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Saghkh Cocuklarda In vitro Lenfosit Fonksiyonunun iki Farkl Yéntemle

Arastirthip Karsilastirilmasi

OZET

Bu calisma saglikli Tiirk cocuklarinda ki in-vitro lenfoproliferatif yanitin normal
diizeyini belirlemek ve in-vitro lenfosit fonksiyonlarini iki farkli yontem kullanilarak

degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

Calisma materyalini Ankara Universitesi Tip fakiiltesi Cocuk Saghg: ve Hastaliklari
Anabilim Dal1 Sosyal Pediatri Boliimii genel poliklinigine bagvuran saglikli bebek
ve c¢ocuklar olusturmustur. Bu ¢alisma Haziran 2005 — Haziran 2006 tarihleri
arasinda 0-2, 2-6, 6-10 olmak iizere 3 yas grubundaki toplam 22 saglikli cocukta
yapilmugtir. Arastirma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 ABD, Pediatrik Immunoloji-Allerji Bilim Dali arastirma laboratuvarinda

yiiriitiilmis ve tim caligsmalar burada yapilmstir.

Alinan kan orneklerinden, T lenfositler PHA ile uyarildiktan 24 ve 48 saat sonra,
akim sitometrisi ile aktivasyon belirleyicilerinin (CD25+, CD69+) ekspresyonlarinin
ve 72. saat sonunda 151k mikroskobu ile lenfoproliferatif yanitinin o6lgiimleri
yapilmistir. Aktivasyon belirleyicilerinin zamana bagli degisimleri tespit edilmistir.
Daha sonra iki yoOntemden elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Yiizey
belirleyicilerinin ekspresyonlarinin 6l¢timii, Coulter EPICS-XL-MCL model akim
sitometrisi cihazinda, double-colour direkt immiinfloresan ydntemi uygulanarak

yapilmistir.

Lenfoproliferatif yanitin degerlendirilmesinde, 0-10 yas aras1 22 olgu 3 yas grubuna
ayrilarak incelendiginde, tiim parametrelerin her ¢ocuga gore farklilik gosterdigi,

zamanla ve yagsla birlikte degistigi goriilmiistiir.



Calismamizda aktivasyon belirleyicilerinin 24. ve 48. saatlerde kendi aralarinda
korelasyon gosterdigi saptanmustir. 24. saatte CD69+, 48. saatte CD25+
ekspresyonunun max. diizeye ulastigl gézlenmistir. Bunun yaninda T lenfosit yiizey

antijenlerinin ekspresyonlarinin yas arttik¢a azaldig: tespit edilmistir.

T lenfosit aktivasyon calismasinda, degerler yasla birlikte degisim gosterdiginden
cocuklarda hiicresel immiinitenin sayisal parametreleri ancak kendi yas grubunun

normalleri ile karsilastirildiginda objektif ve saglikli olabilmektedir.

Calisilan 6rnek sayisinin az olmasindan dolayn, istatistiksel olarak anlamli bir sonug
elde edilememis ve saghkli c¢ocuk yas gruplarimin normal degerleri
belirlenememistir. Akim sitometrisi ile morfolojik yontem arasinda da anlamh bir
iliskiye rastlanmamistir. Sonugta her iki yonteminde kullanilabilecegi, akim
sitometrik yontemin daha hizli sonu¢ verdigi belirlenmistir. Ancak daha anlamli
sonuglara ulasilabilmesi ve bu ¢alismanin standardize edilebilmesi i¢in daha fazla

ornekle yapilan daha kapsamli ¢caligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler : CD25+, CD69+, Lenfosit aktivasyonu, Lenfoproliferatif Yanit,
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Evaluation and Comparison of Peripherale Blood Lymphocyte Functions in

Healty Children by Using Two Different Methods

ABSTRACT

The aim of this study is to determine normal levels of in vitro lymphoproliferative
response in Turkish infants and to study in vitro functions of lymphocytes by using
two different methods.

Study material was composed of healty babies and infants who applied to Ankara
University Medical School Department of Pediatrics Division of Social Pediatrics.
This study including 22 healty infants with three different age groups which are 2, 2-
6 and 6-10 was perfomed between June 2005- June 2006.

After 24 and 48 hours of T lymphocytes induction by PHA, expression of activation
markers (CD25+, CD69+) was measured by flow cytometry and at the end of 72nd
hour, lymphoproliferative response was measured by light microscope. The changes
in activation markers were measured by time, then, the results of the two methods
were compared. Double colour direct immunofluorescence method was used to
measure expression of surface markers by Coulter EPICS-XL-MCL flow cytometry.

When the 22 cases in 0-10 age group, were divided into three sub-goups, it was
observed that all parameters differed with respect to every infant and changed with

age.

In our study, it was shown that the activation markers were in correlation with each
others at the 24th and 28th hours. It was observed that the expression levels of
CD69+ and CD25+ reached to maximum levels at 24th and 28th hours, respectively.
Moreover, the expression of T lymphocyte surface antigens were decreasing as the

age increased.
In the T lymphocyte activation study, since the values were changing with respect to

age, the numerical parameters of cellular immunity in infants were objective and

reliable only when compared with the normal levels of their age group.

il



However, no statistically significant result was found due to small population size of
our samples and the normal values of healthy infant age groups were not determined.
Furthermore, no significant correlation between flow cytometry and morphological
method was found. As a result, it was found that both methods are applicable, and
flow cytometry methods give faster results. However, more comprehensive studies
with larger sample size were required in order to reach significant results and

standardise this method.

Key Words : CD25+, CD69+, Lymphocyte activation, Lymphoproliferative response
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TESEKKUR

Saglikli ¢ocuklarda in-vitro lenfosit fonksiyonlarinin farkli yontemler kullanilarak
degerlendirilmesini ve Tirk ¢ocuklarindaki in-vitro lenfoproliferatif yanitin normal
diizeyinin belirlenmesini amaglayan bu ¢alisma Ankara Universitesi Biyoteknoloji

Enstitiisii tarafindan.2005-189 no’lu proje kapsaminda desteklenmistir.

Tez ¢aligmam sirasinda desteklerini ve yardimlarini esirgemeyen, arastirmanin
planlanmasi, ylriitilmesi ve sonuglandirilmasinda bana bilimsel katkilariyla
destek olan, laboratuvar olanaklarindan yararlanmami saglayan A.U. Tip Fak.
Pediatrik Immiinoloji-Allerji Bilim Dali Ogretim Uyesi saym Prof. Dr. Emel
Babacan, Prof. Dr. Aydan Ikinciogullar1 ve Dog. Dr. Figen Dogu’ya, emegi gecen
laboratuvar ¢alisanlart ve doktorlara, ayrica c¢alismalarim sirasinda biiylik sabir

gosteren, bana destek olan arkadaslarima ve aileme tesekkiir ederim.

Biyolog Aybike Ekinci
Ankara, Eyliil 2006
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1.GIRIS VE AMAC

Immiinite canli organizmanm kendine yabanci olan maddeleri (mikroorganizma,
antijen vb) taniyarak etkisiz hale getirebilme ve/veya yok edebilme yetenegidir.
Organizma bu islevini immiin sistemi ile gergeklestirir. T lenfositler immiin yanitin
en O6nemli hiicresel kompartmanini olusturup spesifik immiin yanit gelisiminde rol

oynayan hiicrelerdir.

Lenfositler sadece 6zgiin sinyallere yanit vererek prolifere olurlar. Proliferasyon T
lenfosit antijen reseptorlerine, antijen sunan hiicre yiizeyindeki MHC sinif I ve simif
IT ile sunulan yabanc1 peptitlerin baglanmasi ile baglar. T lenfosit antijen reseptdrleri
sinyalleri niikleusa iletir. Sonucta gen transkripsiyonu, sitokin iiretimi ve hiicre
boliinmesi baglar. Bu sekildeki proliferasyon yanit1 lenfositlerin immiinolojik
fonksiyonlarinin temeli olup, normal immiin yanitin pek ¢ok asamasini icermektedir.
Bu nedenle proliferasyon (veya blastogenezis) dl¢limii klinik immiinolojide yaygin
kullanim alan1 bulmustur. T lenfositlerin aktivasyonu degisik mitojen, antijen veya

monoklonal antikorlar ile stimiilasyon sonrasinda degerlendirilebilir. (1,12,29,46,61)

T lenfosit aktivasyonu immiin yanitin gelismesinde énemli bir basamaktir ve klinik

olarak immun kompetensin degerlendirilmesinde kullanilir.(18)

T lenfosit aktivasyonu yonteminde antijen, mitojen ya da monoklonal antikorlar ile
uyarilmis T lenfositlerin in-vitro fonksiyonel kapasitesi degerlendirilir. Bunun i¢in
genel olarak stimiilasyon sonrasi eksprese olan yiizey proteinleri ve reseptorlerinin
yogunlugunun belirlenmesi ya da T lenfositlerin proliferatif yanmitinin 6l¢limii

kullanilir.(34)

Hiicrelerin morfolojik 6zellikleri 151k mikroskoplar1 kullanilarak belirlenebilir. Ancak
151k mikroskobu bu ¢ok sayidaki hiicrenin hizli bir sekilde degerlendirilmesi igin
uygun degildir. Kald1 ki yorucu olmasi ve sonuclarin subjektif olabilmesi seklinde

dezavantajlara sahiptir.(23,58)



Giliniimiizde akim sitometrilerinin tipta kullanim alanina girmesiyle c¢ok sayida
hiicrenin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin kantitatif ve kalitatif dlglimlerinin hizl,
dogru ve hassas olarak yapilabilmesi miimkiin olmustur. Bu yontem ile ¢ok sayida
hiicrede ayni1 anda bir¢cok parametre objektif olarak degerlendirilebilmektedir.Bu
sistem, siispansiyon halindeki hiicrelerde yiizey antijenlerinin belirlenmesi, B
hiicreleri ile T lenfosit alt gruplarinin tayini, l6semi ve lenfoma tiplemesi, DNA
analizi, fagositoz, otoantikor tayini ve kromozom analizi gibi bir¢ok konuda

kullanilmaktadir.(23,58)

Bu calismada amag; yaslar1 (0-2), (2-6), (6-10) aras1 degisen saglikli ¢ocuklarda,
e T lenfositlerin fitohemaglutinin ( PHA ) ile uyarilarak 24. ve 48. saatlerdeki
CD25+ve CD69+ ekspresyonlari ile 72. saat sonunda lenfoproliferatif yanitinin
151k mikroskobuyla dl¢iilmesi,
e (CD25+, CD69+ gibi aktivasyon markerlarinin zamana bagli 24. ve 48.
saatlerde ekspresyonlarinin akim sitometrisi cihazi ile tespit edilmesi,

e Elde edilen sonuclarin karsilastirilmasidir.

Boylece saglikli cocuklarda in-vitro lenfosit fonksiyonlar1 farkli ydntemler
kullanilarak degerlendirilmis olacaktir. Ayrica bu calisma ile Tiirk ¢ocuklarindaki in-
vitro  lenfoproliferatif ~yanmitin normal diizeyinin belirlenmesine katkida

bulunulacaktir.



1.1. GENEL BIiLGIi

Immiinite organizmanin kendisine yabanci olan cevresel ajanlara karsi kendisini
korumak amaci ile gelistirdigi ve kullandigi mekanizmalarm tiimiidiir. Immiinite
immiin sistemde olusan immiin yanit sayesinde sekillenir. Immiin yamt, kendisine
yabanct molekiilleri-antijenleri kusursuz ve spesifik olarak taniyip tepki verme, yani
yok etme yetenegi; immiin sistem ise, bu yaniti olusturma ile gorevli organ ve hiicre

serilerinden olugmus yap1 olarak tanimlanir.

Immiin sistemi viicudun diger savunma mekanizmalarindan ayiran ii¢ dnemli dzelligi; 6zgiil
olmas1, kendinden olam1 ve olmayam ayirt edebilmesi ve belleginin olmasidir. immiin yanit
immiin sistemin degisik kompartmanlarmin karsilikli ve diizenli etkilesimi sonucu ortaya

cikar. Immiin sistem baslhca iki boliimde incelenebilir;

. Dogal immunite
. Kazanilmig immunite
1.1.1. Dogal immiinite

Konake¢mim daha 6nce hig¢ karsilagsmadigi yabanct maddeye (mikroorganizma, antijen , vb)
kars1 gosterdigi savunma mekanizmalaridir.Dogum ile birlikte kazanilir, organizmay1
yabanci ajanlara karsi korumada en erken ve ilk sirada rol oynayan elemanlardan olusur.
Deri ve mukoz membranlann fiziksel ve kimyasal bariyerleri (cilt,mukoz
membranlar,mide pH'imukus salgist ve antimikrobial kimyasal yapilar), kan ve
dokulardaki fagositik hiicreler (makrofajlar, monositler, notrofiller , eozinofiller), dogal
oldiirticii hiicreler(Natural killer-NK), akut faz proteinleri ve kompleman sistemi dogal

immiinitenin baslica elemanlandir .(1,50,52,62,64)



1.1.2. Kazamlmis Immiinite

Baglica T ve B lenfositler tarafindan gergeklestirilir ve konak¢inin daha 6nce karsilagtig
ve onun hakkindaki bilgileri bellegine gecirdigi yabanci bir maddeye karst 6zgiil olarak
gelistirdigi savunma mekanizmasidir.Dogal immiinite ile korunma saglanamazsa, yani
savunma yetersiz kalirsa kazanilmig immiinite aktive olur ve devreye girer. Kisinin bir
ajanla daha once karsilagsmis olmasi kazanilmis immiin yanitin gelisebilmesi ig¢in
gereklidir. Bu sayede spesifik bellek yerlesir ve ayn1 ajanla tekrar karsilasildiginda
daha giiclii ve etkili bir yanit olusur. (50,51)

Kazanilmig immiin yanitin; baslangi¢ ve efektor faz olmak {izere iki komponenti
vardir. Yabanci antijenin taninmasi ve bu antijene yanit olusturabilecek lenfosit
klonlarinin ¢ogalmasi baslangi¢c fazin1 olusturur. Tanman antijenin etkisiz hale
getirilip ortadan kaldirilmasini saglayan sistemlerin aktivasyonu ise efektor fazdir.
Kazanilmig immiin yanitin baslangic fazinda T Ienfositler, B lenfositler ve
makrofajlar; efektdr fazinda ise polimorfoniikleer 16kositler (PNL), makrofajlar ve
mast hiicreleri rol oynarlar ve kazanilmig immiinitenin hiicresel kolunu olustururlar.
Makrofajlar ve B lenfositler, yabanci antijeni islemden gecirip T lenfositlerin
tantyabilecegi bir duruma getirdikten sonra T lenfositlere sunarlar. T lenfositlerce
taninan yabanci antijen, PNL ve sitotoksik hiicreler sayesinde yok edilir.
Lenfositlerin antijenleri tekrar karsilastiklarinda hatirlamalarini saglayan 6zgiinliik ve

bellek yetenekleri kazanilmis hiicresel immiin yanitin temel taglaridir.(50,52,63)

Kazamlmig immiinite, humoral ve hiicresel immiin yanit olarak ikiye ayrilir.
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Sekil 1.1. Humoral ve hiicresel immiinite

Humoral Immiin Yanit; B lenfositlerin uyarilmasi ile baslar, antikor iiretimi ile
sonuclanir.

Hiicresel Immiin Yamt; T lenfositlerin uyarilmast ile gelisir, ¢esitli efektdr hiicrelerin
aktivasyonu ile sonuglanir. (Sekil 1.1)(Tablo 1.1)(27)

Tablo 1.1. Humoral ve hiicresel immiinite arasindaki farklar

Humoral immiin Yanit Hiicresel immiin Yanit

] ) Hiicre i¢i mikroorganizmalar
B Hiicre dis1 mikroorganizmalar o )
Uyaran Antijenler o Hiicre i¢i antijen molekiilleri
Hiicre dis1 antijenik molekiiller

B Protein )

Antijen Yapist Protein
Karbonhidrat

Yanit veren Hiicre B Lenfosit T lenfosit

] Sitotoksik T Lenfositi

Antikor

Efektor Elemanlar Aktive makrofaj
Kompleman

Aktive NK hiicreleri

Notralizasyon Sitotoksite

Efektdr mekanizma o ]
Eliminasyon Fagositoz




1.2. Immiin Sistemde Gérevli Organlar

Immiin yanitin olusmasindan organizmadaki belli basli baz1 sistemler, organlar ve
hiicreler ~ sorumludur.(13) Lenfoid organlar, immiin sistemde gorevli
organlardir.immiin yanit1 olusturan hiicrelerin olgunlastig1 organlara primer, immiin

yanitin olustugu organlara ise sekonder lenfoid organlar denir. (Sekil 1.2)(59)

Primer lenfoid organlar, lenfositlerin ilk olarak antijen reseptdrlerinin olustugu,
fonksiyonel ve fenotipik olgunluk kazandigi organlardir.(7) Lenfositlerin
olusturulmasindan, gelisiminden, degisiminden ve immiinite ile ilgili temel

ozelliklerin yliklenmesinden sorumlu olurlar. (25)

Primer lenfoid organlar, yasam boyu kok hiicreden T, B lenfosit farklilagmasini
saglarlar ve hergiin 10° lenfosit iireterek dolasima gonderirler. Bu organlar baslica

kemik iligi (B lenfositler) ve timustur (T lenfositler). (10,30,31,43)

Sekonder lenfoid organlar, lenfositlerde yabanci antijenlere karsi yanitin basladigi ve
gelistigi organlardir. (7) Bunlar, primer lenfoid dokularda farklilagarak dolasima
gecen T ve B tipi lenfositlerin yerlestigi, makrofaj, T ve B lenfositlerin birbirleriyle

iliski kurdugu ve immiin yanitin olustugu organlardir.

Sekonder Lenfoid Organlar, antijene kars1 immiin yanitin gelistirilmesinden sorumlu
olup immiin yanit reaksiyonlari i¢in uygun ortam saglarlar. (25) Bu organlar baslica;

dalak, lenf nodiilleri, mukozal lenf dokudur.
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Sekill.2. Immiin sistem organlari

1.3. immiin Sistemde Gorevli Hiicreler

Viicut savunmasi ile direk veya dolayl iligkili hiicrelerin tiimii “immiin sistem
hiicreleri” olarak nitelendirilir. Kemik iliginde yapilan hiicrelerin lenfoid serisinden
lenfositler, myeloid serisinden fagositer hiicreler ve diger hiicre tipleri gelismektedir.

(Sekil1.3)(7,25,47)
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Sekil 1.3. Kemik iliginde lenfositlerin farklilagmasi



1.4. Lenfositler

Viicutta farkli antijenik determinantlar1 taniyabilen ve ayirt edebilen tek hiicre tipidir.
Bu sebeple kazanilmis immiin yamitin iki belirleyici karakteristik 6zelligi olan

spesifite ve bellekten sorumludur.

Lenfositler, primer lenfoid organlarda olustuktan sonra, bazilar1 kan sirkiilasyonu
yoluyla dalak, lenf diiglimleri, tonsiller ve mukoza alt1 lenfoid dokular gibi sekonder
lenfoid dokulara go¢ ederler. Erigkin bir insanda, ortalama olarak 10'? lenfoid hiicre
ve toplam viicut agirhginin %2'si kadar da lenfoid doku bulunmaktadir.
Sirkiilasyonda bulunan kan hiicreleri igindeki toplam lokositlerin %20’ si

lenfositlerdir.(7,59)

Deneyimsiz lenfositler; antijenle karsilasmamis lenfositlerdir. 8-10 pm ¢apinda,
biiyiik bir niikleus,dar bir sitoplazma ve yogun heterokromatine sahiptirler. Birkag
mitokondri, ribozom ve lizozomlar1 vardir. Ancak spesifik organelleri yoktur.
Antijenik uyarimdan once lenfositler dinlenme halinde ya da siklusun G, fazindadir.
Stimiilasyona yanit olarak G; fazina gegerler. Biiylirler (10-12 pm). Daha ¢ok
sitoplazma, sitoplazmik RNA ve organele sahip olurlar. Bu lenfositler biiyiik lenfosit
ya da lenfoblast adin1 alirlar. Lenfositler; T ve B lenfositler olmak iizere
fonksiyonlar1 ve protein iirtinleri farkli ancak morfolojik olarak ayirt edilmeyen alt

gruplara ayrilirlar.

Arter dolagimiyla dokulara dagilan lenfositler, dokularda lenf damarlariyla lenf
diigiimlerine, ductus thoracicusa ve oradan vendz dolagima gegerler. Lenf
diiglimlerinin germinal merkezlerinde B, parakortikal bolgede T lenfositler yer
almaktadir. B lenfositlerin ¢ogu ve T lenfositlerden kisa dmiirlii olanlar dokularda
kalmaktadir. B lenfositlerin az bir kism1 ve T lenfositlerin uzun Omiirlii olanlari

periferik kana gecerler. (59)



Lenfositlerin farkli dokularda kalmalar1 da ylizey antijenleri ile ilgilidir. Monoklonal
antikorlarin rutin olarak kullanima girmesiyle, lenfositlerin yiizeyinde bulunan
antijenlerin taninmasi1 miimkiin olmustur. Bu yiizey antijenleri immiin hiicrelerde
dogal olarak bulunmakta veya hiicre aktivasyonundan sonra hiicre yiizeyinde
eksprese edilmektedir. Onceleri bu antijenler, molekiil agirliklar1 ve biyolojik
ozellikleri goz oniine alinarak farkli sekillerde adlandirilirken son yillarda gelistirilen
CD sistemi (Clusters of Differentiation) sayesinde terminoloji sadelesmis ve bu

antijenleri tanimada ortak bir dil (CD) kullanilir hale gelmistir. (15,21,24,36,48,55)

1.4.1. Lenfositlerin Gelisim Asamalar

Tim kan hiicreleri gibi lenfositlerde kemik iligindeki kok hiicrelerin farklilagsmasi ile
olusurlar. Bu gelisme sonunda T lenfositler ve B lenfositler ortaya ¢ikarlar. B
lenfositleri kemik iliginde olgunlasirlar. T lenfositler heniiz olgunlagsmamis T Onciil
hiicreleri iken kemik iligini terk ederler. Kan yolu ile timiis'e gogerek orada ¢ogalir
ve farklilagirlar. Burada bazi ylizey antijenlerini kaybedip bazilarin1 kazanarak olgun
T lenfositlerini olustururlar. Olgunlasan ve heniiz hi¢bir immiinolojik uyar1 almamis
deneyimsiz T ve B hiicreleri, aktivasyon yapabilecek yabanci maddelerle karsilasma
olasilig1 yiiksek olan lenf bezleri, dalak gibi sekonder lenfoid organlara yerlesirler.

(Sekil 1.4)(10,30,31,37,43)



@ Hematopoietik
k6 ks hiicreleri

(2D B hiicre ve T hilere ——
tnciilleri

<y B hiicre
Olzunlagma olgunlagmasi
e

Farklhilagma

—
@i—? Periferdela S0
olgun

B ve T hiicreleri coa

) Periferal lenfoid organlar
(lenf nodiilleri, dalak, mukozal lenf dolou)

Sekil 1.4. Lenfositlerin farklilasma ve olgunlagmalari

Kazanilmis immiin yanitta; deneyimsiz (naive) lenfositler antijenler tarafindan aktive
edilirler, c¢ogalirlar, efektér ve bellek hiicrelerine farklilasirlar. Bu lenfositlerin
fonksiyonu antijenleri tanityip kazanilmis immiin yaniti baslatmaktir. Deneyimsiz
lenfositler, daha dnce uyarilmis ve bellek hiicrelerinden farkli hiicre yiizey antijenleri
tagirlar. Deneyimsiz lenfositler antijenle karsilagsmadiklarinda apoptosisle yok

olurlar.

Deneyimsiz lenfositler iizerindeki reseptdrler, antijenin taninmasi ve bu yolla efektor
hiicreye farklilagsmadan sorumlu olmanin yaninda antijenle karsilasmayan hiicrenin

hayatta kalmasindan da sorumludur.(7)

Deneyimsiz lenfositler antijeni spesifik olarak taniyabilir ve ikinci bir uyarim
aldiklarinda  (periferal lenfoid organlarda) c¢ogalarak efektér hiicrelere
farklilasabilirler. Farklilasmis yardimci1 T lenfositlerinin (Th) yiizey antijenleri diger
hiicreler iizerindeki ligandlarla etkilesir ve salgiladiklari sitokinlerle bunlar aktive
ederler. Sitolitik T lenfositleri (Tc); i¢inde proteinlerin yer aldig1 graniiller tasirlar.

Bunlar virus infekte ve tiimor hiicrelerini lizise ugratirlar.(7,13,59)
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Bellek hiicreleri, deneyimsiz lenfositlerin antijenle uyarimi sonucu olusurlar. Antijen
eliminasyonunda yillar sonra bile sessiz formda hayatta kalabilirler. Bu hiicreler
deneyimsiz T lenfositleri ve antijenle aktivasyon ile farklilagmis efektor hiicrelerin

tasidig1 yiizey antijenlerinden farkli antijenler tasirlar.

Bellek T lenfositler deneyimsiz formlariyla karsilastirildiginda daha fazla adhezyon
molekiilii (6r; integrinler, CD44) tasirlar. Bunlar, bellek hiicrelerinin, viicuttaki

infeksiyon bolgesine gd¢iinii indiiklerler.

Insanlarda deneyimsiz T lenfositlerin ¢cogu; CD45 yiizey molekiiliiniin 200 kD’luk
izoformunu tagirlar (CD45RA). Bu izoform A ekzonu tarafindan kodlanan bir

segment igerir.

Bircok aktive ve bellek T lenfosit ise, CD45’in 180-kD’luk izoformunu tasir
(CD45R0O). Bu izoformda A ekzonu splicing islemi ile ¢ikarilmistir.

Lenfositler, farkli reseptorler tasimalar1 nedeniyle grup ve alt gruplara ayrilmaktadir.
bunlar fonksiyonlar1 ve protein Tlriinleri farkli ancak morfolojik olarak ayirt

edilemeyen alt gruplardir.(7,59)

1.4.3. Lenfosit Olgunlasmasi

Kemik iligi kokenli lenfosit dnciillerinin, periferal lenfoid dokularda yer alan olgun

lenfositlere doniisiimiine “lenfosit olgunlagmas1™ adi verilir.

Lenfositler, yiizeylerinde olduk¢a farkli antijen reseptorleri tasirlar. Bu farklilik
oncil hiicrelerden olgun B ve T lenfositlerinin gelisimi boyunca olusur. B ve T
lenfosit yiizeyindeki farkli spesifiteye sahip antijen reseptorlerinin tiimii “lenfosit

repertuarini” olusturur. (5,7,59)
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Fonksiyonel antijen reseptor genlerinin olusturulmasi kemik iliginde olgunlagsmamis
B hiicrelerinde ve timusta gelisen T lenfositlerde olur. Fonksiyonel Ig genleri yalniz

B lenfositlerde fonksiyonel TCR genleri ise yalniz T lenfositlerde olusturulur.

Antijen reseptOrleri antijen ile karsilasmadan eksprese edilir. Bu reseptorler
olgunlasmanin farkli safthalarindaki lenfositlere sinyalleri iletirler. Bu sinyaller
hiicrelerin hayatta kalmasini indiikler, hiicrelerin proliferasyonunu ve olgunlasmaya

devamini stimiile eder. (5)

Lenfositler; T lenfositler ve B lenfositler olmak {izere iki gruba ayrilirlar

1.5. B Lenfositler

B lenfositler antikor iiretebilen lenfositlerdir. B denmesinin sebebi bunlarin ilk defa
kuslarda “bursa of fabricius” adli organda olgun hale geldiklerinin kesfedilmesidir.
Memelilerde bu organin karsiligi yoktur. B hiicre olgunlasmasinin erken safhalari

kemik iliginde gerceklesir.(7)

Insan ve memeli hayvanlarda B lenfositlerinin olgunlasti1 organlarin basinda kemik
iligindeki hematopoetik adaciklar1 ve fotal karaciger gibi organlar gelir. Bu sekilde
olgunlasan B lenfositleri hem bu olustuklar1 organlarda hem de periferik kandaki,
lenf dokusundaki folikiillerin germinal merkezinde ve dalakta bulunurlar. Cevre
kanindaki kii¢iik lenfositlerin % 20'si, dalaktakilerin % 35'' B lenfositlerdir. B
lenfositlerin yasami birka¢ giin veya birka¢ hafta siirecek kadar kisadir. En 6nemli
ozellikleri yiizeylerinde ¢ok sayida (hiicre basma 1.5x10°) immiinoglobulin (¢ogu
IgM) molekiilleri tagimalaridir. Bu yiizden elektron mikroskopta yiizey goriiniimleri
T lenfositlerinin aksine diizgiin degil piirtiikliidiir. Genellikle bir lenfositte bir sinifa
ait (IgM, IgG, IgA vb. ) immiinoglobulin bulunursa da bazen birkac1 bir arada
bulunabilir. B lenfositler ylizeyindeki immunoglobulin molekiilleri ayni1 zamanda
antijenlere kars1 6zgiil reseptorlerdir. B lenfositleri yasamlar1 boyunca yalniz bir tek

antijene veya benzer nitelikteki bir grup antijenlere karsi 6zgiil islev yapan
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reseptorler tagirlar. Olgunlasan B lenfositleri ileride karsilagsma olasilig1 olan binlerce
antijene kars1 0zgiil reseptorler tasiyan binlerce lenfosit grubu meydana getirecek
sekilde olgunlasirlar. Immiinoglobulin yapisindaki bu reseptérlerin her ayri antijen
icin ayr1 yapida olmalar1 T lenfositlerindeki heterodimer reseptdrlerin
olusturulmasina benzer bir genetik diizen ile saglanir. Antijenlere 06zgiil bu
reseptorlerden baska B lenfositlerde cesitli yiizey antijenleri bulunur. Bunlardan
HLA-DR molekiilleri B lenfosit ylizeyinde eksprese edilir ve APC ile Th lenfositler
arasindaki iliskide rol oynar. (13,27)

B lenfositleri antijen uyarimi karsisinda lenfoblastlara ve plazma hiicrelerine
dontiserek ¢ogalirlar. Ayn1 zamanda uzun 6miirlii bellek B lenfositleri olusur. Plazma
hiicreleri, antikorlarin (immiinoglobulinlerin) olusmasinda gorev alan hiicrelerdir. B
lenfositlerinin antikor olusturmak disinda iki 6nemli gorevi daha vardir. Bunlardan
birisi T lenfositlerine antijen sunma gorevi, digeri de saldiklar1 lenfokinlerle baska

immiinolojik hiicreleri etkilemektir. (27)

1.6. T Lenfositler

T lenfositler, protein antijenlere karsi gelisen kazanilmis immiin yanitta anahtar rol
oynayan hiicrelerdir. Fetal karaciger ve yetiskin kemik iliginden gelen hematopoetik
kok hiicre onciillerinden kdken alir, daha sonra timusa gdc ederler. Insanlarda
olgunlasmamis lenfositler timusta ilk olarak hamileligin yaklasik 7 yada 8.

haftalarinda goriiliir. (5,7,59)

Timusa gelen oncii T hiicreleri, timusun kontroliinde olgunlagmaktadir. Timus
icerisinde iken T hiicrelere timosit adi verilir. Timositler, timusun subkapsiiler
boslugunda ve dis kortikal bolgede yer alir, buradan kortekse dogru gog¢ ederler.
Korteks; olgunlagsma iglemlerinin ¢cogunun gergeklestigi bolgedir. (15)

Olgunlagmamis T hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi timusta olmakta ve

hiicre yiizeyinde pek¢ok reseptdr kazanmaktadir. Olgunlagsmamis timositlerin ¢cogu
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TCR yada CD4+, CD8+ koreseptorleri tasimaz. Kortekste timositler ilk olarak TCR
eksprese ederler ve CD4+ MHC smif II siirli, CD8+ MHC smif I sinirli T

lenfositlere doniisiirler.(5)

Timositlerin ancak %?2’si reseptor kazanarak perifere salinmakta digerleri
O0lmektedir. Timositler olgunlagmanin son sathasina giderken, korteksten medullaya

go¢ ederler ve timusu lenfatikler ya da venler yoluyla terk ederler.(7)

T lenfositlerin yaniti olgunlasmanin evresine ve hiicrelerin aktivasyonuna gore
degisiklik gosterir. Olgunlagsmamis timositler tarafindan antijen taninmasi negatif
seleksiyon (hiicre 6liimiine) ve pozitif seleksiyona (hiicre yasamina) da neden olur.
Bellek ve efektor T lenfositler, deneyimsiz T lenfositlerle karsilastirildiginda
aktivasyon icin diisiik esik degerine sahiptir ve olgun dendritik hiicreler disindaki
APC'ler tarafindan sunulan antijenlere de yanit verirler. Boylece, bellek ve efektor T
lenfositler lenfoid organlar disindaki periferik dokularda da aktiflestirilebilir. Eger
yakin zamanda aktiflesen T lenfositler antijenle tekrar uyarilirsa, bazi hiicreler
apopitoza ugrar. Bu olay aktivasyonun sebep oldugu hiicre 6liimii olarak adlandirilir

ve self-toleransi saglamada 6nemlidir. (8)

Timik ¢evre; timositlerin proliferasyonu ve olgunlasmasi i¢in gerekli olan
stimulasyonu saglar. Bu stimulasyonun bazilar1 timusta bulunan timositlerin
disindaki hiicrelerden gelir. Bunlar timik epitelial hiicreler, kemik iligi kokenli

makrofajlar ve dendritik hiicrelerdir.(4,5)

T lenfositlerin alt gruplari; yardimer T lenfositler (Th), baskilayici T lenfositler (Ts),
sitolitik T lenfositler (Tc) dir.

1.6.1. Yardimc1 ve Baskilayic1 T Lenfositler

T lenfositlerinden bir kismi1 aktivator, diger bir kismi ise baskilayict etki gostererek

immiin yaniti diizenlerler. Yardimci T lenfositler (Th) aktivator, baskilayict T
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lenfositler (Ts) ise Th ve B lenfositlerin fonksiyonlarini baskilayan lenfositlerdir.

(13,59)

Th lenfositlerinin gorevi; timusa bagimli antijenlerin uyarimi karsisinda B
lenfositlerine yardim ederek, onlarin plazma hiicrelerine doniismesini ve immiin
yanit lirlinii olan antikor sentezlemelerini saglamak, sitolitik T lenfositleri (Tc) ile Ts
lenfositlerini uyarmaktir. Aktivator etkili T lenfositler, onciil T lenfositlerden
fonksiyonel T lenfositler haline gelinceye kadar farklilagsmalar1 baslatmaktadir. Th
lenfositlerin hiicre membraninda CD4+ reseptorii bulunur. Th lenfositlerin CD4+
reseptorleri ile APC yiizeyindeki MHC sinif II molekiilleri arasinda iligki kurulur.
Bazi T lenfositleri bir antijen molekiiliinlin uyarimi karsisinda, sekonder immiin
yanitta rol oynayan bellek T lenfositler haline dontisiirler. Viicuda ikinci kez giren bir
homolog antijen bu bellek T Ilenfositlerini aktive etmektedir. CD4+ reseptorii
bulunduran T lenfositleri T lenfositleri timus medullasinda, kanda, intestinal lamina

propriada ve tonsillerin parakorteksinde bulunmaktadir. (13,59)

Aktive olan CD4+ T lenfositleri prolifere olur ve olgun ThO lenfosit halini alir. Th1l
lenfositleri, IL-2ra (CD25+) ve gamma interferon (INF-y)salgilar, IL-4 ve IL-5
salgilamaz; Th2 lenfositler ise IL-4 ve IL-5 salgiladig1 halde INF- y salgilamazlar.

Uyarilmamis Th lenfositlerinde TCR/CD3, CD2+, CD4+, CDI11a/18 (LFA-1),
CD28+, CD45RA reseptorleri bulunmaktadir. Aktive olan Th lenfositlerine bunlara
ilaveten IL-2, CD40L, CD45RO, CD69+ gibi yeni reseptorler eklenmektedir.(Sekil
1.5.)(9,10,11)
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Sekil 1.5. Th Lenfositler

Ts lenfositleri, c¢ogunlukla kemik iliginde bulunmaktadir. B lenfositlerin
olgunlagsmasin1  baskilar. Ts lenfositlerin membraninda CD8+ reseptorleri
bulunmaktadir. Immiin sistemin diizenli calismasi icin Th/Ts lenfositleri arasindaki
oranin dengede bulunmasi gerekmektedir. Ts lenfosit orani azalirsa Th lenfositleri B
lenfositlerini siirekli uyaracak, Ts lenfosit orani artar veya Th lenfosit orani azalirsa

Ts lenfositleri B lenfositlerini siirekli baskilayacaktir. (13,59)

1.6.2. Sitolitik T Lenfositler (Tc)

Sitolitik lenfositler, direkt olarak kendileri veya salgiladiklar1 lenfokinler araciligiyla
hiicresel immiin yanitta etkili lenfositlerdir. Cogunlukla kemik iliginde
bulunmaktadir. Tc lenfositleri viicut savunmasinda dogrudan yer alan tek lenfosit
cesitidir. Etkileri sonucunda, iclerinde virilis tasiyan hiicreler ve tiimor hiicreleri
oldiiriiliir. Tc lenfositlerin ¢ogu, hiicre membranmda CD8+ reseptorleri tasirlar. Bu
reseptorler araciligi ile hedef hiicrelerde bulunan MHC smif 1 yonetimindeki

molekiillerle iligki kurarlar. (13,59)
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1.7. T Hiicre Reseptorii (TCR)

T lenfositlerin temel gdstergesi, hiicre membraninda bulunan T hiicre resptorleridir (
TCR). Bunlar T lenfositlerin yiizeyinde bulunan; antijenin taninmasinda, adhezyonda
ve hiicreye gelen sinyalin iletiminde gorevli proteinlerdir. TCR, MHC molekiilleriyle

kompleks halde sunulan antijenin taninmasinda gorev alir. (6)

TCR reseptorleri y, 6 ve a, P polipeptidlerinin disiilfid (s-s) baglariyla baglanarak
olusturdugu heterodimerlerdir. TCR y & ve TCRo. B olmak iizere iki tipi vardir. Onciil
T lenfositler, gelisim siirecinde ya 7y & veya o B zincirli reseptdr kazanarak
olgunlagsmaktadir. Bu reseptorler, CD3+ kompleks reseptér molekiiliiniin
tamamlayicisi olan polipeptidlerdir. T lenfositlerde bulunan CD3+ a B veya CD3+ vy
o polipeptidleri, antijen taniyan reseptorlerdir. CD3+ ve zeta zincirleriyle birlikte
CR/CD3 kompleksi olusturarak antijen tanima ve sinyal iletimi isi gergeklesir.
TCR/CD3 reseptor kompleksi ayrica, lenfositlerin aktivasyonunu, Th lenfositleri
tarafindan  sentezlenen interlokin-2  (IL-2) salinmasmin  diizenlenmesini,

fosforilasyonu, Ca’ iyonlarinin ve protein kinaz aktivasyonunu saglamaktadir.

(40,63)

Periferik kanda bulunan T lenfositlerin % 95’1 TCR af ve % 5’1 TCR vy igceren
lenfositlerdir. TCR of tasiyan lenfositlerin bir kisminda CD4+, diger bir kisminda
CD8+ reseptor molekiilleri bulunmaktadir. CD4+ T lenfositler, immiin yanit
tirtinlerin olusumundan sorumlu hiicrelerdir. CD8+ T lenfositler, immiin yaniti

baskilayici veya sitolitik etkiye sahiptirler.(59)

Antijen, mitojen, sitokin veya lenfokinlerle aktive olan T lenfosit yiizeyinde once
HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, transferrin, IL-2ra(CD25+), CD69+ reseptorleri;
daha sonra CD40L, CD45RO ve CD70+ reseptorleri eksprese edilir.

T lenfositler phytohemaglutinin (PHA), concavalin A (Con-A), pokeweed mitojen
(PWM) gibi bitki proteinleriyle uyartilarak blast sekillerine farklilasirlar. Lenfositler,
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insan fotal doneminin 7-8. haftalarinda gosterilmistir. T lenfositlerin hiicresel immiin
yanittan bagka, gec tip asiriduyarhilik ve doku atilim reaksiyonlarinda ve timor

immiinolojisinde 6énemli gorevleri vardir.(29,59)

1.8. Antijen Islenmesi ve Sunulmasi

Viicuda giren antijenlerin immiin yaniti uyarabilmeleri i¢in antijen sunan hiicreler
tarafindan almip, T lenfositlere sunulmak {iizere hazirlanmalar1 gerekir. Protein
yapisindaki antijenler kii¢lik peptid pargalarina ayrildiktan sonra MHC molekiilleri
ile birlikte T lenfositlere sunulurlar. Bu proteinleri taniyan yani T hiicrelerine peptid
fragman1 sunan hiicreler “antijen sunan hiicreler” (APC -antijen presenting cells)

olarak isimlendirilir.(4)

Proteinlerin APC’ler tarafindan MHC assosiye peptid fragmanlarina

doniistiiriilmesine “antijen islenmesi” denir.

APC’ler antijeni yakalayip T lenfositlere sunarlar. APC’lerin lenfosit aktivasyonunda

ki 6nemli fonksiyonlari ;

1) Endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinmis antijenleri isleme 6zelligine sahiptir.

2) Protein antijenleri peptidlere g¢evirirler. Bu peptidleri MHC kompleksleriyle T
lenfositlere sunarlar.

3) MHC smif II gen iiriinlerini eksprese ederler.

4) T hiicre antijen reseptorii tarafindan peptid MHC kompleksinin taninmasinin

baglamasi ic¢in stimiilasyon saglarlar. Bu uyarilar kostimulatérler olarak

isimlendirilir.(4,6)

Aslinda memeli hiicrelerinin ¢ogu endositoz yoluyla protein antijenleri hiicre igine
alip, bunlar1 proteolitik olarak parcalayabilir; ancak yalmiz 06zellesmis hiicre

populasyonlart MHC sinif II molekiilleri tasirlar.

Antijen islenmesinde hangi hiicre tipinin calisacagi; antijen tipine, viicuda giris

yoluna ve antijenin kag¢inci kez girdigine baglidir.(25)
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Yardimci T lenfositler icin en iyi tamimlanmis APC’ler; dendritik hiicreler,
mononiikleer fagositler ve B lenfositlerdir. Dendritik hiicreler, kemik iliginden kdken
alirlar ve monontikleer fagositik soydan gelirler. Hem CD4+, CD8+ hiicrelere, hem

de deneyimsiz T lenfositlere antijen sunarlar. (7)

Makrofajlar; biiyiik partikiilleri aktif olarak fagosite eden hiicrelerdir. Bu sebeple
bakteri ve parazitler gibi fagosite edilmis infeksiyoz organizmalardan koken alan
antijenlerin sunumunda rol oynarlar. Makrofajlarin ¢ogu diisiik oranda MHC simf 11
molekiilleri tagirlar. IFN- y daha yiiksek oranda MHC sinif II molekiilleri eksprese

edilmesini saglar.

B lenfositler; antijen reseptorleriyle, soluble protein antijenlere baglanir ve hiicre

icine alirlar. Ayrica islenmis peptidleri T lenfositlere sunarlar.

Vaskiiler endotelial hiicreler; insanlarda, MHC simif II molekiilleri tasirlar ve
antijenlerin T lenfositlere sunarlar. Cesitli epitelial ve mezensimal hiicrelerde IFN- y

ya yanit olarak MHC sinif IT molekiileri eksprese ederler. (4)

1.9. T Lenfositlerin Aksesuar Molekiilleri

T lenfositleri, yiizeylerinde antijene karsi yanitin olusmasinda 6nemli rolleri olan
integral membran proteinleri tagirlar. Bunlara aksesuar molekiiller (proteinler) denir.

Ortak 6zelliklere sahiptirler;

1) T lenfositler lizerindeki aksesuar molekiiller, diger hiicrelerin ylizeylerinde (6r;
APC’ler, vaskiiler endotel hiicreler) bulunan molekiillere baglanirlar.

2) Bu molekiiller nonpolimorfik ve invarianttir.

3) Baz1 aksesuar molekiiller, biyokimyasal sinyalleri T lenfositlerin i¢ kismina
iletirler.

4) Bunlarin diger hiicrelerdeki ligandlar ile baglanmasi T lenfositlerin APC’lere

adhezyonunu kuvvetlendirir.
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5) T lenfositler aksesuar molekiilleri T lenfositlerin normal dokulardaki ve patolojik
lezyonlarda (Or; T hiicre tiimorlerinden) tanmmasmi saglayan hiicre yiizey

antijenleridir.(6)

1.10. CD4+/CD8+

Bu molekiiller, antijen taninmasinda TCR ile birlikte hareket ederler ve koreseptorler

olarak isimlendirilirler. CD4+ ve CD8+; transmembran glikoproteinleridir.

CD4+ yardimer T lenfositleri hiicresel immiinitenin efektdr hiicreleridir. Hiicresel
immiinitede, APC tarafindan sunulan antijeni taniyan ve uyarilan CD4+ T lenfositler
(yardimc1 T lenfositler) makrofajlar1 aktive ederler, CD8+ T lenfositler ise infekte
hiicreleri 6ldiiriir. Humoral immiinitede ise CD4+ T lenfositler sitokinler salgilayarak
B lenfositlerle etkilesime girip bu hiicrelerin ve Tc lerin ¢ogalmasini ve

farklilasmasini stimiile eder.(4,6)

T lenfosit sinyal iletiminde ¢ok sayida molekiil rol alir. CD4+ ve CD8+’de T
lenfositlerde gerceklesen erken sinyal iletiminde rol alirlar. Burada T lenfosit
spesifik Src ailesi tirozin kinaz (lak) da rol alir. Bu protein CD4+ ve CD8+ in
sitoplazmik ucuna baglanir ve T lenfosit olgunlagsmasi ve aktivasyonu i¢in gereklidir.

Ayrica CD4+ ve CD8+ T hiicresinin APC’lere adhezyonunu artirir.(6)

1.11. T Lenfositler Tarafindan Antijen Taninmasi

MHC gen kompleksi tarafindan kodlanan glikoprotein yapisindaki molekiiller
yabanci antijenleri tanimada 6nemlidir. MHC genlerinin kodladigi reseptdrlere MHC
molekiilleri denilmektedir. MHC smif I (MHC-I) antijenleri olarak adlandirilan
polipeptidler, MHC gen lokusunun A, B, ve C bdlgelerindeki genler tarafindan
kodlanmaktadir. MHC smif II (MHC-II) molekiilleri, MHC gen lokusunun D
bolgesindeki gen tarafindan kodlanmaktadir. (4)Sitolitik T (Tc) ve baskilayict T (Ts)
lenfositlerinde bulunan CD8+ reseptorleri, T lenfositlerde, makrofajlarda, folikiiler

dentritik hiicrelerde ve polimorfoniikleer hiicrelerde bulunan MHC-I peptidleri ile
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iliski kurar. Th lenfositlerinin CD4+ reseptorleri ise dentritik hiicre, makrofaj; ve B
lenfositlerinde bulunan MHC-II molekiilleri ile birlesir. Organizmaya giren yabanci
antijenler, antijen sunucu hiicrelerde islendikten sonra, baglanan bu MHC II-CD4+,
MHC I-CD8+ reseptorleri lizerinden tanitilir. Ayrica antijenin taninmasinda TCR ve

CD3+ reseptorleride gorev alir.

T lenfositler, timusta olgunlagsmasi sirasinda ilerde karsilasacaklar1 antijenleri
tanimalar1 i¢in hiicre mebranina bagli glikoprotein yapisinda degisik reseptorler
kazanirlar ve seleksiyona ugrarlar. Dogal olarak bulunan bazi reseptorlerini de

kaybederler.(59)

Olgunlasmalar1 boyunca selektif olarak elenen T lenfositlerden, kendi MHC si ile
assosiye peptidler i¢in spesifik reseptdr tasiyanlar hayatta kalir, kendi MHC sini
tanimayanlar veya yliksek afinite ile taniyanlar ise Oliir. Boylece elimine edilmis

olur.

CD4+ T lenfositler; APC’ler tarafindan vezikiiller igine almman hiicre dis1
proteinlerden kdken alan peptidleri tanir. CD8+ T lenfositler ise genellikle endojenik

olarak sentezlenmis, sitosolden kdken alan peptidleri tanir.(4,63)

1.12. Lenfosit Aktivasyonu

Immiin sistemin uyarilmas1; konak organizmaya giren yabanci bir antijenin, antijen
sunucu hiicreler tarafindan taninarak lenfositlere sunulmasi ve bu lenfositlerin
antijeni tanimasiyla baglar. Antijenlerin bir kismi organizmaya mukozalardan
girerek ilgili lenfoid dokuya, deriden girerek bolgesel lenf diigiimlerine ve kan
yoluyla girerek dalaga ulasirlar. Lenf diigiimlerinde, lenfatik dokularda ve dalakta
bol miktarda makrofaj, T ve B lenfositler bulunur. Bu hiicrelerin iliskileri sonucu

aktive olan lenfositler, immiin yanit iirlinlerini ¢ikarir.(13,59)
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1.12.1. T Lenfositlerin Aktivasyonu

T lenfositlerin immiin yanitinin aktivasyon ve efektor fazlari bu hiicreler tarafindan
spesifik antijenlerin taninmasiyla tetiklenir. T lenfositler MHC molekiillerine bagh
bulunan peptid fragmanlarina karsi spesifiktir. T lenfositler, antijenler ve APC'ler

tarafindan saglanan sinyallerle aktive edilmektedir. (8)

Deneyimsiz T lenfositler tarafindan antijen taninmasi T hiicre ¢ogalmasini ve
farklilagsmasin1 baslatir. Efektor T lenfositler  tarafindan antijen taninmasi,
antijenlerin ortadan kaldirilmasini saglayan efektdr fonksiyonlar: tetikler. Protein
yapidaki antijenler viicuda girdikleri bolgelerden periferik lenfoid organlara 6zellikle
de bolge ile iliskili lenf nodlarina taginir. Antijenler burada APC'ler tarafindan islenir
ve MHC iliskili peptid formunu alirlar. Heniiz hi¢bir immiinolojik uyar1 almamis
deneyimsiz T lenfositleri yerlestikleri periferik lenfoid organlarda islenmis antijenle
karsilagirlar. Onciil T lenfosit yaniti lenf nodlarindaki APC'ler iizerindeki peptid-
MHC komplekslerinin  taninmasiyla uyarilir. Deneyimsiz T lenfositlerin
aktivasyonunun ilk sonucu antijene spesifik klonun ¢ogalmasidir. Bu olaya klonal
genigleme, efektor ve bellek hiicrelerine farklilasma da denir. Efektor T lenfositler
dolagima girer, periferik dokularda antijenleri tespit eder (lenfoid organlarla sinirh
degildir), ve antijenlerin taninmasiyla tekrar uyarilir; ikinci uyarmin amaci efektor
fonksiyonlar1 yerine getirmektir. Antijen taninmasiyla, CD4+ alt kiimesinin efektor
hiicreleri sitokin sentezler ve CD8+ sitolitik T lenfositleri MHC smif I ile bagh
yabanci antijen bulunduran hiicreleri 6ldiiriir. Deneyimsiz ve efektdr T lenfositlerin
islevsel yanitlarindaki bu farklara ragmen, antijenle indiiklenerek uyarilmanin

biyokimyasal yollar1 her ikisinde de temel olarak aynidir.(8,13,59,65)

T lenfositlerin aktivasyonu TCR tarafindan peptid-MHC kompekslerinin taninmasini
ve T lenfositlerin aksesuar molekiillerinin APC'lerin iizerindeki ligandlarla
etkilesimini gerektirir. TCR tarafindan peptid-MHC komplekslerinin taninmasi ile T
lenfosit immiin yanitinin spesifikligi saglanir. Degisik aksesuar molekiiller degisik
gorevler yaparlar. CD4+ ve CD8+'in yardimci reseptorleri T lenfositlere aktive edici

sinyaller iletir. T lenfositler lizerindeki adezyon molekiilleri, 6zellikle integrinler, T
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lenfositlerin APC'lere stabil bir sekilde baglanmasini ve bu hiicrenin islevsel yaniti
verebilecek kadar uzun zaman burada kalmasini saglar. APC'ler iizerindeki yardimci
uyaranlar i¢cin 6zellesmis TCR ler, T lenfosit aktivasyonu i¢in ikinci bir sinyal

olusumuna neden olur.(8,13,59,65)

T lenfositlerin iizerindeki antijen reseptorleri antijen tasiyict APC'lere zayif sekilde
ve kisa silire baglanabilir. Bir T lenfositlerin aktivasyonu APC'lerin iizerindeki
peptid-MHC kompleksleri tarafindan hiicrenin antijen reseptorlerinin birden fazla

sirali eslesmesiyle gerceklesir. (8)

T lenfositlerin olusturdugu immiin yanit, T lenfositlere peptid-MHC molekiillerini
sunan APC'lerin yapisindan etkilenir. Olgun dendritik hiicreler deneyimsiz T
lenfositleri uyaran ve immiin yanita sebep olan en etkili APC'lerdir. Bunun sebebi
olgun dendritik hiicrelerin peptidleri sunan MHC molekiillerini ve T lenfositler i¢in
ikinci sinyali saglayan yardimci uyaranlar yiliksek seviyede eksprese etmesidir. T
lenfositleri uyaran diger APC'ler ise makrofajlar ve B hiicreleridir. Bunlarin ikisi de,

deneyimsiz T lenfositlerden c¢ok farklilagmig efektor hiicrelerini uyarmada daha

etkilidir.(8,67)

1.12.2. Sitokin Sekresyonu

T lenfositlerin antijen taninmasina yanitlarindan biri de sitokin adi verilen
proteinlerin sekresyonudur. Bu proteinler T Ilenfositlerin bircok yanitina ve
fonksiyonuna katkida bulunur. Sitokinlerin iiretimi yeni genlerin transkripsiyonunu
ve protein sentezini tetikler. Deneyimsiz T lenfositler tarafindan olusturulan baslica
sitokin, T lenfositler i¢in biliylime ve farklilasma faktorii olarak goérev yapan
interlokin-2'dir (IL-2). Efektér CD4+ hiicreler hiicresel ve humoral immiinitenin
efektor fazlarinda gorev alan birgok sitokin salgilar. Ayrica antijen uyarisiyla, T
lenfositler bir¢ok sitokin reseptoriiniin ekspresyonunu da artirir. Uyarilan T
lenfositler cogu zaman, aktivasyon antijeni adi verilen yeni sentezlenmis yiizey

proteinlerinin ekspresyonu ile taninirlar; bu proteinler sitokinlerle es zamanli olarak

23



sentezlenir. Boyle bir aktivasyonda yiizey antijeni CD25+, IL-2 reseptoriiniin o

zinciridir.(8,9,14,18)

IL-2, aktive edilmis T lenfositlerinin kiiltiir siizlintiilerinden elde edilmis, 13. 000 -
16. 000 d. mol agirliginda bir glikoproteindir. T lenfositlerince olusturulabilmesi i¢in
makrofajlarca bunlara bir antijen sunulmasi gereklidir. Bu esnada makrofajlarin
olusturdugu IL-2 in tekrar T lenfositlerini stimiile etmesi onlarin IL-2 olusturma
ozelliklerini arttirir. T lenfositlerinden baska biiyiik graniillii lenfositler (NK

hiicreler) de IL-2 olustururlar. (5,13,59)

Olgun T lenfositleri Gy durumundadir ve IL-2 mRNA's1t eksprese etmezler. Bu
hiicreler APC tarafindan sunulan antijenle uyarildiktan bir saat sonra IL-2 mRNA's1
kazanirlar. IL-2 mRNA ekspresyonu en yiiksek diizeyine 6-8 saat sonra ulasir. Bu
esnada lenfositler G; fazina gecerler. Hiicre biiylikliigli artar, transkripsiyonel
aktivitesi cogalir ve IL-2 reseptdrleri kazanirlar. Ayn1 zamanda IL-2 salgilarlar. Bu
ise IL-2 reseptor olusmunu daha ¢ok artirir, IL-2 ile IL-2 reseptorleri arasindaki iliski
sonucunda lenfositler S fazina gecerler ve hizla ¢ogalmaga baslarlar. IL-2'nin
olusmasina kadar ortaya ¢ikan olaylar spesifik olup T lenfositlerinin antijen sunan
hiicreyi tanimasina baglidir. IL-2 nin T lenfositlerinin ¢ogalmasini uyarmasi ise

nonspesifik olup, IL-2 reseptorii tasiyan her hiicre, proliferasyona ugrar.

IL-2, ozellikle Th (CD4+) lenfositlerince salinir. Bununla beraber uygun
stimiilasyonlar karsisinda Ornegin fitohemagliitininin (PHA) , MHC sinif-1

antijeninin uyarist ile Ts ve Tc ler (CD8+) de IL-2 salgilayabilirler.

Aktive olmus T lenfositlerine, IL-2'nin etkisiyle ¢esitli hiicre fonksiyonlar1 ortaya
cikar:

— Lenfositler ve ozellikle Th lenfositleri c¢ok sayida lenfokin salgilarlar.
Interferonlar, CSF, IL-3, lenfotoksin (LT) , IL-4 ve IL-6 bunlardandur.

— IL-2 ayrica NK hiicrelerini de uyararak ¢ogalmalarina yol acar ve oldiirlicii
Ozellikleri artar. Ayrica B lenfositlerini gelistirici faktdr olarak da etkili olur.

(13,59,66)
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Akim sitometrisinde T lenfosit ¢alismalarinda 6zellikle CD25, CD69,CD38,CD71
gibi yiizey antijenlerinin ekspresyonu gozlemlenir.T lenfosit aktivasyonu hiicrelerin
degisik mitojen, antijen ve monoklonal antikorlar ile uyarimi sonrasinda

degerlendirilir. (34,41,68)

Lenfositler i¢in 6nemli mitojenler;

Fitohemaglutinin (PHA), Concavalin A (Con A) ve pokeweedmitogen (PWM) gibi
bitki mitojenleri ve bakteri lirlinlerinden elde edilen SAC mitojenidir.PHA ve Con A
T lenfositler i¢cin, SAC B lenfositler i¢in, PWM ise T ve B lenfositler i¢in kuvvetli
bir uyarandir.( 28) T lenfositler PHA’ya yliksek mitojenik yanit verir.(60) Yapilan
caligmalarda hiicrelerin genellikle PHA ve Con A ile 72 saat, PWM ile 3-6 giin
inkiibe edildigi belirtilmistir. ( 12,28,54,71 )

Mitojenlerle uyarimdan sonra aktive olan T lenfositler CD25+, CD69+ gibi ylizey
antijenlerini eksprese ederler. Normalde uyarilmamis T lenfosit yiizeyinde eksprese
edilmeyen bu molekiiller, T lenfosit aktivasyonu ile zamana bagli olarak indiiklenir.
Bunlar akim sitometrisi ile yapilan ¢alismalarda, T lenfosit aktivasyonunu belirlerken

hizli, hassas ve giivenilir sonuglarin alinmasini saglayan onemli aktivasyon

belirleyicileridir.(16,20,33,34,44,69,70)

PHA ile stimiilasyondan 30 dk. sonra hiicre yiizeyinde ilk olarak CD69 eksprese
edilir.(53) CD69+, PHA ile uyarildiktan sonra mitojenik yanitin ayni giin iginde
Olciilebilecegi bir aktivasyon belirleyicisidir.(49,53) PHA ile uyarildiktan sonra
CD69+ hizla eksprese edilerek maksimum diizeyine 24. saatte ulasir. Ancak CD25+
daha yavas bir artis gostererek, 48. saatte maksimum ekspresyon seviyesine ulagir.

(34,35)

1.12.3. Cogalma

Antijen taninmasina yanit olarak T lenfositlerin ¢ogalmasi temel olarak otokrin

bliyiime yoluyla saglanir. Bu yolda, yanit veren T lenfositler kendi biiylime sitokinini
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salgilar ve hiicre ylizeyi reseptorlerini eksprese eder. Cogu T lenfosit i¢in baslica
otokrin biiyiime faktorii IL-2'dir. Hem IL-2 iiretimi hem de IL-2 reseptor
ekspresyonu 6zgiil T lenfositler tarafindan antijen taninmasini gerektirdigi igin,
antijeni tantyan hiicreler ayn1 zamanda antijene yanit olarak ¢ogalirlar. Deneyimsiz T
lenfositlerin ¢ogalmasinin sonucu klonal genisleme meydana gelir. Bu durum
antijeni ortadan kaldirmak i¢in gerekli olan antijene 6zgl hiicrelerin fazla miktarda

olugmasini saglar. (sekil 1.6)(8,13,60,66)

|

M [ "

MHC
z1maf 2

antijen sunan hiicre

Sekil 1.6. T Lenfosit aktivasyonu
1.12.4. Efektor Hiicrelere Farklilasma

Olgun T lenfosit farklilagmasi, deneyimsiz T lenfositlerinin, ¢esitli fonksiyonlar1 olan
efektor hiicrelere donilisiimiinii saglayan bir siiregtir. Bu siire¢ hem T lenfositlerin
antijenin indiiksiyonu ile aktivasyonuna, hem de basta antijen taninma bdlgesinde
iiretilen sitokinler olmak {izere diger uyaranlara baghdir. Antijenle uyarilmig CD4+ T
lenfositleri efektor hiicrelere farklilasarak sitokin iiretirler. T lenfosit farklilasmasi
efektor molekiilleri kodlayan genlerin transkripsiyonel aktivasyonu ile iliskilidir. Bu
efektor molekiillerin bazilari, sitokinler ve Tc graniil proteinleri gibi, T lenfositlerden
salinir; kalanlar1 ise CD40 ligandi (CD40L) ve Fas ligandi gibi, hiicre ylizeyi
molekiilii olarak efektor fonksiyonlarda gorev yapar.(8)
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CD4+ Th lerin major efektor fonksiyonu, temel olarak sitokin salgilayarak fagositleri
ve ¢esitli lenfositleri uyarmak, CDS8+ Tc lerin major efektor fonksiyonu ise antijen
tagtyan hedef hiicreleri 6ldiirmektir. T lenfositlerin efektor fonksiyonlari, farklilagmis
efektor hiicrelerin antijen uyarilar ile baglar. Bu fonksiyonlarin yerine getirilmesi T
lenfositlerin yabanci antijenlere kars1 koruyucu immiin yanit vermesini saglar. CD4+
T lenfositler tarafindan iiretilen sitokinler T lenfositlere ve diger hiicre tiplerine (B
lenfositleri, makrofajlar, graniilositler ve damar endoteli olmak iizere) etki eder. Bu
sitokinler humoral ve hiicresel immiin yanit1 ve inflamasyonu baslatan ve kontrol
eden c¢esitli etkilere sahiptir. Antijenin uyardigi Th ler ayrica CD40L de eksprese
eder. CD40 ligandi, B lenfositler ve makrofajlar {izerindeki CD40'a baglanip bu
hiicreleri uyarir. Th lerin efektdr fonksiyonunun 6nemli bir 6zelligi; T lenfositlere
antijeni sunan hiicrelerin ayni zamanda T lenfositlere yanit veren hiicreler de
olmasidir. Bu nedenle, hiicresel ve humoral immiinitede makrofajlar ve B lenfositleri
sirastyla Th lere antijenleri sunar ve Th ler tarafindan aktiflestirilir. Tc ler antijeni
eksprese eden hiicreleri (0rnegin virlis tasiyan) oldiiriir ve ayrica bazi sitokinleri

salgilar. (8,13,59)

1.12.5. T Lenfosit Yanitinin Azalmasi

T lenfosit yanit1 efektor hiicreler tarafindan antijenin yok edilmesinden sonra azalir.
Bu durum, immdiin sistemin dinlenme pozisyonuna geri déonmesi ve homeostazi igin
onemlidir. T lenfosit yanitinin azalmasi antijenle aktiflesen T lenfositlerin ¢cogunun
apoptoz ile O6lmesidir. Bunun sebebi, antijen yok edildikten sonra, antijene karsi
gerceklesen reaksiyon sirasinda yardimer uyaranlar ve sitokinler tarafindan iiretilen

ve lenfositlerin hayatta kalmasi i¢in gerekli uyaranlarin ortadan kalkmasidir. (8)

1.12.6. Bellek Hiicrelere Farkhlasma

Antijenle uyarilmis T lenfositlerin bazilar1 antijene spesifik bellek hiicrelerine
dontstirler. T lenfositlerin antijen uyarisina islevsel ve mitotik yanitinin birkag giin
ya da hafta siirmesine ragmen, antijen temizlenir temizlenmez yanit azalir. Antijenle

tekrar karsilagincaya kadar bellek T lenfositler uzun siire yasamaya devam ederler.
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Bellek T lenfositler, ayni antijenle daha sonraki karsilagmalarinda, artmis ve
hizlanmis ikincil yanitin verilmesinden sorumludur. Bellek hiicrelerinin hayatta
kalma mekanizmalar1 bilinmemektedir. Bellek hiicreler, antijenlerle karsilagsma
miktarmi yansitacak sekilde yasla orantili olarak artar. Ornegin, yeni dogan
bebeklerde periferik kandaki T lenfositlerin hemen hemen tamaminin deneyimsiz
oldugu diisiiniilmektedir. Fakat gergekte T lenfositlerin yaris1 veya daha fazlasi

bellek hiicresidir.(8)

Bir¢ok ylizey antijeni, bellek hiicrelerini ve yakin zamanda uyarilmis efektér T
lenfositleri ayirmak i¢in kullanilmistir. Bellek T lenfositler, efektdr T lenfositler gibi,
bazi ylizey antijenlerini yiiksek seviyelerde eksprese eder. Bunlardan en goze
carpanlari, periferik enfeksiyon bolgesine goclerini destekleyen ve bu bolgelerde
kalmalarin1 saglayan integrinler ve CDA44'tiir. Bu 6zellik bellek yanitinin hizlica
antijenin yerini belirlemesini ve inflamasyon bdlgesinde antijenin temizlenmesini
saglar. Buna ragmen, bellek hiicreleri, IL-2 reseptorlerinin o zinciri gibi aktivasyon
antijenlerini eksprese etmezler. Bu hiicreler islevsel olarak sessizdir. Antijenle tekrar
karsilagsana kadar aktif olarak cogalirlar ve efektor gorev gdrmezler. Antijenle
uyarilmis T lenfositlerin iglevsel olarak aktif, kisa omiirlii efektor hiicrelere ya da
islevsel olarak sessiz, uzun Omiirlii bellek hiicrelerine farklilasmasini belirleyen

mekanizmalar bilinmemektedir.(8)

1.12.7. T Lenfosit Aktivasyonunda Yardimci Uyaranlarin Rolii

T lenfositlerin ¢ogalmast ve farklilasmast icin gerekli olan sinyaller, antijen
tarafindan indiiklenen sinyallere ek olarak APC'ler lizerindeki yardimci uyaranlar adi
verilen molekiiller tarafindan saglanir. Deneyimsiz T ve B lenfositlerin, ¢ogalmasi ve
efektor hiicrelere farklilagmasini indiiklemek igin iki ayr1 hiicre dis1 sinyale ihtiyaci
vardir. Ik sinyal antijenin, antijen reseptdriine baglanmasiyla olusur. T lenfositler
diisiintildiiglinde, peptid-MHC komplekslerinin TCR'ne (ve CD4+ ya da CD8+
yardimci reseptoriine) baglanmasi birinci sinyali olusturur. T lenfosit aktivasyonu
icin gerekli ikinci sinyal APC'ler lizerinde yardime1 uyaranlar adi verilen molekiiller

tarafindan saglanir. Bu molekiiller antijenle birlikte T lenfositleri uyardiklari i¢in bu
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ad1 almistir. Yardimcer uyaranlarin yoklugunda, antijenlerle karsilasan T lenfositler
yanit veremezler ve apoptozla oliirler ya da anerji adi verilen sessiz evreye girerler.

(8,13)

T lenfosit aktivasyonunda en iyi tanimlanmig yol, aktif APC'ler iizerinde eksprese
edilen kostimiilator B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) molekiillerinin T lenfosit yiizey
molekiilii CD28 e baglanmasidir. CD28 bir¢cok T lenfositin antijene yanitin1 artiran
sinyaller gonderir. Bu yanitlar hiicrelerin hayatta kalmasini, IL-2 gibi sitokinlerin
tiretimini ve deneyimsiz T lenfositlerin efektor hiicrelere farklilasmasini igerir. B7-1
ve B7-2 yapisal olarak ayni1 olan tek zincirli glikoproteinlerdir. Her ikisi de iki hiicre
dis1 Ig benzeri domain, bir transmembran segmenti ve bir sitoplazmik kuyruk igerir.
B7 molekiilleri temel olarak dendritik hiicreler, makrofajlar ve B lenfositleri olmak
tizere “profesyonel” APC'lerin iizerinde eksprese edilir. Bu molekiiller dinlenme
halindeki APC'ler {izerinde ya hi¢ yoktur ya da diisiik seviyelerde bulunur; fakat
cesitli uyaranlarla indiiklenir. Bu uyaranlar endotoksin gibi mikroplara 6zgii iiriinler,
interferon- y gibi sitokinler ve T lenfositlerdeki CD40L'nin APC'ler iizerindeki
CD40'a baglanmasidir. B lenfositlerinde antijen reseptoriiniin ¢apraz baglanmasi da
B7 ekspresyonunu artirir. B7-1 ve B7-2'nin indiiksiyon kinetigi farklidir, B7-2
uyaridan 6 saat sonra, B7-1 ise 24 saat sonra meydana c¢ikar. Aktif T lenfositler
CTLA-4 adi verilen bagka bir yiizey antijeninide eksprese eder. Bu antijen CD28
analogudur ve B7-1 ve B7-2'ye baglanir; fakat CD28'in aksine T lenfosit
aktivasyonunu inhibe eder. CTLA-4 T lenfosit yanitinin sona ermesine neden
olabilir. CD28 analogu olarak tanimlanan baska bir membran proteinine ise ICOS adi
verilmistir. TCR ile aktivasyonda bu proteinin T lenfositler iizerindeki sayisi
artmaktadir. Bu proteinin antikorlarla ¢apraz baglanmasi belirli sitokinlerin tiretimini
uyarir. Cesitli APC'ler tarafindan sunulan antijenlere karst T lenfosit yanitini

diizenleyen, prototipi CD28 olan bir protein ailesi bulunmaktadir.(8,73)

Yardimci uyaranlarin ekspresyonu T lenfositlerinin dogru zamanda ve yerde yanit
vermesini saglayacak sekilde kontrol edilir. Yukarida da bahsedildigi itizere, B7
yardimc1 uyaranlar1 dendritik hiicreler, makrofajlar ve aktif lenfositler olmak iizere

"profesyonel" APC'lerin lizerinde eksprese edilir ve bunlarin ekspresyonu mikroplara
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0zgii iirtinler ve immiin reaksiyonlarda iiretilen sitokinler ile artar. Biitiin potansiyel
APC'ler icinde olgun dendritik hiicreler en yiiksek seviyede yardimci uyaran
eksprese eden hiicrelerdir, bunun sonucu olarak da, deneyimsiz T lenfositlerin en
potent uyaranlaridir. Mikroplara 6zgli iiriinler ve immiin reaksiyonlarda iiretilen
sitokinler tarafindan yardimci uyaranlarin indiiklenmesi, mikroplarin antijenlerine
kars1 T lenfosit yanitin1 destekler. Normal dokulardaki aktif olmayan veya "dinlenen"
APCl'ler lizerinde yardimci uyaranlarin yoklugu kisinin kendi antijenlerine tolerans
gostermesini saglar. Doku APC'leri kendi antijenlerini T lenfositlere sunma
yetenegine sahip olduklar i¢in, yardimci uyaran yoklugu potansiyel olarak self-

reaktif T lenfositlerin aktiflesmemesini ve anerjik kalmasini saglar.(8)

CD2+, APC'ler iizerindeki LFA-3 (CD58) ligandimi taniyan T lenfosit ylizey
antijenidir ve CD28 gibi antijenlere karst T lenfosit yanitin1 artirir. CD2+, CD28

eksikligini kompanse edebilir.

T lenfositler tizerindeki CD40L ve APC'ler iizerindeki CD40+'1n etkilesimi T lenfosit
aktivasyonunu artirir. Bu etkinin olast mekanizmasi APC'ler iizerindeki CD40’1n
baglanmasinin APC'leri uyarip B7 molekiillerinin ekspresyonunu artirmast ve T
lenfosit farklilasmasin1  destekleyen IL-2 gibi sitokinlerin salgilanmasinin
saglanmasidir. Bu nedenle, CD40 yolu dolayli olarak T lenfosit yanitim1 amplifiye
eder ve muhtemelen kendisi yardimci uyaran yolu olarak gérev yapmaz. Yardimei
uyaranlarla yapilan deneysel c¢alismalarin temelinde, B7, CD40 ve CD2+
molekiillerinin antagonistleri organ allograftlarinin rejeksiyonunu ve diger patolojik

immiin yanitlar1 engellemek i¢in klinik olarak denenmektedir.(8,66)

CD28-B7 etkilesiminin ve diger yardimcr uyaran sinyallerinin T lenfosit
aktivasyonundaki mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir ve muhtemelen bir¢ok
mekanizmay1 icermektedir. CD28 ve CD2+ sinyalleri, T lenfosit otokrin faktorii IL-2
de dahil olmak fizere sitokin iiretimini artirir. Bu durum IL-2 mRNA sinin, artmis
transkripsiyon ve stabilizasyon kombinasyonu ile meydana gelir. Buna ek olarak,
CD28 sinyalleri apoptoz karsit1 protein Bcl-x ekspresyonunu artirarak T lenfositlerin

hayatta kalimimi destekler. (8,73)
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1.12.8. T Hiicre Reseptér Kompleksi Tarafindan Sinyal iletimi

TCR tarafindan sinyal iletimi antijen taninmasiyla immiin yanit arasindaki baglantiy1
kurar. Antijenin taninmasi T lenfositlerde biyokimyasal sinyaller dizisini baglatir. Bu
durum belirli genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna ve hiicrelerin hiicre siklusuna
girisine neden olur. Antijen taninmasindan sonra T lenfositlerde eksprese olan
genler, T lenfositlerin biyolojik yanitinda rol alan bir¢cok proteini kodlar. TCR
tarafindan tetiklenen sinyal kaskadlar1 ¢cogunlukla antijen reseptdrlerine baglanmayla
aktiflesen c¢esitli T lenfosit populasyonlar1 ile yapilan in vitro analizlerle
tanimlanmistir. Bu tiir ¢alismalarla, T hiicre sinyal iletiminin genel ozellikleri

anlagilmistir.(8)

T lenfositlerin antijenlere karsi hiicresel yaniti cesitli evrelerden olusur. Bunlari
antijen taninmasindan sonra saniyeler i¢inde olusan membran olaylari, dakikalar
icinde aktiflesen sitoplazmik sinyal iletim yollari, saatler i¢inde gerceklesen yeni gen

transkripsiyonudur.(8)

Antijen reseptdriinden gelen sinyaller koordine bir sekilde, Ras-MAP kinaz yolu (ve
iligkili Rac-SAP kinaz yolu), protein kinaz C (PKC) yolu ve kalsin6rin yolu gibi bazi
onemli biyokimyasal yollar1 aktiflestirirler. Bu yollarin herbirinde aktive olan
enzimler, T lenfositlerdeki ¢esitli genlerin ekspresyonunu uyaran transkripsiyon

faktorlerini indiikler.(8,65,66)

Antijen taninmasit TCR'lerin toplanmasim1 saglar ve bu durum TCR iliskili
proteinlerin ve gesitli sinyal molekiillerini aktiflestiren adaptor proteinlerin tirozin
fosforilasyonunu indiikler. TCR i¢ enzim aktivitesine sahip degildir ve
gorevini, bazilar1 TCR kompleksi proteinlerinin veya CD4+ ve CD8+ yardimci
reseptorlerinin sitoplazmik kuyruguna bagli olan, digerleri ise plazma membraninda
ya da sitoplazmada bulunan iligkili proteinlerin enzimsel aktivitesini indiikleyerek
yapar. T hiicresinin APC'ler iizerindeki MHC iliskili peptidlere baglanmas1 TCR
komplekslerinin (afTCR, CD3+ molekiilii ve ¢ zinciri) ve CD4+ ve CD8+ yardimci

reseptorlerinin APC ile karsilastigi noktada toplanmasiyla sonuglanir. TCR'lerin ve
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yardimer reseptorlerin toplanmasi1 T lenfosit yamitini baglatmak i¢in yeterli bir
sinyaldir. Bu durum TCR ve CD3+ molekiillerine ¢apraz baglanan antikorlarin neden
antijeni taklit ettigini agiklar. Bu substratlarin tirozin fosforilasyonu T lenfosit sinyal

iletimi yolunda ki temel olaylardir.(8,65)
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2. MATERYAL VE METODLAR

2.1. Materyal :

Bu c¢aligmanin materyalini Haziran 2005-Haziran 2006 tarihleri arasinda Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Sosyal
Pediatri Birimi poliklinigine basvuran yaslar1 (0-2), (2-6), (6-10) aras1 degisen
saglikli ¢ocuklardan Birim Baskanliginin izniyle alinan 5’er cc heparinize (100

IU/ml heparin) kan 6rnekleri olusturmustur.(Tablo 2.1)

Tablo 2.1. Calismay1 olusturan bebek ve ¢cocuklarin yas gruplari

Grup Yas Gruptaki Bebek/Cocuk Sayist
1 0-2 yas 5

2 2-6 yas 7

3 6-10 yas 10

2.1.1. Calisma Gruplarimin Secimi :

Calisma gruplari, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Sosyal Pediatri Birimi poliklinigine bagvuran, hi¢bir kronik hastaligi
ve akut enfeksiyonu olmayan, normal gelisimli saglikli bebek ve c¢ocuklardan

olusmustur.

Calismaya baslamadan once ailelere bilgi verilip onaylar1 alinmig ve goniillii olur

formlar1 imzalatilmistir.

2.1.2. Kan Orneklerinin Toplanmas: :

Etik kurul onay1 ile calismaya alinan bebek ve ¢ocuklardan tercihen sabah saatlerinde

heparinli enjektorlere (100 IU/ml heparin) 5 cc periferik kan alinmigtir.

33



2.1.3. Kullanilan Malzeme ve cihazlar ;

RPMI 1640 Sigma-Aldrich Chemie, St Louis, USA

FCS 100 ml Biochrom AG, Berlin

Penisilin/Streptomisin 50 ml Biochrom AG, Berlin

L-Glutamin Biochrom AG, Berlin

PHA 5mg Sigma, St Louis, USA

Histopaq (Ficol) —1077 Biochrom AG, Berlin

Wright Stain Sigma, St Louis, USA

12x75 mm , polipropilene tiipler Falcon Labwere, Meylan Cedex, France

Calismada Kullanilan MoAb’ler ;
e IgGI1-FITC /IgG2a-PE ( Immunotecth, Marseille, France )
e CDA45-FITC/CDI14-PE ( Immunotecth, Marseille, France )
e (CD3+- FITC/CD25+-PE ( Immunotecth, Marseille, France )
e CD3+-FITC ( Immunotecth, Marseille, France )
e (CD25+-PE ( Immunotecth, Marseille, France )
e (CD69+-PE ( Immunotecth, Marseille, France )
e IgGI1-FITC ( Immunotecth, Marseille, France )
e MslgG2b-RDI1 ( Coulter, Miami, USA )

Kullanilan Cihazlar ;

Akim Sitometrisi EPICS XL-MCL, Y40261S/N, Coulter Coorp. Miami, FL, USA

2.2. Metodlar :

Arastirma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 ABD,
Pediatrik Immiinoloji-Allerji Bilim Dali Arastirma Laboratuvarinda, Lenfoblastik
Transformasyon Testi ve Akim Sitometrisi ile aktivasyon belirleyicilerinin 6l¢iimii

yapilarak gergeklestirilmistir.
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2.2.1. T hiicre aktivasyonu asagidaki sekilde yapilmistir;

Heparinize enjektore alinan periferik kan Ficoll ( Histopaq ) iizerine yayilarak
santrifiij edildi.( 30 dk. 2000 rpm. ) Yogunluk farkiyla ortada ayrilan lenfositler
toplandu. Izole edilen hiicreler 2 kez RPMI soliisyonu ile yikands. ( 10 dk. 2000 rpm )
Coken hiicrelerin tizerine Fetal Calf Serum ( FCS ) ilave edildi ve toma laminda
sayildi. Kiiltiir tiiplerine alinan hiicreler PHA ( 2 ml hiicreye 20 ul) ile uyarilarak
etlivde inkiibe edildi. (37 °C % 5 CO2’li etiiv )

2.2..2. 24. ve 48. Saatlerde Akim Sitometrisi ile Aktivasyon Belirleyicilerinin

Ol¢iimii;

Calisma periferik kan hiicrelerinin siv1 kiiltlirlerinden yapildi. Biitiin 6rnekler direk
metodla, florokromla bagl antikorlar kullanilarak boyandi. PHA ile stimiilasyondan
24, 48 saat sonra alinan 6rneklere (100 pl ), lenfosit yiizey belirleyicileri spesifik
mouse monoklonal antikorlar ( MoAb ) ( 10 ul ) baglanarak oda sicakliginda ve

karanlik ortamda 15 dk. inkiibe edildi.Kullanilan monoklonal antikorlar;

CD3+- FITC / CD25+- PE

CD3+- FITC / CD69+- PE

CD45- FITC / CD14- PE

Bu monoklonal antikorlara spesifik izotipik kontroller;
IgG1-FITC / IgG2a- PE

IgG1- FITC / IgG2b- PE

Inkiibasyon sonrasi eritrositler lizise ugratilarak uzaklastirildi. Akim Sitometrisi
cihazinda analizler 488 nm lazer eksitasyon (argon-ion), yana sac¢ilim ( SS ), 90° ile
sacilim (FS) ve floresan FL1 (530 nm dalga boyunda-yesil ), floresan FL2 ( 585 nm
dalga boyunda-oranj) dedektorleri kullanilarak, iglemler System II software version
3.0 programinda yapildi. SS’e karsi FS dedektorlerinin kullanimi ile hiicreler

bliyiikliik ve graniil iceriklerine gore bilgisayar ekranina yansitilip lenfositler ve
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diger periferik kan hiicreleri ve artiklarindan karakteristik goriinim ve yerlesim
yerleri esas alinarak ayrildi, total ve aktive lenfosit kapilar1 belirlenerek lenfositlerin

aktivasyon oranlar1 degerlendirildi.

Herbir hiicre grubu i¢in 10.000 lenfosit sayildi. CD45-1gG1-FITC/CD14 1gG2a-PE
MoAb ¢ifti kullanilarak lenfosit fraksiyonlari iizerindeki kapilar denetlendi. Her
calismada analiz edilen hiicre populasyonlarinin en az %95 araninda CD+45 tasidigi

ve monosit karisiminin <%?2 oldugu belirlendi.

2.2.3. 72. Satte Istk Mikroskobu fle Mitojene Lenfoproliferatif Yamtin

Degerlendirilmesi

72 saat inkiibasyon sonunda kiiltiirler santrifiij edilip ( 10 dk. 1000 rpm ), slipernatan
dokiilerek ¢okelti kismindan elde edilen hiicreler lamel {izerine yayildi ve boyandi.
Son olarak mikroskopta prolifere olmus lenfositler degerlendirilerek sayimi yapildi.

Bu iki yontemden elde edilen sonuglar karsilastirildi.

2.3. Istatistiksel Degerlendirme

[statistiksel degerlendirmeler Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dalinda yapilmistir. Farkli yas gruplarina ait aktive lenfositlerin % ve Mnx
degerlerinin medianlar1 ve alt-iist sinir degerleri hesaplanmistir. Ayrica ortalamalarin

karsilastirmalar1 yapilmig, zamanlar ve gruplar arasi korelasyona bakilmaistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Calismaya alinan saglikli bebek ve ¢ocuk gruplarinin yas ve cinsiyet 6zellikleri tablo

3.1. de sunulmustur.

1. gruptaki yaslar1 0-2 arasinda degisen 5 bebegin 3’1 kiz, 2’si erkektir. Grup 2
yaslar1 2-6 arasinda degisen 7 saglikli ¢ocuktan olusmaktadir. Bu grupta ki
cocuklarin 5’1 kiz 2’si erkektir. Grup 3 ise yaslari 6-10 arasi degisen toplam 10
saglikli ¢ocuktan olugmaktadir. Bu gruptaki ¢ocuklarin 4’4 kiz, 6’s1 erkektir.
Calismada ki toplam 22 ¢ocugun 12’si kiz 10’u erkektir.

Tablo 3.1. Saglikli bebek ve ¢ocuk gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimlari

Cocuk Sayisi Cinsiyeti
Yas
n K E
Grup 1 0-2 5 3 2
Grup 2 2-6 7 5 2
Grup 3 6-10 10 4 6
Toplam : 22 12 10

Gruplarda yer alan her bir bebek/¢ocuklarin bireysel sonuglar1 dahil olduklar1 yas

gruplariin igerisinde olmak tizere tek tek tablo 3.2, 3.3, 3.4 de verilmektedir.

Ayrica tiim yas gruplarinda 24. ve 48. saatlerdeki CD3+25+, CD3+69+, CD25+,
CD69+, CD3+ % ve Mnx degerlerinin median ve alt-iist sinir degerleri sirasiyla tablo

3.5, 3.6, 3.7 de sunulmaktadir.
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Tablo 3.2. 0-2 yas grubunun aktivasyon belirleyicilerinin 24. ve 48. saatlerdeki ekspresyonlariin degerleri

24 S PHA* 48 S PHA* 72S PHA**
0-2 Yas Grubu

CD 3+25+ CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ CD 3+ | CD3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ Blast
Adi YAS

% | MnX | % |MnX | % | MnX | % | MnX % % |MnX | % [MnX | % | MnX | % | MnX %
Soyadi (AY)
HS K 23 36.6| 3.69 |65.6| 426 | 67 | 7.16 | 89.4 | 29.9 70.8 | 524 | 4.86 [65.2| 538 [ 869 | 114 |91.8| 26.8 86
AY E 12 547 | 521 |[64.9| 6.57 |953| 19.6 |97.9 | 51.7 68.6 |91.3| 5.68 [84.3| 7.52 |99.5| 30.7 | 88.6 | 22 90
DG E 6 56.6 | 551 |79.2| 596 |98.1| 23.8 |97.6 | 50.9 80.7 |91.4 | 6.62 [80.7| 839 |99.1| 28.6 |85.5| 25.3 90
FC K 15 53.1| 3.18 |[57.1| 3.93 |88.8| 164 |91.8| 36.3 64 75 45 (479 | 582 | 95 | 289 |61.2| 154 94
SA K 6 413 | 3.67 57 | 399 | 97 | 20.6 | 96 | 41.8 59.1 |93.7| 422 [ 84.8| 5.64 | 99.8| 47.2 | 87.7| 22.2 88

* Akim sitometrik yontem
** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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Tablo 3.3. 2-6 yas grubunun aktivasyon belirleyicilerinin 24. ve 48. saatlerdeki ekspresyonlarmin degerleri

* Akim sitometrik yontem

24 S PHA* 48 S PHA* 72S PHA**
2-6 Yas Grubu

CD 3+25+ CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ CD 3+ | CD 3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ Blast
Adi YAS

% MnX | % |MnX | % | MnX | % | MnX % % |MnX | % |MnX | % | MnX | % | MnX %
Soyadi (YIL)
SY K 2 81 351 |91.2| 4.44 (935 12 |98.8| 50.8 922 |97.4| 483 |99.6 | 62.7 |97.9| 20.42 | 99.2 | 22.46 87
BA E 4 358| 5.74 |45.1| 7.03 (969 | 30.7 | 94 61.8 50.1 |82.6| 6.84 |72.1| 8.66 |97.1| 69.5 |79.5| 23.8 95
iT K 3 372 4.93 48 | 6.96 | 74.1 | 159 |92.8| 49.8 55.8 |43.3| 4.76 |56.7 | 592 |[89.6| 20.7 |92.8| 40.4 90
SH K 4.5 353 | 2776 |52.8| 3.26 | 74.2| 12.5 | 89.7 | 38.3 579 |664| 6.06 | 61 | 6.79 [81.6| 275 | 80 | 224 93
MA E 4 225| 3.23 (482 | 3.63 | 80.7| 18.3 [93.7 | 75.7 50.9 |58.7| 5.02 {44.8| 5.84 [80.3| 41.8 |77.3| 26.7 91
NA K 2.5 495| 2.26 [68.1| 295 |87.1| 145 [95.7| 57.2 73.6 |77.3| 458 |67.6| 598 |89.2| 19.1 82 | 274 96
OK K 5 341 195 (505 2.65 |76.9| 10.2 |90.9 | 45.1 557 |46.7| 488 | 68.6| 498 |77.1| 304 |79.6| 29 90

** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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Tablo 3.4. 6-10 yas grubunun aktivasyon belirleyicilerinin 24. ve 48. saatlerdeki ekspresyonlarinin degerleri

24 S PHA* 48 S PHA* 72S PHA**
6-10 Yas Grubu

CD 3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ CD 3+ | CD3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ Blast
Adi YAS

% |MnX | % |[MnX | % | MnX | % | MnX % % |MnX | % [MnX | % | MnX | % | MnX %
Soyadi (YIL)
EMD K 7 373| 450 | 56 | 527 | 95 | 184 | 98 | 55.8 56.8 |885| 4.73 |75.6 | 6.05 | 98 21 | 81.6| 19 82
MAT E 10 22.5| 294 (437 | 3.54 (76.1| 144 | 879 | 68 49.1 [(61.7| 478 |61.4| 6.31 | 803 | 31.9 | 78.7| 40.7 94
7Y E 9 28.1| 333 |43.2| 383 |78.7| 17.4 | 86.2 | 53.5 50.2 |71.8| 542 | 61 | 7.08 [ 91.4| 34.8 | 72.3| 29.5 92
MM E 8 43.2 | 2.76 | 69.7 | 3.06 | 909 | 19.3 | 96.3 | 52.6 741 (794 623 |69.5| 747 | 873 26.7 | 79 | 26.8 93
E K E 9 18.7 | 2.41 [44.7| 2.54 | 869 | 11.5 (959 | 43.9 47.1 744 | 544 | 69.8| 6.22 | 87.1| 21.6 | 80 26 90
FH E 7 25.6 | 3.11 [42.5| 3,53 (703 | 12.5 (913 | 125 51 47.7| 652 [503| 7.31 |91.5| 36.7 | 77 | 285 94
0OA K 7 28.8 | 231 [50.6 | 2.72 {59.6| 14 |74.1| 48.8 57.6 [659| 496 | 654 | 595 |852| 273 | 81 | 23.8 88
EK E 9 186 | 3.80 | 50.3| 3.64 |77.8| 17.6 | 90.8| 52.3 55 46.3 | 4.61 |579| 481 | 669 | 285 |70.6 | 25.6 90
SG K 10 289 | 252 [ 56.1 | 29 |(837| 145 |92.1| 50.5 61.7 62 | 546 |60.8| 6.39 | 86.8| 35.2 | 71.6 28 91
DD K 10 13.6 | 2.69 |36.7| 292 |60.1| 105 | 86 | 37.1 454 |51.8| 54 |69.5| 5.75 | 80.7 31 (832 32.7 93

* Akim sitometrik yontem , ** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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Tablo 3.5. 0-2 yas grubunun median ve alt-iist sinir degerleri

24 S PHA*

0.2 Yas Grubu 48 S PHA* 728 PHA**
n:gocuksayist | cp 3495+ | CD3+69+ | CD 25+ CD 69+ | CD3+ | CD3+25+ | CD3+69+ | CD 25+ CD 69+ Blast

n:S % MnX | % |MnX | % | MnX | % | MnX % % |MnX | % |MnX | % | MnX | % | MnX %

Median 53.1| 3.69 |[64.9| 426 |953| 19.6 | 96 | 41.8 | 68.6 |91.3| 4.86 |80.7| 5.82 |99.1 | 28.9 |87.7| 22.2 90

min 36.6| 3.8 | 57 [ 393 | 67 | 7.16 |89.4| 29.9 | 59.1 |52.4| 4.22 |47.9| 538 |86.9| 11.4 |61.2| 154 86

Max 56.6 | 551 |79.2| 657 |98.1| 23.8 |97.9| 51.7 | 80.7 |93.7| 6.62 |84.8| 8.39 |99.8| 47.2 |91.8| 26.8 94

* Akim sitometrik yontem
** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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Tablo 3.6. 2-6 yas grubunun median ve alt-iist sinir degerleri

24 S PHA* 48 S PHA* 72S PHA**
2-6 Yas Grubu
n : ¢cocuk sayisi
CD 3+25+ CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ CD 3+ | CD 3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ Blast

n:7 % MnX | % [MnX | % | MnX | % | MnX % % |[MnX | % |MnX | % |[MnX | % | MnX %
Median 85.8| 3.23 |50.5| 3.63 |80.7| 14.5 [93.7| 50.8 558 |66.4| 5.02 | 67.6| 598 [89.2| 27.5 | 80 | 26.7 91
min 22.5| 195 451 2.65 |74.1| 10.2 [ 89.7| 38.3 | 50.10 |43.3| 458 |44.8| 498 |77.1| 19.1 |77.3| 22.4 87
Max 81 574 [91.2| 7.03 |96.9 | 30.7 | 98.8| 75.7 92.2 | 974 483 |99.6 | 62.7 | 97.9| 69.5 | 99.2| 40.4 96

* Akim sitometrik yontem

** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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Tablo 3.7. 6-10 yas grubu ve total median, alt-iist sinir degerleri

Yas Grubu 24 S PHA* 48 S PHA* 728 PHA**
n : ¢cocuk
sayisi CD 3+25+ CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ CD 3+ | CD3+25+ | CD 3+69+ CD 25+ CD 69+ Blast
n:10 % |MnX| % | MnX % |MnX| % |MnX % % |[MnX| % |[MnX| % |MnX| % |MnX %
Median 26.85 | 2.85 |47.5| 3.295 | 76.25 | 14.15 | 91.05 | 514 53 63.95 | 5.41 | 63.4| 6.265 | 86.95 | 29.75 | 78.85 | 27.4 91.5
min 13.6 | 2.31 |36.7| 2.54 | 59.6 | 10.50 | 74.1 | 12.50 | 454 | 46.3 | 4.61 |[50.3| 481 | 669 | 21 | 70.6 | 19 82
Max 43.2 | 450 | 69.7| 5.27 95 |19.30 | 98 68 74.1 | 88.5 | 652 |75.6| 7.47 | 98 | 36.7 | 83.2 | 40.7 94
Total
Median 35.55|3.205 | 51.7 | 3.6350 | 82.2 | 15.2 | 92.45|50.65| 57.2 | 69.1 | 5.21 | 66.5| 6.135 | 88.25 | 28.75| 80 |26.35 90.5
min 13.6 | 1.95 |36.7| 2.54 | 59.6 | 7.16 | 74.1 | 12.5 | 454 | 433 | 422 (44.8| 481 | 66.9 | 11.4 | 61.2 | 154 82
Max 81 5.74 |91.2| 7.03 | 98.1 | 30.7 | 98.8 | 75.7 | 92.2 | 97.4 | 48.3 [99.6| 62.7 | 99.8 | 69.5 | 99.2 | 40.7 96

* Akim sitometrik ydntem
** Isik mikroskobuyla morfolojik yontem
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CD 3+25+ T Lenfositlerin 24. ve 48. Saatlerdeki % ve Mnx Median , Alt- Ust Simirlar:

Grup I’in T lenfositlerinin CD3+25+ % degerlerinin median1 24. saatte 53,1 ( alt-iist
siir 36,6-56,6 ), 48. saatte 91,3 (alt-list sinir 52,4- 93,7 ), Mnx degerlerinin mediani
24. saatte 3,69 ( alt-list sinir 3,18-5,51), 48. saatte 4,86 (alt-iist sinir 4,22-6,62 ) dir.

Grup 2’nin T lenfositlerinin CD3+25+ % degerlerinin median1 24. saatte 85,8 ( alt-
ist simir  22,5-81 ), 48. saatte 66,4 (alt-list siir 43,3-97,4 ), Mnx degerlerinin
mediani 24. saatte 3,23 ( alt-iist sinir 1,95-5,74), 48. saatte 5,02 (alt-iist sinir 4,58-
48,3 ) dir.

Grup 3’lin T lenfositlerinin CD3+25+ % degerlerinin median1 24. saatte 26,85 ( alt-
st sinir 13,6-43,2 ), 48. saatte 63,95 (alt-iist sinir 46,3-88,5 ), Mnx degerlerinin
mediani 24. saatte 2,85 ( alt-iist sinir 2,31-4,50), 48. saatte 5,41 (alt-list sinir 4,61-
6,52 ) dir.

Total T lenfositlerinin CD3+25+ % degerlerinin median1 24. saatte 35,55 ( alt-list
sinir 13,6-81), 48. saatte 69,1 (alt-list sinir 43,3-97,4), Mnx degerlerinin mediani 24.
saatte 3,20 ( alt-iist sinir 1,95-5,74), 48. saatte 5,21 (alt-iist sinir 4,22-48,3 ) dir.
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CD 3+69+ T Lenfositlerin 24. ve 48. Saatlerdeki % ve Mnx Median , Alt- Ust Siirlar:

Grup I’in T lenfositlerinin CD3+69+ % degerlerinin median1 24. saatte 64,9 ( alt-iist
sinir 57-79,2 ), 48. saatte 80,7 (alt-iist sinir 47,9-84,8 ), Mnx degerlerinin mediani 24.
saatte 4,26 ( alt-iist sinir 3,93-6,57), 48. saatte 5,82 (alt-iist sinir 5,38-8,39 ) dir.

Grup 2’nin T lenfositlerinin CD3+69+ % degerlerinin median1 24. saatte 50,5 ( alt-
ist siir 45,1-91,2 ), 48. saatte 67,6 (alt-list sinir 44,8-99,6 ), Mnx degerlerinin
median 24. saatte 3,63 ( alt-list sinir 2,65-7,03 ), 48. saatte 5,98 (alt-iist sinir 4,98-
62,7 ) dir.

Grup 37ln T lenfositlerinin CD3+69+ % degerlerinin median1 24. saatte 47,5 ( alt-iist
siir 36,7-69,7 ), 48. saatte 63,4 (alt-list sinir 50,3-75,6 ), Mnx degerlerinin mediani
24. saatte 3,29 ( alt-iist sinir 2,54-5,27), 48. saatte 6,26 (alt-iist sinir 4,81-7,47 ) dir.

Total T lenfositlerinin CD3+69+ % degerlerinin mediani 24. saatte 51,7 ( alt-iist sinir
36,7-91,2 ), 48. saatte 66,5 (alt-list sinir 44,8-99,6 ), Mnx degerlerinin median1 24.
saatte 3,63 ( alt-list sinir 2,54- 7,03), 48. saatte 6,13 (alt-iist sinir 4,81-62,7 ) dir.
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CD 25+ T Lenfositlerin 24. ve 48. Saatlerdeki % ve Mnx Median , Alt- Ust Simirlan

Grup I’in T lenfositlerinin CD25+ % degerlerinin median1 24. saatte 95,3 ( alt-iist
sinir 67-98,1 ), 48. saatte 99,1 (alt-iist sinir 86,9-99,8 ), Mnx degerlerinin mediani 24.
saatte 19,6 ( alt-uist sinir 7,16- 23,8), 48. saatte 28,9 (alt-iist sinir 11,4-47,2 ) dir.

Grup 2’nin T lenfositlerinin CD25+ % degerlerinin median1 24. saatte 80,7 ( alt-iist
sinir 74,1-96,9 ), 48. saatte 89,2 (alt-list sinir 77,1-97,9 ), Mnx degerlerinin mediani
24, saatte 14,5 (alt-iist sinir 10,2- 30,7), 48. saatte 27,5 (alt-iist sinir 19,1-69,5 ) dir.

Grup 3’iin T lenfositlerinin CD25+ % degerlerinin median1 24. saatte 76,25 ( alt-iist
siir 59,6-95 ), 48. saatte 86,95 (alt-iist sinir 66,9-98 ), Mnx degerlerinin median1 24.
saatte 14,5 ( alt-iist sinir 10,5-19,3), 48. saatte 29,7 (alt-iist sinir 21-36,7 ) dir.

Total T lenfositlerinin CD25+ % degerlerinin median1 24. saatte 82,2 (  alt-list sinir
59,6-98,1), 48. saatte 88,25 (alt-list sinir 66,9-99,8 ), Mnx degerlerinin median1 24.
saatte 15,2 ( alt-uist sinir 7,16- 30,7), 48. saatte 28,75 (alt-list sinir 11,4-69,5 ) dir.
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CD 69+ T Lenfositlerin 24. ve 48. Saatlerdeki % ve Mnx Median , Alt- Ust Smirlar:

Grup 1’in T lenfositlerinin CD69+ % degerlerinin median1 24. saatte 96 ( alt-list sinir
89,4-97,9 ), 48. saatte 87,7 (alt-list stnir 61,2-91,8 ), Mnx degerlerinin median1 24.
saatte 41,8 ( alt-iist sinir 29,9-51,7), 48. saatte 22,2 (alt-iist sinir 15,4-26,8 ) dir.

Grup 2’nin T lenfositlerinin CD69+ % degerlerinin median1 24. saatte 93,7 ( alt-iist
siir 89,7-98,8 ), 48. saatte 80 (alt-iist sinir 77,3-99,2 ), Mnx degerlerinin mediani 24.
saatte 50,8 ( alt-uist sinir 38,3-75,7 ), 48. saatte 26,7 (alt-iist sinir 22,4-40,4 ) dir.

Grup 3’iin T lenfositlerinin CD69+ % degerlerinin mediani 24. saatte 91,05 ( alt-iist
siir 74,1-98 ), 48. saatte 78,85 (alt-iist sinir 70,6-83,2 ), Mnx degerlerinin mediani
24. saatte 51,4 ( alt-list sinir 12,5-68 ), 48. saatte 27,4 (alt-list sinir 19-40,7 ) dir.

Total T lenfositlerinin CD69+ % degerlerinin median1 24. saatte 92,45 ( alt-iist sinir
74,1-98,8 ), 48. saatte 80 (alt-iist sinir 61,2-99,2 ), Mnx degerlerinin median1 24.
saatte 50,65 ( alt-iist sinir 12,5-75,7), 48. saatte 26,35 (alt-list sinir 15,4-40,7 ) dir.
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CD 3+ T Lenfositlerin 24. Saatte % ve Mnx Median , Alt- Ust Smirlar

Grup 1’in T lenfositlerinin 24. saatte CD3+ % degerlerinin median1 68,6 ( alt-iist
sinir 59,1-80,7 ) dir.

Grup 2’nin T lenfositlerinin 24. saatte CD3+ % degerlerinin median1 55,8 ( alt-iist
sinir 50,1-92,2 ) dir.

Grup 3’tin T lenfositlerinin 24. saatte CD3+ % degerlerinin median1 53 ( alt-iist sinir

45,4-74,1 ) dir.

Total T lenfositlerinin 24. saatte CD3+ % degerlerinin mediant 57,2 ( alt-iist sinir

45,4-92.2) dur.
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PHA ile Uyarilmus T Lenfositlerin 72. Saatte % Medianlan

Grup 1’in PHA ile uyarilmis T lenfositlerinin 72. saatte ki % degerlerinin mediani

90 ( alt-tist sinir 86-94 ) dir.

Grup 2’nin PHA ile uyarilmig T lenfositlerinin 72. saatte ki % degerlerinin mediani

91 (alt-tist sinir 87-96 ) dur.

Grup 3’tin PHA ile uyarilmis T lenfositlerinin 72. saatte ki % degerlerinin mediani

91,5 ( alt-iist sinir 82-94 ) dur.

PHA ile uyarilmis total T lenfositlerinin 72. saatte ki % degerlerinin median1 90,5 (
alt-iist sinir 82-96 ) dur.
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4. TARTISMA ve SONUC

4.1. Tartisma

Immiinolojik arastirmalarda lenfosit proliferasyonunun belirlenmesi ¢ok sik
kullanilan bir yontemdir. Hiicresel immiinitenin 6nemli bir parcasini olusturan T
lenfositler ve alt gruplarinin sayisal degerlendirilmesi 6zellikle primer ve sekonder
immiin yetmezlik hastaliklarinin, lenfoproliferatif ve otoimmiin hastaliklarin

tanisinda ve hastalarin izleminde yaygin olarak kullanilmaktadir. (12,19,32,74,)

Immiin sistemin olgunlasma siirecinde bir ¢cok faktdr etkin rol oynamaktadir. Bunlar
icinde 1rka ait genetik oOzellikler ile sosyoekonomik diizey, infeksiyon sikligi,

beslenme gibi ¢evresel etkenler basta gelmektedir.(19,26,32,38,42,45)

Literatiirde cocukluk c¢aginda periferik kan lenfosit grup ve altgruplarinin dogumdan
baslayarak  yasla birlikte fizyolojik olarak kantitatif ve kalitatif degisiklikler
gosterdigini bildiren ¢alismalar yer almaktadir.(38,45) Bu degisikligin yenidogan ve
stit cocuklugu doneminde immiin sistemin bagta hiicresel immiinite olmak iizere tiim
komponentlerinin  olgunlagmamig ve deneyimsiz olusundan kaynaklandigi
belirtilmistir.Yapilan aragtirmalarda total olgun T hiicre belirleyicisi olan CD3 iin 0-2
yas aras1 artig gosterdigi ve sonra yasla birlikte azaldigi bulunmustur. CD3+ olgun T
lenfositlerin yasla birlikte gosterdigi bu tipik degisimin, 6zellikle ilk 2 yasta sik
gecirilen viral enfeksiyonlara bagli oldugu diisiiniilmektedir. Bu artis antijenik
uyarilarla immiin sistemin deneyim kazanip hizla olgunlagsmasina baglanmaktadir.

(19,31,42,45)

Yas ilerledikge ve yabanci antijenik yapilar immiin sistemi uyardikca, hiicresel
immiinite de tim immiin sistem gibi olgun ve eksiksiz yanit olusturma yetenegi
kazanmaktadir. Iste bu farklilik nedeniyle ¢ocukluk doneminde immiin sistemin
eriskinlerle kiyaslanmasi dogru bir yaklasim olmamakta ve bu donemde hiicresel
immiinitenin  temel elemanlar1 olan T lenfositlerin (CD3+) sayisal
degerlendirilmesinden elde edilen sonuglarin ayni yastaki saglikli cocuklardan elde

edilen Sl¢giimlerle karsilastirilmasi gerekliligi dogmaktadir. ( 19,22,31,32,45,56)
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T lenfosit aktivasyonu immiin yanitin gelisiminde 6nemli bir basamaktir ve immiin

yeterliligin degerlendirilmesinde kullanilir. ( 34)

Bunun i¢in lenfositler, degisik mitojen,antijen veya monoklonal antikorlar ile stimiile

edilerek dl¢timler yapilir.(34)

PHA ve Con A T lenfositleri i¢in énemli mitojenlerdir. PWM ise T ve B lenfosit
uyaranidir. (28,35)

Fletcher ve ark. ile Ozerol ve ark. nin yaptig1 calismalarda, periferik kan hiicre

tiriinlerinin PHA ‘ya 72. saatte yiiksek mitojenik yanit verdigi gosterilmistir. ( 28,60)

Yapilan T lenfosit aktivasyon c¢alismalarinda lenfosit proliferatif yaniti, viicut
stvilarinda ki aktivasyon belirleyicilerinin yogunluklarinin ve sitokin salgilarinin

Ol¢limii ile belirlenir.(34,57 )

Dolasimda ki uyarilmamig T lenfositler normal kosullarda aktive degillerdir. T
lenfositlerin PHA ile stimiilasyonu sonrasi aktivasyon belirleyicileri (CD25+,

CD69+) eksprese edilir ve zamana bagli olarak indiiklenir. (39)

Literatiirde, akim sitometrisi ile yapilan c¢alismalarin, diger yontemlere gore (
radyoaktif-BrdU,morfolojik) daha basit, kolay, giivenilir, hassas, hizli yapildig1
belirtilmistir. Ayrica bir¢cok yiizey antijeninin ekspresyonlarmin hiicre diizeyinde
ayni anda kisa siirede Olciilebilmesi ve sonuclar1 istenen in-vivo ¢evreyi yansitarak
vermesinin  akim  sitometrisi  ¢aligmalarinin  avantajlarindan  oldugu da

belirtilmistir.(34)

Hassett ve arkadaslarinin yaptig1 calismalar sonucunda aktivasyon belirleyicilerinin
ekspresyonu ve artisinin birbiri ile direk iligkili olmasa da, uyumlu bir gelisim

gosterdigi tespit edilmistir.(34)
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Nitekim Mardiney ve ark. tarafindan T lenfositlerin PHA ile uyarilmasindan 30 dk
sonra hiicre yiizeyinde ilk olarak CD69+ eksprese edildigi saptanmistir. Ayrica
CD69+ un uyarildiktan sonra lenfositlere mitojenik yanitin ayni giin igerisinde

oOl¢iilebilecegi tek aktivasyon belirleyicisi oldugu bildirilmistir.(35,53)

Hassett J. tarafindan yapilan arastirmalarda CD69+ aktivasyon belirleyicisinin 24.
saatte, CD25+in ise 48. saatte Ol¢iilen degerlerinin daha ytiksek oldugu saptanmustir.
Buna gére CD69+ un daha hizli eksprese oldugu, CD25+ in ise daha yavas bir artis
ile daha gec eksprese edildigi diisiiniilmektedir. ( 34,35)

Heitger ve ark. tarafindan stimiilasyon sonrasi CD69+ ekspresyon sonuglarinin

lenfoproliferatif yanit ile korelasyon gosterdigi belirtilmistir. (35)

Tiim bu bilgiler 1s181nda, bu 6n ¢alismada 0-10 yas arasinda 3 ayr1 grup olmak iizere
toplam 22 saglikli bebek ve ¢ocukta periferik kan invitro lenfosit fonksiyonu, lenfosit
aktivasyonu akim sitometrik ve 151k mikroskobunda morfolojik yontemle

incelenmistir.

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak periferik kan hiicreleri PHA ile uyarilarak 72
saat inkiibe edilmistir.(28,60) Bu islem sirasinda stimiile, edilen T lenfositlerin
fonksiyonlarmi ve proliferatif yanitlarin1 belirlemek amaciyla, CD3+, CD25+,
CD69+ gibi ylizey ve aktivasyon belirleyicilerinin 24.ve 48. saatlerde akim
sitometrisinde ekspresyonlarinin oOlgiimleri yapilmistir. Ayrica 72. saatte 151k

mikroskobuyla morfolojik olarak degerlendirilmistir.

Hasset J. nin sonuglarina benzer olarak, stimiilasyon sonrast CD69+ igin 24. saatte,

CD25+ i¢in 48. saatte en yiiksek aktivasyon degerleri gozlenmistir.(34)

Calismamizda 24. ve 48. saatlerde ki % ve Mnx degerleri karsilastirildiginda, 48.
saatte Ozellikle 6-10 yas grubu cocuklarda T lenfositlerde ki CD25+ yiizey
belirleyicilerinin daha fazla eksprese olduklar1 belirlenmistir. Bu durumda 48. saatte

ki aktivasyon degerleri daha anlamli bulunmustur.
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Ayrica 24. ve 48.saatlerde gruplar arasi ortalamalarin karsilastirilmasi yapilmig 0-2
ve 2-6 yas gruplarinda (p > 0,017) anlamli bir farka rastlanmaz iken 6-10 yas
grubunda CD3+25+ (0,005<0.01), CD3+69+ (0,007<0,017), CD69+ (0,005<0,017),
CD25+ (0,005<0,017) median, alt-list smir degerlerinde anlamli bir fark
goriilmistiir.(p<0,017) Bununla birlikte 24. ve 48. saatlerdeki degerlerle 72. saatte

elde edilen degerler arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir.

Calismamizda 22 saglikli Tiirk bebek ve ¢ocugunda gruplar arasi karsilagtirmada T
lenfosit median degerlerinin yagla birlikte genel olarak azalma gosterdigini, 6zellikle
CD3+25+ degeri icin 0-2/6-10 ve 2-6/6-10 yas gruplarinin yiizde degisimleri

arasinda belirgin bir fark oldugunu saptanmstir.(p< 0,025)

0-2, 2-6 yas gruplar1 arasinda ki degerler birbirine oldukca yakinken 6-10 yas
grubunun CD3+25+ degerinde belirgin bir azalma oldugu gozlenmistir.Bu sonuclara
gore yas arttikca T lenfosit yiizey antijenlerinin ekspresyonu ve aktivasyonunun

azaldig diisiintilebilir.

Ayrica yine zamanlar arast % degisimlerin karsilagtirilmasinda 48. saatte ki
degerlerin 24. saate gore % degisimleri gdozlenmis burada da iki zaman arasinda 6-10
yas grubunda CD3+25+ degeri ylizde degisimlerinin 2-6 ve 0-2 yas grubuna gore
farki ortaya ¢cikmustir. ( p<0,05) 0-2, 2-6 yasta artis oran1 birbirine olduk¢a yakinken,
6-10 yas grubunda ki oranin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bunlarla birlikte tiim degerlerin her yas grubu i¢in 24. ve 48. saatlerde kendi i¢inde
ve karsilagtirmali olarak korelasyonuna bakildiginda beklendigi lizere ;

0-2 yas grubunda 48.saatte CD3+69+ ve CD25+ arasinda (p<0,05),

2-6 yas grubunda 24.saatte CD69+ ve CD25+ arasinda (p<0,05),

6-10 yas grubunda 24.saatte CD3+25+ ve CD3+69+, CD25+ ve CD69+ ve 48.saatte
CD3+25+ ve CD3+69+ arasinda kuvvetli bir iligki ortaya c¢iktigi goriilmiistiir.
(p<0,05) 6-10 yas grubunda ¢ocuk sayis1 diger gruplara gére daha fazla oldugu icin

bu grupta daha anlamli farklar ve sonuglar elde edilmistir.
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Yine gruplara ayirmadan 24. ve 48. saatlerde biitiin degerlerin yiizde degisimlerinin
kendi aralarinda ki korelasyonuna baktigimizda CD3+25+/CD3+69 ve
CD25+/CD69+ arasinda korelasyonun varligi gézlenmistir. (p<0,05)

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglarda literatiirde verilen bilgilerle uyum
gostermektedir.(34) Bu saptanan iliskilerle ayni1 saat i¢indeki T hiicreleri {izerinde
CD3+25+, CD3+69+ ve ayr1 ayr1 CD25+, CD69+ olarak farkli ylizey antijenlerinin
arasinda korelasyon oldugu tespit edilmistir. 24. saat igerisinde her iki aktivasyon
belirleyicisi de artis gostererek CD69 max degerlerine ulasirken, 48. saatte CD69+

azalmig CD25+ artarak max diizeyine ulagmugtir.

Calisilan saglikli c¢ocuk sayisinin az olmasina ragmen elde edilen farklar
degerlendirildiginde literatiirde belirtildigi gibi kullamilan  iki aktivasyon
belirleyicisinin de birbirleriyle olduk¢a uyumlu oldugu, korelasyon gosterdigi ve

benzer sekilde hiicrelerin stimiile edildigi saptanmustir. (34)

Yine yapilan c¢alismalarla benzer olarak, T lenfosit aktivasyon belirleyicilerinin
ekspresyonlarinin yasla birlikte degistigi saptanmistir.(19,32,38,45) Calismamizin
sonucunda saglikli cocuklarda farkli aktivasyon belirleyicilerinin ( CD25+, CD69+ )
kendi aralarinda uyumlu oldugu, yasla ve saatle birlikte degisiklikler gosterdigi
belirlenmistir. Temel olarak CD25+ aktivasyon belirleyicisi T lenfositler {izerinde
yada tek basmna (CD3+25+, CD25+) artig gosterirken CD69+ da bununla korele

olarak aktive olmaktadir.

24. saatte CD69+, 48.saatte CD25+ daha fazla eksprese edilmektedir. Fakat bu ylizey
antijenlerinin artis1 6-10 yas arasinda diger gruplara gore degisiklik gostermekte ve
yasla birlikte aktivasyon belirleyicilerinin degerleri azalmaktadir. Bu degisikligin
temel nedeninin immiin sistem ve onu olusturan hiicrelerin yasla iliskili olarak

gosterdigi fizyolojik gelisim oldugu diigiiniilmektedir.

Calismamizda hem klasik morfolojik yontem, hem de bu yoOnteme alternatif

olabilecek akim sitometrik yontem kullanilarak saglikli bebek ve ¢ocuklarda lenfosit
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aktivasyonlar1 Olgiildii ve iki yontem birbiriyle karsilastirildi. Sonugta her iki
yonteminde kullanilabilecegi, akim sitometrik yontemin daha hizli sonu¢ verdigi

belirlendi.

Gozden gegirilebildigi kadari ile literatiirde saglikli ¢ocuklarda in-vitro lenfosit
fonksiyonunun, morfolojik ve akim sitometrisinde aktivasyon belirleyicilerinin

yogunlugunun 6lgiiliip degerlendirildigi bir calismaya rastlanmamustir.

Bu nedenle calismamiz degisik yas gruplarinda saglikli Tiirk bebek ve ¢ocuklarinda
periferik kanda lenfositlerin, in-vitro fonksiyonel kapasitelerinin 2 ayr1 sekilde
degerlendirildigi ilk calisma olmasi yoniiyle onem gostermektedir. Ancak daha
anlamli sonugclar elde edilebilmesi ve standart degerlerin olusturulabilmesi agisindan

daha fazla 6rnekle yapilan daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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4.2. Sonug¢

Saglikli Tiirk c¢ocuklarinda in-vitro lenfosit fonksiyonlarmin farkli iki yontem
kullanilarak degerlendirilmesi ve in-vitro lenfoproliferatif yanitin normal diizeyinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bu ¢alisma, yaslar1 0-2, 2-6, 6-10 arasinda degisen 3
farkli yas grubundan 22 saglikli cocukta gergeklestirilmistir. Calismada her ¢ocuktan
aliman kan orneklerinde, T lenfositlerin PHA ile uyarilmasindan sonra, CD3+25+,
CD3+69+, CD25+, CD69+, CD3+ yiizey antijenlerinin ekspresyonlar1 double-colour
direkt immiinfloresan yontemi kullanilarak akim sitometrisinde Ol¢iilmiistiir. 72. saat
sonunda da lenfoproliferatif yanit 151k mikroskobuyla olgiilerek iki yontemden elde

edilen sonuglar karsilastirilmistir. Bu arastirmamizdan su sonuclar elde edilmistir;

- Periferik kandaki lenfositlerin degerleri her bir ¢ocukta farklilik
gostermektedir ve yasla birlikte degismektedir. Bu nedenle lenfoproliferatif
yanitin  saglikli olarak degerlendirilebilmesi i¢in g¢ocuk yas grubunun
normallerinin olusturulmas1 gerekmektedir. Ancak yapilan bu ¢alismada
ornek sayimiz yetersiz oldugu igin, istatistiksel olarak anlamli sonuclar elde

edilememis ve referans degerler olusturulamamastir.

- PHA ile stimiilasyon sonrasinda T lenfositlerin aktive olduklar1 ve

aktivasyon belirleyicilerini eksprese ettikleri belirlenmistir.

- CD69+ aktivasyon belirleyicisinin 24. saatte, CD25+ in ise 48.
saatteki degerlerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Buna gore CD69+
daha hizli eksprese olurken, CD25+ ise daha yavas bir artig ile daha geg

eksprese edilmektedir.

- Yagsla birlikte T lenfosit median degerleri azalma gostermektedir ve T

lenfosit yiizey antijenlerinin ekspresyonu da yas arttikca azalmaktadir.
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- 24. saat igerisinde iki aktivasyon belirleyicisi de artarak aktive
olurken, 48. saatte CD69+ un aktivasyon degerleri diismiis, CD25+ in ise

artmistir.

- CD3 yiizey antijeni oranlar1 0-2 yas aras1 artig gosterirken, daha sonra

yasla birlikte azalmigtir.

- Calismamizda hem klasik morfolojik yontem, hem de bu ydnteme
alternatif olabilecek akim sitometrik yontem kullanilarak saglikli bebek ve
cocuklarda lenfosit aktivasyonlari oOlgiildii ve iki ydntem birbiriyle
karsilastirildi. Sonugta her iki yonteminde kullanilabilecegi, akim sitometrik
yontemin daha hizli sonu¢ verdigi belirlendi. Bu calismanin standardize
edilebilmesi i¢in daha fazla 6rnekle yapilan daha kapsamli ¢calismalara ihtiyag

vardir.
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