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CD30 ILETISIM YOLU AKTiVASYONUNUN CD30+ ANAPLASTIK BUYUK HUCRELI
DERi LENFOMASI HUCRE SERILERINE ETKILERI

Edi LEVI !, Walther M PFEIFER?, Marshall E. KADINZ.

OZET

Amag: CD30 aktivasyonu ¢esitli CD30+ lenfoma hiicre kiiltiirleri tizerinde farkli etkilere sahiptir; nodal T hiicreli
CD30+ anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicrelerinde proliferasyon hizinda azalmaya ve sitolize, Hodgkin
lenfomast hiicre kiiltiirlerinde ise proliferasyona yol agar. Mac-1 ve Mac-2A ayni hastanin erken ve geg¢ evre
CD30+ cilt lenfomasindan elde edilmis hiicre kiiltiirii serileridir. Bu iki hiicre serisi klonal olarak iligkilidir. Mac-
1 hiicre serisinin biiytimesi transforming growth factor-beta (TGF-b) tarafindan inhibe edilebilmektedir. Mac-2A
ise TGF-b tarafindan inhibe edilememektedir. Bu hiicre serilerinin CD30 aktivasyonuna nasil yanit verdikleri
bilinmemektedir.

Yontem: CD30 aktivasyonunun Mac hiicre serilerinin biiyiime 6zelliklerine etkilerini arastirmak amaciyla hiicreler
CD30 aktive edici antikor HeFi-1 ile inkiibe edilmis, 3H-thymidine inkorporasyonu, Tiimdr nekrozis faktor
reseptor assosiye faktor (TRAF1) ekspresyonu ve niikleer faktér-bB (NF-kB) aktivitesi degerlendirilmistir.
Bulgular: Mac-1 ve Mac-2A HeFi-1 ile inkiibasyon sonucu artmis bir proliferatif yanit géstermislerdir. Kontrol
olarak kullanilan nodal anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicreleri ise biiylime inhibisyonu gostermislerdir. Mac-
1 hiicreleri HeFi- ve TGF-b nétralize edici antikorla inkiibe edildiklerinde, proliferatif yanit tek basina HeFi-1
inkiibasyonuna oranla ciddi sekilde artmistir. TGF-b’ya rezistan hiicre kiiltiirii Mac-2A ise ayni yaniti
gostermemigtir. Mac-1 and Mac-2A HeFi-1 araciligiyla CD30 aktivasyonuna NF-kB niikleer baglanma aktivitesi
arttim1 ve artmig TRAF1 ekspresyonu ile yanit vermistir.

Sonug: Bu ¢alisma CD30+ anaplastik biiyiik hiicreli deri lenfomalarinda CD30 iletisim yolunun islevselliginin
gosterildigi ilk caligmadir. Mac-1 hiicrelerinden otokrin salinan TGF-b CD30 aktivasyonundan dogan proliferatif
yanit1 kismen inhibe etmektedir. Bu sonuglar TGF-b nin CD30 iletisim sistemi ile interaksiyonu oldugunu ve
bunun CD30+ deri lenfomalari patojenezinde bir rol oynayabilecegini de diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: CD30, lenfoma, NF-kB, TRAF1

Effects Of Activation Of CD30 Signaling Pathway On CD30+ Cutaneous Anaplastic
Large Cell Lymphoma Cell Lines

ABSTRACT

Aims: CD30 activation has pleiotropic effects on different cell lines representing CD30+ lymphomas. In nodal
T-cell anaplastic large cell lymphomas (ALCL), CD30 activation causes cytolysis and decreased proliferation
while in Hodgkin’s disease there is either no change or proliferation depending on the cell lines. Mac-1 and Mac-
2A are two clonally related cutaneous CD30+ anaplastic large cell lymphoma cell lines developed from early
(Mac-1) and advanced (Mac-2A) disease from the same patient. Mac-1 is sensitive to transforming growth
factor-b (TGF-b) mediated growth inhibition while Mac-2A is resistant. Both cell lines secrete an activated form
of TGF-?. Our aim was to investigate the effects of CD30 activation on Mac cell lines.

Methods: To understand the effects of CD30 activation, Mac cell lines were incubated with a CD30 agonistic
antibody (HeFi-1). 3H-'[hymidine incorporation, tumor necrosis factor receptor associated factor 1 (TRAF1)
expression and nuclear factor-kB activity was determined.

Results: Mac-1 and Mac-2A showed increased proliferation with HeFi-1 while the nodal ALCL cell lines were
inhibited. When Mac-1 cells were incubated with HeFi-1 and TGF-b neutralizing antibody, the proliferative rate
markedly increased compared to HeFi-1 only. TGF-b resistant cell line Mac-2A did not show the same increase
Mac-1 and Mac-2A had activation of NF-kB binding activity and increased expression of TRAF1 in response to
CD30 activation by HeFi-1.

Significance: This is the first demonstration of functionality of the CD30 signaling pathway in cutaneous
CD30+ ALCLs. Autocrine TGF-b secreted from Mac-1 cells partially inhibits the proliferative signal from
CD30 activation. These results suggest that TGF-b may interact with the CD30 signaling pathway in the
pathogenesis of cutaneous ALCL.

Key words: CD30, anaplastic large cell lymphoma, NF-kB, TRAF1
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CD30+ anaplastik bilyiik hiicreli deri lenfomalar1
yeni dnerilen Diinya Saglik Orgiitii siniflamasinda ayr1
bir biyolojik kategori olarak tanimlanmustir. Iyi prognozu
olan tlimorler olmalarina ragmen bazi vakalarda agresif
bir klinik seyir izlenebilmektedir.!> CD30+ deri
lenfomalar1 ayrica yiiksek oranda kendiliginden
regresyona ugrama Ozelligine sahiptirler.'** Spontan
regresyonun mekanizmasi halen bilinmemektedir. T
hiicreli deri lenfomalarinda CD30 ekspresyonu ¢ok
6nemli bir prognostik faktordiir.* Mycosis fungoides
disindaki CD30-negatif T hiicreli lenfomalar ¢ok daha
agresif bir klinik seyir ve kotli prognoz gosterirler. CD30
aktivasyonu CD30+ deri lenfomalarinin regresyonunda
bir rol oynuyor olabilir. CD30+ deri lenfomalarinin
patogenezinde CD30 iletisim sisteminin roliiniin
aragtirilmasi yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina yol
acabilir.

CD30, tiimor nekrozis faktor (TNF) reseptor
ailesinin bir liyesidir. Normal olarak sadece lenf nodu
germinal merkezlerinin etrafinda gdzlenen bazi
immunoblastlar tarafindan eksprese edilir.® CD30+
hiicreler B, T veya null-cell fenotipine sahiptirler ve
aktive olduklarinda CD30 ekspresyonu gdosterirler.
Bunun yaninda klasik Hodgkin hastaliginda Reed-
Sternberg hiicrelerinin yaklagik %90°inda ve anaplastik
biiyiik hiicreli lenfomalarda (ALCL) CD30 ekspresyonu
g6zlenir.®

CD30 ligand (CD30L) TNF ailesinin bir tiyesidir
ve notrofil, histiosit, eozinofiller ve aktive T
hiicrelerince eksprese edilir. Normal olarak CD30
aktivasyonu sadece bu ligandin CD30 ile hiicre
yiizeyinde temas etmesiyle saglanir.” CD30 aktivasyonu
hiicre membranindan “tumor necrosis factor receptor
associated factor” (TRAF) adi verilen molekiiller
araciligyla hiicre ¢cekirdegine aktarilir. Burada ise niikleer
faktor-kappa B (NF-kB) aktivasyonuna yol agar.%” CD30
aktivasyonunun normal immun sistem {izerindeki etkisi
iyi bilinmemektedir. CD30 knock-out farelerde normal
bir immun sistem vardir. Bu farelerde sadece timusta
hiperplazi ve timosit negatif seleksiyonu ile ilgili bir
defekt vardir.® CD30L tarafindan CD30 aktivasyonu
farkli etkiler gosterir.’ Periferal T hiicreleri proliferasyon
gosterirken bazi T-T hiicresi hibridomalar1 CD30
aktivasyonuna apoptozla yanit verirler.! Nodal
anaplastik biiyliik hiicreli lenfomalar CD30
aktivasyonuna sitostaz ve sitolizle yanit verirken
Hodgkin lenfomasi hiicre serileri proliferasyon gosterir.’
CD30+ deri lenfomalarinin CD30 aktivasyonuna yaniti
konusunda herhangi bir bilgi yoktur.

Bu ¢alismada CD30 aktivasyonunun birbiriyle
ilintili iki anaplastik biiyiik hiicreli deri lenfoma hiicre
serisi lizerindeki fonksiyonel etkilerini arastirdik ve bunu
sistemik anaplastik lenfomalarla karsilastirdik.
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ARAC VEYONTEMLER

Hiicre serileri: KMH2 bir Hodgkin lenfomast
hiicre serisidir. Karpas 299, DHL ve JB6 nodal ALK+
anaplastik biiytik hiicreli lenfoma serileridir. Mac-1 ve
Mac-2A anaplastik biiyiik hiicreli deri lenfoma
serileridir. Mac-1 and Mac-2A ayni tiimdr klonundan
gelmektedirler. Mac-1 bir hastanin erken deri
lezyonundan kdken alirken Mac-2A ayni hastanin daha
ilerlemis bir deri tiimériinden kaynaklanmustir.!!

Antikorlar: HeFi-1 (NCI) insan CD30 molekiiliine
karsi gelistirilmis bir fare monoklonal antikorudur. Bu
antikorun CD30 iletisim sistemi iizerinde agonistik bir
etkisi vardir. izotip spesifik kontrol olarak fare IgG{
(Caltag) kullanilmistir. TGF-b nétralize edici antikor bir
fare monoklonal antikorudur (R&D systems). 1 mg/ml
antikor 2.5 ng/ml thTGF-b 11 n6tralize edebilir.

3H—Thymidine inkorporasyon assay: Hiicreler U-
tabanli 96°lik kuyucuklarda %10 luk fetal kalf
serumunda tigerli seriler halinde inkiibe edilmislerdir.
Coziinmiis haldeki antikorlarla 72 saat inkiibasyonu
takiben kuyular i¢cindeki hiicreler 1 mCi 3H—thymidine
ile 12 saat daha inkiibe edilmislerdir. Hiicreler bir
otomatik sistemle (cell harvester) filtre kagitlari tizerinde
toplanmus (PhD systems, Cambridge MA) ve
radyoaktivite bir sintilasyon sayact1 ile kaydedilmistir
(Wallac 1409).

Elektroforetik mobilite kaymasi deneyleri:
Hiicrelerin niikleer ekstreleri HeFi-1 antikoruyla 1 saat
inkiibasyondan dnce ve sonra elde edilmislerdir.
Ekstreler 32P ug-isaretli NF-kB baglama bolgesi oligolar1
(5-AGCTTGGGGTATTTCCAGCCG-3’), mutant oligolar
(5’-AGCTTGGCATAGGTCCAGCCG-3’) ve asir1
miktarda isaretlenmemis oligolarla inkiibe edilmis ve
sonrasinda bir denature etmeyen % 6 poliakrilamid jel
elektroforezine tabi tutulmuslardir. Jel kurutularak filmi
cekilmistir (Gelshift kit, Geneka, Montreal) Nuclear
extreler soyle hazirlanmistir: 10x10° hiicre 1xPBS‘de
yikanmis ve 400 m soguk tampon A‘da lizise
ugratilmistir. Ornekler 15 dakika buzda bekletilmis
sonrasinda 10 saniye siireyle vortekslenmistir.
Cekirdekler 10 saniye santrifiij edilerek pelet
olusturulmus ve bu pelet 40 mikrolitre tampon B‘de
¢Ozlindiirtilmiistiir. Bunu takiben 20 dakika buzda
bekletilmis ve 3 dakika boyunca 4 °C‘da santrifijj
edilerek yeniden pelet haline getirilmistir. Stipernatan
toplanmis ve deneylerde kullanilmak iizere —80 °C*de
saklanmigtir. Tampon A: 10 mM Hepes, 1.5 mM MgCl2,
10mM KCL, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF, pH:7.9. Tam-
pon B:20 mM Hepes, 25% gliserol, 420 mM NacCl, 1.5
mMMgCl2,0.2mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSFE.

Western blotlar: Total hiicre lizatlar1 24 saat
boyunca HeFi-1 ile 24 saat inkiibasyon 6ncesi ve
sonrasi elde edilmistir. Proteinler esit miktarlarda bir
denatiire edici %12°lik SDS-poliakrilamid jel



elektroforezine tabi tutulmustur. Jel bir nitroseliiloz
membrana emdirilerek proteinlerin membrana transferi
saglanmistir. Membran TRAF1 antikoru ile inkiibe
edilmis (klon H3, Santa Cruz, Santa Cruz CA); ve antikor
baglanmasi ImmunStar kemiluminesans deteksiyon
sistemi (BioRad, Hercules, CA) ile tavsiye edilen
protokole gore arastirilmistir. Total hiicre lizatlar1 RIPA
tamponunda proteaz inhibitdrleri varliginda inkiibasyon
ile elde edilmistir. Elde edilen lizatlarda protein miktari
Bio-Rad sistemi ile dlgiilerek jele esit miktarda protein
yiiklenmesine dikkat edilmistir.

SONUCLAR

Proliferation assayleri: CD30 sisteminin
aktivasyonu, ¢alisilan hiicre serilerinde pleiotropic
yanitlara yol agmistir. Nodal anaplastik biiyiik hiicreli
lenfoma hiicre serileri Karpas 299 ve DHL thymidine
uptake‘inde azalmayla yanit vermislerdir. CD30+ deri
lenfoma hiicre serileri Mac-1 ve Mac-2A ise belirgin
bir proliferasyon artisiyla yanit vermislerdir. Hodgkin
lenfomast hiicre serisi KMH2 minimal bir proliferatif
yanit gostermistir. (Sekil 1).
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Sekil 1: 3H-Thymidine inkorporasyon assayleri ile dl¢iilen
proliferatif yanitlar. Karpas 299 ve DHL nodal ALK+
anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma hiicre serileridir. Mac-1 ve
Mac-2A CD30+ anaplastik biiyiik hiicreli deri lenfomasi
hiicre serileridir, KMH2 ise bir Hodgkin lenfomas1 hiicre
serisidir. Sonuglar kontrol grubunun yiizdesi olarak verilmistir
(ortalama + standart sapma)

Mac-1 ve Mac-2A ayrica 10 ng/ml insan
rekombinan TGF-b (R&D systems) ve anti-TGF-b
antikoru (10 mg/ml, R&D systems), ile HeFi-1 varliginda
ve yoklugunda inkiibe edilmistir. Bu hiicrelerin TGF-
bnin aktif bir formunu sekrete ettikleri bilinmektedir .
Mac-1 TGF-b‘nin biiyiimeyi inhibe edici etkilerine
duyarlidir. Ancak Mac-2A TGF- b tip Il reseptoriindeki
dominant negatif bir mutasyondan dolay1 TGF-b’ya
direnglidir.’* Mac-1 anti-TGF-b antikoru ve HeFi-1 ile
birlikte inkiibe edildiginde, tek basina HeFi-1la
inkiibasyona gore daha fazla bir proliferatif yanit
gostermistir. Mac-2A ile ayni deney tekrarlandiginda

Levi ve Ark.

ise boyle bir yanit gozlenmemistir. (Sekil 2).
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Sekil 2: 3H-Thymidine inkorporasyon sonuglari: Mac-1 ve
Mac-2A IgG7 (kontrol) HeFi-1 (CD30), HeFi-1 +TGF-b,
HeFi-1 + anti-TGF-b ile inkiibe edilerek proliferasyon
Ol¢lilmiistiir.

Western blot and mobilite kaymasi deneyleri:
Mac-1 ve Mac-2A‘da TRAF1‘in  eksprese edildigi
gozlenmistir. Ancak, CD30 aktivasyonu sonrasinda her
iki hiicre serisi de TRAF1 ekspresyonunda artis
gostermislerdir (Sekil 3). Karpas ve JB6 nodal ALCL
hiicre serilerinde TFAF1 ekspresyonu ¢ok daha az
olmakla birlikte CD30 aktivasyonu bir miktar ekspresyon
artigina neden olmaktadir.
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Sekil 3: Western blotla Mac-1 ve Mac-2A hiicre serilerinde
CD30 aktivasyonundan dnce ve sonra TRAF1 ekspresyonu.
Karpas ve JB6 nodal anaplastik biiyilik hiicreli lenfoma
hiicreleridir ve karsilastirma amaciyla deneyde
kullanilmislardir.

Mobilite kaymasi deneylerinde Mac-1 ve Mac-
2A‘da az miktarda bazal sartlarda NF-kB aktivitesi,
Hodgkin hiicre serisi KMH2‘de ise yiiksek miktarda
bazal NF-kB aktivitesi gdzlenmistir. Nodal anaplastik
biiyiik hiicreli lenfoma hiicre serisi Karpas, bazal
kosullarda NF-kB aktivitesi gostermemektedir. HeFi-1
ile inkiibasyon araciligiyla temin edilen CD30
aktivasyonunu takiben biitiin hiicre serilerinde kuvvetli
NF-kB aktivasyonu gozlenmistir (Sekil 4).

TARTISMA

Bu calismada CD30+ deri lenfoma hiicre
serilerinde CD30 aktivasyon yolunun fonksiyonel
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Sekil 4: NF-kB jel kaymasi sonuglari. KMH2, Karpas, Mac-
1 ve Mac-2A hiicre serileri 32P isaretli oligo (H), (H) +
isaretsiz oligo (C), ve (H) + isaretsiz mutant oligo (M), ile
HeFi-1 ile inkubasyondan &nce ve sonra elde edilmistir. Jurkat
hiicre serisinin niikleer ekstreleri bilinen negatif (N) ve pozitif
(P) kontroller olarak kullanilmislardir.

oldugu, proliferatif yanitlardaki artma, TRAFI
ekspresyonunda artma ve NF-kB aktivasyonu ile
gdsterilmistir. Incelenen nodal ve deri lenfoma hiicre
serileri CD30 aktivasyonuna zit yanitlar vermislerdir.
Bu bulgular nodal ve deri anaplastik biiyiik hiicreli
lenfomalarinin biyolojik olarak farkli tiimorler olduklari
kavrami ile uyum gostermektedir.'* ALK+ nodal
ALCL‘larda gozlenen CD30 aktivasyonuna bagli
biiylime inhibisyonu bu tiimorleri HeFi-1 gibi CD30
aktive edici antikorlar kullanilarak yapilan
immunoterapiler igin iyi bir aday haline getirmektedir.'
Su anda CD30 lenfomalarda HeFi-1‘in kullanildig bir
faz 1 galismasi Beth Israel Deaconess Hastanesinde
devam etmektedir. Bu ¢calismada deri CD30+ ALCL‘li
hastalarin bdyle bir tedavi i¢in uygun bir aday olup
olamayacaklarini tespit etmek istedik. Elde ettigimiz
sonuglar, bu hastalarda bdyle bir tedavinin uygun
olmayacagini ve ayrica bdyle bir tedavi 6ncesi aday
hastalarin tiimor hiicrelerinin in vitro testlerle bu
tedaviye yanitlarinin degerlendirilmesinin gerekli
olabilecegini ortaya koymustur.

CD30 iletisim sistemi CD40, Fas, CD27 gibi diger
tiimor nekroz faktorii aile iiyelerine benzer 6zellikler
gostermektedir.'* CD30 aktivasyonunun TRAF adaptor
molekiillerinin araciligiyla NF-kB aktivasyonuna yol
act1g1 bilinmektedir.'”'® Ayrica Hodgkin lenfomast hiicre
serilerinde konstitutif NF-kB aktivasyonu ve yiiksek
diizeyde TRAF1 ekspresyonu gosterilmistir.!®-2°
Calismamizda Mac-1 ve Mac-2A hiicre serilerini bu
yonlerden nodal anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma ve
Hodgkin lenfoma serileriyle karsilastirdik. Bilindigi gibi
CD30+ anaplastik deri lenfomalar1 morfolojik ve
immunhistokimyasal yonden Hodgkin ve nodal
anaplastik biiyiik hiicreli lenfomalarla benzerlikler
gostermektedir. Bunun yaninda lenfomatoid papulozisli
hastalarda siklikla Hodgkin lenfomasi ve diger
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lenfomalar olusabilmektedir. Mac hiicre serilerinin elde
edildigi hastada lenfomatoid papulozis sonrasinda
Hodgkin lenfomas1 ve mukozis fungoides ortaya
¢ikmisti. Bu hastanin lenfomatoid papulozis
klondan oldugu daha dnce gosterilmisti.!" Bu ¢alismada
Mac-1 ve Mac-2A hiicre serilerinin TRAF1 eksprese
ettikleri ve CD30 aktivasyonu sonrasinda ekspresyon
diizeyinde belirgin bir artis oldugu gosterilmistir. Bunun
yaninda CD30 aktivasyonu ile siddetli bir NF-kB aktivite
artis1 da ortaya konmustur.

Bu bulgularla CD30 iletisim yolunun CD30+ deri
lenfomalarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini
diistinmekteyiz. Bu iletisim yolunun aktivasyonu bu
Mac hiicre serilerinde proliferasyona yol agmakta ve
NF-kB aktivasyonuna yol agmaktadir. Hodgkin lenfoma
hiicre serilerinde bazal NF-kB aktivasyonu oldugu
bilinmekte ve bu nedenle CD30 aktivasyonunun énemli
oranda bir proliferasyona yol agmayacagi1 tahmin
edilmektedir.?

Anaplastik biiyilik hiicreli deri lenfomalarinin
siklikla spontan regresyon gosterdigi bilinmektedir.
Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte TGF-b
gibi inhibitdr ajanlarin bu olguda bir rolii oldugu
diistiniilmektedir.! TGF-b’ya kars1 direncin tiimor
olusumunun daha geg bir evresinde ortaya ¢iktigini ve
bunun timor progresyonu agisindan bir avantaj
sagladigini ortaya ¢ikaran ¢aligmalar vardir. '

Calismamizda gozledigimiz bir ilging bulgu da
fonksiyonel TGF-b iletisim sisteminin CD30 iletisim
sistemini antagonize etmesidir. Buna benzer bir bulgu
daha 6nceki bir galigmada IL-2 ve TGF-b arasinda gene
aynt hiicre serilerinde gozlenmisti.'? Bu bulgular da TGF-
b reseptorlerindeki mutasyonlarin T hiicreli deri
lenfomalarinin patogenezinde bir rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. Kisa bir siire 6nce yeni bir anaplastik
biiyiik hiicreli deri lenfoma hiicre serisinde TGF-b tip [
reseptoriinde bir kismi delesyon tanimladik.?

Ozet olarak, bu caligmada anaplastik biiyiik hiicreli
deri lenfomalarinin progresyonunda iki 6nemli faktor
olarak CD30 aktivasyonu ve buna gosterilen proliferatif
yanit, ve TGF-b ile inhibisyona direnci saptadik. Bu
bulgular CD30+ deri lenfomalarinin patogenezinin
anlagilmasina yardimei olabilecegi gibi, ilerde alternatif
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde yararli olabilir.
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