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Bu çalışmada, Doğal Antikandidiyal indeks yöntemi kullanılarak, stafilokokkal enterotoksin B (SEB) ve Serratia marces-
cens lipopolisakkaritinin (LPS) lenfosit doğal sitotoksisitesini arttırdığı saptandı. Monoklonal antikorlar ve kompleman 
uygulaması SEB'in uyarıcı etkisini baskıladı. 

Bu bakteriye! ürünlerden toksin özelliği taşımayan fakat aynı immünolojik özelliklerde preparatların geliştirilmesi ve bu 
preparatın klinik immünoterapide kullanılması, hem antitümoral hem de antimikrobiyal tedavide önemli rol oynayacaktır. 
[Türk Tıp Araştırma 1992; 10(5):245-252] 
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Doğa l Ö ldü rücü (Natura l Ki l ler; NK) hücre ler , 1 9 7 2 - 7 3 
y ı l la r ında t an ım lanma la r ı ndan i t ibaren, pr imer ve me tas -
tatik k a n s e r l e r e karşı d i renç te oynadık lar ı rol i le dikkat i 
ç e k m i ş h ü c r e l e r d i r (1 ) . S o n y ı l l a r d a y a p ı l a n b a z ı 
a raş t ı rma la rda , kanse r l i fa re le rde N K akt iv i tesinin b a s -
kı landığı gös ter i lm iş ve k a n s e r tedav is inde çeşit l i uyar ıc ı 
a jan lar ku l lan ı la rak , NK akt iv i tes in in art t ı r ı lması a m a ç ­
lanmışt ı r (2,3). 

Bak te r i ye l I m m ü n uyarıcı lar da k a n s e r t edav i s inde ­
k i po tans i ye l yer ler i i le dikkat çekmek ted i r (2,3). Ad ju -
vant e tk is i b i ld i r i lmiş bazı bakter iye l a jan lar a ras ında , 
bakter i d u v a r ürünler i , endotoks in le r , g r a m (+) mikroor­
gan i zma la r ın g l ikoprote in ler i ve ekzo toks in le r i sayı labi l i r 
(3). Bak te r i ye l ad juvan t la r ın özel l ik le T lenfos i t le rden in-
ter feron ( IFN) yap ımı ve makro fa j la r ı uyararak özgü l o l ­
m a y a n d i renc i art t ı rdığı öne sürü lmekted i r (2-7). 

G r a m negai t f bakter i duva r ü rün le r inden o lan l ipo-
pol isakkar i t ler in ( L P S ) in v ivo ve in vitro o larak çeşit l i 
biyoloj ik etki ler i vardır . Bun la rdan bir k ı smı , bu bakter i ­
ler le e n f e k s i y o n s ı r as ında k o n a k ç ı d a gö rü len bir d iz i 
patoloj ik o l a y d a n ha t ta ö l ü m d e n so rum ludu r . P e k ç o k 
hüc re y ü z e y i n d e L P S resep tö r l e r i n in var l ığ ı gös te r i l ­
mişt i r (8). B u n l a r a ras ında lenfosi t ler , mas t hücre le r i , 
makro fa j la r sayı labi l i r . G e r e k hüc re le re direkt etk i ler i , 
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g e r e k s e s t imü lasyon s o n u c u sa l ınan IL-1, IL-8, T N F a , 
IFNa.p .y gibi s i totokin ler in etki ler i s o n u c u , l i popo l i sakka -
ritler kuvvet l i i m m ü n düzen ley ic i a jan lar o larak ka rş ım ı ­
za çıkar lar (9-15). 

Etki leri a ras ında B ve T hücre ler i için mitojenik et­
k i (16,17), s i to toks ik T hücre le r i , NK hücre ler , makro fa j 
ve Kupp fe r hücre ler in in s i to toks ik akt iv i te ler ini ar t t ı rması 
sayı labi l i r (18,19) . L P S , nötrof i l g ö ç ü n ü kuvvet le uyar ı r 
(9,20). An t ikor sen tez i iç in güç lü ad juvant etkis i vardır . 
L ipopol isakkar i t le r in an t i tümora l etki ler i de e s k i d e n beri 
b i l inmektedir . Bu etki : 

1 . L P S ' e bağl ı hemora j ik nek roz , 

2 . inter lökin ler , interferonlar, T N F a . p gibi çözünür 
mediatör ler in sa l ın ımı , 

3 . N K v e makro fa j s i to toks is i tes in in uya r ı lmas ı , 
. . g ib i fak tö r le re bağlanabi l i r (13). 

G r a m negatif bakter i ler in 0 .2 N ase t i k as i t va r l ığ ın ­
da hidrol iz i i le e lde ed i l en W h i t e tipi po l isakkar i t , intakt 
l ipopol isakkar i t in h i d ro l i zasyonu ile e lde ed i len L ip id A 
v e toks ik o l m a y a n po l i sakkar i t l e r in d e , L P S etk is i i le 
uyumlu immüno lo j i k akt iv i teye s a h i p o l duğu bi ld i r i lmek­
t e d i r ( 1 3 , 2 1 - 2 4 ) . B u n l a r d a n m o n o f o s f o l i p i d A 
( M P L ( R ) ) ' n ı n kl inik d e n e y l e r d e kul lanı lmasına baş lan ­
mışt ı r (23). 

S ta f i l okokka l en te ro toks in le r ( S E ) i nsan la rdak i b e ­
s i n z e h i r l e n m e s i o lgu la r ın ın ç o ğ u n d a n so rum ludu r l a r . 
B u n u n yan ında , b i l inen en kuvvet l i T hüc re mi to jenler i -
d i r (7,25). Bu n e d e n l e süpe ran t i j en o la rak ad land ı r ı l ­
maktadı r la r (7,25). Bu en tero toks in le r , çeşit l i S t a p h y l o ­
c o c c u s suş la r ından sa l ı nan , yap ı o la rak benze r , fakat 
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seroloj ik o la rak farklı bir g rup proteindir . A, B, C, D, E 
o larak beş alt g rup mevcut tur (26). Önce le r i S ta f i lokok-
kal prote in A iç in bi ldir i len mitojenlk etkinin preparat la r -
d a k o n t a m i n e o la rak bu lunan S E A v e S E B ' d e n kay ­
nak land ığ ı bu lunmuş tu r (7,27). SEA 'n ın NK hücre akt iv i -
tes in i , y i ne S E A ve S E B ' n i n değiş ik T hücre k lon lar ın ın 
akt iv i tesini ar t t ı rdığı bi ldir i lmişt ir (25,28) . S E ' l e r i n mitoje-
nik ve s t imulator etk i ler in in o r taya ç ıkab i lmes i iç in M H C 
C l a s s I I ant i jenler i taş ıyan a k s e s u a r v e y a hedef hüc re 
var l ığı g e r e k m e k t e d i r (7,27). S ta f i lokokka l en te ro toks in -
ler, i n s a n m o n o n ü k l e e r hüc re le r inden , IL -1 , IL-2, I F N 
sen tez in i uyar ı r lar (25,29) . 

S ta f i l okokka l en te ro toks in le r in in v i vo etk i ler i i se 
d a h a değ iş i k t i r . I n v i vo SE u y g u l a m a s ı po l i k l ona l T 
hücre ak t i vasyonu y a p m a k t a , dolayısıy la hücrese l ve 
humora l i m m ü n c e v a p t a bask ı l anma görü lmek ted i r (28). 

Bu ç a l ı ş m a d a , f ı rsatç ı bir pa to jen o lan Candida 
m a y a hücre le r i üze r inde gel işt i r i len Doğa) An t i kand id i ya l 
İndeks y ö n t e m i (30) ku l lanı larak, Serratia marcescens 
l i popo l i sakka r i t i v e S t a f i k l o k o k k a l E n t e r o t o k s i n B 'n in 
doğa l hüc rese l s i to toks is i te üzer ine etkis i ince lenmişt i r . 
Bu a jan lar ın etk i led iğ i lenfosi t alt g rubu ve i m m ü n uya r ı ­
c ı o la rak doğa l hücrese l ant imikrob iya l d i renç aç ıs ından 
oynayab i l ecek le r i rol araştır ı lmışt ır . 

GEREÇ VE YÖNTEM 
Effektör hücre le r in haz ı r lanış ı : 2 0 - 4 0 yaş aras ı sağl ık­
l ı b i rey le rden a l ınan hepar in l i kan örnek ler i P B S ile 1:1 
o r a n ı n d a s u l a n d ı r ı l a r a k len fos 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 ( R ) 1077 ( S i g m a C h e m . C o m p a n y , S t Lou i s , 
M o , U S A ) üzer ine i lave edi ldi 2 0 0 0 dev i rde 1 5 d a k i k a 
san t r i f ü j e ed i l d i k t en s o n r a i n t e r f azdak i m o n o n ü k l e e r 
hücre ler a l ınarak , P B S ile ü ç k e z y ıkand ı . Monos i t le r in 
tüke t i lmes i a m a c ı ile ver ic i s e r u m u ile kap lanmış petri 
ku tu la r ına yay ı ld ı . 3 7 ° C ' d a 2 s a a t e n k ü b e ed i l d i k ten 
s o n r a y ü z e y e y a p ı ş m a y a n h ü c r e l e r ( P B L ) t o p l a n d ı . 
R P M I 1 6 4 0 hüc re kül tür bes iyer i (Ce l l R a i s e r s ™ F l o w 
L a b , U K ) i le iki k e z y ı k a n d ı . Hüc re le r t r ypan m a v i s i 
(%0.2'l ik) i le T h o m a lamında say ı ld ı . İs teni len hedef .ef -
fek tör o ran ındak i ef fektör hüc re sayıs ı R P M I 1640 b e ­
siyer i i l aves i i le aya r l and ı . İlgili d e n e y b a s a m a ğ ı n a göre 
bakter i ürün ler i i le v e y a s a d e c e R P M I 1640 bes iye r i i le 
m u a m e l e ed i ld ik ten s o n r a s i totoksis i te d e n e y i n d e ku l la ­
nıldı.. 

Hedef h ü c r e l e r i n haz ı r lan ış ı : G . Ü . T . F . M ik rob iyo lo j i 
A n a b i l i m Dalı ko l l e ks i yonundan a l ınan C. stellatoidea 
s u ş u , kan l ı a ğ a r a tek ko lon i d ü ş e c e k şek i l de p a s a j 
ed i ld i . 24 saat l ik kü l tü rden 1 ko lon i a l ınarak ster i l s e ­
rum f izyo lo j ik i ç inde s ü s p a n s i y o n ve ser i d i l üsyon la r 
yap ı ld ı . S o n tüp te mil i l i t rede 4 0 0 0 canl ı m i k r o o r g a n i z m a 
sap tand ı . 

Sitotoksisi te Deneyi : H e d e f (H) o l a r a k k u l l a n ı l a n 
m a y a hücre le r i , e f fektör (E) hücre ler le 1:5 ve 1:15 ve 
1:15 H : E o ran la r ında karşı laşt ı r ı ld ı . 3 7 ° C da 2 saa t e n ­
kübe edi ld i . E n k ü b a s y o n u n s o n u n d a her t üp ten en az 
4 p 3 7 ° C ' d a 48 saa t e n k ü b e ed i le rek o luşan koloni ler 
sayı ldı . 

A y r ı c a s i t o t o k s i s i t e d e n e y i n e g e ç i l m e d e n ö n c e 
Candida s ü s p a n s i y o n u n d a n y i n e 4 ayr ı p l a ğ a 25 u l 
ek im yapı ld ı (KC ı ) . O l u ş a n ko lon i say ıs ı hedef : ef fektör 
oran lar ın ın yen iden 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 d a , % 5 o to log s e r u m içeren 
R P M I 1640 bes iyer i i le (1:1 o ran ında) e n k ü b e ed i len 
hede f hüc re le r ( K C 2 ) ' d e A n t i k a n d i d i y a l İ n d e k s (AKİ ) 
hesap lanmas ı iç in ku l lanı ld ı . 

Ant ikandid iya l İ n d e k s ( A K İ ) H e s a p l a n m a s ı : Doğa l 
ant ikandid iya l etki aşağ ıdak i f o rmü l ya rd ımı ile h e s a p l a ­
ndı . 

D e n e y K .O.Ü. * 
A K İ = (1 - ) x 100 

Kont ro l C 2 , K .O.Ü. 

*K.O.Ü.: Koloni Oluşturulan Ünite 

Stafilokokkal Enterotoksin B (SEB) ile aktivasyon 
Deneyi 

a . D o z e t k i s i n i n i n c e l e n m e s i : E f fek tö r h ü c r e l e r 
(2x10 6 ) ar tan d o z l a r d a (1 ugr /ml , 10 ugr /ml , 30 ugr /ml , 
100 ugr/ml) S E B ile 1 8 saa t e n k ü b e ed i ld i . P B S ile y ı kan ­
dıktan s o n r a s i to toks is i te d e n e y i n d e kul lanı ld ı . Karşı laşt ı r ­
m a amac ı ile S E B i çe rmeyen bes iyer i i le aynı süre i nkübe 
ed i len hücre ler de kontrol (K) lenfosi t g rubu o larak ku l la ­
nıldı. 

b . İ nkübasyon sü res in in e tk is i : Ef fektör hücre le r i 
(2x10 6 ) , 3 0 ug/ml S E B ile değ i şen süre le rde (0 ,2 ,8 ,16,24 
saat) i nkübe ed i le rek , s i to toks is te i nce lend i . 

c . M o n o k l o n a l An t ikor la r la Ön m u a m e l e n i n E tk i s i : 
B u b a s a m a k t a a n t i - C D 1 6 (IgG F c reseptörü) v e ant i -
C D 1 5 ( inasn 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 ) ku l lan ı ld ı . Ef fektör hücre le r 3 g r u b a 
ayrı ldı: 

1 . g rup s a d e c e R P M I 1 6 4 0 bes iyer i 

2 . g rup A n t i - C D 1 6 + K o m p l e m a n 

3. grup Ant i - C D 1 6 + a n t i - C D 1 5 + K o m p l e m a n 
i le m u a m e l e edi ld i . K ı saca , lenfosi t ler, 0 . 1 u g r / 1 0 6 hüc re 
o l acak şek i lde M o A b ' l a r l a 4 5 d a k i k a , o d a s ıcak l ığ ında 
beklet i ld i . Bir k e z y ıkandık tan s o n r a yav ru t a v ş a n 
komp leman ı ile 60 d a k i k a e n k ü b e ed i ld i . Hücre ler y ı ka ­
nıp bes iyer i i le tekrar karışt ı r ı ldı ve h e r grup tekrar 2 
k ış ıma (A ve B) ayr ı ld ı : 

A g rup la r ı , % 1 0 o to log s e r u m içeren R P M I 1640 
bes iyer i i le, 

B grup la r ı , 30 p g r / m l / 2 x 1 0 6 hüc re S E B ile 18 s a a t 
inkübe edi ld i . Y ı kan ıp say ı la rak s i totoksis i te d e n e y i n d e 
kul lanıldı. 

Serratia Marcescens l ipopolisakkariti ile akt ivasyon 
deneyi 

a . D o z e t k i s i : E f f ek tö r h ü c r e l e r a r tan d o z l a r d a 
(10ug/ml , 3 0 ug /ml , 100 ugr /m l , 3 0 0 ugr/ml) L P S ile 1 8 
saa t e n k ü b e edi ld i . P B S ile iki k e z y ı kand ı . Say ı la rak s i to­
toksis i te d e n e y i n d e ku l lanı ld ı . 
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b . L P S i le İ n k ü b a s y o n sü res in i n e tk i s i : E f fek tor 
hücre ler s i to toks is i te d e n e y i önces i 100 ugr/ml L P S ile 
değ işen i nkübasyon süre le r inde (0 ,2 ,8 ,16,24 saat) e n -
kübe edi ld i . Hücre le r y ıkand ık tan ve sayı ld ık tan s o n r a s i ­
totoksis i te d e n e y i n d e kul lanı ld ı . 

Bu lgu la r ın değer lend i r i lmes inde M a n n - W h i t n e y U 
Tes t i kul lanı ldı (31). 

BULGULAR 
I. Stafilokokkal enterotoksin B (SEB) ile 
aktivasyon deneyi 
A. Doz etkisi 

4 ayr ı ve r i c i den a l ınan ef fektör hücre ler , 0 (kontrol) 1 
ugr /ml , 10 ugr /ml , 30 ugr /ml , 100 ugr/ml o l a c a k şek i lde 
değ i şen k o n s a n t r a s y o n l a r d a S E B ile 1 8 saa t 3 7 ° C ' d a 
inkübe ed i ld i . 1:5 ve 1:15 H : E o ran ında doğa l an t i kan­
d id iya l etki i nce lend iğ inde , ar tan S E B konsant rasyon la r ı 
i le, an t i kand id iya l i ndeks in de arttığı göz lend i (Şeki l 1, 

Şekil 1. S E B konsantrasyonları ve AKİ (n=4, Grafikte ortalama 
değerler gösterilmiştir). 

Tablo 1 . D e ğ i ş e n k o n s a n t r a s y o n l a r d a s t a f i l o k o k k a l 
en tero toks in B 'n in ant ikand id iya l i ndeks üzer ine etki ler i 

S E B kons. A K İ 
(pgr/ml) H:E 1:5 1:10 1:15 

0 (kontrol) 
1 
10 
30 
100 

17.75±10.2* 
25.90±9.3 
31.80±1.2 
46.30±8.7 
49.60±9.6 

27.38±11.1 
36.30±8.6 
41.30±5.2 
51.60±6.2 
55.40±5.9 

35.0±10.7(—) 
46.5±11.0(32.)-

51.0±8.07(45.7)~ 
57.3±6.10(63.7)-
60.8+6.00(73.0)-

n:4 Değerler ortalama ± SD olarak ifade edilmiştir. 
() Kontrole göre uyarım yüzdesi. 
" p > 0.05 
*** p<0 .05 

T a b l o 1). A n c a k 100 ugr/ml v e üstü S E B konsant ­
rasyon la r ında ö lü hücre say ıs ın ın artt ığı görü ldü . 

B. S E B ile ön i n k ü b a s y o n süre ler in in d o ğ a l antikan­
didiyal aktivite üzer ine etkisi: 

P e r i f e r a l k a n d a n i z o l e e d i l e n e f f e k t ö r h ü c r e l e r , 3 0 
ugr/ml SE ile 0 , 2 , 8 , 16, 24 saa t inkübe ed i le rek ant i ­
kandid iya l i ndeks değer lend i r i ld i . S E B ' n i n st imulator et­
k is i 8 . saat ten i t ibaren b a ş l a m a k t a (p>0.05), 24 . saa te 
kadar artarak d e v a m e tmek teyd i (Şeki l 2) . 24 . saat te 
1:15 H : E o ran ında kontrol g r u b u n d a % 4 0 . 7 5 ± 1 7 . 9 o lan 
A K İ ' n i n , % 8 6 . 7 a r ta rak , % 7 5 . 9 ± 1 8 . 2 o lduğu göz lend i 
( p<0 .05 ) . S E B i l e 2 s a a t l i k e n k ü b a s y o n u t a k i b e n 
AK İ ' de % 1 5 bask ı l anma görü ldü (p>0.05). 

C . S E B ile İ n k ü b a s y o n s o n u c u n d a o l u ş a n u y a r ı m a 
monoklonal antikorlar ve k o m p l e m a n ı n etkileri: 

Akt ive o lan ef fektör hücre( le r )n in fenot ip ik özel l ik ler in i 
t an ım lamak amac ı ile d a h a ö n c e ayrınt ı l ı o la rak anlat ı l ­
dığı şek i lde ak t i vasyon önces i 1) R P M I 1640 (kontrol), 
2) A n t i - C D 16 ve k o m p l e m a n , 3) A n t i - C D 16 + a n t i - C D 
15 ve k o m p l e m a n ile m u a m e l e edi ld i . D a h a s o n r a 30 
ugr /ml S E B ile 18 saa t i n k ü b e ed i l e rek 1:5 ve 1:15 
H : E o ran ında AKİ değer lend i r i ld i . 

S E B ile i nkübasyon son ras ında , 1 . g rup (kontrol) 
ef fektör ant ikandid iya l ak t iv i tes inde % 3 8 o ran ında artış 
g ö r ü l d ü ğ ü h a l d e , a k t i v a s y o n ö n c e s i CD 16 + C i le 
m u a m e l e ed i len grup ta bu uya r ım yüzdes in in % 6 . 5 ' a , 
a n t i - C D 16 + a n t i - C D 15 + C i le m u a m e l e e d i l e n 
grupta ise % 1 . 3 ' e düş tüğü göz lend i (1:15) (Şeki l 3 , 4) . 
Bu lgu lar T a b l o 2 'de öze t lend i . 

Şekil 2. 30 ^gr/ml S E B ile ön inkübasyon sürelerinin AKİ üze­
rine etkileri (n=4, h:e 1:15 dikey çizgiler ± standart hatayı göster­
mektedir). 
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Şekil 3. Monoklonal antikorlar ve komplemanın S E B aktivas-
yonu üzerine değişik hedef effektör oranlarında etkisi (n=2, orta­
lama değerler gösterilmiştir). 

Şekil 4. Monoklonal antikorlar ve komplemanın S E B ile akti-
vasyonu üzerine etkisi (h:2,1:15, n=2). 

II. Serratia marcescens lipopolisakkariti 
(LPS) ile aktivasyon deneyi 

A. Artan konsant rasyon lar ın AKİ üzer ine etki­
si 

4 ayr ı ve r i c iden a l ınan e fek tör hüc re le r üzer inde, ar tan 
L P S konsan t rasyon la r ın ın etk is i i nce lend i . B u d e n e y d e 
efektör hücreler 0 (kontrol) 10 ugr /ml , 30 ugr /ml , 100 
ugr /m l , 3 0 0 ug r /m l L P S i le 1 8 s a a t 3 7 ° C ' d a inkübe 
edi ld i . 1:5 ve 1:15 hedef :e fek tör oran lar ında Ant ikand i -
d iya l i ndeks değerlendir i ldi (Tab lo 3, Şekil 5). 

T a b l o 3 'de de g ö r ü l d ü ğ ü gibi 100 ugr /ml ve 300 
ugr /ml L P S k o n s a n t r a s y o n l a r ı i le A K İ ' d e % 1 0 0 art ış 
saptandı ( H : E 1:15). 

B. Lipopolisakkarit ile i n k ü b a s y o n süre ler in in doğa l 
antikandidiyal aktivite üzer ine etkisi 

4 ayrı ve r i c i den a l ınan e f fek tör hücre le r , s i to toks is i te 
d e n e y i u y g u l a n m a d a n ö n c e 1 0 0 p g r / m l L P S i l e , 0 
(kontrol), 2 , 8 , 16, 24 saa t inkübe edi ld i . Uyar ıc ı etkinin 
2 . saat te baş lad ığ ı , 8 ve 16. saa t le r a ras ında m a k s i ­
m u m o lduğu ve 24 saa t k a d a r s ü r d ü ğ ü göz lend i (Tablo 
4 ve Şeki l 6). 

TARTIŞMA 
S o n yı l larda, NK hücre le r an t i tümora l etki leri i le o lduğu 
gibi , ant imikrob lya l etki ler i i le de d ikkat i çekmekted i r le r . 
Hücrese l bağış ık l ığ ın d iğer e leman la r ı i le birl ikte NK akt i -
v i tes in in de bask ı l anmas ı , konakç ıdak i ö lümcü l en feks i ­
yon la rdan so rum lu olabi l i r . G e r e k no rma l , g e r e k s e im-
m ü n s is temi bask ı l anmış konakç ıda k a n d i d i y a z i s e karşı 
d i renç te , d o ğ a l m e k a n i z m a l a r çok öneml id i r . B u ça ­
l ı şmada, S E B ve Serratia marcescens L P S ' n i n , peri fe-
ral kan lenfosi t ler in in doğa l an t i kand id iya l akt ivi teleri ü-
zer ine etki leri i nce lend i . P l a t s o u c a s ve ark (28), staf i lo-
kokka l en tero toks in A 'n ın NK s i to toks is i tes in i ar t t ı rdığını 
b i ld i rmiş lerd i r . F l e i s c h e r v e S c h r e z e n m e i e r (27), S E B 
ile de bazı S T L k lon lar ın ın akt iv i tes in in art t ığını bildir­
mişlerdir . O tan i ve ark. (32) i se , S E A ' n ı n doğa l ant imi-
krob iya l d i renc i ar t t ı rd ığ ın ı , a n c a k S E B v e d iğer entero-
toksin ler in e tk is iz o l duğunu ö n e sürmüşlerd i r . Hira i ve 

Tablo 2 . M o n o k l o n a l ant ikor lar ve k o m p l e m a n ön uygu lamas ın ın S E B ile o luş turu lan A K İ ar t ış ına etkis i 

AKİ 
Gruplar A * B** 
AKİ 
Gruplar 

H:E 1:5 1:10 1:15 1:5 1:10 1:15 

1) Kontrol 12.5±3.5~ 23.75±3.9 35.0±4.2 30.0±4.2 39.214.7 47.9+2.9(38) 
2) Ant i -CD 16+C 3.3±3.25 5.50±2.9 7.0+2.7 6.6±2.97 7.2±2.97 8.2±3.4(6.5) 
3) Anti-CD 16 1.1 ±3.3 1.7011.6 4.7±0.8 0.3+1.84 1.8+1.13 4.8+1.13(1.3) 
anti-CD 15+C + + + + + + 

n:2 * 18 saat %10 otolog serum içeren RPM11640 besiyeri ile inkübe edilen efektör hücreler. 
** 18 saat 30 figr/ml S E B ile inkübe edilen efektör hücreler. 
„*** Değerler, ortalama + SD cinsinden ifade edilmiştir. 
() 30 ugr/ml S E B ile uyarım yüzdesi. 
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s a a t e k a d a r s ü r d ü ğ ü (p<0.05) göz lend i . Bu ça l ışmalar 
İmir ve B a n k h u r s t (34 ) 'ün bulgular ı i le uyumludur . 

E f e k t ö r h ü c r e l e r s i t o t o k s i s i t e d e n e y i n d e k u l l a ­
n ı lmadan ö n c e y ıkandık la r ı için L P S ' i n direkt toks ik et­
k is i v e y a T N F a gibi L P S ile uyar ım s o n u c u sa l ınab i le -
cek bir med ia tö rün etkis i s ö z k o n u s u deği ld ir . 

B u ça l ışmalar , S E B v e L P S ' i n doğa l an t i kand id iya l 
akt iv i teyi , e fek tör hücre ler i uya ra rak art t ı rdığını göster ­
mekted i r . A n c a k d e n e y şart lar ı ve imkan la r kısıt l ı o l d u ­
ğ u n d a n m e k a n i z m a üze r inde ça l ış ı lamamışt ı r . 

A k t i v a s y o n , toks in in hücre iç ine a l ın ıp i ş lenmes i 
i le ilgili o lab i leceğ i g ib i , toks in doğ rudan bir y ü z e y ant i ­
jen ine bağ lan ıp uya r ım yapabi l i r . F l e i s c h e r (7), staf i lo-
k o k k a l en te ro toks in le r in mitojenik etki leri iç in o r t a m d a 
yüzey i nde C l a s s I I M H C g e n ürünler i taş ıyan a k s e s u a r 
hücre ler in bu lunmas ı gerekt iğ in i bel i r tmektedir . Y a p ı l a n 
araş t ı rmalar , toks in in a k s e s u a r hücrey i uya rmas ın ın ve 
a k s e s u a r hüc ren in ant i jeni sunmas ı ile T hücre le r inde 
o luşan mito jenik ve s i to toks ik akt ivi te ar t ış ın ın , toks in in 
hüc re iç ine a l ı nmas ı ve i ş lenmes i i le ilgili o lmad ığ ın ı 
göstermiş t i r . Hüc re yüzey inde bir reseptör iş levi g ö r e n 
C l a s s I I ant i jen ler ine bağ lanan toks in in bir çap raz b a ­
ğ lay ıc ı ro lü oynad ığ ı v e h e m a k s e s u a r hücrey i h e m d e 
T hücre ler in i direkt uyardığ ı ö n e sürü lmek ted i r (7). B i l in­
d iğ i g ib i , makro fa j /monos i t ser is i e leman la r ı g ib i , bazı 
NK alt s ını f lar ı yüzey i nde de C l a s s I I M H C g e n ürünler i 
mevcut tur . Hat ta bu alt sını f ın kısıtlı da o l s a fagos i toz 
ve p inos i toz özel l iğ i o lmas ı neden i ile A P C işlevi gö re ­
b i leceği ö n e sü rü lmek ted i r (35). 

K a n g v e a r k a d a ş l a r ı (19) i s e , e l ek t r on m i k r o s ­
kob i k y ö n t e m l e r l e L P S ' i n C D 1 6 + hüc re le r t a ra f ı ndan 
a l ındığını ve bu yo l la ak t i vasyon o l duğunu göstermiş le r ­
dir. 

Ay r ı ca a k t i v a s y o n , L P S v e y a S E B ile i nkübasyon 
s ı ras ında sa l ınab i lecek IL-1, IL-2, IFN gibi çözünür m e -
d ia tö r le r in e tk is i i le de olabi l i r . E n d o t o k s i n i n , lenfos i t 
p repara t la r ında e s a s o larak I F N a ve p , makro fa j v e y a 
IL-2 va r l ı ğ ında da kuvvet l i IFN sa l ın ımına n e d e n o lduğu 
bi ld i r i lmektedir (36,37) . 

C a r l s s o n v e S jög ren (29), S E A ' n ı n i n s a n m o n o -
nük leer hücre le r inden IL-2 sal ınımını uyard ığ ın ı bildir­
miş lerd i r . IL-2 sa l ın ımı , 18 -24 saa t a ras ında en yüksek 
d ü z e y e u laşmak tad ı r . Bu düzey (20-70 U/ml) , değ iş ik 
ver ic i le rden a l ınan mononük lee r hücre preparat lar ı a r a ­
s ında d e ğ i ş m e k l e bir l ikte, s i to toks is i tede bel i rg in ak t i ­
v a s y o n y a p a b i l e c e k k a d a r yüksekt i r . Hüc re yüzey i nde 
IL-2 reseptör be l i r lemes i i se 12. saa t te b a ş l a m a k t a 7 2 . 
sat te en y ü k s e k d ü z e y e u laşmaktadı r . IFNy sa l ın ımı i se 
d a h a y a v a ş o lmak tad ı r ve süpe rna tanda IL-2 be l i rmes i 
i le baş lamak tad ı r . B u deney le r S E A ile yap ı lm ış o l m a ­
s ına r a ğ m e n S E B ile d e b e n z e r sonuç la r bek leneb i l i r . 
Ç ü n k ü iki en tero toks in in biyoloj ik akt ivi teleri de çok 
b e n z e m e k t e d i r . D a h a öncek i sonuç la r ım ızda bel ir t i ldiği 
gibi IL-2 ile 2 saa t gibi k ısa sürel i bir ön i nkübasyon 
s i to toks ik ak t iv i tede art ış iç in yeter l i o lmak tad ı r . IFNy 

GÜLAV, İMİR 

i se özel l ik le monos i t /makro fa j se r i s i e leman la r ı iç in çok 
kuvvet l i bir uyarand ı r (37). Do lay ıs ıy la , bu faktör ler , l en ­
fosit ler v e / v e y a o r t a m d a kon tam inan o la rak bu lunab i le ­
c e k monos i t /makro fa j s e r i s i hüc re le r i , d o ğ r u d a n v e y a 
b a ş k a önem l i med ia tö r le r in sa l ın ımı yo l uy l a uyararak , 
ant ikandid iya l akt iv i teye etkil i o labi l i r ler. 

Ay r ı ca , 4 8 - 7 2 saat l ik kü l tü r le rde , Len fok in le ( veya 
toksin ler le) akt ive o lmuş Ö l d ü r ü c ü Hüc re ( L A K ) akt iv i -
tes in in o r taya ç ı kmas ı bek leneb i l i r . Do layıs ıy la , lenfosit 
kül tür şar t lar ının uya r ım s o n u c u ar tan lenfosi t me tabo ­
l i zmasın ı ka r ş ı l ayacak d ü z e y d e o l m a m a s ı v e b u n e ­
den le 2 4 saa t ten u z u n d e n e y süre ler in in i n c e l e n e m e -
m e s i d e ça l ı şman ın eks i k yön le r indend i r . 

S o n u ç o la rak , bak te r i ye l ad juvan t l a r ı n ö z g ü l o l ­
m a y a n d i renc i çeşit l i m e k a n i z m a l a r l a art t ığı bi ldir i lmişt ir . 
Bu ça l ı şmada , S E B ve Serratia marcescens L P S ' n i n , 
doğa l an t ikand id iya l akt iv i teyi ar t t ı rdığı saptanmışt ı r . B u l ­
gular , bu bakter iye l ü rün ler in an t i tümora l d i renç aç ıs ın ­
d a n o lduğu gibi en feks i yon la r aç ı s ından da önem l i ad ju-
vant lar o l duğunu gös te rmek ted i r . Özel l ik le , toks in öze l ­
l iğ inden ar ındı r ı lmış , fakat aynı immüno lo j i k etk i lere s a ­
hip preparat lar ın gel işt i r i lesi i le immüno te rap i aç ıs ından 
büyük m e s a f e katedi lecekt i r . Ay r ı ca , g ü n ü m ü z d e staf i -
l okokka l protein A ile haz ı r lanan k lon lar p l a z m a f e r e z i s 
yön temin in yer in i a lmak tad ı r (7). Bu k lon la rda kon tami ­
n a n o la rak b u l u n a b i l e c e k u fak en te ro toks in düzey le r i ­
n in , h a s t a d a i m m ü n o m o d ü l a s y o n y a p a b i l e c e k güç te o l ­
duğu unutu lmamal ıd ı r . 

Bu lgu la r ımız ın , l i teratürdek i C r 5 1 sa l ın ım yön temle r i 
i le s a p t a n a n bu lgu la r l a uyum lu o lmas ı , bu ç a l ı ş m a d a 
kul lanı lan doğa l an t i kand id iya l İndeks yön temin in , doğa l 
s i totoksik akt ivi te değe r l end i rmes i iç in uygun bir y ö n t e m 
o lduğunu kanı t lamaktadır . 

Augmentat ion of the natural anticandidial 
activity of lymphocytes by s taphy lococca l 
enterotoxin B and l ipopolyscchar ide 

In this study, it was observed that Staphylococcal 
Enterotoxin B (SEB) and lipopolysaccharide (LPS) 
from Serratia marcescens, enhanced the natural 
cell-mediated cytotoxicity, as assessed by the Na­
tural Anticandidial Index method. The cytotoxicity-
enhancng activity of SEB was significanty decrea­
sed when the effector cells were depleted by 
monoclonal antibodies and complement. 

The isolation of nontoxic derivatives from these 
bacterial products that have the same /immunolo­
gical properties as the native toxin, and that can 
be used inclinical immunotherapy, will be of impor­
tance in antitumoral and antimicrobial therapy. 
[Turk J Med Res 1992; 10(5):245-252J 

K e y w o r d s : Natural cell-mediated immunity, Natural 
Killer cells, Lipopolysaccharide, 
Staphylococcal enterotoxin B 

Türk Tıp Araştırma 1992; 10 (5) 



LENFOSİTLERİN ANTİKANDİDİYAL ETKİLERİNİN SEB VE LPS İLE ARTTIRILMASI 251 

KAYNAKLAR 
1. Trinchieri G, London L, Kobayashi H, Perussia B. Regula­

tion of activation and proliferation of human natural killer 
cells, Adv Exp Med Bio 1987; 213:285-98. 

2. Wojdani A, Ghoneum M. In vivo augmentation of'natural 
killer cell activity by Candida albicans, Int J Immunopharmac 
1987; 9:827-32. 

3. Fauci S A , Rosenberg S A , Sherwin S A , Dinarello C A , Longo 
DL, Lance C N . Immunomodulators in clinical medicine (NIH 
Conference), Ann Int Med 1987; 106:421-33. 

4. Tarkkanen J, Saksela E, Lanier LL. Bacterial activation of 
human natural killer cells, characteristics of the activation 
process and identification of the effector cell, J Immunol 
1986; 137:2428-33. 

5. Bulau A. Not just cachectin involved in toxic shock, Nature 
1988; 331:665. 

6. Anonaci S, Jirillo E, Ventura MT, Mc Ghee J R . Relationship 
between immune system and gram-negtive bacteria. II.Na­
tural killer cytotoxicity of Salmonella minnesota R 345-un-
bond human peripheral blood lymphocytes, J Immunol 
1984; 133:729-33. 

7. Fleischer B. Bacterial toxins as probes for the T-cell antigen 
receptor. Immunology Today 1989; 10:262-4. 

8. Lei MGFIebe L, Roederz D, Morrion D C . Identification and 
characterization of lipopolysaccharide receptor molecules 
on mammalian lymphoid cells, Adv Exp Med Bio 1990; 
256:445-466. 

9. Cybulsky Ml , Mc Comb D J , Movat HZ. Neutrophil leukocyte 
emigration induced by endotoxin: mediator roles of interleu-
kin 1 and tumor necrosis factor a. J Immunol 1988; 
140:3144-49. 

10. Blanchard DK, Djeu J Y , Klein TW, Friedman H, Stewart II 
W E . Interferon-Y induction by lipopolysaccharide: depend­
ence on interleukin 2 and macrophages. J Immunol 1986; 
136:963-70. 

11. Jephthah-Ochola J , Urman J , Farkas S, Halloron P F . Regu­
lation of M H C expression in vivo: bacterial l ipopolysaccha­
ride induces C lass I and II M H C products in mouse tissues 
by a T cell independent, cyclosphorine-sensitive mecha­
nism. J Immunol 1988; 141:792-800. 

12. Lasfargues A, Chaby R. Endotoxin-induced tumor necrosis 
factor (TNF). Selective triggering of T N F and interleukin I 
production by distinct glucosamine-derived lipids. Cel l Im­
munol 1988; 115:165-78. 

13. Friedman H, Blanchard K, Newton C, Nowontny a et al. 
Distinctive immunomodulatory effects of endotoxin and non­
toxic lipopolysaccharide derivates in lymphoid cell cultures. 
J Biol Response Modif 1987; 6:664-77. 

14. Matsamura H, Nakano M. Endotoxin-induced interferon y 
production in culture cel ls derived from BCG- in fec ted 
C3H/Hej mice. J Immunol 1988; 140:494-500. 

15. Whichner J l , Evans S W . Cytokines in disease. Cl in Chem 
1990; 36:1269-1281. 

16. Faundleroy MB, Rudbach J A , Prescott B, Baker P J . Increa­
sed activation of antigen-primed or memory B cells by bac­
terial lipopolysaccharide. Cel l Immunol 1987; 263-272. 

17. Skidmore B J , Chiller J M , Morrison D C , We ig l eWO. Im­
munologic properties of bacterial lipopolysaccharide 
(LPS). Correlation between the mitogenic, adjuvant, 
and immunogenic activities. J Immunol 1975; 
114:770-5. 

18. Harmsen A G , Role of alveolar macrophages in lipopysac-
charide-induced neutrophil accumulat ion. Infect Immun 
1988; 56:1858-63. 

19. Kang Y.Car l M, Maheshwari RK, Grimley P M , et al. Incorpo­
ration of bacterial l ipopolysaccharide by human Leu 1 1 a + 

natural killer cells: ultrastructural and functional correlations. 
Lab Invest 1988; 58:196-209. 

20. Megyeri P, Sadowska J, Issekutz B, Issekutz A C . Endo-
toxin-stimulated human macrophages produce a factor that 
induces polymorphonuclear leuocyte infiltration and is dis­
tinct from interleukin-l, tumor necrosis factor a and chemo-
tactic factos. Imumnology 1990:69:155-61. -

21. Rothman J, Johnson A G , Friedman H, Nowotny A et 
al. Biological effects of white-type polysaccharides of 
gram-negative bacteria. J Biol Respose Modif 1988; 7:296-
308. 

22. Nowotny A, Keler T, Pham P H , Johson A G , et al. 
Isolation of nonendotoxic antitumor preparation from 
Serratia marcescens. J Biol Response Modif 1988; 7:296-
308. 

23. Rudbach JA, Cantrell J L , Ulrich JT, Mitchell M S . Immuno­
therapy whith bacterial endotoxins. Adv Exp Med Bio 1990; 
256:665-76. 

24. Friedman H, Klein T, Specter S, Newton C, Nowotny A. 
Immunoadjuvanticity of endotoxins and nontoxic derivatives 
for normal and leukemic immunocytes. Adv Exp Med Bio 
1990; 256:525-35. 

25. Dahlsten M, Hedlung G, Kalland T. Staphylococcal-entero-
toxin-dependent cell-mediated cytotoxicity. Immunol Today 
1991;12:147-50. 

26. Ayhan H. Stafilokokkal enterotoksinler. Tiirk Hijyen ve De-
neysel biyoloji Dergisi 1988; 45:77-91. 

27. Fleischer B, Schrezenmeier H. T cell stimulation by Staphy­
lococcal eneterotoxins:clonally variable response and requi­
rement for major histocompatibility complex C lass II mole­
cules on accessory or target cel ls. J Exp Med 1988; 
167:1697-1707. 

28. Platsoucas C D , Oleszak EL , Good RA. Immunomodulation 
of human leukocytes by Staphylococcal Enterotoxin A. Aug­
mentation of natural killer cells and induction of supressor 
cells. Cel l Immunol 1986; 97:371 -85. 

Turk J Med Res 1992; 10 (5) 



Car lssor ı R, Sjogren HO. Kinetics of IL-2 and interferon y 
product ion, expression of IL-2 receptors and cell prolife­
ra t ion in human mononuclear cells exposed to Staphylococ­
c a l Enterotoxin A. Cel l Immunol 1985; 96:175-83. 

G ü l a y Z, Oskovi H, İmirT. İnsan periferal kan lenfositlerinin 
d o ğ a l antikandidiyal etkileri, X. Türk İmmünoloji Kongresi 
k i t ab ı , Ankara, 1988. 

Sümbü loğ lu K. İstatistik, Çağ Matbaası, Ankara 1978:146-
5 0 . 

O t a n i T, Katami K, Osada Y. Stimulation by Staphylococcal 
Enterotoxin A of nonspesific resistance of mice to microbial 
infect ion. Infect Immun 1985; 47:767-73. 

H i ra i N, Georgiades J, Berg K. A cytotoxic substance (CTS-
5 1 ) produced by human buffy coat culture stimulated by 
S taphy lococca l Enterotoxin B: specificity to malignant cells 
a n d kinetics of action. Jpn J Cancer Res (Gann) 1985; 
76 :378-85 . 

GÜ&AY, İMİR 

34. İmir T, Bankhurst A. Stafilokokkal Enterotoksin B'nin lenfosit 
aktivasyonlarında kullanılması, I. Ulusal İnfeksiyon Hasta­
lıkları Kongresi, izmir, 20-23 Nisan 1987, Kongre Kitabı, 
derleyenler: Tümbay E, Ang Ö, Karakartal G, Bilgehan Bası­
mevi, 1987. 

35. Brooks C F , Moore M. Presentation of a soluble bacterial 
antigen and cell surface alloantigens by large granular lym-
phocyets (LGL) in comparison with monocytes. Immunology 
1986;58:343-50. 

36. Nowotny A, Blanchard DK, Newton C, Klein T, Friedman H, 
et al. Interferon induction by endotoxin-derived nontoxic po­
lysaccharides. J Interferon Res 1987; 7:371 -8. 

37. Dijkmans R, Billau A. Interferon y. a master key in the im­
mune system. Current Opinion in Immunoloy 1988; 1:269-
74. 

Türk Tıp Araştırma 1992; 10 (5) 


