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ΕισαγωγήΕισαγωγή

Μικρός αριθμός ασθενών που παρουσίασε υποχώρηση όγκου

Ενίσχυση των μηχανισμών ενεργοποίησης των CD8 T-κυττάρων
(CTLs) χρησιμοποιώντας αντιγόνα του όγκου
που εκφράζονται από καρκινικά κύτταρα

Λίγα ειδικά έναντι του καρκίνουκαρκίνου τουτου πνεύμοναπνεύμονα αντιγόνα
έχουν αναγνωριστεί από CTLs

Μέχρι στιγμής η συχνότητα Τ-κυτταρικής
απάντησης αυτών των

αντιγόνων δεν έχει αξιολογηθεί. 



Σαρβιβίνη
• Αντι-αποπτωτική πρωτείνη (απαραίτητη για επιβίωση και ανάπτυξη κυττάρων)

• Έκφραση:
• καρκίνος – κύτταρα με υψηλό ρυθμό πολλαπλασιασμού
• σε μη καρκινικούς ιστούς

hTERT
• μέρος του συμπλέγματος της τελομεράσης
• Έκφραση απαραίτητη για την ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων
• Υψηλή έκφραση – Κακή πρόγνωση
• Ευρέως εκφραζόμενο αντιγόνο των όγκων

MAGE-Α
• Ειδικά των όγκων αντιγόνα (TSAs)

• Εκφράζεται αποκλειστικά σε καρκινικά κύτταρα

Αντιγόνα όγκων

ΗΗ συχνότητασυχνότητα ΤΤ--κυτταρικήςκυτταρικής απάντησηςαπάντησης τωντων παραπάνωπαραπάνω αντιγόνωναντιγόνων
δενδεν έχειέχει αξιολογηθείαξιολογηθεί στονστον καρκίνοκαρκίνο τουτου πνεύμοναπνεύμονα



Σκοπός

ΑναζήτησηΑναζήτηση καικαι ΑξιολόγησηΑξιολόγηση
κυτταρολυτικώνκυτταρολυτικών κλώνωνκλώνων ((CTLCTL) ) έναντιέναντι

γνωστώνγνωστών επίτοπωνεπίτοπων τηςτης
σαρβιβίνηςσαρβιβίνης, , hTERThTERT καικαι τηςτης MAGEMAGE στοστο αίμααίμα

ασθενώνασθενών μεμε καρκίνοκαρκίνο τουτου πνεύμοναπνεύμονα
καικαι υγιώνυγιών ατόμωνατόμων

ΑπομόνωσηΑπομόνωση καικαι ΛειτουργικόςΛειτουργικός χαρακτηρισμόςχαρακτηρισμός
τωντων CTL CTL κλώνωνκλώνων



Περιορισμός:
HLA-A1
HLA-A2

HLA-A24
HLA-B35

Ασθενείς/ Μάρτυρες
(HLA-A1 ή HLA-A2 ή HLA-A24 ή HLA-B35)
• 12 ασθενείς με NSCLC
• 10 ασθενείς με SCLC
• 13 φυσιολογικά άτομα

Πεπτίδια
Σαρβιβίνης: LTLGEFLKL (HLA-A2) 

AYACNTSTL (HLA-A24)

hTERT: ILAKFLHWL (HLA-A2)

RLFFYRKSV (HLA-A2)
VYAETKHFL (HLA-A24)

MAGE-A3: FLWGPRALV (HLA-A2) 

TFPDLESEF (HLA-A24) 
EVDPIGHLY (HLA-A1/B35)

MAGE-A1: EADPTGHSY (HLA-A1/B35

Υλικά & Μέθοδοι



ΜEΡΑ 7

Επαναδιέγερση με
πεπτίδια

+IL-2, IL-4, IL-7

ΜΕΡΑ 0

Σύνδεση πεπτιδίων

PBMC + πεπτίδιο

60min, 200C, πλύση, 
ανάμιξη

+IL-2, IL-4, IL-7

PBMC, του ίδιου δείγματος, καλλιεργούνται σε ειδικές πλάκες 96 φρεατίων
(10%HS)M(2χ105 κύτταρα/φρεάτιο)

ΜΕΡΑ 14 

Σήμανση με HLA-
τετραμερή

ΕΠΑΝΑΔΙΕΓΕΡΣΗ ?

Μικτές Λεμφοκυτταρικές Καλλιέργειες (MLPC)



Προετοιμασία: Τετραμερή & Κυτταρομετρία Ροής

*Ludwig Institute for Cancer Research, Brussels

+EBV πεπτίδια: BMLF1.A2-APC, GLCTLVAML / EBNA3C.A24-APC, RYSIFFDYM

MLPC + Τετραμερές PE* (575 nm)

+ Τετραμερές ελέγχου APC*+ (675 nm)

Επώαση 37οC, 30min

+ CD8-FITC (525 nm)

Επώαση 37οC, 30min

Ανάλυση

Περιορισμός:
HLA-A1
HLA-A2

HLA-A24
HLA-B35



Θετικός πληθυσμός κυττάρων για το τετραμερές-PE

Αρνητικός πληθυσμός κυττάρων για το τετραμερές PE & APC (αυτοφθορισμός)

Τετραμερή & Κυτταρομετρική Ανάλυση



ΑποτελέσματαΑποτελέσματα

Υγιείς Δότες

Frequency = x10-7 CD8+ cells

Συχνότητα



Frequency = x10-7 CD8+ cells

ΑποτελέσματαΑποτελέσματα Συχνότητα



ΑποτελέσματαΑποτελέσματα Συχνότητα
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ΑποτελέσματαΑποτελέσματα Λειτουργικός
Χαρακτηρισμός

ικανότητα παραγωγής
ενδοκυττάριων κυτταροκινών

(IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-10) 

ικανότητα των κλώνων να
σκοτώνουν καρκινικά

κύτταρα
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ΣυμπεράσματαΣυμπεράσματα

ΠοσοτικήΠοσοτική εκτίμησηεκτίμηση τηςτης παρουσίαςπαρουσίας CTLCTL κλώνωνκλώνων στονστον καρκίνοκαρκίνο τουτου
πνεύμοναπνεύμονα καικαι σεσε υγιείςυγιείς δότεςδότες

CTLCTL κλώνοικλώνοι απομονωμένοιαπομονωμένοι απόαπό ασθενείςασθενείς μεμε καρκίνοκαρκίνο τουτου πνεύμοναπνεύμονα
καικαι υγιείςυγιείς δότεςδότες, , δενδεν παρουσιάζουνπαρουσιάζουν σημαντικέςσημαντικές διαφορέςδιαφορές ωςως προςπρος τατα

λειτουργικάλειτουργικά τουςτους χαρακτηριστικάχαρακτηριστικά

ΠοιέςΠοιές μπορείμπορεί νανα είναιείναι οιοι ποιοτικέςποιοτικές διαφορέςδιαφορές CTLCTL κλώνωνκλώνων
μεταξύμεταξύ ασθενώνασθενών καικαι μαρτύρωνμαρτύρων;;
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ΑποτελέσματαΑποτελέσματα Συχνότητα


