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insan periferik kan lenfositlerinin Candida stellatoidea ve diğer candida türleri üzerindeki doğal sitotoksik etkileri bir koloni 
inhibisyon yöntemi ile incelendi. 20-40 yaşlar arasındaki sağlıklı erkek vericilerden elde edilen periferik kan mononükleer 
hücreleri C. stellatoidea maya formları ile 37°C'da 2 saat enkübe edildi. Enkübasyon sonunda maya koloni sayısı önemli 
ölçüde azaldı. Benzer deneylerde altı değişik Candida türü (C. albicans, C. stellatoidea, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, 
C. krusel, C. guillermondii) hedef hücre olarak kullanıldı. Kullanılan türün patojenitesine bağlı olarak antikandidiyal etkide 
İstatistiksel önemli bir fark gözlenmedi. Monositlerin ayrılması ile antikandidiyal etki ortadan kalkmadı. %5 otolog serum 
ilavesi sitotoksik etkiyi arttırdı. Doğal antikandidiyal etkiye sahip olan lenfosit alt grubunun fenotipik özelliklerini incelemek 
amacı ile anti CD 15 ve anti CD 16 monoklonal antikorları (MoAb) ve kompleman kullanıldı. Anti-CD 16 ve kompleman ön 
muamelesi ile antikandidiyal etkinin önemli ölçüde (%80) azaldığı ve dolayısıyla effektör aktivitenin çoğunun, Doğal 
Öldürücü (Natural Killer; NK) lenfositlerin de bulunduğu, CD 16+ hücre alt grubunda yer aldığı saptandı. 

Bu deneylerde görüldüğü gibi, NK hücreler Candida türlerine karşı doğal bağışıklıktan sorumlu hücreler arasındadır. Ayrıca, 
C. stellatoidea maya formlarının hedef, monositleri tüketilmiş periferal kan mononükleer hücrelerinin effektör hücreler 
olarak kullanıldığı bu yeni yöntem doğal sitotoksik aktivitenin saptanmasında kullanılabilir. 
[Türk Tıp Araştırma 1992; 10(5):253-258] 
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Doğa l hüc rese l s i to toks ik cevab ın bir parçası o lan doğa l 
ö ldü rücü (Natura l Ki l ler ; N K ) hücre ler , ö n c e d e n uyar ı ­
ma ge rek o lmaks ız ın t ümör hücre ler i i le v i rus la en fek te 
hücre le r i pa rça layab i l en , s i top lazma la r ındak i azurof i l ik 
granü l le r neden i y l e iri g ranü l lü lenfosi t ler (Large g r a n u -
lar l y m p h o c y t e s ; L G L ) o la rak da tan ım lanab i len lenfoid 
hücre lerd i r (1-4). 

N K h ü c r e l e r , g e r e k mor fo lo j ik g e r e k s e i ş l evse l 
aç ıdan d iğer lenfosi t alt g rup la r ından farkl ıdır. NK hüc­
reler in s a p t a n m a s ı iç in ha len tek ve özgü l bir yüzey 
an t i j en t a n ı m l a n a m a m ı ş t ı r . S o n y ı l l a r d a g e l i ş t i r i l e n 
m o n o k l o n a l ant ikor lar la sap tanma la r ı ko lay laşmışt ı r . Bu 
a m a ç l a en yayg ın o la rak ku l lanı lan ant ikor lar, IgG Fc 
resep tö rüne ( C D 1 6 ) özgü l ve i n s a n peri fer kan ındak i 
t ü m N K hücre le r ine bağ lanan anti C D 1 6 (5-8), H N K - 1 
ant i jenine bağ lanan anti CD 57 (9) ve K K H - 1 ant i jen ine 
bağ lanan anti C D 5 6 (10)'dur. 
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NK akt ivi tesi ilk k e z t ü m ö r hücre dizi ler i iç in tarif 
edi lmişt i r (2). B u n e d e n l e N K s i to toks is i tes i , g e n e l o l a ­
rak, t ü m ö r hüc re le r i n in bede f hüc re l e r ku l lan ı ld ığ ı 4 
saat l ik Cr51 sa l ın ım m e t o d u ile ö lçü lmek ted i r (1-3). Bu 
ça l ışmalar , hücre kü l türü y a p a b i l e c e k ve radyoakt i f m a ­
teryal i le ça l ışab i lecek tekn ik d o n a n ı m ve ye t işmiş per­
sone l bu lunan labora tuvar şar t lar ın ı gerekt i rmekted i r . 

S o n y ı l la rda, NK hücre le r in an t im ik rob iya l etki ler i 
a r a ş t ı r ı c ı l a r ı n d i k k a t i n i ç e k m i ş t i r . B a z ı a r a ş t ı r ı c ı l a r , 
değiş ik metod la r ku l lanarak NK hücre ler in çeşit l i m a n ­
tar tü r le r ine karş ı in v i vo ve in v i t ro etk i ler in i bi ld ir­
mişlerdir (11-14). 

Bu m a k a l e d e , kısıt l ı imkan lar ı o l an laboratuvar lar -
d a d a d o ğ a l s i to toks ik akt iv i te s a p t a n m a s ı n d a ku l la ­
nı lab i lecek bir kand id iya l ko loni i nh ib i syon yön tem i a n ­
latı lmaktadır. 

GEREÇ VE YÖNTEM 
Hedef hücre ler in hazır lanışı 

Bu ça l ı şma G.Ü.T .F . Mikrobiyo lo j i A n a b i l i m dalı k o l e k ­
s i y o n u n d a n a l ınan Candida susar ı hedef hüc re o larak 
ku l lan ı ld ı . Çeş i t l i m a y a s u ş l a r ı n ı n s tok kü l tü r l e r i nden 
kanl ı aga r bes i ye r ine tek ko lon i düşecek şek i lde ek im 
yapı ld ı . 24 saat l ik kü l tü rden bir k o l o n P 5 milil itre ster i l 
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s e r u m f izyoloj ik i ç inde homo jen süspans i yon e l d e ed i ­
l i nceye k a d a r kar ışt ı r ı ld ı . 1/2 o ran ında ser i d i lüsyon lar 
yap ı ld ı . S o n tüp te mil i l i t rede 4 x 1 0 3 canl ı m i k r o r g a n i z m a 
saptandı . 

Periferik kan lenfositlerinin elde edilmesi 

2 0 - 4 0 yaş aras ı sağl ık l ı ver ic i le rden a l ınan hepar in l i k a n 
örnekler i P B S ile 1:1 o ran ında su landı r ı larak F i co l l - l so -
p a q u e l e n f o s i t i z o l a s y o n s o l ü s y o n u ( H i s t o p a q u e ^ 
1077 , S i g m a C h e m . C o m p a n y , S t . L o u i s , M o , U S A ) Ü -
ze r i ne i lave ed i ld i . 15 d a k i k a 2 0 0 0 dev i rde sant r i fü je 
ed i ld i . O l u ş a n mononük lee r hücre tabakas ı pas tör p ipe­
t i i le a l ınarak üç k e z P B S ile y ıkand ı ve R P M I 1 6 4 0 
bes iyer i (Ce l l R a i s e r s ( R ) , F l o w L a b , U M ) ile karışt ı r ı la­
rak ver ic i s e r u m u ile kap lanmış petri ku tusuna yay ı ld ı . 
3 7 ° C , t a iki saa t e n k ü b a s y o n d a n s o n r a petri ku tusu y ü ­
z e y i n e y a p ı ş m a y a n hücre ler , steril şar t larda, pastör p i ­
peti ile top landı ve R P M I 1640 ile bir k e z y ı kand ı . Bu 
hüc re le rden y a y m a préparâ t yapı l ıp G i e m s a ile b o y a n ­
d ı ğ ı n d a monos i t l e r i n o ran ı % 5 - 1 0 ' d a n a z d ı . E f fek tö r 
hücre le r ku l l an ı lmadan önce t rypan mav i s i (%0.2'l ik) i le 
v iabi l i té tayin i yap ı ld ı . T ü m deney le rde ö lü hücre sayıs ı 
% 1 ' d e n azd ı . 

E f f e k t ö r h ü c r e l e r i n monok lona l antikorlarla mua­
mele edi lmesi 

B u b a s a m a k t a anti C D 1 6 (an t iLeu l lb - lgG F c reseptö­
rü), anti CD 15 (anti L e u MI - i n s a n m y e l o m o n o s i t e r 
hüc re anti jeni) m o n o k l o n a l ant ikor lar ı (Bec ton D i c k i n s o n 
Immunocy tomet ry S y s t e m s , Moun ta in V i e w , C a , U S A ) 
ve yav ru tavşan k o m p l e m a n ı (H.Ü.T.F . , C e r r a h i Araşt ı r ­
ma M e r k e z i ta ra f ından sağlanmışt ı r ) ku l lanı ld ı . 

Lenfos i t ler g rup la ra ayr ı larak değiş ik gruplar : 

1 . R P M I 1 6 4 0 bes iyer i (kontrol) 

2 . K o m p l e m a n 

3 . Ant i C D 1 6 

4 . Ant i CD 16 + k o m p l e m a n 

5 . Ant i CD 15 + k o m p l e m a n 

6. An t i CD 16 + a n t i - C D 15 + k o m p l e m a n 
ile üret ici f i rmanın öner i le r ine bağl ı ka la rak m u a m e l e ed i l ­
d i . İş lemin s o n u n d a lenfosi t ler R P M I 1640 ile üç k e z 

Tablo 1 . D ö r t d e ğ i ş i k v e r i c i d e n a l ı n a n l e n f o s i t l e r i n 
değ işen e f fek tör :hedef o ran la r ında m a y a hücre le r ine karşı 
an t ikand id iya l indeks le r i ( O r t a l a m a i s t a n d a r t s a p m a , n=4) 

Verici %Sitotoksisite 
No E.H* 10:1 30:1 100:1 

1 8.0+5.6 13.0+4.8 35.0±7.4 63.0+7.8 
2 11.4±6.5 23.2+6.2 40.0±5.5 65.8±5.9 
3 11.5±5.8 24.5±5.2 37.1 ±4.8 46.5±6.4 
4 8.3+4.7 23.0±4.5 35.3±3.2 58.0±5.6 

Ortalama 
±SD 8.8±1.9 20.9±5.3 36.8±2.4 58.3+8.6 

*:Effektör:Hedef oranı 
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y ıkanarak ko loni i nh ib i syonu d e n e y i n d e ef fektör hücre ler 
o larak kul lanı ldı . 

Sitotoksisite deneyi (Koloni inhibisyon deneyi) 

Hedef (H) o la rak ku l lanı lan hücre le r i e f fektör (E) hüc re ­
ler le değiş ik hedef : e f fektör hüc re o ran la r ında 3 7 ° C ' d a 
iki saa t (değşik l ik ler bel ir t i lmişt ir) e n k ü b e edi ld i . Enkü -
b a s y o n u n s o n u n d a her tüp ten kanl ı a g a r plaklarına 
(dö rde r p lak) 2 5 ' e r mik ro l i t re e k i m y a p ı l d ı . Kü l tü r le r 
3 7 ° C ' d a 4 8 s a a t e n k ü b e e d i l d i k t e n s o n r a , ko l on i l e r 
sayı ld ı ve ko loni say ıs ındak i a z a l m a yüzdes i An t i kand i ­
d iya l İndeks (AKİ) o la rak aşağ ıdak i fo rmü l ya rd ımıy la 
hesaplandı . 

D e n e y t üpündek i ko loni sayıs ı 
A K İ = ( 1 — ) x 1 0 0 

Kontro l t üpündek i ko loni sayısı 

S i to toks is i te d e n e y i n e g e ç i l m e d e n ö n c e C a n d i d a 
süspans i yonundan 4 ayr ı p l ağa 25 u l e k i m yapı ld ı . Bu 
ek im s o n u c u o luşan ko lon i sayıs ı (KC-ı) hedef : ef fektör 
oran lar ın ın y e n i d e n d ü z e n l e n m e s i iç in ku l lanı ld ı . S i t o ­
toks is i te d e n e y i e s n a s ı n d a % 5 o to log s e r u m i ç e r e n 
(değiş ik l ik ler bel i r t i lmişt i r ) R P M I 1 6 4 0 bes iye r i i l e ; e n ­
kübe ed i len hedef hücre ler (KC2)'de An t i kand id i ya l İn ­
d e k s h e s a p l a n m a s ı n d a kontrol o la rak ku l lanı ld ı . 

Bütün deney le r en az dör t k e z değ iş ik k iş i lerden 
e lde ed i len lenfosi t ler le tek ra r land ı . 

İstat ist iksel Testler 

Sonuç la r o r t a l a m a ± s tandar t s a p m a o la rak bi ldir i ldi . 
Bu lgu lar ın değer lend i r i lmes inde M a n n - W h i t n e y U testi 
kul lanı ldı (15). 

BULGULAR 
I. Değ işen Hedef: Ef fektör h ü c r e o ran la r ında 
antikandidiyal etki 

Monos i t le r i ayr ı lmış e f fektör hüc re g rubu ve hede f C . 
stellatoidea m a y a hücre ler i , hedef ef fektör hüc re oranı 
1:3, 1:10, 1:30, 1:100 o l a c a k şek i lde karşı laşt ı r ı ld ı . Bu 
o ran la ra karşı l ık g e l e n A K İ k iş iden k iş iye d e ğ i ş m e k l e 
birlikte o r t a l ama 9.8+1.3, 20 .8±5 .4 , 36 .8±2 .4 , 58 .3±8 .6 
idi. Effektör hüc re sayıs ı ar t t ıkça an t ikand id iya l etki de 
ar tmaktaydı (Tablo 1 ve Şek i l 1). 

Şekil 1. Değşen hedef:effektör oranlarında AKİ (dikey çizgiler 
±Standart sapma). 

Türk Tıp Araştırma 1992; 10 (5) 
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Tablo 2 . Çeş i t l i Hedef :E f fek tö r o ran lar ında değ işen e n k ü b a s y o n süreler in in A K İ üzer ine etk is i 

% Sitotoksisite 

Deney İM 4.st 8.st 
No H:E 1:5 1:15 1:25 1:5 1:15 l:25 1:5 1:15 1:25 

1 10.0 15.0 24.0 40.5 49.0 55.5 52.5 62.5 74.0 

2 16.0 23.0 35.6 32.0 44.0 55.0 52.2 52.2 55.0 

3 5.0 14.0 26.0 50.0 58.0 66.0 64.0 64.0 72.5 

4 7.0 11.0 19.5 26.5 32.5 38.0 45.0 45.0 48.0 

Ortalama 9.5 15.5 26.2 37.2 45.9 53.6 48.8 56.0 62.5 
+ + + + + ± + + + 

St.Sapma 4.8 5.1 6.7 6.7 10.6 4.4 4.4 8.9 12.9 

3. grup - Monos i t l e r c a m a y a p ı ş m a özel l ik ler i i le 
ayr ı ld ık tan s o n r a e lde ed i len ef fektör hücre le r (L). 

4 . g rup - Monos i t le r i ayr ı lmış hücre le re %5 oto log 
s e r u m i lavesi i le e l d e ed i len ef fektör hücre le r (L+S). 

Bu 4 ayrı hüc re g rubu C. stellatoidea m a y a hüc­
reler i i le 1:5 ve 1:25 H : E o ran la r ında 2 saa t 3 7 ° C ' d a 
enkübe ed i lerek A K İ i nce lend i . Mononük lee r hücre top­
lu luğu monos i t le r a y r ı l m a d a n ku l lan ı ld ığ ında (M), 15:1 
E : H o r a n ı n d a o r t a l a m a % 1 4 . 5 ± 2 . 5 o l a n (L) A K İ ' n i n 
%37 .8±6 .4 'e ç ık t ığ ı g ö z l e n d i (p<0.05) . O r t a l a m a % 5 
o ran ında oto log s e r u m i laves i monos i t l i g rubun an t i kan-
d i d i y a l a k t i v i t e s i n i ö n e m l i ö l ç ü d e a r t t ı r d ı (p<0 .05 ) . 
Monos i t le r i ayr ı lmış g rup ta s e r u m u n bu etkis i d a h a az 
o r a n d a idi (p>0.05) (Şeki l 3) . 

Şekil 2. AKİ ve süre ilişkisi (H:E 1:15, 4 değişik deneyin ortala­
ma sonuçları gösterilmiştir; dikey çizgilertstandârt hatayı göster­
mektedir. 

II. E n k ü b a s y o n süres in in antikandidiyal indeks üze ­
rine etkisi 

Dört farkl ı ve r i c i den a l ınan ef fektör hücre le r ve C. stel­
latoidea m a y a hücre le r i 1:5 ve 1:15 H : E o ran la r ında 1, 
4 ve 8 saa t e n k ü b e ed i le rek s i to toks ik aktivite i n ce l en ­
di (Tab lo 2). 

An t i kand id i ya l akt iv i tenin NK özel l ik ler i ile uyum lu 
o larak 1. saat te baş lad ığ ı ve yak laş ık 4. saat te m a k s i -
mal o l duğu göz lend i (Şeki l 2) . 

III. Monosit lerin ve otolog serumun antikandidiyal 
aktiviteye etkisi 

Monos i t l e r ve oto log s e r u m i laves in in AKİ üzer ine etk i ­
s in in gös te r i lmes i amac ı ile dört değ iş ik ef fektör hüc re 
grubu ku l lanı ld ı . 

1. g rup - F i c o l l - l s o p a q u e kar ış ımı ile izo le ed i len 
mononük lee r hücre le r in , monos i t l e r o r tamdan uzak laş t ı ­
r ı lmadan kul lanı ld ığı g rup (M). 

2 . g rup - Monos i t l e r i ay r ı lmamış hüc re g r u b u n a 
%5 o to log s e r u m i laves i i le e lde ed i len ef fektör hüc re 
grubu (M+S) . 

Şekil 3. Monosit ve otolog serum ilavesinin AKİ üzerine etkisi 
(Dört deneyin ortalama değerleri gösterilmiştir, dikey çizgi ler i 
Sandart hatayı göstermektedir). 

Türk J Med Res 1992; 10 (5) 
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Tablo 3. Değişik Candida tür ler ine karşı AKİ 'n in o r t a l ama 

değer ler i ( H : E 1:15, * : ±SD 

Candida alt türleri A K İ 

C. albicans 
C.stellatoldea 
C.tropicalis 
C.pseudotropicalis 
C.krusei 
C.guıllermondii 

28.7±5.4* 
29.9+6.7* 
28.6±5.6* 
29.4±7.5 
32.2+7.2* 
32.1 ±6.0* 

Şekil 4. Değişik Candida türleri ve AKİ (n=7, H:E 1:15). 

IV. Değ iş ik Candida Alt tür ler i ve AKİ 

Y e d i ayrı d e n e y yapı la rak , ef tektör hücre ler in 6 değ iş ik 
Candida a l t türü (C. stellatoidea, C. albicans, C. tropica­
lis, C. pseudotropialis, C. krusei, C. guillermondii) üze ­
r indek i s i to toks ik akt iv i te ler i i nce lend i . T a b l o 3 'de bu 
deney le r in 1:15 H : E oran ındak i o r t a l ama sonuç lar ı g ö s ­
ter i lmişt i r . 

1:15 hedef :e f fek tör o ran ında değ iş ik C a n d i d a tür­
ler ine karşı AK İ ' de istat ist iksel o larak an laml ı bir fark 
bu lunmad ı (Şeki l 4). 

V. Monoklonal Antikor ve Kompleman U y g u l a m a s ı ­
nın Antikandidiyal İ n d e k s Üzer ine Etkisi 

Ant ikand id iya l akt iv i tesi gös te ren ef fektör hücre ler in im-
müno feno t ip i k özel l ik ler in in i n c e l e n m e s i a m a c ı ile anti 

C D 16, anti C D 1 5 m o n o k l o n a l ant ikor lar ı v e komp le ­
m a n kul lanı ld ı . 

Ant i CD 16 + k o m p l e m a n u y g u l a n a n grupta A K İ ­
'n in % 8 0 , Ant i CD 16 + An t i CD 15 + k o m p l e m a n uy­
g u l a n a n g rup ta i s e % 9 6 a z a l d ı ğ ı s a p t a n d ı (p<0.05) 
(Tablo 4, Şeki l 5). 

S a d e c e anti C D 1 6 v e y a s a d e c e k o m p l e m a n uy­
g u l a n a n grup ta kont ro le g ö r e A K İ ' d e a z a l m a s a p t a n ­
m a d ı . H a t t a s a d e c e k o m p l e m a n k u l l a n ı l a n g r u p t a 
AKİ 'de %5 o ran ında bir ar t ış sap tand ı ( H : E 1:20). 

M o n o k l o n a l an t i ko r la r v e k o m p l e m a n ı n e f fek tö r 
hüc re say ıs ına etki ler i i se T a b l o 5 'de göster i ld i . 

TARTIŞMA 
S o n yı l lara k a d a r bakter iye l , mikot ik, paraz i te r en feks i ­
yon la ra karşı doğa l hüc rese l d i renç d e n i n c e a k l a ge len 
po l imo r f onük lee r lökos i t v e m o n o s i t / m a k r o f a j s i s t e m i 
hücreler i idi. Yak laş ık s o n 10 yıldır, sağl ık l ı b i rey le rden 
e lde ed i len lenfosi t ler in ö c e d e n u y a r ı m a gerek o l m a k s ı ­
zın tümör hücre ler i i le v i rus la en fek te hücre le r gibi bazı 
hedef ler i parça layab i ld iğ i b i l inmektedi r . Bu doğa l si totok­
sik akt iv i teden so rum lu hücre le r doğa l ö ldü rücü (Natura l 
k i l ler : N K ) len fos i t l e rd i r . G ü n ü m ü z d e N K h ü c r e l e r i n 
ant imikrobiya l akt ivi teleri araşt ı r ıc ı lar ın dikkat ini çekmek ­
tedir. 

Çeşi t l i hasta l ık lara v e y a immünosup res i f a janlar ın 
ku l lan ımına bağl ı immünye tmez l i k du rum la r ında (örneğin : 
t r a n s p l a n t a s y o n l a r ) h ü c r e s e l b a ğ ı ş ı k y a n ı t t a y e r a l a n 
d iğe r hüc re le r i le b i r l ik te NK ak t i v i t es in in de b a s k ı -
lanması bu has ta la rdak i ö l ümcü l en feks i yon la rdan s o ­
rumlu olabi l i r (20). Lenfos i t le r in , Cryptococcus neofor-
mans, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brazilen-
sis gibi f ungus la ra karşı doğa l s i to toks ik akt iv i tes i , d a h a 
önce , in v ivo ve in vi tro o la rak göster i lmiş t i r (11-14) . 

K a n d i d i y a z i s e karşı i m m ü n s i s tem i no rma l v e y a 
bask ı lanmış o lan konakç ı s a v u n m a s ı n d a d a doğa l m e ­
kan izmalar ı çok öneml id i r . Bu ça l ı şman ın a m a c ı , per i fe-
rik kan lenfos i t le r in in d o ğ a l bir an t i kand id i ya l etk i ler i 
o lup o l m a d ı ğ ı n ı i n c e l e m e k v e böy le l i k l e len fos i t le r in 
doğa l s i totoksik cevab ın ın ö l çü lmes inde ku l lanı lab i lecek 
basi t ve yen i bir y ö n t e m tar i f lemek idi . 

Hede f o larak ku l lanı lan C. stellatoidea m a y a hüc­
relerinin lenfos i t le r ile e n k ü b a s y o n u s o n u c u koloni say ı -

Tablo 4 . M o n o k l o n a l ant ikor lar ve k o m p l e m a n ı n ant ikandid iya l indeks üzer ine etk is i 

A K İ 
Gruplar H:E 1:5 1:20 1:25 

Kontrol 26.75±3.2* 43.50±6.4 49.0±9.9 
Kompleman (Ce) 27.25±2.5(—) 45.50±2.5 (—) 51.5±9.2(—) 
Anti-CD 16 25.75±6.0 (3.8) 43.50±6.4 (—) 49.5±10.6(—) 
Ant i -CD 15+ Ce 20.60±2.0 (22.9) 36.50±6.0(16) 41.5±9.2(15.3) 
A n t i - C D 1 6 + C e 3.80±0.4 (86) 9.00±1.4 (79.3) 10.7+2.0(78.2) 
A n t i - C D 16 + 
anti-CD 15+Ce —8.50±2.1 (13) 1.60±1.8 (96.3) 5.0±3.0 (89.7) 

* : AKİ değerleri ortalama + Standart Sapma (SD) olarak belirtilmiştir 
( ): Kontrol AKİ 'ne göre baskılanma yüzdesi. 
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Şekil 5. Monoklonal antikorlar ve komplemanın AKİ üzerine et­
kisi. 

Tablo 5 . M o n o k l o n a l ant ikor lar ve k o m p l e m a n ı n ef fektör 

hüc re say ıs ına etki ler i 

Gruplar Kontrole göre % sayı azalması 

A n t i - C D 1 6 + C 11.1 
A n t i - C D 1 6 + C ' 3.2 
Anti - CD 16 + Ant i -CD 15+C 12.3 
Anti-CD 16 4.1 
Kompleman (C) 0.0 

sının öneml i ö l çüde aza ld ığ ı görü ldü . Bu etki hedef :ef-
fektör hüc re oranlar ı ve e n k ü b a s y o n süres ine bağ ı 
id i . Y a p ı ş m a öze l l iğ i o l a n hüc re le r i n d e n e y e i l a v e s i , 
m u h t e m e l e n bu hücre ler in fagos i toz etkis i i le an t i kand i -
d iya l etk iy i a r t t ı rd ı . N K hücre le r d e k las ik o la rak y a ­
p ı ş m a özel l iğ i o l m a y a n hücre ler o larak tan ımlan ı r la rsa 
d a , F reund l i ch ve a rkadaş la r ı , p l a z m a ve jelat in ile k a ­
plı yüzey le re y a p ı ş m a özel l ik ler i i le ayr ı lmış hücre po -
p ü l a s y o n u n d a K 5 6 2 er i t ro lökemik hücre d i z i s i ne karşı 
yüksek N K akt iv i tesi sap tamış la r v e bunun y ü z e y e y a ­
p ı ş m a özel l iğ i gös te ren hücre ler a ras ındak i B 7 3 . 1 + ( Leu 
1 1 c + ) NK hüc re le rden ileri geld iğ in i göstermiş lerd i r (21). 
İ lg inç bir öze l l ik de bu hücre p repara t ında kon tam inan 
o larak bu lunan lenfosi t ler in periferik kan ile karşı laşt ı r ı l ­
d ığ ında , N K ' l a r d a n özel l ik le z e n g i n o lmalar ıd ı r (21). D o ­
layısıy la, y ü z e y y a p ı ş m a özel l iğ i o l an mononük lee r hüc­
reler in ay r ı lmas ı i ş leminde bu hücre g rubunun da or­
t a m d a n uzak laşt ı r ı ld ığ ı ve tüke t im iş leminin ka ld ı r ı lması 
ile bu g rubun ef fektör hücre le re i lavesi ile s i to toks ik ak-
t iv i tede bir ar t ış o lmas ı da düşünüleb i l i r . 

S e r u m i laves in in gene l o larak ef fektör hücre ler in 
ant imikrob iya l akt iv i tesin i artt ırıcı etk is i vardı r . Bu ç a ­
l ı şmada d a % 5 o to log s e r u m i l aves in in öze l l i k le y a ­
p ı ş m a özel l iğ i o l an hücre ler in ayr ı lmadığ ı g rup ta an t i kan-
d id iya l akt iv i teyi art t ı rdığı sap tand ı . Bu o p s o n i z a s y o n u n , 
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fagos i tozu arttırıcı e tk is ine bağlanabi l i r . Ç ü n k ü , no rma l 
f lo ranın bir üyes i o lan C a n d i d a l a r a karşı i n s a n s e r u ­
m u n d a bel l i bir ant ikor cevab ı o lmas ı bek lenebi l i r . B u n a 
karşılık,, monos i t le r i ayr ı lmış g rup ta s e r u m u n si totoksik 
a k t i v i t e y i a r t t ı r ı c ı e t k i s i i s t a t i s t i k s e l a ç ı d a n ö n e m 
taş ımıyo rdu . Bu bulgular , lenfosi t an t ikand id iya l akt ivi te-
s inde o s p o n i z a s y o n a g e r e k o lmad ığ ın ı gös te rmekted i r . 

Farkl ı Candida tür ler i hede f o la rak ku l lanı ld ığ ında 
e lde ed i len A K İ değer le r in in birbir ine çok yak ın o lmas ı , 
tür ler in pa to jen l iğ i i le an t i kand id i ya l akt iv i te a r a s ı n d a 
öneml i bir bağınt ı o lmad ığ ın ı gös te rmek ted i r . A n c a k b u ­
r a d a ku l lanı lan t ü m suş la r ın kl inik ö rnek le rden (idrar, 
k a n , y a r a kültürü) soyut landığ ın ı be l i r tmek öneml i o lab i ­
lir. 

Doğıal an t ikand id iya l akt iv i teyi gös te ren lenfosi t ler in 
fenot ipik özel l ik ler in i i n c e l e m e k a m a c ı ile anti CD 15 
( insan m y e l o m o n o s i t i k h ü c r e ant i jen i ( C D 1 5 ) ' e karşı 
M o Ab) , anti CD 16 ( IgG Fc resep tö rüne ( C D 1 6 ) karşı 
m o n o k l o n a l A b ) v e k o m p l e m a n k u l l a n ı l d ı . 1 :20 h e -
def: ef fektör o ran ında , anti L e u 11b ve k o m p l e m a n uy­
gu lamas ı i le, an t ikand id iya l aki tv i tenin % 8 0 , anti CD 15 
+ ant i C D 1 6 v e k o m p l a m a n k u l l a n ı l m a s ı i le % 9 6 
düş tüğü sap tand ı . Bu bu lgu lar , doğa l an t ikand id iya l akt i -
v i tenin, e s a s o larak, C D 1 6 + lenfosi t alt g r u b u n d a ye -
raldığını gös te rmekted i r . Bi l indiği g ib i , NK hücre ler de 
C D 1 6 + hücre lerd i r . Doğa l an t i kand id iya l etk in in % 1 5 
kadar ın ın C D 1 5 + hüc re le r ta ra f ından gerçekleşt i r i ld iğ i 
görü lmekted i r . B u , F i c o l l - l s o p a q u e d e n s i t e san t r i füga-
s y o n me todu ile haz ı r l anan ef fektör hü re top lu luğundak i 
monos i t k o n t a m i n a s y o n u ve fagosi t ik aktivite neden iy le 
olabi l i r . Ay r ı ca , bazı NK ' la r ın monos i t /mak ro fa j hüc re 
yüzey özel l ik ler i t a ş ı m a s ı n a da bağl ı olabi l i r ve bu g ü ­
n ü m ü z d e pekçok araştır ıcı ta ra f ından tar t ış ı lan bir ko ­
nudur (1,21). 

L i teratürde NK akt iv i tes in in s a p t a n m a s ı a m a c ı ile 
çeşit l i yön temle r bi ldir i lmişt ir . B a c c a r i n i ve arkadaş lar ı 
1 9 8 5 ' d e b e n z e r d e n e y l e r y a p m ı ş l a r v e C . albicans 
m a y a ve hif f o rm la r ın ı hede f o la rak ku l land ık la r ı bir 
C r 5 1 sa l ım ın y ö n t e m i t a r i f l em iş le rd i r (12) . A n c a k b u 
yön tem de d iğer radyoakt i f yön temle r in dezavanta j la r ına 
sahipt ir . 

Bu m a k a l e d e tarif ed i len ko lon i inh ib isyon yön tem i 
i se , kısıtlı labora tuvar şar t la r ında lenfosi t doğa l s i to toks i -
s i tes in in ö l çü lmes inde ku l lanı lab i lecek basi t ve u c u z bir 
yöntemdir . 

Assesment of natural cell-mediated 
cytotoxicity by us ing Candida spec ies 

The natural cytotoxic effects of human peripheral 
blood lymphocytes (PBL) on Candida stellatoidea 
and other Candida species were examined by a 
colony forming unit inhibition assay. Peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) obtained from 
healthy male donors, aged 20 to 40 years, were 
incubated with C. stelatoidea yeast forms for two 
hours at 37°C. After the incubation period the 
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number of the yeast colonies was significantly re­
duced. In similar experiments six different Candi­
da species (C. albicans, C. krusei, C. stellatoidea, 
C. tropicalis.C. pseudotropicalis, C. guillermondii) 
were used as target cells. There was no statistical­
ly significant difference among the anticandidial 
activities according to the pathogenicity of the 
yeast species used. The anticandidial effect of 
PBMC did nod diminish after monocyte depletion 
and addition of 5% autologous serum enhanced 
the cytotoxic activity. In order to show the pheno-
typic characteristics of the lymphocytes that had 
the natural anticandidial activity anti CD 15 and 
anti CD 16 monoclonal antibodies (MoAb) plus 
complement, were used. It was observed that the 
anticandidial activity was significantly (80%) redu­
ced with anti CD 16 plus complement pretreat-
ment and the effector cells are among the CD 16+ 
lymphocyte subpopulation which also includes 
Natural Kilter (NK) cells. Besides the fact that NK 
cells are among the cells responsible for natural 
immunity againts Candida species, this new assay 
performed with C. stellatoidea yeast forms as tar­
get and monocyte depleted PMBC as effector 
cells.can be used for detection of natural cytotoxi­
city. [Turk J Med Res 1992; 10(5):253-258] 

Key W o r d s : Natural cell-mediated cytotoxicity, Natural 
killer cells, Colony forming unit inhibition 
assay 
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