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KISALTMALAR

Ig : Immunoglobulin

Muc 2 : Miisin 2

Rho : Guanozin difosfotaz
Cox 2 : Siklooksijenaz 2

PGE2 : Prostoglandin E2
NF-B : Niikleer faktor-kappa B
AP-1 : Aktivator Protein 1

PPAR : Peroksizomal proliferatorle aktive reseptor
TNF : Tumor nekroze edici faktor
IFN : Interferon

ELiSA  : Enzim Bagl Immiin Assay

NK : Natural Killer cell (Dogal 6ldiiriicii hiicre)

DNA : Deoksiriboniikkleik asit

RNA : Riboniikleik asit

MHC : Major histocompability factor (Ana doku uygunluk antijeni)

CD : Cluster of differantation
FITC : Floresan izotiyosiyonat
PE : Pikoeritrin

EDTA : Etilen Daimin Tetraasetik asit
FACS : Facial Action Coding System
FISH : Floresan in-situ hibridizasyon

Percp : Perinidin Chlorophyll Protein

BD : Becton Dickinson

APC : Antigen Presenting Cell (Antijen sunucu hiicre)
IL : Interldkin

TCR : T cell receptor

Th : T helper

T reg : T regulatuar
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1. GIRIS

Probiyotikler, canli mikrobiyal besin igerikleri olarak tanimlanabilirler.
Belirli miktarda alindiklarinda tiiketicilerde olumlu saglik etkileri olusturabilirler.
Probiyotikler olumlu etkilerini degisik mekanizmalarla ortaya koyarlar. Bunlar
arasinda patojen mikroorganizma kolonizasyonunu, hiicre adezyonu ve
invazyonlarin1 Onlemeleri ve ayrica direkt antimikrobiyal aktiviteleri ve konak

bagisiklik cevabini ayarlamalari sayilabilir.

Probiyotik olarak tanimlanabilen mikroorganizma tiirevlerinin iginde
asidofiluslar ve bifiduslar sayilabilir. Bunlar faydali bakteri iirlinleri olup,
bagirsaklarda normalde mevcutturlar. Stres, yanlis beslenme, antibiyotik ve oral

kontraseptik kullanimi normal bakteri ve mantar dengesini bozabilirler.

Probiyotiklerin klinik yararliliklar1 agisindan en giiclii etkileri arasinda
laktoz intolerasyonu semptomlarinin 6nlenmesi, akut diarenin tedavisi, antibiyotik
iliskili gastrointestinal yan etkilerin azaltilmasi, 6nlenmesi ve alerjik bulgularin

tedavisi sayilabilir.

Probiyotikler canli mikroorganizmalar olup, mukozal ve sistemik bagisiklig
ayarlayarak konaga etki ederler. Mide barsak sistemindeki mikrobiyal dengeyi
saglarlar. Probiyotik mikroorganizmalar viicut mukozal yilizey ve sindirim
bolgelerinde yerlesmis bakteri ve mantarlardan ibarettirler. Viicutta mevcut flora
toplulugunda yerlesik mikroorganizmalar hem olumlu hem de olumsuz yonde etki
gosterebilecek canli etkenler olup belirli bir dengede bulunmaktadirlar. Sindirim
sisteminin 6nemli bir bolimiinii olusturan bagirsaklarda, ilag kullanimi veya
hastaliklar sirasinda agiga ¢ikan zararli bakteriler, ayn1 bdlgede bulunan iyi huylu
bakterilere kars1 ataga gecerler ve boylece bagirsaga yerlesmeye ¢alisirlar. Probiyotik
bakteri suglar1 ise bagirsak duvarina tutunarak, bu zararli etkenlerin igeriye girmesini

Onlerler.

Klinik c¢alismalar gostermektedir ki, probiyotikler, rota virlis diaresi,
antibiyotik iligkili diare, Clostiridium difficile diaresi ve turist diaresini de igeren bir

takim diare tiirti rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilabilir.



Cagimmizin fiziksel ve ruhsal stresleri bagisiklik sistemimizi olumsuz yonde
etkilemektedir. Beslenme yetersizlikleri, giderek artan Omiir sonucu yashlik ve
geriatrik hastaliklar, giinliik artan is yogunlugu ve buna ek olarak gelecekten kaygi,
insanlar1 enfeksiyon hastaliklarina, kansere, depresyona ve otoimmiin rahatsizliklara
madur birakmaktadir. Ozellikle bati toplumlarinda rafine gidalarin tiiketiminin
artmasi ve buna bagl rahatsizliklar, bu toplum insanlarinin daha temiz ve katkisiz

dogal iirlinleri tilketmelerine 6n ayak olmaktadir.

Iste biz de bu calismamizda Kafkasya’nin daglik kesimlerinde yasamig
kabilelerin saglik isareti olarak gordiikleri bir probiyotik tiiri olan kefirin bagisiklik

sistemimiz iizerindeki immiinomodiilator etkilerini gozlemlemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Probiyotiklerin Tanim ve Tarihgesi

Bakterilerin viicudumuza zararli ve hastaliklara neden oldugu kanist uzun
yillar kabul gérmiistiir. Oysa gilinlimiizde sayilar1 giderek artan bilimsel arastirma
sonuglar1 canli mikroorganizmalarin bazi hastaliklarin  tedavisinde, hatta
onlenmesinde kullanilabilecegine isaret etmektedir. Genelde “dogal” olan1 kullanma
ve tiiketme aligkanliginin bulunmasi probiyotiklere olan ilgiyi arttirmistir. Cesitli
gastrointestinal sistem hastaliklarinin tedavisinde yardimci, cocuklarda allerjik
reaksiyonlarin ortaya ¢ikisini geciktirmede etkin, kadinlarda vajinal ve iiriner sistem

enfeksiyonlarinin tedavi ve 6nlenmesinde yararli oldugu ortaya konulmustur (1-6).

Besinlerle birlikte veya ayri olarak alinan, mukozal ve sistemik immiiniteyi
diizenleyerek, bagirsaklarda besinsel ve mikrobiyal dengeyi saglayarak konak¢inin
saglhigint olumlu yonde etkileyen bu canli mikroorganizmalara “probiyotik™ adi
verilir. “Pro” ve “biota” olmak lizere iki kisimdan olusan bu terim “for life” (yasam
icin) anlamin1 tasimakta olup, antibiyotik teriminin anlamca karsitidir. Patojen
bakterilerin kontrolu i¢in patojen olmayan bakterilerin kullanilmasi anlamina gelir.
Probiyotiklere “biyoterapotik ajanlar” da denir. Probiyotik ile tedaviye “bakteriyel
yerine koyma tedavisi”, “bakteriyoterapi” ve “patojen mikroorganizmalarin patojen

olmayanlar ile kontrolu tedavisi” seklinde adlandirmalar da yapilmaktadir (7-13).

Probiyotik kavrami ilk kez XIX. yiizyilin baslarinda Nobel 6diilii sahibi Elie
Metchnikoff tarafindan giindeme getirilmistir. Metchnikoff, Bulgar kdyliilerinin uzun
yasamalarinin fazlaca fermente siit iirlinii tilketmelerine bagli oldugunu belirtmistir

(5,9, 14).

Tas devri insanlar1 6nemli derecede daha az tuz, yag ve seker tliketmekte
idiler, iki kat daha fazla mineral, 10 kat daha fazla bitkisel kaynakli lif, 20 kattan
daha fazla bitkisel antioksidan, 50 kattan daha fazla omega—3 yag asitleri ve
milyarlarca kat daha fazla canli bakteri almaktaydilar. Tiikettikleri besinlerin ¢ogu
iyice fermente edilmis besinlerdi. (tahillar, inek siitii gibi). Son zamanlarda elde
edilen veriler, dogal ve islenmemis besinlerden ¢ogunlukla enerji yogunlugu yiiksek
islenmis besinlere gecisle kronik hastaliklarin sikliginin arttigi konusuna dikkat

¢ekmektedir.



Kronik hastalik sikliginin artis1 ile bitkisel kaynakli lif ve antioksidan
tilkketiminin azalmasi arasinda agik bir etkilesim vardir. Kisi basina tiiketilen seker

1850 yilinda yilda 0,5 kg iken, 2000 yilinda yilda 50 kg’a yiikselmis durumdadir
(15).

2.2. Probiyotiklere Bakis ve Bunlarin Insanlarla Etkilesimi

Bagirsak mukozasimin alam 200 m” olup, deri yiizeyinin 100 katidir. Bu
yiizey insan viicudunu yaklagik olarak 10'* mikroorganizmadan ayirmaktadir10,16.
Insanlarin bitkiler ve organizmalar olmaksizin yasamalar diisiiniilemez. Bu nedenle
viicut ylizey ve bosluklart bir organizma tabakasi ile kapli durumdadir. Kalin
bagirsaklarda 1-2 kg, deride 200 gr, agiz boslugu, akcigerler ve vajenin her birinde
20’ser gr, burunda 10 gr, gézde 1 gr mikroorganizma vardir. Insan viicudunda
okaryotik hiicre sayisimn (10") 10-20 kati prokaryotik hiicre (10"*) bulunmaktadir.
Igerdikleri genetik materyalin bilyiikliigii ise viicudun diger kistmlarindaki genlerin
30 katidir. Saglikli bireylerin bagirsaklarindaki mikrorganizma tiirii sayis1 yaklasik
olarak 500’diir. Viicudumuza yararli olan bu mikroorganizmalar zararh
mikroorganizmalari kontrol altinda tutar, sindirim ve besin dgesi emilimine yardimci

olur (5, 11, 12, 16, 17, 18, 19).

Fermente edilmis giinliik {iriinler diinya insanlarinin diyetlerinde 6énemli bir
rol oynamaktadir. Bunlar bagirsak sisteminin uyarimi dahilinde c¢ok genis bir
spektrumda fizyolojik ve terapotik etkilere sahiptirler (20). Immiin cevaplarin
ozellikli ve nonspesifik olarak artiminda laktik asit bakterilerinin olumlu etkileri
degisik ¢alismalarda gosterilmistir (21). Bu agidan mikroorganizmalarin canli ve
belirgin dozda olmalar1 énemlidir (22, 23, 24). Probiotik mikroorganizmalar olumlu
etkilerini iki mekanizma yoluyla ortaya cikarirlar: Birincisi; canli mikrobiyal
hiicrelerin direkt etkileriyle (probiyotikler) ve bu hiicrelerin metabolitlerin indirekt
etkileri yoluyla (biyojeniklik) Biyojenikler intestinal mikrofloray1 etkilemeden saglik
acisindan faydali etkilerini aldiklar1 yiyecek komponentleri araciligi ile agiga
cikarirlar (25). Fermente siitlerdeki en dnemli biyojenikler fermentasyona yonelik

ortamda bulunmayan peptitlerdir.

Genel anlamda bu soyle belirlenmistir ki, pozitif saglik etkilerini ortaya

cikarabilmek i¢in giinliik tirtinlerdeki probiotik mikroorganizmalarin canli olmalar



gerekmektedir. Ote yandan, canli mikroorganizmalarin yerine canli olmayanlarin
kullanilmas1 ekonomik olarak cazibedar olabilir, ¢ilinkii buzdolabinda bekletmek i¢in
gereksinimlerin azaltilmasinina ve raf dmriiniin uzatilmasina olanak saglarlar. Buna
ek olarak, fermentasyon yerine pastorize edilen iiriinler, probiyotiklerin potansiyel
kullanma spektrumunu, gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi zorunlu kullanma
kosullarinda desteklemektedirler (26). Fermente siitlerin farelerde kullanilmasi, doz
bagimli bir sekilde IgA {ireten hiicrelerdeki artis gibi degisik bagisik cevaplar
tizerinde 6nemli etkilerle sonug¢lanmistir (27). Kefir krema kivaminda, hafif eksimsi
tadi olan fermente bir siit i¢ecegidir (28). Kefir adi, kef’ten tiiretilmis olup, Tiirkce
mutluluk verici tat olarak tanimlanmustir. Ilk kefir graniillerine veya kefirin ilk kez
iretildigi zamana ait bir tarihi kayit bulunmamaktadir. Su bilinmektedir ki, kefir
graniilleri ilk kez Rusyada, Kuzey Kafkasya daglik bolgesindeki kabilelerden
gelmektedir. Bu bolge Karadeniz’le Hazar denizi arasinda dogu bat1 yoniindedir.
Hala iiretilmekte olan triinler kefir, kiaphur, kefyr, kefer, knaphon, kepi ve kipe

adlarin1 almaktadirlar (29).

Kefir de diger bazi fermente liriinler gibi yeterli doz ve siirede verilirse
insan ve hayvan organizmalarinda saglik icin katkilar1 olan probiyotik olarak
nitelendirilen fermente bir Uriin grubundadir. Bu noktadan hareketle kefir de

probiyotikler arasinda degerlendirilebilir.
2.3. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Atalarimiz uzun yillardan beri bakterileri besinlerin saklanmasinda
fermentasyon amagcli ve hi¢ bir yan etki gozlenmeksizin kullanmiglardir. Bu nedenle
de, probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde atalarimizin kullandiklarina agirlik
verilmistir. Ornegin, yogurt bdyle bir besindir; Laktobacillus ve Bifidobacterium

suslar1 icermektedir (28, 29, 30, 31).



Tablo 1 - Ticari olarak kullanilan probiyotik suslari

Lactobacillus suslant | Bifidobacterium | Streptococcus suslari | Mayalar
L. acidophylus B. bifidum Saccharomyces
L. casei B. breve boulardii
L. fermentiu B. lactis S. thermophilus
L. gasseri B. longum

L. johnsonii
L. lactis

L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

L. salivarius

2.3.1. Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler
1. Normal insan bagirsagi kokenli olmalidir.

2. Stabil olmahdir, diisik pH ve safra tuzlari gibi olumsuz c¢evre

kosullarindan etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir.

3. Giivenilir olmalidir, kullanildigi insan ve hayvanda yan etki

olusturmamalidir.
4. Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.
5. Karsinojenik ve patojenik bakterilere ters etkili olmalidir.
6. Antimikrobiyal maddeler iiretmelidir.

7. Konakta hastaliklara direng artis1 gibi yararli etkiler olusturma

yeteneginde olmalidir.

8. Antibiyotiklere diren¢li olmalidir. Antibiyotige bagl (diyare) ortaya
cikan hastaliklarda bagirsagin mikrobiyolojik icerigini diizeltmek amaci
ile kullanabileceginden,

bagirsaktaki antibiyotiklerden

etkilenmemelidir.



9. Minimum etki dozlar1 bilinmediginden, canli hiicrelerde biiyiik miktarda

bulunabilmelidir.

10. Uretim ve depolama smrasinda canlibgm ve  aktivitelerini

koruyabilmelidir.

11. Ayrica, probiyotik bakterilerin kesinlikle patojenler ile kontamine

olmamasi ve patojenik 6zellige sahip olmamasi gerekmektedir (32).
2.3.2. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalari
1. Patojen mikroorganizmalarin iiremelerine engel olur.
2. Bagirsak pH’sin1 diisiiriir.
3. Bakterisidal proteinler salgilar.
4. Paneth hiicreleri ve epitel hiicrelerinde defensin yapimini uyarir.
5. Kolonizasyonlarina direng gosterir (ekolojik nisleri kaplayarak).
6. Nitrik oksit yapimini arttirir.
7. Patojenlerin epitele tutunma ve epiteli istila etmesine engel olur.
8. MUC2’yi uyararak tutunmalarina engel olur.
9. Miikiis yapimini uyarir.
10. Rho’ya bagimli ya da bagimsiz yollarla epitelin istilasini nler.
11. Epitel ve mukozanin engel olusturma islevini giiglendirir.
12. Biitirat da dahil kisa zincirli yag asitleri olusturur.
13. Miikiis yapimini arttirir.
14. Engel olusturan kisimlarin biitiinliigiinii arttirir.
15. Konak¢iin immiin yanitin1 degistirir.
16. IL-10, TGF-8 ve Cox2 (PGE2) ekspresyon ve salinimini arttirir.
17. Salgisal IgA yapimini arttirir.
18. TNF-a ve INF—y ekspresyonunu azaltir.

19. Regiilatuar T hiicrelerini aktive eder.



20. Natural killer hiicre aktivitesini arttirir.

21. Dendritik hiicre fenotip ve islevlerini diizenler.
22. NF-.B ve AP-1 yolaklarini diizenler.

23. PPAR-.’y1 uyarir.

24. Apoptozu diizenler.

25. IL-10 ekspresyon ve salgilanmasini saglar.
2.4. Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiotikler sporsuz, uglar1 yuvarlak ¢omak seklinde mikroorganizmalar
olup, toprakta ve bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadirlar. Probiotikler ilk
nitelendirildigi zaman sadece bakterilerden ibaret olduklar1 zannedildigi halde, bugiin
mantarlarin ve bazi protozoonlarin da bu grup icerisinde bulundugu 6ngdriilmektedir.
Laktik asit bakterileri Enterococcus, Lactococcus, Leuconococcus ve Streptococcus
tiirleri olmak tizere degisik mikroorganizmalardan ibarettirler. Bu mikroorganizmalar
katalaz negatif olup, sliperoksidaz dismutaz enzimine sahip olmadiklari i¢in oksidaz
negatiftirler. Anaerop ortamda iyi liremekte, bazilar1 ise % 7,5 sodyum kloriir
ortaminda yasamaktadirlar. Laktik asit bakterileri fermentatif bir yapiya sahiptirler.
Uygun sartlarda kolay bir sekilde {ireyebilmektedirler. Laktik asit basilleri
kendiliginden karbonlagsmis olup, bazilar1 homofermentatif, bazilar1 da
heterofermentatif bir yapiya sahiptirler. Etki gosterebilmeleri i¢in mide asidi ve safra
tuzlart gibi olumsuz ortamlardan bagirsaklara canli olarak ulasabilmeleri ve orada

metabolizmaya dahil olmalar1 gerekmektedir.
2.4.1. Bifidobacterium Genusu

Actinomycetaceae familyasi icinde bulunmaktadirlar. Bifidobacter’ler, insan

ve baz1 hayvanlarin kalin barsak, agiz ve vajina normal florasinda bulunmaktadirlar.

Yeni doganlar, Ozellikle anne siitiiyle dogumdan birkag giin sonra
bifidobakterler ile kolonize olurlar. Bifidobacter’’ler anne siitiiyle beslenen
infantlarin feceslerinden izole edilebilirler. Kolonda bu bakteri popiildsyonu yas
ilerleyinceye kadar rolatif olarak sabit kalirken diyet, antibiyotik kullanimi ve stres

gibi faktorlerle zaman zaman degisim goriilebilir. Gram pozitif, anaerob, hareketsiz,



sporsuz, morfolojik olarak farkli sekillerde goriilebilirler. Adlarini, genellikle Y

seklinde ya da bifid formda olmalarindan alirlar (33).

Bifidobacter’lerin insan kaynakli olanlarinin gogu optimum 36-38 °C’de

gelisme gosterir. Bifidobacter’ler pH 5—7 ortamda gelisebilen asidofillerdendir.

Ancak faaliyetleri ve gelismeleri pH 5 alt1 ve 8’in {istiinde tamamen durur

(33, 34).
2.4.2. Lactobacillaceae Familyasi

Lactobacillus familyasi iiyeleri dogada olduk¢a yaygindir. Hayvan ve insan
barsaginda, normal siit florasinda bulunmaktadirlar. Basil seklinde olan bu bakteriler,

diizgiin ¢ubuk, kokobasil veya uzun zincir olusturan basil seklinde bulunabilirler.

Cok az tiir veya susun disinda hareketsizdirler. Gram pozitif reaksiyon veren
bakteri, kiiltiirlerin eskimesi ile gram negatif ve uzun zincir goriiniimiine
degisebilmektedir. Spor olusturmayan, anaerop veya mikroaerofil bakterilerdir.
Ureme sicakliklari 5-55 °C arasinda degisebilir. Optimum iireme pH 5.5-5.8

araliginda goriilmiistiir.

Patojen oOzellik gdstermezler. Aksine olusturduklar1 antibakteriyel
ozellikteki maddeler ile patojen ve saprofit bakterilerin gelismesini engelledikleri
disiintilmektedir. Lactobacillus genusunun taksonomisi tam olarak bilinmekte ve bu
genus i¢inde 50 tiir, lic gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar, bakterinin laktozu fermente

etme tiplerine gore olusturulmustur (33, 34).
2.4.3. Saccharomyces Tiirleri

Saccharomyces tiirleri, mantar ailesine ait olup, baslica probiyotik mantar,
S. boulardii’dir. S. boulardii ayn1 zamanda S. cerevisiae Hansen CBS 5296 olarak
bilinir. S. boulardii, normalde non-patojenik bir mantardir. Antibiyotik kullanimina

bagl gelisen diare tedavisinde kullanilmaktadir.

Gram pozitif boyanma 06zelligi gosteren maya formunda goriilmektedirler.
4-8 mm boyutlarinda, oval veya sferik sekilde morfolojiye sahiptirler. Askospor

olusturmaktadirlar. Standart mantar besi yerinde 37 °C’de iiremektedirler.

Karbonhidratlar1 asimile ve fermente etme yetenegine sahiptirler.
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2.4.4. Streptococcaceae Familyasi

Sferik ya da oval sekilde; tekli, ikili veya degisik uzunlukta zincir veya
tetrat formunda bulunabilmektedirler. Gram pozitif, fakultatif anaerob, sitokrom
oksidaz ve katalaz negatif —mikroorganizmalardir. Hareketsiz, sporsuz,
homofermentatif 6zelliktedirler. Siit ve siit lirtinlerinde bulunur; yogurt yapiminda

kullanilmaktadirlar.

Belli bash ii¢ genusu vardir: Streptococcus, Leuconostoc ve Pediococcus

gensusu (34).

Tablo 2 - Probiyotiklerin potansiyel klinik amaglar1 ve etkileri

Probiyotiklerin Etkisi Probiyotiklerin Mekanizmasi
Akut diyarenin besinsel olarak Barsak mikrobiyal florasinin
diizenlenebilmesi diizenlenmesi. Rotaviriis yayilim

suresinin kisaltilmasi

Alerjik ve inflamatuar barsak Musin sentezinde artis, lokal ve sitemik

hastaliklarinin besinsel diizenlenmesi inflamatuar cevabin, gut bariyer
fonksiyonun ve mikrobiyal floranin
ozelliklerinin iyilestirilmesi

Enfeksiyon hastaliklari riskini azaltma Rotaviriise kars1 IgA salgisinin ve musin

sentezinin artigl

Alerjik ve inflamatuar hastaliklarin riskini  Barsak bariyer fonksiyonu,
azaltma antiflamatuar etki, inflamatuar
molekiillerinin diizenlenmesi immiin

sistemin gelisiminin tesvik edilmesi
2.4.5. Kefirin Tanim

Kefir polisakkarit ve protein matriks i¢ine hapsedilmis, laktik asit bakterileri
ve mayalarin aktiviteleri ile olusturulan fermente edilmis bir siit tirliniidiir. Kalitsal
yiiksek beslenme degerinin yani sira protein ve kalsiyum kaynagi olan kefir diyet
olarak onem verilen iilkelerde saglik agisindan iyi olarak tanimlanan uzun siireli bir
geleneksel igecek ozelligine sahiptir. Ote yandan, insan ve hayvanlardaki beslenme

Ozelligi olarak veya kefirin ortaya ¢ikardigi olumlu etkilerin mekanizmalar
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halihazirda belirgin olarak yayimlanmamistir. Rusya kaynakli yaymlar kefir
tiikketiminin etkilerini aciklayan makalelere sahip oldugu halde, bu caligmalar batili

ilkelerde hazir olarak bulunmamaktadir(35).
2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Bagisiklik Uzerine Etkileri

Laktik asit bakterilerinin etkilerini gosterebilmeleri i¢cin canli ve belirli
miktarda olmalar1 gereklidir. Cok ¢esitli raporlara gore, laktik asit bakterilerinin
terapdtik etkileri laktik asit bakterilerinin suslarindaki farklhiliklara ve ¢esitli
caligmalarda kullanilan deneysel metodlara bagli olabilir. Barsaklardaki artan
miktardaki laktik asit bakterileri patojen bakterilerin biiyiimesini baskilayabilir. Bu
sebeple iltthap olusumunun azalmasina ve antikarsinojenik etkilerin artmasina yol
acabilir. Laktik asit bakterilerinin bagisiklik uyarici etkileri barsak liimeninde gegici
olarak kolonize olan bakterilerle lenfoit dokularin temas derecesine baglidir. Bdylece
laktik asit bakterilerinin mide barsak sistemi yolunda yasayabilmeleri bakteriyel
immiinitelerini etkileyebilir(36). Laktik asit bakterilerinin mide barsak sistemi
yolunda yasama oranlar1 gastrik pH nin degisikliklerine baglidir (37). Laktobasil
cinslerinin i¢inde olan Lactobacillus acidophilus konvansiyonel laktik asit kiiltiirii

olan L. bulgaricuse gore mide asidine daha direnglidir (38).

Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum ve
baz1 bakteriyel hiicre {irlinleriyle beraber olan siit ve yogurt tiikketiminin ve gesitli
laktik asit bakterilerininin karisimlarmin Immiinoglobulin A iireten hiicrelerin
sayilarini, makrofaj, Immunoglobulin G (IgG) miktarini ve antijenik uyaranlara karsi
O0zgiin antikor cevabmi laktik asit bakterilerini tiiketmeyen hayvanlarla
karsilagtirildiklarinda  artirmaktadirlar. L. casei veya L. Acidophilus ve
bifidobacterium ile fermente edilmis siitiin insanlarda rota viriis asilart ve
zayiflatilmis Salmonella typhimuriuma (Ty2la) karst humoral immiin cevabi

giiclendirdigi gozlenmistir (39, 40).

Kefir yogurt ve diger fermente siit iirlinlerinden kefir graniilleri (polisakkarit
bir matriks iginde bir arada tutulmus kiiciik mikroorganizma kiimeleri) veya
graniillerden ibaret materyallerin ana kiiltiirden siite eklenmesiyle fermentasyona
sebep olmalartyla ayrilir (41). Yeterli bilginin olmamasina ragmen yapilan yeni

calismalar kefirin hayvanlarda antibakteriyal, bagisiksal ve antitiimoral etkilere
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sahip oldugunu gostermektedir (42,43). Kefir ve kefirdeki lipitlerden izole edilen
sifingomiyelinin, hem in vitro, hem de in vivo calismalarda bagisiklik sistemi
uyardiklar1 rapor edilmistir (42,44). Kefirin ayn1 zamanda genis bir ¢ergevede bazi
mantar, gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi in vitro olarak antimikrobiyal

aktivite gosterdikleri rapor edilmistir. (43,45).

Yaslanma insanlarda ve hayvanlarda bagirsak mukozal bagisik cevabi
olumsuz yonde etkilemektedir (46). Bagisiklik disfonksiyonundaki bu gozlemler
mukozal agilarin etkinliginde bir diisme, bununla beraber iltihabi hastaliklarin
insidansinda ve yashlardaki bunlarla alakali mortalite ve morbilite oranlarindaki
ylkselme ile beraberdir (47, 48,49). Laktobasiller yash insanlarda barsak mukozal
bagisik sistemi stimule etmektedir (50, 51, 52). L. Acidophilus ve Bifidobacterium
bifidumun sindirilmesinden sonra 70 yasin iizerindeki bir yash bireyler grubunda
kolonik iltihap infiltrasyonlarinda bir diigme ve periferik kanda B hiicre
yogunlagsmasinda bir yilikselme not edilmistir. Uzun donem yogurt tiiketiminin
yetiskin insan T lenfositleriyle interferon gama iiretimini artirdig1 ve yaslh insanlarda

alerjik belirtileri diistirdiigii g6zlemlenmistir (51,53).
2.6. Akim Sitometrisi (Flow Cytometry)

Akim sitometrisi, bir s1vi akimi igerisinde ilerleyen hiicreleri biiyiikliigiine
ve graniilaritesine bagl olarak tek hiicre seviyesinde arastirma imkani saglar. Akim
sitometrisinde bir¢cok teknik bir arada kullanilir. Akim sitometrisi sistemi, bilgisayar
teknolojisi, optik, hidrodinamik odaklama ve elektronik alandaki teknik gelismeler,
monoklonal antikorlarin tiretimi, sitokimyasal boyamalar ve florokrom kimyasindaki

gelismelerin birarada uygulanmast ile ortaya ¢ikmustir.

Akim sitometrisi; silispansiyon halindeki hiicrelerde yiizey ve hiicre igi
belirteglerinin tipi ve sayisinin belirlenmesi, B lenfositleri ile T lenfosit alt
gruplarinin eldesi, 16semi ve lenfoma tiplendirilme ve siniflandirilmasi, DNA ve
RNA igeriginin tesbiti, fagositoz, otoantikor tayini ve kromozom analizi gibi bir¢cok
mevzuda kullanilmaktadir. Akim sitometrisiyle hiicreler teker teker sayilir ve
hiicrelerin biyofiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerinin niceleyici 6lgiimleri yapilir.
Hiicrelerin ¢ok sayida ve degisik parametreleri arka arkaya olgiilebilir ve hiicre alt

gruplart olarak birbirlerinden ayirt edilebilir (54-57).
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Akim sitometrisinin klinikteki 6nemi sdyle 6zetlenebilir:
1. Cok sayida hiicreyi hizla sayabilme 6zelligi vardir.

2. Cok az sayidaki tiimoral hiicreyi genis bir hiicre grubu igerisinden

saptama imkani1 saglar.

3. Sorting (ayirma) mekanizmasi hiicre alt gruplarinin ayrimina ve karisik

hiicre gruplarinin saflastirilmasina imkan saglar.

4. Apopitozisin belirlenmesi, floresan in—situ hibridizasyon (FISH) teknigi
ve timdr kinetiginin  saptanmasinda da akim  sitometrisi

kullanilmaktadir (54).
2.6.1. Akim Sitometrisi ile Hiicrelerin Analizi

Akim sitometrisi analizinde temel kural, 6rnekteki hiicrelerin siispansiyon
halinde elden gegirilmesi ve monoklonal antikorlarla isaretlenmesidir. Hiicreler; saf
olarak elde edildikten sonra bir veya daha fazla floresan bagli monoklonal antikor
veya diger kromoforlar ile konjuge edilir. Bu floresan bagli monoklonal antikorlara
veya kromoforlara prob denir. Problar genellikle hiicre ylizey antijenine veya hiicre
ici elemanlara 6zgiildlir. Hastaligin on teshisine gore o hastalia iliskin problar

kullanilir (54-57).

Direkt ve indirekt metodlar olmak {iizere iki farkli immiinofloresan
isaretleme tekniginden yaralanilabilir. Direkt yontemde antikorla konjuge olmus
florokrom madde [fluorescein isothiocyanate (FITC) ve phycoerythrin (PE)...vb.]
kullamilir. Indirekt metodda ise siispansiyon halindeki hiicrelere ilkin isaretsiz

monoklonal antikor baglanir, bu antikorlara da isaretli monoklonal antikor baglanir.

Direkt yontemde kullanilan antikorun tek 6zellikli olmasi nedeniyle 6zgiin
olmayan baglanma ihmal edilecek kadar azdir. Ancak ¢ok diisiik yogunluga sahip
yiizey antijenlerinin gosterilememesi bir dezavantajdir. Indirekt metodun avantaji
cok diisilk yogunluga sahip yiizey antijenlerini gosterebiliyor olmasidir. Fakat

ozellikli olmayan baglanma daha sik goriilmektedir (54-57).
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2.6.2. Akim Sitometrisi Analizi

Akim sitometrisi; 6rnek toplayict ve tasiyici sistem, akis sistemi (sheath
fluid), lazer kaynagi, sferik ve capraz silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal
dedektorleri (optik sinyal ve elektrik sinyali), bilgisayar (veri toplanmasi,
saklanmasi, sunumu ve analizi) ve ayirma mekanizmasi (cell sorting) olmak iizere

pek cok sistemin birlesmesinden olusur.

Stispansiyon halindeki isaretli hiicreler belirli bir hava basinci ile akis sistem
icinden ilerletilir ve hiicreler akis kabinine getirilirler. Bu kabinin geometrik sekli ve
stvinin laminar akisi hiicrelerin tek bir sira halinde gecisini saglar ve tek sira
halindeki hiicreler lazer 15181 iginden gecerek goriiniir hale gelirler. Hiicreye bagl
florokrom, lazer 15181 ile aktiflenir ve bu enerjiyle 1s1n yayar. Bu yayilan 1smnin
yogunluguna gore hiicre boyutu, i¢ konfigiirasyonu, yiizey morfolojisi ve hiicrelerin

canlilig1 hakkinda bilgi edinilir (54-57).
2.7. CD Belirteclerinin Ozelikleri

Lenfosit ve diger lokositler yiizeylerinde bir¢cok sayida farkli molekiilleri
ekspresse ederler. Bunlardan bazilar1 kisa araliklarla hiicrelerin 6zgiin gelisim
evrelerinde, hiicre farklilagsmasi ve aktivasyonunda gozlenirken, digerleri farkli hiicre
baglamlariyla karakterizedir. Hiicre varliklariin ayrilmasi i¢in kullanilan bu
molekiiller belirte¢ adini1 almiglardir ve bunlarin ¢ogu 6zgiil monoklonal antikorlarla
ayrimlanirlar. Yakin zamanda bu hiicre yiizey molekiilleri i¢in bir sistematik siralama
gelistirilmistir ki buna CD sistemi denir ve bu belirtegler CD1, CD2 gibi siralanirlar.
CD (Cluster designation) belirtegleri, insan lokosit antijenlerine karsi diinya
capindaki degisik laboratuvarlarda tesbit edilen monoklonal antikorlarin bilgisayar

analizleriyle tanimlanmiglardir.

Bir uluslararasi ¢alisma grubu, antikorlar yoluyla isaretlenen molekiilleri
agirliklarina  ve  boyanan  I0kositlerin  iizerinlerindeki  yapilarina  gore
degerlendirilmistir. Monoklonal antikorlar benzer 6zgiil karakterleriyle birlikte
gruplandirilmiglar ve kendilerine CD sayilar1 verilmistir. Bu sayilar, giiniimiizde
monoklonal antikorlarin bir grubuyla tanimlanmis 6zgiil molekiilleri belirtmek i¢in
de kullamlmaktadirlar. Cogu vakalarda bu molekiillerin  fonksiyonlar

bilinmemektedir(58).
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Bu belirtecler probe olarak, floresan antikorlarin kullanimlariyla
tariflenmektedirler. Bu durumda yiizey belirtegleri antijenler olarak gorev

yapmaktadirlar.

CD 3: Bu belirtegler T hiicreleri ve timositlerde bulunurlar. T hiicre antijen

reseptoriiniin hiicre ylizeyinde ekspresyon ve sinyal iletiminden sorumludurlar.

CD 4: Siif 2 major histokompabilite kompleksi (MHC 1) ile sinirlt T
hiicreleri, timosit alt gruplari, monosit ve makrofajlarda bulunurlar. Sinif II MHC ile
smirlit T hiicre aktivasyonunda sinyal iletimi ile alakali olup adezyon es

reseptoridiir(59).

CDS8: Sitotoksik T lenfositlerin yiizey belirleyicisidir. Periferik kan T
lenfositleri CD8 molekiilii ya CDS8 a zincirinden olugmus bir homodimer ya da CD8a
ve CDS8B zincirlerinin birlikte olusturduklar1 heterodimer yapisindadir. CDS
molekiili hem MHC smif I molekiiline tutunmay: saglamakta hem de sinyal

iletimini kolaylagtirmaktadir (14, 18, 26).

CD 14: Temel hiicresel kaynaklari: Monosit, makrofaj ve graniilositlerdir.
Serumda ¢ozinlir formda bulunurlar. Lipopolisakkarit ve lipopolisakkarit
kompleksine baglanip, lipopolisakkaritle indiiklenen makrofaj aktivasyonu ig¢in

gereklidirler.

CD 19: Bir¢ok B hiicresinde bulunur. B hiicre aktivasyonunda rol oynar.
CD21 ve CDS8I ile es-reseptor kompleksi olusturarak B hiicre antijen reseptor

kompleksinden gelen sinyallerle gorevdeslik saglar.

CD 45: Lokosit ortak antijeni olarak da isimlendirilir. Hematopoetik
hiicrelerdenden kaynak alir. T ve B hiicresi antijen reseptor aracili sinyal iletiminde

onemli role sahiptir.

CDA45R: CD45’in sinirhi hiicresel ekspresyonuna sahip formlar: olarak da

bilinirler.

CD45RO: Bellek T hiicreleri ve B hiicresi alt gruplari, monosit ve

makrofajlarda bulunurlar.
CD45RA: Naif T hiicrelerinde, B hiicreleri ve monositlerde bulunurlar.

CD45RB: B hiicre ve T hiicre alt gruplarinda bulunurlar.
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CD 56: Natural Killer(NK) hiicreleri ve monositlerde bulunurlar. Homotipik

adezyondan sorumludurlar.

CD 158: NK hiicreleri ve bazt T hiicrelerinden kaynak alirlar. NK
hiicrelerinin MHC smif I molekiillerini baglamasin1 takiben aktivasyon veya

inhibisyonundan sorumludur.

NKG2A: CD56 ile beraber lenfositler lizerindeki yardimci T hiicresi 2
(TH2) yolagin1 aktive ederler. NKG2A sitotoksik hiicreler iizerinde ekspresse
olmugken, aktive yardimci T hiicreler iizerinde de bulunmaktadir. Makrofajlarin
aktivasyonunu inhibe ederek immunomodiilator siiregte immiinosupresif etkiye yol

agabilirler.

NKG2C: THI1 yolagini aktive ederler. Boylece proinflamatuar siirecte rol
alirlar (59).

2.8. Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik sistemi viicuda girmis yabanci antijenlere karsi etkin gérev yapan
savunma elemanlarindan ibarettir. Canli organizmalarin kendisinden olmayan
antijenleri tanimasi ve bunlara kars1 aktive olmasina bagisik yanit denir. Bagisiklik

terimi ise bu antijenlere kars1 direnci ifade eder (60-62).

Bagisiklik sistemi, yapisal olarak dogal (innate) ve kazanilmis (aquired)

bagisiklik olmak iizere iki alt gruba ayrilir.
2.8.1. Dogal Bagisikhik Sistemi

Herhangi bir patojenle ilk karsilasmada ortaya c¢ikan bagisik yanattir.
Yabanci antijenlere kars1 6zellikli olmayan engelleri kapsar. Agiga ¢ikmasinda hafiza

ozeliklerine gerek yoktur.
Dogal bagisiklik sisteminin elemanlar1 su 6geleri igerir:
1. Epitel tabakas1 ve mukozal engeller
2. Fagositler (monosit, makrofajlar)
3. Kompleman sistemi

4. Dogal bagisiklik sitokinleri
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5. Plazma proteinleri (akut faz proteinleri) (60—62).
2.8.2. Edinsel Bagisikhik Sistemi

Dogal bagisikliktan temel farkliligi antijene Ozellikli olmasi1 ve hafiza
etkisinin bulunmasidir. Edinsel bagisikligin efektor hiicreleri B ve T lenfositleridir.
Edinsel bagisiklik, hiicresel ve humoral bagisiklik olmak {izere iki alt gruba ayrilir.
Sonradan kazanilmis bagisiklik yabanci antijenlerin belirlenmesi, bu antijenlere
cevap olarak lenfositlerin artmasi ve efektor hiicrelere farklilasmasiyla baslar. Bu
baslangicin ardindan yabanci antijenler yok edilir. Reaktif olarak ortaya ¢ikan
savunma hiicreleri apoptozize ugrar. Fagositik hiicreler ortamdan uzaklastirilip,
etkisiz hale getirilir. Geriye kalan hiicreler de hafiza elemanlar1 olarak daha sonraki

ayni tip ataklara kars1 hazir halde bekletilir(63).

Antikorlar edinsel bagisikligin  hiimoral fazinda etkilidirler. Iste bu
antikorlar herhangi bir antijene kars1 B lenfositlerinin 6zellesmesiyle olusan plazma

hiicrelerince tiretilirler.
2.8.3. Bagisiklik Sisteminin Organlar

Lenfoit organlar birincil ve ikincil olmak {izere iki alt gruba ayrilir. Birincil
lenfoit organlar, yeni lenfositlerin antijenden bagimsiz olarak ayrimlastig1 yerlerdir.
Merkezi lenfoit organlarin1 timus ve kemik iligi olusturur. Periferik lenfoit organlar
ise lenfositlerin antijenik uyaranlara karsit bagisik yanit1 baslattiklar1 organlar olup,
baslicalar1 dalak, lenf diigiimleri ve degisik organlarda sinirlandirilmis mukozal ve

sistemik yapilanmalardir (63—66).
2.8.3.1. Merkezi Lenfoit Organlar
2.8.3.1.1. Timus

On mediastende yer alan, yaslanmayla atrofiye olan timositlerin ve artan
yag hiicrelerinin bulundugu, hiicresel bagisikligin mirengi noktasini olusturan bir
organ olup, kemik iliginden go¢ eden T lenfositlerinin olgunlastifi bir viicutsal

yapidir (63—-66).
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2.8.3.1.2. Kemik iligi

Ags1 hiicrelerden olusan, gevsek bir bag dokusu i¢inde yer alan, gelismekte

olan kan ve yag hiicrelerinden olusan, B lenfositlerin ana yerlesim yeridir(63—66).
2.8.3.2. Cevresel Lenfoit Organlar

Dalak: Kirmizi ve beyaz pulpadan ibarettir. Beyaz pulpada lenfositler,
kirmizi pulpada ise eritrositler ve makrofajlar bulunur. Kani filtre etmekte

gorevlidirler (63—66).
2.8.3.2.1. Plazma Hiicreleri

Plazma hiicreleri, uyaran antijene 6zellikli immunoglobulin sentezleyen 9—
12 mikrometre ¢apinda hiicrelerdir. Bu hiicreler, araba tekerlegini andiran kromatin
yapisina sahip egzantrik konumdaki g¢ekirdekleri ve hiicrenin oval bigimiyle kolay
taninabilirler. IgG i¢in Fc reseptorii ve kompleman reseptorii tasimazlar. B

hiicrelerinin aksine plazma hiicreleri, sinyal iiretici molekiil B19 ekspresse etmezler
2.8.3.2.2. Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler bagisiklik sisteminin dnemli bir parcasidir. Antijen sunan
hiicre gorevini {istlenirler. Yardimci hiicreler olup ve antijenlerin islenip T
hiicrelerine sunumunda rol alirlar. Primer T hiicresine bagimli bagisik yanitin
olusumunda en etkili hiicrelerdir. Dendritik hiicreler, lokalizasyonlarina gore farkl
isimlerle anilirlar. Ornegin derideki dendritik hiicrelere Langerhans hiicreleri adi

verilir.
2.8.3.3. Natural Killer Hiicreler: (Dogal Oldiiriicii Hiicreler-NK)

Natural killer hiicreler, daha O©nceden hedef hiicre antijenleriyle
sensitizasyona gerek olmadan ve MHC molekiilleriyle iliskisiz olarak sitolitik
aktivite gosteren hiicrelerdir. Bu hiicreler, periferik kan lenfositlerinin % 5’ini
olustururlar, iki yonlii gelisim yetene8ine sahip T/NK progenitér hiicrelerden
gelisirler ve CD56(+) CD16(+) CD3(-) yiizey fenotipik 6zelliklerine sahip olup
sitoplazmalarinda ¢ok sayida graniil bulunduran biiylik lenfosit gorlinlimiine
haizdirler. Natural killer hiicreleri, viriisle enfekte hiicreleri ve timor hiicrelerini
lizize ugratabilirler. NK hiicrelerinin fagositik aktiviteleri yoktur ve lizozom gibi

mikrobisidal sistemlere sahip degildirler. NK hiicrelerinin hedef hiicreleri
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tahribindeki major mekanizma, bu hiicrelerdeki graniillerin hedef hiicreye ekzositozu

ile tetiklenen apopitozdur (67, 68).

Natural killer hiicreler IgG’nin FcgRIII olarak bilinen diisiik affiniteli
reseptoriinii ve IL-2’nin p70 subtipini tasirlar. Yiizey antijenleri bakimindan
heterojen bir grup olmakla birlikte tasidiklar1 CD16 (IgG i¢in Fc reseptorii—FcyIIl) ve
CD56 (Noral hiicre adezyon molekiilii, N-CAM izoformu) molekiilleri biiyiik 6l¢iide
NK’lara 6zgiidiir ve fenotipik olarak tanimlanmalarinda kullanilir (40, 41, 42).
Natural killer hiicreler tarafindan taninan hedef hiicrelerin ylizey molekiil yapilar
heniiz bilinmemektedir. Natural killer hiicreleri, IgG ile kapli hedef hiicrelere,
tagidiklar1 FcgamaRIII reseptorleri ile baglanmasi sonucu antikora bagimli hiicresel

sitotoksik reaksiyonda effektor hiicre olarak gorev alabilirler.

Sitotoksik hiicrelerden farkli olarak bu hiicrelerin, sitolitik etkileri i¢in hedef
antijenler ile daha once iliski kurulmus olmasina ve sitokinler ile etkilesime gerek
yoktur. Ancak IFN, TNF ve IL-2 ile etkilesimini takiben bu hiicrelerin liziz
yeteneklerinde artis oldugu bilinmektedir, bu hiicrelere LAK (lymhokine-activated
killer) hiicreler ismi verilmektedir (67,68).

Natural killer hiicrelerin hedef hiicreleri lizise ugratmasi, sitotoksik
hiicrelerde oldugu gibi (graniil ekzositoz ve hiicre toksin sekresyonu) benzer
mekanizmalarla gerceklesir. NK graniilleri, por olusturan protein, sitotoksinler, serin
esterazlar ve proteoglikanlari ihtiva ederler. Natural killer hiicreler, TNF ve IFN-y’y1

sentezleyebilir.

Natural killer hiicreleri tiimorlere karst nonspesifik bagisik savunma
mekanizmalarinin basinda yer alir. NK hiicre defektinde, 6zellikle Varisella Zoster
Viriis, Cytomegaloviriis, Ebstain Barr Viriis gibi enfeksiyonlara sik¢a rastlanir.
Boylece virlis enfekte hiicrelerin lizisinde ve parazitlere karsi konak¢inin
korunmasinda da rol oynamaktadirlar. Kemik iligi nakli yapilanlarda gelisen graft-
versus-host hastaliginda derinin histopatolojik incelemelerinde NK hiicre sayisinin

cok fazla oldugu gosterilmistir (67, 68).
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2.8.3.4. Graniilositler

Kemikiliginde myelomonoblastik kok hiicreden itibaren miyeloblast,
promyelosit, miyelosit, metamiyelosit evrelerinden gecerek gelisirler ve periferik
kana gecerler. Niikleus, gen¢ sekillerde bant biciminde olup hiicre yaslandikca yer
yer bogulmayla loblu goriiniim alir. Wright boyasiyla boyandiklarinda
sitoplazmalarinda graniilleri ince erguvani renkli olan granulositlere nétrofil, iri
parlak kirmizi renkli olanlara eozinofil; iri lacivert renkli olanlara da bazofil denir

(68).
2.8.3.5. Notrofiller

Notrofillerin gorevleri, mikroorganizmalarin, yabanct maddelerin, doku
yikim artiklarinin fagositozu, sekresyon ve akut faz cevabinin olusmasina katkida

bulunmaktir.
2.8.3.6. Bazofiller
Parazitlere kars1 konak direncinin olusmasinda yer alirlar.
2.8.3.7. Eozinofiller

Eozinofiller, bazofil ve eozinofil niteliklerine sahip hibrid prokiirsérlerden
farklilagirlar. Etkin oksijen metabolitleri (respiratory burst iirlinleri) ve hedef hiicre
membraninda olusturduklari, osmotik sitolize neden olabilen hasarlayici etkileriyle

parazitlere kars1 miicadelede yer alirlar (69).
2.8.3.8. Mukozal iliskili Lenfoit Doku (MALT)

Organize olmus lenfoit dokular olup, solunum, iirogenital ve sindirim
sistemindeki mukoit membranlarin savunmasinda yer almaktadirlar. Bunlara 6rnek

olarak peyer plaklar1 ve tonsiller verilebilir (70-73).
2.8.4. Lenfositler

Lenfositler, degisik antijenik yapilar1 6zellikli olarak taniyan ve birbirinden

ayiran tek hiicre toplulugudur.

Islevlerine ve salgiladiklar1 proteinlere gdre ii¢ ana gruba ayrilirlar:
1. B lenfositler
2. T lenfositler
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3. Dogal oldiirticii hiicreler

Tim bu lenfositlerin ayrimlanmalarin1 saglayan, fenotipik bir ayira¢ gibi
davranan bir takim membran proteinleri bulunmaktadir. Numerik olarak tanimlanan

bu proteinlere ‘cluster of differantation’ (CD) denilir (74).
2.8.4.1. B Lenfositler

B lenfositler, kemik iliginden kaynaklanip erken ddénemdeki
olgunlagsmalarini burada tamamlarlar. Viicutta antikor olusturabilen tek hiicre
toplulugudur. B lenfositlerdeki antijen reseptorleri hiicre membranina bagli bulunan
antikorlardir. Antijenlerin membrana bagli bulunan bu antikorlarla karsilagmasi ile
B hiicreleri aktive olup, aktif olarak antikor salgilayan effektor hiicrelere dogru
farklilagsma gosterirler. 84. Tiim B lenfositler kemik iliginde (KI) bulunan ve B
hiicresine dogru farklilasacagi belirlenmis bir kok hiicreden kaynaklanirlar. Tayin
edilebilir bir immunglobulin gen iirlinii sentezleyebilen ilk hiicre pre-B lenfosit olup,
salgilanan {iriin degisken (variable, V) ve sabit (constant, C) bdlgelerini igeren
sitoplazmik m agir zinciridir. Pre B lenfositler sadece kemik iligi ve fetal karaciger
gibi hematopoetik dokularda bulunurlar (75). B Lenfositlerin gelisim evreleri,
yilizeylerinde sergilenen antijenler ile takip edilebilir. Erken donem pre B
lenfositlerin yiizeyinde Class II Biiyiik Doku Uyum (MHC Class 11, Ia), CD19, CD34
antijenleri bulunurken, IgM agir zincirinin yeniden diizenlenmis genleri de bulunur.
CD19, B lenfositlere sinyal iletilmesinde rol alan hiicre yiizey antijen kompleksinin
bir elemanidir, CD34 ise immatiir miyeloid hiicrelerde de bulunan bir transmembran
glikoprotein olup, yonlendirilmemis Oncii (progenitor) hiicreleri tanimlar. CD 34'iin

bir adezyon molekiilii gibi ¢alistig1 diisiiniilmektedir (75).

Bu donemde hiicrelerin sitopldzmasinda B lenfositlere 6zgiin CD22
molekiilii bulunsa da CD22 nin hiicre ylizeyine ¢ikisi matiir, istirahat halindeki
hiicrede yiizeyel Ig D (sIlgD) nin c¢ikisindan sonradir. CD22,” neural cellullar
adhesion molecule” (NCAM) ile carpici bir benzerlik gosteren Ig benzen bir molekiil
olup; B lenfosit, monosit, eritrositler arasinda iletisimde rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Pre B hiicre gelisimi sirasinda CD29/49d, CD 40, CD45R, CD9. CD24 gibi ¢esitli

antijenler de sergilenir.
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CD40 ise CD4+ olan T lenfositlerin yiizeyindeki CD40 ligand1 (CD 40L)
araciligtyla B hiicrelerin bliylimesinin diizenlenmesinde rol almaktadir. CD45
molekiiliiniin ~ sitoplazmik kisminin tirozin kinaz aktivitesi olup, hiicre

fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol aldig1 diistiniilmektedir.

CD9, hiicre adezyon ve aktivasyonunda rol alirken; granulositlerde de

sergilenen CD24 sinyal iletiminde etkilidir.

Eriskinlerde pre B hiicre gelisimi kemik iliginde gerceklesir. Fotusta ise bu

gelisim karacigerde baslayip, kemik iligi, dalak ve lenf nodlarinda devam eder.

Gebeligin 2224 {incii haftalarinda fotal B hiicrelerin ¢ogu sIgM ve IgD yam

sira aslinda matiir T hiicrelerine 6zgiin olan CD5 molekiiliinii de sergiler. Pre B ve

matur B lenfositlerde sergilenen CD72 molekiilii CDS5 in dogal bir ligandidir. Pre B

hiicreler olgunlastikga periferik kana gecerek sekonder lenfoid organlara dogru

hareket ederler. Istirahat halindeki olgun B hiicrelerin yiizeyinde Ia, CD19, CD20,

CD24, CD22, CD40 ve CD45R bulunurken CD9, CD10 ve CD34 ekspresyonu artik
s0z konusu degildir (76).

2.8.4.2. T Lenfositler

Timus, T lenfositlerin olgunlagsmasi ve aktif hale gelebilmesi icin gerekli
olan bir organdir. Hamileligin dordiincii haftasinda 3. ve 4. faringeal arktan asagi
dogru ilerleyen timus 6n mediastende V seklinde solit bir organ olusturur. Fetal

timus, hamileligin ii¢iincii ayindan itibaren fonksiyonel bir hale gelir (77,78).

Fetusta daha higbir timosit belirteci olugmamigken, yilizeyinde CD7’yi
bulunduran protimositler fetusun karacigeri ve vitellus kesesinde gestasyonun 7.
haftasindan itibaren goriilmeye baglar. CD7+ belirtecinin olusmasin1t CD2, CD3, T
lenfosit hiicre algac1 (TCR), CD4 ve CD8 molekiillerinin ortaya ¢ikisi izler. Fetal
timusta gama-delta reseptor sunumu 9. alfa-beta reseptdr sunumu ise 10. gebelik
haftasindan itibaren goriiliir. Gebeligin ancak 14. haftasindan sonra major timosit alt
gruplarinin hepsi mevcuttur. CD4 ve CD8 T lenfositleri ilk olarak karacigerde ve
dalakta goriilmeye baglar ve boylece T lenfositlerin sayilar1 gebeligin 14. haftasindan
itibaren artmaya baglar. Bu artis dogumun ardindan 6. aya kadar devam eder ve bu
noktadan sonra yavas yavas diiserek eriskin seviyelerine iner. Yenidoganda T ve

total lenfosit sayisi, bir erigkinindekinden fazladir. CD4/CDS8 orani eriskin diizeyine
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4 yas civarinda gelir ve bu esnada 2 civarindadir. Gebeligin ilk ii¢ ayinda TCR

spektrumu dardir. Dogumla birlikte bu repertuvar artar (74, 77, 79).

T lenfositleri belli bir kok hiicreden gelisirler. T lenfosit kok hiicreleri
kemik iliginden kaynaklanmakta olup, olgunlagmak icin timus korteksine giderler.
Timus korteksinde olgunlasacak olan bu lenfositlere timosit denir. ilkel timositler
timusa gitmeden Once olgun T lenfositlere 6zellikli olan yiizey belirteclerine sahip

degildirler.

Olgunlagan timosit hiicreleri medullaya dogru ilerleyip, bir takim
degisikliklere ugrar. Bu degisiklikler siirecinde, T lenfositler bazi yiizey belirteglerini
kaybederken bazilarin1 da kazanirlar (74, 77, 79).

Timositler ylizeylerinde CD4 ve CD8 molekiillerini barindirmalarina gore 4

alt gruba ayrilirlar:
1. CD4 ve CD8 bulundurmayan cift negatif
2. iki molekiilii de bulunduran ¢ift pozitif
3. Sadece CD4 bulunduran tek pozitif
4. Sadece CD8 bulunduran tek pozitif

Kemik iliginden timus korteksine go¢ eden temel hiicrelerden olgunlasan ilk
hiicrelerde (pro-T) TCR ve CD fenotipleri olusmamistir. Timustaki olgunlasma
esnasinda ilk ortaya ¢ikan T hiicre ylizey antijeni CD2’dir. Ayrica CD71,CD38 ve
CD7 yiizey molekiilleri de bu evrede ortaya ¢ikar. Hiicreler korteksten medullaya
hareket ettiklerinde ve olgunlasma siireglerinde pre-T lenfositlerde CD2+, CD3-,
CD4-, CD8- bulunur. Bunu takip eden siirecte CD2+, CD3+, CD4- ve CDS-
fenotipini iceren hiicreler olusurlar. Bu donemde ilk T lenfosit hiicre algaci
sentezlenir. T lenfosit hiicre algaclart TCR—1 (gama/delta) ve TCR-2 (alfa/beta)
olmak iizere ikiye ayrilirlar. ik olarak beta ve ardindan alfa zinciri sentez edilir. Cift
pozitif hiicrelere donilisimde beta zincirinin sentezi tamamlanmis olmalidir. TCR
yapimuyla birlikte ayn1 zamanda hiicre i¢ci CD3 sentezi de baglar. CD2+, CD3+,
CD4+, CD8+ fenotipini bulunduran ve TCR tasiyan hiicreler ekspresse edilir ¢,
67,77,79, 80, 81).
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Timus igerisindeki timositler olgunlastikca, donlisen T lenfositlerde TCR
ekspresyonu artar, ayn1 zamanda yiizeydeki CD4+ ve CD8+ molekiillerinden biri
kaybedilir. Ardindan CD2+ ve CD3+ belirteclerini birlikte bulunduran, ayri olarak
sadece CD4+ veya CD8+ molekiillerini biinyesinde barindiran iki farkli lenfosit
grubu olusur. Daha sonra bu lenfositler organ i¢i kan dolagimina katilip veniiller
yoluyla organizmaya dagilir. Perifere gegmis T lenfositlerde CD4 ve CD8 belirtecleri

bir arada bulunmaz.

Timositler timustaki olgunlagsmalarin1 {i¢ giinde tamamlarlar. Bu esnada

timositlerin tiimiine yakin1 apoptozize ugrar (67, 77, 79, 80, 81).

Timusu, timositlerin ancak %1°1 terk eder, geri kalaniysa programlanmig
hiicre 6liimiine maruz kalir. Apoptozizle sonuglanan bu siirecte, dlen timositlerin
%75’1 CDA4+-CD8+(¢ift pozitifken) sadece %13’ CD4-CDS8- (cift negatif)
hiicrelerden ibarettir. Apoptozize ugrayan hiicrelerden c¢ogu yiiksek yogunlukta
bulundugu kortikomediiller baglant1 bolgesindeki CD4+CD8+ lenfositler olup, daha
az1 da kortekste tesbit edilir. TCR spektrumunun 6zgiilligi degisip giden gen

diizenlemeleriyle olusur.

Kendi MHC molekiillerine uygun secicilik gosteren TCR bulunduran
timositler, pozitif bir secimle Oliimden kurtulup, olgunlasabilirler. (pozitif
seleksiyon) Kendi MHC’sine affinitesi olmayan hiicrelerse oliir. Boylece periferde
bulunan antijen sunucu hiicrelerin sunduklar1 antijenlerin tanimlanamamasiyla
sonlanacak bir durum engellenmis olur. T lenfositlerinin %95 kadar1 alfa ve beta

zincirlerinin yer aldigi TCR-2’leri tasir (77, 79, 80).

Timusta degisim evrelerini sonuglandiran T lenfositlerinin kan akimina
hangi mekanizmalarla girdigi ve hangi alt siiflara ayrilacagi kesin olarak
bilinmemektedir. Gelisimini tamamlayan T lenfositlerinin kan akimina karigarak
dalak, lenf diiglimleri ve mukozal lenfoit dokular gibi ikincil lenfoit olusumlara
gittikleri belirlenmistir. Ayrica dolagimdaki lenfositlerin %60-80°1 T lenfosit olup,
ticte ikisi CD4, {igte biriyse CD8 belirtecini tasir (74,77,79,80).

T lenfositleri timustan perifere gecer ve orada ¢ogalir. Periferdeki T lenfosit
sayilariin sabit tutulmasi, timik prekiirsor havuzuna degil, timus dis1 hiicre

boliinmesine baghdir. T lenfosit spektrumu timusta belirlenir, fakat T lenfosit
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Ozelliklerinin ileri asamalar1 viicuttaki sekillenmis T lenfosit havuzunun

genislemesiyle saglanir (79).
2.8.4.2.1. T Lenfosit Hiicre Algaci

T lenfositler yilizeylerinde immunoglobulin bulundurmazlar. Peptit haline
doniistiiriilmiis antijenlerin belirlenmesi T lenfosit hiicre algaciyla saglanir. TCR
immunoglobulinlerden hem fonksiyonel, hem de yapisal olarak farkhidir. T
lenfositleri kendilerine MHC ile sunulan peptitleri tanirlar. TCR’ler higbir zaman
salgilanmazlar. Iki tip TCR bulunmustur. T lenfosit hiicre algaclar1 genelde alfa ve
beta (TCR-2) zincirlerinden olugmus olup, bu zincirler disiilfit baglariyla baghdirlar.
TCR-1’ler ise gama ve delta heterodimerlerinden olugsmus olup, sayilar1 TCR-2’lere
gore daha azdir. TCR-1"leri olusturan polipeptitler TCR-2’lerden 6nce olusmus olup,
CD4+ ve CDS8+ bulundurmadiklar1 ve MHC’lerle bagli olmayan bir sekilde
sitotoksisitede rol aldiklar1 zannedilmektedir. TCR’lerin sitoplazmik kisimlar1 ¢ok
kisadir. Bu ylizden, antijene baglanmalar1 sonrasinda sinyal olusturmazlar. Sinyal
olusum ve iletiminden TCR ile iligkili polipeptit yapilar (CD3+ kompleksi)
sorumludur. Bu bakimdan islevsel T lenfosit algact TCR/CD3 kompleksi olarak
degerlendirilir. Kan dolasimindaki insan T lenfositlerinin asagi yukart %95’inin

ylizeyinde TCR-2 algaci bulunur (77, 80, 69, 75,76).

2.8.4.2.2. Yardimct T Lenfositler - CD4'T Lenfositler: T Helper
Lenfositler (Th)

Kandaki lenfositlerin %35-60 kadarinm1 CD4" Th alt grup lenfositler
olusturur. Th lenfositler kendi icinde 2 temel alt gruba (Thl ve Th2) ayrilir. Daha
sonra Treg hiicreleri ve son yayinlarda 6zellikle otoimmiin hastaliklarda sayilari
artan Th17 hiicreleri saptanmistir. Tim yardimci T lenfositleri CD4 yiizey
molekiiliine sahiptirler. Ancak irettikleri sitokinler ve fonksiyonlar1 acisindan
farklidirlar. Ortak bir prekiirsor hiicreden farklilasarak gelisirler. Gelecek bagisik
uyarillara gore INF—y salgilayan Thl veya IL-4 salgilayan Th2 fenotipine
farklilagirlar. Thl ve Th2 fonksiyon farkliligi onceden belirlenemez. Farklilagma,

aaonlar1 bu tiplerden birine yonlendiren sinyallere baglidir (82).
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Yardimer T lenfositleri, MHC Klas—II molekiilleri ile sunulan peptidleri
tanirlar. Antikor yapict B lenfositlerin ve sitotoksik T lenfositlerin aktivitelerini

siddetlendirirler.

Th lenfositlerin azliginda efektér T ve B lenfositlerin antijene cevabi zayif
olur. Bu hiicreler ayrica ¢esitli lenfokinler salgilayarak T lenfositlerin, monosit—
makrofajlarin ve diger bazi hiicrelerin sayica ve etkinlik¢e artmalarini saglarlar. Bu

nitelikleri ile Th lenfositleri, bagisiklik sisteminin orkestra sefi hiicreleridir (82).
2.8.4.2.2.1. Th1 Lenfositler

Interferon gamma (INF—y), IL-2, Tiimdr Nekrozis Faktor—beta (TNF—P)
tiretirler. Thl lenfositler, B lenfositleri IgG1 ve IgGs antikorlarini sentezlemeye
yoneltir. Temel olarak INF—y iireterek opsonizasyon saglama, kompleman baglayan
antikor iretiminde artis ve makrofajlarin aktivasyonu sonucu antijenlerin yok
edilmesi islevlerini yiiriitiirler. Thl lenfositlerden iiretilen sitokinler oOzellikle
makrofajlart ve sitotoksik T lenfositleri aktive eder. Thl lenfositler asil olarak

sitolitik aktivite gosterirler ve hiicresel bagisik cevapta etkin ve kilit rol oynarlar (83,

84,85).
2.8.4.2.2.2. Th2 Lenfositler

Th2 lenfositler IL-4, IL-5, IL—6, IL-10, IL-13 gibi sitokinleri tiretirler.Th2
lenfositler esas itibariyle sivisal bagisik yanitin gelismesini etkilerler. B lenfositleri
IgM, 1gG4 ve IgE sentezine yoneltirler. Ig switching’inden (IgM, IgG sentez
switchingden) sorumludur. Boylece total IgG sentezi de artar. Antijenik uyarim
sonucu cogalan ve farklilasan Th2 lenfositlerin salgiladigi IL—4, bir yandan B
lenfositleri aktive ederek IgE sentezini, diger yandan eozinofilleri aktive eden IL-5
sentezini uyarir. IgE, mast hiicrelerinin aktivasyonuna katilir ve helmintleri
kaplayarak eozinofiller tarafindan pargalanmasini saglar. Th2 lenfositler allerjik
inflamasyon ve anti—paraziter bagisiklikta Onemli rol oynamaktadirlar. Th2
lenfositler tarafindan {iiretilen bazi sitokinler makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve
Thl aracihigiyla yiiriitilen bagisikligi baskilar. Bu hiicreler, akut ve kronik
enflamasyonu ve geg tipte hiicresel asir1 duyarligi inhibe ederler (83,84, 85).
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2.8.4.2.2.3. Treg Hiicreleri (Regiilator T Lenfositler)

Son 10 yilda regiilator T lenfositleri (Treg hiicreleri) olarak adlandirilan ayr
bir hiicre popiilasyononun varhigi ortaya konmustur. Treg hiicreleri, CD4" CD25" T
lenfositleridirler. Bu hiicrelerin kesfi hiicre aracili siipresyon, self tolerans ve adaptif
bagisik yanitin regiilasyonu ile ilgili bilgilerde ilerlemeler kaydedilmesini

saglamistir. Periferal kanda CD4 " T lenfositlerin yaklasik % 5—25’ini olustururlar.

Bu hiicreler, ayrica CD45RB™, CD5, 0X40, CTLA-4, glukokortikoid—
induced TNF reseptor (GITR), FOXP3 gibi molekiilleri de eksprese ederler.(86-88)

Treg hiicrelerinin  regiilasyon etki mekanizmalar1 tam  olarak

aydinlatilamamistir. Ancak yapilan ¢alismalarda bazi 6zellikleri ortaya konmustur.

Treg hiicreleri, hem CD4" hem de CD8" T lenfositleri regiile eder. TGF—f
ve IL-10 sentezleyerek efektor Thl iizerinde inhibisyona neden olurlar. T

lenfositlerin IL-2 {iretimini ve proliferasyonunu baskilarlar (86, 87, 89, 90).
2.8.4.2.2.4. Th17 Hiicreler

IL-23 tarafindan uyarilir ve IL—17 salgilayarak etkilerini gosterirler. IL—17,
birgok dogal immiinite efektér molekiiliin salgilanmasini indiikler. Bunlar IL—-6, akut
faz proteinleri, G-CSF ve prostaglandin E2’dir. IL-17 nétrofil mobilizasyonunu da
saglar. TH17 lenfositlerin romatoid artrit, deneysel otoimmiin ensefalomyelit ve bazi

allerjen 6zellikli yanitlarin patogenezinde de etkili olduklari saptanmaigtir (91).
2.8.4.2.3. Sitotoksik T Lenfositler (T¢c) — CD8+T Lenfositler

CD8 molekiilii tastyan T lenfosit alt grubudur. Periferik kan T lenfositlerin
% 2040’ 11 olusturur. MHC siuif I molekiilii ile sunulan antijeni tantyarak aktive
olur ve sitotoksik fonksiyon yaparlar. Savunmada viriis, parazit ve hiicre ici bakteri
ile enfekte hiicreler, tiimor hiicreleri, doku ve organ transplant hiicreleri gibi
organizmaya zararli, ayrica yabanci ve etkilenmis hiicrelere dogrudan saldiran T
lenfositlerdir. Oldiirme islevi, farklilasmasimna neden olan antijeni tasiyan hiicreye
spesifiktir. Hedef hiicreyi yok ederken diger komsu hiicreler ve kendileri zarar
gormezler. Dolayisiyla ¢ok sayida hedef hiicreyi yok edebilirler. Membran
bitlinliigiini  bozarak  hiicreyi  oOldiiriirler.  Sitotoksik T  lenfositlerinde
immiinoglobiilin i¢in Fc reseptorii bulunmaz. Bu nedenle de antikor—bagiml

hiicresel sitotoksisite gostermezler (83, 82, 92, 85).
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Sitotoksik T lenfositler, sunulan antijeni taniymnca hedef hiicreyle siki
baglantilar olustururlar. Hedef hiicreyle temas edilen bolgeye Tc lenfositlerin
graniilleri ekzositozla bosaltilir. Bu graniil igeriklerinden perforin, ortamdaki Ca™" ile

polimerize olarak hedef hiicrede delikler olusturur.

Bu deliklerden veya endositozla hedef hiicreye giren granzimler ise
sitoplazma da bulunan kaspaz isimli enzimleri aktive ederek apopitozisi baslatir ve
hiicre oliimii gergeklesir. Granzimleri aktive etmek icin kullanilan ikinci yol ise
kalsiyumdan bagimsizdir. Bu yolda aktive Tc lenfositlerden eksprese edilen Fas
ligand (Fas L), hedef hiicredeki Fas(CD95) adi verilen uyarici reseptorlerle iliski
kurar. Yine granzimler aktive olarak apopitozis uyarilir. Hedef hiicrelere
baglanmalarinda pek c¢ok adezyon molekiilii (LFA-1, ICAM-1) gorev yapar
(83,82,92).

2.8.5. Genel Bilgiler ve Calismanin Amaci

Kefir protein ve kalsiyum gibi oldukca yliksek besin degerine sahip olmakla
birlikte geleneksel olarak da diyete onem veren iilkelerde yararli bir {iriindiir.
Bununla beraber yapilmis insan beslenme Ol¢iitlerinde bu goriis agis1 fazla 6nem
gormemistir. Rus edebiyatinin iirettigi makalelerde kefir tiikketiminin etkileri olumlu
olarak degerlendirilirken, bati {ilkelerinde bu besin maddesine ait detayli bilgi
halihazirda temin edilebilir degildir. Yapilan insan temelli ¢aligmalarda bu fermente
edilmis siit tirlinlerinin tiiketiminin laktozun sindirilmesine ve toleransina yardimci
oldugu goézlemlenmistir. Diger baz1 arastirmalara gore kefir icinde tasidigi canhi
mikroorganizmalar ve diizenli doz ve doz araliklarinda alindiginda o6zellikli ve
nonspesifik bagisiklik cevabi uyarmaktadir. Boylece fermente siitlerin kullanimi
sonucunda immiinoglobiilin A iireten hiicreler doz bagimli olarak artmis, makrofaj
aktiviteleri yiikselmis, yangilar sirasindaki &zellikli antikor cevaplart olumlu
derecelere ulasmis ve ratlarda deneysel olarak indiiklenmis muhtemel kanser
olusumlar1 6nlenmistir. Bu ¢alismada kefir kullaniminin insanlarda bagisiklik sistem
parametreleri iizerinde in vivo etkilerini arastirmayi1 planladik. Olas1 pozitif ve
negatif etkilerinin agiga c¢ikmasi ile kefir kullaniminin hem daha giivenli hem de
daha yaygin olarak kullanilmasi suretiyle insan sagligina pozitif yonde katkida

bulunmasi nihai hedeflerimizdendir.
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3. MATERYAL METOD

Calismamiz prospektif, randomize olarak planlanmistir. Arastirmamiza 18
saglikli Siileyman Demirel Universitesi calisan1 katilmis olup bu calisanlarin 15°i
erkek ve 3’1 de kadindir. Bu ¢alisanlarin yaslar1 30 ile 60 arasinda degismektedir.
Calismaya katilan bayanlarin hi¢biri hamile degildir. Calisma siiremiz 9 hafta olarak
belirlenmistir. Calisanlar arasinda boy, kilo ve viicut kitle indeksi olarak farkliliklar
bulunmamaktadir. Olgularimiz saglikli kontrol grubu olmustur. Bu olgulardan siite
allerjileri veya intoleranslar1 olanlar, ¢alisma sirasinda atopik belirtiler gelisenler,
calisma sirasinda veya c¢alismaya baslamadan dnceki bir ay i¢inde yangi gegirenler
ve antibiyotik kullananlar, ¢alismaya baglamadan 3 ay Oncesine kadar invaziv bir

islem gegirmis olanlar ¢alismaya dahil edilmemislerdir (93-95).

Kefir verilmeden once goniillillerden 2 hafta fermente iiriinlerden yoksun
diyet almalari rica edilmistir. Bu yoksunluk siiresi sonrasi toplam 6 hafta, hafta i¢i
glinleri 200 mililitre kefir verilmistir. Laboratuvar testleri i¢in kefir verilmeden
hemen oOnce (0. hafta) kefir baglandiktan sonra 3. ve 6. haftalar ve kefir verilmesi
kesildikten 3 hafta sonra (9. hafta) kan ve serum Ornekleri toplanmistir. Toplanan

kan 6rneklerinden maniiel olarak toplam 16kosit sayisi tespit edilmistir

Calismamizda fermente edilmek tizere %100 yagsiz SEK siit kullanilmis ve
elimizde mevcut kefir tozlariyla karistirllmis siit bir gece 37 derecede mayalanmaya
tabi tutulmustur. Deneklerimiz c¢alisma boyunca sabah kahvaltilariyla beraber 200
mililitre kefirle fermente edilmis bu iirlinleri igmisler ve ¢aligma boyunca her 3
haftalik kefir alim asamasi ardindan sabah a¢ karnina tam kan sonuglarina bakilmis

ve deneye adaptasyonlar1 degerlendirilmistir.

Akim sitometrede boyasiz olarak graniilosit, monosit ve toplam lenfosit
oranlar1 forward ve side scatter grafiginden belirlenmis, lenfosit kapisindan
monoklonal antikorlarla boyandiktan sonra mononiikleer hiicre alt gruplarinin
sayilar1 (CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, Cd158a, NKG2a ve NKG2c) Ol¢iilmiistiir
ve yine 16kosit, lenfosit, monosit ve ndtrofil alt gruplari incelenerek arastirmaya yon

verilmistir.
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3.1. Manuel Lokosit Sayimi

Lokosit sayma eriyigi; 30 ml glasial asetik asit, 0,4 gr kristal viole, distile su
ile 100 mlI’ye tamamlanarak hazirlanmistir. EDTA’]1 tiipe alinan kan l6kosit sayma
eriyigi ile 10 kat sulandirilarak thoma laminin sayma kamarasina yayilarak 1sik
mikroskobu altinda sayim yapilmustir. Bir biiyiik karedeki hacim 0,1 mm’ tiir. Bir
mm’ i¢in say1 10 ile ve sonra kan 10 defa seyreltildiginden 10 ile de ¢arpilip 1mm®’

teki 16kosit sayis1 bulunmustur.
3.2. Bagisiklik Donemi

Ortalama ve standart deviasyonlar bakimindan minimum ve maksimum
degerler farkli 16kosit ve lenfosit alt gruplarina gdére Becton Dickinson (BD
Biosciences, San Jose, Calif. USA) tarafindan iiretilmis bir FACS Calibur 2’li lazer
sistemiyle belirlenmistir.  Lenfosit, monosit ve graniilositler boyut ve
graniilaritelerine gére ayrimlanmistir. Daha sonra fluroscein isothiocyanate (FITC),
phycoersthrin (PE) ve perinidin chlorophyll protein (PERcp) ile 6zellikli monoklonal
antikorlarla konjuge edilerek ve bdylece hiicrelerle isaretlenerek detayli bir sekilde

incelenmistir.

Tam kandan akim sitometre yontemiyle CD3, CD4, CDS§, CD19, CD56,
CD158a, NKG2a ve NKG2c¢ parametreleri ve yine lokosit, lenfosit, monosit ve

notrofil alt gruplar incelenerek arastirmaya yon verilmistir.
3.3. Istatistiksel Analiz

Degerlendirilen biitiin bilgiler SPSS yazilim 15,0 (SPSS Inc. Chicago 3i
USA) gore analiz edilmistir.

Her caligma degerinin caligmaya baslama ve sonuglar1 arasindaki ve ikili
haftalar dahilindeki genel istatistiksel gdstergeleri non parametrik Friedman testi ile
belirlenmis ve p< 0.05 anlamli kabul edilmistir. 2’li karsilagtirmalarinda Wilcoxon
Signed-Rank testi kullanilmis ve Benferoni diizeltmesi yapildiktan sonra p<0,0125

anlaml olarak kabul edilmistir.



31

Calismada kullanilan moAb’lar:

Anti—-CD3 PE (Katalog no: 555340, BD Pharmingen, USA).

Anti—-CD4 FITC (Katalog no: 555346, BD Pharmingen, USA).

Anti—CD 8 FITC (Katalog no: 555634, BD Pharmingen, USA).

Anti— CD19 PE (Katalog no: 555413, BD Pharmingen, USA).

Anti—CD56 FITC (Katalog no: 555516, BD Pharmingen, USA).

Anti-CD158 PE (Katalog no: 556063, BD Pharmingen, USA).

NKG2A (Katalog no: 550520, BD Pharmingen, USA)

NKG2C (Katalog no: 550520, BD Pharmingen, USA)

Calismada CD3 FITC/CD4 PE, CD3 FITC/CD8 PE, CD3(negatif)
FITC/CD19 PE, CD3 PE/CD56 FITC ve CD3(negatif) PE/CD56 FITC ile birlikte
ikili, CD158a PE/CD56 FITC/CD3 PerCp, CD158a PE/CD56 FITC/CD3(negatif)
PerCp, NKG2a PE/CD56 FITC/CD3 PerCp ve NKG2a PE/CD56 FITC/CD3(negatif)
PerCp ile birlikte ti¢lii olarak diger moAb’lar ise ayri tiiplerde ¢alisildi.

1.

EDTA’ tiiplere alinan bir hacim (2 ml) vendz kan 6rnegi bes hacim (10
ml) lysis buffer ile 50 ml’lik falcon tiiplerinde oda 1sisinda eritrosit
lizisine tabi tutuldu (Lysis buffer: 0,15 M NH4Cl, 0,01 M KHCO3, 100
uM EDTA, 1000 ml distile su).

800 devirde (rpm) 10 dakika santrifuj edildikten sonra pellet 25 ml
phosphate buffer saline(PBS)’de c¢oziilerek 1500 devirde 10 dakika
santrifiij edildi (PBS: 0,005 M K2HPO4, 0,005 M KH2PO4, 0,014 M
NaCl, 1000 ml distile su).

. Pellet 2 ml PBS’te ¢oziilip 100°er pl hiicre siispansiyonu 75 mm’lik

polipropilen tiiplere aktarilarak moAb’larla birlestirildi. 20 dakika oda

1s1sinda karanlik alanda inkiibasyon yapildi.

Tiipler PBS ile doldurulup 1500 devirde 10 dakika santrifiij edildikten
sonra pellet 300 pl PBS ile sulandirilip akim sitometri cihazinda

okutuldu.
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Tim numuneler akim sitometri ile (FACS Calibur 3A, Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA) calisild1 ve sonuglar CellQuest Pro yazilimi1 (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA) ile analiz edildi. Sonuglar forward scatter / side scatter ve side
scatter / CD45 grafikleri yardimiyla olusturulan lenfosit kapisindaki hiicrelerin CD

ile isaretli hiicrelere oranlar1 olarak hesaplandi ve ylizde olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR

Tablo 3 - Tam kandaki 16kosit sayilarinm (x10° ) 0., 3, 6 ve 9. haftalardaki dagilimi
Hafta Median (min-max) Median (min-max) P
LOKOSIT (0.016)*
0-3 7.45(4.30-13.10) — 6.75(4.90-8.91) 0,004
0-6 | 7.45(4,.30-13,10) — 6,90 (3,80-10,50) | 0,007
0-9 | 7,45(4,30- 13,10)- 7,00 (5,40- 10,00) | 0,244
3—-6 6,75(4,90 - 8,40)— 6,90 (3,80 - 10,50) 0,421

Lokositler 3. ve 6. haftalarda 0. haftaya gore anlamli oranda diismiistiir.

Tablo 4 - Notrofil parametrelerinin ikili haftalar ve toplamdaki dagilimi
Hafta | Median (min-max) Median (min-max) | (0,14)*
NOTROFIL| (_3 | 66,15 (30,00-85,20) — 58,80 (40,00-70,00) 0,058
0-6 66,15(30,00-85,20)—57,90 (44,90 — 70,80) 0,035

0-9 66,15(30,00 —85,20) — 56,70 (43,30 — 6670)| 0,016

3-6 |58,80(40,00 — 70,00) — 57,90 (44,90- 70,80) 0,983

Notrofiller 3., 6. ve 9. haftalarda 0. haftaya gore de§ismemistir.

Tablo 5 - Tam kandaki lenfosit yiizdelerinin 0, 3, 6 ve 9. haftalardaki dagilimi
LENFOSIT | Hafta Median (min-max) Median (min-max) (0,025)*
0-3 25,50(11,80 —47,00) — 29,15 (6,30 — 51,40) 0,472
0-6 25,50(11,80 —47,00)— 32,30 (22,00- 49,60) 0,005
0-9 25,50(11,80 —47,00) — 32,30 (19,50 — 48,40) = 0,012
3—-6 29,15(6,30 - 51,40)—32,30(22,00 —49,60) 0,094

Lenfositler 9. haftada 0. haftaya gore anlamli oranda artmistir.
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Tablo 6 - Tam kandaki monosit yiizdelerinin 0., 3., 6. ve 9. haftalardaki dagilim1

MONOSIT | Hafta Median (min-max) Median (min-max) | (0,002)*

0-3 |4,20(1,30 —24,50) — 6,45(4,00 — 52,10) | 0,001
0-6 |4,20(1,30 —24,50) — 6,80(0,80 — 10,80) | 0,031
0-9 4,20(1,30 —24,50) — 6,90(3,30 — 9,20) 0,007
3-6 |6,45(4,00 - 52,10) — 6,80(0,80—10,80) 0,472
6-9 6,80(0,80 — 10,80) — 6,90(3,30 — 9,20)

Monositler 3. ve 9. haftalarda 0. haftaya gore anlamli oranda artmustir

Tablo 7 - CD3+CD56+CD158+ hiicre yiizdelerinin 0., 3., 6. ve 9. haftalardaki
dagilimi

Hafta Median (min-max) Median (min-max) P
CD3+ (0,014)*
CD56+ 0-3 2,75(0,20-9,10)  0,80(0,00- 9,20) 0,028
CD158+ 0-6 2,75(0,20-9,10)  0,10(0,00-3,10) 0,000
0-9 2,75(0,20-9,10)  0,30(0,00—5,10) 0,004
3-6 0,80(0,00- 9,20)  0,10(0,00-3,10) 0,015
3-9 0,80(0,00- 9,20)  0,30(0,00-5,10) 0,085
6-9 0,10(0,00- 3,10)  0,30(0,00-5,10) 0,035

CD3+, CD 56+ ve CD158+ de 6. haftada 0. haftaya gore anlamli bir diisiise

ve 9. haftada 0. haftaya gore anlamli bir artisa rastlanmustir.

Tablo 8 - CD3-(negatif)CD56+CD158+  hiicre yiizdelerinin 0., 3., 6. ve 9.

haftalardaki dagilimi

CD3- Hafta Median (min-max) Median (min-max) | (0,030)*

CD5S6+ | 0-3 | 4,38(0,00- 10,10)  2,55(0,00-13,31) | 0,170

CDIS8+ " 6 | 438(0,00-10,10)  3,20(0,00- 11,50) | 0,446
0-9 | 4,38(0,00-10,10)  4,10(0,30- 16,60) | 0,472
3-6 | 2,55(0,00-13,30)  3,20(0,00- 11,50) | 0,538
3-9 | 2,55(0,30-13,30)  4,10(0,30- 16,60) | 0,022
6-9 | 3,20(0,00- 11,50)  4,10(0,30- 16,60) | 0,020

CD3- CD56+ ve CD158+ parametrelerinde haftalar arasinda degisiklikler

olmamustir.
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Tablo 9 - CD3(negatif)CD56+ hiicre yiizdelerinin 0. 3. 6. ve 9. haftalardaki dagilimi

Hafta Median (min-max) Median (min-max) P
CD3-CD56+ (0,488)*
0-3 19,20(0,40- 25,90) 9,30(1,90 - 19,30) = 0,276
0-6 9,20(0,40- 25,30) 8,07(0,00- 20,10) 0,184
0-9 19,20(0,40- 25,90) 10.65(3.20-18,64) = 0,663
3—6 9,30(1,90 — 19,30) 8,07(0,00-20,10) | 0,014
3-9 19,30(1,90 — 19,30) 10,65(3,20- 18,64) = 0,486
6-9 8,07(0,00-20,10) 10,65(3,20- 18,64) = 0,127

CD3- ve CD56+ parametrelerinde haftalar arasinda degisiklikler olmamustir.

Tablo 10 - CD3+CDS56+ hiicre yiizdelerinin 0, 3, 6 ve 9. haftalardaki dagilimi
CD3+CD56+ Hafta = Median (min-max) Median (min-max) @ (0,874)*

0-3 | 3,95(0,20-7,60) 3,65(1,10-24,00) | 0,943
0-6 | 3,95(0,20-7,60) 4,05(0,30-9,44) | 0,542
0-9 | 3,95(0,20-7,60) 3,65(0,70-9,00) | 0,571

3-6 3,65(1,10-24,00) 4,05(0,30-9,44) 0,619

3-9 3,65(1,10-24,00) 3,65(0,70-0,90) 0,122

69 4,05(0,30-9,44) 3,65(0,70-9,00) 0,292
CD3+ ve CD56+ parametrelerinde haftalar arasinda degisiklikler

olmamustir.

Tablo 11 - CD3-(negatif) CD56+ NKG2a+ hiicre yiizdelerinin 0, 3, 6 ve 9.
haftalardaki dagilin

CD3n Hafta Median (min-max) Median (min-max) | (0,001)*
CDS6+ = 0-3 7,75(0,10- 29-70) 4,80(0,90-15,70) | 0,102

NKG2a " ¢ 17 75(0,10- 29-70) 2,95(1,13-11,30) | 0,006
0-9 7,75(0,10- 29-70) 3,10(0,10-11,30) | 0,004

6-9 |4,80(0,90-15,70) 2,95(1,13-11,30) | 0,140

CD3- CD56+ NKG2a parametrelerinde 6. ve 9. haftalarda 0. haftaya gore

anlamli diisiisler goriilmiistiir.



Tablo 12 - CD3+ CD56+ NKG2a+ hiicre yilizdelerinin 0., 3., 6. ve 9. haftalardaki

dagilimi

CD3+CD56+ Hafta Median (min-max)

NKG2a+

0-3
0-6
0-9
3-6
3-9
69
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2,65(0,10-15,00)
2,65(0,10-15,00)
2,65(0,10-15,00)
2,20(0,80-8,20)
2,20(0,80-8,20)
1,15(0,30-3,80)

Median (min-max) | (0,006)*

2,20(0,80-8,20)
1,15(0,30- 3,80)

0,90(0,10-11,80)

1,15(0,30-3,80)

0,90(0,10-11,80)
0,90(0,10-11,80)

0,500
0,002
0,007
0,013
0,005
0,459

CD3+ parametresinde haftalar arasinda degisiklikler olmamustir.

Tablo 13 - CD3+ hiicre yiizdelerinin 0, 3, 6 ve 9. haftalardaki dagilim

Hafta Median (min-max)

CD3+
0-3
0-6
0-9
3-6
3-9
6-9

CD3+ CD56+ NKG2a+ parametrelerinde 6. ve 9. haftalarda 0. haftaya ve 9.

73,20(65,50-82,40)
73,20(65,50-82,40)
73,21(65,50-82,40)
76,20(48,20-82,00)
76,20(48,20-82,00)
74,35(62,40-85,90)

Median (min-max)

76,20(48,20-82,00)
74,35(62,40-85,90)
74,00(63,00-81,50)
74,35(62,40-85,90)
74,00(63,00-81,50)
74,00(63,00-81,50)

haftada 3. haftaya gore anlamli diisiisler goriilmistiir.

P
(0,649)*
0,266
0,384
0,983
0,811
0,653
0,687

Tablo 14 - CD3+CD4+ hiicre ylizdelerinin 0,. 3, 6 ve 9. haftalardaki dagilimi

CD3+ Hafta

CD4+ (3
0-6
0-9
3-6
3-9
69

CD3+ ve CD4+ parametrelerinde haftalar arasinda degisiklikler olmamustir.

Median (min-max)

42,08(32,70-54,40)
42,08(32,70-54,40)
42,08(32,70-54,40)
46,70(26,90-56,40)
46,70(26,90—56,40)
44,36(28,00-53,00)

Median (min-max)
46,70(26,90-56,40)
46,36(28,00- 53,00)
44,15(37,60 — 57,96)
46,36(28,00 — 53,00)
44,15(37,60-57,96)

44,15(37,60-57,96)

(0,284)*
0,016
0,102
0,107
0,327
0,107
0,828
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Tablo 15 - CD3+CD8+ hiicre yiizdelerinin 0. 3. 6. ve 9. haftalardaki dagilimi1
CD3+ Hafta Median (min-max)  Median (min-max) (0,003)*
CD8+ 03 25,50(15,40-38,70)  24,30(14,90-42,30) 0,309

0-6 | 25,50(15,40-38,70)  26,10(18,65-42,90) 0,031
0-9 | 25,50(15,40-38,70)  27,40(19,65-38,80) 0,004
3-6 1 24,30(14,90-42,30)  26,10(18,65—-42,90) | 0,381
3-9 124,30(14,90-42,30)  27,40(19,65-38,80) 0,016
69 26,10(18,65—-42,90) 27,40(19,65-38,80) 0,163

CD3+ ve CD8+ parametrelerinde 9. haftada 0. haftaya gore anlamli bir
yukselme goriilmiistiir.

Tablo 16 - CD3-(negatif) CD19+ hiicre ylizdelerinin 0. 3. 6. ve 9. haftalardaki
dagilim

CD3- Hafta| Median (min-max) Median (min-max) (0,006)*

CD19+ 0-3 | 6,40(3,30-29,00)  9,19(3,70-30,87) 0,006
0-6 | 6,40(3,30-29,00)  10,30(1,56-32,50) 0,005
0-9 | 6,40(3,30-29,00)  9,20(3,40-20,00) 0,043
3-6 | 9,19(3,70-30,87)  10,30(1,56-32,50) 0,435
3-9 | 9,19(3,70-30,87)  9,20(3,40-20,00) 0,360

6-9 | 10,30(1,56-32,50)  9,20(3,40-20,00) 0,170

CD3- ve CD19+ parametrelerinde 6. haftada 0. haftaya gore anlamli bir artis

goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

IIk kez ortaya c¢iktig1 diisiiniilen Kuzey Kafkasya’dan, 6nce Karadeniz ve
Hazar Denizi arasinda yogun olarak kullanilmakta olan kefirin yiizyillarca Rus
literatiirinde faydali etkileri oldugu diistiniilegelmis, rafine iiriinlerle beslenilen
ozellikle Bati Avrupa ve Kuzey Amerika’daki insanlar arasinda bu iiriinleri
tilkketmeye bagli olarak ortaya c¢ikan rahatsizliklar ve dogal iiriinleri kullamaya dair
yeni gelisen organik gidalara egilim neticesinde, bu fermente {irlinlere ait kabul
edilebilir arastirmalarda hem invitro hem de nadir yapilan invivo insan

calismalarinda artig kaydedilmistir.

Kefirin hem hiicresel hem de sivisal bagisik sistem {izerine aktive edici
etkisi bulunmaktadir. Olivares ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda (95) L. Gasseri ve
L.coryniformis alan insanlarda CD3, CD48, CDI19,CD45RO ve CD56
parametrelerine bakilmis, sadece CD56 da 2 hafta sonra anlamli artis olmus yine
CD56 da kontrol hastalarina gore artis saptanmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise
CD3n(negatif)56+ ve CD3+CD56+ profillerinde calisma haftalar1 géz Oniine
alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gdézlemlenmemistir. Marcus ve
arkadaslarinin 2003 tarihli bir arastirmalarinda kefirin CD’56y1 anlamli, CD3 ve
CD19’u ise istatistiksel olarak anlamsiz derecede artirdigini saptamiglardir. Ayrica
akut stresin bagisiklikta reaktivasyona, kronik stresin ise farkli olarak immiin
supresyona neden oldugunu saptanmistir (96). Bizim tarafimizdan yapilan bu
calismada ise CD3 parametreleri kendi mecralarinda seyretmis olup, istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik olmamistir. CD3n (negatif) 19 parametrelerinde 0—6

haftalar arasinda istatistiksel olarak anlamli olarak bir artis gézlenmistir.

Alvarez ve arkadaslari tarafindan Ispanya Madrit’te 2003’te yapilan bir
calismada sinav stresi altindaki dokumante edilen 6grencilerin bagisiklik sisteminin
baskilandig1 gézlenmistir (96). Bu calismada Lactobacillus casei DN—114001 ilave
edilmis fermente siitlerin etkisiyle olusturulmus yogurt kiiltiirlerinin akademik sinav
stresi altindaki 6grencilerin bagisiklik sistemi {izerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Methods Universitesinde yapilan bu calismada ogrenciler, sinavdan 3 hafta
oncesinde ve ayni zamanda siav periyodu boyunca olmak iizere 6 hafta siiresince

her giin bir bardak yeni sagilmis siit (kontrol grubu, n = 63) ve her giin 100 mililitre
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porsiyonunda fermente edilmis siit (tedavi grubu n=73) igenler olmak tizere iki gruba

ayrilmiglardir.

(Calisma basinda (Faz 0) ve calisma sonunda (Fazl) olmak iizere kaygi ve
immiinolojik parametreler degerlendirilmistir. Sonuglar Faz 0 ve Fazl arasindaki
fark olarak bilgi seklinde elde edilmistir. Bu fark, Fazl sonuglarindan Faz0
sonuglarinin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir ve bu da ‘Tedavi Etkisi’ olarak
isimlendirilmistir. Ortalama kaygi (+SE) biitiin 6grenciler i¢in yapilan 6 haftalik
calisma boyunca (p<0.05) 40.74 + veya — 2.50’den 61.19 + veya — 2.64’e dogru
(ylizde oranlarinda) belirgin olarak artmistir. Bu artig tedavi ve kontrol gruplarinda
benzer sekilde oldugu icin tedavi etkisinde bir degisliklik olmamustir. Ote yandan, 6
haftalik ¢alisma boyunca, lenfositlerin mutlak sayilarinda ortalama degisiklikler
tizerinde 6nemli bir tedavi etkisi goriilmiistiir. Bu etki, kontrol grubunda diismiis (-
0.04 + 0.12 hiicre x 10>/ mm’) ve tedavi grubunda artmustir.(0.37 +veya- 0.11 hiicre
x 10° mm?)

Ayn1 zamanda 6 haftalik calisma boyunca CDS56 hiicrelerinin mutlak
sayilarindaki degisiklik olarak Onemli bir tedavi etkisi de olmamistir. CD56
hiicrelerinin ortalama mutlak degeri kontrol grubunda (p<0.05) (-51.97 + veya- 21.33
hiicre/mm®) diismiisken, tedavi grubunda aym kalmistir. (17.29 +veya- 17.27

hiicre/mm?®)

Bu ¢aligma boyunca ortalama serum kortizol seviyesi kontrol (4.30 +veya-
0.98 nanogram/desilitre) ve tedavi gruplarinda (1.75 +veya- 1.05 nanogram/desilitre)
artmis iken her iki deger arasinda (p=0.062) 6nemli bir tedavi etkisi degisikligi

bulunmamustir.

Boylece soylenebilir ki, Lactobacillus casei DN-14001 ilave edilmis yogurt
kiiltiirleriyle fermente olmus siitler akademik sinav stresi altindaki sahislarda CD56

belirtecine sahip hiicreler ve lenfositlerin sayilarini diizenleyebilmislerdir.

Pujol P. ve ark. nin 2000°de katildiklar1 bu calismada Lactobacillus casei
DN-114001 ve yogurt kiiltiirleri ile fermente edilmis siit liriinlerinin eklendigi
diyetlerle beslenen bu 6grencilerin 6 haftalik bu diyet doneminin ardindan periferik

kan NK hiicrelerinin diislisliniin 6nlendigi saptanmistir (97).
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Geng saglikli bayanlar arasinda yapilan bagka bir ¢calismada, dort haftalik bir
yogurt tliketiminin hiicresel bagisikliklar1 {izerinde uyarict etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Yogurt alimiyla yapilan bu ¢aligmada CD3+/CD16+/CD56+ sitotoksik
T hiicrelerinde bir artma gozlenmistir, 6yle ki bu probiotik alan grupta bu olgu daha

belirgindir.

63 ve 84 yaglart arasindaki 30 saghkli yashh goniilliniin katildigi bir
calismada, bu bireylerde T (CD3+), yardime1 T (CD4+), dogal oldiiriicii (CD3-
/CD56+) hiicrelerde ( toplam lenfositlerin yiizdeleri olarak ) artiglara rastlanmistir ki
bu sahislarin ii¢ hafta boyunca B. lactis igeren siit tiikettikleri bilinmektedir, fakat bu
artiglarin  fizyolojik smirlarda oldugu bulunmustur (98). Bizim c¢alismamizda
T(CD3+) ve T yardime1 (CD4+) belirteclerinde 9 haftalik periyotta ve 2°li haftalar

arasinda karsilikli seviyelerde 6nemli degisikliklere rastlanmamustir.

Farklt hiicre alt popiilasyonlar1 arasindaki fizyolojik dengelerde derin
degisiklikler istenmemektedir, sitotoksik hiicre sistemleri {izerinde hafif bir uyarilma
kanser seviyesinde onemli bir rol oynayabilmektedir (99). Giinliik konvansiyonel
yogurt yerine probiotik alinmasinin geng¢ saglikli kadinlarda hiicresel bagisikligi
uyarma etkisinin ¢alisildig1 bu arastirmada sadece probiotik alan grupta sitotoksik T
lenfositlerinin (CD3+CD16+CD56+) belirli olarak arttigi gdzlemlenmistir. (100).
Bizim c¢alismamizda ise CD3+/CD56+ bakimindan normal parametrelerin disinda

farkli bir degisiklige rastlanmamuigtir.

Yogurt ve bir probiotik iiriiniin bagigiklik sistemine etkilerinin karsilikli
olarak kiyaslanarak calisildigi bu calismada probiyotigin alinmasindan sonra
sitotoksik aktivitenin arttig1 ve alimin kesilmesinin ardindan bu etkilerin devam ettigi
gbzlemlenmistir. Ote yandan probiyotik ve konvansiyonel yogurt gruplari arasinda

bagisiklik sistemine etkileri agisindan bir farkliliga rastlanmamistir

Bagisiklig1 azalmis olan yaslilarda periferik dolagimdaki total, yardimci ve
aktive edilmis T lenfosit alt grup fenotiplerinin yiizdelik oranlarinda diistisler

belirlenmigtir (101).

Bu c¢alismada B. lactis HNOI9 tiketiminin hiicresel bagisiklik

fonksiyonlarini, l6kosit fagositozunu ve tiimdrisidal aktiviteyi artirdigl gozlenmistir.
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Tanimlanmis probiyotik suslar tiiketen yetiskinlerde dogal hiicresel bagisikligin
artt1g1 bulunmustur (102—103).

Kefirin alinmasiyla beraber dogal 6ldiirticii hiicre aktivitesi ve CD56 sayist
artar. CD56’nin degisiklikleri dogal 6ldiiriicti hiicrelerinin degisikliklerine baglidir.
Dogal oldiiriicii hiicrelerin artmasiyla beraber yangilarda azalma olur. Kefirin
alinmasiyla beraber yardimci T hiicrelerin aktivitesi ve CD3’lerin ekspresyonu,

ayrica B hiicrelerinin aktiviteleri ve CD19 ekspresyonu artar (102,103).

Probiyotikler i¢in yapilan baska bir ¢alismada farelere Bifidobacterium ve
Lactobacillus acidofilus igeren konvansiyonel yogurdun, S. thermofilus, L.
Bulgaricus ve Bifidobacterium igeren {i¢lii probiyotik grubun ve kontrol grubu olarak
yagsiz siitiin verildigi 14 giinlik bir beslenme periyodu uygulanmistir (104). Bu
periyodun sonunda hayvanlarin peyer plaklar1 ve dalaklar ¢ikarilmis ve lenfositleri
akim sitometriyle fenotipik olarak bir analize tabi tutulmustur. Yapilan bu ¢aligmada
Lactobacillus acidofilus ve bifidobacterium igeren yogurdun verilmesinden sonra
CD8+ T lenfositlerin, B220+ B hiicrelerinin lenfosit alt gruplari olarak yiizdelerinde
herhangi bir etkileri olmamistir. Bununla beraber CD4+ yardimeci T hiicrelerinin

yiizdelerinde bir artiga rastlanmamugtur.

Bu caligmaya gore toplamda sistemik ve mukozal bagisiklik
kompartmanlarinda lenfositlerin dagilimlar1 arasinda 2 haftalik konvansiyonel ve
probiyotik icerikli yogurtlarin tiikketilmesinden sonra ¢ok fazla bir etki degisikligine

rastlanmamustir.

Bizim planladigimiz 9 haftalik kefir tiiketim evreleri disinda, saglikli
insanlar tizerinde lenfosit subgruplarimin arastirildigr ¢aligmanin ardindan CD3+
parametrelerinde bir degisiklik olmamis, CD3+ CD4+ olclimlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklige rastlanmamistir. CD3+CDS8+ sitotoksik hiicre yiizey
belirteglerine yonelik yaptigimiz ¢alismada ¢alisma basindaki taban 6l¢limlerine gore
9. hafta calisma sonu degerlerinde istatistiksel olarak anlamli hafif bir yiikselme
olmustur. Yani, probiyotik tiikketimi sonunda hafif de olsa bir miktar sitotoksik hiicre

yanitlarinda bir artig goriilebilmis ve sitotoksik aktivite artmistir.
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Ayrica CDI19 yiizey belirteclerinde 0. haftaya gore 6. hafta sonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artisa rastlanmistir, yani humoral bagisiklifa etki

yoniinden olumlu bir kipirdanma tespit edilmistir.

Amaci, anoreksia nevroza hastalarinda yogurdun belirgin bagisiklik
parametrelerini  degisip degismedigi olan bir calismada CD4+/CD8+ orani
arastirildiginda kontrol grubunda yogurtla tedavi edilmek istenen anoreksia nervozali
hastalara gore onemli bir diisiis goriilmiistiir (105). CD8+ alt grup seviyesi yogurt
tilketmeyen saglikli kontrol grubunda ve yogurt tiiketmeyen anoreksia nervozali
kontrol grubunda belirgin bir sekilde yiikselmistir. Lokosit ve lenfosit sayilart biitiin
calisma boyunca anoreksia nervozali hastalarda saglikli adolesanlara gore diisiik
bulunmustur. Arastirma daha da derinlestirildiginde 10 haftalik siit alimindan sonra
saglikli adolesan ve yogurtla beslenen anoreksia nervozali hasta grubunda CD8+ T
sitotoksik hiicrelerinde Onemli bir artisa rastlanmamistir. Yapilan g¢alisma ayni
zamanda gostermektedir ki, 10 hafta siitle beslenen anoreksia nervozali hastalarda

CD4+/CD8+ orani belirgin bir sekilde diismiistiir.

Yogurdun anoreksia nervozali hastalarda CD4+/CD8+ oraninda gozlenen
diisiisii 6nlemede giizel bir alternatif oldugu gdzlemlenmistir. Oyle ki, insanlarda
CD4/CD8+ oranmin 1,5’ten diisiikk olmasi bagisikligin baskilanmasi ile koreledir
(106).

Kefirin hem hiicresel, hem de sivisal bagisiklik sistemi lizerinde aktive edici
etkisi bulunmaktadir. Kefir genel olarak bagisiklik sistemini enfeksiyonlara karsi

hazir tutmaktadir.

Probiyotikler hakkinda yapilan bir baska ¢alismada Oliver ve arkadaslari
CD3,CD4,CDS8,CD19 ve CDS56 belirteglerine bakmis, probiotik iceren fermente
tiriinlerin alimindan sonra, sadece CD56’da 2 hafta sonra anlamli bir artig olmustur
(107). Yine CD56 da kefir almayan kontrol grubuna gore Onemli bir artis
saptanmigtir. Marcus ve arkadaslar1 (2004) calismalarinda kefirin CD56’y1 anlamhi
CD3+ ve CDI9’u ise istatistiksel olarak anlamsiz bir derecede artirdigini
saptamiglardir. Ayrica akut stresin bagisik reaktivasyona, kronik stresin ise, bagigik

baskilamaya neden oldugunu saptamiglardir (108).
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Ayrica Nova ve arkadaslar1 L. Bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
(yogurtta en fazla bulunan probiyotikler) verilen hastalarda CD4+/CD8+ oraninin
artigint  saptamiglardir (109). Marcus ve arkadaglarimin 2004°te yaptiklari bir
calismada tip fakiiltesi 6grencilerinin akademik final sinavlarinda yasadiklari stresin
arastiritlmasi1 agamasinda, stresin dogal 6ldiiriicii hiicre say1 ve aktivitelerini azalttig
(108) ve CD4+/CD8+ oranini diisiirdiigli gézlenmistir. Stresin verilen probiotiklerle
gecip Ogrencilerin rahatlayip, rahatlamadiklarinin arastirildigt bu donemde,

strestekilerin CD56 hiicre sayilarinin diistiigii (110) goriilmiistiir.

Yapilan bu ¢alismada, stresli ortamlarda probiotik alindig1 zaman CD8+ T
hiicre sayilariin diistiigli gézlemlenmistir. Boyle bir durumda CD56 hiicre sayilari
ayn1 kalmistir. CD 56’11 hiicrelerin ayn1 kalmasinin sebebi dogal dldiiriicii hiicrelerin
aktivasyonudur. Dogal 6ldiiriicii hiicre ylizey inhibitor reseptorii olan NKG2a ve
CD56, lenfositler iizerindeki TH1 yolagini degil, TH2 yolagin1 beraber aktive
eder.NKG2a sitotoksik hiicreler iizerinde ekspresse olmusken, aktive yardimci T
hiicreler iizerinde de bulunmaktadir (104). TH2 yolag1 aktive edildigi zaman,
inhibitor etki gosterir ve NKG2a reseptoriinii ve CD56 belirtegini aktif hale getirir.
TH2 yolag: ile TH1 in proinflamatuvar etkileri regiile edilmis olur. Oyle ki, IL-10 ve

transforming growth factor-beta aktive edilmis olur.

TH1 yolag1 ise NKG2c reseptorii yoluyla aktive edilir. Bu durumda CD56

seviyesinde artma olmaz (108).

Bizim c¢alismamizda bulunan pozitif degerlerin diginda, anlamsiz
istatistiksel analizlerin sebebi uygulama siiresi, aliman probiotik dozu, kefir
hazirlamak i¢in kullanilan siitiin 1s1s1, sagildigi hayvanlarin sagilik durumu,
beslendigi ortam ve probiotik suslarin genel dzellikleri olabilir. Onemli olan ortaya
ciktig1 bolgeden diinyaya yayilan bu fermente siit iiriiniiniin olumlu ve olumsuz
yonlerinin iyi bir sekilde arastirilmasi ve halilazirda elimizde bulunan bu degerin
toplum sagligina olan katkisinin artirilmasidir.

Sonug olarak, kefir verilen grupta 0. hafta ile karsilastirildiginda 3. ve 6.
haftalarda toplam l6kosit sayilar1 azalmis, notrofil sayilarinda anlamsiz da olsa
azalma, yine 0. hafta ile karsilastirildiginda 6. ve 9. haftalarda lenfosit sayilar1 ve 3.

ve 9. haftalarda ise monosit sayilarinda artma saptanmistir. Lenfosit alt gruplarinin
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akim sitometri ile ylizdelerinine ve aktivitelerine bakildiginda CD3+ CD8+
hiicrelerde 0. ve 9. haftalar arasinda anlamli artma, CD3(-) CD19+ hiicrelerde O.
hafta ile kargilagtirlldiginda 3. ve 6. haftalar anlamli artma kaydedilmistir. NK-T
hiicreleri lizerinde CD 158 ekspresyonunda anlamli azalma saptanirken NK hiicreleri
tizerinde CD158 kespresyonunda bir fark saptanmamistir. NK ve NK-T hiicreleri
tizerinde NKG2a ekspresyonunda 0. hafta ile karsilastirildiginda 6. ve 9. haftalarda
anlamli bir diigme saptanmustir.

Bu bulgular 1s18inda kefirin 16kositler ve efektor hiicreler olan nétrofiller
tizerinde azalma ancak hem Thl yanitin efektdr hiicresi olan CD8+ hiicrelerde hem
de Th2 yanitin efektor hiicresi olan CDI19+ hiicrelerde artislar kaydedilmistir.
Boylece immiin sistemin disaridan gelecek antijene karsi teyakkuzda (alert) hale
gelmesi ancak bu yanitin da kontrollii olabilmesi i¢in notrofil gibi efektor
hiicrelerinde sayilarinin azaldigi gozlemlenmektedir. Kefirin iginde bulunan
bakterilerin viicut tarafindan patojen olarak algilanmadigi nétrofil sayilarindaki
azalmadan anlagilmaktadir. Kefir alim1 sonucu NK-T hiicresinin regiilasyonunda
gorev yapan CD158 molekiiliiniin ekspresyonunun azalmis olmasi bu hiicrelerin
abartili yanit vermelerini engellemektedir. NK hiicrelerinin Th2 yanitin1 arttiran ve
Thl yanmitin1 azaltan NKG2a ekspresonunun azalmasi kefirin allerjik yanitta abartili

calisan Th2 yanitinin fegiilasyonunda énemli rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.
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6. OZET

Bu ¢alismada kefir kullaniminin insanlarda bagisiklik sistem parametreleri

tizerinde in vivo etkilerini arastirmay1 planladik.

Olas1 pozitif ve negatif etkilerinin agiga ¢ikmasi ile kefir kullaniminin hem
daha giivenli hem de daha yaygin olarak kullanilmasi suretiyle insan sagligina pozitif

yonde katkida bulunmasi nihai hedeflerimizdendir.

(Calismamiz prospektif ve randomize olarak planlanmistir. Arastirmamiza
Siileyman Demirel Universitesinde calisan 18 saghkli goniillii katilmistir. Kefir
verilmeden Once goniillillerden 2 hafta fermente {irtinlerden yoksun diyet almalari, bu
yoksunluk siiresi sonrasinda toplam 6 hafta, hafta i¢i giinleri 200 mililitre kefir
verilmistir. Laboratuvar testleri icin, kefir verilmeden hemen 6nce (0. hafta) kefir
baslandiktan sonra 3. ve 6. haftalar ve kefir verilmesi kesildikten 3 hafta sonra (9.
hafta) kan ve serum Ornekleri toplanmistir. Akim sitometrede boyasiz olarak
graniilosit, monosit ve lenfosit oranlar1 belirlenmis, lenfosit kapisindan monoklonal
antikorlarla boyandiktan sonra mononiikleer hiicre alt gruplarinin lenfosite gore
ylizdeleri (CD3, CD4, CD8, CD19, CD56, CD158a, NKG2a ve NKG2c)

Olclilmiistiir.

Kefir verilen grupta 0. hafta ile karsilagtirildiginda 3. ve 6. haftalarda toplam
16kosit sayilar1 azalmis, yine 0. hafta ile karsilagtirildiginda 6. ve 9. haftalarda

lenfosit sayilar1 ve 3. ve 9. haftalarda ise monosit sayilarinda artma saptanmuigtir.

Lenfosit alt gruplarinin akim sitometri ile yiizdelerinine ve aktivitelerine
bakildiginda CD3+CD8+ hiicrelerde 0. ve 9. haftalar arasinda artma, CD3(-)CD19+
hiicrelerde 0. hafta ile karsilastirildiginda 3. ve 6. haftalarda artma kaydedilmistir.
NK-T hiicreleri iizerinde CD158 ekspresyonunda anlamli azalma saptanirken, NK
hiicreleri tizerinde CD158 koekspresyonunda bir fark saptanmamistir. NK ve NK-T
hiicreleri lizerinde NKG2a ekspresyonunda 0. hafta ile karsilastirildiginda 6. ve 9.

haftalarda diisme saptanmustir.

Bu bulgular 1s18inda kefir 16kositler ve efektor hiicreler olan noétrofiller
tizerinde azalma ancak hem Thl yanitin efektdr hiicresi olan CD8+ hiicrelerde hem

de Th2 yanmitin efektér hiicresi olan CDI19+ hiicrelerde artisa neden olmustur.
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Boylece immiin sistemin disaridan gelecek antijene karsi teyakkuz hale gelmesi
ancak bu yanmitin da kontrollii olabilmesi i¢in notrofil gibi efektdr hiicrelerinde
sayllarinin azaldigi gozlemlenmektedir. Kefir alimi sonucu NK-T hiicresinin
regiilasyonunda gorev yapan CD158 molekiiliiniin ekspresyonunun azalmis olmasi
bu hiicrelerin abartili yanit vermelerini engellemektedir. NK hiicrelerinin Th2
yanitin1 arttiran ve Thl yamitim azaltan NKG2a ekspresyonunun azalmasi kefirin
alerjik yanitta abartili ¢alisan Th2 yanitinin regiilasyonunda Onemli rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kefir, probiyotik, Immiinomodiilasyon.
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7. ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the in vivo effects of kefir

consumption in humans on the parameters of the immune system.

Our aim is to obtain more reliable and widespread consumption of kefir to
maintain a positive effect on human health by revealing the possiple positive and

negative effects of kefir.

Our study has been planned as prospective and randomized study. Eighteen
healthy volunteers working in Siileyman Demirel University, have participated in our
study. The volunteers are initially asked to pursue a diet lacking fermented food for
2 weeks prior to kefir intake. Following this term of abstinence, the volunteers have
been supplemented with 200 ml of kefir for next 6 weeks at the weekdays. Blood and
serum samples have been collected from the participants for laboratory tests just
before the intake of kefir (week 0) and the 3™ and 6™ weeks of the intake and 3
weeks later after the termination of intake of kefir (9th week). Granulocyte, monocyte
and lymphocyte percentages to total white blood cells have been detected through
forward and side scatter graphics on flow cytometer in unstained state; the
percentages of mononuclear cellular subgroup in respect to lymphocyte (CD3, CD4,
CD8, CD19, CD56, CD158a, NKG2a, NKG2c) have been measured after they have

been stained with monoclonal antibodies through lymphocyte gate.

In the group supplemented with kefir, the leukocyte rates has decreased and
the rate of lymphocyte has risen in the 6™ and 9™ weeks and the rate of monocyte

risen in the 3™ and 9™ weeks compared to the week 0.

When the rates and activities of lymphocyte subgroups have been monitored
through flow cytometer, a rise in CD3+ CD8+ cells between the week 0 and the 9™
week; a rise in CD3(-) CD19+ cells in the 3 and 6™ weeks compared to the week 0
has been detected. A decrease has been detected on NK-T cells during CD 158
expression while no difference has been observed on NK cells during CDI158
expression. A significant decrease has been detected on NK and NK-T cells during

NKG2a expression in the 6™ and 9™ weeks compared to the week 0.
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In the light of these evidences, the kefir has diminished the leukocytes and
neutrophils which assume an effector nature; however, some rises have been detected
in CD8+ cells, which are the effector cells of Thl response, as well as in CD19+
cells, which are the effector cells of Th2 response. Thus, it has been detected that the
immune system gets on alert against foreign antigens and that the rates of effector

cells like neutrophil has diminished to establish a regulated response.

The diminished expression of CD158 which is a key factor in NK-T cell
regulation as a result of kefir comsumption prevents the exagerratde response of

these cells.

It has been considered that the decrease in NKG2a expression, which
deepens Th2 response and diminishes Th1 response of NK cells, acts a crucial role in
the regulation of Th2 response by kefir, which is importtant in regulation of allergic

Immune responses.

Key Words: Kefir, Probiotic, Immunomodulation.
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