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OZET

Yaslanma, cesitli viicut fonksiyonlarinin azalmasi ve yeniden sekillenmesi ile seyreden bir
siirectir. Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinde yetistirilen
farkli yaslardaki Wistar albino si¢anlar kullamlmgtir. iki gruba ayrilan Wistar albino 553
sicanlar, Grup |; 2,5-18 aylik geng erigkinler ve eriskinler (n=16) ve grup II; 19-30 aylik yash
siganlardan (n=13) olusmaktadir. Lenfosit alt gruplarinin tayini i¢in kan alimindan sonra
hiicreler CD8*FITC ve CD4'FITC isaretli monoklonal antikorlar ile boyanmistir. Hazirlik
asamasindan sonra Flow sitometri analizi yapilmustir. Istatistiksel analiz de, geng ve yash
gruplardaki hiicrelerin degerlendirilmesi Kolmogorov- Smirnov testi ile yapilmistir. Gruplar
arasinda bagimsiz sample test kullanilmistir. Analiz sonucunda p< 0,05 anlamli olarak kabul
edilmistir. Geng sicanlarin CD4/CD8 orani ise 1,6+0,5 olmasina karsilik, yash siganlarda bu
oran 3,1+£1 olarak bulunmustur. Geng grupta CD4* ve CD8" hiicreleri arasinda ters yonde (r
=-0,898) korelasyon gozlenmistir (p<0,0001). Yash grupta CD4'T hiicreleri ile CD4/CD8
arasinda dogru (r=0,620) yonde korelasyon gosterilmistir (p<0,024). CD8'T hiicreleri ile
CD4/CDS8 arasinda ise ters yonde (r=-0,876) korelasyon saptanmistir (p<0,0001). Immiin
yaglanma, immiin sistem fonksiyonlarinin yasa bagl olarak azalmasidir, hem B hem de T
hiicrelerinde belirgin degisiklikler meydana gelir. Bu c¢alismada, immiin sistem hiicrelerinde
yasa bagl degisiklikler deneysel olarak gosterilmeye caligilmistir.

Anahtar kelimeler: Yaslanma, CD4* T lenfositleri, CD8* T lenfositleri, flow sitometri

ABSTRACT

Aging is a process that progresses with the reduction and remodeling of various bodily
functions. Wistar albino rats of different ages bred in Istanbul University Aziz Sancar
Experimental Medicine Research Institute were used. Wistar albino rats divided into two
groups consist of Group I; young adults aged 2.5-18 months and adults (n=16) and Group II;
19-30 months old rats (n=13). After blood collection for the determination of lymphocyte
subgroups, cells were stained with CD8*FITC and CD4* FITC labeled monoclonal antibodies.
Flow cytometry analysis was adhered to after the preparatory phase. In the statistical analysis,
the evaluation of the cells in the young and old groups was made with the Kolmogorov-

Year 5 (2021) Vol:19 Issued in SEPTEMBER, 2021 www.ejons.co.uk



EJONS International Journal on Mathematic, Engineering and Natural Sciences (SN =T E)

Smirnov test. Independent sample testing was used between groups. As a result of the
analysis, p<0.05 was accepted as significant. While the CD4/CDS8 ratio of young rats was
1.6+0.5, this ratio was found to be 3.1+1 in old rats. An inverse correlation (r=-0.898) was
observed between CD4* and CD8* cells in the young group (p>0.0001). A direct correlation
(r=0.620) was shown between CD4* T cells and CD4/CD8 in the elderly group (p<0.024).
There was an inverse correlation (r=-0.876) between CD8* T cells and CD4/CD8 (p<0.0001).
Immune aging is the age-related decline of immune system functions, significant changes
occur in both B and T cells. In this study, age-related changes in immune system cells were
tried to be demonstrated experimentally.
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GIRIS

Yaglanma siireci ilerledik¢e canlilarin ¢esitli sistemlerinde degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
Degisime ugrayan sistemlerden birisi de immiin sistem organ ve fonksiyonlaridir. Immiin
yaslanma coklu organ degisiklikleri iceren, immiinitenin yasa bagli olarak azalmasidir
(Malaguarnera., et al., 2001; Pawelec.,et al 1997). Yasa bagli olarak gelisen immiin sistem
degisiklikleri kanser (Hakim et al.., 2004), enfeksiyon (Pawelec, et al.., 2004) ve otoimmiin
hastaliklarin (Prelog., 2006) daha sik ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Telomeraz aktivitesi
ve telomeraz uzunlugu hiicresel replikasyonun kontroliinde rol oynayan 6nemli faktorlerdir.
Telomeraz kisaligi yaslanma ile hem CD4" hem de CD8" T hiicreleri ve B hiicrelerinde de
gozlenir(Tarazona, et al.,2002). Yaslanmaya bagli degisikliklerin mekanizmalart gesitli
yonleriyle arastirilmaya calisilmaktadir. Biz de ¢alismamizda bu noktadan yola ¢ikarak
deneysel olarak yaslanma ile CD4" ve CD8" T lenfositleri iliskisini flow sitometri analizi ile
saptamayi planladik.

MATERYAL VE METOD: 554

Calismamizda, Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinde
yetistirilen farkli yaslardaki Wistar albino si¢anlar kullanilmigtir. Wistar albino si¢anlar iki
gruba ayrilmigtir: Grup I; 2,5 —18 aylik geng erigkinler ve erigkinler (n=16) ve grup 1I; 19-30
aylik yasl siganlardan (n=13) olugmaktadir. Hayvanlarin normal oda 1sisinda (21° +2 °C) ve
12 saatlik gece- giindiiz dongiisii altinda yagamlarini siirdiirmelerine dikkat edilmistir.
Immiinolojik analiz: Tim hayvanlarin kalbine girilerek sabah 09.00-10.00 saatleri arasinda
kanlar1 alinmistir. Lenfosit alt gruplarinin tayini i¢in mouse anti-rat CD8 FITC (MCA 48F,
Serotec) ve mouse anti-rat CD4 FITC (MCA 55F, Serotec) isaretli monoklonal antikorlar
kullanilmigtir. Tiiplere 100 pl heparinli kan konulup iizerine uygun antikor eklenmistir. 45
dakika +4°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: tiipler Q-prep ( Coulter Electronics,
ABD) aletinden gegcirilmistir. +4°C santirifiijde 2000 rpm’de 20 dakika yikama isleminden
sonra hiicreler %1 paraformaldehitli PBS ile fikse edilerek analize hazirlanmigtir. Hiicre
otofloresanin1 ayarlamak i¢in, ayr1 tliplere sadece hiicreler konularak negatif kontrol ayari
yapilmustir. Lenfosit bolgesi elektronik kapi alinarak diger 16kosit hiicrelerinden ayrilmistir
(Sekil 1). Flow sitometri analizi, Epics Profile II (Coulter Electronics, ABD) ile yapilmistir.

Mikrobiyolojik analiz: Hayvanlarda bir enfeksiyona bagli immiinolojik degisim olma
olasiligini ortadan kaldirmak igin steril kosullarda alinan 1 ml kan 10 ml Triptik soy buyyon
(Lab M) igeren besiyerine ekilerek 35°C’de 14 giin bekletilmistir. Daha sonra Triptik soy agar
ile hazirlanan %5 koyun kanli jeloz besiyerine ekim yapilmistir. Besiyerleri 48 saat 35°C’de
aerop kosullarda inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda petrilerde iireme olup olmadigi
kontrol edilmistir. Tiim hayvanlarin kan kiiltiirleri, aerop bakteri yoniinden steril kalmistir.
Istatistiksel analiz: Geng ve yash gruplardaki hiicrelerin degerlendirilmesi Kolmogorov-
Smirnov testi ile yapilmistir. Gruplar arasinda bagimsiz sample test kullanilmistir. Analiz
sonucunda p< 0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

Flow sitometri incelemesi sonucunda, geng si¢anlarin CD4 T hiicreleri ortalamasi 47,3+6,
CDS8 T hiicreleri ortalamasi ise 31,3+7 olarak saptanmistir. CD4/CD8 orani ise 1,6+0,5’dir.
Geng grupta CD4 ve CDS hiicreleri arasinda ters yonde (r =-0,898) korelasyon gézlenmistir
(p<0,0001). Yasl siganlarda ise, CD4 T hiicre ortalamasi 58,1+ 7, CD8 T hiicre ortalamasi ise
20,246 olarak saptanmus, fakat CD4/CD8 oran1 3,1+1 olarak bulunmustur. Yash grupta CD4
T hiicreleri ile CD4/CD8 arasinda dogru (1=0,620) yonde korelasyon gosterilmistir (p<0,024).
CD8 T hiicreleri ile CD4/CDS8 arasinda ise ters yonde (r=-0,876) korelasyon saptanmistir
(p<0,0001) (Tablo 1).

TARTISMA

Yaslanma siireci, hiicresel ve sivisal immiinolojik fonkiyonlar1 kapsayan ve tiim organlarin
morfolojik ve fonksiyonel biitlinliigiinii igeren kompleks bir fenomendir. Temel degisiklikleri
sOyle listelenebilir; a) lenfoid 6ncii T ve B hiicrelerinin azalan sayida sonuglanan timik
gerilemesi, b) T hiicrelerinin azalmis cogalma kapasitesi; telomerazin kisalmasinin bir sonucu
olarak lenfosit alt gruplarinin kaybi, c) ekzojen antijenlere azalan cevap ile B lenfositlerinin
yetersizligi, d) hem direkt olarak kemotaktik ve fagositik yanitin baskilanmasi hem de indirekt
olarak T hiicrelerinin ¢ogalmasinin baskilanmasi ve prostaglandinlerin artmasi ile yardimei
hiicreleri tehlikeye sokan aktivite, e) g¢esitli sitokinlerin iiretimi ve sekresyonundaki
degisiklikler, f) genel fizyolojik sartlar gibi diger faktorler, 6r. beslenme durumu, psikolojik
aligkanliklar ve ¢esitli hormon diizeyleridir (Malaguarnera., et al.., 2001; Pawelec., et al..,
2008).

Yaslilarda lenfositlerinde CD8* artis1 ve CD19" hiicrelerin azalis1 sonucu azalmis proliferatif
kapasite gozlenir (Romanyukha., et al., 2004). Yash kisilerde enfeksiyonun teshisi siklikla 555
zordur ve antimikrobiyal stratejiler bu hasta popiilasyonunda degismistir (Ginaldi., et al.,
2001). Yaslilarda enfeksiyon problemi spesifik olmayan isaretler ve semptomlar ile siklikla
mevcuttur ve enfeksiyonun odak noktasi genellikle belirsizdir veya altta yatan kronik sartlar
ile iliskilidir (Kinsey., et al., 2008). Chen ve ark., 2014, farelerde Pseudomonas aeruginosa
ile yaptiklar1 ¢calismada yasa bagli immiin fonksiyon bozukluklart oldugunu gostermislerdir.
Bakteri enjeksiyonu ile olusturulan intrakraniyal enfeksiyonu incelemek igin akciger
patolojisi, kemokin seviyesi ve nétrofil sayilarini arastirmis ve yash farelerde kemokin
seviyesinin artmasina ragmen akcigerlere noétrofil goclinlin azaldigimi saptamislardir.
Goldman ve ark., 2010, Streptococcus pyogenes enfeksiyonunun riskini degerlendirmek iizere
genc ve yasl farelerde subkutan ve intravendz bakteri inokiile etmis ve farelerin immiin
sistemini inceledikleri calismalar1 sonucunda doku makrofajlarinda yasa baglh azalma
oldugunu gostermislerdir. Biz de c¢alismamizda enfeksiyon riskini gozlemek iizere
mikrobiyolojik analiz sonucunda sterilite sonrasinda immiinolojik olarak hiicrelerdeki sayisal
degisimi arastirdik. Spontan olarak yaslanan sicanlardaki hiicrelerin normal dongiileri geregi
degisime ugradiklarini gézlemledik.

Immiin sistemde yaslanma hem sivisal hem de hiicresel immiiniteyi kapsar. Yaslanmadan
dolay1 sivisal immiinitede; serum immiinglobiilin diizeylerinde artis (6zellikle IgA ve IgG),
total B lenfositleri sayisinda azalma, organ spesifik antikorlarda azalma, organ spesifik
olmayan antikorlarda artis ve yiiksek afinite koruyucu antikor cevabinda azalma gibi
degisiklikler saptanmaktadir (Ginaldi., et al., 2001). Bu sonuglara goére sicanlarin yasi
ilerledikge CD4/CD8 oranlar artmaktadir. Olayin nedenlerine inilebilmesi i¢in CD4 ve CD8
alt gruplarinin tayin edilerek sayisal degisimin nedenleri ¢oziilmelidir.

Sharma ve ark., 2014, hiicresel ve sivisal immiin yanit1 arastirdiklar: ve 4, 8, 12 ve 16 aylik
farelerde yaptiklari ¢alismada hiicresel immiin yanit ve kronik enflamasyonda azalma ile
birlikte sivisal immiin yanitta kétiilesme oldugunu gostermislerdir.
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Siganlarda yapilan barsak iliskili lenfoid dokular ve dalaktan izole edilen CD4'T hiicrelerinin
flow sitometrik analizinde, CD4"T hiicre alt gruplarinda yasa bagli olarak azalma saptanmigtir
(Flo. ve Mossouh., 1997).

Daha sonraki yillarda siganlarin lenf diigiimleri, timus ve periferik kan 6rneklerinde yapilan
flow sitometrik ¢alismada ise CD4" ve CD8" hiicrelerin alt gruplari arastirilmis ve hiicre alt
gruplarinin bazilarinda artis, bazilarinda ise diisiis gozlenmistir (Capri., et al., 2000).
Yaptigimiz c¢alisma sonucunda CD8" T hiicrelerinin yash grupta sayisal degerinin azaldigini
saptanmistir. Benzer bir c¢alismanin periferik lenfositlerdeki gibi diger organ yerlesimli
lenfositlerde de yapilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Yaslilik siiresince diyet uygulamasinda kullanilan yaglarin (Quiles., et al., 2004), diyete
eklenen folatin (Field., et al., 2006) ve yasanan stresin (Pahlavani. ve Harris., 1998) immiin
sistem fonksiyonlar1 {izerine ciddi etkileri oldugu cesitli ¢alismalarla gosterilmistir. Yaslilik
doneminde alinan besinler ile yasanan stresin bu donemde etkili oldugu saptanmustir.
Calismamiz iilkemizde de laboratuarimizin sahip oldugu olanaklar1 kullanarak kapsamli
aragtirmalar yapilabilecegini gostermistir.
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Tablo 1: Gruplarin CD4+ T lenfosit ve CD8+ T lenfosit degerleri.
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Sekil 1: CD4" ve CD 8" T lenfositlerinin flow sitometri analiz goriintiileri.
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