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ÖZET 

Amaç: Bu çalışmada, CD3+T-hücrelerini fitohemaglutinin (phytohemagglutinin,PHA), İnterlökin-2(interleukin-2,IL-2) ve PHA+IL-2 ile birlikte 

uyararak, farklı uyarıcılarla uyarılmanın CD3+T-hücre çoğalım ve aktivasyon molekülleri ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi amaçlandı. 
Gereç ve Yöntem: Sağlıklı 15 kadının herbirinden 6 mL periferik kan örneği alınarak RosetteSep yöntemiyle 3x106 adet CD3+T-hücre izole edildi. 
CD3+T-hücreleri faz-kontrast mikroskopta sayıldı ve izolasyon saflıkları immunfloresan ve akım sitometrik yöntemlerle belirlendi. 12 kuyucuklu 

kültür kabının 3’er kuyucuğuna 2x105 adet paylaştırılan hücrelere 10 μg/mL PHA, 13µL/mL IL-2 ve 10 μg/mL PHA+13µL/mL IL-2 uygulanarak 24 

saat inkübatörde inkübe edildi. Uyarıcıyla uyarılmamış CD3+T-hücreleriyle (kontrol grubu) karşılaştırılan uyarılmış CD3+T–hücre gruplarının; 
çoğalımları spektrofotometrik yöntemle WST-1 testi ve akım sitometride CFSE testi ile aktivasyon moleküllerinin ekspresyonları 

CD25,CD38,CD69,CD71 ve HLA-DR antikorları ile akım sitometride ölçüldü. 

Bulgular: WST-1 ve CFSE test değerleri gruplar arasında istatistiksel olarak karşılaştırıldığında; PHA-CD3+T-hücrelerinin (p <0.001)  ve PHA+IL-
2-CD3+T-hücrelerinin (p <0.001)  IL-2-CD3+T-hücrelerinden anlamlı olarak daha fazla çoğaldıkları yani uyarıldıkları tespit edildi. Akım sitometride 

ölçülen aktivasyon moleküllerinin düzeyleri gruplar arasında istatistiksel olarak karşılaştırıldığında; IL-2-CD3+T-hücrelerine kıyasla, PHA-CD3+T-

hücrelerinde ve PHA+IL-2-CD3+T-hücrelerinde CD25 (p <0.001), CD38 (p <0.001), CD71 (p <0.001) ve HLA-DR (p <0.001) % ekspresyon düzey-
lerinde anlamlı artış tespit edildi. 

Sonuç: PHA ve PHA+IL-2 ile uyarılan CD3+T-hücrelerinde hücre proliferasyonunun ve aktivasyon molekülleri düzeylerdinin benzer olduğu ve IL-2 

ile uyarılan hücrelere kıyasla fazla olduğu tespit edildiğinden, invitro çalışmalarda CD3+T-hücre uyarıcısı olarak PHA kullanılmasının başka bir 
uyarıcıya gerek duyulmaksızın tek başına etkin olduğu ve CD3+T-hücrelerde IL-2’ye kıyasla daha fazla çoğalımı ve uyarılmayı sağladığı sonucuna 

varıldı. 

Anahtar Sözcükler: CD3+T-Hücre, Uyarma, Fitohemaglutinin, İnterlökin-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 3x106 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. 2x105 cells were apportioned in a 3-well dish of a 12-well culture dish, applied 10μg/mL PHA, 13μL/mL IL-2 and 
10μg/mL PHA+13 μL/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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İmmün sistemin fizyolojik olarak görevi bireyleri 

enfeksiyonlara karşı korumaktır. İmmün sistem hücre-

leri olan lökositlerin (beyaz kan hücrelerinin) periferik 

kanda %20-30 kadarını lenfositler, lenfositlerinde 

%70-80’ini T-lenfositler oluşturur. İmmün sistemin en  

 

önemli hücreleri olan ve tüm T-hücrelerini kapsayan 

CD3+T-hücreleri, hücrelerin yönettiği ve katıldığı 

özgül immüniteyi oluştururlar (1-7). T-hücrelerinin 

öncülleri timusta gelişir. Timustan çıkarak periferal 

lenfoid organlara geçen hücreler, burada olgun T-
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hücrelerine farklılaşırlar. T-hücrelerinin gelişimini 

interlökin-2 (interleukin-2, IL-2), interlökin-4 (interle-

ukin-4, IL-4) ve interlökin-7 (interleukin-7, IL-7) gibi 

sitokinler etkiler. T-hücrelerinin herhangi bir enfeksi-

yona karşı cevap oluşturabilmesi için aktif hale geçme-

si gerekmektedir. T-hücreler yalnızca protein yapısın-

daki antijenleri (Timus veya T-hücre bağımlı antijenle-

ri) tanıyabilirler. T-hücrelerin aktivasyonu, enflamas-

yona yakın lenf düğümlerinde gerçekleşir. Her bir T-

hücresinde spesifik bir antijeni tanıyan T-hücre resep-

törü (T-cell receptor, TCR) bulunur. TCR’ye antijenin 

ve eş uyaran moleküllerinin bağlanması sonucu oluşan 

sinyal iletimi etkisiyle T-hücresi aktifleşir. İkinci sin-

yaller yada eş uyaranlar adı verilen peptidler, T-hücre 

yanıtının optimal olarak başlamasını sağlar. Bu peptid-

ler major histokompatibilite kompleksinin (major his-

tocompatibility complex, MHC) protein kısmına bağ-

landığında antijen sunumu gerçekleşir. TCR için gerek-

li ligandlar, antijenik peptidin aminoasitleri ve MHC 

molekülünün kalıntılarıdır. Peptid-MHC kompleksinin 

TCR’e bağlanmasıyla T-hücre aktivasyonuna neden 

olacak bir takım biyokimyasal olaylar tetiklenmiş olur 

(1, 8-11). Araştırmacılarca yapılan invitro ve invivo 

çalışmalar, T-hücrelerinin aktivasyonu ve büyümesi 

için eş uyaranlara ihtiyaç duyduklarını göstermiştir. 

İnvivo ortamda, uyarılma doğal yollarla bu şekilde 

gerçekleşirken, invitroda T hücrelerinin aktif hale ge-

lebilmeleri için bir takım uyarıcılarla uyarılmaları ge-

rektiği bildirilmiştir. Bunlar fitohemaglutinin (phyto-

hemagglutinin,PHA) ve konkovalin A (concanavalin 

A,conA) gibi mitojenler, kandida ve tetanoz gibi bakte-

riyel antijenler, interlökin-2 (interleukin-2, IL-2) gibi 

sitokinler ve lenfosit fonksiyon-bağlı antijen-1 (lymp-

hocyte function-associated antigen-1, LFA-1) gibi 

integrinlerdir (1, 12-15). PHA, galaktoz, N-

asetilglukozamin ve mannoz içeren kompleks oligo-

sakkaritler için karbonhidrat bağlanma spesifisitesine 

sahip bir lektindir. PHA, CD3+T-hücrelerden sentezle-

nen dectin-1 reseptörüne bağlanır. Dectin-1, küçük C-

tipi transmembran lektin reseptörüdür. PHA, dectin-1 

reseptörüne bağlanarak hücre içi Ca2+ iyon akımını 

aktifler. Bu hücresel aktivasyonla birlikte T-

hücrelerinde; aktivasyon molekülleri salınımı sağlanır, 

fagositoz tetiklenir, NADPH oksidaz tarafından reaktif 

oksijen üretimi gerçekleşir ve enflamatuvar sitokin ve 

kemokin üretimi etkin olur (16-18).  

Ayrıca CD3+T-hücrelerinin PHA tarafından uyarılma-

sı, hücrenin hücre döngüsünün hareketsiz G0 fazından 

G1 fazına klasik bir geçiş modelini ve daha sonra dön-

günün S- G2- ve M-fazları boyunca ilerlemesini gös-

termektedir (19). Araştırmacılarca, T-hücrelerinin 

aktiflendiğinde hareketlerinin arttığı, çoğaldığı ve yü-

zeylerinde birçok aktivasyon molekülünü ekspresse 

ettiği ve bunun sonucunda da morfolojilerinin değişe-

rek yapısında bazı uzantılara sahip oldukları açıklan-

mıştır (20-29).  

PHA ve IL-2, T-hücrelerinin invitro ortamda çoğala-

bilmeleri ve hücre yüzey aktivasyon moleküllerini 

ekspresse etmeleri için kullanılan uyarıcılardandır. 

Uyarıcılarla uyarılan T-hücreleri CD25, CD38, CD69, 

CD71 ve HLA-DR gibi antijenleri yüzeylerinde eksp-

resse ederler ki bunlar dinlenme halindeki T-

hücrelerinde ya çok az ekspresse edilir ya da hiç edil-

mezler (20, 22, 24-26, 30-33). Bu yüzden bunlara ‘ak-

tivasyon molekülleri’  adı verilir. Bu aktivasyon mole-

külleri monoklonal antikorlar (mAbs) kullanılarak 

immünfloresan yöntemle (IF) ve akım sitometrik ana-

lizlerle kolaylıkla tespit edilebilirler. Yakın zamanlarda 

yapılan çalışmalar, PHA ile uyarılmış T-hücrelerinin 

hücresel cevabında aktivasyon moleküllerinden CD25, 

CD69, CD71 ve HLA-DR’nin hızlı ekspresse olduğunu 

göstermiştir  (24, 34-36).  

Bu çalışmada, CD3+T-hücrelerinin uyarılmasında en 

etkin uyarıcının ya da uyarıcıların tespit edilmesi ayrıca 

uyarıcıların birlikte kullanılmasının uyarılmayı arttırıcı 

etkisi olup olmadığının belirlenmesi hedeflendi. Bu 

amaçla,  sağlıklı insan periferik kanından izole edilmiş 

CD3+T-hücrelerinin PHA ve IL-2 ile ayrı ayrı ve her 

iki uyarıcı ile birlikte uyarıldıklarında hücre çoğalımla-

rı ve hücre yüzey aktivasyon moleküllerinin ekspres-

yonlarındaki değişimin ölçümü gerçekleştirildi.  

GEREÇ VE YÖNTEM 

Örneklerin Seçimi  

Bu çalışma, İstanbul Bilim Üniversitesi Kök Hücre ve 

Gen Tedavileri Araştırma ve Uygulama Merkezin’de, 

aynı merkezde çalışan yaş ortalaması 35±5 olan 15 

sağlıklı premenapoz kadın gönüllüden bilgilendirme 

onamı alınarak gerçekleştirildi. Gönüllülerin sigara, 

alkol ve herhangi bir ilaç kullanmayan, immün ve kro-

nik hastalığı olmayan ve son 6 ayda şiddetli enfeksiyon 

ya da viral bir hastalık geçirmeyen kişiler olmasına 

dikkat edildi. 

Periferik Kandan CD3+T-hücrelerinin İzolasyonu, 

Tespiti ve Sayımı  

Sağlıklı 15 kadın gönüllünün her birinden 6’şar mL 

periferik kan örneği EDTA’lı tüplere alındıktan sonra 

bu kanlardan periferik kan havuzu oluşturuldu. 

CD3+T-hücreleri, T-hücre negatif immün seleksiyon 

kokteyli olan RosetteSep kiti (Stem Cell Technologies, 

Vancouver, BC, Canada) kullanılarak izole edildi. 

CD3+T-hücrelerinin varlığı invört mikroskopta (Leica 

Wetzlar, Germany) tespit edildi ve fotoğrafları çekildi. 

Daha sonra Thoma lamı kullanılarak faz-kontrast mik-

roskopta sayıldı (Leica Wetzlar, Germany) ve toplamda 

3x106 CD3+T-hücresi olduğu tespit edildi.  

CD3+T-hücrelerinin anti-CD3 Antikoruyla İm-

münfloresan (IF) Yöntemle Boyanması 

CD3+T-hücreler soğuk metanolde (Merck Kenilworth, 

New Jersey, United States) fikse edildi. Hücrelerin 

%0.025 Triton X-100 (Merck, Merck Kenilworth, New 

Jersey, United States) ile permeabilizasyonu sonrası 

hücreler %1.5 normal keçi yada eşek bloke edici se-

rumla (Santa Cruz,California,USA) PBS’de non-

spesifik bağlı immunoglobulin G’nin supresyonu için 

inkübe edildi. Yıkama sonrası hücreler, primer anti-

CD3 antikoruyla gece boyu inkübe edildi. Daha sonra 
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hücreler primer antikora uygun FITC-işaretli sekonder 

antikorla (Santa Cruz, California, United States)  inkü-

be edildi. Yıkama sonrasında hücreler %10FBS, 100 

U/mL penicillin, 0.1mg/mL streptomycin, and 200 mM 

glutamax (Invitrogen/GIBCO, Waltham, Massachu-

setts, USA) içeren RPMI-1640 besiyeri (Invitro-

gen/GIBCO, Waltham, Massachusetts, USA) içinde 

DAPI boyasında (Santa Cruz, California, United Sta-

tes) inkübe edildi. Ardından immünfloresan mikrosko-

buyla (Leica Wetzlar, Germany) CD3+T-hücreleri 

tespit edilerek fotoğrafları çekildi. 

CD3+T-hücrelerinin İzolasyon Saflık Analizinin 

Akım Sitometri Cihazında Ölçümü  

CD3+T-hücrelerinin izolasyonunun saflık analizi akım 

sitometri cihazında (Becton Dickinson, FACS Calibur, 

San Jose, CA, USA) %90,63 olarak ölçüldü. Bu yön-

temde, izole edilen CD3+T-hücre süspansiyonu 10 µL 

PerCP-konjuge anti-CD3 hücre yüzey monoklonal 

antikoru ile  (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 

15 dakika oda ısısında karanlıkta inkübe edilmesinin 

ardından akım sitometri cihazında ölçüldü.  

CD3+T-hücrelerinin PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile 

Uyarılması    

Oniki kuyucuklu kültür plağının 3’er kuyusuna 2x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde paylaştırılan 3 farklı 

gruptaki CD3+T-hücreleri, %10 FBS, 100 U/mL peni-

cillin, 0.1 mg/mL streptomycin ve 200 mM glutamax 

(Invitrogen/GIBCO) içeren RPMI-1640 (Invitro-

gen/GIBCO) besiyerindeki uyarıcılarla 24 saat inkübe 

edildi. Herhangi bir uyarıcıyla uyarılmayan 2x105 hüc-

re/kuyucuk olan (kontrol grubu) CD3+T-hücreleri de 3 

ayrı kuyuya aynı besiyerinde pipetlendi. Birinci grup-

taki CD3+T-hücreleri herhangi bir uyarıcıyla uyarıl-

madan (kontrol grubu),  2. gruptaki CD3+T-hücreleri 

10 μg/mL PHA ile (PHA; Invitrogen/GIBCO, Walt-

ham, Massachusetts, USA) uyarılarak, 3.gruptaki 

CD3+T- hücreleri 13µL/mL IL-2 (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri United States) ile uyarılarak ve 

4.gruptaki CD3+T-hücreleri 10 μg/mL PHA ve 

13µL/mL IL-2 ile uyarılarak %5CO2 içeren 37°C inkü-

batörde (Sanyo MCO-20AIC, Moriguchi, Osaka, Ja-

pan) 24 saat inkübe edildi.  

Uyarılmış CD3+T-hücrelerin Faz-Kontrast Mikros-

kopta Görüntülenmesi 

CD3+T-hücrelerin uyarıldığında oluşan morfolojik 

değişikliklerinin görüntüsü faz-kontrast mikroskopta 

(Leica Wetzlar, Germany)  gözlenerek fotoğrafları 

çekildi.  

Uyarılmış ve Uyarılmamış CD3+T-hücre Çoğalımı-

nın WST-1 Testiyle Ölçümü  

PHA, IL-2, PHA+IL-2 ile uyarılmış ve uyarılmamış 

CD3+T-hücre gruplarının çoğalımlarının tayini spekt-

rofotometrik yöntemle WST-1 testi (Roche Diagnos-

tics, Mannheim, Germany) ile gerçekleştirildi. Bunun 

için, CD3+T-hücreleri her gruptan 3’er örnek ve 1x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu kültür 

plağının 3’er kuyucuğuna pipetlendi. Tüm kuyucuklara 

10μL WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-

many) ayıracı pipetlendi. Kültür plağı %5CO2 içeren 

37°C inkübatörde 4 saat inkübe edildi. 4. saatin sonun-

da tüm kuyucuklardaki hücrelerin absorbans değerleri 

spektrofotometrik yöntemle 480 nm’de mikroplate 

okuyucuda (Elisa Versamax, Sunnyvale, CA, USA) 

okundu. 

Uyarılmış ve Uyarılmamış CD3+T-hücre Çoğalımı-

nın CFSE Testiyle Ölçümü  

PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile uyarılmış ve uyarılmamış 

CD3+T-hücrelerinin CFSE (carboxyfluorescein diace-

tate succinimidyl ester, Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA) % ekspresyon düzeyleri ve MCS ölçümleri 

akım sitometri cihazında ölçüldü. Bunun için her grup-

taki CD3+T-hücreleri; DMSO (Dimetil sulfoksid) 

içinde hazırlanan CFSE çalışma ayracı (1-10 μM) ile 

işaretlenerek 15 dakika 37°C su banyosunda inkübe 

edildi ve düzeyleri akım sitometri cihazında ölçüldü. 

Uyarılmış ve Uyarılmamış CD3+T-hücre Yüzey 

Aktivasyon Moleküllerinin Ölçümü   

PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile birlikte uyarılmış ve uya-

rılmamış CD3+T-hücrelerinin hücre yüzey aktivasyon 

moleküllerinin % ekspresyon düzeyleri ve MCS öl-

çümleri akım sitometri cihazında ölçüldü. Bunun için 

her gruptaki CD3+T-hücreleri; 10’ar µL PE-konjuge 

anti-CD25, PE-konjuge anti-CD38, APC-konjuge anti-

CD69, PE-konjuge anti-CD71 ve PE-konjuge anti-

HLA-DR hücre yüzey monoklonal antikorlarıyla (Bec-

ton Dickinson, San Jose, CA, USA) işaretlenerek 15 

dakika oda ısısında karanlıkta inkübe edildi ve düzeyle-

ri akım sitometri cihazında ölçüldü. 

İstatistiksel Analiz 

Bu çalışmada sürekli değişkenler için Shapiro-Wilks 

testi uygulandı. Değişkenler normal dağılım 

göstermediği için gruplar arası karşılaştırma Kruskal 

Wallis test ve Dunn Çoklu Karşılaştırma testi ile analiz 

edildi ve medyan (%25-%75) yüzdelik değerler olarak 

gösterildi. İstatistiksel analizler için IBM SPSS 

Statistics 22.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois) programı 

kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık düzeyi p <0.05 olarak 

alındı. 

BULGULAR 

Sağlıklı kadın gönüllülerin periferik kanlarından izole 

edilen CD3+T-hücrelerinin görüntüsü invört 

mikroskopta (Şekil 1) elde edildikten sonra hücre 

izolasyonlarının saflığı IF ve akım sitometrik 

yöntemlerle CD3 antikoru ile işaretlenerek tespit edildi 

(Şekil 2, Şekil 3). PHA, IL-2 ve PHA+IL-2 ile 

uyarılmış CD3+T-hücre grupları faz-kontrast 

mikroskobunda incelendiğinde, morfolojilerinin 

değiştiği, yapılarında bazı uzantılar oluştuğu ve yer yer 

kümeleştikleri gözlemlendi (Şekil 4). 
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Şekil 1. RosetteSep kiti kullanılarak insan periferik kanından izole 

edilmiş CD3+T-hücrelerinin invört mikroskoptaki görüntüsü. Kitdeki 
antikor içeriğinin eritrositlerle ve diğer istenmeyen hücrelerle 

kompleks oluşturarak (rozet yapılar) (turuncu oklar) negatif 

seleksiyon ile çöktürülüp ortamdan uzaklaştırması sonucu saf 
CD3+T-hücreleri (yeşil oklar) tipik morfolojik özellikleriyle ayırt 

edilebilmektedir (Büyütme x100). 
 

 
Şekil 2. CD3+T-hücrelerinin IF yöntemle CD3 antikoruyla 

boyanması sonucu elde edilen IF mikroskoptaki görüntüsünde, 
hücrelerin yeşil renkte CD3 ve mavi renkte çekirdek boyası (DAPI) 

ışıması yaptığı ve T-hücrelerinin CD3 izolasyonunun gerçekleştiği 

gözlenmiştir. 
 

 
Şekil 3.CD3+T-hücrelerinin CD3 antikoruyla işaretlenmesi sonucu 
%90.63 düzeyinde saflıkla izole edildiklerini gösteren akım sitometri 

sonucu. 

 

 
Şekil 4. Yirmidört saat boyunca inkübatörde PHA ve IL-2 ile 

uyarılan CD3+T-hücrelerinin morfolojilerinin değiştiği ve 
yapılarında bazı uzantılar oluştuğu, hücrelerin yer yer kümeleştikleri 

faz-kontrast mikroskopta gözlemlendi. 
 

CD3+T-hücrelerinin uyarılmış ve uyarılmamış 

gruplarının çoğalım ve uyarılma düzeyleri; 

spektrofotometrik yöntemle WST-1 testi ve akım 

sitometri yöntemiyle CFSE testi ile; ayrıca CD25, 

CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR hücre yüzey 

aktivasyon moleküllerinin % ekspresyon düzeyleri ve 

MCS ölçümleri akım sitometri yöntemiyle ölçülerek 

tespit edildi. 

WST-1 testi sonuçlarına göre; uyarılmamış CD3+T-

hücreleri (1. grup, kontrol) ile karşılaştırıldığında; 

PHA-CD3+T-hücrelerinin (2. grup)  (p <0.001) ve IL-

2+PHA-CD3+T-hücrelerinin  (4. grup) (p <0.001) 

istatiksel açıdan önemli çoğalım gösterdikleri yani 

uyarıldıkları tespit edildi. IL-2-CD3+T-hücrelerinde  

(3. grup) de istatistiksel açıdan önemli olmasa da 

kontrole kıyasla çoğalım farkı tespit edildi. Bunun 

yanısıra, IL-2-CD3+T-hücrelerine kıyasla, PHA-

CD3+T-hücrelerinin (p <0.001) ve PHA+IL-2-CD3+T-

hücrelerinin (p :0.006) istatiksel açıdan anlamlı olarak 

çoğalım gösterdikleri yani uyarıldıkları tespit edildi 

(Tablo 1).  

CFSE testi sonuçlarına göre; WST-1 testine benzer 

şekilde uyarılmamış CD3+T-hücreleri ile 

karşılaştırıldığında; PHA-CD3+T-hücrelerinin (p 

<0.001) ve IL-2+PHA-CD3+T-hücrelerinin (p <0.001) 

istatiksel açıdan önemli çoğalım gösterdikleri yani 

uyarıldıkları tespit edildi. Bunun yanı sıra, IL-2-

CD3+T-hücrelerine kıyasla PHA-CD3+T-hücrelerinin 

(p :0.01) ve PHA+IL-2-CD3+T-hücrelerinin (p :0.001) 

anlamlı olarak çoğalım gösterdikleri yani uyarıldıkları 

tespit edildi (Tablo 1, Şekil 5). 
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Tablo 1. Değişkenlerin gruplararası karşılaştırılması sonuçları. 

Değişkenler 

Gruplar 

p Çoklu Karşılaştırma 
1 2 3 4 

Medyan 

(%25-%75) 

Medyan 

(%25-%75) 

Medyan  

(%25-%75) 

Medyan 

(%25-%75) 

CFSE 
0.09 

(0.085-0.098) 

98.86 

(97.90-99.88) 

95.39 

(94.55-96.21) 

98.6 

(97.78-99.87) 
<0.001 

1-2: <0.001 

1-4: <0.001 

2-3: 0.010 
3-4: 0.001 

WST 
0.14 

(0.141-0.145) 
0.16 

(0.15-0.16) 
0.143 

(0.142-0.147) 
0.150 

(0.149-0.161) 
<0.001 

1-2: <0.001 

1-4: <0.001 
2-3: <0.001 

3-4:  0.006 

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

 

 
Şekil 5. Uyarılmamış CD3+T-hücre grubu (kontrol) ve tüm uyarılmış 

CD3+T-hücre gruplarının CFSE akım sitometri verileri. 

 

Uyarılmış gruplardaki CD3+T-hücreleri aktivasyon 

moleküllerinin % ekspresyon düzeyleri uyarılmamış 

CD3+T-hücreleriyle karşılaştırıldığında, PHA-CD3+T-

hücrelerinde; CD25 (p <0.001), CD69 (p <0.001) ve 

CD71 (p <0.001) değerlerinin, PHA+IL-2-CD3+T-

hücrelerinde; CD38 (p <0.001), CD69 (p <0.001)  ve 

HLA-DR (p <0.001)  düzeylerinin istatistiksel açıdan 

anlamlı artış gösterdiği tespit edildi. Ayrıca IL-2-

CD3+T-hücreleri ile karşılaştırıldığında, PHA-CD3+T-

hücrelerinde CD25 (p <0.001), CD38 (p <0.001) CD71 

(p <0.001) ve HLA-DR (p <0.001) düzeylerinin, 

PHA+IL-2-CD3+T-hücrelerinde ise; CD25 (p <0.001), 

CD38 (p <0.001), CD69 (p <0.001), CD71 (p <0.001)  

ve HLA-DR (p <0.001) düzeylerinin anlamlı olarak 

arttığı tespit edildi (Tablo 2, Şekil 6, Şekil 7, Şekil 8, 

Şekil 9). 

 

 

 
Tablo 2. Değişkenlerin gruplararası karşılaştırılması sonuçları. 

Değişkenler 

Gruplar 

p Çoklu Karşılaştırma 
1 2 3 4 

Medyan 

(%25-%75) 

Medyan  

(%25-%75) 

Medyan  

(%25-%75) 

Medyan  

(%25-%75) 

HLA-DR 
24.38  

(23.12-25.13) 

28.75 

(27.67-29.12) 

20.98 

(19.98-21.23) 

31.21 

(30.98-31.67) 
<0.001 

1-4: <0.001 
2-3: <0.001 

3-4: <0.001 

CD38 
1.90 

 (1.80-2.00) 

36.62 

 (35.56-37.32) 

6.87      

 (6.82-6.90) 

67.88 

(66.45-68.67) 
<0.001 

1-4: <0.001 
2-3: <0.001 

3-4: <0.001 

CD71 
25.72  

(24.11-26.28) 

92.15  

(91.98-92.90) 

19.87   

(19.67-20.12) 

34.61  

(34.12-35.78) 
<0.001 

1-2 <0.001 
2-3: <0.001 

3-4: <0.001 

CD69 
12.67  

(12.28-12.78) 

61.56  

(60.68-62.12) 

35.91   

(34.98-36.12) 

93.30  

(92.11-94.28) 
<0.001 

1-2 <0.001 
1-4: <0.001 

3-4: <0.001 

CD25 
35.25  

(33.21-37.13) 

79.85  

(79.56-80.11) 

24.82   

(24.51-25.51) 

75.05  

(73.26-77.12) 
<0.001 

1-2 <0.001 
2-3: <0.001 

3-4: <0.001 

1. grup: Uyarılmamış CD3+T-hücreleri, kontrol; 2. grup: PHA-CD3+T-hücreleri; 3. grup: IL-2-CD3+T-hücreleri; 4. grup:  IL-2+PHA-CD3+T-
hücreleri. 
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Şekil 6. Uyarılmamış CD3+T-hücre grubu (1. grup, kontrol) aktivas-
yon moleküllerinin akım sitometri verisi. 

 
 

 
Şekil 7.  PHA-CD3+T-hücre grubu (2. grup) aktivasyon molekülleri-

nin akım sitometri verisi. 

 

 
Şekil 8. IL-2-CD3+T-hücre grubu (3. grup) aktivasyon molekülleri-
nin MCS akım sitometri verisi. 

 
Şekil 9. PHA+IL-2-CD3+T-hücre grubu (4. grup) aktivasyon mole-
küllerinin akım sitometri verisi. 

TARTIŞMA 

Bu çalışmada, 15 sağlıklı kadın gönüllünün periferik 

kanından izole edilen CD3+T-hücrelerinin saflığı IF ve 

akım sitometrik yöntemlerle tespit edildiğinde, akım 

sitometride izolasyon saflığının %90.63 düzeyinde 

gerçekleştiği tespit edildi. İzole edilen CD3+T-

hücreleri PHA ve IL-2 ile ayrı ayrı ve her ikisi uyarıcı 

ile birlikte 24 saat boyunca uyarıldı. Her üç uyarılma 

sonucunda da hücre morfolojilerinin değiştiği,  

hücrelerin yer yer kümeleştiği ve yapılarında bazı 

uzantılar oluştuğu faz-kontrast mikroskobunda 

gözlemlendi.  

Yapılan birçok araştırmada, T-hücrelerinin uyarıldıkla-

rında çoğaldıkları ve hücre yüzeylerinde birçok akti-

vasyon molekülünü ekspresse ettikleri açıklanmıştır.  

PHA gibi mitojen,  IL-2 gibi sitokin ve LFA-1 gibi 

integrin yapısındaki uyarıcılar, T-hücrelerinin invitro 

ortamda çoğalabilmeleri ve bazı hücre yüzey aktivas-

yon molekülerini ekspresse etmeleri için kullanılmak-

tadır. Uyarıcılarla uyarılan T-hücreleri CD25, CD38, 

CD69, CD71 ve HLA-DR gibi aktivasyon molekülleri-

ni ekspresse ederler ki bu moleküller dinlenme halin-

deki uyarılmamış T-hücrelerinde ya çok az sentez edilir 

ya da hiç edilmezler (20-29, 37). 

Çalışmada, uyarılmamış CD3+T-hücrelerle karşılaştı-

rıldığında; PHA ve PHA+IL-2 ile uyarılan CD3+T-

hücrelerinin CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR 

düzeylerinde ekspresyon artışı tespit edildi. CD3+T-

hücreler IL-2 ile uyarıldığında ise, uyarılmamış hücre-

lere kıyasla sadece CD38 ve CD69 aktivasyon mole-

küllerinde ekspresyon artışı görüldü. Ayrıca CD25 ve 

CD71’in en yüksek ekspresyon değerleri PHA-CD3+T-

hücrelerinde; CD38, CD69 ve HLA-DR’nin en yüksek 

ekspresyon değerleri PHA+IL-2-CD3+T-hücrelerinde 

tespit edildi. 

 Bunun yanı sıra, PHA ve PHA+IL-2 ile uyarılan 

CD3+T-hücrelerinden sentezlenen aktivasyon molekül-

leri ekspresyon düzeylerinde birbirine yakın düzeyler 

ölçülse de; IL-2 ile uyarılan CD3+T-hücrelerinden 
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sentezlenen tüm aktivasyon moleküllerinde bu iki gru-

ba oranla daha düşük düzeyler tespit edildi.  

Uyarılan üç ayrı hücre grubunu aktivasyon molekülleri 

ekspresyonları açısından kendi içinde karşılaştırdığı-

mızda, PHA-CD3+T-hücrelerinde CD25, CD38, CD71 

ve HLA-DR düzeylerinin IL-2-CD3+T-hücrelerinden 

anlamlı düzeyde artış gösterdiği; PHA+IL-2-CD3+T-

hücrelerinde ise CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-

DR düzeylerinin IL-2- CD3+T-hücrelerinden anlamlı 

düzeyde artış gösterdiği görüldü. PHA-CD3+T-

hücreleri ve PHA+IL-2-CD3+T-hücrelerinden sentez-

lenen CD25 ve HLA-DR aktivasyon molekülleri yüz-

deleri ise benzerdi. 

Yapılan akım sitometri çalışmalarında PHA gibi mito-

jenik ve antijenik uyarıcılarla uyarılan T-hücrelerinden 

CD25, CD38, CD69, CD71 ve HLA-DR gibi hücre 

yüzey aktivasyon moleküllerinin sentezlendiği tespit 

edilmiştir. Ayrıca PHA ile uyarılan bu moleküllerden 

en fazla ekspresyonun CD25’de olduğu, ardından 

CD71, CD69 ve HLA-DR’nin geldiğini bildirilmiştir. 

(24, 30-33). 

CD3+T-hücrelerinin uyarılmasına bağlı olarak çoğa-

lımları değerlendirildiğinde; WST-1 ve CFSE testlerin-

de benzer sonuçlar elde edildi. Her iki testte de PHA-

CD3+T-hücreler ve PHA+IL-2-CD3+T-hücreler birbi-

rine yakın çoğalım düzeylerine sahipti. Ayrıca bu grup-

lar uyarılmamış CD3+T-hücreler ve IL-2-CD3+T-

hücrelerle karşılaştırıldığında sayılarında anlamlı dü-

zeyde artış olduğu tespit edildi. Benzer şekilde, PHA 

ve IL-2 ile uyarılan birçok T-hücre çalışmasında, uya-

rılmanın T-hücre çoğalımını arttırdığı bildirilmiştir (25, 

28, 38-41). 

Böylece, uyarılmamış CD3+T-hücreler ve IL-2 ile 

uyarılan CD3+T-hücreler ile karşılaştırıldığında PHA 

ile ve PHA+IL-2 ile uyarılan CD3+T-hücrelerde, hem 

hücre çoğalımının hem de aktivasyon molekülleri 

ekspresyon düzeylerinin anlamlı olarak arttığı tespit 

edilmiş oldu. Hücrelerin PHA ve PHA+IL-2 ile 

uyarılmasında ise hücre çoğalımı ve aktivasyon 

molekülleri ekspresyon düzeyleri açısından istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark elde edilmediğinden invitro 

ortamda CD3+T-hücre uyarımı için tek bir uyarıcı 

olarak PHA’nin yeterli olacağı kanısına varılmış oldu.  

Sonuç olarak, bu çalışma CD3+T-hücrelerini PHA ve 

IL-2 ile ayrı ayrı uyarmanın yanısıra, PHA+IL-2 ile 

birlikte uyarmanın CD3+T-hücre çoğalım ve 

aktivasyon molekülü ekspresyonunu arttırıp  

arttırmadığını belirlemek amacıyla kurgulandı. En 

yüksek düzeyde hücre çoğalımı ve aktivasyon 

molekülleri ekspresyonu PHA ve PHA+IL-2 ile 

uyarılan CD3+T-hücrelerinde tespit edildi. Böylece, 

CD3+T-hücre uyarılmasında PHA’nin yalnız başına 

IL-2’ye ihtiyaç olmadan yeterli ve etkili bir uyarıcı 

olduğu sonucuna varılmış oldu. 

Teşekkür: Çalışmalarım süresince değerli 

yardımlarıyla bana destek olan hocalarım Prof. Dr. 

Erdal Karaöz ve Doç. Dr. Ayla Eker Sarıboyacı’ya çok 

teşekkür ederim. 
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