DAHiLi BILIMLER / MEDICAL SCIENCES Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2007, 60(3)

Aragstirma Yazisi/ Research Article

Karsinoembriyonik Antijene Ozgiil immiin Yanitlarin
HLA-A*0201 Transjenik Fare Modelinde Olciilmesi ve
Degerlendirilmesi

Measurement and Evaluation of CEA-specific Inmune Responses in a HLA-A*0201 Transgenic Mice Model

Emin Umit Bagracik

Gatzi Universitesi Tip Fakiiltesi, immdinoloji AD
Amag: Karsinoembriyonik antijen (CEA) geni tasiyan bir rekombinant vektor araciligi ile immdinize

edilen transjenik farelerde, CEA'e karsi olusan 6zgil T lenfosit yanitini 6lcmek ve deneysel para-
metreleri irdeliyerek degerlendirmek.

Gereg ve Yontem: Rekombinant vektor, ALVAC-CEA ile immiinize edilen HLA-A*0201 (A2) tran-
sjenik farelerden dalak hicreleri izole edildi. Kltirlerde 6zgll CD8+ sitotoksik T lenfositleri ak-
tive etmek ve ¢ogaltmak icin, hiicreler iki farkli CEA peptidi ile veya kontrol peptid ile uyarildi.
CEA'e 6zgll T lenfosit yanitlarinin dlctilmesinde standart bir degerlendirme islemi igin optimum
parametreleri bulmak amaciyla, fakli peptid konsantrasyonlari ve farkl hiicre sayilari test edildi. T
lenfosit cevabi, IFN-y salgisi olarak ELISPOT yontemi ile 6lculdi.

Bulgular: ALVAC-CEA ile asilanan transjenik fareler, CEA'e 6zgl olan etkin T lenfosit yanitlari olus-
turdu. Olusan yanitlarin optimal seviyelerde 6lctilebilmesi icin, hiicre sayisi ve uyarici peptid mik-
tari gibi parametre degerlerinin kullanilan yontem agisindan 6nemli oldugu saptandi.

Sonug: CEA'e 6zglil yanitlarin 6lctilmesinde deneysel parametreler tam olarak optimize edilmeli-
dir. Ozgiil T lenfosit yanitlarinin olusumunda etkin bir vektér olan ALVAC-CEA, CEA eksprese eden
tlmorlerin tedavisinde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: CEA, HLA-A*0201 transjenik fare

Aim: To measure specific T cell responses against to carcinoembryonic antigen (CEA) in transgenic
mice that were immunized by a recombinant vector expressing CEA gene, and to evaluate expe-

rimental parameters.

Materials and Methods: Splenocytes were isolated from spleens of HLA-A2 transgenic mice that
were immunized with a recombinant vector, ALVAC-CEA. Cells were pulsed with an irrelevant pep-
tide for controls or with two different CEA-specific peptides to activate and expand CEA-specific
CD8+ cytotoxic T lymphocytes in cultures. Various concentrations of peptides and various cell
numbers were tested to find optimum parameters for a standard evaluation procedure of measu-
ring CEA-specific T cell responses. Responding T cells were assessed by IFN-y secretion in ELISPOT
assay.

Results: Transgenic mice immunized by ALVAC-CEA developed efficient specific T-cell responses
to CEA. Parameters such as peptide concentration and cell number used in in vitro experimental
procedure were found to be significant in terms of obtaining optimal measurements.

Bagvuru tarihi: 18.04.2007 - Kabul tarihi: 11.06.2007 Conclusion: Experimental parameters should be optimized to measure CEA-specific T cell respon-

letisim ses. ALVAC-CEA is an efficient vector to induce specific T cell responses. Therefore, it can be a very
Emin Umit Bagriacik useful vaccine in immunotherapy of cancers that express CEA.
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Karsinoembryonik antijen (Carcino-

embryonic antigen = CEA), mo-
lekiler agirligi 180-200 KDa olan
ve insanda embryonal safhalarda
eksprese edilen bir glikoprotein-
dir (1). Eriskin serumunda CEA
miktarlarindaki artis, gelisen bir
malignansinin habercisi olarak d
egerlendirilebilmektedir. Baz1 ti-
mor tiplerinin CEA eksprese ettigi
yaygin olarak bilindigi icin, genel
bir timor antijeni olarak litera-
tiirde yer almistir. Ornegin, gas-
trointestinal sistem, meme, pank-
reas ve akciger kanserlerinin CEA
eksprese ettigi bir ¢ok defa rapor
edilmistir (1-3). Uzerinde pek cok
calisma gergeklestirilen ve bu ne-
denle, biomolekiler ve immuno-
lojik ozellikleri hususunda olduk-
¢a fazla bir bilgi birikimi bulunan
CEA, bazi tiimorlerin tedavisinde
hedef antijen olarak 6nerilmekte-
dir (4).

Rekombinant viral vektorler gene-

tik muhendisligi teknikleriyle
genomlarinda antijen genlerini
tasimak uzere dizenlenebilirler.
Boylececesitliantijenlerekarsithiic-
resel immin yanit olusturulmasi
amaciyla kullanidmaktadirlar. Bu
calismada kullanilan rekombinant
vektor ALVAC-CEA daha Once-
den tanimlanmis olan bir vektor-
dar (5). ALVAC-CEA, bazi genleri
degistirilerek virulansi azaltilmis
ve insan karsinoembryonik an-
tilen geni transfer edilmis bir
kanarya Pox virusudur. ALVAC-
CEA ile olusturulan enfeksiyon
sirasinda CEA enfekte hiticreler
tarafindan eksprese edilir. Enfekte
hicreler CEAe ait antijenik pep-
tid epitoplart sinif I human 16ko-
sit antijenleri (HLA molekuilleri)
araciligi ile CD8" sitotoksik T len-
fositlere sunarak, T hiicre aktivas-
yonuna yol acar.

son yillarda yapilan pre-klinik
arastirmalarda insanda olusan im-
min yanitlara yakinligr acisindan,
HLA-A*0201 transjenik fare mo-
delleri tercih edilmektedir (6).
Ancak bu tir hayvan modellerin-
de yapilan arastirma sonuclarinin
giivenilirligi acisindan, olusan
immin yanitlarin Olcilmesi ve
degerlendirilmesi icin, deneysel
parametrelerin  belirlenmesi ve
standart hale getirilmesi oldukca
onem tasimaktadir.

Bu arastirmada ALVAC-CEA araciligi

ile karsinoembryonik antijene
karstimmiuinize edilen HLA-A*0201
transjenik farelerde olusan immiin
yanitlarin gerektigi sekilde olcile-
rek degerlendirilebilmesi icin, de-
neysel parametrelerin optimizas-
yonu c¢alisilmistir. Elde edilen so-
nucglar asagida degerlendirilerek
tartisiimistur.

Gereg ve Yontem

Deney hayvani ve immiinizasyonlar

Arastirmalarda HLA-A*0201 (A2)
geni iceren 8-10 haftalik disi
transjenik fareler, yerel etik ku-
rul izni ve kurallarina uyularak
kullanildi. Kullanilan transjenik
fareler daha Once literatiirde
tanimlanmistir  (5). Fareler ste-
ril ortam kosullar1 altinda deney
hayvanlar1 laboratuarinda uretil-
di (Sunnybrook Women’s Health
Science Centre, Toronto, Cana-
da). Uc¢ fare, karsinoembryonik
antijen geni tastyan Kanarya Pox
Virusu (ALVAC-CEA) ile immiini-
ze edildi. Birincil (primer) immi-
nizasyonlar, her fareye 5x107 pfu
(plaque forming unit) virusun sub
kiitan olarak 100 ul fosfat tampo-
nu (PBS) icinde enjeksiyonu ile

fareler servikal dislokasyon ile 6l-
durilerek dalaklar: steril kosullar
altinda cikartildi.

Dalak hiicrelerinin hazirlanmasi ve

ozgiil peptidler ile uyariimasi

Dalaklar steril AIM-V serum iger-
meyen lenfosit besi yeri (Gibco,
USA) icinde ezilerek slispanse
edildi ve ayristirildi. Sekil 1A ve 1B
takip edilen deneysel protokoliin
ozetini belirtmektedir. Her bir fa-
reden cikartilan dalak hitcreleri
tek bir hiicre suspansiyonu ola-
rak havuzlandi. Dalak hiicreleri,
(1x107, 3x107, 6x107 hiicre) 10 ml
AIM-V lenfosit besi yeri (100 U/ml
penisilin, 100 ug/ml streptomi-
sin, 2 mM L-glutamin, 5x10° mM
2-merkaptoetanol ile suplemente
edilmis, Gibco, USA) iceren 25
cm?® kiltar flasklarina  (Falcon,
USA) vyerlestirildi. Hicreler karsi-
noembryonik antijen peptidleri ve
5 ug insan B,-mikroglobulin (Sig-
ma-Aldrich, USA) ile uyarildi. Bu
peptidlerden biri, CEA,, .. fare
epitopudur ve amino asid dizgesi
EAQNTTYL olarak bilinmektedir
(6). Diger peptid CEAnin HLA-
A*0201 (A2) tarafindan sunulan
insan epitopudur ve CEA, .
(DVLYGPDTPI) olarak bilinir (7).
Ayrica kontrol (irrelevant) peptid
olarak, bir HIV peptidi olan p17
Gag ., (SLYNTVATL) kullanild:
(8). Peptidler 0.025 ug/ml, 0.25
pug/ml2.5 pug/ml, 25 upg/ml gibi
farkli konsantrasyonlarda hiicre
kiltiirine ilave edildi. Peptid ilave
edilen hucre kultirleri 37°C’de,
% 5 CO, iceren ortamda 7 gilin in-
kiibe edilerek htcreler cogaltildi.
Baz kilturler 20 IU/ml IL-2 (pro-
leukin) igerdi.

Karsinoembryonik antijene karsi gerceklestirildi. On dort giin son-
immiin  yanit olusturulmasi ra ikincil (sekonder) immiinizas- IFN-y tayini i¢in ELISPOT yontemi
cesitli hayvan modellerin- yonlar ayni1 sekilde yapildi. Birincil

de  caligilmaktadir.  Ozellikle immiinizasyondan 60 giin sonra Test daha 6nce yayinlanmis bir yon-
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ALVAC-CEA ile primer ve sekonder immunizasyon (5x107 pfi)
l Priraer irmrmiinizasyonu takiben 60 giin

Dalak hiicre siispansiyonu
‘
CEAsq. 533 peptid ile hiicreleri (1x107 Hicre) uyar

|
0.025 pgfml 0.25 pg/ml 25Mgiml [/ 1 25 pg/ml
0.025 Pg/ml 0.25 pg/fml 25MUgiml [ | [ | 25 pg/ml

+ IL-2 + IL-2 + IL-2 + IL-2
¥ ry
7 gin mkiibasyon

.

ELISPOT: 1x10° Hicre, CEA,,. 533 veya HIV peptidi ile

hiicreleri uyar

®®
®®

teme gore, kucuk degisiklikler
yapilarak  gergeklestirildi  (9).
Kisaca, cogaltilan hicreler 96
kuyu iceren ve tabani anti-fare
IFN-y antikoru (BD-Pharmingen,
USA) ile kaplanmis olan ELIS-
POT plaklarina (Millipore, USA)
yerlestirildi. Her oOrnek igin iki
kuyu kullanildi. Her kuyuya 200 wl
besi yeri icinde 1x10° hiicre ve 0.1
mg/ml peptid ilave edildi. Plaklar
37°C’de, % 5 CO, igeren ortam-
da 20 saat inktbe edildi. Plaklar 5
kez yikand: ve biotin isaretli anti-
fare IFN-y antikoru (BD-Pharmin-

l 24 saat inkilbasyon

()
)&

gen, USA) ile inkiibe edildi. Bes
kez yikanan plaklar alkalen fosfa-
taz isaretli avidin (Sigma-Aldrich,
USA) ile ve BCIP/NBT [(5-Bro-
mo-4-chloro-3-indolyl  phospha-
te/Nitro blue tetrazolium (Sigma-
Aldrich, USA)] substrat ile inkiibe
edildi. Plaklar AID ELISPOT oku-
yucusu (AID GmbH, Germany)
kullanilarak okundu.

istatistik analizleri

Sekil 1. CEA’e karsi 6zgul immun yanitin belirlenmesinde hiicre kulturlerinde kullanilan konsantrasyonu ve IL-2’nin etkisinin in vitro arastiriimasi
icin izlenen deney protokoll 6zeti.

Deney gruplar: arasindaki farkliliklar
student’s t testi veya tek yOn-
Ii varyans analizi (ANOVA) ile
hesaplanmistir. p<0.01 degerleri
istatistiksel olarak Onemli kabul
edilmistir.

Bulgular

Peptid konsantrasyonunun ve
IL-2'nin IFN-y salgisina etkisi

ALVAC-CEA ile immunize edilen

Emin Umit Bagriagik

105



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2007, 60(3)

farelerin CEA’e karst 6zgul hiic-
resel immiin yanit olusturup
olusturmadiginin arastirilmast
icin, fare dalaklarindan hazirlanan
hiicre stispansiyonlarr, CEAnin
fare epitopu olarak bilinen ve fare
MHC siuf I (KP) tarafindan CD8*
T lenfositlere sunulan CEA,, ..
peptidinin hiicre kiltirlerine ila-
vesi ile uyarildi. Deneysel proto-

kol sekil 1’de goriilen sema ile
ozetlenmistir. Calisilan  deney
dizeneginden de anlasilacagi
gibi, olusan immiin yanitin opti-
mum seviyelerde Olgiilebilmesi
icin, kiltirlerdeki hiicre sayisi
(1x107) sabit tutularak cesitli de-
ney parametreleri ayri ayri test
edildi. Ornegin kiiltiirlerde pep-
tid miktrinin etkisini bulmak

i,

amaciyla, kalttirlere farkli miktar-
larda peptid ilave edildi. Fare epi-
topu peptidin (CEA,,.,,,) 0.025
pg/ml dozundan baslayarak 25
ng/ml doza kadar 10 kat artan
konsantrasyonlariyla dalak hiicre-
leri uyarildi. Peptid epitopa karsi
olusan 6zgil T lenfosit yaniti, IFN-
vy salgilayan hiicre sayisi (spot)
olarak ELISPOT testi ile saptandi.

ALVAC-CEA ile primer ve sekonder immiinizasyon (5107 pfu)

l Prireer iramiinizasyonu takiben 60 giin

Dalak hiicre siispansiyonu

!

1x107 Hiicre

CEAsps. 53

132107 Hiicre

3x107 Hicre

6x107 Hicre

CE""&LSI{S- 533

3x107 Hicre

CE}S‘SSS- 597

CEAS‘E'S- 533

61107 Hicre

CEASS&- 597

CE"&‘SGS- 597

7 gin inkibasyon

\J

Y

ELISPOT: 1x10° Hiicre, CEAsy. 533 VEVA
CEAsq0 507 veya HIV peptidi ile hiicrelen uyar

l 24 saat mkilbasyon

Sekil 2. CEA’e karsi 6zgul immun yanitin belirlenmesinde kulturlerinde kullanilan hiicre sayisinin etkisinin in vitro arastirilmasi icin izlenen deney
protokoll 6zeti. Ayni deney protokoll 0.25 ug/ml peptid konsantrasyonlari kullanilarak calisiimistir.
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PEPTID MIKTARI (giml)

Sekil 3. CEA’e karsi 6zgll immun yanitin be-
lirrenmesinde peptid konsantrasyonu ve IL-

2'nin etkisi ALVAC-CEA ile
transjenik farelerden izole

releri (1x107 hucre), fare epitopu (CEA

immunize edilen
edilen dalak hic-

526—533)

peptid ve kontrol HIV (Gag,, ) peptid ile in
vitro uyarilarak ¢ogaltildi. Kilttrlerden topla-
nan hucrelerin IFN-y salgisi ELISPOT yonte-
mi ile saptandi. (A) Plak tabaninda noktalar
(spot)’lar tespit edildi. IL-2 icermeyen (C)
kulttrlerde farkl dozda kullanilan peptidlerde
T lenfosit yaniti; CEA fare epitopu (D) ve HIV
peptidine (E) karsi olusan yanitin karsilastiril-

masil.

IFN-y salgilayan hicreler,

kuyularinin  tabani

plak
nda noktalar

(spot) halinde goruntilendi (Sekil
3A). Kullanilan peptid’e karsi her-
hangi 6zgiil olmayan bir yanitin or-
taya cikabilecegi olasiligini kontrol
etmek tlizere, daha onceden fare
hucrelerinin  hi¢c  karsilasmadigi
baska bir peptid (irrelevant pep-
tid, HIV peptidi, Gag_..) konrol
amaglt olarak kullanildi. Kontrol
HIV peptid ile karsilastirildiginda,
CEA,, .., peptidinin kullanilan bu-
tin konsantrasyonlari ile uyarilan
kiiltarlerde IFN-y salgilayan hiicre
sayisinda artis gozlendi (Sekil 3C).
Ozellikle 0.25, 2.5 ve 25 ug/ml

hicre sayisinin etkileri. 1x107, 3x107, ve 6x107 huicre kullanilarak insan epitopu (CEA

"e"""?"*-."'.- IR '|‘ A Insan O Fare W HIV
o -gl fr‘ -.. ;‘ B *_"I . .
T R TN L "E 'I‘ 0.25 pgihnl peptid 2.5 pg/ml peptid
T aF NE L E gy 600
[l T 0 ]s ] B s |
'ﬂ’l’ B e i i v?“‘TP—Iﬁ'.”_—I QO 400
L:E_....a; i ..l*!."_".m__l.r #, _-I-!" ] -E 300
i B C '”g 200 1
% :: 1L-2 () :: -2 ) 7 - 100
B Fare e : F-:% a 0
/"Jﬁ by > 600 0.25 pghnl peptid 2.5 pg/mi peptid
£ Mo " T % B D
B ou e w mv - 500 4 500 4
E- ) LT b -] ! LT+ 1 ] o 400 - 400 4
FEPTID MIKTARI fugiml) % 300 A *® 300 A *
D on o £ == 200 | 200 1
g - o E 100 100
50 1 0
% mir‘“ {1V 0 r_h ) . 0 |—L . .
g ;:jjl - 1307 3x107 1x107 30" 600
= 18 i . -n =
g Imll 1 KULTURE ALINAN HUCRE SAYISI
01 @
8 | ] |
> 0 o
g vmowmoEoE vm o omoE Sekil 4. CEA’in insan ve fare T lenfosit epitoplarina kargi olusan imman yanita, kullanilan

588-

;) Peptidin (A) 0.25 ug/ml konsantrasyonlari ile veya fare epitopu CEA_, ... peptidin (C)
0.25 ug/ml ve (D) 2.5 ug/ml konsantrasyonlari ile uyarilan kultirlerde 6zgul T lenfosit ya-
niti IFN-y ELISPOT y&ntemiyle saptandi. Kontrol olarak HIV (Gag,, .,) peptidi kullanildi.

peptid ile uyaridan kiltirlerdeki
artisin istatistiksel olarak Onem-
li oldugu tespit edildi (p<0.01).
Maksimum artis 2.5 ug/ml pep-
tid ile uyarilan kultirde oldu.
Dolayisiyla 2.5 ug/ml peptid kon-
santrasyonunun, kullanilan deney-
sel kosullar altinda, uygulanmasi
gereken optimum doz olarak ka-
bul edilebilecegi disuntldi.

Ayrica diger bir parametre olarak, T

lenfositler icin bir biiytime faktora
olan interlokin 2 (IL-2)’nin kiltiir
ortaminda bulunmasinin, olusan
oOzgil immin yanita etkisi de
arastirildi. IL-2 varligindada CEA,,
553 peptidi ile uyarilan kiltirlerde
IFN-y salgilayan hiicre sayisinda
artis gozlendi (Sekil 3B). Kontrol
peptid ile karsilastirildiginda goz-
lenen artisin istatistiksel olarak
onemli oldugu saptand: (p<0.01).
Ancak IL-2 iceren ve IL-2 ilave edil-
meyen kiltirler kendi arasinda
karsilastirildiginda, IL-2 ilave edi-
len kultirlerde IFN-y salgilayan

hiicre sayisinda azalma oldugu
tespit edildi (Sekil 3D). CEA,, ..
peptidi ile uyardan kiltiirlerdeki
IFN-y miktarinda gézlenen bu azal-
ma, aynt zamanda kontrol (HIV)
peptid ile uyarilan kultiirlerde de

gozlendi (Sekil 3E).

Kiiltiirlerdeki hiicre sayisinin IFN-y

salgisina etkisi

Hicre sayminin IFN-y salgisina etkisi-

ni arastirmak ve HLA-A2 tarafindan
T lenfositlere antijen sunumunun
yapildigini gostermek icin, farkl
sayilarda hucre iceren kiiltiirler,
her kiiltiirde tek bir tip olmak tize-
re, Ug¢ farkli peptid ile uyarildi. Ta-
kip edilen deneysel protokol sekil
2’de Ozetlenmistir. Kontrol peptid
(irrelevant peptid, Gag__ ) olarak
HIV peptidi kullanildi. Diger se-
cilen iki peptid, CEA'nin fare epi-
topu (CEA,, ...) ve insan HLA-A2
molekili tarafindan sunuldugu

Emin Umit Bagriagik
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Fare epitopu peptid (CEA

bilinen epitopu CEA . dir. Her
bir peptidin iki farkli dozu test
edildi (0.25 ve 2.5 pug/ml) . Sekil
4A ve 4C de gorildugu gibi, kon-
trol peptid ile uyarilan htcrelere
kiyasla, insan epitopu ile uyarilan
kiiltarlerde IFN-y salgilayan hiicre
miktarlarinda istatistiksel olarak
onemli artislar gozlendi (p<0.01).
IFN-y salgilayan hiicre sayisindaki
bu belirgin artis, kiiltiirdeki hiicre
sayist ve kullanilan peptid dozu
gozetilmeksizin, butin kiltirler-
de tespit edildi. Ancak kulturlerde
kullanilan hiicre sayis1 goz 6niin-
de tutuldugunda, en fazla artis
3x107 hiicre kullanilan kiltirlerde
gozlendi. Kullanilan peptid miktari
acisindan karsilastirlldiginda, 2.5
ng/ml peptidle uyarilan kiltirde
IFN-y salgilayan htiicre miktar1 en
fazla oldu. Dolayisiyla kiltirlerde
2.5 pug/ml peptid ve 3x107 hiicre
kullanimi, CEAe 6zgil immiin
yanit (IFN-y spot sayist 503 * 4)
Olcilmesinde optimum paramet-
reler olarak saptandi.

s26533) 1€
hucreler uyarildigi zaman da ben-
zer sonuclar gozlendi (Sekil 4B ve
4D). Kullandan deneysel kosullar
alunda kultirlere ilave edilmesi
gereken hiicre sayisinin 3x10” hiic-
re olmasi gerektigi tespit edildi.

Tartisma

Bu calismada CEA geni tasiyan ve

ALVAC-CEA olarak adlandirilan
vektor ile asillanmis olan HLA-A2
tansjenik farelerde, CEA’e kars1 0z-
giil olarak gelisen hiicresel immiin
yanit ELISPOT testi kullanilarak
olcildi. Bunun yani sira, olusan
immin yanitin tam ve dogru ola-
rak tayin edilmesi amaciyla, hic-
relerin uyrilmasinda kullanilan
peptid miktarlart veya kullanilan
hiticre sayilart gibi test parametre-
leri arastirilarak optimize edildi.

Bir bireyin total

lenfositlerinin
sayisina kiyasla, immiinizasyon so-
nucu herhangi bir antijene karsi
aktive olan o6zgil T lenfositlerin
sayist oldukca azdir. Bu neden-
le ozgul hiicresel yanitin olusup
olusmadiginin anlasilabilmesi
icin yada yanitin Olguilebilir hale
getirilmesi igin, yanit veren hic-
relerin sayisini in vitro kosullarda
arttirmak gerekebilir. Bu amacla
arastirmada CEAnin iki farkli tip-
te peptid epitopu kullanildi. CEA
ile immunize edilmis bireylerden
elde edilen hiicreler, bu antijenin
peptid epitoplaryla yuklendikle-
ri zaman da T lenfositlere antijen
sunarak uyarabilmektedir (10).
Ancak bu takdirde, CEA'nin butiin
epitoplarina 6zgil olan T lenfo-
sitler ¢ogalmaz. Sadece kullanilan
epitopa 6zgil olan T lenfositler
cogalir. Arastirmada secilen pep-
tidlerin birisi (CEA,, ,,) fare MHC
sintf I molekillerinden H-2KP
tarafindan, digeri (CEA,, ) ise
insan MHC sinif I molekiillerinden
HLA-A2 tarafindan sunulan peptid-
ler olarak bilinmektedir (6, 7). Bu
arastirmada kullanilan iki peptid
ile ozgil T lenfositler cogaltildi.
Hucrelerin cogaltma islemi
sirasinda bazi deneysel parametre-
lerin 6nemli oldugu tespit edildi.
Kullanilan peptid miktarlarinin ve
kiiltiire alinan hiicre sayisinin  in
vitro ortamda fizyolojik bir denge
icinde olmasi gerektigi anlasildi.
Ornegin, yiiksek sayida (6x107)
hiicre igeren kultirlerde peptid-
lere karsi yanit daha dusiik sevi-
yelerde oldu. Bu durum mubhte-
melen soyle aciklanabilir: Kiiltiire
alinan htcre sayisinin fazla olmasi,
bu hiicreler i¢inde kullanilan CEA
epitoplarina 6zgul olan hiicrelerin
sayistyla dogru orantiidir. Pep-
tid yiklemesiyle yapilan uyarim
sonucunda 6zgul hiicreler boli-
nerek sayica g¢ogalacaklardir. Bu
reaksiyon zaten sayica fazla olan
bu hiicrelerin sayisinin kisa bir
surede cok daha fazla seviyelere
ulagsmasina neden olacaktir. Fiz-

yolojik kosullarin smnirli oldugu
bir kiltiir ortaminda, hiicre sayisi
ve dolayisiyla metabolizmasindaki
ani artis sonucunda hicreler
cogalmalarinin  pik  noktasina
cok daha kisa bir siire iginde
erisecektir. Ortamdaki fizyolojik
kosullarin tiikketilmesine bagli ola-
rak zaman icinde metabolik aktivi-
telerini kaybederek apoptotik hiic-
re Olimiiyle yok olacaklardir. Segi-
len zaman dilimi sonrasinda hic-
reler cogaltildiklar: kilttirlerden
toplanarak ELISPOT yontemi ile
test edildikleri zaman, 6zgil yanit
veren hiicre frekansinin en fazla
oldugu kultir, hiicre ¢cogalmasi ve
canli kalmasi acisindan fiziki ve fiz-
yolojik parametrelerin optimum
dizeyde yani fizyolojik bir denge
halinde oldugu kiiltiir sartlarini
icerecektir.

Arastirmada IL-2 iceren kiiltiirler-

de, igermeyen kiiltiirlere kiyasla,
peptid antijene yanit veren hiicre
sayisinda bir azalma oldugu goz-
lendi. Bilindigi gibi IL-2, antijen
ozgulligiinden bagimsiz bir meka-
nizma ile T lenfositlerin Giremesini
etkileyen bir sitokindir. Mitojenik
aktivitesi sayesinde T lenfosit Ure-
mesini arttirir. Bu nedenle aktive
edilen T lenfositler IL-2 varliginda
cok daha hizli bir sekilde boline-
rek ¢ogalir. Hicre kultirleri gibi
fizyolojik sartlar agisindan sinirlt
ortamlarda cogalan T lenfositler
birka¢ giin icinde Olmeye baslar.
Bu durum uyarimin veya aktivas-
yonun neden oldugu hiicre 6limu
olarak da adlandirilmaktadir (12).
Son yillarda yapilan calismalarda
cogalan T lenfositlerin 6limunin
geciktirilmesi amaciyla diger sito-
kinlerin ise karismasi gerektigini
gostermistir.  Ornegin bu  sito-
kinlerden birisinin IL-15 oldugu
gosterilmistir (13). Bu arastirmada
da, IL-2’nin mitojenik etkisi ile T
lenfositlerin sayisinda ortaya ¢ikan
ani artisa bagli olarak hiicre oOla-
mu gerceklesmistir. IL-2 icerme-
yen kiltiirlerde ise hiicre olumu
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mekanizmalar1 daha yavas isledigi
icin, IL-2 iceren kiltiirlere kiyasla,
IFN-y salgilayan T hiicre sayisinda
bir azalma ortaya ¢ikmustir.
Dolayisiyla, CEAne karsi olusan T
lenfosit yanitlarinin in vitro olcil-
mesi sirasinda izlenecek olan de-
ney protokoliinde, disardan IL-2
ilave edilmemesi gerekmektedir.
Alternatif olarak, eger IL-2 ilavesi
yapilirsa, bu takdirde kultir stre-
sinin kisaltilmasi veya ortama IL-15
gibi sitokinlerinde ilave edilmesi,
optimal 6l¢giim sonuclarinin elde
edilmesi acgisindan zaruridir.

Timor antijenlerine karst T len-

fositlerin aktivasyonu ile ilgi-
li c¢alismalarda kullanillan fare
modellerlerinde aranan en
onemli Ozelliklerden birisi, in-
san modeline olduk¢a yakin bir
sekilde tasarlanmis olmasidir. Bu
arastirmada insan reaksiyonlarina
yakin bir model olarak insan HLA-
A2 geni tastyan tranjenik fareler
kullanilmistir.  HLA-A2  insanin
MHC simf I molekul tiplerinden
birisidir. Bu tur bir farede hic-
reler, tipki insanda oldugu gibi,
HLA-A2 tzerinde antijenik peptid
epitoplart CD8" sitotoksik T len-
fositlere sunma kapasitesine sa-
hiptir. HLA-A2 tarafindan sunulan
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