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Amagc: Stres karsisinda enerji ve kan akimini gereken bolgelere yonlendiren
Hipotalamus-Pittiiter-Adrenal (HPA) aksin yanitlar1 yashlarda bozulmaktadir.
Mide, stres ve kortisol etkilerine oldukca duyarlidir. Akut stres ve kronik stres
farkli kortisol cevaplari olusturabilir. Calismanin amaci yash disi siganlarda akut
ve kronik stresin mide inflamasyon belirtegleri iizerine etkisinin
degerlendirilmesidir.

Gereg ve Yontem: 24-30 aylik disi Sprague Dawley sicanlar (n=18), kontrol, akut
stres (60 dakikalik restraint stresi) ve kronik stres (14 giin tekrarlayan 60
dakikalik restraint stresi) gruplarinda degerlendirildi. Stres sonras1 serumda
kortikosteron, mide dokularmnda TNF-a ve IL-10 diizeyleri ELISA yontemi ile
incelendi. Sonuglar SPSS 24 programinda One Way Anova ve post-hoc Tukey
testi ile analiz edildi. Pearson korelasyon analiziyle kortikosteron diizeyleri ve
sitokin diizeyleri arasindaki iliski belirlendi, p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Akut stres grubunda kontrol grubuna gore serum kortikosteron
diizeylerinin arttig1, kronik stres grubunda kontrole gore degismedigi goriildii.
Mide TNF-a diizeylerinin akut ve kronik stres grubunda kontrole gore arttig1
goriildii. Akut stres ve kontrol gruplarinda kortikosteron ve TNF--a arasinda
pozitif korelasyon saptandi. Mide IL-10 diizeylerinde gruplar arasi belirgin bir
fark saptanmadi.

Sonug: Arastirmamizda yash disi sicanlarda kronik stresin akut strese gore daha
diisiik kortikosteron yanit1 olusturdugu ortaya koyulmustur. Bu durum bobrek
tstti bezinin glukokortikoid replasman yeteneginin yashlarda yetersizligiyle
iliskili olabilir. Tekrarlayan stresle akut inflamasyon bulgularmin daha da
artmamasi, kronik strese kars1 midenin adaptasyon gelistirme mekanizmalarin
Ferda HOSGORLER akla getirmistir. Akut stresle iliskili midedeki proinflamatuvar sitokin TNF-a
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insanlarin organik beyin bozukluklari,

ABSTRACT

Objective: The physiological responses of the hypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis, which directs energy and blood flow to required regions against
stress, are impaired in the elderly. Stomach is very sensitive to stress and cortisol
effects. Acute and chronic stress can produce different cortisol responses. The
aim of this study was to evaluate the effect of acute and chronic stress on gastric
inflammation markers in elderly female rats.

Materials and Methods: Sprague Dawley female rats (n = 18) aged 24-30 months
were evaluated in the control, acute stress (60-minute restraint stress) and chronic
stress (restraint stress for 14 day) groups. Following stress, serum corticosterone,
TNF-a and IL-10 levels in gastric tissues were examined by ELISA method.
Results were analyzed by One Way Anova and post-hoc Tukey test in SPSS 24
program. Pearson correlation analysis was used and p<0.05 was considered
significant.

Results: Serum corticosterone levels increased in the acute stress group but did
not change in the chronic stress group compared to controls. Gastric TNF-a levels
increased both in the acute and chronic stress group compared to controls. There
was a positive correlation between corticosterone and TNF-a in acute stress and
control groups. IL-10 levels did not change in groups.

Conclusion: In elderly female rats, lower corticosterone response occurred with
chronic stress. This may be related to insufficiency of glucocorticoid replacement
ability of adrenal gland. Markers of acute inflammation did not increase further
in chronic stress due to possible adaptation mechanisms of the stomach.
Corticosterone caused changes in TNF-a levels, a proinflammatory cytokine in
the stomach, during acute stress.

Keywords: elderly, stomach, stress

Akut ve kronik stresle olusan stres yamtlar:

hormonal eksiklikleri vardir ve bilissel yetenekleri giderek
azalmaktadir (1-3). Biligsel fonksiyonlarla iligkili beyin
bolgelerinin (dorsolateral prefrontal korteks, anterior
singulat korteks, hipokampus, striatum, amigdala)
anksiyete bozukluklari ile de iligkili oldugu ortaya
koyulmustur (4, 5). Yashlarda stresle basa ¢ikmay1
kolaylastiran adaptasyon yarmtlari (stres cevaplari)
muhtemelen bu bdlgelerin fonksiyonlarinin bozulmasi ile
iligkili etkilenmektedir (3). Tehlikeye maruz kalindig:
zaman stres yamtlar1 fizyolojik olarak ihtiyaglarin
karsilanmas: igin uyarilir; hipotalamik-pituiter-adrenal aks
(HPA) aktive olur, katekolamin ve kortisol diizeyleri artar,
enerji kaynaklari ve kan akimu ihtiya¢ olan bolgelere
yonlendirilir (6, 7). Yaglilarin HPA yanitlarinda bozulmalar
olustugu, hipotalamus-hipofiz tizerindeki negatif feedback
mekanizmalara duyarsizhik olustugu ve Kkortisol
cevaplarinin yiikselebilecegi bazi calismalarda 6nerilmistir

(8-10).

degismektedir. Yaglilarda kronik streste uzun siireli

kortisol cevabinda beyinde Glukokortikoid reseptor
duyarliligiin  azalmasi ve negatif feedback ile
Adrenokortikotropik Hormon (ACTH) baskilanmasi

olusmayacag ve Kortisol yiiksekliginin devam edebilecegi
bildirilmistir (8, 9). Diger yandan yasl sicanlar iizerinde
yapilan bir ¢alismada HPA aksimn aktivitesinin artmasina
ragmen strese karsi Kortikosteron yanitlarmin koreldigi
kaydedilmistir (11). Strese maruz kalan yaglilarda HPA
yanit1 bozukluklariyla iligkili akut ve kronik kortisol

degisimleri arastirmaya agik bir konudur.

Mide stresten en ¢ok etkilenen organlardan biridir
ve yasliliga bagl midenin mukozal direnci gland atrofisi,
bikarbonat ve prostoglandin sentezi azalmasi, kan akim
azalmasi, anjiogenezisin bozulmas1 gibi mekanizmalarla
azalmaktadir (12). Stres mide fonksiyonlarimi bozar
(emilim siiregleri, mukus ve asid sekresyonu, iyon kanallar:
fonksiyonu gibi) ve mide inflamasyonuna yol acar (13, 14).

Ote yandan streste yiikselen Kortisoliin giiclii anti-
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inflamatuvar etkinligi ~de  bilinmektedir (15).
Glukokortikoidlerin sindirim sistemindeki inflamasyon
baskilayici etkileri calismalarda gosterilmisgtir.
Corticotropin-releasing factor (CRF) ve kortikosteron
iligkili

olustugu

uretimi baskilanmis Lewis sicanlarda stresle
siddetli
gozlenmistir (14). Stresle iligkili kortisoliin midede {iilser
(16).
olusan
etki

olusturmast ile iligkilendirilmistir (17). Stresle iliskili olusan

bagirsak inflamasyonunun daha

olusumunu o©nleyebildigi de isaret edilmistir

Kortisolim bu koruyucu etkisi baslangicta

inflamasyona karst ikincil anti-inflamatuvar
mide inflamasyonunda kortisoliin iki yonlii etkinligi
nedeniyle akut ve kronik siirecte mide inflamasyonu

lizerine etkisi net bilinmemektedir.

Yaghlarin yetersizlikleri, magduriyetleri ve bakima
mubhtag olmalari nedeniyle psikososyal strese maruz kalma
olasiliklarmnin ytiiksek oldugu bildirilmistir (9). Yaslhlarda
HPA aks1 bozulmus oldugundan ve yaslilarda strese kars1
Kortisol yamtlar1 ¢ok degisken oldugundan, stres ve
kortisol ile iligkili organ etkilenmeleri arastirilmas: gereken
Yaglilarda

artislarinin bazi saglik sorunlarina yol agabilecegi isaret

konulardandir. stres karsisinda  kortisol
edilmistir (9, 18). Bu nedenle yaslhlarda akut ve kronik
stresin kortisol diizeylerine etkisi ve kortisoliin periferik
organlardaki etkisinin onemlidir.
Yiiksek kortisol

inflamatuvar ya da anti-inflamatuvar etkisi olabilir.

degerlendirilmesi

diizeylerinin inflamasyon agisindan

Calismanin amaci yash disi sicanlarda akut ve kronik
stresin kortisol diizeyleri ve mide inflamasyon belirtecleri

tizerine etkisini degerlendirmektir.
GEREC VE YONTEM

Calismada 300-350 gr agirliginda, 24-30 aylik eriskin
disi Sprague-Dawley siganlar (n=18) kullanild1. Incelemeler
i¢in siganlar kontrol (n=6), akut stres (n=6), kronik stres
(n=6) olmak fiizere ii¢ grupta randomize edildi. Tim
siganlar 23+2 °C oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik periyodunda, standart pellet yemlerine ve suya
serbestge erigebildikleri sartlarda bulunduruldu. Deneysel
prosediirler kurumsal etik kurul tarafindan onayland:
(Onay No: 14.08.2018-47/2018).

bakimi ve deney prosediirleri ‘Guide for the Care and Use

Deney hayvanlarinin

of Laboratory Animals’ kilavuzuna uygun olarak ¢alisma

ekibi tarafindan gerceklestirildi. Stres deneyleri bitiminde
siganlara CO: inhalasyon anestezisi altinda torakotomi
uyguland: ve kardiyak sag ventrikiilden enjektorle (21
Gauge-10 ml) aspirasyon yoluyla kan ornekleri alindi.
edildikten sonra

Dekapitasyonla o6tenazi laporotomi

yapildi ve midenin doku oOrnekleri korpus-pilor
bileskesinden alindi. Serumlar ve doku ornekleri -80 °C’de

Ol¢timlere kadar saklandi.
Stres uygulamasi

Sicanlarda akut ve kronik stres, hareket kisitlamasi
saglayan restraint aparat1 kullarularak 7-21 ardisik giinde
(19).

siganlarda emosyonel ve otonomik stres cevaplarin

olusturulabilmektedir Restraint uygulamasin
uyardig bildirilmistir (20). Aparat hayvanin nefes almasin
saglayacak delikler iceren ve tiim hareketini kisitlayan
plastik seffaf silindirik tiip seklindedir. Bu ¢alismada akut
stres grubunda 60 dakika restraint stresi uygulandi ve
kronik stres grubunda 14 giin siireyle giinde 60 dakika
Akut

gruplarindaki sicanlar restraint aparatindan ayrildiktan

restraint stresi tekrarlandi. ve kronik stres
hemen sonra sakrifikasyona alindi. Kontrol grubunda stres

uygulamasi yapilmadi.
Biyokimyasal Degerlendirmeler

Dondurulmus mide dokusu Ornekleri, celik
boncuklar ile pH: 7.4'te, 10 hacim PBS kullarlarak, Biospec
Mini-Beadbeater-16 ABD)
cihazinda homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra
homojenatlar 15 dakika siireyle 5000 g devir hizinda 4 °C'de
tim ELISA
Absorbans  degisiklikleri,

(BioSpec  Products Inc.,

santrifijlendi. ~Siipernatanlar1 alinarak
igin  kullanildi.
microplate okuyucuda (ELx800, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VI, ABD), ELISA kitleri i¢in 450 nm'de ve

protein analiz kiti i¢in 560 nm'de 6lciildii.

Ol¢timleri

Mide dokularinda TNF-a ve
diizeylerinin Olgiimii rat spesifik ELISA Kkitleri ile, kit

IL-10 protein

protokollerine uygun olarak yapildi. Rat spesifik TNF-a
kiti (Elabscience®, USA; Katalog Numaras:: E-EL-R0019),
rat spesifik IL-10 kiti ( Bioassay Technology Laboratory,
Shanghai, China; Katalog Numarasi: E0108Ra) ve protein
Ol¢imlerinde Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein
Assay kit (Thermo Fisher Scientificc USA; Katalog
23227) kullaruld1.

Numarasi: Serumda kortikosteron
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Olglimlerinde rat spesifik Kortikosteron ELISA kiti

(Bioassay Technology Laboratory, China;

Katalog No: E0496Ra) kullarulda.

Shanghai,

Istatistik

Istatistiksel analizler SPSS 24 (IBM, Tiirkiye)
Tkiden
karsilastirilmasinda One Way Anova testi, ikili alt
Tukey
uygulandi. Kortisol diizeyleri ve inflamatuvar belirtegler

programinda yapild. fazla grubun

gruplarin  karsilastirmasinda  post-hoc testi
arasindaki iliskiyi belirlemek igin Pearson korelasyon
analizi uygulandi,p<0,05 degerler anlamli kabul edildi.

Veriler ortalama + standart sapma olarak gosterildi.
BULGULAR

Biyokimyasal degerlendirmelerde istatistik fark
saptanan Ol¢iim sonuglar: tabloda Ozetlenmistir. Serum
kortikosteron diizeyleri agisindan 3 grup arasinda belirgin
bir fark saptand (p=0,014, sekil 1). Kortikosteron diizeyleri
akut stres grubunda kontrol grubuna gore belirgin artmig
(akut grupta 2,98+0,60 ng/mL ve kontrol grubunda
2,14+0,58 ng/mL; p=0,034) ve kronik stres grubunda akut
stres grubuna gore belirgin azalmis bulundu (kronik
grupta 2,06+0,33 ng/mL; p=0,021, Sekil 1). Kronik grup ve
kontrol grubu arasinda belirgin fark yoktu.

Doku TNF-a diizeyleri agisindan 3 grup arasinda
belirgin bir fark saptand: (p=0,001, Sekil 2). Akut grupta
kontrol grubuna gore TNF-a diizeyleri belirgin artmis
(sirasiyla 1539,51+124,66 pg/mg ve 965,20+242,48 pg/mg;
p=0,0003) ve kronik grupta kontrol grubuna gore belirgin
artmis (kronik grupta 1308,81+203,07 pg/mg ve akut grupta
965,20+242,48 pg/mg; p=0,022) bulundu. Akut ve kronik
grup arasinda TNF-a diizeyleri agisindan fark saptanmadi.

Serum Kortikosteron Diizeyleri
vk

3,5

3 Lt *

ng/mL

kontrol akut stres  kronik stres

Sekil 1. Serum Kortikosteron Diizeyleri. Akut stres
grubunda hem kontrol hem de kronik stres grubuna gore
serum kortikosteron diizeyleri belirgin yiiksektir (sirasiyla
7igin p=0,034,* igin p=0,021)

Mide TNF-a Diizeyleri
1800 v
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kontrol akut stres  kronik stres

Sekil 2. Mide TNF-a Diizeyleri: Hem akut stres grubunda
hem de kronik stres grubunda kontrol grubuna gore TNF-
«a diizeyleri belirgin yiiksektir (sirasiyla ¥ igin p=0,0003, *
igin p=0,022)
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Mide dokularinda IL-10 diizeyleri agisindan gruplar

arasinda belirgin bir fark saptanmadi (Sekil 3). 4 Mide IL-10 Duzeylerl

Kortikosteron diizeyleri ile TNF-a diizeyleri 3,5
arasinda kontrol ve akut stres gruplarinda giiclii pozitif 3
korelasyon saptandi (r=0,752, p=0,005, Sekil 4). Kronik stres .g -
grubunda TNF-a diizeyleri ve kortikosteron diizeyleri § 25
arasinda anlamli iliski saptanmadi. Kortikosteron S'D 2
diizeyleri ve IL-10 diizeyleri arasinda anlamh bir iligki é 1,5
saptanmadi. e 1 4

0,5
0 x

kontrol akut stres  kronik stres

Sekil 3. Mide IL-10 Diizeyleri: Gruplar arasinda IL-10
diizeyleri agisindan fark izlenmedi.
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Sekil 4: Akut stres ve Kontrol Gruplarinda Serum Kortikosteron ve Mide TNF-a {ligkisi: Serum Kortikosteron diizeyleri
ile mide TNF-a diizeyleri arasinda giiglii pozitif korelasyon izlendi (r=0,752, p=0,005).
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TARTISMA

Kemirgenlerde kortisol yamitlarimi kortikosteron
hormonu olusturmaktadir (7). Calismamizda kullanilan

restraint diizenegi ile akut streste kortikosteron
diizeylerinin artisiyla belirlenen stres siireglerinin
tetiklendigini gordiik. Ancak akut streste yliksek

kortikosteron yanitinin yanu sira siganlara 14 giin siireyle 60
dakika restraint stresinin tekrarlanmasinda Kortikosteron
diizeylerinin kontrol grubuna gore degismedigi, hatta
azalmaya egilim gosterdigi goriilmistir. Yapilan bir
calismada akut strese yasli sicanlarin genglere benzer
kortikosteron yanit1 gosterdigi ancak kronik streste
yaslilarin kortikosteron

yanitlarmin artmadig1

kaydedilmistir (21). Son yillarda yaymnlanan diger bir
yasl
diizeylerinin genglere gore daha ytiiksek oldugu ancak stres

c¢alismada da sicanlarin  bazal kortikosteron

kargisinda yeterli kortikosteron tretemedikleri,
glukokortikoidlerin tekrar kazamlmasinin geciktigi ortaya
koyulmustur (22). Stresin ¢ok uzun siirmesi bobrek iistii
bezinin hormon salgisinda yetersizlik olusturmus olabilir.
Bu durumda ACTH diizeyleri yiiksek olsa da kortikosteron
salgisinda artis olusmayacaktir. Bizim bulgularimiz uzun
siireli stres karsisinda kortikosteron replasmaninin
olusmadigini ve stres cevabinin akut strese gore diisiik
oldugunu desteklemektedir.

midenin

Stresle iligkili hedef

inflamasyon degisiklikleri {izerine yaptigimiz incelemede

organlardan

hem akut hem de kronik stres etkisi ile TNF-a diizeylerinde
artis olustugunu saptadik. Bu artis akut stresde daha
belirgindi ve kronik streste akut strese gore TNF-a
diizeylerinde azalma egilimi gordiik. Stres ve HPA aks1
Niikleer Faktor (NF-xB)
ekspresyonunun  baskilandigt (23). Bu

inflamatuvar

tetiklenmesiyle Kappa B
bildirilmistir

transkripsiyon faktoriiniin baskilanmasi
sitokin ekspresyonunu diisiiriir. Giiglii anti-inflamatuvar
olarak bilinen kortisoliin direkt inflamatuvar sitokin TNE-
o1 baskilama, IL-10"u indiikleme etkisi de vardir (24). Biz
stres ve kortikosteronun akut ve kronik stres grubunda
TNF-a ekspresyonunu baskilayicr etkisini gozlemlemedik.
Glukokortikoidlerin reseptorlerine baglandiktan sonra
faktorleri tizerinden

hiicrede transkripsiyon

proinflamatuvar genleri baskilamalarmun yani sira

DEU Tip Derg 2019;33(3): 201-9
JDEU Med 2019;33(3): 201-9

glukokortikoid kinazlarla

inflamatuvar sinyal yolaklar1 iizerinden cift yonlii etki

reseptorlerin etkileserek
gosterebildikleri rapor edilmistir (25, 26). Kortisoliin stres
karsisinda immun sistemi stres olusturan etkene karsi
hazirlamak tizere akut sathada inflamasyonu tetikledigi ve
ardindan homeostazisi saglamak iizere inflamasyonu
baskiladig1 6ne siiriilmiistiir (27). Bizim arastirmamizda da
kortikosteronun akut etkisinin inflamasyonu tetikleyen
yonde oldugu ve kortikosteron artiglari ile TNF-a artiglari
arasinda giiclii iliski oldugu ortaya koyulmustur. TNF-
o’nin stres iligkili tetiklenmesinde kortikosteron diginda
Adrenalin ve Noradrenalinin cAMP aktivasyonu ile
inflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonlarim uyarmalari
da etkili olmus olabilir ancak bu degisimler bu ¢alismada
aragtirilmamiugtir (28). Gastrointestinal sistemin immun
homeostazinda 6nemli rolii olan anti-inflamatuvar sitokin
IL-10 ekspresyonunda ise akut ve kronik stres iligkili bir
degisiklik calismamizda saptanmamustir (29).

Kronik stres uygulanan siganlarda kortikosteron
diizeyleri akut doneme gore azalirken TNF-a diizeyleri
yiiksekti. Kronik stres grubunun kortikosteron diizeyleri
ile TNF-a diizeyleri arasinda bir korelasyon saptanmamasi
TNF-a'nin yiiksek diizeylerinde kortikosteron dis1 etkilerin
baskin oldugunu diisiindiirdii. Kronik streste inflamatuvar
sitokin diizeylerinin kendi kendilerini negatif-feed back
mekanizmalarla baskilayabildikleri belirtilmektedir (30).
Kronik streste daha uzun siireli NF-xB inhibisyonu ve
inflamatuvar sitokinlerin kendi ekspresyonlarina negatif
feed-back etkileri tizerinden TNF-a diizeylerinde diisme
egilimi olusmus olabilir. Deneysel hayvan modelinde
kronik stresle iligkili gastrik asiditenin akut strestekine gore
baskilandig1 ve kronik streste mide i¢in koruyucu anabolik
etkileri olan Gherelin ekpresyonunun arttigi, kronik streste
midenin akut strese gore giiclendigi kaydedilmistir (31, 32).
Bizim calismamizda da stresin uzun siire tekrarlayan
sitokinler

agisindan artan bir inflamasyon cevabi saptanmadi. Bu

uygulamasinda inceledigimiz inflamatuvar

calismanin sonuglariyla tekrarlayan stres karsisinda
midenin bir Ol¢iide adaptasyon gelistirdigi sdylenebilir
ancak kronik streste midenin giiclendigini isaret eden anti-
etkinlik

deneklerin yash popiilasyon olmasiyla ve stres uygulanma

inflamatuvar  bir saptamadik. Bu durum
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siiresinin anti-inflamatuvar etkilerin ortaya ¢ikmasi igin

yetersiz olmasiyla iliskili olabilir.

Anksiyete bozukluklarinin kadinlarda erkeklerden
daha sik goriildiigii rapor edildigi icin calismaya disi
siganlar dahil edilmistir (33). Ayrica yapilan ¢alismalarda
HPA aksu ile ilgili bozulmalarin ve kortisol degisimlerinin
kadin cinsiyette erkek cinsiyete gére daha belirgin oldugu
belirtilmektedir. HPA diizenleme
bozukluguyla iliskilendirilen kronik yorgunluk sendromu

mekanizmalarimin

gosteren kadinlarda kortisol diizeylerinin daha diisiik
oldugu, erkeklerde degismedigi kaydedilmistir (34). Sabah
olusan kortisol yarutlarmin premenapozal kadinlarda
erkeklerden daha giiglii oldugu kaydedilmistir (35). Bazal
diizeylere gore kortisol degisimlerinin geng erkeklerde
kadinlara gore daha belirginken yasl gruplarda kadinlarin
bazale gore daha yiiksek kortisol degisimleri gosterdigi
isaret edilmistir (36). Kortisol degisimlerinin mide
inflamasyonu iizerine etkisi degerlendirileceginden bu
degisimlerin daha belirgin gozlenebildigi disi cinsiyet bu
calismada segilmistir. Yasl disi sican stres modelinde akut
ve kronik streste kortisol degisimleri bu ¢alismada
saptanabildi ve kortisol ile TNF-a iligkisi gosterilebildi
ancak bu sonuglarin inflamasyonla iliskilendirilebilmesi ve
yasl popiilasyona genellenebilmesi i¢in her iki cinsiyetin
de dahil edildigi daha genis olgekli inflamasyon

bulgularimn arastirilmas: gereklidir.

Sonug olarak, calismamizda yasl disi siganlarin
mide dokusunda akut stres karsisinda proinflamatuvar
sitokin TNF-a sinyalinde artis ve tekrarlayan streste akut
strese gore bu sinyalde diisme egilimi goriilmiistiir. Ayica
midede stres iligkili kortisoliin akut dénemde immun
uyarict etkilerinin belirgin oldugu ve kronik stres
uyarisinda bu etkilesimin zayifladig1 sOylenebilir.
Yaglhlarda akut ve kronik stresin midede hasar olusturucu
etkiler olusturup olusturmadigr her iki cinsiyet icin de
kortisol, inflamatuvar yolaklar, adrenalin-noradrenalin ve
morfolojik  degisikliklerin de dahil

calismalarda aragtirilabilir.
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