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OZET

Dogan M., Soguk-Hareketsizlik Stresinin Farelerin Periferal Kamindaki Yardimci T
Hiicre Yamtina Etkisi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji
Program Doktora Tezi, Ankara, 2014 Stresin organizmada stres sisteminin uyarilmasi ile
olusan 0Ozgil olmayan yanit, bagisiklik sistemini etkileyerek pek ¢ok hastaligin
fizyopatolojisinde yer alir. Kazanmilmis bagisiklik sistemi yaniti ve kontroliinde yardimer T
hiicrelerinin (Th) gorevleri ¢ok Onemlidir. Th [Thl, Th2, Thl17, diizenleyici T (Treg)]
hiicrelerinin alt tiplerinin dengesi, saglik ve hayatta kalis i¢in anahtardir. Akut ve/ya kronik
stresin bagisiklik sistemine etkileri farklidir. Stresin bagisiklik sistemi hiicrelerine etkileri
iizerinde simdiye kadar fikir birligine varilamadigi i¢in; bu ¢alismada akut veya kronik strese
maruz kalan farelerde periferal kandaki Th lenfositlerinin dagilimi ve islevlerini incelemeyi
amacladik. Kontrol (K), AS ve KS gruplarina (n=11/grup) rastgele yerlestirilen eriskin erkek
Swiss-albino fareler, 2 saat +4°C’de kafes icinde serbest, 2 saat oda sicakliginda kisitlayicida
tutuldu. Soguk-hareketsizlik stresi AS protokoliinde bir, KS protokoliinde artarda bes giin
uygulandi. Deneyden sonra almman kan oOrneklerinde serum kortizol seviyeleri; serum IL-4,
INF-y ve IL-17 sitokin diizeyleri 6l¢iildii ve akim sitometrisi ile lenfosit alt tiplemesi yapildi.
Deneyler sonlandiktan sonra tiim gruplardaki hayvanlar benzer zamanlarda eksanguinasyon ve
yliksek doz anestezi ile feda edildi. Sonuglar SPSS 20.0 paket programi ile degerlendirildi. AS
ve KS gruplarinda 16kosit sayisit artmisti (p<0,05). Stres protokolleri Th hiicrelerinin
yiuzdesinde degisiklik yaratmazken, dagilimi degistirdi. Treg hiicreleri AS grubunda artig
gosterdi (p<0,05). Sitokin profilleri AS ve KS gruplarinda farkli bulundu. AS grubunda INF-y
ve IL-17 en yiiksek degerde (p<0,05) olciiliirken, IL-4 i¢in en yiiksek deger (p<0,05) KS
grubunda saptandi. Farelerde soguk/hareketsizlik stresinin farkli siirelerle uygulanmasi,
bagisiklik sistemi yanitini1 degistirmektedir. Buna gére AS grubunda bagisiklik sistemi yaniti
Th1/Th17 aracili hiicresel yanit lehine gliclendirirken, KS grubunda Th2 aracili hiimoral yanita
kaymistir. Treg hiicrelerinde gozlenen degisiklikler stresin siiresi ile degismektedir. Bu da
efektor ve Treg hiicreleri arasindaki dengenin degismesine neden olmaktadir. Th hiicrelerinin
modiilasyonu bagisiklik sisteminin dis/malfonksiyonu ile gelisen hastaliklarin agiklanabilmesi

i¢in bir adim olacaktir.

Anabhtar kelimeler: Akut stres, kronik stres, bagisiklik sistemi, yardime1 T hiicreler, Th-17,
diizenleyici T hiicreler
Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan 011 D04 101 003

numarali destek ve 011 D04 101 004 numarali tez projesi ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Dogan, M. Effects of Cold-Immobilization Stress on T Helper Cell Response in Periferal
Blood in Mice, Hacettepe University Institute of Health Sciences, Physiology Program,
PhD Thesis, Ankara, 2014 Stress brings out a non-spesific response, modulating the immune
system so blamed in pathophysiology of various diseases. Helper T (Th) lymphocytes have a
central role both in acquired immune system response and in its control. The balance between
subtypes of Th cells [Th1, Th2, Th17, regulatory T (Treg) cells] is the key for the survival and
health of the organism. Since the effects of acute or chronic stress on immune system are
different and the cell types effected in organisms facing AS or KS have ever been fully
elucidated, in this study; we aimed to investigate the distributions and functions of Th cell
subtypes in peripheral blood in AS or KS exposed mice. Adult male Swiss-albino mice were
randomly placed into control (C), AS and KS groups (n=11/group). Cold-immobilization
stress, combined protocol of free movement in cage at +4°C for 2 h and restrained at room
temperature for 2 h, was applied once for AS and in five consecutive days for KS protocols.
Flow-cytometric lymphocyte subtyping and serum cortisol, IL-4, INF-y and IL-17 cytokine
level determinations were carried out in the blood samples. After blood withdrawal the
experiments were terminated by exsanguination and anesthesia overdose. Control animals
were sacrificed at corresponding times to the stress groups. Results were evaluated by SPSS
programme. AS and KS protocols increased the number of leukocytes (p<0.05), didn’t alter the
total number of Th cells but changed distribution. Treg cells increased in the AS group
(p<0.05). Cytokine profiles differed in AS and KS groups. While INF-y and IL-17 were
highest in the AS group (p <0.05), IL-4 was observed at its highest value in the KS group (p
<0.05). Cold/immobilization stress altered the IS response in mice under acute or chronic
conditions. AS resulted in a shift towards Th1/Th17 mediated cellular response whereas KS
caused a Th2 mediated humoral shift in immune system response. The effect on Treg cell
percentages are duration dependent, changing the balance between effector Th and Treg cells.
Stress induced modulation observed in Th cells may be an explanation for diseases related with

dys/malfunction of IS.

Keywords: Acute stress, chronic stress, immune system, T helper cells, Th-17, regulatory T
cells

This study was supported by HUBAB with project numbers 011 D04 101 003 and 011 D04

101 004
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1. GIRiS

Stres her canli i¢in yasamin kaginilamaz bir pargasidir. Stres terimi biyolojide
cok genis anlamda kullanilmakta ve bilim adamlar tarafindan farkli sekillerde
tanimlanmaktadir. Stresin tanimlanmig bir etiyolojisi ve/ya prognozu yoktur. En basit
ve genis sekli ile stres; tehdit altindaki homeostazis olarak tanimlanir; stresér olarak
isimlendirilen tehditlerin bozdugu denge durumu, organizmanin fizyolojik ve
davranigsal adaptif yanitlari ile tekrar saglanir.

Tiim yasam formlar1 stres ile baga ¢ikmak i¢cin mekanizmalar gelistirmistir.
Stres yanit1 olarak genelleyebilecegimiz bu mekanizmalarin farkli bilesenleri ve
stresin neden oldugu hastaliklar, 1936’da Hans Selye’nin ilk kez stresi
tanimlamasindan bu yana pek ¢ok aragtirmanin konusu olmustur. Uygarliklarin
gelismesi insanlar i¢in pek ¢ok kolayligi beraberinde getirmistir. Daha 6nce 6liimciil
kabul edilen bazi hastaliklar tedavi edilebilir hale gelirken, pek ¢ok yeni hastalik da
insanlig1 tehdit etmeye baglamistir. Bunlarin arasinda stresin tetikledigi hastaliklar
Oonemli bir yer tutmaktadir. Stres ve hastalik iligskisinde rolii oldugu diisiiniilen ¢ok
sayidaki fizyolojik ve psikolojik yolakta zihin ve viicudun iligkisi 6nemli yer
tutmaktadir. Bu iligki de iletisim hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni ve sempatik
sinir sistemi (SSS) aracilig1 ile kurulur. Stres sisteminde yer alan bu yolaklarin her
ikisinin de salgiladiklar1 hormonlar araciligi ile dogal ve adaptif bagisiklik sistemi
yanitinin bliylikliigiinii ve yoniinii belirledikleri gosterilmistir.

Stres ve bagisiklik sistemi arasindaki iligki ile ilgili bilgilerimiz ilerleyen
aragtirmalar ile degismistir. Stresin bagisiklik sistemini baskiladigi yoniindeki genel
kabul edis Hans Selye’nin stresin timusta involiisyona neden oldugunu gosterdigi
deneylerine dayanmaktadir. Erken donemde gerceklestirilen insan c¢aligmalari da
kronik strese maruz kalan bireylerde diisiik dogal oldiiriicii hiicre (NK) sitotoksisitesi,
lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi gibi bulgularla bu diisiinceyi desteklemistir.
Kronik stresin sorumlu tutuldugu azalmis bagisiklik sistemi islevleri, artmig bulasici
hastalik insidansi ve neoplastik hastaliklar ile de iliskilendirilmistir. Her ne kadar
genel bagisiklik sistemi baskilanmasi modeli uzun siire bilim adamlarinca kabul
edilmig ve etkili olmussa da; homeostazisin tehdit altinda oldugu kosullarda

bagisiklik sistemi fonksiyonlarindaki azalma canliligin evrimsel adaptif yanitina



uygun degildir. Dhabhar ve McEwen’in calismalari aslinda stres yanitinin bir
baskilanmadan ¢ok bagisiklik sistemi hiicrelerinin kompartmanlar arasindaki
dagiliminda degisikliklere neden oldugunu gostermistir.

Fareler iizerinde yapilan bir dizi deney akut stresin T hiicrelerinin segici bir
sekilde deri i¢ine dagilmasi ve bagisiklik yanitinin arttirtlmasi igin ¢alistigini ortaya
koymustur. Bunun aksine kronik streste, T hiicrelerinin deriden uzaklasmasi ile deri
testine verilen bagisiklik yanitinin azaldig1 gdsterilmistir. Bu bulgular temelinde akut
ve kronik stresin farkli bagisiklik yanitlarii olusturdugu bifazik bir modeli
onermektedir. Toplanan bilgiler ve ilerleyen aragtirmalar gdstermistir ki aslinda
kazanilmis bagisiklik yanitinin efektor hiicresi olan lenfositlerin yardimc1 T hiicre
(Th) alt grubu tiim bagisiklik yanitinda ve bu yanitin stresle modiilasyonu ve
ozellikle otoimmiin hastaliklarda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Bu bilgiler 1s1ginda ve
bildigimiz kadar1 ile literatiirde su ana kadar incelenmedigi i¢in g¢alismamizin

amacimizi buna gore belirledik.

HIPOTEZ
Akut ve kronik soguk-hareketsizlik stres protokolii yardimer T hiicre

yanitinda degisiklige neden olur.

AMAC
1. Akut veya kronik stresin bagisiklik yanitinda kritik onemi olan Th hiicre
dagilimina etkisini saptamak.
2. Akut veya kronik stresin Th hiicrelerinin alt gruplarina [Th1/Th2/Th17 ve
diizenleyici T (Treg) hiicreleri] etkisini incelemek.

3. Ozellikle otoimmiin hastaliklarda énem kazanan efektor T (Teff) hiicreleri/Treg

hiicreleri oranini akut veya kronik stres kosullarinda degerlendirmek



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bagisiklik Sistemi :

Bagisiklik sistemi; viicudun kendisinden patolojik olarak kaynaklanan ve/ya
cesitli yollardan viicuda girmis olan yabanci antijenleri taniyarak bunlara yanit
olusturan doku, hiicre ve molekiillerden meydana gelen savunma mekanizmasidir.
Canlinin bu sistem ile antijen ve patojenleri tanimasi ve bunlara karsi reaksiyon
olusturmasi bagisiklik yaniti olarak adlandirilmaktadir. Bagisiklik, patojenlere karsi
canlinin gosterdigi direnci ifade eder. Bagisiklik sisteminin oncelikli gorevi
karsilastig1 antijen ve/ya patojenlerin kendisine yabanci olup olmadigini algilamaktir.
Bu algilama siireci sonrasi gorevi de bu tehditi organizmadan uzaklastirmaktir (1, 2).

Bagisiklik sistemi, dogal ve kazanilmis olarak ikiye ayrilir. Bu sistemler

karsilikli etkilesim i¢indedirler.

2.1.1. Dogal Bagisikhik Sistemi

Dogal bagisiklik sistemi, edinilmis bir bilgiye dayanilmaksizin bir antijenle
ilk karsilasma ile islevi baglayan koruyucu mekanizmalardan olusur. Kazanilmig
bagisikligin olusmasi ve farklilagmasinda da rolii vardir.

Dogal bagisiklik sistemi; epitel bariyerleri, fagositoz yapabilen hiicreler
(notrofiller, monosit/ makrofajlar, NK hiicreleri), kompleman sistemi, dogal
bagisiklik sitokinleri ve dogal bagisikligin diger plazma proteinleri (akut faz
proteinleri) tarafindan olusturulur. Normal viicut florasi ile birlikte baz1 fizyolojik
yanitlar (mide ve idrar pH'sinin asidik olusu, lakrimasyon vb.) da bunlar arasinda
sayilir (1,2). Dogal bagisiklik sistemi hizli yanit olusturur, 6zgiil degildir ve hafizasi
yoktur (Sekil 2.1).

2.1.2. Kazamilms (Edinsel) Bagisikhik Sistemi

Kazanilmig bagisiklik sistemi, antijene 6zgii bagisiklik yanitindan sorumludur.
Efektor hiicreleri olan B ve T lenfositleri ile kazanilmis bagisiklik yaniti olusur.
Lenfositlerin antijenlerle tekrar karsilagtiklarinda hatirlamalarint saglayan 6zgiin
yaniti ve hafiza yetenekleri kazanilmis bagisiklik yanitinin temelidir. Dogal

bagisiklik yanitinin 6zgiil olmamast ve sinirli olmasi 6zellikle yiiksek mutasyon
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Sekil 2.1 : Dogal ve Kazanilmis Bagisiklik Yanitinin Bilesenleri (4)

hizina sahip patojen ve hiicre i¢inde cogalan viriislerin bagisiklik sisteminden
taninmadan kagmasi ile sonuglanabilir (3).

Kazanilmig bagisiklik T hiicre reseptorleri (TCR) ve antikorlar araciligiyla
ylriitiilen antijen tanima islevi ile dogal bagisikligin eksik kaldigr mutasyona bagh
antijenik degiskenlik ya da hiicrei¢i cogalma mekanizmalarina da yanit olusturabilir.

Kazanilmig bagisiklik yanitt hiicresel ve hiimoral olmak tizere iki tiptir.
Kazanilmig bagisiklik yaniti yabanci antijenin taninmasi, bu antijene yonelik yanita
0zgii lenfositlerin ¢ogalmasi ve islev gorecek efektor hiicrelere dontigsmesi ile baslar.
Aktif hale gelmis hiicrelerin tanimlanmis 6zgiil antijeni etkisiz hale getirmesi,
efektor fazi olusturur. Bu fazda yabanci antijen yogunlugunun azalmasi olusturulan
bagisiklik yanitinin siddetini azaltir ve yanitt sinirlandirir. Aktif hiicrelerin ¢ogu
etkilerini gosterdikten sonra apoptozis ile Oliir, bazi hiicreler ise hafiza hiicrelerine

dondsiir (1, 5, 6) (Sekil 2.1).

2.1.3. Bagisikhik Sistemi Organlari - Lenfoid Organlar
Bagisiklik sistemi nde gorev alan hiicrelerin gelisimleri merkezi (primer) ve

cevresel-periferal (sekonder) lenfoid organlarda gergeklesir (Sekil 2.2).

2.1.3.1. Merkezi Lenfoid Organlar
Merkezi lenfoid organlar, kemik iligi ve timus gibi lenfositlerin herhangi bir

antijene maruz kalmadan gelisip olgunlastiklar1 ve bagisiklik yaniti olusturabilme



yetisi kazandiklar1 organlardir.

Kemik 1ligi: Retikiiler lifler ve hiicrelerden meydana gelen gevsek bir
stromanin i¢inde yerlesmis yag ve farkli olgunlasma donemlerine ait kan hiicrelerinin
bulundugu kemik iligi; T lenfositleri, makrofaj onciilleri icermesinin yan1 sira B
lenfositlerinin gelisiminin asil merkezi olma 6zelligine de sahiptir.

Timus: Kemik iliginden gé¢ eden T Ilenfosit oOnciillerinin olgun T

lenfositlerine doniistiikleri merkezi bir organdir (1, 5, 7-9).
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Sekil 2.2. Lenfoid organlar (9)

2.1.3.2. Periferal Lenfoid Organlar
Dalak, lenf diigiimleri, tonsiller ve diger lenfoid dokular gibi baz1 bagisiklik
hiicrelerinin olgunlagsma ve farklilagmasini tamamladigl, lenfositlerin antijenik

uyaritya maruz kalmasi ile olusan bagisiklik yanitinin bagladig1 organlardir.



Dalak: Lenfositleri igeren kirmizi pulpa ile makrofajlar ve eritrositleri
yapisinda bulunduran beyaz pulpadan olusur. Kanin filtre edilmesi ve kandaki
antijenlerin yakalanmasindan sorumludur.

Lenf Diigiimleri: Lenf diigiimleri kapsiil ve trabekiilalar ile agirlikli olarak B
lenfositleri igeren korteks, T lenfosit ve makrofajlar igeren parakorteks ve plazma
hiicrelerini igeren mediilla olmak iizere 3 bdliimden olusur. Kortekste ayrica B
lenfositlerinin kiimelesmesiyle olusan birincil ve ikincil lenf folikiilleri bulunur.

Mukoza Tliskili Lenfoid Doku (MALT): Sindirim, solunum ve iirogenital
sistemlerin miikkdz membranlarinda yer alarak bagisiklik yanitinin olusmasinda rol
oynayan organize lenfoid dokular, tonsiller ve peyer plaklar1 gibi yapilardan olusur

(1,5, 7-9).

2.1.4. Kazamilmis Bagisiklik Sistemi Hiicreleri

Kazanilmig bagisiklik yaniti antijene 6zgiidiir ve viicudun kendinden-olmayan
antijenleri antijen sunumu ile tanmimasini gerektirir. Ozgiil antijene uygun bagisiklik
yanitin1 olusturur ve bellek hiicreleri araciligi ile viicutta kalir. Ayni patojen ile tekrar
karsilasildiginda bellek hiicreleri sayesinde daha hizli ve giiglii bir cevap
olusturularak yok edilir (9). Kazanilmig bagisiklik yanitinda gorev alan farkli 16kosit
alt gruplar1 vardir (Sekil 2.3). Gorevleri birbirinden farkli olan bu hiicre topluluklari,
salgiladiklar1 sitokinler araciligi ile birbirlerini etkileyerek bagisiklik sistemi

trafiginde 6nemli rol oynarlar.

Lenfositler

Lenfositler, farkli antijenik yapilar1 tanima ve birbirinden ayirabilme yetisine
sahip tek hiicre toplulugudur. Antijene 6zgii bagisiklik yanitinin olugmasini saglar.

Lokositlerin  ayirt edilmesi morfolojik olarak farkli histolojik boyama
teknikleri ya da yiizeylerinde bulunan glikoprotein yapidaki farklilagma antijenleri
ile yapilabilir. Lenfositlerin morfolojik ve boyanma ozellikleri ¢cok benzer oldugu
icin hiicrenin fenotipinin belirlenmesi “Farklilasma gruplar’” (Cluster of
Differentiation-CD) olarak adlandirilan bu isaretleyiciler kullanilarak yapilir. CD
proteinleri hiicreleri isaretleyip ayirt edilmelerini saglamanin yanisira islevsel

ozellige de sahiptir. 350’den fazla tanimlanmis CD proteini vardir ve bunlar bir say1



kodu ile adlandirilir (10-12).
Buna gore lenfositler iic temel alt grupta incelenebilir; NK hiicreler, B

lenfositler ve T lenfositler.

Dogal Oldiiriicii Hiicreler (Natural Killer, NK Hiicreler)

Dogal bagisiklik yanitinin énemli hiicrelerinden olan NK hiicreleri viriisle
enfekte hiicrelerin yok edilmesinde ilk yaniti olusturur. Ayrica tiimor hiicreleri,
parazit, mantar, bakteri gibi mikrobiyal enfeksiyonlarin kontroliinde rol oynar.

NK hiicreleri periferal kandaki lenfoid hiicrelerin % 10-15’ini olusturur.
Adezyon ve fagositoz 6zelliklerinin olmamasi ile makrofajlardan ayrilirlar. Etkilerini
gostermek i¢in doku uygunluk kompleksine (MHC-Major histocompatibility
complex) bagimli degillerdir (12-14).

Hematopoetik Kok Hiicre

Myeloid Kok Hiicre Wid Onciil Hucre
\ \ Flt(+) DC OnCV

CFU-E  CFU-Meg CFU-MC CFU-Baso CFU-Eo @ L
® © ®© O o o s ©
T Lenfositler . . B Lenfositler
NK-T NK
Hicreler  Hucreler
l '{V‘)D@ @ @ Notrofil Monosit
Eritrosit Mast Hiicre Bazofil  Eozinofil
Megakaryosit

o @ @

. Plazmasitoid
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W
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Sekil 2.3. Hematopoetik kok hiicreden tiireyen hiicre gruplari. FLT3: FMS-benzeri
tirozin kinaz reseptorii-3, DC: Dendritik Hiicreler, CFU: Koloni olusturan iiniteler,
GM:Graniilosit-Monosit, Eo: Eozinofil, Baso: Bazofil, MC: Mast Hiicresi, Meg:
Megakaryosit, E: Eritrosit, NK: Dogal Oldiiriicii Hiicreler. Chaplin’den degistirilerek
(12).



Kemik iligi kokenli, bliyiik graniillii lenfosit morfolojisindeki hiicrelerdir.
Yiizey antijenleri bakimindan heterojenite gosterirler. Ancak hicbirisi TCR ve Ig
tasimaz, cogunlugu CD16 [IgG igin kristalize olabilen fragman (Fc) reseptorii-
FeyllI] ve CD56 (Noral hiicre adezyon molekiilii, N-CAM izoformu) molekiillerini
tasir (12-14).

Antikor veya antijenik stimulasyona gerek duymaksizin hiicreici
mikroorganizmalarla enfekte olmus konak hiicrelerini spontan litik aktivite
gostererek oOldiiriirler. Makrofajlar tarafindan IL-12 araciligiyla uyarilirlar. Uyarilan
NK hiicreleri ise salgiladiklari sitokinler ile makrofajlar1 uyarir. Boylece aktiviteleri
kuvvetlenen makrofajlar tarafindan fagosite edilen mikroorganizmalarin daha giiglii
bicimde yok edilmeleri saglanir. Oldiirme islevini sitotoksik T hiicrelerine (Tc)
benzer sekilde fakat 6nceden uyarilma gerekmeksizin hizli bir sekilde gergeklestirir.
Perforin ve granzim gibi ¢esitli enzimleri igeren biiylik graniiller sitoplazmalarinda
her zaman hazir bulunur. Tc hiicrelerinde ise graniiller, aktivasyon gergeklestikten
sonra belirmeye baglar. CD16 aracilig1 ile antikora bagimli hiicresel sitotoksisite

gosterirler (12, 13, 15).

B Lenfositler

Multipotent 6nciil hiicrelerden kemik iliginde olusur ve erken donem
olgunlagmalarin1 burada tamamlarlar. Periferal kandaki l6kositlerin %15 kadarini
olusturan B lenfositleri, antikor {iiretebilen tek hiicre grubudur. Antikorlar, B
lenfositlerinin  hiicre yiizeyinde membrana bagli olarak bulunan antijen
reseptorleridir, olgunlagsmalari sirasinda her B hiicresi tek ve 6zgiil bir antikoru B
hiicre reseptorii (BCR) olarak eksprese eder. Boylece her lenfosit tek bir antijeni
(monospesifik) tanir. Yabanci antijenlerin B lenfositlerle karsilagsmasi bu hiicrelerin
aktive olmasini, plazma hiicrelerine farklilasmasin1 ve antikor salgilamasini saglar
(10). Bu ozellikleri ile kazanilmis bagisiklik yanitinin hiimoral bileseninden

sorumludurlar (16).

T Lenfositler
Diger lenfositler gibi kemik iliginde veya fetal donemde karacigerde

gelismeye baglayan T lenfositleri olgunlagsmalarini timusta tamamlar (17).



Gestasyonun dordiincii haftasinda iist mediastinal bdlgede epitelden olusan solid bir
yap1 olan fetal timus {iglincii ayda islev kazanir (6, 9, 12).

Asagida ayrintilart ile agiklanan timustaki temel gelisim asamalar1 ve aktive
olma mekanizmalar1 tim T lenfositleri i¢in ortak olmasina karsin bu hiicrelerin
efektor islevleri arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar vardir. T hiicrelerinin patojenlerin
ortadan kaldirilmasinda dogrudan rolleri vardir. Ayrica yardimcr hiicre islevi ile
dogrudan hiicresel temas ya da sitokinler araciligi ile B ve T hiicre yanitlarin1 ve
dogal bagisiklik sisteminin efektor hiicrelerini etkilerler. Son olarak T lenfositleri
bagisiklik yanitinin zamaninda sonlanmasini saglayarak diizenleyici rol oynarlar (17).

Gebeligin 7. haftasindan itibaren fetusta karaciger ve vitelliis kesesinde
goriilmeye baslayan T lenfositleri, pro-timositler ve adanmis kok hiicreden (pro-T,
committed stem cell) gelisir (Sekil 2.3). Kemik iligi kaynakli kok hiicreleri, gelismek
ve fonksiyon kazanmak igin 6zellikle timusun korteks boliimiine go¢ ederler. Onciil
hiicreler timustaki matiirasyon siirecinden gegmeden 6zellikli yiizey isaretleyicilerini
eksprese etmez. Timustaki T lenfositleri timosit adin1 alir, buradaki farklilasma
stirecinde korteksten medullaya dogru ilerleyen hiicreler CD2, CD3, CD4, CD8 ve
TCR eksprese etmeye baslarlar (6, 9, 12, 18) (Sekil 2.4).

Timositler CD4 ve CDS isaretleyicilerinin hiicre ylizeyinde bulunmasina gore
4 ana gruba ayrilir: CD4(-) CD8(-), CD4(+) CD8(+), CD4(+), CD8(+) T lenfosit.
Kemik iliginden timusun korteksine go¢ eden pro-T hiicrelerinde, herhangi bir yiizey
isaretleyicisi eksprese (TCR ve CD) edilmez [CD2(-) CD3(-) CD4(-) CD8(-)].

Timositlerin korteksten medullaya gogii sirasindaki farklilagmalari, 6nce T
lenfositleri i¢in karekteristik ylizey isaretleyicisi olan CD2 ve sonra CD3
ekspresyonu ile baslar. Boylece CD2(+) CD3(+) CD4(-) CDS8(-) (¢ift negatif)
hiicreler olusur. Hiicre reseptor genlerinin aktive olmasiyla TCR eksprese edilir.

Her T hiicresi tek bir antijene 6zgiil bir TCR’ye sahiptir. Bu ¢ok sayida
TCR’nin kodlanmasi ile olusan genig T hiicre repertuart ile saglanir. Heterodimer
yapidaki TCR’lerinin farklilagma siirecinde B zincir sentezinin tamamlanmis olmasi
once o zincirinin yapimini sonra da CD4(+) CDS8(+) (¢ift pozitif) hiicrelerin
olusumunu saglar. Timositlerden ve/ya diger hiicrelerden salgilanan sitokinlerin bu
hiicrelerin biiylime ve farklilagmasinda etkili olduklar1 bilinmektedir. Biiyiik, aktif

boliinen, gelisimini tamamlamamis blast 6zelliginde hiicreler olan CD4(+) CD8(+)
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timositleri, timustaki olgun popiilasyonu olustururlar. Bu hiicreler boliinerek, diisiik
diizeyde TCR af eksprese eden kortikal, kii¢iik, boliinmeyen hiicreleri olustururlar.
CD4(+) CD8(+) timositlerde TCR’1n sentezi pozitif se¢ilimin erken gelisim fazinda
artar (6, 18-20).

Timositler timustaki farklilagma siirecinde olgunlastikga TCR ekspresyonu
artar ve ylzeylerindeki CD4 veya CD8 proteinlerinden birisi kaybolur. Bu
basamagin sonunda mediillada bulunan tiim timositler CD2 ve CD3 isaretleyicilerini
ortak olarak tasir [CD2(+) CD3(+)]; ancak hiicreler ya CD4(+) ya da CD8(+)’tir
(Sekil 2.4).

Tek pozitif hiicreler ad1 verilen bu hiicreler timusta post kapiller veniillere
gecerek genel dolagima katilir. Dogumdan sonraki 6. aya kadar T lenfosit sayisi

kanda gittik¢e artar ve 1-2 yas araliginda azalarak eriskin diizeyine iner. Hem T

lenfositlerin hem de toplam lenfositlerin sayist yenidoganda, c¢ocuk veya
eriskindekine gore fazladir.
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Sekil 2.4 : T lenfositlerinin timustaki farklilagsmasi ve olgunlasmasi. Huston’dan

degistirilerek (21).
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CD4(+) veya CD8(+)’ligi Teff lenfositlerinin 6zgiilliigiinii belirler. CD4(+) T
lenfositleri Th hiicreler olarak isimlendirilirken CD8(+) hiicreler Tc hiicreler olarak
tanimlanir. CD4/CD8 orani fetal hayatta 3,5 ve dogumda 2,5 iken 4 yas civarinda
eriskin diizeyi olan 2’ye diiser (6, 10, 18).

Timustaki CD4(+) CD8(-) T lenfositleri, CD25 bulundurmalarina gore iki alt
gruba daha ayrilir. Hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturan CD4(+) CD25(-) hiicreler
periferal bagisiklik sisteminde Th hiicrelerin efektor alt gruplari olarak goérev alirken;
daha az sayidaki CD4(+) CD25(+) hiicreler Treg hiicrelerini olustururlar (6, 18, 19,
22).

Timositlerin timusta olgunlagsmasi 3 giin alir. Tiim timositlerin yaklasik %11
dolagima katilirken kalani apopitoza ugrar. Apopitoza ugrayan timositlerin %75'i
CD4(+) CD8(+) ¢ift pozitif, %130 de CD4(-) CDS8(-) ¢ift negatif hiicrelerdir.
Apoptotik hiicrelerin ¢ogunlugu CD4(+) CD8(+) lenfositlerin yiiksek yogunlukta
bulundugu kortiko-mediiller baglant1 bdlgesinde, daha az bir boliimii de kortekste
yerlesmistir.

TCR 6zgiilliigii, rastgele gen diizenlemeleri ile ortaya ¢ikmaktadir. Intratimik
self peptid-MHC Sinif II molekiillerinin etkilesimi, CD4(+) CD8(+) T lenfositlerini
etkileyerek T lenfosit ¢esitliligini olusturur. Hiicrelerin kendi MHC molekiillerine
afinite gostermesi timositlerin canlilii i¢in gereklidir. Timositlerden sadece kendi
MHC yapisina afinite gosterenler yasarken digerleri apopitoza ugrar. MHC
molekiillerinin yardimi ile yapisinda CD3, CD4, CD8 ve TCR gibi kendilerine 6zgii
isaretleyicileri bulunan ve periferal dolasimda gorev alan antijen sunucu hiicrelerin
(APC) sunduklar1 antijenlerin yabanci olarak algilanmamasi saglanmig olur (self-
tolerans). Hiicrelerin secilmesi, ¢ogalmasi ve/ya apopitoza ugramasi lizerine yapilan
arastirmalar heniiz biitiin mekanizmalar1 agiklayabilmis degildir ve bu farklilagsmada
yer alan baska mekanizmalarin varligi da diistiniilmektedir (6, 18, 19).

Insan T lenfositlerinde, CD2, CD3, CD4 ve CDS gibi yiizey isaretleyicilerinin
yani sira ¢ok sayida sitokin ve interlokin (IL) reseptorleri [IL-1R, IL-2R, IL-6R,
Interferon (IFN)-yR, Tiimér nekrotize edici faktdr (TNF)-R] ve lenfosit fonksiyonu
ile iligkili antijen-1 (LFA-1), hiicre i¢i adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi adezyon
molekiilleri de eksprese edilir. Bu yiizey molekiilleri ilgili T lenfositlerinin antijen

tanimasi, uyarilmasi ve efektor islevleri i¢in gereklidir. Ayrica T lenfositlerinin
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gelisiminde, aktive olmasinda, doniisiim ge¢irmesinde IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-12,
IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, IL-25, IL-27, IFN-y gibi bir ¢ok farkli sitokinin rolii
bulunmaktadir (10, 18).

Timositlerin olgunlastiktan sonra dolagima nasil gectikleri ve hangi alt
gruplara farklilagsarak nasil gorev yapacaklarina dair hala karanlik noktalar
bulunmaktadir. Dolagima gegtikten sonra olgun T lenfositler dalak, lenf nodiilleri,
peyer plaklar gibi ikincil lenfoid dokulara gecer. Ayrica serbest dolagan T lenfositler
dolasimdaki lenfositlerin %60-80 kadarini olustururlar. Bu hiicrelerin 2/3°1i CD4(+),
1/3°t4 CD8(+)’ tir (6, 10, 18, 19).

Olgun T lenfositleri timustaki Onciil havuzuna bagli olmaksizin dolagimda
hiicre boliinmesiyle ¢ogalir ve periferal T lenfosit sayis1 sabit tutulur. T lenfositlerin
cesitlenmesi her ne kadar timusta sekilleniyor olsa da olgun T lenfosit 6zellikleri ve
fonksiyonlari, periferdeki havuzun gelismesi ile saglanir (18). T lenfositlerinin yiizey

ozelliklerinden, islevleri ile yakindan ilgili olan bazilar1 asagida agiklanmaistir.

T Hiicresi Reseptorii

T lenfositler antijenik peptidleri TCR ile tanir. TCR, yapisal olarak hi¢ bir
zaman salgilanmamasi ve islevsel olarak antijeni, MHC ile yaptig1 kompleks sonrasi
tanimastyla immiinoglobiilinlerden ayrilmaktadir. TCR 2 adet polipeptid zincirinin
disiilfit bag1 ile baglanarak heterodimer yap1 olusturmas ile sekillenmistir. Iki tip
TCR tespit edilmistir; TCR-1: vy ve d zincirlerinden, TCR-2: a ve B zincirlerinden
olusur. T lenfositlerin %95’i TCR-2 %5’t TCR-1 bulundurur (23). TCR’nin
sitoplazmik kuyrugunun asir1 derecede kisa olmasi hiicre-antijen etkilesimi sonrasi
bu yolla sinyal olusumunun olas1 olmadigimi diisiindiirmektedir. TCR, CD3 ve zeta
(§) zincirlerinin birlesmesi ile TCR kompleksini olusturarak fonksiyonel hale gelir;
boylece sinyal olusumu ve iletimi saglanir (6, 19, 24, 25).

T lenfositleri, 0zglin ylizey isaretleyicisi CD3 ve iki Onemli alt grubu

olusturan CD4 ve CD8 yiizey isaretleyicileri ile taninirlar.

CD3
T lenfositlerinin membran ylizeyinde yer alan CD3; gama (y), delta (9),
epsilon (e), zeta () ve eta (n) polipeptid zincirleriyle kompleks olusturarak TCR’1n
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hiicre i¢indeki kisa kalan boliimiinii olustururlar. TCR’1n heterodimer alt birimleriyle
yan yana bulunarak gorev goriir. T lenfosit aktivasyonunda, TCR’nin hiicre ylizeyine
sunumunda, TCR’nin biitiinligliniin korunmasinda énemli rol oynadig1 gibi hiicre

icine sinyal iletiminden sorumlu molekiil olarak da gorev gortir (6, 18, 19).

CD4

Glikoprotein yapida olup 55 kDa agirliginda tek bir polipeptid zincirinden
olusmustur. CD4(+) Th Ilenfositlerine 0zgl isaretleyici olup MHC Smif-II
molekiiliine baglanabildigi i¢in lenfositlerin TCR ile birlikte APC ile baglantisinda
gbrev alir. Ayrica sinyal iletimininde rol oynar. insan immiin yetmezlik viriisii (HIV),

Th hiicrelerinin ylizeyindeki CD4 molekiiline baglanarak enfeksiyonunu

gerceklestirir (6, 19, 26).

CD8

Tc lenfositlerin ylizey isaretleyicisidir. CD8 kendine 6zgii o ve B zincirinden
olusmaktadir. T lenfositlerin de iki farkli tipte CD8 molekiilii bulunabilir: o zincir
homodimeri, o ve P zincirleri heterodimeri. Gérevi MHC Sinif I molekiiliine

tutunmak ve sinyal iletimini kolaylastirmaktir (6, 19, 26).

CD25

55 kDa agirliginda bir membran glikoproteinidir. IL-2 reseptoriiniin o
zinciridir. B ve y zincirleri ile nonkovalen baglanarak reseptor yapisini olusturur.
Aktif T lenfositler, Treg hiicreleri, aktif B lenfositler ve aktif makrofajlarin yapisinda
da bulunmaktadir (27).

1. CD8(+) Sitotoksik T Lenfositler

Periferal kan T lenfositlerin % 20-40’1mn1 olusturan Tc lenfositler CD8
isaretleyicileri tasir. Bagisiklik sisteminde viriis, parazit ve hiicre i¢i bakteriler ile
enfekte olmus hiicre, tiimor hiicrelerine, organizmaya yabanci kabul edilen doku ve
organ transplant hiicrelerine, yabanci hiicreler ve dig etkenlerden etkilenmis
hiicrelere dogrudan saldirirlar. Bu hiicrelerde immiinoglobiilinler i¢in Fc reseptorii

bulunmaz. Bu nedenle de antikor-bagimli hiimoral sitotoksisite gdstermezler. MHC
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Sinif T ile sunulan antijeni taniyarak aktive olur ve sitotoksik fonksiyon gosterirler.
Farklilasmasina neden olan antijeni tagiyan hedef hiicrenin zar biitlinliigiinii bozarak
oldiiriir. Bu islem sirasinda komsu hiicrelere ve kendine zarar vermeyerek ¢ok sayida
hedef hiicreyi 6ldiirebilirler (6, 18, 19, 28).

Tc hiicreler sunulan antijeni tanidiklarinda; LFA-1, ICAM-1 gibi adezyon
molekiilleri araciligi ile hedef hiicreyle siki baglantilar olusturur ve temas ettigi
bolgeye ekzositozla graniillerini bosaltir. Graniil iceriklerinden perforin, aktivite
kazanmalar1 i¢in gerekli olan ortamdaki Ca'"" ile polimerize olarak hedef hiicrenin
zarinda delikler agar. Bu deliklerden veya endositozla hedef hiicreye giren
granzimler sitoplazmadaki kaspaz enzimlerini aktive eder, bdylece hiicre 6liimi ile
sonuglanan apopitotik siire¢ baslar. Granzimleri aktive eden ikinci yolak Ca"~dan
bagimsizdir. Bu yolakta aktive Tc hiicrelerinde bulunan Fas ligand (Fas L), hedef
hiicredeki uyaric1 Fas (CD95) reseptorlerine baglanarak granzimleri aktive eder,

apopitozis baglar (6, 18, 19, 28).

2. CD4(+) Yardimci T Lenfositler

Kandaki lenfositlerin %35-60 kadar1 adanmis bir kok hiicreden kdken alan
CD4(+) Th lenfositlerdir. Yaklasik olarak 20 yil dnce Robert Coffman ve Tim
Mossman’in her Th lenfositinin tiim sitokinleri iiretme yetenegi olmadigini ve her
hiicrenin kendi repertuvari1 oldugunu yayinlamasi ile Th lenfositleri iki alt gruba (Thl
ve Th2) ayrilmistir (29). Ancak Treg hiicrelerinin Th1l ve Th2 dengesindeki roliiniin
belirlenmesi ve 2005 yilinda 6zellikle otoimmiin hastaliklarla iligkilendirilen Th17
hiicrelerinin tanimlanmastyla grup sayisi artmigtir (30, 31). Farklilagma, bu hiicreleri
bir gruba yonlendiren sinyal ve sitokin mekanizmalari ile gergeklestirilir. Boylece
hiicreler IFN-y salgilayan Th1, IL-4 salgilayan Th2, IL-17 salgilayan Th17 ve TGF-3
salgilayan Treg hiicreleri fenotipine farklilasirlar (18, 19, 32, 33) (Sekil 2.5).

Th hiicreler, MHC Siif II molekiilleri ile sunulan peptidleri taniyarak antikor
iireten B ve Tc lenfositlerinin aktivitelerini arttirir. Th hiicrelerin sayica azalmasi
velya yeterince aktivite goOsterememesi bu hiicrelerin antijene cevabinin zayif
olmasina yol agar. Ayrica ¢esitli lenfokinleri salgilayarak T lenfositlerinin, monosit-
makrofajlarin ve diger bazi hiicrelerin sayica ve etkinlik¢e artmalarini saglarlar. Bu

nitelikleri ile Th lenfositleri, bagisiklik sisteminin orkestra sefi hiicreleridir (18).
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IFN-y ° Hiicreigi patojenlere yanit

Thil > [L-2 Fagositozun aktivasyonu
TNE-B Opsonizan Ab tiretimi
B Gecikmis hipersensitivite

IL-4 -+ Hiicredis: patojenlere yanit

——>[[-6 ° B lenfositiiretimi
IL-10 ° igc~l-l.fb$it .farklllasmas1
IL-13 . Eozli]t{nf)tflirlnzliktivas onu
TGF-B Y

IL-10 ° chf(]:hl, Th2, Th.l7, vd)
TGF-B lerin diizenlenmesi

Naif T Hiicre

IL-17A

IL-17F = Myeloid hiicre iiretimi

[L-21 ° Kemokinlerin liretimi

IL-22 ° Proenflamatuvar sitokin
tiretimi

Sekil 2.5: CD4(+) Yardimc1 T lenfosit alt tipleri ve salgiladiklar sitokinlerin bazilari.
Maniati ve Mesquita’dan degistirilerek (30, 31).

Th1 Hiicreler

Bu hiicreler naif Th hiicrelerinden IL-12 uyarilmasi ile olusur ve sitolitik
aktivite gostererek hiicresel bagisiklik yanitinda etkin ve kilit rol oynarlar. Bunu
salgiladiklar1 IFN-y, IL-2 ve TNF-f ile ger¢eklestirirler. Bu sitokinler agirlikli olarak
makrofaj, Tc ve B lenfositlerinin aktive olmasini saglar. B lenfositlerinin IgG1 ve
1gG3 antikorlarin1 sentezlemesini saglar. IFN-y araciligi ile opsonizasyon,
kompleman baglayici antikor iiretiminde artts ve makrofaj aktivasyonu ile

antijenlerin ortadan kaldirilmasi saglanir (6, 20, 29).

Th2 Hiicreler

Th2 lenfositlerinin gelisimi IL-4 ile kontrol edilir. Th2 lenfositler hiimoral
bagisiklik yanitinda, allerjik enflamasyon olusmasi ve parazitlere karsi bagisiklik
yanitinda 6nemli rol oynar. Akut ve kronik enflamasyonu ve geg tipte hiicresel asiri
duyarlig1 inhibe eder. IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 gibi sitokinleri iiretir. Antijenik
uyarim sonucu ¢ogalan ve farklilasan Th2 lenfositlerinden sentezlenen IL-4, B
lenfositlerini etkileyerek IgM ve 1gG sentezini uyarir. Ig degisiminden (IgM, IgG

sentez switching) sorumludur. Bdylece total IgG sentezi de artar. IL-5 ile
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eozinofilleri aktive eder ve IgE sentezini olusturur. IgE, mast hiicre aktivasyonuna
neden olur ve helmintleri kaplayarak eozinofiller tarafindan par¢alanmasini saglar.

Th2 lenfositlerinden salgilanan IL-4 ve TGF-f; makrofaj aktivasyonunu
inhibe ederek Thl araciligiyla yiiriitiilen hiicresel bagisiklig1 baskilar (6, 20, 29).
Hiimoral bagisiklik yanitinda gorev alan IL-4, IL-10 ile birlikte mast hiicreleri ve
eozinofillerin biiylimelerini ve aktive olmalarini, B hiicrelerinin antikor salgilayan B
hiicrelerine doniisiimlerini saglar; makrofaj aktivasyonunu, T hiicre proliferasyonunu
ve proenflamatuvar sitokin salgilanmasini inhibe eder (34-36).

Tanimlandiklar1 1986 yilindan bu yana Thl ve Th2 hiicreleri arasindaki iliski
Yin-Yang paradigmasi gibi ele alinmis ve bagisiklik yaniti primer olarak Thl veya
Th2 aracili olarak simiflandirilmistir. Ancak yakin zamandaki calismalar Th

hiicrelerinin diger alt tiplerinin de varligini ortaya ¢ikartmistir (37) (Sekil 2.5).

Th17 Hiicreler

2005 yilinda tanimlanan Th 17 hiicreleri, naif Th hiicrelerinden farede TGF-
ve IL-6, insanda ise TGF-f ve enflamatuvar sitokinler araciligi ile farklilagir. Bunlar
IL-1B, IL-6, IL-21, ve/ya IL-23 olabilir. IL-23, Th17 hiicrelerinin biiyiime, hayatta
kalis ve islevleri i¢in gereklidir. Th17 lenfositleri etkilerini proenflamatuvar sitokin
IL-17 salgilayarak gosterirler. IL-17, dogal immiinitede efektor rol alan IL-6, akut
faz proteinleri, G-CSF ve prostaglandin E2’nin salgilanmasini indiikler ve nétrofil
mobilizasyonunu saglar. Th17 lenfositleri romatoid artrit, deneysel otoimmiin
ensefalomyelit vb. otoimmiin hastaliklarin gelisiminde, bazi allerjen spesifik
yanitlarin patogenezinde, ayrica enfeksiyona karsi konakg¢r yanitinda nétrofil ve
makrofajlart  enfeksiyon bolgesine c¢ekerek ve antimikrobiyal peptidlerin
ekspresyonunu artirarak gorev yaparlar (38, 39).

Th17 hiicrelerinin otoimmiin enflamasyondaki rolii pek¢ok hayvan modelinde
gosterilmistir. Ornegin deneysel otoimmiin artrit modelinde kemik ve kikirdak
hasarindan sorumludur (40) ve IL-17A’nin hastaligin baslangicindan 6nce bloke
edilmesi hastaligin siddetini azaltmaktadir (41). Benzer sekilde IL-17A eksikligi olan
farelerde kollajen ile indiiklenen artrit (42) ve deneysel otoimmiin ensefalomiyelit
modellerinde hastalifin baslangicinda gecikme ve siddetinde azalma gozlenmistir

(43). Bunlara ek olarak enflamatuar doku hasarinda, epitelyal ve mukozal
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bariyerlerin antimikrobiyal aktivitesinde rolii oldugu diistiniilmektedir (33, 44). Th17
hiicreleri 6zellikle hiicredist patojenlere karsi aktive olan konake¢ir bagisiklik

yanitinda dnemlidir (45).

Diizenleyici T Lenfositler

Bagisiklik yanitinin  kontrolii ve immiin homeostazisin korunmasinda
yadsimnamaz rolii olan Treg hiicreler CD4(+) CD25(+) T lenfositlerdir. Ayrica hiicre
ici Forkhead Box Proteini-3’ii (FOXP3) en gii¢lii olarak eksprese eden Th lenfosit alt
grubudur. Periferal kandaki CD4(+) T lenfositlerin % 5-25’ini olustururlar. Islevsel
olarak hiicre aracili baskilamadan sorumlu olan bu hiicre grubuyla ilgili son
yillardaki arastirmalar bilgilerimizde 6nemli ilerlemeler kaydedilmesini saglamigtir
(32, 46-49).

Treg hiicreleri iki hiicre grubundan olusur: timusta gelisimini tamamlayan
dogal Treg (nTreg) hiicreler, naif Th hiicresinden ¢evresel dokularda gelisen
indiiklenebilen Treg (iTreg) hiicreler. nTreg hiicreleri canlinin kendi dokularina
toleransindan (self tolerans), iTreg hiicreleri de adaptif bagisiklik yanitinin
regiilasyonundan sorumludurlar (32, 46, 47). CD4(+) Th hiicrelerin tiim alt gruplarinm
baskilama yetenegine sahip olan Treg hiicreleri (50), Th1, Th2 ve Th17 hiicrelerinin
islevlerini diizenler (51, 52). TGF-p ve IL-10 sentezleyerek efektor Thl hiicreleri
iizerinde inhibisyona neden olurlar. T lenfositlerinin IL-2 {iretimini ve
proliferasyonunu baskilarlar (46, 47, 53). Ayrica CD8(+) T lenfositleri, dendritik ve

B hiicrelerinin ¢ogalmasini ve iglevlerini baskiladigi da gosterilmistir (51, 52).

Sitokinler

Sitokinler dogal ve kazanilmis bagisikligin aktivasyon ve efektor fazinda
bagisiklik sisteminde Ozellikle makrofajlar ve Th lenfositleri veya diger sistem
hiicrelerince iiretilen ve salgilanan polipeptid yapida; hiicreler arasi iliskileri,
bagisiklik yanitin1 ve enflamasyonu diizenleyici sinyal proteinleridir. Tanimlanmis
sitokin sayist 100°den fazladir (54-58).

Sitokinler genellikle uyarilmis hiicreler tarafindan salgilanirlar. Ayni sitokin
farkli hiicreler tarafindan {retilebilir. Sitokinler birbirlerinin yapimint ve

saliverilmesini arttirabilir veya azaltabilir. Sitokin yapimi ve saliverilmesini kisa
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siireli, kendini smirlayan bir olaydir. Sitokinlerin yari &miirleri kisadir. Onciil
molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen transkripsiyonu ile baslatilir.
Etkilerini hedef hiicrelerdeki 6zgiil transmembran reseptdrlere baglanarak gosterirler
(49, 54-57).

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarini etkilerler. Iki sitokin
birbirine antagonistik veya sinerjistik etki gdsterebilir. Bir sitokin bir¢ok farkli hiicre
tipine etki edebilir (pleiotropi). Yani ayn1 sitokinin birden fazla etkisi olabilir (55-58).

Sitokinler genellikle otokrin ve parakrin etkilesimler ile lokal etki olustururlar
ancak endokrin olarak salgilanip sistemik etki de gdsterebilir (54, 56, 57).

Sitokinler farkli sekillerde siniflandirilabilir;

1. Islevlerine gore:

* Hematopoezi uyaranlar: IL-3, IL-7, IL-9, IL-11, GM-CSF, M-CSF, G-CSF.

* Dogal bagisiklikta gorevli olanlar: TNF, IL-1, IL-6, Tip I interferonlar.

* Bagisiklik aracili enflamasyonu diizenleyenler: 1L-5, IL-10, IL- 12, IFN-y

* Lenfosit aktivasyonu, proliferasyon ve differansiyasyonunu diizenleyenler:
IL-2, IL-4, TGF-B

2. Proenflamatuvar veya antienflamatuvar oluglarina gore:

* Proenflamatuar; IL-1, IL-6, TNF-a vd.

e Antienflamatuar; IL-4, IL-10, IL-13 vd

3. Sentez edildikleri hiicrelere gore:
(Burada sadece Th hiicrelerinden salgilanan sitokinler gdsterilmistir)

* Thl lenfositler: TNF-, IFN-y, IL-2 ve IL-12

¢ Th2 lenfositler: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13

* Thl7 hiicreler: IL-17 salgilayarak etkilerini gosterirler

* Treg hiicreler: TGF-, IL-10 (33, 49, 53-55, 57).

Genis sitokin kiitliphanesinin {yelerinin arasindan Th hiicre yanitini
degerlendirmek i¢in kullandigimiz molekiillerin 6zellikleri asagida 6zetlenmistir.

Naif CD4(+) Th lenfositlerinin alt tiplerine farklilagmasini ve islevlerini
sitokinler belirler (59). Thl yanit1 hiicresel bagisiklik yanit1 olarak da tanimlanabilir
ve IL-2, IFN-y ve IL-12 salgisi ile karakterizedir. Ote yandan IL-4 ve IL-10 salgisi
ile taninan Th2 yanit1 kazanilmis bagisiklik yanitin1 hiimoral cevaba kaydirir (60).

Bunlara ek olarak Th17 hiicreleri IL-17 basta olmak {izere salgiladiklari sitokinler ile
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viicudun savunma sistemini giiclendirmelerinin yanisira otoimmiin hastaliklarin

patogenezinde de yer almaktadirlar (61).

Interlokin 4 (IL-4)

20 kDa agirliginda olup 5. kromozom tarafindan kodlanan IL-4, ozellikle
Th2 yanitinda rol alan aktif CD4(+) T lenfositleri ve mast hiicreleri tarafindan
sentezlenir (49, 55, 57, 62). Thl lenfositlerinin uyarilmasini ve islevlerini baskilar,
Th2 lenfositlerinin uyarilmasini, gelisimini, eozinofil ve mast hiicrelerinin
cogalmasini ve etkinligini arttirir. Makrofajlarin aktivasyonunu inhibe ederken MHC
Smif II molekiillerinin bu hiicrelerce ekspresyonunu arttirir. IFN-y’nin  birgok
makrofaj aktive edici etkisini bloke eder. Boylece hiicresel bagisiklik yanitini
baskilar (55, 57, 63, 64). Temel fizyolojik etkisi allerjik olaylar1 diizenlemektir. B
lenfositlerin proliferasyon, aktivasyon ve differansiyasyonunu arttirarak IgG1 ve IgE

antikorlarimni tiretebilmelerini saglar (54, 56, 63, 64).

Interlokin 10 (IL-10)

18 kDa’luk bir sitokin olan IL-10 asil olarak Th2 lenfositleri, baz1 aktive B ve
Th1 lenfositleri ve aktive makrofajlar tarafindan da iiretilir (55, 56, 65).

IL-10 konagin bagisiklik yanitinin  inhibitorii, enflamasyonun asil
siirlayicisidir (down-regiilasyon). Makrofajlarin ve Thl lenfositlerinin sitokin
iretimini ve aktiflesmesini engeller. Makrofajlarin T lenfosit aktivasyonundaki
islevlerini MHC Smif II molekiillerinin ve bazi diger uyaricilarin ekspresyonunu
azatarak engeller. Sonucta T lenfosit aracili bagisiklik yanitini inhibe eder (49, 55, 57,
65).

IL-10’un B lenfositler {izerinde proliferatif etkisi vardir. Ebstein-Barr viriisti,
viral IL-10 analogu iireterek hiicresel bagisiklik sistemini baskilarlar.B lenfositlerinin

proliferasyonunu uyararak Burkitt Lenfoma gelismesine neden olabilir (55, 57).

Interferon y (IFN- y) (immiin ya da Tip II interferon)
Interferonlar aminoasit dizilimlerine gore siniflandirilir. Buna gére antiviral
etkinligi yiiksek olan Tip I interferon grubu (IFN o, IFN B, IFN ®) ve antiviral

etkinligi diisiik olan Tip II interferon grubu [IFN-y (immiin interferon)]
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tanimlanmistir (55, 58).

IFN-y, 21-24 kDa’luk homodimer bir glikoproteindir. Ozellikle CD8(+) T
lenfositleri ile Thl lenfositleri ve NK hiicreleri tarafindan iretilir. Dogal ve adaptif
bagisiklikta kritik 6neme sahiptir. IFN-y tiretimi IL-2 ve IL- 12 ile artarken, IL-4 ve
IL-10 ile baskilanir. Makrofajlarin etkinligini ve mikrobisidal etkilerini arttiran temel
aktivatordiir. IFN-y ile uyarilan makrofajlarda IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o gibi
sitokinlerin ve NO’nun yapimi ve saliverilmesi uyarilir. Notrofiller ve damar endotel
hiicreleri aktive olur. NK hiicrelerinin sitolitik aktivasyonu ve CD4(+) T lenfositlerin
Thl yoniinde farklilagmasi artar. Th2 lenfositlerinin yapimi azalir. IL-4 iiretimi

baskilanir. MHC Smif I ve II molekiillerinin ekspresyonu artar (55, 57, 58).

Interlokin 17 (IL-17)

IL-17, 150 aa’lik 15 kDa agirliginda bir proteindir ve disiilfit baglariyla bagh
homodimer yapisiyla 30-35 kDa agirliginda bir glikoprotein olarak salgilanir (66).
IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25), IL-17F olarak isimdirilen alt1 adet
alttipi tanimlanmigtir. IL-17E Th17 hiicrelerinden degil Th2 hiicrelerden sentezlenir
(38, 42, 43). IL-17A ve 1I-17F, NK hiicreleri, notrofiller ve eozinofiller gibi farkli
hiicre gruplarinca da sentezlenir. Bu nedenle IL-17A ve IL-17F, hem dogal ve hem
de adaptif bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan {iretilen ve koprii islevi goren
efektor sitokinlerdir (67). Bu molekiiller proenflamatuvar 6zelliklere sahip olup genis
bir hiicre grubunu etkileyerek sitokin (TNF, IL-1B, IL-6, GM-CSF, G-CSF),
kemokin (CXCLI1, CXCL8, CXCLI10) ve metalloproteinazlarin salgilanmasin
indiikler (68, 69).

IL-17 ayrica notrofil proliferasyonu, maturasyonu ve kemotaksisinde gorev
alir. IL-17 reseptorii olmayan farelerde nétrofil sayisinin diislisii ile konagin
bakteriyel akciger enfeksiyonlarina daha duyarli hale gelmesi rapor edilmistir. Ayni
zamanda lokositler tarafindan IL-17’nin asir1 salgilanmasinin akcigerlerde kemokin
salgilanmasin1 ve doku inflamasyonuna neden oldugu bulunmustur. IL-17, T
hiicrelerini de uyararak dendritik hiicrelerin maturasyonunu arttirir. Serum ve hedef
organda IL-17 diizeyinin romatoid artrit, multiple skleroz, sistemik lupus eritematoz
ve astim gibi hastaliklarda arttigi bulunmustur. Romatoid artritte proenflamatuvar

sitokin, kemokin, matriks proteazlarin salglanmasini indiiklemesi ile IL-17, kemik ve
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kikirdak doku yikimina direkt etkili bulunmustur. IL-17 knock out ve 1L-17 reseptor
(IL-17R) antagonisti verilen farelerin kimyasal verilerek olusturulan artrite direngli
oldugu gozlenmistir. Benzer calismalar otoimmiin ensefalomyelit i¢in de yapilmistir

(68, 70-73).

2.2.Stres

Varolusun temel gergegi bireyin hayatini devam ettirebilmesidir. Hayatta
kalim ise karsilasilan i¢ ve/ya dis tehditleri, etkenleri, uyarilar1 gerekli sekilde
algilamay1 ve uygun bir yanit olusturabilmeyi gerektirir. Stres, basit¢e bireyin i¢
veya dis diinyada karsilastigi herhangi bir durum olarak ifade edilebilir (74, 75).
Stresi anlamak i¢in dncelikle “homeostazis’ kavrami agiklanmalidir.

Homeostazis terimi her ne kadar ilk kez Walter Bradford Cannon tarafindan
kullanilmis olsa da ondan yillar 6nce Claude Bernard’in ‘Milieu interieur’ terimiyle
acikladig1 o6zglir ve bagimsiz bir yasam i¢in i¢ ortaminin dinamik degismezlik
durumu olarak tanimlanir. “Canlilar ihtiyaglarint karsilamak igin gereksinim
duyduklari bir ¢evre icinde nispeten bagimsiz yasarlar. Bu bagimsizlik, dokularin dig
etkilerden uzaklastirlldig bir i¢ ¢evre iginde olmalari ile agiklanmaktadir.”

1. Walter Bradford Cannon 1915 yilinda “Bodily Changes in Pain, Hunger, Fear
and Rage: An Account of Recent Researches into the Function of Emotional
Excitement” adl1 eserinde bir hayvanin tehditlere karsi cevabint ‘Savas veya Kag’
yaniti ile tanimlamistir. Daha sonra 1932’de The Wisdom of the Body adl
kitabinda homeostazisin genel 6zelliklerini agiklamistir. Buna gore: viicudumuz
gibi dig etkenlere agik bir sistemin sabitligini, degismezligini saglamak i¢in bazi
mekanizmalar gerektir. Or.; glukoz konsantrasyonu, viicut sicakligi, asit-baz
dengesi gibi kararsiz durumlar boyle mekanizmalarla sabit tutulmaktadir.

2. Sabit durum kosullarinda, degisim yoniindeki herhangi bir egilim otomatik
faktorler ile degisime direnmek yoniinde cevap gerektirir. Or.: kan sekerinde
artma susuzluk yanitina neden olur bdylece birey sivi alarak kan glukozunu
seyrelterek durum degisikligine direnir.

3. Ayar sistemi homeostatik durum icin ayni1 anda ve basaril bir sekilde ¢alisan bir
dizi mekanizma tarafindan belirlenir. Or.; kan sekeri insiilin, glukagon ve diger

hormonlar tarafindan karacigerden salgilanmasini ya da dokulara alimi ile
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kontrol edilir.
4. Homeostazis, bir organizasyon sonucudur ve sans eseri meydana gelmez.

Stres terimi Latince’de sikistirmak anlamina gelen stringere teriminden
tiretilmistir. 1920-1930’larda bu terim zihinsel gerginlik ve hastaliga yol acgabilen
zararli c¢evresel ajanlar i¢in kullanilmaya baslanmistir. Stres teriminin bugiinkii
anlamina ulagmasinda homeostazis merkezi bir 6neme sahiptir. Biyolojik sistemlerde
fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler denge saglamak icin ¢alisir. Bu denge ¢evresel
faktorler, i¢ veya dis uyaranlar ile siirekli bozulur. Bir organizmanin homeostazis
durumunun degismesi durumu stres olarak tanimlanabilir. Bu gibi durumlarda,
organizmanin savag ya da kag tepkisi viicudun enerji depolarini ¢alistirir ve tehditin
istesinden gelmeye odaklanir. Bu durum ilk olarak Hans Selye tarafindan
tanimlanmistir (76). Ilk defa kullanilmaya baslandiktan sonra Selye stresi viicudun
dis etmenlerin iistesinden gelmek icin olusturdugu non-spesifik yanit olarak
tanimlamustir.

Gliniimiiziin  ileri gelen norobilimcilerinden Jaap Koolhaas stresi
“organizmanmin dogal diizenleme kapasitesini agan c¢evresel talepler” olarak
tanimlamaktadir (77). Daha kapsamli bir ifade ile stres; homeostazisin gergekten
tehdit edildigi ya da Gyle algilandigi durum olarak tanimlanabilir ve bu durum
organizmanin karmasik davranigsal, biyolojik ve psikolojik uyum yanit1 ile
homeostazisin tekrar saglanmasi ile son bulur (78).

Stres yanitinin temel Ozellikleri Tablo 2.1°de o6zetlenmistir. Giiniimiizde
degisen yasam aligkanliklariyla birlikte stres de bir ¢ok insan i¢in kaginilamayan bir
durum haline gelmistir. Stres insan viicudunda hemen tiim sistemleri etkiler (Tablo
2.2). Kisisel farkliliklara ve/ya strese neden olan kosullara bagl olarak hastaliklara
zemin hazirlayabilir ya da siddetini degistirebilir.

Bu nedenlerle yogun stresten kaginmak ve stresin zararli etkilerini azaltmaya
calismak 6nemlidir. Ote yandan stres her zaman kendisine yiiklenen olumsuz anlami
tasimayabilir. Belli bir diizeydeki stres yararlidir. Olumlu stres diye
adlandirabilecegimiz bu diizeydeki stres kisiye enerji verir. Denetlenebilen ve
yonetilebilen stres kisinin igindeki potansiyelin agiga ¢ikmasma yardimci olur.

Kisinin dikkatini ve performansini artirir.



23

Tablo 2.1. Stres Yanitinin Temel Ozellikleri (78)

* Hemostazisin tehdite ugradigi veya bdyle algilandigi durumlarda stres
olusur.

¢ Stres yanitt hem MSS hem de periferal organlardan olusan stres
sistemi araciligryla olugur

¢ Stres sisteminin asil efektorleri olan kortizol ve katekolaminler
birbirine sikica baglhdir.

¢ Stres sisteminin malfonksiyonu davranigsal ve somatik hastaliklarla
iligkilendirilmistir.

¢ Stres insanlarda psikososyal ve fiziksel patolojik kosullara 6nemli

derecede katkida bulunur.

Tablo 2.2. Stres Yanitinin Merkezi ve Periferal Sonuglari (79, 80).

Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’ndeki Etkileri

* Uyarilmanin, uyanikligin, bilisin, dikkatin ve saldirganligin
kolaylagtirilmasi
* Vejetatif islevlerin baskilanmasi (iireme, beslenme ve biiyiime gibi)

¢ Karsi-diizenleyici geri besleme dongiisiiniin aktivasyonu

Periferal EtKkiler

¢ Oksijenizasyonun artmasi

* Beyin, kalp ve iskelet kaslarinda kan dolasiminin artmasi

¢ Kardiyovaskiiler tonusun ve solunumun giliglenmesi

* Metabolik iirlinlerin ve yabancit maddelerin detoksifikasyonunun artist
* Metabolik etkiler (katabolizma, iireme ve biiylimenin inhibisyonu)

¢ Karsi-diizenleyici geri besleme dongiisiiniin aktivasyonu

¢ Bagisiklik sisteminin modiilasyonu

2.2.1. Hayvanlarda Uygulanan Deneysel Stres Modelleri
Stres ve sistemlere etkisi; stres kaynakli hastaliklarin sebep/sonug iligkisini
ortaya koyma, kronik hastaliklarin seyrinde stresin rolii olup olmadigini test etme,

stres ve strese yanit veren organizmanin viicut i¢i dinamiklerinin nasil bozuldugunu
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saptama ve stres kaynakli hastaliklar1 tedavi edebilme amaciyla, bir ¢gok arastirmanin
odagi olmaktadir. Stres ¢aligsmalari insanlar ve hayvanlar iizerinde gergeklestirilebilir.
Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, farkli dogal stres kosullarina maruz kalan
(savas, sevilen kisilerin ve yakinlarin kaybi, kronik hastaliklar vb.) bireylerde veya
deneysel kosullar (aritmetik testler, sinav stresi, Stroop testi, toplum Oniinde
konugsma vb.) yaratilarak gergeklestirilmektedir. Stres deneylerinde insan
deneylerinden elde edilen verilerin yeri ve degeri tartisilmazken; stresi ve/ya kisisel
kosullar1 tam olarak standardize etmek miimkiin olamadig1 i¢in bazi problemleri de
tagimaktadir.

Hayvan calismalar1 ise ozellikle bireysel ve stresorle ilgili varyasyonlarin
ortadan kaldirilmast ve akut ve kronik stres protokollerinin daha rahat
uygulanabilmesi nedeniyle vazgecilmez Oneme sahiptir. Hayvanlarda kullanilan
deneysel stres modelleri de ¢ok cesitlidir (81-102). Bunlardan bazilar1 asagida

Ozetlenmeye calisilmistir. Bunlar:

-Anneden ayirma (anne yoksunlugu)

-Kalabalik ortamda barindirma

-Izolasyon (tecrit etme)

-Kosmaya (Rota-Rod) ya da yiizmeye (water maze) zorlama

-Ayak tabanindan elektrik soku uygulanmasi

-Formalin enjeksiyonu ile agr1 olusturma

-Serum fizyolojik enjeksiyonu

-Insiilin enjeksiyonu ile hipoglisemi olusturma

-Hemoraji

-Eter inhalasyonu

-Immobilizasyon (hareketin kisitlanmas1)

-Termal Stres
* Soguk ortamda barindirma ya da soguk suda yiizdiirme
* Sicak ortamda barindirma

Deney hayvanlarinda olusturulan stres modellerini uygulanan stresoriin

tiiriine gore psikolojik, sosyal, kimyasal veya fiziksel olarakta siniflandirabiliriz.
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Anneden Ayirma (Anne Yoksunlugu)

Anne yoksunlugu modeli psikososyal stres modellerinden biridir. Yasamin
erken donemlerinde karsilasilan anne yoksunlugu stresi deney hayvanlarinda 1-21.
giinler arasinda her giin 3 saat olmak iizere veya anneden emzirme déneminde iken
bir kez 24 saat boyunca ayirma seklinde uygulanir. Bu stres uygulamasinin tistiinligii
ergenlik ve eriskin donemde, etkilerin gozlemlenebilmesi, bu siirecteki davranis ve
norobiyolojik gostergelerinin izlenebilmesidir. Sigcanlarda dogum sonrasi 4-14.
giinlerde hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen etkinligi karakteristik olarak en diisiik
diizeydedir. Bu evre, ‘strese diisiik yanit donemi’ olarak adlandirilir. Bu dénemde,

oncesinde ya da sonrasinda stres uygulanmasi farkli yanitlara yol agar (87).

Kalabalik Ortamda Barindirma

Kalabalik ortamda barindirma psikososyal bir stres modelidir. Bu stres
modelinde rodentler cinsiyet farki gdstermektedir. Disilerin stres yanit1 erkeklere
gore daha yavas gelismektedir ve daha diisiik diizeydedir. Ayrica disilerin kalabalik
ortama daha hizli uyum sagladig1 gozlenmistir (81). Sosyolojik caligsmalar insanlarda

da benzer sonuglarin varligini dogrulamaktadir (88).

izolasyon

Izolasyon deney hayvanlarinda sosyal stres olusturmak igin uygulanan bir
yontemdir. Bunun i¢in deney hayvani tek basmna bir kafeste diger deney
hayvanlartyla ayni kosullara sahip ama tamamen bagka bir odada barindirilmalidir.
Bu modelde amag, her tiirlii sosyal etkilesimin dnlenmesidir (89, 90).

Izolasyon, hem insanlar hem de diger canlilar1 psikolojik olarak etkilemekte,
organik ve psikolojik diizensizliklere yol agmaktadir. Cevreden etkilenme insanlarda
kisiden kisiye ve cinsiyet etkisiyle degisebilirken diger canlilarin tepkileri tiirler ve

cinsler arasinda da farkliliklar gosterebilir (89).

Ayak Tabanindan Elektrosok Uygulamasi
Deney hayvanlarindan 6zellikle sican ve farelerde uygulanan bu fiziksel stres
modelinde; ayak tabanina, hayvanin yerlestirildigi elektrik iletebilen bir metal 1zgara

tizerinden farkli protokollere gore farkli voltajlarda elektrosok uygulanir. Elektrosok
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uygulanacak platform, deney hayvaninin diizenekten kagamayacagi, disaridan
gozlenmesine izin verecek fakat hayvani kendi ortaminda hissetmesini saglayacak
standartta olmalidir (91, 92).

Sicanlarda farkli siirelerde uygulanan elektrosokun stres mekanizmasini
aktive ederek plazma adreno-kortikotrofik hormon (ACTH) ve kortikosteron
diizeylerini arttirdigi, hayvanlarin viicut agirhginda azalmaya yol ag¢tigi (91) ve

motor aktivitede degisiklige neden oldugu gosterilmistir (83).

Formalin Enjeksiyonu

Genelde % 1’lik veya % 4’likk formalin ¢ozeltilerinin derialtina enjekte
edilmesi ile olusturulan fiziksel bir stres modelidir. Formalinin derialtina enjeksiyonu
ciddi doku hasarina ve agriya neden olmaktadir. % 4’ lik formalin kortikosteron
diizeylerini hareketsizlik stresi kadar artirirken, % 1’lik formalin daha diistik
diizeylerde kortikosteron artisina neden olmaktadir. Her iki uygulamada ACTH
diizeylerini arttirmig, hipotalamusta yapilan ol¢iimlerde paraventrikiiler ¢ekirdekte

norepinefrin diizeylerinin normale gore arttig1 olarak bulunmustur (93).

Serum Fizyolojik Enjeksiyonu

Hayvan deneylerinde ilaglarin ¢6ziicli kontrolii olarak kontrol grubuna verilen
serum fizyolojik agrili bir enjeksiyon olusturmakta ve stres mekanizmasini aktive
edebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu deneklerde enjeksiyon sonrasinda
enjeksiyon stresi ile iliskilendirilen, plazmada hafif artmig kortikosteron diizeyi

saptanmstir (94).

Insiilin Enjeksiyonu

Hipoglisemi modeli olusturmak icin basamakli olarak artan dozlarda damar
ici insiilin uygulamast (0,1, 1 ve 3 IU/kg), sicanlarda plazmada ACTH ve
kortikosteron diizeylerinde doza bagli bir artisa yol agmustir (93).

Immobilizasyon (Hareketsizlik)
Hareketsizlik, tek basina uygulanabildigi gibi diger stres modelleriyle

kombine edilerek uygulanabilen fiziksel ve sosyal bir stres modelidir. Uygulama
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bi¢cimi yoOniinden kolay oldugu ve stres sistemini hizla aktive ettigi i¢in en sik
uygulanan stres modellerinden biridir (82, 95). Bu modelde deney hayvani rahatlikla
hareket edemeyecegi, su ve besinden kisitli olacagi belli bir siire kisitlayici denilen
alette tutulmalidir. Protokoliin uygulanmasi sirasinda deney hayvanimin ihtiyaci
kadar havayi alabilmesi i¢in kisitlayici lizerinde deliklerin olmasi ayrica 6nemlidir
(Sekil 3.1).

Bowman ve ark. farkli protokoller uygulayarak olusturdugu calismalarinda,
21 veya 28 giin boyunca 6 saat hareketsizlik stresine maruz kalan si¢anlarda Slgiilen
birinci, yedinci, ondordiincii ve yirmibirinci giinlerdeki plazma kortikosteron
diizeyini, kontrole gore anlamli olarak yiiksek bulmuslardir. Yiikselen plazma
kortikosteron diizeyi stres protokolii bitiminden 15 giin sonra normal kontrol
diizeylerine donmiistiir (82).

Pacak ve ark. sicanlarda farkli stres modelleri uygulayarak yaptigi calisma da
hareketsizlik stresinin hipotalamusta yapilan dlglimlerde paraventrikiiler ¢ekirdekte
NE diizeylerini, plazmada da ACTH ve kortikosteron diizeylerini en fazla arttiran

stres modeli oldugunu ortaya koymustur (93, 96).

Termal Stres

Termal stres soguk veya sicak seklinde uygulamaktadir.

a. Soguk Ortamda Barindirma ya da Soguk Suda Yiizdiirme

Denegin soguk ortamda kafeste tutulmasi veya soguk suda yiizdiiriilmesi ile
uygulanan bu stres modelinde, uygulama hayvanlara tek tek yapilabildigi gibi bir
arada tutularak da uygulanabilir. Bu modelde uygulama farkliliklar: ile stres etkisi
degiskendir. +4° C’de kafeste yalniz birakma veya soguk suda yiizdiirme, deneklerin
bir arada olmalarina gore daha giiclii bir stres olusturma yontemidir (97, 98).

Yapilan bir ¢alismada BALB/c farelerde 1 kere +4° C’de kafeste 4 saat
boyunca uygulanan akut soguk stres plazma kortikosteron, epinefrin ve norepinefrin
diizeyini kontrole oranla anlamli derecede arttirdig1 gosterilmistir (99).

Eriskin si¢anlar kisa stireli (5 dakika) soguk suda yiizmeye zorlandiklari
akut stres ve bunun ardisik 4 giin giinde 2 kere uygulanmasi ile olusturulan kronik
stres modellerinde kortikotrofin salgilatici hormon (CRH) ekstrahipotalamik kaynagi

olan ovaryumda immiinoreaktif CRH diizeylerinin arttig1 bulunmustur (97,100).
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b. Sicak Ortamda Barindirma

Soguk stresi gibi sicak stresi de fiziksel stres modelleri arasinda yer
almaktadir. Bu model icin hayvanlar 6zellikle sicak ortamda (30° C iistii) tutulmakta
ya da bu deneyler yaz aylarinda yapilmaktadir.

Bir stresor olarak sicaklik farkli yolaklari kullanarak proopiyomelanokortin
(POMC) ile onun tiirevlerini (CRH ve ACTH-adrenal-steroid ekseni) etkiler (101).

Di1s ortam sicakliginda artigin yanisira viicut sicakligi artis1 da strese neden
olmaktadir. Viicut sicaklik artis1 eskiden beri 6zellikle patojenik uyaranlara karsi bir

tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir (102).

2.2.2. Stres Cevabi

Yasam, organizmanin dinamik denge halini -homeostazis- i¢ ya da dig
cevreden kaynaklanan tehditlerin, stresorlerin etkisi ile devam ettirmektir. Pek ¢ok
stresoriin etkisine kars1 organizma, dengeyi saglamaya yoOnelik adaptif bir yanit
olusturur. Bu yanitin basarisiz olmasi durumunda; sistemler iizerine zararl etkiler
ortaya ¢ikarabilir. Bu durum “dishomeostazis” ya da “kakostazis” olarak adlandirilir
(78-80, 103).

Homeostazisi bozan her tiirlii stresli uyaran, stresorle karsilasma sikligi ve
stiresi, stres yanitt ve adaptif siiregte degisiklige neden olabilir. Stres akut; kisa
stireli, tek sefer karsilasilan, uyum saglanabilen veya kronik, uzun siireli ve/ya
tekrarlayan, uyum saglanamayan stres olarak siniflandirilabilir (82, 104).

Strese neden olan stresorler dis ¢evreden gelen etkilere bagli olabilecekleri
gibi, viicudun kendi i¢ ortamindan da kaynaklanabilirler. Ayrica stresorlerin birincil
yiiklenmeyi yaptiklar1 sisteme gore olusan stres farkli isimlendirilir. Bu degiskene
gore smiflandinldiginda, fiziksel ve mental (psikolojik) stres ve stresdrden
bahsedilir.

Zararli uyaranlarin tiimiiniin bedensel ve/ya ruhsal sagligi olumsuz etkiledigi
bilinmektedir. Kronik stresin akut strese gore insan sagligini daha ¢ok ve olumsuz
etkiledigi de bazi ¢aligmalarda ortaya ¢ikarilmistir (78, 82, 83).

Stres yanitinda etkilesen iki temel sistem otonom sinir sitemi (OSS) ve
hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenidir. Bunlardan OSS sempatik post-gangliyonik

sinir uglarindan salinan norepinefrin ve bobrek {iistii bezi medullasindan salinan
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epinefrin/norepinefrin, hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni ise bobrek iistii bezi
korteksinden salinan kortizol araciligi ile homeostazisi beklenmedik yeni duruma
gore diizenlemek Tlizere organizmada gerekli degisiklikleri baglatirlar. Bu
sistemlerdeki kisa siireli etkilesimler, uyum saglanabilen stres yanitint olustururlar.
Strese uyum yaniti, sinir sistemi ile endokrin sistem arasindaki biitiinsel etkilesimin

onde gelen orneklerinden birini olusturur (79, 83).

Stress system

Stimulated by chorinergic acid
serotonergic neurotransmitters

Inhibited by GABA-benzodiazepine
and POMC peptides

Paraventicular
nucleus

Locus caeruleus
(noradrenergic system)
Norepinephrine

1
1
1
1
1
1
1
1
1

Y

|
Cortisol Corticotropin
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Sympathetic
ganglion
=

Norepinephrine
Neuropeptides
N N Dorsal-root
Epinephrine ganglion
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Sekil 2.6. Stres sisteminin stres yanitini olusturan merkezi ve c¢evresel bilesenler.
GABA, gama-aminobutirik asit; POMC, proopiyomelanokortin; CRH, kortikotrofin

salgilatict hormon; AVP, arjinin-vazopressin (80).

2.2.3. Stresin Noroendokrin Cevabu:
Glukokortikoid ve katekolaminler karbonhidrat ve lipit metabolizmasinin,

kardiyovaskiiler sistem (KVS) tonusunun, kas fonksiyonunun, immiinokompetans ve



30

davraniglarin asil diizenleyicileridir. Adrenal glukokortikoidler, hipotalamus-hipofiz-
adrenal ekseninin son triinleridir (79, 83) (Sekil 2.6).

Stres yaniti stres sistemi tarafindan olusturulmustur ve merkezi sinir sistemi
(MSS) ve periferal bilesenleri bulunur (78-80, 103). Stres sisteminin santral 6geleri
hipotalamus ve beyin sapinda yer almaktadir. Bu sistem; hipotalamusun CRH
salgilayan parvoselliiller ¢ekirdegi, paraventrikiiler c¢ekirdek arjinin-vazopressin
noronlari, LC ve medullanin paragigantoselliiler ve parabrakial ¢ekirdeklerinin CRH
ndronlart ve pons ve medullada bulunan NE salgilayan noron gruplarindan
olusmaktadir. Stres sisteminin periferal bilesenleri; hipotalamus-hipofiz-adrenal
ekseninin periferal dallar1 ve sempatik-adrenomediiller sistemin effererent
bilesenlerinden olugmaktadir (78-80, 83, 103) (Sekil 2.6 ve 2.7). Stres sisteminin
uyarilmasi sistemik dolasimda glukokortikoid ve katekolaminlerin diizeyinin
yiikselmesine neden olur. Bu artis bazal ve stres kosullarinda homeostazisin
korunmasini saglar (105-107).

Stres sisteminin otonomik bileseni, ¢cok ¢esitli viicut islevlerini kontrol eden
hizli yamttan sorumludur. KVS, solunum, mide-bagirsak, bosaltim, endokrin,
bagisiklik ve diger viicut sistemleri SSS ve parasempatik sinir sistemi (PSS) ya da
her ikisi ile birlikte diizenlenmektedir. PSS, SSS’nin islevlerini kendi aktivitesindeki
azalma ile gii¢clendirirken, artis ile frenlemektedir (78, 79, 103).

Psikolojik ya da mental streste salgilanan epinefrin ve norepinefrin miktarlar
Frankenhauser ve ark. tarafindan pek ¢ok c¢alismada arastirilmistir. Sonuglar, E
salgisinin stres yanitinda yer aldigini ve idrar katekolamin atiliminin da strese yanitin
hassas bir gostergesi oldugunu gostermistir (108). Stres sisteminin aktive olmasini
saglayan merkezi norokimyasal devre ve stres sisteminin bir¢ok komponentinin
kendi aralarindaki kompleks iliskisi Sekil 2.7.’te gosterilmistir.

Stres cevabinin olugmasini saglayan baslangic noktasi CRH salgilanmasidir.
CRH 41 aa’lik peptid yapida bir hormon olup hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseninin
asil hipotalamik diizenleyicisidir (109). On hipofiz hormonlarindan ACTH sentezinin
regiilasyonunda birincil role sahip olmasma ek olarak; CRH, MSS’inde bir
ndrotransmitter olarak gorev alir ve stresle iliskili psikiyatrik bozukluklarin
tedavisindeki yenilikler iizerine yapilan galismalarin hedeflerinden birisidir. /n vivo

bir¢ok davranigsal calisma CRH sisteminin anksiyete, depresyon, madde bagimliligi
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veya periferal olarak irritabl barsak sendromu gibi rahatsizliklarla direkt iligkili
oldugunu gostermistir (110). CRH’ya ek olarak ndrosteroidler de stres cevabini
etkilemektedir. Norosteroidler, MSS’inde hipokampiis ve kortekste bulunan perifer
dokularda iiretilen bir molekiil grubudur. Bu molekiillerin diizenleyici etkileri

milisaniye veya saniye gibi hizli siirelerde meydana gelir.
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Amyglada-
hippocampus
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aril POMC \¥ Symp. Syst.
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I' Blood pressure
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_Inflammatory
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Target
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Sekil 2.7. Stres sisteminin merkezi ve ¢evresel bilesenlerinin fonksiyonel iliskileri,

aktivasyonu, - - - - - inhibisyonu temsil etmektedir.
BZD, benzodiyazepin, NPY, noropeptid Y; SP, P maddesi; CRH, Kortikotrofin
salgilatict hormon; AVP, Arjinin Vazopressin; LC/NE, Lokus seruleus/norepinefrin;

POMC, proopiyomelanokortin. (115).

Pregnenolon (3a, Sa-tetrahidrodeoksikortikosteron) ve bunun siilfat esteri
olan pregnenolon siilfat, pregnanolon (3a, S5pB-tetrahidroprogesteron) ve bunun

epimeri olan allopregnanolon (3a, Sa-tetrahidroprogesteron), dehidroepiandrosteron
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(DHEA) ve siilfat esteri DHEA-siilfat, androsteron ve 3o androstenadiol gibi
steroidlerin; klasik genomik yol disinda, hiicre yiizeyinde bulunan reseptorler yolu
ile etki gdsteren norosteroidler oldugu bildirilmistir. Ayrica progesteron, dstradiol ve
testosteron gibi klasik steroidler de ndroaktiftir; clinkii bunlar da serotonin
reseptorlerinde, ligand kapili iyon kanallarinda ya da farkli glutamat reseptdrlerinde
islevsel antagonist olarak davranabilirler (111-113). Strese bagl panik atak, major ve
postpartum depresyon, sizofreni gibi hastaliklar MSS’inde norosteroidlerin
konsantrasyonundaki diizensizliklerle iliskilendirilmistir. Bazi psikoaktif ilaglarla
tedavi de bu molekiilerde dengesizlige yol agabilir. Ayrica ndrosteroidojenik
ajanlarin benzodiyazepin benzeri yan etki gdstermemesi anksiyete ve depresyon
tedavisinde iimit verici goriinmektedir (111, 112, 114). Ileri ¢alismalar stres iliskili
durumlarin tedavisinde norosteroid analoglarinin kullanimi igin gerekli bilgi
birikimini saglayabilir.

Hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni bir sirkadiyen dongii i¢inde giinliik
osilasyonlar gosterir. Hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseninin sirkadiyen aktivitesi,
viicuttaki sirkadiyen ritmin ana yOneticisi olan hipotalamik suprakiazmatik ¢ekirdek
tarafindan belirlenir. MSS ile periferal doku ve organlarin koordinasyonu,
transkripsiyon faktorlerinden Clock ve Bmall’in aktivasyonu ve inaktivasyonu ile
saglanir. Son yillarda yapilan ¢alismalar transkripsiyon faktorlerinden Clock’un
insan glukokortikoid reseptoriiniin (hGR) liganda baglanan alaniyla fiziksel olarak
etkilestigini gostermektedir. Clock, glukokortikoidin hGR'ye baglanmasini azaltir ve
glukokortikoid ile indiiklenen gen ekspresyonunu etkiler (116).

Sirkadiyen ritm ve hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni birbirleri iizerine
bir¢ok seviyede etkilesim gostererek homeostazisi koordine eder (Sekil 2.7). Normal
fizyolojik kosullarda; sabah saatlerinde en yiiksek diizeyde Olgililen kan kortizol
kontrasyonu ile birlikte kortizole kars1 hedef doku direnci en yiiksek seviyededir;
kortizol diizeyinin diisiik oldugu donemde ise dokularin kortizole direnci en diisiik
degerine ulagir. Bununla birlikte stres kosullari altinda bu iligki gecerli degildir.
Kortizol sekresyonu ile hedef doku arasindaki bu iligkinin bozulmasinin kronik stres
altindaki bireylerde santral obezite ve metabolik sendrom gelisimi vb. patolojik
durumlardan sorumlu olabilecegi, ayrica farkli saat dilimlerinde seyahat ederek

devamli “jetlag”e maruz kalan veya gece vardiyasinda calisan kisilerin artmig
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kardiyometabolik riskinin yine bu mekanizma ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir
(117-118).

Glukokortikoid metabolizmasi ve stres etkilesiminin bireyin bilissel aktivitesi
iizerine de etkisi bulunmaktadir. Kronik glukokortikoid yiiksekligi kiside hafizanin
gerilemesine ve duygusal durumunun bozulmasina neden olmaktadir. Kortizol
konsantrasyonlar1 yaslilarda genclere oranla daha yiiksektir. Yapilan bir ¢aligmada,
katilimcilarin yasa bagl hafiza degisiklikleri, kan glukokortikoid diizeyleri ile direkt
iligkili bulunmustur (118-121).

11-beta hidroksi-steroid dehidrojenazin (11B-HSD) glukokortikoidleri hizli
bir sekilde etkisiz hale getiren tip 2 formu, baskin olarak fetuste ve plasentada
bulunur. Maternal stres, inflamasyon veya beslenme yetersizliginin neden oldugu
fetoplasental 11B-HSD tip 2’nin inbisyonu, tam veya kismi yoklugu, fetusta birgok
organin ve Ozellikle beynin fonkiyonunu programlayan glukokortikoid etkisinin
artmasina sebep olur. Sonug¢ olarak bu stresli annelerin yavrular1 hayatlar1 boyunca
duygusal ve biligsel bozukluklar gosterir (122). Erigkin beyinde, bazi beyin sap1
cekirdeklerindeki 11B-HSD tip-2 aktivitesinin yanisira 11B-HSD tip-1 de etkindir ve
glukokortikoidin aktif formlarmi katalizleyerek hiicre i¢i glukokortikoid etkisini
arttirtr. 11B-HSD tip-1’in inibisyonunun hipokampal hiicreleri norotoksik etkiden
korudugu in vitro olarak gosterilmistir. Bir calismada 11B3-HSD tip-1’in yash sican
hipokampiisiinde artttig1 ve bunun yasa bagli olarak biligsel gerilemeye neden oldugu
bulunmustur. Ayrica bir bagka ¢alismada, 11B-HSD tip-1 knock-out farelerin yagla
birlikte glukokortikoide bagli bilissel bozukluklara direngli oldugu ortaya konmustur.
11B-HSD tip-1 inhibitorii karbenoloksonun yasli bireylerde biligsel performansi
arttirmasinin bu tarz hastaliklarin tedavisi i¢in bu ilaglarin kullanilabilecegine dair
yeni bir umut kapisi agacag diistintilmektedir (120, 121).

Bir bagka enzim sistemi olan P450 oksidorediiktaz enziminin eksikligi de
kortizol biyosentezini dolayisiyla stres cevabini bozacak etkilere neden olabilir (123).

Stres sistemi biligsel, duygusal, ndrosensoriyel ve periferal somatik sinyalleri
alarak entegre eder. Stres sisteminin aktive olmasiyla stres sendromu olarak
tanimlanan, bir grup davranissal ve fiziksel degisimler gerceklesir (Tablo 2.3) (80).
Bu degisimler normalde zamanla smirli, uyum saglanabilen ve bireyin hayatta

kalmasini saglayici degisimlerdir (78-80, 103). Genelde stres yanit1 kisa ve zamanla
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siirhidir; bilylimeyi ve iiremeyi Onleyen, katabolik ve bagisiklik sistemine etkileri
yararli olup herhangi bir yan etkiye yol agmaz. Bununla birlikte stres sisteminin
kronik aktivasyonu CRH, kortizol ve katekolaminlerin degismis ve uzun siireli
salgilanma etkisiyle ciddi sendromlara yol agabilir (80).

Organizmanin strese karsi hizla bir endokrin yanit baslatmasi ¢ok dnemli ve
gereklidir. Adrenalektomize hayvanlar stres altinda gerekli KVS tonusu ve kan
sekeri diizeylerini koruyamazlar. Ote yandan uygunsuz veya artmis hipotalamus-
hipofiz-adrenal aktivitesi de organizmanin saglig1 icin bir tehdittir.

Artmis glukokortikoidlere uzun siire maruz kalmak, anabolizmanin
baskilanmasina, kas atrofisine, insiiline azalmis hassasiyet ve steroide bagli gelisen
diyabetes mellitusa (DM), hipertansiyona, hiperlipidemiye, arteriyal hastaliklara,
hiperkolesterolemiye, amenore ve impotansa, bagisiklik sisteminin baskilanmasina,
bliyime ve doku yenilenmesinin bozulmasimna, ndronal hasar ve bilissel
fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Yani, strese karsi etkili bir yanit, tehdit
kargisinda hizla baglamali ve bu durum ortadan kalktiginda da hizla devreden

cikmalidir (124).

Tablo.2.3. Akut Streste Davranissal ve Fiziksel Adaptasyon (80)

Davranigsal Adaptasyon: Fiziksel Adaptasyon:

Davranigin Adaptif Yonlendirmesi ~ Enerjinin Adaptif Yonlendirmesi

Artmis Uyarilma ve Uyaniklik Oksijen ve besinler, MSS ve stres altindaki

viicut parcalaria yonlendirilir.

Artmis Algilama ve Odaklanma Degismis Kardiyovaskiiler Tonus

Dikkat Artan Kan Basinci ve Kalp Hizi

Ofori Artmis Solunum Hizi

Artmis Analjezi Artmis Glukoneojenez ve Lipoliz

Artmis Viicut Sicakligt Toksik Uriinlerin Detoksifikasyonu

Beslenme ve A¢lik Duygusunun Biiyiime ve Uremenin Inhibisyonu

Baskilanmasi

Ureme Ekseninin Baskilanmasi Besinle Uyarilan Kolon Hareketlerinin
Inhibisyonu

Inflamatuvar ve Bagisiklik Yanitin1 icermesi
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Stresorlere yanit olarak otonom ve noroendokrin sistemlerin aktivasyonu,
metabolik kaynaklarin “ka¢ veya savas” reaksiyonu icin kullanilmaya hazir hale
gelmesini saglar. Stresorlere cevap olarak gelisen yanit, bir noktaya kadar yararhdir,

ancak artmis yanitin da bedeli vardir.

2.3. Stres ve Bagisiklik Sistemi:

Stres tanimi1 bir uyaranin (stresor) beyinde baslattig1 reaksiyonun (stres algisi)
viicudun ka¢ ya da savas sistemlerini aktive etmesi (biyolojik stres yaniti) ile
sonuclanan olaylar biitiiniidiir (125-126). Bir stresoriin beyinle birlikte viicudu
etkilemesinin tek yolu organizmada biyolojik degisikliklere neden olmasidir, bu da
stres hormonlar1 ve fizyolojik stres yanitinin 6nemini bir kez daha vurgular.

Stres bagisiklik sisteminin de aralarinda oldugu pekgok fizyolojik islevin
onemli bir diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir (127). Bu genel kabul edis, stresin
stiresi, bireysel stres algis1 ve stresor gibi asagida daha ayrinitili agiklanan faktorlere
bagli olarak degisebilmektedir. Ancak 6zellikle akut ve kronik stresin organizmaya
etkileri arasinda onemli farklar vardir. Genel olarak akut stres bagisiklik yanitini
artiran bir etki gosterirken, kronik stres bagisiklik yanitin1 Th2 aracili hiimoral yanita
kaydirir ve/ya bagisiklik yanitin1 baskilayici etkisi vardir. Bagigiklik sistemi
organizmay1 yabanci patojenlerin isgaline ve neoplastik degisikliklere kargi korumak
lizere yapilandirilmigtir. Hizli, etkili ve kontrollii bir bagisiklik yaniti saglik i¢in en
onemli bilesendir. Antijenik Ozellik tasiyan molekiilin viicuda girmesi ve/ya
olusmasi durumunda kazanilmig bagisiklik sisteminin normal mekanizmasi TCR-
antijen-MHC iligkisini, T hiicresi ile APC arasindaki baglantida kostimiilator
molekiillerin gorevlerini, sitokin {iretimi, salgisi ve islevlerini igerir. Bu iliskinin her
asamasinda stres hormonlarmin etkili olabilecegi gosterilmistir (128).

Bagisiklik ve stres sistemleri arasinda pek cok diizeyde gorev yapan iyi
kontrol edilen bir dongii vardir. Immiinolojik farklilasmalar sitokinler araciligiyla
hipotalamus-hipofiz-adrenal eksenini uyarir ve olusan kortikosteroidler sitokinlerin
yapimini kontrol altinda tutar (129).

Deneysel ve klinik ¢aligmalar, laboratuvarda uygulanan ya da dogal olarak
karsilasilan stresorlerin bagisiklik sistemi tizerinde 6nemli etkileri oldugunu acik¢a

gostermistir. Ancak, gozlenen etkiler, bagisiklik yanitinin tipine, stresoriin fiziksel ve
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psikolojik O6zelliklerine ve stresin zamanlamasina bagli olarak degisiklik gosterir.
Stresin nasil algilandig1 ve stresoriin psikolojik ozellikleri yani, bireyin stresorii
kontrol edebilme yetenegi, ortaya ¢ikisinin tahmin edilebilirligi fiziksel
ozelliklerinden daha 6nemlidir. Mormede ve Dantzer tarafindan da belirtildigi gibi
kaginilmaz soklar, hiicresel bagisiklik yamitim1 ve NK hiicre aktivitesini
azaltmaktadir. Yenilmis, alet kontrollii ve kag¢inma deneylerinde basarili olan
hayvanlarin hepsinde hiimoral bagisiklik sisteminin baskilandigini gosterilmistir
(130).

Stresoriin bagisiklik iizerine etkisini belirleyen bir baska faktor de tahmin
edilebilirliktir. Beklenmeyen elektrosok, sicanlarda mitojenlere karsi lenfoproliferatif
yaniti azaltirken, tahmin edilebilen soklarin boyle bir etkisi olmamaistir (130).

Canli viicutta bagisiklik sistemi, heterojen ve dagilmis hiicrelerden olusur.
Stres dogal ve kazanilmisg bagisiklik sistemi hiicrelerini farkli sekillerde etkiler.
Bagisiklik sistemi degiskenlerinden dolasimdaki NK hiicrelerinin sayisinin akut stres
ile artti1 bulgular arasinda en tutarli olanidir. Fiziksel egzersiz NK hiicre sayist ve
islevlerinde gegici artisa neden olmustur. Sinav stresi veya sevilen birinin kaybi gibi
duygusal stresler NK aktivitesinde azalmaya neden olurken, deneysel mental
yiiklenmenin bu hiicrelerin say1 ve aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Norepinefrin
ve epinefrin in vitro NK sitotoksisitesini baskilarken, epinefrin uygulamasini takiben
in vivo NK aktivitesi ve hiicre sayis1 artmistir (131).

Stresin bagisilik sistemi tizerindeki etkilerinden birisi, bu hiicrelerin viicutta
yeniden dagilimini saglamaktir (132, 133). Bagisiklik sistemi hiicreleri gecikmisg tip
hipersensitivite (DTH) 6rneginde oldugu gibi tehdidin geldigi bolgeye yonelir. Akut
stres kosullarinda gozlenen bu etki stresin tekrarlandig1 ya da uzun déneme yayildigi
durumlarda (kronik stres) azalir (124). Rinner ve ark. hareketsizlik stresinin
dolasimda ve dalakda farkli yanitlar olusturdugunu gostermislerdir. Bagisiklik
sistemi hiicreleri ve ozellikle lenfositler ¢cok sayida hormon reseptoriine sahiptirler
(132). Bu nedenle stresle olusan bagisiklik sistemi degisikliklerinin stres hormonlart;
adrenal steroidler ve katekolaminler aracilig1 ile kontrol edildigi diisiiniilmektedir
(127, 134-137).

12 dakikalik mental aritmetik bir 6dev dolasimdaki CD8(+) Tsiipressor/Tc

hiicrelerini ve NK hiicrelerini sayica arttirmis ve yalnizca gen¢ deneklerde NK
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aktivitesinde artisin goriildiigii hizh bagisiklik yanitlarma yol agnustir (138). iki
saatlik hareketsizlik stresine maruz birakilan sicanlarda T, B, NK hiicreleri ve
monositlerde stres Oncesi bazal degerlere gore %40-75 azalma goriilmiistiir (128).

Kielcolt-Glaser ve Kennedy, yapmis oldugu ¢alismalarda; evliliklerinde sorun
yasayan yetiskinlerde, Alzheimer hastalarinin yakinlarinda ve akademik sinav oncesi
tip 6grencilerinde kronik stres kosullarinin NK aktivitesinde, lenfoproliferatif yanitta
ve hiicresel bagisiklik yanitinda azalmaya neden oldugunu gozlemistir (139, 140).

Stresle indiiklenen 16kosit dagilimi ile ilgili ¢cok sayida ¢aligma olmasina
karsin, bu durumun islevsel ve klinik izdiigiimleri heniiz ac¢iga kavusmamistir (128,
131, 134, 140-144).

Etkili bir bagisiklik yanitinin olusabilmesi, B ve T lenfositleri arasinda yakin
bir koordinasyonun olmasina baglidir. Bu iliskide gorev yapan Th lenfositlerinin
yanitt genellikle Thl hiicreleri ile baglar ve Th2 olarak devam eder.
Glukokortikoidler bu yanit degisikligi mekanizmasinin bir pargast olarak ortaya
cikmaktadir.

Adaptif bagisiklik yanitinin asil yiiriitiiclileri T lenfositleridir. Naif, sessiz
onctillerden sitokin salgilayan hiicrelere doniisiirler. Bagisiklik sistemini aktive eden
durumlarda T hiicre klonlar1 farklilagip c¢ogalir (145). Bagisiklik sisteminin
homeostazisi sitokinler, farkli kostimulatdr molekiillerin ekspresyonu ve diizenleyici
hiicre aktivitesi arasindaki karmagik ag yapisina baglidir. Bagisiklik yaniti asil olarak
Thl hiicrelerinin tretikleri sitokinler (IL-2, IFN-y ve TNF-a) ile Th2 hiicrelerinin
iiretikleri sitokinlerin (IL-4, IL-5, IL-9 ve IL-13) dengesi ile ilgilidir (146).
Bagisiklik yanitinin  stiresi ve biiylikligli birincil olarak Treg hiicrelerinden
etkilenmektedir. Treg hiicreleri ¢evresel dokularda hiicre-hiicre temast ve/ya IL-10
ve TGF-B gibi diizenleyici sitokinlerin salgilanmasi ile iliskilidir. Saglikli bireylerde
bu hiicre ve sitokin aglarinin uyumlu islevleri, organizmanin savunma sistemini
giiclendirirken, kendi dokularina veya zararsiz antijenlere karsi otoimmiin ve alerjik
reaksiyonlar1 engeller.

Geleneksel stres literatiiriinde, glukokortikoidlerin immiinsiipresif etkileri
stresin bagisiklik sistemi tizerindeki roliinii agiklayan ana mekanizmadir. Ancak
beyin ve bagisiklik sistemi alaninda biriken bilgiler, bu goriisii énemli 6lgiide

degistirmistir. Kemik iligi ve timus, dalak, lenf nodlar1 gibi lenfoid organlar OSS’den
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yogun bir sinir lifi ag1 alirlar. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢ogaldigi, olgunlastigi,
farklilastig1r mikro ¢evre OSS’nin etkisi altindadir. Glukokortikoidler, hipotalamus-
hipofiz-adrenal eksen aktivasyonu sonucu saliverilen stres yanitinin aracilarindandir
ve gli¢lii anti-enflamatuvar ve bagisiklik sistemini baskilayici etkileri nedeniyle
otoimmiin ve enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde onemli yer tutarlar. Endojen
glukokortikoidlerin fizyolojik goérevi bagisiklik yanitin1 sonlandirarak homeostazisi
korumaktir. Glukokortikoidler dogal bagisiklik yanitinin dncelenmesinde, Th1/Th2
dengesinde gorev yapar. Stres yanitina esdeger plazma kortizol diizeyi, Th1/Th2
dengesinde kaymaya neden olur (145, 146).

Stresle tetiklenen bagisiklik sistemi islevlerinin bozuldugu durumlarin
arasinda otoimmiin hastaliklarda yer almaktadir. Bagisiklik yanit1 pek ¢ok noktadaki
kontrol mekanizmalar1 sayesinde otoimmiin hastaliklarin 6niine gegebilmektedir. IL-
17 tireten Th17 hiicrelerinin insan ve fare otoimmiin hastaliklarinda efektor oldugu
gosterilmistir (38, 40-44). Th17 hiicrelerinin yaniti enfeksiyonlara karsi viicudun
savunma sisteminde yer alirken 6te yandan otoimmiin hastaliklarin gelisimi ve/ya
alevlenmesinde rol oynayan iki tarafi keskin bir bigaktir (147). Stres cevabinin direkt
olarak Th17 hiicre sayisi ya da aktivitesi iizerine etkisini inceleyen ¢alismalar heniiz
siirli sayidadir. Depresyon modeli olarak uzun siireli kombine streslerin kullanildigi
bir ¢aligmada 7 giinliik stres uygulamasinin Th17 popiilasyonunda fark yaratmadigi
14 giin ve daha fazla siiren stres protokoliiniin Th17 say1 ve aktivitesinde azalma ile
birlikte oldugu saptanmustir (147, 148). Benzer sekilde stres yanitinin ve artmis
glukokortikoid diizeyinin Th17 cevabi azalttig1 kronik enflamatuvar durumlar da
gosterilmistir (149-150).

T hiicre gelisiminde timustaki egitim ve burada meydana gelen negatif
seleksiyon tiim otoreaktif T hiicrelerinin yok edilmesini garanti edememektedir (151).
Bu durum bagisiklik sisteminin dogal gelisimi i¢inde olusan ve kendi dokularimiza
tolerans ve immiin homeostazisin korunmasinda 6énemli rol oynayan Treg hiicreleri
tarafindan diizenlenir.

Akut stresin CD4(+) FOXP3(+) Treg hiicrelerde azalmaya neden olarak
adaptif bagisiklik yanitinin baskilanmasina neden oldugu rapor edilmistir. p-
adrenerjik ve glukortikoid-a reseptorlerinin Treg hiicrelerinde ekspresyonunun fazla

olmast bu molekiillerin stresle iliskili Treg hiicre degisikliklerinden sorumlu



39

olabilecegini diigiindiirmektedir. Kronik stres durumlarinda bu senaryo otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi enflamatuvar yanitin alevlenmesine neden olabilir (151).

Stresin bagisiklik sistemini baskiladigr ve hastaliklara duyarliligi artirdigi
bilinmektedir. Ancak bu durum, yani stresle indiiklenen bagisiklik sistemi
baskilanmasi evrimsel adaptif bir siire¢ degildir. Aslinda organizmanin aktif bir
immiin cevaba gereksinim duydugu bir zamanda, Or; stresoriin etkisiyle
yaralanabilecegi veya enfekte olabilecegi stres durumlarinda bagisiklik sisteminin
baskilanmasi ¢eligkili goriinmektedir. Bir bagka paradoks stresin bagisiklik sistemini
baskilayip, kanser, enfeksiyon vb. sikligini artirirken, psoriyazis, astim ve artrit gibi
baz1 diger hastaliklar1 (bunlarda bagisiklik sisteminin baskilanmasi gerekir) da
alevlendirmesidir. Bu bilgilere dayanarak stresin bagisiklik sistemine etkisinin iki
yonli oldugu one stirtilebilir.

Genel olarak stresli durumlarla kronik karsilagsmanin zararh etkileri oldugu
diisiiniilmekle birlikte bunu destekleyen kanitlar az sayidadir. Insanlarin karsilastig
kronik stres kosullarindan birisi olan post travmatik stres sendromunda artmisg
glukokortikoid ve katekolamin diizeyleri saptanmistir. Akut stresin bagisiklik
sisteminin bazi komponentlerini uyardigi, bagisiklik yanitinda bir kaymaya neden
oldugu, kronik stresin ise bagisiklik sisteminde genel islev bozukluguna neden

oldugu one stirtilmektedir (152).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvani
Bu c¢alismada Swiss-Albino cinsi 33 adet eriskin (30-40 gr) erkek fare
kullanilmistir. Deney hayvanlari kontrol (K; n=11), akut stres (AS; n=11) ve kronik

stres (KS; n=11) olmak iizere ii¢ deney grubuna ayrilmstir.

3.2. Deney Protokolii

Tartilarak rastgele gruplara alinan hayvanlarin standart yem ve suya sinirsiz
erisimleri saglanmig, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik dongiisiinde (8.00-20.00
arasinda aydinlik olacak sekilde) 22°C oda sicakliginda standart kafeslerde gruplar
halinde barindirilmigtir. Bir haftalik uyum siiresinin sonunda (kafes, diger hayvanlar
ve handling acisindan) asagida ayrintili sekilde aciklanan akut ve kronik stres
protokolleri uygulandiktan sonra, ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (10mg/kg)
anestezisi altinda hayvanlardan kan Ornekleri (toplam 2.5 ml) alinmis ve
ekzangiiinasyon ile hayvanlar feda edilmistir. Alinan 6rneklerden tam kanda lenfosit

alt tiplemesi ve 16kosit sayimi, serumlarda kortizol ve sitokin tayini yapilmstir.

3.2.1. Stres Protokolii

Deney gruplarina stres, soguk/hareketsizlik kombinasyonu ile uygulanmigtir
(153). Bu amagla hayvanlar 22°C’ta 2 saat siiresince hareketsizlige ve takiben 4°C’ta
2 saat soguga maruz birakilmigtir. Soguk stresi sirasinda hareket kisitlanmamugtir.

Hareket ‘kisitlayicilar’ (restrainer) 5 cm x 2,5 cm boyutlarindadir ve 0,5 cm ¢apinda

4 adet hava deligi vardir (Sekil 3.1).

3.2.1.1. Akut Stres
Akut stres gruplarindaki hayvanlara yukarida tanimlanan stres protokolii
sadece bir kez (1 deney gilinli) uygulanmistir. Protokoliin bitiminde deney

sonlandirilmistir (Bkz. Madde 3.3).

3.2.1.2.Kronik Stres

Kronik stres gruplarindaki hayvanlara yukarida tanimlanan stres protokolii
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birbirini takip eden 5 giin boyunca uygulanmistir. Gilinliik stres protokolleri
tamamlandiginda hayvanlar kafeslerine alinmistir. 5.glin  stres uygulamasi

tamamlandiktan sonra deney sonlandirilmistir (Bkz. Madde 3.3).

Sekil 3.1. Deney hayvaninin kisitlayiciya yerlestirilmesi ve kisitlayici icindeki

hayvan goriintiisii.

Secilen kronik stres protokoliiniin deney grubundaki hayvanlarda depresyon
yaratmayacak bir kalip olmasina dikkat edilmistir (153, 154). On ¢aligmalarda
protokoliin depresyona neden olmadigi gosterilmis ve deneyler siiresince de
hayvanlar depresyon belirtileri agisindan degerlendirilmis, depresyon ve/ya agresif
davranis gosteren hayvanlar deney grubundan ¢ikarilmistir. Deney protokolii HU
Hayvan Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve tim deneylerde Ulusal Saglik
Enstitiisi. (NIH) tarafindan hazirlanan “Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve
Kullanim Kilavuzu”ndaki (Guide For The Care and Use of Laboratory Animals)
ilkelere uyulmustur.

3.3. Kan Orneklerinin Ahnmasi ve Deneyin Sonlandirilmasi
Ketamin+Ksilazin anestezisi altinda intrakardiyak olarak elde edilen kan

ornekleri biyokimya tiiplerine (BD Vacutainer CAT REF: 367896, BD Biosciences
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Corp., Plymouth, UK) ve EDTA’l tiiplere (BD Vacutainer K2E 5.4 mg REF:
368856, BD Biosciences Corp., Plymouth, UK) konulmustur. Biyokimya tiiplerine
alman kanlar 10000 devir/dk’da 15 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmis ve
Ol¢iimlerin yapilacagi giine kadar -80°C’de saklanmistir. Bu oOrnekler sitokin ve
kortizol diizeylerinin tayini i¢in kullanilmistir. EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri
ise ayn1 giin akim sitometri ¢alismasi ve 16kosit sayimi i¢in kullanilmistir.

Kan ornekleri alindiktan sonra yiiksek doz anestezi ve egzanguinasyon ile

hayvanlara 6tanazi uygulanmistir.

3.4. Lokosit Sayim

EDTA’l tiipe alinan kanin 1 mikrolitresi 16kosit sayim pipetine alinmis, 3
ml %]1’lik asetik asit sollisyonu ve 15-20 gr metilen mavisinin 300 ml distile suda
¢oziinmesi ile hazirlanan (155) Tiirk soliisyonu ile 10 kat sulandirilarak Thoma
laminin sayma karelerine yayilmis, 151k mikroskobu altinda sayim gergeklestirilmistir.
Tiim alanda sayilan toplam 16kosit sayist seyreltme faktorii goz oniine alinarak adet /

mm” olarak ifade edilmistir.

3.5. Akim Sitometrisi Yontemi ile Hiicrelerin Sayimi

Akim sitometrisi, hiicre veya partikiillerin akmakta olduklar1 bir siv1 iginde
kendi karakteristik bulgularinin o6lgiilerek siniflandirilmasina olanak veren bir
laboratuvar teknigidir. Bu teknikle hiicre ya da partikiiliin immunfenotipleri, DNA
icerikleri, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyelleri, canliliklar1 gibi ¢esitli
ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir. Akim sitometrisi ile hiicreler teker teker
incelenir ve hiicrelerin fiziksel ve biyolojik oOzelliklerinin kantitatif Ol¢timleri
gerceklestirilir (156, 157). Hiicrelerin bir ¢ok parametresinin Olgiilebilmesi ve
hiicrelerin alt gruplarinin birbirlerinden ayirt edilebilmesini saglayan bu yontem,;
hiicrelerin yiizey ve hiicre ig¢i isaretleyicilerinin tipi ve miktarini belirledigi i¢in;
1. Bir ¢ok hiicreyi hizla sayabilme ve ayirabilme 6zelligi ile B ve T lenfositlerini ve

T lenfosit alt gruplarinin tayini,

2. Cok az sayidaki neoplastik hiicreyi genis bir hiicre grubu igerisinden saptama,
3. Losemi ve lenfoma tiplendirilmesi,

4. DNA ve RNA igeriklerinin tespiti,
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5. Fagositozun ve otoantikorlarin tayin edilmesi ve kromozom analizi,
6. Apopitozisin saptanmasi, floresan in-situ hibridizasyon (FISH) teknigi ve timor
kinetiginin saptanmasi gibi birgok konuda kullanilmaktadir (156-159).

Akim sitometrisi Ol¢iimiinde ana kural, Ornekteki hiicrelerin siispansiyon
haline getirilmesi ve monoklonal antikorlarla isaretlenmesidir. Hiicreler saf olarak
elde edildikten sonra bir veya daha fazla prob (floresan bagli monoklonal antikor
veya diger kromoforlar) ile konjuge edilir. Problar genellikle ylizey antijenine veya
hiicre i¢i elemanlara 6zgildiir (156, 157, 160).

Immiinfloresan isaretleme direkt ve indirekt teknik ile yapilir. Direkt
yontemde antikorla konjuge olmus florokrom madde [fluorescein isothiocyanate
(FITC), rhodamin, phycoerythrin (PE) vb.] kullamlir. Indirekt ydntemde ise
siispansiyon halindeki hiicrelere Once igaretsiz monoklonal antikor baglanir, bu
antikorlara da isaretli monoklonal antikor baglanir. Direkt yontemde kullanilan
antikorun monospesifik olmasi nedeniyle nonspesifik baglanma ihmal edilecek kadar
azdir. Ancak ¢ok diisiik dansiteye sahip yiizey antijenlerinin gosterilememesi bir
dezavantajdir. Indirekt yontemin avantaji ise ¢ok diisiik dansiteye sahip yiizey
antijenlerini gosterebiliyor olmasidir. Fakat bu yontemde nonspesifik baglanma daha
sik goriilmektedir (156, 157, 160).

Akim sitometrisi; Ornek toplayict ve tasiyict sistem, akis sistemi (sheath fluid),
lazer kaynagi, sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal
dedektdrleri (optik sinyal ve elektrik sinyali), bilgisayar (data toplanmasi, saklanmasi,
sunumu ve analizi) ve ayirma mekanizmasi (cell sorting) olmak iizere pek g¢ok
sistemin birlesmesinden olusur.

Stispansiyon halindeki isaretlenmis hiicreler belirli bir hava basinci ile akig
sistemi i¢erisinden gegirilir ve hiicreler akis kabinine gelirler. Bu kabinin geometrik
sekli ve sivinin laminar akis1 hiicrelerin tek bir sira halinde gecisini saglar ve tek sira
halindeki hiicreler lazer 15181 i¢inden gegerek goriiniir hale gelirler. Hiicreye bagh
florokrom, lazer 15181 ile aktiflenir ve bu enerjiyle 1sin yayar. Yayilan 1sinin
yogunluguna gore hiicre boyutu, i¢ yapisi, yiizey morfolojisi ve hiicrelerin canlilig
hakkinda bilgi edinilir (156, 157, 160) (Sekil 3.2). Bu calismada direkt yontem ile
lenfositlerin immiinofenotiplendirilmesi yapilmistir. Bu islemde FITC veya PE ile

direkt bagl anti-mouse CD3 PE, anti-mouse CD4 FITC ve anti-mouse CD25 PE
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(BD Biosciences, USA) monoklonal antikorlari (MoAb) kullanilmistir.
Anestezi altinda alinan kan ornekleri EDTA’I tiiplere konulmus ve tiim

ornekler +4°C’de saklanarak hizlica laboratuara ulastirilmistr.

Suspension of Cells 9 < Sheath Fluid
(Diluted Blood) A (Water)

U U Side (90° -)

(‘g;];;v;\:el , i Scatter, Fluorescence
N G (90° + 26°)
(] i
Sample | 7 Y
Flow | “ |
kst Beamns ‘ ‘ Forward Light Scatter
Flow Cell ( 30 |7o)
(Quartz Glass)

Sekil 3.2. Akim sitometrisi cihazinin sematik gosterimi (161)

Her bir ¢alisma i¢in 2 tiip olugturulmustur:

1. Birinci tiipe CD3 PE/CD4 FITC ve ikinci tiipe CD4 FITC/CD25 PE monoklonal
antikorlarindan 10’ar uLL konulmus ve tizerlerine 100’ar pL tam kan eklenmistir.

2. 20 dk karanlikta inkiibe edildikten sonra tiim tiiplerin iizerlerine 2 mL lizis
soliisyonu eklenmistir (FACS Lyse lysis buffer: 0,15 M NH4Cl, 0,01 M KHCO3,
100 uM EDTA, 1000 ml distile su) ve karanlikta 10 dk daha inkiibe edilmistir.

3. Siire sonunda 300 G’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan dokiilerek
cokelti, 1 ml Fosfat Buffer Salin (PBS: 0,005 M K2HPO4, 0,005 M KH2PO4,
0,014 M NaCl, 1000 ml distile su) ile resiispanse edilmistir.

4. Tim numuneler FACS Canto II akim sitometri cihazinda okutulmus (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA) ve sonuglar FACS DIVA yazilimi kullanilarak
analiz edilmistir (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

3.6.Sitokin Tayini
Yukarida belirtilen sekilde elde edilen serumlarda HUTF Fizyoloji AD
laboratuvarlarinda ticari test kitleri kullanilarak, serum sitokin diizeyleri (Fare IL-4;

Fare IL-2; Fare IFNy; Fare IL-17) ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
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yontemiyle caligilmigtir. Serumlar ¢aligma giliniine kadar -80 °C’ de saklanmuis,
calisgmadan oOnceki giin -20 °C derin dondurucuya transfer edilmis ve oda
sicakliginda bir kez ¢ozdiiriilerek sitokin ¢aligmasi i¢in kullanilmistir.

ELISA o6l¢iimleri 6nce yikama soliisyonu olusturulmasi daha sonra da alttaki
basamaklarin sirasiyla gergeklestirilmesi ile tamamlanmistir.

Yikama soliisyonu 1:20 oraninda diliie edilerek (25 ml Wash Buffer
Concentrate iizerine 475 ml distile su eklenerek) hazirlanmigtir. Seyreltilen yikama
sollisyonu kullanilmadigi zamanlarda +4 °C’de tutulmustur.

1. Standard ve kor kuyucuklarina 15 mikrolitre distile su pipetlenmistir.

2. Numune kuyucuklarina 100’er mikrolitre distile su pipetlenmistir

3. Numune kuyucuklarina 50’ser mikrolitre numune pipetlenmistir

4. Plagin dsti film ile kapatilarak oda sicakliginda 3 saat ve 200 rpm
calkalayicida inkiibasyona birakilmistir.

5. Dilie edilmis yikama soliisyonu ile her seferinde 400 mikrolitre olacak
sekilde 6 kez yikanmaistir.

6. Bitiin kuyucuklara 100’er mikrolitre 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)
substrat pipetlenmistir.

7. Plagin istii film ile kapatilmis ve oda sicakliginda, yaklagik 15 dakika
karanlikta inkiibasyona birakilmigtir.

8. Biitlin kuyucuklara 100’er mikrolitre distile su pipetlenmistir.

9. 450 nm ve 620 nm de okuma yapilmistir.

10. Numunelerden alinan sonuglar seyreltme oranina uygun sekilde hesaplanarak

diizeltilmistir.

3.7.Serum Kortizol Tayini

Deneklerden alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumlardan serum, plazma,
idrar ve tiikiiriikte kortizolun in vitro kantitatif tayini i¢in kullanilan immiinolojik bir
test olan Elektro Kemiliiminesans immiinolojik Test (Electro chemiluminescence
immune-assay-ECLIA) yontemiyle Roche P800 Modular Analyzer (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) analizatorii ile 6l¢lim yapilmistir. Elecsys ve
Cobas immiinolojik test analizorlerinde kullanim i¢indir. Test prensibi yarisma

esasina dayanmaktadir.
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Protokol:

l.inkiibasyon: 20 pL numune, kortizole spesifik biyotinli antikor ve rutenyum
kompleksi ile isaretlenmis bir kortizol tiirevi ile inkiibe edilmistir. Numune i¢indeki
analit konsantrasyonuna ve ilgili immiin kompleksin olusumu ile isaretli antikor
baglayict yer, kismen numune analiti ve kismen rutenyumlu hapten ile
doldurulmustur.

2.inkiibasyon: Streptavidin-kapli mikropartikiiller eklendikten sonra biyotin
ile streptavidinin etkilesimi araciligiyla kompleks kati faza bagli hale gelmistir.

3.Reaksiyon karigimi, mikropartikiillerin elektrodun yiizeyine manyetik
olarak yakalandiklar1 6l¢iim hiicresi i¢ine aspire edilmistir. Daha sonra baglanmamig
maddeler ProCell ile wuzaklastirilmistir. Elektrod {izerine voltaj uygulamasi
kemiliiminesans emisyonuna neden olmus, bu bir foton sayici (photomultiplier) ile
Olclilmiistiir.

4.Sonuglar, 2-noktali kalibrasyon ile cihaza 6zel olarak olusturulmus bir
kalibrasyon egrisi ve reaktif barkodu araciligiyla edinilen bir ana egri (master) ile

tayin edilmistir.

3.8.Istatistiksel Degerlendirme

Deneylere baglanmadan 6nce G-power programinda ortalamalar arasindaki
farkin anlamlilik testi i¢in tek yonlii varyans analizi kullanarak 0=0,05 anlamlilik ve
=0,80 glic degeri ile Orneklem genisligi hesaplanmig ve istatistiksel
degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in gereken en az hayvan sayist (n=11)
belirlenmistir.

Istatistiksel analizler IBM® SPSS® Statistics 20 for Mac (IBM Corp, Los
Angeles, CA, USA) ile sonuglarin tablolari Microsoft® Excel® for Mac 2011
(Microsoft Corp, Santa Rosa, CA, USA) ile yapilmistir. Deneyler sonucunda elde
edilen veriler normal dagilim (Shapiro-Wilk testi ile) gdstermesi durumunda kontrol
ve stres gruplar arasindaki kan kortizol, lenfosit alt tiplerinde bulunan hiicre yiizdesi
ve sitokin miktarlar1 tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) testi ile; ikili
karsilagtirmalar da Post-hoc testlerden Tukey testiyle yapilmig ve Bonferroni
diizeltmesi kullanilmistir. Deney sonuglarmin normal dagilmamasi durumunda

yukarida Dbelirtilen kargilastirmalar i¢in sirasiyla  Wilcoxon testi ve ikili
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kargilastirmalar i¢in de Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Sonuglar % 95°1lik

giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.

9.Etik Kurul izni

Bu arastirma Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 31 Mart 2011 tarih ve 2011/2 nolu toplantisinda 2011/03 sayili izni
ile gergeklestirilmistir (Ek1).
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4. BULGULAR:

4.1. Hayvan Agirhiklar

Deney hayvanlari gruplara ayrilirken ve stres protokoliinden hemen sonra kan
ornekleri alinmadan tartildi. Hayvanlarin son agirliklart yoniinden deney gruplari
kargilastirildiginda KS grubunda viicut agirliklari azalmis olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir [F(2,32):4,545 (p=0,101; p>0,05),
(Tablo 4.1)].

Tablo 4.1. Deney gruplarinda bulunan hayvanlarin viicut agirliklari

Hayvanlarin Agirliklar (gr)

Grup Ortalama + SS Min-Max

K 38,06 + 1,08 36,5 - 40,1
AS 37,64 + 1,58 35-40,05
KS 36,80 = 1,35 34,5 -38,9

4.2. Serum Kortizol Degerleri

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir [F(2,21):3,969 (p=0,037; p<0,05); Tablo 4.2, Sekil 4.1].

AS grubunun kortizol degerleri, K ve KS grubunun kortizol degerlerinden
biiyiiktiir ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (pk-as=0,040; pas-ks=0,021).

KS grubunun kortizol degerleri K grubunun degerlerine benzerdir ve

aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (px.xs=0,558)

Tablo 4.2. Deney gruplarinin kortizol degerleri

Kortizol Degerleri (pg/dl)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max
K 2,47+ 1,15 0,6-3,56

AS &7 3,5+0,72 2,62-4,35
KS 2,50+ 1,12 1,26-4,37

(*) K grubuna, (***) KS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir

(p<0,05).
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* * ok k

Kortizol (pg/dl)

1

I T
K AS KS

Grup
Sekil 4.1. Deney gruplarinin serum kortizol degerleri (grafigin orta ¢izgisi medyan

degerini ifade etmektedir). (*) K grubuna, (***) KS grubuna gore istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

4.3.Akim-Sitometrisi Ol¢iimleri
Akim sitometrik incelemeler Forward Scatter(FS)/Side Scatter(SS) grafikleri
(Sekil 4.2) kullanilarak degerlendirilmistir. Buna gore;

4.3.1. Beyaz Kiire Sayilar

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda  gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir [F(2,32):8752 (p=0,002) ; Tablo 4.3, Sekil 4.3].

AS ve KS gruplarimin beyaz kiire sayilari, K grubuna gore anlamli derecede
yiksektir (px-as=0,001; pxxs=0,007). AS grubunun sonuclari KS grubundan elde
edilen sonuglardan yiiksektir fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(pAs.Ks=O,885).
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Sekil 4.2. Hiicrelerin akim sitometrik goriintiilerinin F.$/SS diyagraminda dagilimlari



Tablo 4.3. Deney gruplarinin beyaz kiire sayilari
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Beyaz Kiire Sayilari (adet/mm°)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max
K 3316,67 + 458,91 2550-4350
AS 4475 + 807,21 3650-6350
KS © 442727 + 955,34 2900-5550

(*) K grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Deney gruplarinin beyaz kiire degerleri (grafigin orta ¢izgisi medyan

degerini ifade etmektedir.). (*) K grubuna gore istatistiksel anlamliligi ifade

etmektedir (p<0,05).



olarak anlamli fark bulunmamistir [F(2,32):0,554 (p=0,659); Tablo 4.4, Sekil 4.4].

4.3.2. Total Lenfosit Yiuzdeleri
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Deney gruplarinin {i¢li karsilastirllmasinda gruplar arasinda istatistiksel

Tablo 4.4. Deney gruplarinin total lenfosit ylizdeleri

Total Lenfosit Yiizdeleri (%)

Grup Ortalama + SS Min-Max
K 73,50 + 12,84 51,50-89,90
AS 67,16 16,51 30,50-89,10
KS 66,35 +23,35 31,10-94,50
1004
T _
807
g
S
S 609
3
= 1
o
=
404
207
I I )
K AS KS
Grup

Sekil 4.4. Deney gruplarinin total lenfosit yiizdeleri (grafigin orta ¢izgisi medyan

degerini ifade etmektedir.)



4.3.3.T Lenfosit Yiizdeleri
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Deney gruplarinin {i¢li karsilastirllmasinda gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir [F(2,32):0,713 (p=0,291); Tablo 4.5, Sekil 4.5].

Tablo 4.5. Deney gruplariin T lenfosit yiizdeleri

T Lenfosit Yiizdeleri (%)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max
K 44,61 + 11,02 26,9-61,8
AS 49,77 £ 9,71 37-64,8
KS 50,20 + 16,56 12,4-70,8
80
707 1
60 T
g
O 504
<
3
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40 —_—
30
20
1 I I
K AS KS
Grup

Sekil 4.5. Deney gruplarinin T lenfosit yiizdeleri (grafigin orta ¢izgisi medyan

degerini ifade etmektedir.)
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4.3.4.CD4(+) T lenfosit Yiizdeleri
Deney gruplarinin {i¢li karsilastirllmasinda gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmamistir [F(2,32):0,250 (p=0,395), Tablo 4.6, Sekil 4.6].

Tablo 4.6. Deney gruplarinin CD4(+) T lenfosit yiizdeleri
CD4(+) T Lenfosit Yiizdeleri (%)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max
K 76 + 3,56 70,5-82
AS 76,15 + 5,06 67,4-84
KS 74,09 + 12,23 40-85,9

90

857

807

757

CD4+ T Lensosit Yiizdeleri (%)

707

657

T T
K AS KS

Grup

Sekil 4.6. Deney gruplarinin CD4(+) T lenfosit yiizdeleri (grafigin orta ¢izgisi

medyan degerini ifade etmektedir.)
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4.3.5.CD25(+) T lenfosit Yiizdeleri

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir [F(2,32):1.768 (p=0,046), Tablo 4.7, Sekil 4.7].

K grubuna gore karsilagtirildigida AS grubundaki artma ve KS grubundaki
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (px-ks=0,315; pk-as=0,140). Stres
protokolleri karsilagtirildiginda AS grubunun CD25(+) T lenfosit yiizdeleri KS
grubunun yiizdelerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde biiytiktiir (pas.xs=0,026).

Tablo 4.7. Deney gruplarinin CD25(+) T lenfosit ytlizdeleri

CD25(+) T Lenfosit Yiizdeleri (%)

Grup Ortalama + SS Min-Max
K 3,97+ 1,24 2,4-6,5
AS 9 42+ 1,34 2-5,9
KS 3,3+ 0,85 2,3-5

(**) AS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

* %k

CD25+ T Lenfosit Yiizdeleri (%)

T T T
K AS KS

Grup
Sekil 4.7. Deney gruplarinin CD25(+) T lenfosit yiizdeleri (grafigin orta ¢izgisi

medyan degerini ifade etmektedir.) (**) AS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1

ifade etmektedir (p<0,05).
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Akut ve kronik stres, hem 6nemli dl¢iide 10kosit sayisint arttirmis hem de T
hiicrelerinin dagilimi1 degistirmistir. Treg hiicreler AS grubuna gore KS grubunda

onemli dl¢iide azalmstir.

4.4. Serum Sitokin Degerleri
Thl, Th2 ve Th17 yanitinin gostergesi olarak sirasiyla salgiladiklari sitokinler
olan INF-y, IL-4 ve IL-17 seviyeleri ol¢iilmiistiir.

4.4.1. IFN-y

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir [F(2,14):243,001; (p=0,000; p<0,05) Tablo 4.8, Sekil
4.8]. Stres protokolleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, INF-y diizeyleri anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. AS grubunun IFN-y degerleri KS grubuna gore de
yiiksektir (pk-as:0,000; pk-ks:0,000; pasxks:0,000).

Tablo 4.8. Deney gruplarinin IFN-y degerleri

IFN- v degerleri (pg/ml)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max
K 86,73 + 14,09 74,46-112,30
AS T 726,81 + 73,12 633,68-804,38
KS @ 379,69 + 44,04 319,78-432,06
(*) K grubuna, (***) KS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade
etmektedir (p<0,05).
4.4.2.1L-4

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir [F(2,15):166,700 (p= 0,000, p<0,05); Tablo 4.9, Sekil
4.9]. Stres protokolleri IL-4 diizeylerini kontrol grubuna gore arttirmakta, ayrica
kronik stres protokolii IL-4 diizeylerini akut strese gore istatistiksel olarak anlamli

sekilde arttirmaktadir (px-as:0,014; px-ks:0,000; pasks:0,000).
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Sekil 4.8. Deney gruplarinin IFN- y degerleri (grafigin orta ¢izgisi medyan degerini
ifade etmektedir). (*) K grubuna, (***) KS grubuna gore istatistiksel anlamlilig
ifade etmektedir (p<0,05).

Tablo 4.9. Deney gruplarinin IL-4 degerleri

IL-4 degerleri (pg/ml)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max

K 8,76 + 1,25 7,98-10,20
AS 19,25 + 8,21 9,02-31,34
KS ™ 217,25+ 33,15 178,62-272,56

(*) K grubuna, (**) AS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir
(p<0,05).

4.4.3.Th1/Th2 Profilinin Gostergesi Olarak IFNy/IL-4 Orani:
Thl ve Th2 hiicrelerinin dengesini gosteren IFNy/IL-4 degerlerinin

ortalamalarinin oranlar1 Tablo 4.10’de verilmistir. Buna goére AS grubunda Thl, KS

grubunda Th2 lehine kayma olmaktadir.
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Tablo 4.10. Deney gruplarmin IFNy/IL-4 Orani

Grup [FNy/IL-4 Orani
K 9,90
AS 37,75
KS 1,74

4.4.4.1L-17

Deney gruplarinin {iglii karsilastirilmasinda gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamhdir [F(2,21):7,911; (p=0,003; p<0,05) Tablo 4.11, Sekil
4.10]. En diisiik IL-17 seviyesi KS grubunda 6l¢iilmiistiir ve bu fark istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (pasks=0,001; pkks=0,006). K ve AS grubu arasindaki fark ise

istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (pk-as=0,419).

300 *
I 1
* %k _
| |
250
£
~
<]
o
=~ 200
=
g 1
>
[
N
=3 150
(=]
T
=
100
*
50
| |
e — ;
0—1
I I I
K AS KS
Grup

Sekil 4.9. Deney gruplarinin IL-4 degerleri (grafigin orta ¢izgisi medyan degerini
ifade etmektedir.). (*) K grubuna, (**) AS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade
etmektedir (p<0,05).
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Tablo 4.11. Deney gruplarinin IL-17 degerleri

IL-17 degerleri (pg/ml)

Grup Ortalama £+ SS Min-Max

K 139,95 + 86,17 68,50-290,38
AS 179,06 + 93,92 65,98-280,76
KS 44,10 + 19,22 28,08-84,52

(***) KS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.10. Deney gruplarinin IL-17 degerleri (grafigin orta ¢izgisi medyan degerini

ifade etmektedir). (***) KS grubuna gore istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir

(p<0,05).
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5. TARTISMA

Intrauterin donemden yasami son anina kadar giiniimiiz yasam kosullarmimn
ayrilmaz pargasi olan stresin istisnasiz tiim viicut sistemlerini etkiledigi; zamana,
diger kosullara ve bireylere bagli olarak degisiklik gdstermekle birlikte belirli
yogunluktaki stresin yararl etkileri oldugu bilinmektedir (78, 162).

"Stres kaginilmas: gereken bir sey degildir. Ger¢ekten de sadece yasami
surdiirmek igin gerekli enerjiyi saglar. Stresten kurtulmak sadece oliimden sonra
beklenebilir.” Hans Selye (1936)

Ancak stresorler ile karsilasan organizmada aktive olan stres sisteminin yaniti
organizmay1 ¢ok genis bir perspektifte etkilemektedir (78). Basit bir soguk
alginligindan otoimmiin hastaliklara ve kanserlere kadar stresin tetikledigi tiim
hastalik kosullarinda bagisiklik sisteminin islev bozuklugu veya islevsizligi oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismada stresin bagisiklik sistemi {izerine etkilerini konu alan
cok sayida arastirmada simdiye kadar incelenmedigini diisiindiigiimiiz, kazanilmis ve
dogal bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan Th hiicre cevabini
arastirdik. Calismamizin sonuglarina gore akut veya kronik strese maruz kalan
farelerde efektor Th hiicreleri farkli sekilde etkilenmekte; Thl, Th2, Th17 ve Treg

hiicrelerinin dagilimlar1 degisiklik gostermektedir.

Stres Modeli

Farkli stres modelleri stres sistemi ve bilesenlerini farkli diizeylerde
etkilemekte ve homeostazise etkileri de farkli derecelerde olmaktadir. Biz bu
caligmada akut ve kronik stresin Th hiicrelerinin dagilimina ve fonksiyonuna etkisini
aragtirdik. Deneysel stres modeli olarak fiziksel ve psiko-sosyal stresorlerin birlikte
uygulandigi soguk-hareketsizlik stresinin kombine edildigi bir yontem kullandik
(163). Yapilan calismalar 2-2,5 saat kisitlayici stresi uygulamasinin 16kositlerin
yeniden dagilimini etkilemesinin yanisira cilt bagisiklik yanitini da arttirdiginm
gostermistir (125, 164-166).

Kisitlayic1 stres protokoliintin, fiziksel etkisinin yanisira biiyiikk Olgiide
‘cokmiis bir tiinelin i¢inde kalmis olma duygusu’ ile daha giiclii bir psikolojik
etkisinin olduguna inanilmaktadir ve OSS’nin ve hipotalamus-hipofiz-adrenal

ekseninin dahil oldugu ¢esitli endokrin parametreleri etkiledigi gosterilmistir (167-
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170). Bu c¢alismalar hipotalamusta paraventrikiiler c¢ekirdekte norepinefrin
diizeylerini, plazmada da ACTH ve kortikosteron diizeylerini en fazla arttiran stres
modeli oldugu ortaya koymustur. Ayrica bu model kullanilarak stres sisteminin
néroendokrin yollar aracili bagisiklik (hiimoral veya hiicresel) cevabina etkileri bazi
arastirmalara konu olmustur (93, 96).

Bu model uygulama kolaylig1 ve stres sistemini hizla aktive etme 6zellikleri
nedeni ile en sik uygulanan stres modellerinden biridir (82, 95). Bu stres modelini
fiziksel bir stres olan soguk stresle kombine ederek stresin her tiiriinii (psikolojik,
sosyal, fiziksel) modelledik. Boylece stres sistemini farkli yolaklar araciligiyla
uyarmay1 amagcladik.

Genel bilgiler (2.2.1) bolimiinde ayrintili sekilde agiklandigi gibi secilen bu
protokol hem kanitlanmig bir stresor, hem de deney grubundaki hayvanlarda
depresyon yaratmayacak bir kaliptir (154). On c¢alismalarda da protokoliin
depresyona neden olmadigi gosterilmis ve deneyler siiresince de hayvanlar
depresyon belirtileri agisindan degerlendirilmis, herhangi bir bulguya rastlanmamustir.

Uygulanan protokoliin stres sistemini uyardigini gostermek yani stresi
Olcebilmek ve diizeyini tespit edebilmek de onemli bir noktadir. Stres diizeyi
endokrin, davranigsal, OSS ve bagisiklik sistemi nin bazi u¢ nokta Ol¢timleriyle
anlagilabilir. Stres yanitinin karsilagilan stres ve/ya bireysel ozelliklere gore de
degisiklik gosterdigi ve buna bagli olarak degisebildigi bilinmekle beraber (128) bu
yanitin mutlak bilesenleri hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseninin son {iriinii kortizol
ve SSS’inin nérotransmitterleri epinefrin ve norepinefrindir (171). Biz ¢alismamizda
stres yanitin1 serum kortizol diizeylerine bakarak degerlendirdik. Bunun nedenlerini
sOyle aciklayabiliriz:

1. OSS aracilar1 ¢cok hizli bir sekilde yikilmakta bu nedenle yikim iirtinleri
asil olarak 24 saatlik idrar Orneklerinde Olc¢lilmektedir. Stres protokoliimiiz
hayvanlarin protokol sonlandiktan sonra 30 dakika i¢inde sakrifiye edilmesini
ongordigl ve ayrica metabolik kafeslerde barindirmanin da ayri bir stres yaratacagi
bilindiginden bizim ¢alismamizda bu yikim {iriinlerinin idrarda gosterilmesi oldukca
zordur.

2. Stres ve iliskili patolojik durumlar asil olarak glukokortikoid sinyal

mekanizmasindaki degisiklikler ile iligkilendirilmistir, stres sisteminin en giiclii
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yanitint hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseninin aktive edilmesi gergeklestirmektedir
ve bu eksenin son {irlinii kortizoldur. Kan kortizol diizeyi ile dogrusal bir iliskisinin
oldugu gosterilen tiikriik kortizol diizeyi caligmalart (172, 173) laboratuvar
sartlarinda stres sonrasi kortizol diizeyinin 20-40.dk’lar arasinda maksimuma
ulagtigin1 gostermektedir (174). Bu zaman araligi bizim stres protokoliimiizii de

desteklemektedir.

Stres Yamiti

Homeostazisin tehdit altinda oldugu durumlarda glukokortikoidler ve
katekolaminler savunma sisteminin ilk hattin1 olusturur ve pek c¢ok calismada
gozlendigi sekli ile kontrol grubundan yiiksektir. Buna kargin bizim c¢aligmamizin
sonuclarina gore; akut stres grubunda anlamli olarak yiikselen kortizol diizeyi kronik
stres grubunda kontrol seviyesine diigmektedir. Yapilan stres aragtirmalari stresin
tirtine (psikolojik, sosyal, fiziksel), siiresine ve yogunluguna gore kortizol
cevaplarinin degistigini ortaya koymaktadir.

Aynu tiir streslerdeki kortizol yaniti ile ilgili olarak dahi farkli sonuglar rapor
edilmektedir. Ornegin, hafif-orta siddette stres olarak kabul edilen doktor muayenesi
sirasinda kortizol salgilanmasinin arttigini (175-177), degisim olmadigimi (178, 179)
veya azaldigini (180) gosteren galismalar literatiirde yer almaktadir.

Depresyon tanisi1 almis hastalarda kortizol diizeylerinin kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu fakat aralarindaki farkin anlamli olmadig1 ortaya konmustur. Bu
calismada; kontrol ve hasta grubuna akut stres uygulandiginda hasta grupta kortizol
diizeylerinin kontrole gore daha fazla arttigi ve stresin kroniklestigi devam eden
giinlerde kontrole gore anlamli diizeyde yliksek kalmaya devam ettigi gozlenmistir
(181). Kronik yorgunluk sendromu olan veya kronik strese maruz kalan kisilerde
diiirnal ritmin diizlestigi ortaya konmustur (173, 182-185).

Sonuglarimiza benzer sekilde stresin kronik donemde tiikriikk kortizol
diizeyinde diisiise neden oldugu gosterilmistir (186). Bowers ve ark. farkli stres
protokolleri arasinda stres yaniti agisindan fark oldugunu gosterirken hareketsizlik
veya soguk streslerine maruz kalan hayvanlarda akut uygulanan protokoliin, kronik
protokole gore (15 giin) daha yiiksek kortizol seviyelerine neden oldugunu

gostermistir (163).
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Syrian altin hamsterlarinda uygulanan akut ve kronik stres protokollerinin
plazma glukokortikoid seviyesine etkisini inceleyen bir bagka ¢aligmada akut ve
kronik stresin kortizol diizeyini kontrol grubuna gore artirdigin1 ancak bu artigin akut
stres grubunda belirgin sekilde yiiksek iken kronik streste artisin daha az oldugu
bulunmustur (187).

Sicanlarda akut hareketsizlik stresi (30 dakika yiiksek yogunluklu fiziksel-
duygusal-psikososyal stres) uygulamasi plazma kortizol diizeyini anlamli olarak
artirirken (188-190), 21 giin kronik izolasyon stresi (diisiik yogunluklu, uzun siireli
psikososyal stres) kortizol cevabinda onemli bir azalmaya yol agcmustir (191, 192).
Kronik strese maruz kalan hayvanlara akut hareketsizlik stresi uygulandiginda; akut
stres sonrasi gozlenen serum kortizol seviyesine benzer degerlere yiikseldigi ortaya
konmustur (190).

Harpaz ve ark. yaptiklari ¢alismada kronik strese maruz kalan erkek farelerde
kortizol diizeylerinin kontrole gore farkli olmadigini saptamistir (193). Kronik
izolasyon stresi uygulanan farelerde pek c¢ok diger degisiklik ile birlikte
kortikotropine azalmis glukokortikoid saliverilme yaniti da gozlenmistir. Bu
calismanin sonuglart kortizoliin stres uygulanan birinci giin yiikseldigini ve daha
sonra stres devam etmesine karsin normal diizeye diistiigiini gostermistir (152, 194).

Glukokortikoidler hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen aktivitesinin yanitinda
son liriin olarak inflamasyon yanitina etki eder (195, 196). Yapilan bu ¢alismalar
aslinda kronik stres doneminde her ne kadar stresoriin varligi devam ediyor olsa da
zamanla hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen aktivitesinin stres yanitindaki roliinii
azalttigin1 ve kronik stres ile azalmis hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen aktivitesi
iliskisini gostermektedir (80). Bizim calismamizda da stres protokoliimiiz akut
donemde artan kortizol diizeyi ile stres sistemini hizla ve etkili bir sekilde aktive
etmis ancak kronik donemde azalmis hipotalamus-hipofiz-adrenal eksen aktivitesi ile

kontrol seviyesine diigmiistiir.

Stres ve Bagisiklik Sistemi
Stres ve bagisiklik sistemi iligkisini inceleyen onceki galigmalarda toplanan
bilgiler stres sistemi aktivasyonunun beyaz kiire alt gruplarinin say1 ve islevlerinde

degisiklige neden oldugunu, sayisal degisikligin ise asil olarak hiicrelerin farkli
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Olimler arasindaki dagiliminin degigsmesine bagli oldugunu gdstermektedir. Buradan
hareket ederek, calismamizda uyguladigimiz akut/kronik stresin bagisiklik sistemi
iizerine etkisini incelerken ilk olarak 16kosit sayilarini test ettik. Buna gore; en fazla
kronik stres grubunda olmak flizere stres gruplarinda beyaz kiire sayisinda artig
goriilmekteydi. Bu durum glukokortikoid diizeyi ve beyaz kiire sayisi arasindaki
anlamli negatif korelasyonla da desteklenmektedir. Calismamizin amacint Th
hiicrelerinin ~ stres  protokoliinden nasil  etkilendigini incelemek seklinde
belirledigimiz i¢in Iokositlerden sonra bir alt hiicre grubu olarak total lenfosit
sayisini inceledik. Stres gruplarinda total lenfosit sayilarinda azalma gdzlenmisti
ancak bu azalma istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasamamisti. Lenfositlerin
arasindan da odaklandigimiz hiicre grubunu kapsayan T lenfositlerinin yiizdelerini
inceledigimizde stres gruplarinda gozlenen artisin kontrol grubuna gore anlamli
olmadigin1 saptadik. Benzer sonuglar CD4(+) Th lenfosit yiizdeleri i¢in de gegerli
idi. Ancak Th hiicre yanitinin dengesinden sorumlu olan CD4(+) CD25(+) Treg
lenfosit yiizdelerinde akut stresin anlamli artisa, kronik stresin ise Onemli bir
azalmaya neden oldugunu gozlemledik.

Lokosit ve T lenfosit sayilart ile ilgili yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar
rapor edilmistir. Or.; 16kosit sayisinin insanda egzersiz sonrasinda enflamatuvar
gostergelerden CRP ile birlikte artig gosterdigi (197), sicanlarda yapilan bir baska
calismada akut kisitlayici stres ile degismedigi; kronik stres doneminde ise baslangig
diizeylerine gore anlamhi bir diisiis oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari
ayrica total lenfosit sayisinda da baslangic diizeylerine gore anlamli bir diisiisi
gostermistir (198). Yakin zamanda yayinlanan bir ¢calismada Neeman ve ark. 16kosit
sayisinin akut stres sonrasi artis gosterdigini kronik streste sabit kaldigini
gostermistir (199).

Bu sonuglara gore akut veya kronik strese maruz kalan farelerde gézlenen
l16kosit sayisindaki artis lenfosit dis1 bagisiklik sistemi hiicrelerine baghdir. Literatiir
bilgileri de 6zellikle akut stres kosullarinda bu artistan NK hiicrelerinin sorumlu
olabilecegini gostermistir. Bu ¢alismada Th hiicre yanitini incelemeyi amagladigimiz
icin diger hiicre gruplarin strese yanittaki degisiklikleri ¢alismamizin kapsami

disindadir ve daha 6nce pek ¢ok ¢alismada incelenmistir (131, 138, 200).
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Daha 6nce yapilmig ¢alismalarin sonuglari incelendiginde; Atanackovic ve
ark. akut stresin l6kosit ve total lenfosit sayisini arttirdigini, CD4(+) T lenfositlerin
sayisint etkilemedigini rapor ettikleri goriilmektedir (201). Ayrica T Ilenfosit
sayisinin akut stres sirasinda anlamli derecede azaldigi, stres sonrasinda artmaya
basladig1 ve stresten sonra dordiincii saatte normale dondiigii rapor edilmistir (199).
Strese maruz kalan siganlarda total lenfosit sayisinin azaldigi 35 giinliik kronik stres
uygulamasinin bu etkiyi sabit hale getirdigi gosterilmistir (125).

Bauer ve ark. akut (bir defa 30 dak kisitlayici stresi) ve kronik (birbirini takip
eden 12 giin 30 dak/giin kisitlayici stresi) stres uygulanan sicanlarda total lenfosit
sayilarinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu; en yiiksek saymin kronik stres
grubunda saptanmasina karsin, gruplar arasinda anlamli fark bulunmadigini rapor
etmiglerdir. Benzer sekilde T lenfositleri agisindan da gruplar arasinda anlamli fark
bulunmamistir. Bu ¢alismada CD4(+) Th hiicrelerinin yiizdesi, akut stres grubunda
kontrole gore anlamli bir diisiis gosterirken; kronik stres grubunda artis egiliminde
olmasma karsin anlamlilik bulunmamistir. Ancak kortikosteron diizeyleri ile Th
hiicrelerin yiizdeleri arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon bulunmustur
(202).

Farelerde yapilan bir bagka calismada; farkli stres protokollerinin [kisitlayici
(2 saat), zorlu yiizme (2 dak), soguk (2 saat), izolasyon (2 saat), kisa siire (30 sn) elde
tutmak] akut ve kronik kosullarda bagisiklik sistemi hiicrelerine etkisi incelenmistir.
Farkl1 stres modellerinin akut veya kronik uygulanmasi 16kosit sayisinda anlamli bir
degisiklige neden olmazken, diger hiicrelerin sayisinda kontrol ve/ya farkli
protokoller arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Akut
kosullarda ozellikle, soguk ve elde tutma stresinin lokosit alt gruplarinda zorlu
ylizme stresine gore daha fazla degisiklige yol actigi, total lenfosit sayisindaki stres
kaynakli degisikliklerin ise kisitlayici grubunda daha fazla oldugu gozlenmistir.
Kronik stres uygulandiginda ise, kisitlayici, soguk ve izolasyon stresi total
lenfositlerin sayisini, zorlu ylizme ve elde tutma stresine gore azaltmistir (163).

Stresin bagisiklik sistemi lizerinde ¢ok giiclii etkileri oldugu ve bu etkilerin
katekolaminler ve asil olarak glukokortikoid ile olusturuldugu bilinmektedir.
Glukokortikoidler anti-enflamatuvar 6zellige sahip olup bagisiklik yanitini; 16kosit

trafigi ve islevinde degisiklik olusturarak, sitokinlerin ve inflamasyon aracilarinin
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iiretimini ve salgisint modiile ederek ve bazi kosullarda hedef dokulardaki etkisini
ortadan kaldirarak etkiler. Bu etkileri nedeni ile klinik kullanimlar1 ¢gok genistir (69).
Ancak glukokortikoidlerin bagisiklik hiicreleri tizerindeki pleiotropik etkilerinin
oldugu, in vivo ve in vitro sonuglarinin farklilik gosterdigi (203), tiirler arasinda
(134) ve aynu tiirde dahi cinsiyet (204) ve stres protokoliine (163) gore degisebilecegi
de bilinmektedir.

Naif Th hiicrelerinin farklilasmas1 Th1l ve Th2 efektor hiicrelerinin gelisimi
temel olarak sitokinler tarafindan kontrol edilir (Sekil 2.5) ve regiilasyon bozuklugu
patolojik olarak Th1/Th2 hiicrelerinin degisimiyle sonuglanabilir (205). Bu nedenle
biz de Th yanitinda Thl, Th2, Th17 ve Treg hiicrelerinin arasindaki dengeyi
incelemek i¢in bu hiicrelerce spesifik olarak sentezlenen sitokinleri kullandik.

Thl ve Th2 hiicrelerinin aktivitesi bu hiicrelerin salgiladigi sirasi ile
proenflamatuvar sitokin IFN-y ve antienflamatuvar sitokin IL-4 ile degerlendirildi.
Calismamizin sonuglarina gére hem akut hem de kronik stres IFN-y diizeyini
artirmakta, akut ve kronik uygulamalar arasindaki karsilastirma akut stres lehine
anlamli bir artis1 gostermektedir. Bu sonuglar uyguladigimiz stres protokoliiniin Thl
hiicrelerinin aktivitesini arttirdigint ve hiicresel bagisikligr tetikledigini isaret
etmektedir. Th2 hiicrelerinin cevabini inceledigimizde ise kronik stres grubunda IL-4
seviyelerinin kontrol ve akut stres grubuna gore anlamli diizeyde artig gosterdigini
bulduk. Kronik strese maruz kalan hayvanlarda Th2 hiicrelerinin aktivitesinin arttig1
ve bagisiklik yanitinin hiimoral bagisikliga kaydigi goriilmektedir. Bu sonug literatiir
bilgileri ile uyumludur (34-36).

Th1/Th2 hiicre oranlarim1 degerlendirmek hiicresel bagisiklik yanitinin
aktivasyonu ve baskilanmasi arasindaki denge ile ilgili onemli bilgiler saglamaktadir.
[FN-y/IL-4 oran1 Th1/Th2 hiicre profilinin indeksi olarak kullanilabilir (206, 207).
Bu indekse gore degerlendirildiginde ¢alismamizda akut stres grubunda Thl hiicre
yanitinin arttig1 ve kronik stres grubunda ise baskilandig1 goriilmektedir. Bu bulgular
daha once rapor edilmis ¢alismalarin sonuglar ile de uyumludur (164, 208). Stres
hormonlari, antijen sunulmasi, lenfositlerin proliferasyonu ve dagilimi, sitokinlerin
ve antikorlarin salgilanmasi Thl ya da Th2 hiicre yanitinin segilmesi gibi temel

bagisiklik islevlerini etkiler.
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Onceleri stresin bagisiklik sistemine etkisinin her zaman baskilama y&niinde
oldugu diisiiniilmekte idi. Ancak giiniimiizde ulasilan bilimsel kanitlar stresin
bagisiklik sistemini pek ¢ok degiskene bagli olarak farkli sekilde etkileyebildigini
gostermistir. Bu degiskenlerden en 6nemlisi stresdre maruziyet siiresi yani akut ya da
kronik kosullardir. Genel olarak kronik stres kosullarinda antienflamatuvar etkilerin
ve Th2 yanitina kaymanin gozlendigi kabul edilmektedir. Ancak akut kosullarda ya
da bazi yerel yanitlarda proenflamatuvar etkiler de baskin hale gelmektedir (209).
Agarwal ve ark.’nin ¢aligmalar1 da stres hormonlarina kisa siireli maruziyetin Thl
hiicrelerinin sitokinlerini artirdigin1 gostermistir (210). Yakin zamanda insanlar
iizerinde yapilan bir calismada akut stresin Th1 hiicre yanitin1 artirdigi gosterilmistir
(211). Akut psikolojik stresin, P maddesini artirarak Th1 hiicre yanitin1 giiclendirdigi
ve bu sekilde enfeksiyonlar1 kontrol edebildigi 6te yandan kronik stresi olan
bireylerin enfeksiyonlara daha yatkin oldugu rapor edilmistir (212). Bu sonuglar ve
bizim ¢alismamizin sonuglar1 glukokortikoidlerin akut donemde Th2 hiicre yanitini
baskilamasi ve Th1 hiicre yanitini artirmasi ile agiklanabilir (213).

Daha Once yapilan ¢aligmalarda glukokortikoidlerin in vitro ve in vivo olarak
insanda ve hayvanda TNF-a, IFN-y ve IL-2 iiretimini baskiladigi gosterilmistir
(214). Boylece glukokortikoidler ve katekolaminlerin tip 1 sitokin inhibisyonu ve tip
2 sitokin salgilanmasini sagladigi; bunun da selektif olarak hiicresel bagisiklig
baskilarken, yanit1 Th2 hiicresi aracili hiimoral bagisikliga kaydirdigi diistintilmustiir
(107, 209, 215). Bizim bulgularimizin ve yukarida 6zetlenen literatiir bulgularinin
aksi yonde verilen bu bilgiler ya dogrudan eksojen glukokortikoidlerin etkisini
inceleyen ya in vitro olarak yapilmis ya da strese maruziyet siiresinin dikkate
alinmadigi ¢aligmalardan alinmistir.

Stres ve bagisiklik sistemi ile ilgili ¢aligmalarda ne yazik ki pek ¢ok konuda
henliz goriis birligi saglanamamistir. Stresin Th1/Th2 hiicre yanitina etkisi de
bunlardan birisidir. Ancak Dhabhar tarafindan da dikkat cekildigi gibi stresle
indiiklenen bagisiklik sistemi baskilanmasi evrimsel adaptif bir silire¢ degildir.
Aslinda organizmanin aktif bir bagigiklik cevabina gereksinim duydugu bir zamanda
Oornegin; stresoriin etkisiyle yaralanabilecegi veya enfekte olabilecegi stres
durumlarinda bagisiklik sisteminin baskilanmasi ¢eliskili goriinmektedir. Bir baska

deyisle akut stres kosullarinda Thl hiicre yanitinin artmasi organizmanin hayatta
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kalist i¢in dnemlidir (164).

Klasik Th1/Th2 hiicre paradigmasina eklenen ii¢lincii efektor Th hiicresi alt
tipi proenflamatuvar sitokin IL-17 salgilayan Th17 hiicreleridir (38-43). Thl17
hiicreleri asil olarak salgiladiklar1 sitokinler aracilifiyla proenflamatuvar etki
gosterir. Ozellikle otoimmiin enflamasyondaki rolii pekgok hayvan modelinde
gosterilmistir (40-43). Bu modellerde Th17 hiicre sayisinda ve/ya IL-17 diizeyinde
azalmanin hem hastaligin baslangicint geciktirdigi hem de siddetini azalttig1
gozlenmistir.

Th17 hiicrelerinin yukarida 6rnekleri verilen pro-enflamatuvar etkilerinin
yanisira, anti-enflamatuvar etkileri de bildirilmistir (216). Ke ve ark. tarafindan IL-
17°’nin T hiicre aktivasyonunu baskiladigi ve deneysel otoimmiin iiveit gelisimini
diizelttigi rapor edilmistir (217). Bir baska c¢alisma IL-17’nin Thl hiicre
farklilagsmasin1  baskiladigin1  ve helicobacter pylori kaynakli gastritte anti-
enflamatuvar etkilerini ortaya koymustur (218).

Ozellikle otoimmiin hastaliklar ile iliskisi gosterilmis olan Th17 hiicrelerinin
stresten nasil etkilendigi konusundaki az sayida arastirmanin sonuglari asagida
Ozetlenmistir.

Tavuklarda yapilmig deneysel bir soguk stres calismasina gore soguk
stresinin uygulandig1 24 saat boyunca ince bagirsakta IL-17 mRNA ekspresyonu 0.,
1., 2., 3., 6., 12. ve 24. saatlerde Olcililmiis ve zamanla artig gosterdigi gortilmiistiir
(219). Bir bagka calismada 12 saat kisitlayici stresine maruz birakilan farelerde IL-17
diizeyinin artmig oldugu bulunmustur (220). Kronik stres kosullarinda farelerde
Th1/Th2 dengesinin Th2 hiicre yanitina ters olarak proenflamatuvar Th1/Th17
hakimiyetine dogru kaydig1 ve Treg hiicrelerinin azaldigi gosterilmistir (193).

Otoimmiin hastaliklarin 6r.; Tip 1 DM gelisiminde Th1 hiicre yanitinin da
onemli rolii oldugunu bilinmektedir (221, 222). Stresli ¢ocuklarda 6zellikle Thl
hiicre yanitinin araci sitokini [FN-y’nin artti§i yine bu ¢ocuklarda DM, romatoid
artrit ve Crohn hastaligi gibi otoimmiin hastaliklarda anahtar rolii olan Thl7
hiicrelerinin aktivitesinin ylikselmis oldugu goézlenmistir (37, 223-228). IFN-y’nin
Th2 ve Th17 hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemesi, artmig Thl hiicre yanitinin Th2

ve Thl7 hiicre aktivitesinin azalmasma katkida bulundugunu diistindiirmektedir

(223, 229, 230).
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Bizim sonuglarimiz farelerde akut stresin IL-17 diizeyini arttirdigini, kronik
stresin ise azalttigimi gostermektedir. Bu da oOzellikle akut stres kosullarinda
otoimmiin hastaliklarin tetiklenmesi ve/ya alevlenmesini agiklayabilir. Ancak daha
onceki caligmalar kronik stresin, multiple skleroz, psoriyazis gibi otoimmiin
hastaliklarin alevlenmesi ile iliskisi oldugunu, bu iliskinin glukokortikoidlerin
bagisiklik sistemini baskilayici etkisinden bagimsiz oldugunu isaret etmektedir. Bu
hastaliklarin Th1/Th17 hiicrelerinin proenflamatuvar yaniti ile karakterize olmasi,
kronik stresin glukokortikoidlerin etkisini azalttigi seklinde yorumlanmistir (86).
Toll-benzeri reseptor (Toll Like reseptor, TLR) sinyal yolagi da Th17 hiicrelerinin
iiretimi, idamesi ve biiyiimesinde énemli bir rol oynar (231, 232). TLR2 uyariminin
kronik stresle indiiklenen Thl, Th2 ve Th17 hiicrelerinin sitokin degisikliklerine yol
actig1l, apoptoz ile ilgili faktorler ve bagisikligi modiile edebilen maddelerle
uyarilarak etki olusturdugu gosterilmistir (220).

Harpaz ve ark. kronik strese maruz kalan ve kalmayan farelerden elde
ettikleri dalak hiicre kiiltiirlerinde yaptiklart ¢alismalarda kortizol etkisine
duyarsizlasma ve/ya bagisiklik yanitinda Th1/Th17°den Th2 hiicreleri yoniine bir
kayma saptamislardir (193). Bunu destekleyecek sekilde yiiksek stres altindaki (6r.;
ciddi bir hayati olay yasamis, ebeveyn stresi ile karsilasmis, sosyal destekten yoksun)
cocuklarda yapilan bir ¢alismada IL-5, IL-10, IL-13 ve IL-17 gibi sitokinlerin
spontan salgilanmasi diisiik bulunmustur. Bu yiiksek stres altindaki ¢ocuklarda;
baskilayic1 bir bagigiklik sistemi yanitin1 gosteren azalmig Thl, Th2 ve Thl7
hiicrelerinin aktivitesini ortaya koymaktadir (223). Ayrica yapilan bazi ¢aligmalar
strese kronik maruziyetin azalmis hiicresel bagisiklik yanitiyla iligkili oldugunu
ortaya koymustur (151, 233).

Stres gibi sistemik yanit olugan kosullarda bagisiklik sistemi hiicrelerinin tek
tek yiizde ve islevlerinden c¢ok hep birlikte degerlendirilmesi uygun olacaktir. Buna
gore bu calismada uyguladigimiz soguk/hareketsizlik stresi, protokole akut maruz
kalan farelerde Th1/ Th17 hiicrelerinin proenflamatuvar yanitinda artisa, Th2 hiicre
yanitinda azalmaya neden olmustur. AS grubunda Treg hiicre yilizdesinde de artis
gozlenmistir. Ayni1 protokoliin 5 ardisik giin uygulandigi kronik stres durumunda
bagisiklik sistemi tablosunun tamamen degistigi Th2 hiicre yanitinin baskin hale

geldigi ve Treg hiicrelerinin azaldig1 saptanmistir. Ozellikle Treg ve Th17 hiicreleri
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arasinda zit yonde bir iliski oldugu rapor edilmektedir (234, 235). Akut ve kronik
stres kosullarinda gozledigimiz Th17 ve Treg hiicrelerinde ayn1 yonde degisim
gosteren sonuclarimiz bu durum ile uyumlu degildir. Ancak Onceki ¢aligmalar asil
olarak periferal/indiiklenebilir Treg hiicrelerini incelemektedir. Bizim ¢aligmamizda
ise baz1 kisithiliklar nedeni ile toplam Treg hiicre popiilasyonu sayilabilmistir. Ayrica
Treg ve Thl7 hiicrelerinin tanimlanmasindan sonra gelisim siirecindeki ortak
transkripsiyon faktorlerini de goze alarak Thl17/Treg hiicrelerinin oranindan
bahsedilmigken bugiin daha ¢ok Teff hiicrelerinin (Thl, Th2 ve Thl7) Treg
hiicrelerine (Teft/Treg) oran1 dikkate alinmaktadir (45, 236).

Treg hiicrelerindeki glukokortikoid reseptorlerinin biyolojik roliinii arastiran
caligmalar hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni ile OSS arasindaki baglanti, periferal
T hiicre alt gruplarinin islev ve sayilarinda stresle birlikte ortaya ¢ikan degisiklikleri
aciklamaya yardime1 olacaktir (151). Bu da Treg hiicrelerinin sayisindaki degisiklige
paralel olarak sadece Th17 hiicrelerinde degil, Teff hiicre gruplarindan bir ya da daha
fazlasinda azalma olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Bu durum Teff hiicre
gruplarmin Treg hiicresi aracili diizenlemeye direngli olmasi, bu hiicrelerin
salgiladig1 sitokinlerin yarattig1 lokal ¢evre etkisi ile ya da Teff hiicre grubunu
olusturan alt gruplarin blytkligi ile agiklanabilir (237). Romatoid artrit
modellerinden alinan Teff ve Treg hiicreleri arasindaki iligski hastaligin baslangic,
semptomatik ve iyilesme donemlerinde olmasi ile de farklilik gostermektedir (238).

T lenfositlerinin gelisiminin dogal siirecinde timusta farklilagarak dolasima
cikan CD4(+)CD25(+) Treg hiicreler immiin homeostazisde anahtar role sahiptir ve
otoimmiin hastaliklarin engellenmesini saglayan kritik islevleri ile tanimlanmislardir.
Viicudun kendi antijenlerine karsi toleransi otoreaktif lenfositlerin timusta negatif
seleksiyonunun yanisira T reg hiicrelerinin baskilayici etkisi ile saglanir (239). Treg
hiicreleri ayrica enfeksiyon, doku reddi, hipersensitivite reaksiyonu, timor gelisimi
gibi tim bagisiklik yanitlarinda 6nemli rol oynar (240). Treg hiicrelerinin sayisinin
azalmasi ve/ya islevinin bozulmasi otoimmiin hastaliklara daha biiyiik bir yatkinlik
ile iliskilendirilmistir (241-244).

Bizim c¢alismamizda akut atres protokolii Treg hiicrelerinde artisa, kronik
stres ise kontrol seviyesine donilise neden olmustur. Bu sonuglart destekleyecek

sekilde CD4(+) CD25(+) Treg hiicrelerinin atopik ve saglikli katilimcilarda,
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muayene stresiyle birlikte artis gosterdigi, bu artisin stres algisi yiiksek olan
bireylerde daha fazla oldugu ortaya konmustur (245). Braitch ve ark.
glukokortikoidlerin CD4(+) CD25(+) Treg hiicrelerinin yiizdesini artirdigini
gostermisler ve bu durumu o6zellikle otoimmiin hastaliklarin akut dénemlerinde
bagisiklik sistemi yanitinin kontroliiniin saglanmasinda glukokortikoid tedavisinin
roliinii agiklamakta kullanmiglardir (246). Diger bagisiklik sistemi islevleri gibi stres
sisteminin uyarilmas: ve glukokortikoid ve katekolaminlere maruziyet, Treg
hiicrelerinin say1 ve/ya islevlerini degistirir (247, 248). Bu etkinin glukokortikoid ile
indiiklenen TNF iligkili reseptor (glucocorticoid-induced tumor necrosis factor-
related receptor; GITR) araciligi ile meydana geldigi diigiiniilmektedir (236). GITR
iizerinde yapilan agonist ve antagonist calismalari, GITR-ligand1 uygulanan farelerde
kisa siirede Treg hiicrelerinin sayilarinin arttigini gostermistir (249).

Ancak literatiir bilgileri incelendiginde yukaridaki ¢alismalarla ¢elisen, farkl
stres protokollerinin hiicrelerinin aktivitesi ve sayis1 lizerine etkisinin farkli
sonuglarinin da bildirildigi goriilmektedir.

Akut mental stresore maruz kalan insanlarda CD4(+) FOXP3(+) Treg
hiicrelerin sayisinin azaldigi, stresten sonra normal diizeye dondigi gosterilmistir
(250). 2010 yilinda Freier ve ark. periferal kanda dolasan CD4(+) FOXP3(+) Treg
hiicrelerinin insanda mental stresle azaldigini bulmuslar ve bu durumu otoimmiinite
gibi  enflamatuvar durumlarda alevlenmeye neden olabilecegi seklinde
yorumlanmustir (151). Ancak bu ¢aligmanin sonuglar1 Teff hiicrelerinde de azalma
oldugunu gostermektedir. Oysa beklenen yanit Treg hiicrelerindeki artisa diger
hiicrelerdeki azalmanin eslik etmesidir, bu durum belki ¢alismanin stresten sonraki
kisa siire igerisinde akut kosullarda yapilmis olmasi ile acgiklanabilir. Bizim
bulgularimiz AS grubunda Treg hiicrelerinin artisiyla beraber azalmig total lenfosit
sayisini isaret etmektedir. Literatiir bilgisini destekleyen bu sonug, T ya da Th hiicre
grubunun toplaminda fark yaratmamistir ancak Th1/Th2 hiicre dengesindeki kayma
ile beraber degerlendirildiginde Treg hiicre artisindan etkilenen hiicrelerin kuvvetle
B lenfositleri ve/ya Treg hiicrelerinin baskiladig1 diger hiicre gruplart olabilecegini
distindiirmektedir.

Literatiirdeki farkli sonuglar Treg hiicrelerinin tanimlanmasi igin segilen

yontem ile de iligkilidir. CD25 ylizey antijeni, IL-2 reseptoriiniin alfa zincirinden
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olugmaktadir. Yapilan bazi1 ¢alismalarda sadece Treg hiicrelerin degil ayn1 zamanda
aktive olmus CD4(+) T hiicreleri tizerinde eksprese edildigini; FOXP3’iin ise hiicre
ici bir isaret¢i, ana diizenleyici gen olmasi nedeni ile Treg hiicrelerinin
tanimlanmasinda daha 6zgiil oldugu ifade edilmektedir (251, 252). Calismamizda
FOXP3 isaretleyicisini kullanamamis olmamiz zayif yonlerimizdendir. Ancak elde
ettigimiz sonuclar yukarida da belirtildigi gibi dnceki bazi1 ¢aligmalar ile uyumludur,
stresin bagisiklik sisteminin efektor ve diizenleyici hiicrelerinin yanitina etkisinin
farkli olabilecegi ve bu farkin mikro gevre, stres modeli, bireysel farkliliklar gibi pek
cok faktor ile iligkili dinamik bir sonucu olabilecegi fikrini desteklemektedir (248).

Calismamizda KS grubundaki hayvanlarda Treg hiicrelerinin sayisal olarak K
grubundan farkli olmadigi, diger bir soyleyis ile AS grubunda artan Treg hiicrelerinin
kronik kosullarda normal degerlere diistiigii gozlenmistir. Bu sonuglar kronik
donemde strese maruz birakilan farelerde Treg hiicrelerinin oraninin azaldigini
gosteren Harpaz ve ark. bulgularin1 desteklemektedir. Bu azalmanin deneysel
ensefalit gibi otoimmiin hastaliklarin alevlenmesinde rolii olabilecegini One
stirmislerdir (193). Saglikli bireylerden alinan 6rneklerin kullanildig: hiicre kiiltiirii
calismalar1 kronik deksametazon uygulanan hiicrelerde FOXP3-mRNA diizeyinin
kontrol seviyesinde oldugunu gostermistir (253). Ayrica akut stres yanitlarinda
CD4(+) CD25(+) Treg hiicrelerinde artan glukokortikoid reseptor ekspresyonu
glukokortikoidlerin roliiniin akut donemde daha belirgin olabilecegini de isaret
etmektedir (201).

Yapilan aragtirmalar ve bizim sonuglarimiz stresin bagisiklik yanitina
etkisinin bir ¢ok faktdr ile degisebildigini ortaya koymaktadir. Bunlar stresoriin tipi,
stiresi, strese maruz kalan canlinin tiirti, ayn1 tiir igerisinde bireysel farkliliklar,
stresten sonra etkinin gozlendigi siire, deneyin in vivo veya in vitro yapilmis olmasi
ve mikrogevredeki cesitli faktorler olabilir. Bu etkenler arasindan mikrogevredeki
faktorler, Or; sinerjistik veya karsit etkili sitokinlerin bir arada olmasi, detayl olarak
incelenmemigtir. Bundan sonraki c¢aligmalarda bu faktorlerin g6z Oniine alinmasi
stres ve bagisiklik sistemi iligkisinin anlagilmasinda anahtar rol oynacaktir.

Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde farelerde soguk/hareketsizlik stresinin
akut ve kronik kosullarda bagisiklik sistemi yanitini1 farkli etkiledigi goriilmektedir.

Kazanilmig bagisiklik yanitinin temel hiicresi olarak nitelendirilen Th hiicrelerini
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inceledigimizde akut/kronik stresle bu hiicre alt gruplarmin farkli yonlere kaydigi
anlasilmistir. Ancak yukarida da belirttigimiz gibi ileri c¢alismalarda ozellikle
indiiklenebilen periferal Treg hiicrelerinin ve sitokin havuzunun daha genis ve
ayrintili incelenmesi Th hiicre yanitinin anlagilmasina katkida bulunacaktir. Ek
olarak stres sisteminin OSS bileseninin incelenmesi de bu konudaki bilgilerimizi
daha ileriye tasiyacaktir. Tim bu bilgiler, stresin insan saghigi, hastalik
mekanizmalar1 ve hastaliklara yatkinlik {izerindeki etkisinin, korunma ve tedavi

seceneklerinin agiga ¢ikmasina yol gosterecektir.
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6.SONUC

Akut veya kronik strese maruz kalan farelerde, periferal kandaki yardimer T

hiicreleri ve alt gruplarinin incelendigi bu ¢alismanin sonuglart sdyle 6zetlenebilir;

1.

10.

11.

Akut stres protokolii plazma kortizol diizeylerini artirmig, kronik stres
protokolii kortizol diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
yapmamistir.

Akut veya kronik strese maruz kalan farelerde toplam beyaz kiire sayisi
artmigtir.

Akut veya kronik stres protokolleri total, T ve CD4(+) T lenfosit
yiizdelerinde anlamli degisiklige neden olmamustir.

Akut ya da kronik strese maruz kalan farelerde gozlenen beyaz kiire
sayisindaki artig lenfosit disi1 bagisiklik sistemi hiicrelerine bagli olabilir.
Akut stres, Th1/Th17 hiicre yanitin1 artirmig, Th2 hiicre yanitin1 baskilamis,
bagisiklik sistemi yanitini hiicresel yone kaydirmistir.

Kronik stres, Th2 hiicre yanitim1 giiclendirmig Th1/Th17 hiicre yanitini
baskilamis, bagisiklik sistemi yanitini hiimoral yone kaydirmistir.

Th17 hiicre yanitinda akut stres ile gozlenen artig, akut stres kosullarinda
otoimmiin hastaliklarin tetiklenmesi ve/ya alevlenmesini aciklayabilir.
Diizenleyici T hiicre yiizdesi akut stres ile artmis, kronik stres kosullarinda
azalmustir.

Bu degisiklikler ve akut ve kronik stres kosullarindaki farkliliklar
glukokortikoidlerin akut donemde Th2 hiicre yanitin1 dogrudan baskilamasi
ve boylece Thl hiicre yanitin1 artirmasi ve diizenleyici T hiicreleri tizerindeki
etkileri ve bu hiicrelerin aracilik ettigi dolayl etki ile agiklanabilir.
Diizenleyici T hiicreleri ve glukokortikoid reseptorlerinin biyolojik roliinii
inceleyecek ileri g¢aligmalar, hipotalamus-hipofiz-adrenal ekseni ile OSS
arasindaki baglantiy1 daha agik bir sekilde ele alarak periferal T hiicre alt
gruplarmin iglev ve sayilarinda stresle birlikte ortaya ¢ikan degisiklikleri
aciklamaya yardimeci olacaktir.

Stresin bagisiklik yanitina etkisi stresoriin tipi, siiresi, strese maruz kalan

canlmin tiirl, ayni tiir i¢erisindeki bireysel farkliliklar, stresten sonra etkinin
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gozlendigi siire, deneyin in vivo veya in vitro yapilmis olmasi ve mikrogevre
gibi bircok faktor ile degisebilmektedir. Bu nedenle stres calismalarinda
sonuglarin farkli olabilecegi unutulmamalidir.

Stresin tetikledigi hastaliklarin, stresin beraberinde gdzlenen metabolizma
diizensizliklerinin ve kiside rastlanan davranis bozukluklarinin sagaltim
stirecinin zorlugu, ayrica bu durumlarin devletlere getirdigi ekonomik yiik,
Diinya Saglk Orgiitii’niin raporlarina gore diinya genelinde ¢ok yaygin ve
sayica fazladir. Stresin bircok hastaligin etiyolojisinde rol oynadigi
diistintildiiginden stresin hangi fizyolojik mekanizmalar1 aktive ederek
bagisiklik sistemini etkiledigini anlamak, hastaliklarin  patogenezini
aciklamak i¢in gereklidir. Bagisiklik yanitin1 etkileyen psiko-fizyolojik
faktorlerin anlagilmasi, ayrica koruyucu Onlemlerin ve/ya tedavilerin

gelistirilmesini de kolaylagtiracaktir.
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DOES ACUTE OR CHRONIC STRESS AFFECT PERIPHERAL BLOOD HELPER
AND REGULATORY T CELLS?

Murat Dogan, Bilge Pehlivanoglu, Ayse Meltem Sevagili, ilknur Kozanoglu
Department of Physiology, Hacettepe University, Ankara, Turkey

Objective: An effective immune response protects organism, differentiate self from non-self and terminate
rapidly when threat disappears. Smooth functioning of the immune response, controlled by cytokinergic
interactions of helper T (Th1, Th2&Th17) and regulatory T (Treg) cells, is crucial and modulated by
stressors. Albeit the extensive studies on stress-immune system interactions, Th17 and Treg response to
stress has not been investigated, yet. We aimed to determine the effect of acute or chronic stress on
peripheral T lymphocyte distribution.

Medhods: Male, Swiss-albino mice (30-40 g) were allocated in 3 groups as; control (n=11), acute stress
(n=11) and chronic stress (n=11). Cold-immobilization stress was applied in a restrainer at 4°C once for 6
hours in acute stress group and 5 consecutive days for 6 hours/day for chronic stress group. In the blood
samples withdrawn after stress protocols and corresponding times in control groups serum cortisol and
cytokine levels (IL-2, IL-4, TNFa, IL-17) were measured and distribution of lymphocyte subgroups were
determined flow-cytometrically.

Results: The effect of acute and chronic stress on distribution of T-lymphocyte subgroups was different.
Chronic stress attenuated the number of Th17 and Treg cells more.

Conclusions: Stress is a key modulator of immune response altering the reaction of Th cells, chief
executive officers of acquired immune system. Further insights about mutual interaction of Treg and Th17
cells will help better understanding of the pathogenesis and provide a new era in management of especially
autoimmune diseases. This study is granted by HUBAB (Project number: 011 D04 101 003)



