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OZET

Amag: Bu galismada, CD3+T-hiicrelerini fitohemaglutinin (phytohemagglutinin,PHA), Interlokin-2(interleukin-2,IL-2) ve PHA+IL-2 ile birlikte
uyararak, farkli uyaricilarla uyarilmanin CD3+T-hiicre ¢ogalim ve aktivasyon molekiilleri ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: Saglikli 15 kadmin herbirinden 6 mL periferik kan drnegi alinarak RosetteSep yontemiyle 3x10° adet CD3+T-hiicre izole edildi.
CD3+T-hiicreleri faz-kontrast mikroskopta sayild1 ve izolasyon safliklari immunfloresan ve akim sitometrik yontemlerle belirlendi. 12 kuyucuklu
kiiltiir kabinin 3’er kuyucuguna 2x10° adet paylastirilan hiicrelere 10 pg/mL PHA, 13uL/mL IL-2 ve 10 ug/mL PHA+13uL/mL IL-2 uygulanarak 24
saat inkiibatorde inkiibe edildi. Uyariciyla uyarilmamis CD3+T-hiicreleriyle (kontrol grubu) karsilastinnlan uyarilmis CD3+T-hiicre gruplarmnin;
¢ogalimlart spektrofotometrik yontemle WST-1 testi ve akim sitometride CFSE testi ile aktivasyon molekiillerinin ekspresyonlart
CD25,CD38,CD69,CD71 ve HLA-DR antikorlar1 ile akim sitometride 6lgiildii.

Bulgular: WST-1 ve CFSE test degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda; PHA-CD3+T-hiicrelerinin (p <0.001) ve PHA+IL-
2-CD3+T-hiicrelerinin (p <0.001) IL-2-CD3+T-hiicrelerinden anlaml olarak daha fazla ¢ogaldiklar1 yani uyarildiklar tespit edildi. Akim sitometride
6Olciilen aktivasyon molekiillerinin diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirildiginda; IL-2-CD3+T-hiicrelerine kiyasla, PHA-CD3+T-
hiicrelerinde ve PHA+IL-2-CD3+T-hiicrelerinde CD25 (p <0.001), CD38 (p <0.001), CD71 (p <0.001) ve HLA-DR (p <0.001) % ekspresyon diizey-
lerinde anlamli artis tespit edildi.

Sonug: PHA ve PHA+IL-2 ile uyarilan CD3+T-hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun ve aktivasyon molekiilleri diizeylerdinin benzer oldugu ve IL-2
ile uyarilan hiicrelere kiyasla fazla oldugu tespit edildiginden, invitro ¢aligmalarda CD3+T-hiicre uyaricisi olarak PHA kullanilmasinin baska bir
uyarictya gerek duyulmaksizin tek basina etkin oldugu ve CD3+T-hiicrelerde IL-2’ye kiyasla daha fazla ¢gogalimi ve uyarilmay: sagladigi sonucuna
varildi.

Anahtar Sazciikler: CD3+T-Hiicre, Uyarma, Fitohemaglutinin, Interlokin-2.

ABSTRACT
Comparison of the Effect of Phytohemagglutinin and Interleukin-2 on Human-T-Cells

Objective: In this study, it is aimed to determine the effect of stimulation with different stimuli on CD3+T-cells proliferation and activation mole-
cules by stimulating phytohemagglutinin (PHA), Interleukin-2 (IL-2) and PHA+IL-2 together.

Material and Method: Six mL peripheral blood samples were obtained from each 15 healthy women and their 3x10° CD3+T-cells were isolated by
the RosetteSep method. CD3+T-cells were counted on a phase-contrast microscope and their isolation purity were determined by immunofluorescen-
ce and flow cytometric methods. 2x10° cells were apportioned in a 3-well dish of a 12-well culture dish, applied 10ug/mL PHA, 13uL/mL IL-2 and
10pg/mL PHA+13 pL/mL IL-2 and incubated in incubator for 24 hours. Cells groups of stimulated CD3+T-cells compared with CD3+T-cells(control
group) not stimulated with any stimulants; their proliferations measured by spectrophotometric method using WST-1 test and flow cytometry by
CFSE test, their expressions of activation molecules measured by flow cytometry with CD25, CD38, CD69, CD71 and HLA-DR antibodies.

Results: When WST-1 and CFSE test values were compared statistically between groups; It was determined that PHA-CD3+T-cells (p <0.001) and
PHA + IL-2-CD3+T-cells (p <0.001) were significantly more proliferated, in other words activated than IL-2-CD3+T-cells. When levels of activation
molecules evaluated by flow cytometry were compared statistically between groups; in comparison to IL-2-CD3+T-cells, significantly increased %
expression values of CD25 (p <0.001), CD38 (p <0.001), CD71 (p <0.001) and HLA-DR (p <0.001) were detected in PHA-CD3+T-cells and
PHA+IL-2-CD3+T-cells.

Conclusion: Since the proliferation and activation molecule levels in CD3+T-cells stimulated by PHA and PHA + IL-2 were similar and more than
than stimulated by IL-2, it was concluded that the use of PHA as a CD3+T-cell stimulant in invitro studies alone was effective with no need for other
stimulants and provided more proliferation and stimulation compared to IL-2 in CD3+T-cells.

Keywords: CD3+T-Cell, Stimulation, Phytohemagglutinin, Interleukin-2.
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o6nemli hiicreleri olan ve tiim T-hiicrelerini kapsayan
CD3+T-hiicreleri, hiicrelerin yonettigi ve katildig
Ozglil immiiniteyi olustururlar (1-7). T-hiicrelerinin
onciilleri timusta gelisir. Timustan c¢ikarak periferal
lenfoid organlara gecen hiicreler, burada olgun T-

Immiin sistemin fizyolojik olarak gorevi bireyleri
enfeksiyonlara karsi korumaktir. Immiin sistem hiicre-
leri olan 16kositlerin (beyaz kan hiicrelerinin) periferik
kanda 9%20-30 kadarimi lenfositler, lenfositlerinde
%70-80’ini T-lenfositler olusturur. Immiin sistemin en
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hiicrelerine farklilagirlar. T-hiicrelerinin  gelisimini
interlokin-2 (interleukin-2, IL-2), interlokin-4 (interle-
ukin-4, 1L-4) ve interlokin-7 (interleukin-7, IL-7) gibi
sitokinler etkiler. T-hiicrelerinin herhangi bir enfeksi-
yona kars1 cevap olugturabilmesi i¢in aktif hale gegme-
si gerekmektedir. T-hiicreler yalnizca protein yapisin-
daki antijenleri (Timus veya T-hiicre bagimli antijenle-
ri) tantyabilirler. T-hiicrelerin aktivasyonu, enflamas-
yona yakin lenf diiglimlerinde gergeklesir. Her bir T-
hiicresinde spesifik bir antijeni taniyan T-hiicre resep-
torii (T-cell receptor, TCR) bulunur. TCR’ye antijenin
ve es uyaran molekiillerinin baglanmasi sonucu olugan
sinyal iletimi etkisiyle T-hiicresi aktiflesir. Ikinci sin-
yaller yada es uyaranlar adi1 verilen peptidler, T-hiicre
yanitinin optimal olarak baslamasini saglar. Bu peptid-
ler major histokompatibilite kompleksinin (major his-
tocompatibility complex, MHC) protein kismina bag-
landiginda antijen sunumu gergeklesir. TCR i¢in gerek-
li ligandlar, antijenik peptidin aminoasitleri ve MHC
molekiiliinin kalintilaridir. Peptid-MHC kompleksinin
TCR’e baglanmasiyla T-hiicre aktivasyonuna neden
olacak bir takim biyokimyasal olaylar tetiklenmis olur
(1, 8-11). Arastirmacilarca yapilan invitro ve invivo
caligmalar, T-hiicrelerinin aktivasyonu ve biiylimesi
icin es uyaranlara ihtiya¢ duyduklarini gostermistir.
Invivo ortamda, uyarilma dogal yollarla bu sekilde
gerceklesirken, invitroda T hiicrelerinin aktif hale ge-
lebilmeleri igin bir takim uyaricilarla uyarilmalari ge-
rektigi bildirilmistir. Bunlar fitohemaglutinin (phyto-
hemagglutinin,PHA) ve konkovalin A (concanavalin
A,conA) gibi mitojenler, kandida ve tetanoz gibi bakte-
riyel antijenler, interlokin-2 (interleukin-2, IL-2) gibi
sitokinler ve lenfosit fonksiyon-bagl antijen-1 (lymp-
hocyte function-associated antigen-1, LFA-1) gibi
integrinlerdir (1, 12-15). PHA, galaktoz, N-
asetilglukozamin ve mannoz igeren kompleks oligo-
sakkaritler i¢cin karbonhidrat baglanma spesifisitesine
sahip bir lektindir. PHA, CD3+T-hiicrelerden sentezle-
nen dectin-1 reseptoriine baglanir. Dectin-1, kiigiik C-
tipi transmembran lektin reseptoriidiir. PHA, dectin-1
reseptdriine baglanarak hiicre ici Ca?* iyon akimim
aktifler. Bu hiicresel aktivasyonla birlikte T-
hiicrelerinde; aktivasyon molekiilleri salinimi saglanir,
fagositoz tetiklenir, NADPH oksidaz tarafindan reaktif
oksijen iiretimi gerceklesir ve enflamatuvar sitokin ve
kemokin firetimi etkin olur (16-18).

Ayrica CD3+T-hiicrelerinin PHA tarafindan uyarilma-
s1, hiicrenin hiicre dongiisiiniin hareketsiz GO fazindan
G1 fazna klasik bir ge¢is modelini ve daha sonra don-
giiniin S- G2- ve M-fazlar1 boyunca ilerlemesini gos-
termektedir (19). Arastirmacilarca, T-hiicrelerinin
aktiflendiginde hareketlerinin arttig1, cogaldig1 ve yii-
zeylerinde birgok aktivasyon molekiiliinii ekspresse
ettigi ve bunun sonucunda da morfolojilerinin degise-
rek yapisinda bazi uzantilara sahip olduklar1 agiklan-
mustir (20-29).

PHA ve IL-2, T-hiicrelerinin invitro ortamda ¢ogala-
bilmeleri ve hiicre yiizey aktivasyon molekiillerini
ekspresse etmeleri i¢in kullanilan wuyaricilardandir.
Uyaricilarla uyarilan T-hiicreleri CD25, CD38, CD69,
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CD71 ve HLA-DR gibi antijenleri yiizeylerinde eksp-
resse ederler ki bunlar dinlenme halindeki T-
hiicrelerinde ya ¢ok az ekspresse edilir ya da hi¢ edil-
mezler (20, 22, 24-26, 30-33). Bu yiizden bunlara ‘ak-
tivasyon molekiilleri’ ad1 verilir. Bu aktivasyon mole-
kiilleri monoklonal antikorlar (mAbs) kullanilarak
immiinfloresan yontemle (IF) ve akim sitometrik ana-
lizlerle kolaylikla tespit edilebilirler. Yakin zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, PHA ile uyarilmis T-hiicrelerinin
hiicresel cevabinda aktivasyon molekiillerinden CD25,
CD69, CD71 ve HLA-DR’nin hizli ekspresse oldugunu
gOstermistir (24, 34-36).

Bu c¢alismada, CD3+T-hiicrelerinin uyarilmasinda en
etkin uyaricinin ya da uyaricilarin tespit edilmesi ayrica
uyaricilarin birlikte kullanilmasinin uyarilmay: arttirict
etkisi olup olmadiginin belirlenmesi hedeflendi. Bu
amacla, saglikli insan periferik kanindan izole edilmis
CD3+T-hiicrelerinin PHA ve IL-2 ile ayr1 ayr1 ve her
iki uyarici ile birlikte uyarildiklarinda hiicre ¢ogalimla-
1 ve hiicre yiizey aktivasyon molekiillerinin ekspres-
yonlarindaki degisimin 6l¢iimii gergeklestirildi.

GEREC VE YONTEM

Orneklerin Secimi

Bu calisma, Istanbul Bilim Universitesi Kok Hiicre ve
Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezin’de,
ayni merkezde calisan yas ortalamasi 35+5 olan 15
saglikli premenapoz kadin goniilliiden bilgilendirme
onami almarak gerceklestirildi. Goniilliilerin sigara,
alkol ve herhangi bir ila¢ kullanmayan, immiin ve kro-
nik hastalig1 olmayan ve son 6 ayda siddetli enfeksiyon
ya da viral bir hastalik gecirmeyen kisiler olmasina
dikkat edildi.

Periferik Kandan CD3+T-hiicrelerinin izolasyonu,
Tespiti ve Sayim

Saglikli 15 kadin goniilliiniin her birinden 6’sar mL
periferik kan 6rnegi EDTA’l tiiplere alindiktan sonra
bu kanlardan periferik kan havuzu olusturuldu.
CD3+T-hiicreleri, T-hiicre negatif immiin seleksiyon
kokteyli olan RosetteSep kiti (Stem Cell Technologies,
Vancouver, BC, Canada) kullanilarak izole edildi.
CD3+T-hiicrelerinin varlig1 invort mikroskopta (Leica
Wetzlar, Germany) tespit edildi ve fotograflar ¢ekildi.
Daha sonra Thoma lami kullanilarak faz-kontrast mik-
roskopta sayildi (Leica Wetzlar, Germany) ve toplamda
3x10® CD3+T-hiicresi oldugu tespit edildi.

CD3+T-hiicrelerinin anti-CD3 Antikoruyla Im-
miinfloresan (IF) Yontemle Boyanmasi

CD3+T-hiicreler soguk metanolde (Merck Kenilworth,
New Jersey, United States) fikse edildi. Hiicrelerin
9%0.025 Triton X-100 (Merck, Merck Kenilworth, New
Jersey, United States) ile permeabilizasyonu sonrasi
hiicreler %1.5 normal ke¢i yada esek bloke edici se-
rumla (Santa Cruz,California,USA) PBS’de non-
spesifik bagli immunoglobulin G’nin supresyonu igin
inkiibe edildi. Yikama sonrasi hiicreler, primer anti-
CD3 antikoruyla gece boyu inkiibe edildi. Daha sonra
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hiicreler primer antikora uygun FITC-isaretli sekonder
antikorla (Santa Cruz, California, United States) inkii-
be edildi. Yikama sonrasinda hiicreler %10FBS, 100
U/mL penicillin, 0.1mg/mL streptomycin, and 200 mM
glutamax (Invitrogen/GIBCO, Waltham, Massachu-
setts, USA) iceren RPMI-1640 besiyeri (Invitro-
gen/GIBCO, Waltham, Massachusetts, USA) ig¢inde
DAPI boyasinda (Santa Cruz, California, United Sta-
tes) inkiibe edildi. Ardindan immiinfloresan mikrosko-
buyla (Leica Wetzlar, Germany) CD3+T-hiicreleri
tespit edilerek fotograflari ¢ekildi.

CD3+T-hiicrelerinin izolagyon Saflik Analizinin
Akim Sitometri Cihazinda Ol¢iimii

CD3+T-hiicrelerinin izolasyonunun saflik analizi akim
sitometri cihazinda (Becton Dickinson, FACS Calibur,
San Jose, CA, USA) %90,63 olarak dl¢iildii. Bu yon-
temde, izole edilen CD3+T-hiicre siispansiyonu 10 pL
PerCP-konjuge anti-CD3 hiicre yilizey monoklonal
antikoru ile (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
15 dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edilmesinin
ardindan akim sitometri cihazinda 6lgiildii.

CD3+T-hiicrelerinin PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile
Uyarilmasi

Oniki kuyucuklu kiiltiir plagimin 3’er kuyusuna 2x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde paylagtirilan 3 farkh
gruptaki CD3+T-hiicreleri, %10 FBS, 100 U/mL peni-
cillin, 0.1 mg/mL streptomycin ve 200 mM glutamax
(Invitrogen/GIBCO) igeren RPMI-1640 (Invitro-
gen/GIBCO) besiyerindeki uyaricilarla 24 saat inkiibe
edildi. Herhangi bir uyariciyla uyarilmayan 2x10° hiic-
re/kuyucuk olan (kontrol grubu) CD3+T-hiicreleri de 3
ayr1 kuyuya ayni besiyerinde pipetlendi. Birinci grup-
taki CD3+T-hiicreleri herhangi bir uyariciyla uyaril-
madan (kontrol grubu), 2. gruptaki CD3+T-hiicreleri
10 pg/mL PHA ile (PHA; Invitrogen/GIBCO, Walt-
ham, Massachusetts, USA) uyarilarak, 3.gruptaki
CD3+T- hiicreleri 13ul/mL IL-2 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri United States) ile uyarilarak ve
4.gruptaki CD3+T-hiicreleri 10 pg/mL. PHA ve
13uL/mL IL-2 ile uyarilarak %5CO; igeren 37°C inkii-
batérde (Sanyo MCO-20AIC, Moriguchi, Osaka, Ja-
pan) 24 saat inkiibe edildi.

Uyarilmis CD3+T-hiicrelerin Faz-Kontrast Mikros-
kopta Goriintiilenmesi

CD3+T-hiicrelerin uyarildiginda olusan morfolojik
degisikliklerinin gorintiisii faz-kontrast mikroskopta
(Leica Wetzlar, Germany) gozlenerek fotograflar
cekildi.

Uyarilmis ve Uyarilmams CD3+T-hiicre Cogalimi-
min WST-1 Testiyle Ol¢iimii

PHA, IL-2, PHA+IL-2 ile uyarilmis ve uyartlmamig
CD3+T-hiicre gruplarinin ¢ogalimlarinin tayini spekt-
rofotometrik yontemle WST-1 testi (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany) ile gerceklestirildi. Bunun
icin, CD3+T-hiicreleri her gruptan 3’er 6rnek ve 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir
plagimin 3’er kuyucuguna pipetlendi. Tiim kuyucuklara
10uL WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
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many) ayract pipetlendi. Kiiltlir plagi %5CO> igeren
37°C inkiibatdrde 4 saat inkiibe edildi. 4. saatin sonun-
da tiim kuyucuklardaki hiicrelerin absorbans degerleri
spektrofotometrik yontemle 480 nm’de mikroplate
okuyucuda (Elisa Versamax, Sunnyvale, CA, USA)
okundu.

Uyarilmis ve Uyarilmamis CD3+T-hiicre Cogalimi-
nin CFSE Testiyle Ol¢iimii

PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile uyarilmis ve uyariimamis
CD3+T-hiicrelerinin CFSE (carboxyfluorescein diace-
tate succinimidyl ester, Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) % ekspresyon diizeyleri ve MCS &lglimleri
akim sitometri cihazinda 6l¢iildii. Bunun i¢in her grup-
taki CD3+T-hiicreleri; DMSO (Dimetil sulfoksid)
icinde hazirlanan CFSE calisma ayraci (1-10 uM) ile
isaretlenerek 15 dakika 37°C su banyosunda inkiibe
edildi ve diizeyleri akim sitometri cihazinda 6l¢iildi.

Uyarilmis ve Uyarilmamis CD3+T-hiicre Yiizey
Aktivasyon Molekiillerinin Olgiimii

PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile birlikte uyarilmis ve uya-
rilmamig CD3+T-hiicrelerinin hiicre ylizey aktivasyon
molekiillerinin % ekspresyon diizeyleri ve MCS 6l-
¢limleri akim sitometri cihazinda &l¢iildii. Bunun igin
her gruptaki CD3+T-hiicreleri; 10’ar uL PE-konjuge
anti-CD25, PE-konjuge anti-CD38, APC-konjuge anti-
CD69, PE-konjuge anti-CD71 ve PE-konjuge anti-
HLA-DR hiicre yilizey monoklonal antikorlartyla (Bec-
ton Dickinson, San Jose, CA, USA) isaretlenerek 15
dakika oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi ve diizeyle-
ri akim sitometri cihazinda 6lgtldii.

istatistiksel Analiz

Bu c¢aligmada siirekli degiskenler i¢in Shapiro-Wilks
testi  uygulandi.  Degiskenler —normal dagilim
gostermedigi igin gruplar arasi karsilastirma Kruskal
Wallis test ve Dunn Coklu Karsilastirma testi ile analiz
edildi ve medyan (%25-%75) yiizdelik degerler olarak
gosterildi. Istatistiksel analizler icin IBM SPSS
Statistics 22.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois) programi
kullamldu. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak
alind1.

BULGULAR

Saglikli kadin goniilliilerin periferik kanlarindan izole
edilen CD3+T-hiicrelerinin ~ gorlintiisic  invort
mikroskopta (Sekil 1) elde edildikten sonra hiicre
izolasyonlarmin safligt IF  ve akim sitometrik
yontemlerle CD3 antikoru ile isaretlenerek tespit edildi
(Sekil 2, Sekil 3). PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile
uyartlmig ~ CD3+T-hiicre  gruplart  faz-kontrast
mikroskobunda  incelendiginde, = morfolojilerinin
degistigi, yapilarinda bazi uzantilar olustugu ve yer yer
kiimelestikleri gozlemlendi (Sekil 4).
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Sekil 1. RosetteSep kiti kullamilarak insan periferik kamndan izole
edilmis CD3+T-hiicrelerinin invort mikroskoptaki goriintiisii. Kitdeki
antikor igeriginin eritrositlerle ve diger istenmeyen hiicrelerle
kompleks olusturarak (vozet yapilar) (turuncu oklar) negatif
seleksiyon ile ¢oktiiriiliip ortamdan uzaklagtirmast sonucu saf
CD3+T-hiicreleri (vesil oklar) tipik morfolojik ozellikleriyle ayirt
edilebilmektedir (Biiyiitme x100).

Sekil 2. CD3+T-hiicrelerinin IF yéntemle CD3 antikoruyla
boyanmasi sonucu elde edilen IF mikroskoptaki goriintiisiinde,
hiicrelerin yesil renkte CD3 ve mavi renkte ¢ekirdek boyasi (DAPI)
wimast yaptigr ve T-hiicrelerinin CD3 izolasyonunun gerceklestigi
gozlenmigtir.
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Sekil 3.CD3+T-hiicrelerinin CD3 antikoruyla isaretlenmesi sonucu
2090.63 diizeyinde saflikla izole edildiklerini gésteren akim sitometri
sonucu.
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Sekil 4. Yirmidort saat boyunca inkiibatorde PHA ve IL-2 ile

uyarilan ~ CD3+T-hiicrelerinin  morfolojilerinin  degistigi  ve
yapilarinda bazi uzantilar olustugu, hiicrelerin yer yer kiimelestikleri
faz-kontrast mikroskopta gozlemlendi.

CD3+T-hiicrelerinin ~ uyarilmis ve  uyarilmamisg
gruplarinin =~ ¢ogalim  ve  uyarilma  diizeyleri;
spektrofotometrik yontemle WST-1 testi ve akim
sitometri yontemiyle CFSE testi ile; ayrica CD25,
CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR hicre ylizey
aktivasyon molekiillerinin % ekspresyon diizeyleri ve
MCS o6lgtimleri akim sitometri yontemiyle o6lgiilerek
tespit edildi.

WST-1 testi sonuglarina gore; uyarilmamig CD3+T-
hiicreleri (1. grup, kontrol) ile karsilastirildiginda;
PHA-CD3+T-hiicrelerinin (2. grup) (p <0.001) ve IL-
2+PHA-CD3+T-hiicrelerinin (4. grup) (p <0.001)
istatiksel acidan Onemli c¢ogalim gosterdikleri yani
uyarildiklart tespit edildi. IL-2-CD3+T-hiicrelerinde
(3. grup) de istatistiksel agidan 6nemli olmasa da
kontrole kiyasla ¢ogalim farki tespit edildi. Bunun
yanisira, [L-2-CD3+T-hiicrelerine kiyasla, PHA-
CD3+T-hiicrelerinin (p <0.001) ve PHA+IL-2-CD3+T-
hiicrelerinin (p :0.006) istatiksel agidan anlamli olarak
cogalim gosterdikleri yani uyarildiklar tespit edildi
(Tablo 1).

CFSE testi sonuglarma gore; WST-1 testine benzer
sekilde uyarilmamis CD3+T-hiicreleri ile
karsilagtirildiginda;  PHA-CD3+T-hiicrelerinin  (p
<0.001) ve IL-2+PHA-CD3+T-hiicrelerinin (p <0.001)
istatiksel acidan Onemli c¢ogalim gosterdikleri yani
uyarildiklart tespit edildi. Bunun yanmi swra, IL-2-
CD3+T-hiicrelerine kiyasla PHA-CD3+T-hiicrelerinin
(p :0.01) ve PHA+IL-2-CD3+T-hiicrelerinin (p :0.001)
anlamli olarak cogalim gosterdikleri yani uyarildiklar
tespit edildi (Tablo 1, Sekil 5).
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Tablo 1. Degiskenlerin gruplararast karsilastirilmast sonuglart.

Pinar Cetinalp Demircan

Gruplar
3 1 2 3 2
Degiskenler Medyan Medyan Medyan Medyan p Coklu Karsilagtirma
(%25-%75) (%25-%75)  (%25-%75) (%25-%75)

12 <0.001

0.09 98.86 95.39 98.6 1-4: <0.001

CFSE (0.085-0.098)  (97.90-99.88)  (94.55-06.21)  (97.78-09.87) <0.001 2.3:0.010

3-4:0.001

1-2: <0.001

0.14 0.16 0.143 0.150 1-4: <0.001

WST (0.141-0.145)  (0.15-0.16)  (0.142-0.147)  (0.149-0.161) <0.001 2.3 <0.001

3-4: 0.006

1. grup: Uyarilmamis CD3+T-hiicreleri, kontrol; 2. grup: PHA-CD3+T-hiicreleri; 3. grup: IL-2-CD3+T-hiicreleri; 4. grup: PHA+ IL-2-CD3+T-

hiicreleri.
Uyanlmamis CD3+T-Hicre PHA-CD3+T-Hilcre
g ®
& M1 N 8
23 ir Wz 29
3g 88
10 10! 10 o o

IL-2-CD3+T-Hilcre

0 10 20 30 40 50 60 70
z
5

® o 102 10 ot
CFSE

Marker _Evonts % Gated % Total
Al 6539 10000 6539
M1 74 113 o074
M2 6457 9875 6457

Sekil 5. Uyarilmamis CD3+T-hiicre grubu (kontrol) ve tiim uyarilmis
CD3+T-hiicre gruplarimin CFSE akim sitometri verileri.

Tablo 2. Degiskenlerin gruplararast karsilastirilmast sonuglari.

Uyarilmis gruplardaki CD3+T-hiicreleri aktivasyon
molekiillerinin % ekspresyon diizeyleri uyarilmamis
CD3+T-hiicreleriyle karsilastirildiginda, PHA-CD3+T-
hiicrelerinde; CD25 (p <0.001), CD69 (p <0.001) ve
CD71 (p <0.001) degerlerinin, PHA+IL-2-CD3+T-
hiicrelerinde; CD38 (p <0.001), CD69 (p <0.001) ve
HLA-DR (p <0.001) diizeylerinin istatistiksel agidan
anlaml artis gosterdigi tespit edildi. Ayrica IL-2-
CD3+T-hiicreleri ile karsilastirildiginda, PHA-CD3+T-
hiicrelerinde CD25 (p <0.001), CD38 (p <0.001) CD71
(p <0.001) ve HLA-DR (p <0.001) diizeylerinin,
PHA+IL-2-CD3+T-hiicrelerinde ise; CD25 (p <0.001),
CD38 (p <0.001), CD69 (p <0.001), CD71 (p <0.001)
ve HLA-DR (p <0.001) diizeylerinin anlamli olarak
arttigi tespit edildi (Tablo 2, Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8,
Sekil 9).

Gruplar
, 1 2 Z
Degiskenler Medyan Medyan Medyan Medyan p Coklu Karsilagtirma
(%25-%75) (%25-%75) (%25-%75) (%25-%75)
1-4: <0.001
2438 2875 3121 :
HLA-DR (2312:2513)  (27.672012)  (19.98-2123)  (3098-3167) 000 2-3:<0.001
3-4: <0.001
1-4: <0.001
1.90 36.62 67.88 :
ch38 (1.80-2.00) (35.56-37.32) (6.82-6.90) (66.45-6867) 0001 oy
1-2 <0.001
2572 92.15 34,61 ,
corL (2411-2628)  (9198-9290) (19.67-20.12)  (34.12-3578) 000t 23000
3-4: <0001
1-2 <0.001
1267 6156 93.30 ,
CD69 (1228-12.78)  (60.68-62.12) (34.98-36.12) (9211-9428) <0001 o :8881
1-2 <0.001
35.25 79.85 75.05 ,
D25 (3321-37.13)  (79.56-8011)  (2451-2551)  (1326-77.12) 000 S

1. grup: Uyarilmamig CD3+T-hiicreleri, kontrol; 2. grup: PHA-CD3+T-hiicreleri; 3. grup: IL-2-CD3+T-hiicreleri; 4. grup.: IL-2+PHA-CD3+T-

hiicreleri.

181



Firat Tip Dergisi/Firat Med J 2019; 24 (4): 177-185

Counts
0 40 80 120 160 200

:
Counts

0 40 80 120 160 20

¥
3

10° 104

10" 12 10°
AntHLADR FITC

Marker _Loft, Right _ Events % Gated Marker Lot Aight  Events % Gated

ATl 1, 9910 10000 10000 B T
M1 12, 9910 1228 1228 i IR o
® «% %
w? e W
¥ 8
ge E“'c =t
3. &7 A
8 8 8%
o ‘o0 e
) e C;
B A I Tt T R Jr e B aae iy
FLi-Heght cossFTe FL1-Haight
Quad Events % Gated % Tota Quad Events % Gated % Total Qued Events % Gated % Tolal
[T B BT UL G 000 000 TC % 190 18
UR 2 015 om uR 1 oo 001 vA 2 o002 o002
W &5 8400 5205 W eua 7427 6348 L 8057 9806 8057
L] 4 o o4 LR 2198 2672 2198 R 1 001 o001

Sekil 6. Uyarilmamis CD3+T-hiicre grubu (1. grup, kontrol) aktivas-
yon molekiillerinin akim sitometri Verisi.
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Sekil 7. PHA-CD3+T-hiicre grubu (2. grup) aktivasyon molekiilleri-
nin akim sitometri verisi.
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Sekil 8. |L-2-CD3+T-hiicre grubu (3. grup) aktivasyon molekiilleri-
nin MCS akim sitometri verisi.
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Sekil 9. PHA+IL-2-CD3+T-hiicre grubu (4. grup) aktivasyon mole-
kiillerinin akim sitometri verisi.

TARTISMA

Bu ¢alismada, 15 saglikli kadin goniillliniin periferik
kanindan izole edilen CD3+T-hiicrelerinin saflig1 IF ve
akim sitometrik yontemlerle tespit edildiginde, akim
sitometride izolasyon safliginin %90.63 diizeyinde
gerceklestigi tespit edildi. izole edilen CD3+T-
hiicreleri PHA ve IL-2 ile ayr1 ayr1 ve her ikisi uyarici
ile birlikte 24 saat boyunca uyarildi. Her ii¢ uyarilma
sonucunda da hiicre morfolojilerinin degistigi,
hiicrelerin yer yer kiimelestigi ve yapilarinda bazi
uzantilar  olustugu  faz-kontrast ~ mikroskobunda
gozlemlendi.

Yapilan birgok aragtirmada, T-hiicrelerinin uyarildikla-
rinda c¢ogaldiklar1 ve hiicre yiizeylerinde birgok akti-
vasyon molekiiliini ekspresse ettikleri agiklanmustir.
PHA gibi mitojen, IL-2 gibi sitokin ve LFA-1 gibi
integrin yapisindaki uyaricilar, T-hiicrelerinin invitro
ortamda c¢ogalabilmeleri ve bazi hiicre yiizey aktivas-
yon molekiilerini ekspresse etmeleri i¢in kullanilmak-
tadir. Uyaricilarla uyarilan T-hiicreleri CD25, CD38,
CD69, CD71 ve HLA-DR gibi aktivasyon molekiilleri-
ni ekspresse ederler ki bu molekiiller dinlenme halin-
deki uyarilmamig T-hiicrelerinde ya ¢ok az sentez edilir
ya da hi¢ edilmezler (20-29, 37).

Calismada, uyarilmamig CD3+T-hiicrelerle karsilasti-
rildiginda; PHA ve PHA+IL-2 ile uyarilan CD3+T-
hiicrelerinin CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR
diizeylerinde ekspresyon artigt tespit edildi. CD3+T-
hiicreler IL-2 ile uyarildiginda ise, uyarilmamis hiicre-
lere kiyasla sadece CD38 ve CD69 aktivasyon mole-
kiillerinde ekspresyon artig1 goriildii. Ayrica CD25 ve
CD71’in en yiiksek ekspresyon degerleri PHA-CD3+T-
hiicrelerinde; CD38, CD69 ve HLA-DR nin en yiiksek
ekspresyon degerleri PHA+IL-2-CD3+T-hiicrelerinde
tespit edildi.

Bunun yani sira, PHA ve PHA+IL-2 ile uyarilan
CD3+T-hiicrelerinden sentezlenen aktivasyon molekiil-
leri ekspresyon diizeylerinde birbirine yakin diizeyler
Olgiilse de; IL-2 ile uyarilan CD3+T-hiicrelerinden
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sentezlenen tiim aktivasyon molekiillerinde bu iki gru-
ba oranla daha diisiik diizeyler tespit edildi.

Uyarilan ii¢ ayr1 hiicre grubunu aktivasyon molekiilleri
ekspresyonlar1 agisindan kendi icinde karsilastirdigi-
mizda, PHA-CD3+T-hiicrelerinde CD25, CD38, CD71
ve HLA-DR diizeylerinin IL-2-CD3+T-hiicrelerinden
anlaml diizeyde artig gosterdigi; PHA+IL-2-CD3+T-
hiicrelerinde ise CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-
DR diizeylerinin IL-2- CD3+T-hiicrelerinden anlaml
diizeyde artig gosterdigi gorildi. PHA-CD3+T-
hiicreleri ve PHA+IL-2-CD3+T-hiicrelerinden sentez-
lenen CD25 ve HLA-DR aktivasyon molekiilleri yiiz-
deleri ise benzerdi.

Yapilan akim sitometri ¢alismalarinda PHA gibi mito-
jenik ve antijenik uyaricilarla uyarilan T-hiicrelerinden
CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR gibi hiicre
ylizey aktivasyon molekiillerinin sentezlendigi tespit
edilmistir. Ayrica PHA ile uyarilan bu molekiillerden
en fazla ekspresyonun CD25’de oldugu, ardindan
CD71, CD69 ve HLA-DR’nin geldigini bildirilmistir.
(24, 30-33).

CD3+T-hiicrelerinin uyarilmasma bagli olarak c¢oga-
limlar1 degerlendirildiginde; WST-1 ve CFSE testlerin-
de benzer sonuglar elde edildi. Her iki testte de PHA-
CD3+T-hiicreler ve PHA+IL-2-CD3+T-hiicreler birbi-
rine yakin ¢ogalim diizeylerine sahipti. Ayrica bu grup-
lar uyarilmamig CD3+T-hiicreler ve IL-2-CD3+T-
hiicrelerle karsilastirildiginda sayilarinda anlamli dii-
zeyde artis oldugu tespit edildi. Benzer sekilde, PHA
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