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ÖZET
Amaç: CD30 aktivasyonu sistemik anaplastik büyük hücreli lenfoma hücrelerinde büyümeyi durdurmaktadýr.
Bu büyüme inhibisyonunun hangi mekanizmalarla meydana geldiði bilinmemektedir. CD30 reseptör molekülü
tümör nekrozis faktör ailesinin bir ferdi olmakla birlikte bir ölüm bölgesi (death domain) içermez. Bu nedenle
hücre çoðalmasýný nasýl olup da durdurabildiði tartýþmalý bir konudur.
Yöntem: Bu çalýþmada bir nodal anaplastik hücre lenfoma hücre serisi olan Karpas 299�u, CD30 aktivasyonunun
çoðalma üzerindeki baskýlayýcý etkilerini araþtýrmak amacýyla kullandýk. CD30 aktivasyonu bir CD30 agonist
antikoru olan HeFi-1 ile saðlandý. CD30 aktivasyonunu takiben Annexin V immun boyasý ve akým sitometrik
yöntemle apoptoz tespiti yapýldý. 72 saatlik bir gözlem süresince apoptoz gözlenmedi.
Bulgular: Apoptoz gözlenmemesi üzerine, hücreler hücre siklusu açýsýndan senkronize edilerek CD30
aktivasyonunu takiben DNA içeriði akým sitometrik yöntemle tespit edildi. Bu yöntemin uygulanmasýyla G1
fazýnda bir kýsmi hücre siklus arresti saptandý. Hücrelerin p21 ve retinoblastoma protein düzeyleri Western blot
analizi ile ölçüldü. Bu ölçümler sonunda CD30 aktivasyonuyla birlikte p21 düzeyi artýþý ve retinoblastoma
proteini hipo-fosforilasyonu tespit edildi. Bu bulgular G1 fazýnda bir hücre siklusu arresti varlýðýný ve aracý
moleküllerin Rb ve p21 olduðunu ortaya koymaktadýr.
Sonuç: CD30 aktivasyonunun CD30+ nodal anaplastik lenfoma hücre serilerinde hücre çoðalmasý üzerindeki
baskýlayýcý etkilerinin zannedildiði gibi apoptoz yoluyla deðil, hücre siklusunu düzenleme yoluyla olduðu ortaya
çýkarýlmýþtýr. Bu bulgular nodal anaplastik hücreli lenfomalarýn tedavisinde yeni tedavi stratejilerinin geliþtirilmesine
yardýmcý olabilir.
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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.
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CD30 molekülü, tümör nekrozis faktör reseptör
ailesinin bir üyesi olup normal kosullarda az sayýda
aktive B ve T hücrelerinde eksprese edilmektedir.1 CD30
molekülünün fonksiyonlarý tamamiyle bilinmemekle
birlikte bir inhibitör molekül olduðu yolundaki kanýlar

gün geçtikçe güçlenmektedir. Bu kanýlarýn en büyük
dayanaklarý ise knock-out ve transjenik farelerle yapýlan
çalýþmalardýr.2,3 Ayrýca, CD30 molekülünü eksprese eden
lenfositlerin varlýðý, farelerde otoimmün Tip I diyabet
modelinde koruyucu bir rol oynamaktadýr.4 CD30
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Hodgkin lenfomasý ve anaplastik büyük hücreli
lenfomalarda da tümör hücreleri tarafýndan eksprese
edilmektedir.1 CD30 aktivasyonu anaplastik büyük
hücreli lenfoma hücrelerinde çoðalmayý
baskýlamaktadýr.5-7 Bu baskýlamanýn mekanizmasý tam
olarak anlaþýlamamýþtýr. Gruss ve arkadaþlarý CD30
aktivasyonu sonrasýnda lenfoma hücrelerinde
apoptotik bir yanýt gösterememiþlerdir.5 CD30, lenfoid
hücrelerin immün yanýtýn düzenlenmesi sýrasýnda rol
oynayan tümör nekrozis faktör ailesi üyeleri Fas ve
TNF-reseptörü-1�nün aksine bir ölüm bölgesi (death
domain) içermemektedir. Bu nedenle inhibitör etkisinin
nasýl meydana geldigi bilinmemektedir.8 Hücre
büyümesinin baskýlanmasý ya apoptoz yoluyla ya da
hücre siklusunun yavaslatýlmasý veya durdurulmasý
yoluyla olmak zorunda oldugundan CD30 molekülünün
hücre siklusu üzerinde bir etkisi olup olmadýðýný
arastýrmayý uygun gördük.

p16, p21, p27, p53 ve retinoblastoma proteini (Rb)
inhibitör etkileri nedeniyle hücrelerin sýnýrsýz
çoðalmalarýný kontrol altýna alan, hücre siklusu
düzenleyicileridir.9,10 Bu nedenle çalýsmamýzda bu
proteinlerin ekspresyon ve fosforilasyon düzeylerinin
degisikliklerini CD30 aktivasyonu sýrasýnda arastýrdýk.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Hücre Serileri: Karpas 299 bir sistemik ALK+
anaplastik büyük hücreli lenfoma hücre serisidir.11

Hücreler % 10 fetal calf serum desteðiyle
büyümektedirler.
Antikorlar ve kimyasallar: HeFi-1 (NCI, Frederick, MD)
bir fare monoklonal IgG

1
 antikorudur.12 CD30 ileti yolu

üzerinde agonistik bir etkisi vardýr. Fare IgG1 (Caltag,
Burlingame CA) izotip spesifik kontrol olarak
kullanýlmýþtýr. Aphidicolin bir hücre siklusu
senkronizatörüdür (Calbiochem, La Jolla CA). Western
blot�da kullanýlan primer antikorlar: p21 (clone 187) p27
(F-8) ve Rb (clone IF8), (Santa Cruz, Santa Cruz CA).
p16 antikoru James DeCaprio, Dana Farber Cancer
Institute, Boston MA tarafýndan hediye edilmiþtir.
3H-Thymidine assay: Hücreler 96�lýk kuyucuklarda
üçerli seriler halinde büyütülmüþtür. Gerekli deneysel
ajanlarla inkübasyonu takiben hücreler 24-72 saat arasý
büyütülmüþ ve kuyucuklar 1 mCi 3H-thymidine ile 18
saat boyunca inkübe edilmiþtir. Hücreler bir otomatik
filtre sistemi ile toplanmýþ (PhD systems, Cambridge
MA) ve radioaktivite bir sintilasyon sayacý ile
ölçülmüþtür (Wallac 1409, Wallac Inc. Gaithersburg
MD).
Hücre siklusu ve apoptoz için akým sitometri:
Apoptoz, hücrelerin FITC iþaretli Annexin V ve
propidium iodide (PI) (Boehringer Mannheim,
Indianapolis IN) ile ayný anda boyanmasý sonrasýnda
akým sitometrik incelenmesiyle saptanmýþtýr. CD30

aktivasyonunun hücre siklusu üzerindeki etkilerini
ölçme amacýyla hücreler G0/G1 fazýnda Aphidicolin ile
senkronize edilmiþ, bunu takiben hücreler yýkanmýþ ve
ikiye ayrýlmýþtýr. Bir þiþeye HeFi-1 antikoru (1 mg/ml)
diðerine ise izotip spesifik kontrol IgG eklenmiþtir. 16
saat sonra hücreler permeabilize edilmiþ ve DNA
kontenti propidium iodide boyasý ile boyanmýþ, bir akým
sitometresi (FACScalibur, Becton Dickinson, San Jose
CA) ile DNA içeriði tespit edilmiþtir.
Western blotlar: Hücre lizatlarý elde edilerek protein
elektroforezinde kullanýlmýþtýr. Denature edici SDS-
PAGE jelleri bir nitroselüloz membrana aktarýlmýþ ve
antikorlarla inkübe edilmiþtir. Baðlanma ImmunStar
kemiluminesans deteksiyon sistemi ile önerilen
protokole uygun þekilde saptanmýþtýr (BioRad,
Hercules, CA).

SONUÇLAR

CD30 aktivasyonuna proliferatif yanýtlar
CD30 iletiþim yolunun 1mg/ml HeFi-1 ile aktivasyonu
nodal anaplastik büyük hücreli lenfoma hücre serisi
Karpas 299�da belirgin derecede bir timidin alýmý
azalmasýna yani çoðalma hýzýnda azalmaya yol açtý.
Kontrol olarak izotip spesifik antikorlarla inkübe edilmiþ
hücreler kullanýldý. Bu baskýlayýcý etki 24 saatte ortaya
çýkýp 48 saatte belirgin hale geldi. Ön çalýþmalar
sonucunda 1 mg/ml HeFi-1�in maksimum inhibitör etkiyi
saðlamak için yeterli olduðu tespit edildi. (Þekil 1)

Þekil 1: Karpas 299 hücre serisinde CD30 aktivasyonunun
timidin alýmýna etkisi: Karpas 299 hücre serisinde CD30
aktivasyonu 3H-thymidine uptake assayi ile tespit edilmiþ
ve sonuçlar kontrollere göre yüzde aktivite olarak ifade
edilmiþtir (ortalama ± SD). *: p<0.05

Karpas 299�un çoðalmasýnýn CD30 yoluyla
baskýlanmasý apoptoza deðil, hücre siklusu
yavaþlamasýna baðlýdýr: Karpas 299 hücrelerinde
apoptoz CD30 aktivasyonunu takiben 8, 24, 48 ve  72.
saatlerde Annexin V boyasý ve trypan mavisi boyamasý
ile tespit edildi. Thymidine alýmýnda bir azalmaya raðmen
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apoptoz tespit edilememesi nedeniyle hüre siklusuna
bakýldý. Bu amaçla hücreler Aphidicolin ile senkronize
edildi. Senkronizasyon kýsmen baþarýlý oldu. Kýsmi
senkronizasyon zamaný 0 zaman olarak belirlendi. Bu
anda G0/G1 fazýndaki hücre oraný %69; G2/M ise % 16
idi. Bu ölçüm yapýldýðýnda hücreler yýkanýp iki gruba
ayrýldý ve bir gruba % 10 serum diðerine serum yanýnda
HeFi-1 eklendi. CD30 aktive Karpas 299 hücreleri G1
ötesine geçmede bariz bir gecikme gösterdiler (Þekil 2).

Þekil 2. CD30 aktivasyonu sonrasý gözlenen hücre siklusu
arresti: Senkronizasyon sonrasý hücreler iki gruba ayrýlmýþ
ve 16. saatte her iki grubun çeþitli hücre fazlarýndaki oranlarý
tespit edilmiþtir.

16. saatte, kontrol hücrelerin % 45�i G0/G1 da, % 28�i
ise G2/M fazýndaydý. CD30 aktive hücrelerin ise % 62�si
G0/G1 fazýnda; % 19�u ise G2/M fazýndaydý. Bu veriler
yaklaþýk yüzde ellilik bir inhibisyona karþýlýk gelmektedir.
Bu ise timidin alýmýndaki azalmayý açýklayabilmektedir.

Þekil 3. CD30 aktivasyonu sonrasý Karpas 299 hücre
serisinde Rb protein ve p21:  Senkronizasyon sonrasý
hücreler ikiye ayrýlmýþ ve Western blotlar 0 ve 40. saatlerde
elde edilen total hücre lizatlarýnda yapýlmýþtýr. 40. saatte
kontrol grubunda bütün retinoblastoma proteini fosforile
formdadýr, yani inaktifdir. CD30 aktive hücrelerde ise 40.
Saatte bir miktar unfosforile Rb proteini mevcuttur. p21 ise
kontrol hücrelerde eksprese edilmemekte ancak CD30
aktivasyonu sonrasýnda bir ekspresyon gözlenmektedir.

Rb ve p21�in Western blot analizi: CD30
aktivasyonunun hücre siklusu üzerindeki inhibitör
etkilerini daha iyi anlayabilmek amacýyla hücre siklusu
inhibitör proteinleri p16, p21, p27 ve Rb düzeyleri
Western blot ile incelendi. Hücre protein lizatlarýnýn elde
edilmesinde yukarýda açýklanan senkronizasyon
protokolleri uygulandý. Lizatlar 0, 20 ve 40. saatlerde
toplandý. Non-fosforile Rb düzeyleri CD30 aktive
Karpas 299 hücrelerinde  40. saatte bir artma gösterdi.
Ayný zaman diliminde kontrol Karpas 299 hücrelerinde
tamamen fosforile Rb gözlendi (Þekil 3). Benzer þekilde
40. saatte kontol hücreler p21 eksprese etmezken CD30
aktive Karpas 299 hücreleri yüksek düzeyde p21
eksprese ettiler (Þekil 3). p16 ve p27 ekspresyonu hiçbir
zaman diliminde gösterilemedi. Tümörlerde bu iki protein
yaygýn olarak ekspresyonlarýný kaybedebilmektedirler.
Rb fosforilasyonu, hücre siklusunun G1 kontrol
noktasýndan ileri geçebilmesinde en önemli
düzenleyicidir. p21 ekspresyonunun artmasý ve Rb
hipofosforilasyonu CD30�un baskýlayýcý rolünü
gösteren güçlü kanýtlardýr.9,10

TARTIÞMA

CD30/CD30 ligand ileti yolunun temel
fonksiyonunun hücre çoðalmasýný baskýlamak
olduðuna iþaret eden bir çok kanýt vardýr. Ancak in
vitro çalýþmalarda çok farklý sonuçlar elde edilmektedir.
En sýk gözlenen etki ise sistemik anaplastik büyük hücreli
lenfomalar üzerindeki inhibitör etkidir.5 Bu çalýþmada
CD30 aktivasyonunun bir CD30+, ALK+, sistemik
lenfoma hücre serisi Karpas 299 üzerindeki etkilerini
araþtýrdýk. Temel stratejimiz büyüme inhibisyonunun
doðasýný araþtýrmaktý. Çalýþmalarýmýz, CD30 aktivasyonu
ile Rb tarafýndan düzenlenen bir G1 fazý yavaþlamasý
meydana geldiðini ortaya çýkarmýþtýr. Bilindiði gibi Rb
proteini fosforile iken aktif deðildir. Fosforile olmayan
formu ise siklin D1�i baðlayarak hücre siklusunun G1
noktasýndan ileri geçmesini engeller. CD30 aktivasyonu
sonrasýnda Rb proteininin fosforilasyonunda azalma
görülmesi, CD30 aktivasyonu sonrasýnda hücre siklusu
üzerinde baskýlayýcý bir etkinin ortaya çýktýðýný çok
saðlam kanýtlarla ortaya koymaktadýr. p21 aktivasyonu
ise p53 proteini üzerinden hücre siklusu üzerinde bir
yavaþlama, bazen de apoptoz meydana getirebilir.9,10

CD30 aktivasyonu ile apoptoz yerine hücre
siklusunda yavaþlama ortaya çýkmasý daha önceki bazý
çalýþmalarla tezat teþkil ediyor gibi görünmektedir.
Ancak bu çalýþmalara baktýðýmýzda hiçbirinin apoptozun
varlýðýný doðrudan gösteremediðini, daha çok indirekt
verilerle apoptoz oluþtuðunun varsayýldýðýný
gözlemekteyiz.5,13 Tian ve arkadaþlarý ise ancak 5 günlük
bir inkübasyon sonunda apoptoz tespit etmiþlerdir.6 Biz
çalýþmamýzda 8 ila 72 saat arasýnda apoptoz tespit
edemedik. Ancak timidine alýmýnda 24 saatten itibaren
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bir azalma gözledik. Benzer bir durum Tian ve
arkadaþlarýnýn çalýþmasýnda da mevcuttur. Bu nedenle
geç evrede apoptotik bir yanýt görülüyor olabilsede,
timidin alýmýnda erken dönemde baþlayan yavaþlamanýn
daha çok hücre siklusundaki yavaþlamadan olduðunu
düþünmekteyiz.

Hücre siklusunda CD30 aracýlýðýyla oluþan
yavaþlamanýn mekanizmasý tam belli deðildir. Bu etki
TRAF moleküllerinin direkt bir etkisiyle veya TRAF
tarafýndan aktive edildiði bilinen  JNK ve NF-kB iletiþim
sistemleri yoluyla meydana geliyor olabilir.14-17 CD30
aktivasyonunun NF-kB aktivasyonuna yol açtýðýný,
ancak bu aktivasyonun selektif NF-kB inhibitörleriyle
engellenmesinin hücre büyümesinde görülen
yavaþlamayý ortadan kaldýramadýðýný, bu nedenle
siklustaki yavaþlamanýn NF-kB�ye baðlý olamayacaðýný
düþünmekteyiz (yayýnlanmamýþ çalýþmalar). Ön
çalýþmalarýmýzda JNK aktivasyonu hücre çoðalmasýyla
direkt bir paralellik göstermediðinden bu mekanizmanýn
da CD30 aktivasyonuna baðlý hücre inhibisyonunu
açýklamaktan uzak olduðunu düþünüyoruz.

CD30 ile görülen inhibisyonun mekanizmasýnýn
daha detaylý araþtýrýlmasýna gereksinim vardýr. Bu
mekanizmanýn anlaþýlmasý ile yeni antikanser ajanlarýn
CD30 eksprese eden lenfoma türlerinde kullanýma
geçmesi mümkün olabilir. Buna bir örnek olarak CD30
aktive edici ajanlarýn NF-kB inhibitörleriyle kombine
kullanýlmasýný verebiliriz.18
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