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Amaç: Karsinoembriyonik antijen (CEA) geni taşıyan bir rekombinant vektör aracılığı ile immünize 

edilen transjenik farelerde, CEA’e karşı oluşan özgül T lenfosit yanıtını ölçmek ve deneysel para-

metreleri irdeliyerek değerlendirmek. 

Gereç ve Yöntem: Rekombinant vektör, ALVAC-CEA ile immünize edilen HLA-A*0201 (A2) tran-

sjenik farelerden dalak hücreleri izole edildi. Kültürlerde özgül CD8+ sitotoksik T lenfositleri ak-

tive etmek ve çoğaltmak için, hücreler iki farklı CEA peptidi ile veya kontrol peptid ile uyarıldı. 

CEA’e özgül T lenfosit yanıtlarının ölçülmesinde standart bir değerlendirme işlemi için optimum 

parametreleri bulmak amacıyla, faklı peptid konsantrasyonları ve farklı hücre sayıları test edildi. T 

lenfosit cevabı, IFN-γ  salgısı olarak ELISPOT yöntemi ile ölçüldü. 

Bulgular: ALVAC-CEA ile aşılanan transjenik fareler, CEA’e özgül olan etkin T lenfosit yanıtları oluş-

turdu. Oluşan yanıtların optimal seviyelerde ölçülebilmesi için, hücre sayısı ve uyarıcı peptid mik-

tarı gibi parametre değerlerinin kullanılan yöntem açısından önemli olduğu saptandı. 

Sonuç: CEA’e özgül yanıtların ölçülmesinde deneysel parametreler tam olarak optimize edilmeli-

dir. Özgül T lenfosit yanıtlarının oluşumunda etkin bir vektör olan ALVAC-CEA, CEA eksprese eden 

tümörlerin tedavisinde kullanılabilir.

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

Aim: To measure specifi c 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 diff erent CEA-specifi c peptides to activate and expand CEA-specifi c 

CD8+ cytotoxic T lymphocytes in cultures. Various concentrations of peptides and various cell 

numbers were tested to fi nd optimum parameters for a standard evaluation procedure of measu-

ring CEA-specifi c T cell responses. Responding T cells were assessed by IFN-γ secretion in ELISPOT 

assay. 

Results: Transgenic mice immunized by ALVAC-CEA developed effi  cient specifi c T-cell responses 

to CEA. Parameters such as peptide concentration and cell number used in in vitro experimental 

procedure were found to be signifi cant in terms of obtaining optimal measurements. 

Conclusion: Experimental parameters should be optimized to measure CEA-specifi c T cell respon-

ses. ALVAC-CEA is an effi  cient vector to induce specifi c T cell responses. Therefore, it can be a very 

useful vaccine in immunotherapy of cancers that express CEA.
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Karsinoembryonik antijen (Carcino-
embryonic antigen = CEA), mo-
leküler aðýrlýðý 180-200 KDa olan 
ve insanda embryonal safhalarda 
eksprese edilen bir glikoprotein-
dir (1). Eriþkin serumunda CEA 
miktarlarýndaki artýþ, geliþen bir 
malignansinin habercisi olarak d
eðerlendirilebilmektedir. Bazý tü-
mör tiplerinin CEA eksprese ettiði 
yaygýn olarak bilindiði için, genel 
bir tümör antijeni olarak litera-
türde yer almýþtýr. Örneðin, gas-
trointestinal sistem, meme, pank-
reas ve akciðer kanserlerinin CEA 
eksprese ettiði bir çok defa rapor 
edilmiþtir (1-3). Üzerinde pek çok 
çalýþma gerçekleþtirilen ve bu ne-
denle, biomoleküler ve immüno-
lojik özellikleri hususunda olduk-
ça fazla bir bilgi birikimi bulunan 
CEA, bazý tümörlerin tedavisinde 
hedef antijen olarak önerilmekte-
dir (4). 

Rekombinant viral vektörler gene-
tik mühendisliði teknikleriyle 
genomlarýnda antijen genlerini 
taþýmak üzere düzenlenebilirler. 
Böylece çeþitli antijenlere karþý hüc-
resel immün yanýt oluþturulmasý 
amacýyla kullanýlmaktadýrlar. Bu 
çalýþmada kullanýlan rekombinant 
vektör ALVAC-CEA daha önce-
den tanýmlanmýþ olan bir vektör-
dür (5). ALVAC-CEA, bazý genleri 
deðiþtirilerek virulansý azaltýlmýþ 
ve insan karsinoembryonik an-
tijen geni transfer edilmiþ bir 
kanarya Pox virusudur. ALVAC-
CEA ile oluþturulan enfeksiyon 
sýrasýnda CEA enfekte hücreler 
tarafýndan eksprese edilir. Enfekte 
hücreler CEA’e ait antijenik pep-
tid epitoplarý sýnýf I human löko-
sit antijenleri (HLA molekülleri) 
aracýlýðý ile CD8+ sitotoksik T len-
fositlere sunarak, T hücre aktivas-
yonuna yol açar. 

Karsinoembryonik antijene karþý 
immün yanýt oluþturulmasý 
çeþitli hayvan modellerin-
de çalýþýlmaktadýr. Özellikle 

son yýllarda yapýlan pre-klinik 
araþtýrmalarda insanda oluþan im-
mün yanýtlara yakýnlýðý açýsýndan, 
HLA-A*0201 transjenik fare mo-
delleri tercih edilmektedir (6). 
Ancak bu tür hayvan modellerin-
de yapýlan araþtýrma sonuçlarýnýn 
güvenilirliði açýsýndan, oluþan 
immün yanýtlarýn ölçülmesi ve 
deðerlendirilmesi için, deneysel 
parametrelerin belirlenmesi ve 
standart hale getirilmesi oldukça 
önem taþýmaktadýr. 

Bu araþtýrmada ALVAC-CEA aracýlýðý 
ile karsinoembryonik antijene 
karþý immünize edilen HLA-A*0201 
transjenik farelerde oluþan immün 
yanýtlarýn gerektiði þekilde ölçüle-
rek deðerlendirilebilmesi için, de-
neysel parametrelerin optimizas-
yonu çalýþýlmýþtýr. Elde edilen so-
nuçlar aþaðýda deðerlendirilerek 
tartýþýlmýþtýr.         

Gereç ve Yöntem

Deney hayvanı ve immünizasyonlar

 Araþtýrmalarda HLA-A*0201 (A2) 
geni içeren 8-10 haftalýk diþi 
transjenik fareler, yerel etik ku-
rul izni ve kurallarýna uyularak 
kullanýldý. Kullanýlan transjenik 
fareler daha önce literatürde 
tanýmlanmýþtýr (5). Fareler ste-
ril ortam koþullarý altýnda deney 
hayvanlarý laboratuarýnda üretil-
di (Sunnybrook Women’s Health 
Science Centre, Toronto, Cana-
da). Üç fare, karsinoembryonik 
antijen geni taþýyan Kanarya Pox 
Virusu (ALVAC-CEA) ile immüni-
ze edildi. Birincil (primer) immü-
nizasyonlar, her fareye 5x107 pfu 
(plaque forming unit) virusun sub 
kütan olarak 100 μl fosfat tampo-
nu (PBS) içinde  enjeksiyonu ile 
gerçekleþtirildi. On dört gün son-
ra ikincil (sekonder) immünizas-
yonlar ayný þekilde yapýldý. Birincil 
immünizasyondan 60 gün sonra 

fareler servikal dislokasyon ile öl-
dürülerek dalaklarý steril koþullar 
altýnda çýkartýldý.

Dalak hücrelerinin hazırlanması ve 

özgül peptidler ile uyarılması

 Dalaklar steril AIM-V serum içer-
meyen lenfosit besi yeri (Gibco, 
USA) içinde ezilerek süspanse 
edildi ve ayrýþtýrýldý. Þekil 1A ve 1B 
takip edilen deneysel protokolün 
özetini belirtmektedir. Her bir fa-
reden çýkartýlan dalak hücreleri 
tek bir hücre süspansiyonu ola-
rak havuzlandý. Dalak hücreleri, 
(1x107, 3x107, 6x107 hücre) 10 ml 
AIM-V lenfosit besi yeri (100 U/ml 
penisilin, 100 μg/ml streptomi-
sin, 2 mM L-glutamin, 5x10-5 mM 
2-merkaptoetanol ile suplemente 
edilmiþ, Gibco, USA) içeren 25 
cm2 kültür flasklarýna (Falcon, 
USA) yerleþtirildi. Hücreler karsi-
noembryonik antijen peptidleri ve 
5 μg insan β2-mikroglobulin (Sig-
ma-Aldrich, USA) ile uyarýldý. Bu 
peptidlerden biri, CEA526-533 fare 
epitopudur ve amino asid dizgesi 
EAQNTTYL olarak bilinmektedir 
(6). Diðer peptid CEA’nin HLA-
A*0201 (A2) tarafýndan sunulan 
insan epitopudur ve CEA588-597 
(DVLYGPDTPI) olarak bilinir (7). 
Ayrýca kontrol (irrelevant) peptid 
olarak, bir HIV peptidi olan  p17 
Gag77-85 (SLYNTVATL) kullanýldý 
(8). Peptidler 0.025 μg/ml, 0.25 
μg/ml,2.5 μg/ml, 25 μg/ml gibi 
farklý konsantrasyonlarda hücre 
kültürüne ilave edildi. Peptid ilave 
edilen hücre kültürleri 37oC’de,  
% 5 CO2 içeren ortamda 7 gün in-
kübe edilerek hücreler çoðaltýldý. 
Bazý kültürler 20 IU/ml IL-2 (pro-
leukin) içerdi. 

IFN-γ tayini için ELISPOT yöntemi

Test daha önce yayýnlanmýþ bir yön-
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teme göre, küçük deðiþiklikler 
yapýlarak gerçekleþtirildi (9). 
Kýsaca, çoðaltýlan hücreler 96 
kuyu içeren ve tabaný anti-fare 
IFN-γ antikoru (BD-Pharmingen, 
USA) ile kaplanmýþ olan ELIS-
POT plaklarýna (Millipore, USA) 
yerleþtirildi. Her örnek için iki 
kuyu kullanýldý. Her kuyuya 200 μl 
besi yeri içinde 1x105 hücre ve 0.1 
mg/ml peptid ilave edildi. Plaklar 
37oC’de,  % 5 CO2 içeren ortam-
da 20 saat inkübe edildi. Plaklar 5 
kez yýkandý ve biotin iþaretli anti-
fare IFN-γ antikoru (BD-Pharmin-

gen, USA) ile inkübe edildi. Beþ 
kez yýkanan plaklar alkalen fosfa-
taz iþaretli 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 inkübe 
edildi. Plaklar AID ELISPOT oku-
yucusu (AID GmbH, Germany) 
kullanýlarak okundu.

İstatistik analizleri

Deney gruplarý arasýndaki farklýlýklar 
student’s t testi veya tek yön-
lü varyans analizi (ANOVA) ile 
hesaplanmýþtýr. p<0.01 deðerleri 
istatistiksel olarak önemli kabul 
edilmiþtir.    

Bulgular

Peptid konsantrasyonunun ve   

IL-2’nin  IFN-γ salgısına etkisi

ALVAC-CEA ile immünize edilen 

Şekil 1. CEA’e karşı özgül immün yanıtın belirlenmesinde hücre kültürlerinde kullanılan konsantrasyonu ve IL-2’nin etkisinin in vitro araştırılması 
için izlenen deney protokolü özeti.
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farelerin CEA’e karþý özgül hüc-
resel immün yanýt oluþturup 
oluþturmadýðýnýn araþtýrýlmasý 
için, fare dalaklarýndan hazýrlanan 
hücre süspansiyonlarý, CEA’nin 
fare epitopu olarak bilinen ve fare 
MHC sýnýf I (Kb) tarafýndan CD8+ 
T lenfositlere sunulan  CEA526-533 

peptidinin hücre kültürlerine ila-
vesi ile uyarýldý. Deneysel proto-

kol þekil 1’de görülen þema ile 
özetlenmiþtir. Çalýþýlan deney 
düzeneðinden de anlaþýlacaðý 
gibi, oluþan immün yanýtýn opti-
mum seviyelerde ölçülebilmesi 
için, kültürlerdeki hücre sayýsý 
(1x107) sabit tutularak çeþitli de-
ney parametreleri ayrý ayrý test 
edildi. Örneðin kültürlerde pep-
tid miktrýnýn etkisini bulmak 

amacýyla, kültürlere farklý miktar-
larda peptid ilave edildi. Fare epi-
topu peptidin (CEA526-533) 0.025 
μg/ml dozundan baþlayarak 25 
μg/ml doza kadar 10 kat artan 
konsantrasyonlarýyla dalak hücre-
leri uyarýldý. Peptid epitopa karþý 
oluþan özgül T lenfosit yanýtý, IFN-
γ salgýlayan hücre sayýsý (spot) 
olarak ELISPOT testi ile saptandý.  

Şekil 2. CEA’e karşı özgül immün yanıtın belirlenmesinde kültürlerinde kullanılan hücre sayısının etkisinin in vitro araştırılması için izlenen deney 
protokolü özeti. Aynı deney protokolü 0.25 μg/ml peptid konsantrasyonları kullanılarak çalışılmıştır.
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IFN-γ salgýlayan hücreler, plak 
kuyularýnýn tabanýnda noktalar 
(spot) halinde görüntülendi (Þekil 
3A). Kullanýlan peptid’e karþý her-
hangi özgül olmayan bir yanýtýn or-
taya çýkabileceði olasýlýðýný kontrol 
etmek üzere, daha önceden fare 
hücrelerinin hiç karþýlaþmadýðý 
baþka bir peptid (irrelevant pep-
tid, HIV peptidi, Gag77-85) konrol 
amaçlý olarak kullanýldý. Kontrol 
HIV peptid ile karþýlaþtýrýldýðýnda, 
CEA526-533 peptidinin kullanýlan bü-
tün konsantrasyonlarý ile uyarýlan 
kültürlerde IFN-γ salgýlayan hücre 
sayýsýnda artýþ gözlendi (Þekil 3C). 
Özellikle 0.25, 2.5 ve 25 μg/ml 

peptid ile uyarýlan kültürlerdeki 
artýþýn istatistiksel olarak önem-
li olduðu tespit edildi (p<0.01). 
Maksimum artýþ 2.5 μg/ml pep-
tid ile uyarýlan kültürde oldu. 
Dolayýsýyla 2.5 μg/ml peptid kon-
santrasyonunun, kullanýlan deney-
sel koþullar altýnda, uygulanmasý 
gereken optimum doz olarak ka-
bul edilebileceði düþünüldü.  

Ayrýca diðer bir parametre olarak, T 
lenfositler için bir büyüme faktörü 
olan interlökin 2 (IL-2)’nin kültür 
ortamýnda bulunmasýnýn, oluþan 
özgül immün yanýta etkisi de 
araþtýrýldý. IL-2 varlýðýnda da  CEA526-

533 peptidi ile uyarýlan kültürlerde 
IFN-γ salgýlayan hücre sayýsýnda 
artýþ gözlendi (Þekil 3B).  Kontrol 
peptid ile karþýlaþtýrýldýðýnda göz-
lenen artýþýn istatistiksel olarak 
önemli olduðu saptandý (p<0.01). 
Ancak IL-2 içeren ve IL-2 ilave edil-
meyen kültürler kendi arasýnda 
karþýlaþtýrýldýðýnda, IL-2 ilave edi-
len kültürlerde IFN-γ salgýlayan 

hücre sayýsýnda azalma olduðu 
tespit edildi (Þekil 3D). CEA526-533 

peptidi ile uyarýlan kültürlerdeki 
IFN-γ miktarýnda gözlenen bu azal-
ma, ayný zamanda kontrol (HIV) 
peptid ile uyarýlan kültürlerde de 
gözlendi (Þekil 3E). 

Kültürlerdeki hücre sayısının IFN-γ 

salgısına etkisi

Hücre sayýnýnýn IFN-γ salgýsýna etkisi-
ni araþtýrmak ve HLA-A2 tarafýndan 
T lenfositlere antijen sunumunun 
yapýldýðýný göstermek için, farklý 
sayýlarda hücre içeren kültürler, 
her kültürde tek bir tip olmak üze-
re, üç farklý peptid ile uyarýldý. Ta-
kip edilen deneysel protokol þekil 
2’de özetlenmiþtir. Kontrol peptid 
(irrelevant peptid, Gag77-85) olarak 
HIV peptidi kullanýldý. Diðer se-
çilen iki peptid, CEA’nin fare epi-
topu (CEA526-533) ve insan HLA-A2 
molekülü tarafýndan sunulduðu 

Şekil 3. CEA’e karşı özgül immün yanıtın be-
lirlenmesinde peptid konsantrasyonu ve IL-
2’nin etkisi ALVAC-CEA ile immünize edilen 
transjenik farelerden izole edilen dalak hüc-
releri (1x107 hücre), fare epitopu (CEA526-533) 
peptid ve kontrol HIV (Gag77-85) peptid ile in 
vitro uyarılarak çoğaltıldı. Kültürlerden topla-
nan hücrelerin IFN-γ salgısı ELISPOT yönte-
mi ile saptandı. (A) Plak tabanında noktalar 
(spot)’lar tespit edildi. IL-2 içermeyen (C) 
kültürlerde farklı dozda kullanılan peptidlerde 
T lenfosit yanıtı; CEA fare epitopu (D) ve HIV 
peptidine (E) karşı oluşan yanıtın karşılaştırıl-
ması.

Şekil 4. CEA’in insan ve fare T lenfosit epitoplarına karşı oluşan immün yanıta, kullanılan 
hücre sayısının etkileri. 1x107, 3x107, ve 6x107 hücre kullanılarak insan epitopu (CEA588-

597) peptidin (A) 0.25 μg/ml konsantrasyonları ile veya fare epitopu CEA526-533 peptidin (C) 
0.25 μg/ml ve (D) 2.5 μg/ml konsantrasyonları ile uyarılan kültürlerde özgül T lenfosit ya-
nıtı IFN-γ ELISPOT yöntemiyle saptandı. Kontrol olarak HIV (Gag77-85) peptidi kullanıldı.
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bilinen epitopu CEA588-597 dir. Her 
bir peptidin iki farklý dozu test 
edildi (0.25 ve 2.5 μg/ml) . Þekil 
4A ve 4C de görüldüðü gibi, kon-
trol peptid ile uyarýlan hücrelere 
kýyasla, insan epitopu  ile uyarýlan 
kültürlerde IFN-γ salgýlayan hücre 
miktarlarýnda istatistiksel olarak 
önemli artýþlar gözlendi (p<0.01). 
IFN-γ salgýlayan hücre sayýsýndaki 
bu belirgin artýþ, kültürdeki hücre 
sayýsý ve kullanýlan peptid dozu 
gözetilmeksizin, bütün kültürler-
de tespit edildi. Ancak kültürlerde 
kullanýlan hücre sayýsý  göz önün-
de tutulduðunda, en fazla artýþ 
3x107 hücre kullanýlan kültürlerde 
gözlendi. Kullanýlan peptid miktarý 
açýsýndan karþýlaþtýrýldýðýnda, 2.5 
μg/ml peptidle uyarýlan kültürde 
IFN-γ salgýlayan hücre miktarý en 
fazla oldu. Dolayýsýyla kültürlerde 
2.5 μg/ml peptid ve 3x107 hücre 
kullanýmý, CEA’e özgül immün 
yanýt (IFN-γ spot sayýsý 503 ± 4) 
ölçülmesinde optimum paramet-
reler olarak saptandý.   

Fare epitopu peptid (CEA526-533) ile 
hücreler uyarýldýðý zaman da ben-
zer sonuçlar gözlendi (Þekil 4B ve 
4D). Kullanýlan deneysel koþullar 
altýnda kültürlere ilave edilmesi 
gereken hücre sayýsýnýn 3x107 hüc-
re olmasý gerektiði tespit edildi. 

Tartışma

Bu çalýþmada CEA geni taþýyan ve 
ALVAC-CEA olarak adlandýrýlan 
vektör ile aþýlanmýþ olan HLA-A2 
tansjenik farelerde, CEA’e karþý öz-
gül olarak geliþen hücresel immün 
yanýt ELISPOT testi kullanýlarak 
ölçüldü. Bunun yaný sýra, oluþan 
immün yanýtýn tam ve doðru ola-
rak tayin edilmesi amacýyla, hüc-
relerin uyrýlmasýnda kullanýlan 
peptid miktarlarý veya kullanýlan 
hücre sayýlarý gibi test parametre-
leri araþtýrýlarak optimize edildi. 

Bir bireyin total lenfositlerinin 
sayýsýna kýyasla, immünizasyon so-
nucu herhangi bir antijene karþý 
aktive olan özgül T lenfositlerin 
sayýsý oldukça azdýr. Bu neden-
le özgül hücresel yanýtýn oluþup 
oluþmadýðýnýn anlaþýlabilmesi 
için yada yanýtýn ölçülebilir hale 
getirilmesi için, yanýt veren hüc-
relerin sayýsýný in vitro koþullarda 
arttýrmak gerekebilir. Bu amaçla 
araþtýrmada CEA’nin iki farklý tip-
te peptid epitopu kullanýldý. CEA 
ile immünize edilmiþ bireylerden 
elde edilen hücreler, bu antijenin 
peptid epitoplarýyla yüklendikle-
ri zaman da T lenfositlere antijen 
sunarak uyarabilmektedir (10). 
Ancak bu takdirde, CEA’nin bütün 
epitoplarýna özgül olan T lenfo-
sitler çoðalmaz. Sadece kullanýlan 
epitopa özgül olan T lenfositler 
çoðalýr. Araþtýrmada seçilen pep-
tidlerin birisi (CEA526-533) fare MHC 
sýnýf I moleküllerinden H-2Kb 
tarafýndan, diðeri (CEA588-597) ise 
insan MHC sýnýf I moleküllerinden 
HLA-A2 tarafýndan sunulan peptid-
ler olarak bilinmektedir (6, 7). Bu 
araþtýrmada kullanýlan iki peptid 
ile özgül T lenfositler çoðaltýldý. 
Hücrelerin çoðaltma iþlemi 
sýrasýnda bazý deneysel parametre-
lerin önemli olduðu tespit edildi. 
Kullanýlan peptid miktarlarýnýn ve 
kültüre alýnan hücre sayýsýnýn  in 
vitro ortamda fizyolojik bir denge 
içinde olmasý gerektiði anlaþýldý. 
Örneðin, yüksek sayýda (6x107) 
hücre içeren kültürlerde peptid-
lere karþý yanýt daha düþük sevi-
yelerde oldu. Bu durum muhte-
melen þöyle açýklanabilir: Kültüre 
alýnan hücre sayýsýnýn fazla olmasý, 
bu hücreler içinde kullanýlan CEA 
epitoplarýna özgül olan hücrelerin 
sayýsýyla doðru orantýlýdýr. Pep-
tid yüklemesiyle yapýlan uyarým 
sonucunda özgül hücreler bölü-
nerek sayýca çoðalacaklardýr. Bu 
reaksiyon zaten sayýca fazla olan 
bu hücrelerin sayýsýnýn kýsa bir 
sürede çok daha fazla seviyelere 
ulaþmasýna neden olacaktýr. Fiz-

yolojik koþullarýn sýnýrlý olduðu 
bir kültür ortamýnda, hücre sayýsý 
ve dolayýsýyla metabolizmasýndaki 
ani artýþ sonucunda hücreler 
çoðalmalarýnýn pik noktasýna 
çok daha kýsa bir süre içinde 
eriþecektir. Ortamdaki fizyolojik 
koþullarýn tüketilmesine baðlý ola-
rak zaman içinde metabolik aktivi-
telerini kaybederek apoptotik hüc-
re ölümüyle yok olacaklardýr. Seçi-
len zaman dilimi sonrasýnda hüc-
reler çoðaltýldýklarý kültürlerden 
toplanarak ELISPOT yöntemi ile 
test edildikleri zaman, özgül yanýt 
veren hücre frekansýnýn en fazla 
olduðu kültür, hücre çoðalmasý ve 
canlý kalmasý açýsýndan fiziki ve fiz-
yolojik parametrelerin optimum 
düzeyde yani fizyolojik bir denge 
halinde olduðu kültür þartlarýný 
içerecektir. 

Araþtýrmada IL-2 içeren kültürler-
de, içermeyen kültürlere kýyasla, 
peptid antijene yanýt veren hücre 
sayýsýnda bir azalma olduðu göz-
lendi. Bilindiði gibi IL-2, antijen 
özgüllüðünden baðýmsýz bir meka-
nizma ile T lenfositlerin üremesini 
etkileyen bir sitokindir. Mitojenik 
aktivitesi sayesinde T lenfosit üre-
mesini arttýrýr. Bu nedenle aktive 
edilen T lenfositler IL-2 varlýðýnda 
çok daha hýzlý bir þekilde bölüne-
rek çoðalýr. Hücre kültürleri gibi 
fizyolojik þartlar açýsýndan sýnýrlý 
ortamlarda çoðalan T lenfositler 
birkaç gün içinde ölmeye baþlar. 
Bu durum uyarýmýn veya aktivas-
yonun neden olduðu hücre ölümü 
olarak da adlandýrýlmaktadýr (12). 
Son yýllarda yapýlan çalýþmalarda 
çoðalan T lenfositlerin ölümünün 
geciktirilmesi amacýyla diðer sito-
kinlerin iþe karýþmasý gerektiðini 
göstermiþtir. Örneðin bu sito-
kinlerden birisinin IL-15 olduðu 
gösterilmiþtir (13). Bu araþtýrmada 
da, IL-2’nin mitojenik etkisi ile T 
lenfositlerin sayýsýnda ortaya çýkan 
ani artýþa baðlý olarak hücre ölü-
mü gerçekleþmiþtir. IL-2 içerme-
yen kültürlerde ise hücre ölümü 
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mekanizmalarý daha yavaþ iþlediði 
için, IL-2 içeren kültürlere kýyasla, 
IFN-γ salgýlayan T hücre sayýsýnda 
bir azalma ortaya çýkmýþtýr. 
Dolayýsýyla, CEA’ne karþý oluþan T 
lenfosit yanýtlarýnýn in vitro ölçül-
mesi sýrasýnda izlenecek olan de-
ney protokolünde, dýþardan IL-2 
ilave edilmemesi gerekmektedir. 
Alternatif olarak, eðer IL-2 ilavesi 
yapýlýrsa, bu takdirde kültür süre-
sinin kýsaltýlmasý veya ortama IL-15 
gibi sitokinlerinde ilave edilmesi, 
optimal ölçüm sonuçlarýnýn elde 
edilmesi açýsýndan zaruridir.     

Tümör antijenlerine karþý T len-
fositlerin aktivasyonu ile ilgi-
li çalýþmalarda kullanýlan fare 
modellerlerinde aranan en 
önemli özelliklerden birisi, in-
san modeline oldukça yakýn bir 
þekilde tasarlanmýþ olmasýdýr. Bu 
araþtýrmada insan reaksiyonlarýna 
yakýn bir model olarak insan HLA-
A2 geni taþýyan tranjenik fareler 
kullanýlmýþtýr. HLA-A2 insanýn 
MHC sýnýf I molekül tiplerinden 
birisidir. Bu tür bir farede hüc-
reler, týpký insanda olduðu gibi, 
HLA-A2 üzerinde antijenik peptid 
epitoplarý CD8+ sitotoksik T len-
fositlere sunma kapasitesine sa-
hiptir. HLA-A2 tarafýndan sunulan 

CEA peptidi (HLA-A2-restricted) ile 
T hücrelerin aktivasyonu ve IFN-γ 
salgýlamasý, araþtýrmada kullanýlan 
fare hücrelerinin HLA-A2 aracýlýðý 
ile sunulan CAE’e karþý T lenfo-
sit yanýtýnýn oluþturabildiðinin 
önemli bir kanýtýdýr. Dolayýsýyla 
bu kanýt,  ALVAC aracýlýðý ile 
insanlarýnda CEA’e karþý immüni-
ze edilebileceðinin bir göstergesi-
dir.  Kullanýlan fareler HLA-A2’nin 
yaný sýra fareye ait olan MHC sýnýf 
I moleküllerini de (H-2Kb) ekspre-
se etmektedir. Fareye özgül olan 
peptide karþý hücrelerin yanýt ver-
mesi, CEA epitoplarýnýn fare MHC 
sýnýf I molekülleri tarafýndan da 
sunulduðunu göstermiþtir.

ELISPOT yöntemi T lenfosit 
yanýtlarýnýn ölçülmesinde yaygýn 
olarak kullanýlan bir yöntemdir. 
Bu yöntem ile kuyucuk tabanýnda 
tespit edilen her bir nokta (spot), 
genellikle bir hücrenin salgýladýðý 
sitokinin izi anlamýndadýr. Bu ne-
denle ELIPOT yöntemi kullanýlan 
hücre havuzu içinde yanýt ve-
ren hücre sayýsýný, dolayýsýyla 
frekansýný belirler. Bu özelliði 
açýsýndan ELISA yönteminden 
daha üstün olan bir yöntemdir.   

Ýmmün sistemin tümör antijenlerine 

karþý özgül bir þekilde aktivasyonu, 
henüz deneysel aþamalarda olan 
kanser tedavi yaklaþýmlarýndan bi-
risidir. Bu tür tedavilerde, üzerin-
de oldukça yaygýn olarak çalýþýlmýþ 
olan ve dolayýsýyla biyokimyasal 
ve immünolojik özellikleri çok 
iyi anlaþýlmýþ olan tümör antijen-
leri çeþitli (vektörler yardýmýyla 
ile uygulanarak), faz I veya faz II 
randomize klinik denemeler ile 
literatürde görülmektedir (4, 11). 
Bazý tümörler tarafýndan eksprese 
edilen CEA de, oldukça yoðun ve 
uzun bir süreden beri çalýþýlmýþ 
bir tümör antijeni olarak kanser 
aþýlarýnda kullanýlmak üzere ter-
cih edilmektedir. Bu makalenin 
konusu olan araþtýrma sonuçlarý 
da CEA’nin kanserlerin immünote-
rapisinde uygun bir antijen olarak 
kullanýlabileceðini önermektedir. 
Ancak kanser immünoterapisi ko-
nusunda yapýlan deneysel ve kli-
nik araþtýrmalar henüz oldukça 
erken aþamalardadýr. Kliniklerde 
yaygýn olarak kullanýlabilmeleri 
için daha uzun bir sürecin geçmesi 
gerekmektedir.  

Not: Bu çalýþma Toronto Üniver-
sitesince afiliye olan Sunnyb-
rook Women’s Health Scien-
ce Centre, Toronto, Kanada’da 




