changes or cell death during the 72 hours following CD30 activation, despite a decrease in thymidine incorporation,
which prompted us to investigate the possibility of cell cycle arrest caused by CD30 activation.

Results: Upon synchronization of the cells and incubation with the HeFi-1 antibody, we observed a partial
arrest at G1 phase demonstrated by propidium iodide staining of the permeabilized cells. We then investigated
the expression of cell cycle inhibitory proteins p16, p21, p27 and retinoblastoma protein (Rb) by Western
blotting. We observed expression of p21 and hypo-phosphorylation of Rb protein secondary to CD30 activation.
Significance: These results are consistent with cell cycle arrest in the G1 phase of the cell cycle following CD30
activation. This finding is contrary to the accepted belief that CD30 activation causes apoptosis. These findings
may help the development of new therapeutic strategies against nodal anaplastic large cell lymphomas.
Keywords: CD30, Anaplastic large cell lymphoma, Hodgkin’s disease, NF-kappaB, SN50, HeFi-1, cell cycle
arrest.

CD30 molekiili, tiimor nekrozis faktor reseptor
ailesinin bir iiyesi olup normal kosullarda az sayida
aktive B ve T hiicrelerinde eksprese edilmektedir.' CD30
molekiiliiniin fonksiyonlar1 tamamiyle bilinmemekle
birlikte bir inhibitér molekiil oldugu yolundaki kanilar

giin gectikge giiclenmektedir. Bu kanilarin en biiyiik
dayanaklar1 ise knock-out ve transjenik farelerle yapilan
galigmalardir.>? Ayrica, CD30 molekiiliinii eksprese eden
lenfositlerin varligi, farelerde otoimmiin Tip I diyabet
modelinde koruyucu bir rol oynamaktadir.* CD30
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CD aktivasyonu ve lenfoma hiicre siklusu

Hodgkin lenfomas1 ve anaplastik biiylik hiicreli
lenfomalarda da timor hiicreleri tarafindan eksprese
edilmektedir.! CD30 aktivasyonu anaplastik biiylik
hiicreli lenfoma hiicrelerinde c¢ogalmayi
baskilamaktadir.>” Bu baskilamanin mekanizmasi tam
olarak anlasilamamigtir. Gruss ve arkadaglart CD30
aktivasyonu sonrasinda lenfoma hiicrelerinde
apoptotik bir yanit gosterememislerdir.” CD30, lenfoid
hiicrelerin immiin yanitin diizenlenmesi sirasinda rol
oynayan tiimdr nekrozis faktor ailesi liyeleri Fas ve
TNF-reseptorii-1°niin aksine bir 6liim bolgesi (death
domain) igermemektedir. Bu nedenle inhibitdr etkisinin
nasil meydana geldigi bilinmemektedir.® Hiicre
biiylimesinin baskilanmasi ya apoptoz yoluyla ya da
hiicre siklusunun yavaslatilmasi veya durdurulmasi
yoluyla olmak zorunda oldugundan CD30 molekiiliiniin
hiicre siklusu iizerinde bir etkisi olup olmadigin
arastirmay1 uygun gordiik.

pl6,p21, p27, p53 ve retinoblastoma proteini (Rb)
inhibitdr etkileri nedeniyle hiicrelerin sinirsiz
¢ogalmalarin1 kontrol altina alan, hiicre siklusu
diizenleyicileridir.*!° Bu nedenle ¢alismamizda bu
proteinlerin ekspresyon ve fosforilasyon diizeylerinin
degisikliklerini CD30 aktivasyonu sirasinda arastirdik.

GEREC VEYONTEMLER

Hiicre Serileri: Karpas 299 bir sistemik ALK+
anaplastik biiylik hiicreli lenfoma hiicre serisidir."!
Hiicreler % 10 fetal calf serum destegiyle
biiytimektedirler.

Antikorlar ve kimyasallar: HeFi-1 (NCIL, Frederick, MD)
bir fare monoklonal IgG, antikorudur.'> CD30 ileti yolu
tizerinde agonistik bir etkisi vardir. Fare IgG (Caltag,
Burlingame CA) izotip spesifik kontrol olarak
kullanilmistir. Aphidicolin bir hiicre siklusu
senkronizatdriidiir (Calbiochem, La Jolla CA). Western
blot,da kullanilan primer antikorlar: p21 (clone 187) p27
(F-8) ve Rb (clone IF8), (Santa Cruz, Santa Cruz CA).
pl6 antikoru James DeCaprio, Dana Farber Cancer
Institute, Boston MA tarafindan hediye edilmistir.
3H-Thymidine assay: Hiicreler 96’lik kuyucuklarda
ticerli seriler halinde biiyiitiilmiistiir. Gerekli deneysel
ajanlarla inkiibasyonu takiben hiicreler 24-72 saat aras1
biiytitiilmiis ve kuyucuklar 1 nCi 3H—thymidine ile 18
saat boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler bir otomatik
filtre sistemi ile toplanmis (PhD systems, Cambridge
MA) ve radioaktivite bir sintilasyon sayaci ile
Olciilmiistiir (Wallac 1409, Wallac Inc. Gaithersburg
MD).

Hiicre siklusu ve apoptoz icin akim sitometri:
Apoptoz, hiicrelerin FITC isaretli Annexin V ve
propidium iodide (PI) (Boehringer Mannheim,
Indianapolis IN) ile ayn1 anda boyanmasi sonrasinda
akim sitometrik incelenmesiyle saptanmistir. CD30
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aktivasyonunun hiicre siklusu iizerindeki etkilerini
6lgme amactyla hiicreler G/G1 fazinda Aphidicolinile
senkronize edilmis, bunu takiben hiicreler yikanmis ve
ikiye ayrilmistir. Bir siseye HeFi-1 antikoru (1 mg/ml)
digerine ise izotip spesifik kontrol IgG eklenmistir. 16
saat sonra hiicreler permeabilize edilmis ve DNA
kontenti propidium iodide boyasi ile boyanmus, bir akim
sitometresi (FACScalibur, Becton Dickinson, San Jose
CA) ile DNA igerigi tespit edilmistir.

Western blotlar: Hiicre lizatlar1 elde edilerek protein
elektroforezinde kullanilmistir. Denature edici SDS-
PAGE jelleri bir nitroseliiloz membrana aktarilmis ve
antikorlarla inkiibe edilmistir. Baglanma ImmunStar
kemiluminesans deteksiyon sistemi ile onerilen
protokole uygun sekilde saptanmistir (BioRad,
Hercules, CA).

SONUCLAR

CD30 aktivasyonuna proliferatif yanitlar

CD30 iletisim yolunun Img/ml HeFi-1 ile aktivasyonu
nodal anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicre serisi
Karpas 299°da belirgin derecede bir timidin alimi
azalmasina yani ¢ogalma hizinda azalmaya yol agt1.
Kontrol olarak izotip spesifik antikorlarla inkiibe edilmis
hiicreler kullanildi. Bu baskilayici etki 24 saatte ortaya
cikip 48 saatte belirgin hale geldi. On ¢aligmalar
sonucunda 1 mg/ml HeFi-1’in maksimum inhibit6r etkiyi
saglamak igin yeterli oldugu tespit edildi. (Sekil 1)
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Sekil 1: Karpas 299 hiicre serisinde CD30 aktivasyonunun
timidin alimina etkisi: Karpas 299 hiicre serisinde CD30
aktivasyonu 3H-thymidine uptake assayi ile tespit edilmis
ve sonuglar kontrollere gore yiizde aktivite olarak ifade
edilmistir (ortalama + SD). *: p<0.05

Karpas 299’un c¢ogalmasinin CD30 yoluyla
baskilanmasi1 apoptoza degil, hiicre siklusu
yavaslamasina baghdir: Karpas 299 hiicrelerinde
apoptoz CD30 aktivasyonunu takiben 8, 24, 48 ve 72.
saatlerde Annexin V boyasi ve trypan mavisi boyamasi
ile tespit edildi. Thymidine aliminda bir azalmaya ragmen



apoptoz tespit edilememesi nedeniyle hiire siklusuna
bakildi. Bu amagla hiicreler Aphidicolin ile senkronize
edildi. Senkronizasyon kismen basarili oldu. Kismi
senkronizasyon zamani 0 zaman olarak belirlendi. Bu
anda GO/G1 fazindaki hiicre oran1 %69; G2/M ise % 16
idi. Bu 6l¢iim yapildiginda hiicreler yikanip iki gruba
ayrildi ve bir gruba % 10 serum digerine serum yaninda
HeFi-1 eklendi. CD30 aktive Karpas 299 hiicreleri G
otesine gegmede bariz bir gecikme gosterdiler (Sekil 2).

Sekil 2. CD30 aktivasyonu sonrasi gdzlenen hiicre siklusu
arresti: Senkronizasyon sonrast hiicreler iki gruba ayrilmis
ve 16. saatte her iki grubun cesitli hiicre fazlarindaki oranlari
tespit edilmistir.

16. saatte, kontrol hiicrelerin % 45’1 G/G1 da, % 28’1
ise G2/M fazindaydi. CD30 aktive hiicrelerin ise % 62’si
Go/G| fazinda; % 19’uise G2/M fazindaydi. Bu veriler
yaklasik ytizde ellilik bir inhibisyona karsilik gelmektedir.
Bu ise timidin alimindaki azalmay1 agiklayabilmektedir.
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Sekil 3. CD30 aktivasyonu sonras1 Karpas 299 hiicre
serisinde Rb protein ve p21: Senkronizasyon sonrasi
hiicreler ikiye ayrilmig ve Western blotlar 0 ve 40. saatlerde
elde edilen total hiicre lizatlarinda yapilmistir. 40. saatte
kontrol grubunda biitiin retinoblastoma proteini fosforile
formdadir, yani inaktifdir. CD30 aktive hiicrelerde ise 40.
Saatte bir miktar unfosforile Rb proteini mevcuttur. p21 ise
kontrol hiicrelerde eksprese edilmemekte ancak CD30
aktivasyonu sonrasinda bir ekspresyon gozlenmektedir.

Levi ve Ark.

Rb ve p21,in Western blot analizi: CD30
aktivasyonunun hiicre siklusu iizerindeki inhibitor
etkilerini daha iyi anlayabilmek amaciyla hiicre siklusu
inhibitor proteinleri p16, p21, p27 ve Rb diizeyleri
Western blot ile incelendi. Hiicre protein lizatlarinin elde
edilmesinde yukarida aciklanan senkronizasyon
protokolleri uygulandi. Lizatlar 0, 20 ve 40. saatlerde
toplandi. Non-fosforile Rb diizeyleri CD30 aktive
Karpas 299 hiicrelerinde 40. saatte bir artma gosterdi.
Ayni zaman diliminde kontrol Karpas 299 hiicrelerinde
tamamen fosforile Rb gozlendi (Sekil 3). Benzer sekilde
40. saatte kontol hiicreler p21 eksprese etmezken CD30
aktive Karpas 299 hiicreleri yiiksek diizeyde p21
eksprese ettiler (Sekil 3). p16 ve p27 ekspresyonu higbir
zaman diliminde gosterilemedi. Tiimérlerde bu iki protein
yaygn olarak ekspresyonlarimi kaybedebilmektedirler.
Rb fosforilasyonu, hiicre siklusunun G1 kontrol
noktasindan ileri gegebilmesinde en Onemli
diizenleyicidir. p21 ekspresyonunun artmasi ve Rb
hipofosforilasyonu CD30’un baskilayici roliini
gosteren gliclii kanitlardir.”!

TARTISMA

CD30/CD30 ligand ileti yolunun temel
fonksiyonunun hiicre gogalmasini baskilamak
olduguna isaret eden bir ¢ok kanit vardir. Ancak in
vitro ¢alismalarda ¢ok farkli sonuglar elde edilmektedir.
En sik gozlenen etki ise sistemik anaplastik biiyiik hiicreli
lenfomalar tizerindeki inhibitér etkidir.’ Bu ¢aligmada
CD30 aktivasyonunun bir CD30+, ALK+, sistemik
lenfoma hiicre serisi Karpas 299 tizerindeki etkilerini
arastirdik. Temel stratejimiz bilylime inhibisyonunun
dogasimi arastirmakti. Calismalarimiz, CD30 aktivasyonu
ile Rb tarafindan diizenlenen bir G| faz1 yavaglamasi
meydana geldigini ortaya ¢ikarmigtir. Bilindigi gibi Rb
proteini fosforile iken aktif degildir. Fosforile olmayan
formu ise siklin D1°i baglayarak hiicre siklusunun G1
noktasindan ileri gegmesini engeller. CD30 aktivasyonu
sonrasinda Rb proteininin fosforilasyonunda azalma
goriilmesi, CD30 aktivasyonu sonrasinda hiicre siklusu
iizerinde baskilayici bir etkinin ortaya ¢iktigini ¢ok
saglam kanitlarla ortaya koymaktadir. p21 aktivasyonu
ise p53 proteini lizerinden hiicre siklusu tlizerinde bir
yavaslama, bazen de apoptoz meydana getirebilir.”!?

CD30 aktivasyonu ile apoptoz yerine hiicre
siklusunda yavaslama ortaya ¢ikmasi daha 6nceki bazi
caligmalarla tezat teskil ediyor gibi goriinmektedir.
Ancak bu ¢aligmalara baktigimizda higbirinin apoptozun
varligini dogrudan gésteremedigini, daha ¢ok indirekt
verilerle apoptoz olustugunun varsayildigini
gozlemekteyiz.>"® Tian ve arkadaglar1 ise ancak 5 giinliik
bir inkiibasyon sonunda apoptoz tespit etmislerdir.® Biz
caligmamizda 8 ila 72 saat arasinda apoptoz tespit
edemedik. Ancak timidine aliminda 24 saatten itibaren
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CD aktivasyonu ve lenfoma hiicre siklusu

bir azalma gozledik. Benzer bir durum Tian ve
arkadaslarinin ¢calismasinda da mevcuttur. Bu nedenle
gec evrede apoptotik bir yanit goriilityor olabilsede,
timidin aliminda erken donemde baslayan yavaslamanin
daha ¢ok hiicre siklusundaki yavaglamadan oldugunu
diisiinmekteyiz.

Hiicre siklusunda CD30 araciligiyla olusan
yavaslamanin mekanizmasi tam belli degildir. Bu etki
TRAF molekiillerinin direkt bir etkisiyle veya TRAF
tarafindan aktive edildigi bilinen JNK ve NF-kB iletisim
sistemleri yoluyla meydana geliyor olabilir.'*'” CD30
aktivasyonunun NF-kB aktivasyonuna yol agtigini,
ancak bu aktivasyonun selektif NF-kB inhibitorleriyle
engellenmesinin hiicre biiylimesinde goriilen
yavaslamay1 ortadan kaldiramadigini, bu nedenle
siklustaki yavaslamanin NF-kB’ye bagli olamayacagini
diisiinmekteyiz (yayinlanmamis ¢alismalar). On
calismalarimizda JNK aktivasyonu hiicre ¢ogalmasiyla
direkt bir paralellik gostermediginden bu mekanizmanin
da CD30 aktivasyonuna bagli hiicre inhibisyonunu
aciklamaktan uzak oldugunu diisiiniiyoruz.

CD30 ile goriilen inhibisyonun mekanizmasinin
daha detayli arastirilmasina gereksinim vardir. Bu
mekanizmanin anlasilmast ile yeni antikanser ajanlarin
CD30 eksprese eden lenfoma tiirlerinde kullanima
gecmesi miimkiin olabilir. Buna bir 6rnek olarak CD30
aktive edici ajanlarin NF-kB inhibitorleriyle kombine
kullanilmasini verebiliriz.'®
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