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OZET

Giiven Aysegiil, Yenidogan Bebeklerde kordon kanmda vitamin D diizeyinin
diizenleyici T lenfositler iizerine etkisinin arastirilmasi, Baskent Universitesi Tip

Fakiiltesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Uzmanhk Tezi, 2009

Vitamin D kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda énemli rol oynayan, kemigin biiylimesi ve
devamlilif i¢in gerekli olan bir vitamindir. Son yillarda yapilan ¢alismalar vitamin D’nin
kemik metabolizmasi digindaki organlarin fonksiyonlarinda da etkili. oldugunu
gostermigtir. Vitamin D’nin in vivo ve in vitro immiin yanit lizerine etkileri de
bulunmustur. Diizenleyici T hiicreler (Regiilatér T hiicreler, Treg) efektor T hiicrelerinin
aktivasyonu diizenlerler. Boylece immun tolerans bozukluklart sonucu olugabilecek
otoimmun reaksiyonlar1 engeller. Yenidoganda ve erken bebeklikte goriilebilen atopik
egzema, inek sutli alerjisi gibi alerjik hastaliklarda ve mikroorganizmalara karsi
inflamatuar yanitin diizenlenmesinde Treglerin nemli rolii oldugu gdsterilmistir. Vitamin
D, dendritik hiicreleri, diizenleyici T hiicrelerin immun tolerans1 saglamas: i¢in uyarir;
diizenleyici T hiicrelerin, alerji, inflamatuar yanit ve otoimmiinitenin kontroliindeki islevini
yapmasint saglar. Bu c¢aligmada kord kanmindan 6lgiilen vitamin D diizeyinin bebegin
diizenleyici T hiicreleri tizerine etkisini aragtirmayt hedefledik. Calismaya gebelik haftasi
son adet tarihine gore 38 hafta ve lizerinde olan 101 bebek alind1. Kord kanmndan 25(OH)D
diizeyi ¢aligildi ve CD4, CD25 analizi yapildi. Agir vitamin D eksikligi olan [25(OH)D<12
ng/ml)] ve 25(OH)D>12 ng/ml olan grup arasinda, beyaz kiire sayilari, total lenfosit
ytizdesi, total lenfosit sayisi, T lenfosit yiizde ve sayisi, T helper yiizde ve sayisi, Treg
ylizde ve sayisi agisindan anlaml fark gozlenmedi. Caliymamizda vitamin D diizeyleri ile

olgtilen ve hesaplanan T hiicre subsetleri arasinda anlamli korelasyon da gosterilemedi.

Anahtar kelimeler: Vitamin D, duizenleyici T hiicre, kord kani, yenidogan
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ABSTRACT

Vitamin D plays a central role in calcium and phosphate homeostasis and its essential for
the proper development and maintanance of bone. Recent studies show that vitamin D is
effective for different tissue functions in addition to bone metabolism. Vitamin D has
immunomodulatory capacities in vivo and in vitro. Regulatory T cells (Treg) regulate
effector T cell functions in order to prevent the autoimmune reactions that can occur
because of immune tolerance impairment. In newborn and infancy, the important role of
Tregs on the allergic disease such as atopic dermatitis and cow’s milk allergy was
demonstrated. They have also fole to control inflammatory reactions against
microorganisms. Vitamin D induce dendritic cells (DC) in order to function treg’s
modulation of immune tolerance (in allergy, inflamatory response and autoimmunity). In
this study we aimed to study association of cord blood vitamin D levels and the regulatory
T cells. The study group comprised of 101 newborn whose gestational age was 38 weeks
or more. Cord 25(OH) D levels was measured and CD4, CD25 was analysed. Newborns
were divided into two groups according to the 25(OH) D levels (< 12 ng/ml and >12
ng/ml ).There were no difference in white blood cell, total lymphocyte count, T helper,
Treg cell percentage and number between two groups. There were also no corelations

between vitamin D levels and T cell subset number and percentages.

Keywords: Vitamin D, regulatory T cells, cord blood, newborn
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KISALTMALAR VE SIMGELER DIiZIiNi

APC, antijen sunan hiicre “antigen presenting cell”
CD, ayirim kiimesi “cluster of diferentiation”
CTL, sitolitik T lenfosit “cytolytic T lymphocyte”

CTLA, sitotoksik T lehfosit iligkili aﬁtijen—4 “cytotoxic T lymphocyte associated antigen-
439

DC, dendritik hiicre “dendritic cell”
EAE, deneysel otoimmiin ensefalomyelit “Experimental autoimmune encephalomyelitis”
FOXP3, Forkh@ad box-P3

GITR, Glukokortikoidle uyarilan tiimér nekroze edici faktor “Glucocorticoid induced

tumour necrosis factor” .
GM-CSF, Grantilosit makrofaj uyarici faktor “Granulocyte macrophage stimulating factor”
GVHD, Graft versus host hastaligi “Graft versus host disease”

HIV, Insan immiin yetmezlik viriisii “Human Immune Deficiency Viruse”

IBD, Inflamatuar barsak hastalig1 “Inflamatory bowel disease”

IFN, Interferon gamma “Interferon gamma”

Ig, Immiinglobiilin “Immunglobuline

IL, interlskin “Interleukine

IPV, Inaktif polio asis1 “Inactive polio vaccine”

KO, Knock out

MHC, Ana histokompobatibilite kompleks “Major histocompatibility complex”
NOD, Obez olmayan diabetik “Non obese diabetic”

NK, Dogal ldiiriicii “Natural killer”

TCR, T hiicre reseptdrii “T cell receptor”

TGF-B, Transformasyonu saglayan biiyiime faktorii beta “Transforming growth factor

beta”

TH, T yardime1 hiicre “T helper cell”

viil



TREG, Diizenleyici T hiicre “Regulatory T cell”
TSLP, Timik stromaya ait protein “Timic stromal protein”
VDR, Vitamin D reseptérii “Vitamin D receptor”

vdT, Gamma delta T hiicre “Gamma-delta T cell”
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YENIDOGAN BEBEKLERDE KORDON KANINDA VIiTAMIN D
DUZEYININ DUZENLEYICI T LENFOSITLER UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

1.GIRIS VE AMAC

Vitamin D kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda 6nemli rol oynayan, kemigin biiytimesi ve
devamliligi i¢in gerekli olan bir vitamindir (1). Vitamin D eksikliginde goriilen rikets iyi
tanimlanmig bir problemdir (2-4). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar vitamin D’nin

kemik metabolizmast disindaki organlarin fonksiyonlarinda da etkili oldugunu géstermistir

(D).

Vitamin D deride sentezlenir ve yiyeceklerle disaridan alinir. Hepatik hidroksilasyondan
sonra 25-hidroksivitamin D3, bobreklerde 1 ,25(OH)2D3 (calsitriol)’e hidroksile olur. Bu
aktive form hiicre gekirdeginde (gen upregiilasyonu) ve hiicre yiizeyinde (hizli yanit) etki
ederek 30°dan fazla organ ve dokuda 200°den fazla gen iizerinde etki gosterir. Birgok

dokuda calsitriol i¢in reseptér vardir (5-7).

Vitamin D’nin in vivo ve in vitro immiin yanit tizerine etkileri de bulunmustur (5-8).
Niikleer Vitamin D reseptorlerinin (VDR) makrofaj ve dendritik hiicre (DC) gibi antijen
sunan hiicrelerin (antigen presenting cell, APC) ve aktive T lenfositlerin tizerinde exprese

edildigi gosterilmistir (9).

Diizenleyici T Ahﬁcreler (Treg) efektor T hiicrelerinin aktivasyonu diizenlerler. Boylece
immun tolerans bozukluklar1 sonucu olusabilecek otoimmun reaksiyonlar1 engeller.
Allerjik yanitlar ve tip 1 diabet gibi otoimmiin hastaliklar, deneysel otoimmiin
ensefalomyelit (10-12), gastrit, kolit (13), glomerulonefrit, poliartrit (14), allograft
rejeksiyonu (15) ve GVHD (16-17) gibi hastaliklar Treg hiicrelerin yetersiz ¢alismasi ile
ilgilidir. Yenidoganda ve erken bebeklikte goriilebilen atopik egzema, inek siitii alerjisi
gibi alerjik hastaliklarda ve mikroorganizmalara kars1 inflamatuar yanitin diizenlenmesinde
Treg Snemli foh‘i oldugu gosterilmistir (18,19). Vitamin D [1,25 (OH),D;], DC’leri,
diizenleyici T lenfositlerin immun toleransi saglamasi i¢in uyarir; diizenleyici T

lenfositlerin alerji, inflamatuar yanit ve otoimmiinitenin kontroliindeki iglevini yapmasini
saglar (20).



Vitamin D eksikligi gebeler ve yenidoganlarda siktir. Vitamin D eksikliginin hayvan ve
erigkin ¢aligmalarinda Treg fonksiyonlarini azalttigr gosterilmistir. Vitamin D diizeyinin
yenidoganin Treg hiicresi iizerine etkisi ise galisilmamistir. Bu ¢alismada kord kanindan

Olgiilen vitamin D diizeyinin bebegin diizenleyici T hiicreleri iizerine etkisini arastirmayi
hedefledik.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.Vitamin D Metabolizmasi

Vitamin D’nin insanlarda iki sekli bulunur. Bunlar; vitamin D; (kolekalsiferol) ve vitamin
D2 (ergokalsiferol) diir. Vitamin Ds deride giines 1smlar ile 7-dehidrokolesterolden elde
edilir ve gereksinimin %90-95’ini kargilar. 7-dehidrokolesterol 290-315 dalga boyundaki
ultraviole B glines 1gmlar1 ile previtamin Dj’e doniistiiriiliir. Previtamin Ds’den
izomerizasyon- ile vitamin Ds olusur. Giinlik vitamin D {retiminin plato diizeyine,
ultraviole B radyasyonuna 30 dk kargilagma sonrasi ulasilabilir (21). Deride vitamin D
sentezi, ultraviolet B enerjisinin miktarina (enlem, mevsim, giiniin saati), giinesle temas

eden cilt yiizey mlktarma kar$11a§ma sliresine, cilt tlpme gore degisir (22,23).

Vitamin D3 digardan diyetle 6zellikle yagli baliklarla da alinabilir. Diger diyet kaynaklar:
ise yumurta ve D vitamini ile giiglendirilmis besinlerdir (siit vb.). Ozellikle yiiksek risk
grubunda, sadece diyetle, vitamin D’nin giinliik alinmasi gereken miktarma ulagmak
miimkiin degildir (23). Vitamin D, ise bitkilerin giines 1inlar ile karsilasmast sonucu

olusur (8).

Gtines 1s1nlar ile deride sentez edilen ve besinlerle alinan D, ve Ds vitaminleri karacigerde
25-hidroksi D, ve 25-hidroksi D3’ye cevrilir. Karacigerde sentez edilen 25(0OH),Ds3, D
vitamini baglayan proteine (DBP) baglanarak bobrek dokusuna tasmr, burada 1-alfa-
hidroksilaz enzimi ile aktif D vitamini hormonu- olan 1,25-dihidr6ksivitamin D’ye
(kalsitriol) dontistiirtiliir. Renal kalsitriol sentezi homeostatik olarak PTH tarafindan, PTH
sentezi de serum Ca ve fosfor tarafindan regiile edilir. Eger 1,25-dihidroksivitamin D
yeterli ise 25(OH),D3’nin bir kismi renal 24-hidroksilaz ile 24,25~ dihidroksivitamin D’ye
doniistiirtiliir. Bu daha az aktiftir ve metabolize edilir (21,8) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Vitamin D kziynaklarl, metabolizmasi ve etkileri

Hiicrelere tagman 1,25-dihidroksi vitamin D, niikleer reseptor siiperailesinin fiyesi olan
VDR’ye baglanir. VDR’lerin 200°den fazla dokuda var oldugu bilinmektedir. Bunlar,
bagirsak hiicreleri, kas hiicreleri, osteoblastlar, distal renal hiicreler, paratiroid hiicreler, ‘
pankreas adacik hiicreleri, epidermal hiicreler, dolasimdaki monositler, transforme B
hiicreler, aktive T hiicreler, néronlar, plasenta, deri fibroblastlari, kondrositler, kolon
enterositleri, karaciger hiicreleri, prostat hiicreleri, over hiicreleri, deri keratinositleri,

endokrin hiicreler, hipofiz hiicreler, aortik endotelial hiicreler vb. dir (5-7).
2.2. Vitamin D’nin Kemik Metabolizmasi Uzerine Etkisi

3 temel etkisi mevcuttur;

1. D vitamini bagirsaktan kalsiyum ve fosfor emilimini artirir.

2. Kemik dokusu tizerine etki ederek kalsiyum mobilizasyonunu artirir. Bunun igin PTH ile
birlikte hareket eder.

3. Bobreklerden de kalsiyum emilimini artirir (8).



2.3. Vitamin D Diizeyinin Degerlendirilmesi

Dolagimdaki 25(OH)D’nin diizeyleri, epidermisin maruz kaldig1 giines 15181 miktarini ve
diyetle alinan vitamin miktarinin yakin gostergesidir. Serum 25(OH)D diizeyi, vitamin D
eksikligini, yetersizligini, hipovitaminozisi, toksisiteyi tanimlamada en iyi belirtectir, doku
vitamin durumunu gosteren en iyi gostergedir (24). Paratiroid hormonu uyaran 25(OH)D
diizeyi 25 ng/ml’dir (25). Literatiirde agir vitamin D eksikligini gdsteren 25(OH)D

konsantrasyonlari ise <10-12 ng/ml’dir (26).
2.4.Vitamin D Eksikligi

Nutrisyonel veya vitamin D eksikliginde goriilen rikets, 20. yiizyilin baslarinda Asya,
Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupanin bir¢ok alaninda infant ve adolesanlarda epidemikti.
Yaklagik 80 yil once vitamin D’nin izole edilmesi ve vitamin D3 eksikliginde goriilen

riketsin tedavisinde ultraviolenin kesfinden sonra riketsin tedavisi ve onlenmesi miimkiin
olabildi (27).

Riketsin en sik pik yaptigi yas 3-18 aydir. Bu yasta sik goriilmesinin altinda yatan
faktorler, vitamin D destegi yapilmadan sadece uzamig anne siitii ile beslenme, maternal
vitamin D eksikligi, yanlis beslenme aligkanliklari, iliman iklimlerde yasama, giines

1s1nlarina maruziyet eksikligi, siyah koyu cilt rengine sahip olmadir (2,3).

Kuveyt’te yépllan bir ¢alismada Molla ve ark. dogum sirasinda annede 10 ng/ml’nin,
bebekte 11 ng/ml’nin altin1 eksiklik olarak kabul edip annelerin % 40’inda, yenidoganlarin
% 60’mda vitamin D eksikligi saptamig, anne ve bebeklerin vitamin D diizeyleri yiiksek
oranda korele bulmustur (28). Tirkiye’de Alagol ve ark. premenopozal kadinlarda
yaptiklari bir ¢alismada, vitamin D diizeylerini modern giyinenlerin %44’tinde, Islami

inaniglarina gore giyinenlerin hepsinde diisiik olarak bulmﬁglardlr ).
Amerikan Pediatri Akademisi en son 2003 yilinda yayinladig1 guideline’a gore;

1. Glinde en az 500 cc vitamin D ile gii¢clendirilmis formula veya siit almayan, tiim anne

stitii alan siit ¢ocuklaria

2. Glinde 500 cc’den daha az vitamin D ile giigclendirilmis formula veya siit alan, anne siitii

almayan tiim siit cocuklarina



3. Giinde 500 cc’den daha az vitamin D ile giiglendirilmis siit alan, diizenli giines 1511
almayan veya en az glinliik 200 [U multivitamin destegi almayan ¢ocuk ve adolesanlara

glinliik 200 IU vitamin D suplementasyonunu 6nermektedir (29).
2.5. Vitamin D’nin Kemik Metabolizmasi1 Disindaki Etkileri

Bagirsak, bobrekler ve kemik dokusu vitamin D metabolizmasmim yer aldigi esas
organlardlr. D vitaminin parakrin ve otokrin etkileri vardir. 1970°li yillarda radyoaktif |
isaretlenmis kalsitrioliin pek ¢ok dokuda lokalizasyonunun gosterilmesi ile takibinde

bir¢ok hastalikla iligkisi olabilecegi gésterilmistir (30,31).
2.5.1. Vitamin D ve kanser

Vitamin D hiicre biiylimesini diizenleyen en etkili hormonlardan biridir. 1,25(0OH),D;
hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve hiicrelerin farklilagmasini - hizlandirir, bazi
calismalarda anjiogenezisi inhibe ettigi, kanser hiicrelerinin apoptozisini artirdig
gosterilmistir. Fazla glines 1s1§ina maruziyetin prostat, meme ve kalin bagirsak
kanserlerinden 6liim oranini azalttigi yoniinde kanitlar mevcuttur (32). Garland ve ark.
25620 kisiden olusan kohort ¢aligmalarinda, 25(OH), diizeyleri 65-100 nmol /It araliginda
olanlarda, daha disiik diizeylerde olanlara gore kolorektal kanser insidansimi diisiik

bulmuslardir (33).
2.5.2. Vitamin D ve tiiberkiiloz

1940’larda vitamin D tiiberkiiloz tedavisinde enfeksiyonlara direnci artirdigr diigtiniildiigii
i¢in kullanilmistir (34). Daha sonra Vitamin D’nin aktif formunun in vitro olarak lenfosit
ve monositlerin proliferasyonunu, diferansiasyonunu ve immiin fonksiyonu diizenledigi

gorilmiistiir (35).

Serum 25(OH),Dj3 diizeyi saglikli kontrol grubuna gore tiiberkiilozlu hastalarda daha diisiik
bulunmustur (36). Ayrica, vitamin D, tiiberkiilozlu hastalarda graniilomatdz alanlarda

extrarenal sentezlenir ve makrofajlar aracili mikobakterilerin ortadan kaldirilmasini saglar
(37).



2.5.3. Vitamin D ve Tip 1 diabet

Hayvan modellerinde hastalik 6ncesi verilen vitamin D’nin tip 1 diabet gelisimini &nledigi
gosterilmigtir (38). Pozzilli P ve ark. Italyada yaptiklari bir galismada yeni tami tip 1
diabetik hastalarda ortalama 25(OH),Ds ve 1,25(0OH),D; diizeylerini kontrol grubuna gére

anlaml1 olarak diigiik bulmuglardir (39).
2.5.4.Vitamin D ve transplantasyon

Cantorna, 1,25~dihidr0ksi vitamin D ve analoglarmin farelerde, kalp greft modellerinde
diger immiinsiipresif ajanlarm yol agtigi gibi kemik kaybi ve firsatci enfeksiyonlara yol

agmaksizin greft yasamini uzattigini géstermistir (40).
2.5.5.Vitamin D ve kardiyovaskiiler hastaliklar

Aterosklerozun sistemik inflamatuvar bir hastalik oldugu kabul gormektedir. Hayvan
caligmalari, IL-6’nin aterosklerozu artirdigini gdstermistir (41). Calsitriol, IL-6 ve TNF-o,
sekresyonunu in vitro olarak baskllayabilir (42). Ayﬁca epidemiyolojik ¢aligmalarda,
myokardial infarktiis ile plasma 25-hidroksi vitamin D3 diizeyleri arasinda ters oranti

oldugu gosterilmistir (43).
2.5.6.Vitamin D ve diger hastaliklar

Vitamin D’nin yukardaki hastaliklarin gelisimi {izerine etkileri yaminda diger bazi
otoimmiin hastaliklarin gelisimi ile de ilgisi olabilecegi éne siiriilmektedir. iImmiin islev
bozuklugunun 6n planda oldugu bu hastaliklar romatoid artrit, inflamatuvar barsak
hastaligi, sistemik lupus eritematozus, osteoartrit ve periodontal hastaliktir. Bununla
birlikte bu konularda yapilan ¢alismalarin ¢ogu epidemiyolojik ve hayvan modellerinde

yapilan ¢aligmalar olup insanlar i¢in etkisi net olarak bilinmemektedir.

Merlino yaklagik 30.000 kadmi 11 yil boyunca izlemis ve giinlik vitamin D alimi 200
IU’den az olan kadinlarda romatoid artrit geligme riskinin almayanlara gére %33 oraninda

daha fazla oldugunu géstermistir (44).

Cantorna hayvan modellerinde 1,25(OH),D; desteginin inflamatuvar barsak hastaligi

bulgularini hafiflettigini gostermistir (45).



Ivanov yaptig1 ¢alismada IPV’nin (inaktif polio vaccine) li¢ serotipi ile agiladig: farelerde
as1 ile birlikte verilen 1,25(OH),D3; ( 0.1 mg) vitamin desteginin serotip 2 ve 3’de serum
IgG, serotip 1’de tiikriik IgA diizeyinde ve her {ic serotip igin nétralize antikor
diizeylerinde dramatik artis yaptigini gostermis ve asilamada adjuvan olarak D vitamininin

kullanilabilecegini bildirmistir (46).
2.6. 1,25(OH),D3’iin in vitro immiinomodiilatuar etkileri

2.6.1. Vitamin D’nin APC (Monosit, makrofaj ve dendritik hiicreler)

iizerindeki etkileri

Mikroplarin viicuda giris yerleri yani deri, gastrointestinal sistem ve solunum sistemi,
epitel igine yerlesmis ve antijenleri yakalayip periferik lenfoid dokulara tasiyan 6zgiil
hiicrelerle doselidir. Antijen yakalama islevleri, en iyi dendrit benzeri ¢ikintilar1 nedeniyle,

dendritik hiicreler ad1 verilen hiicrelerde tanimlanmustir (47).

Dedritik hiicreler, periferik kanda % 0,1°den daha az oranda bulunurlar. Antijenleri
yakalayip T hiicrelerine sunarak primer immiin cevaplarin olugmasinda etkindirler (48).
1,25(OH),D3; VDR —bagimli bir mekaniﬁnayla dendritik hiicre matiirasyonunu inhibe eder.
In vitro olarak prekiirsérlerden DC farklililasmast 1,25(0H),Ds ile inhibe olur. DC’lerin -
APC fonksiyonu 1,25(OH)2D§ ile azalir. Ayrica 1,25(OH),D; ile MHC klas-2’nin,
kostimilatuvar molekiillerin (CD86, CD40,CD80 gibi) ve diger matiirasyonla indiiklenen
CD1a ve CD83 gibi proteinlerin yiizey expresyonu in vivo ve in vitro matiirasyon sirasinda

anlamli olarak azalir (49,50).

Monosit ve daha etkin olarak makrofajlar, immiin regulasyonda antijenik uyariyi, antijen
sunan hiicre (APC) olarak T hiicrelerine sunarak immiin cevabin olusmasini saglarlar (51).
1,25(0OH),D3 ye maruz kalan monositlerin anlamli olarak major MHC class 2 expresyonu
ve T hiicre uyarma kapasiteleri azalir. Ayrica bu monositlerin ylizeyinde exprese edilen ve
T hiicre aktivasyonu igin asil gerekli olan kostimulator reseptorlerin expresyonunu
1,25(OH),D3 inhibe eder (53). Bu inhibisyona zit olarak ise monosit ve makrofajlarin,
1,25(OH),D3 ye maruziyet sonrasi, timor hiicre sitotoksitesi ve mikobakteriel aktivite i¢in

gerekli olan kemotaktik ve fagositik kapasiteleri artar (52).

1,25(0OH);D3’den APC’ler tarafindan sekrete edilen ve T lenfositlerin aktivasyonu i¢in

gerekli olan sitokinlerin sentezi de etkilenir. IL-12, immiin sistemin hangi yone aktive



olacagini belirleyen major sitokindir. 1,25(OH),Ds ile IL-12 sekresyonu, DC ve diger
APC’ler de inhibe olur. IL-12, CD4+THI1 lenfositlerin gelisimini uyarirken, CD4+TH2
lenfositlerin gelisimini ise inhibe eder, béylece in vivo ve in vitro olarak immiin kaskad
dontistimi TH1 den TH2 yoniine gergeklesir. DC’ler tarafindan exprese edilen ve IL-12 ye
zit olarak etki gosteren bir immiinstipresif sitokin olan IL-10 sentezi, 1,25(OH),Dj ile artar
(49,50). Kisaca 1,25(0OH),D3, DC —bagimli T hiicre aktivasyonunu inhibe eder.

2.6.2. Vitamin D’nin T lenfositler iizerindeki etkileri

Lenfositler | antijenlere 6zgilil reseptorler tasiyan tek hiicre grubudur yani edinsel
immiiniteyi diizenleyen anahtar hiicrelerdir. Giiniimiizde bu hiicreler, monoklonal antikor
panelleri ile tanmabilen yiizey proteinleri aracilif1 ile birbirlerinden ayirt edilmektedir. Bu
proteinlerin standart siniflamast “CD” (ayirim kﬁmesi‘, “cluster of differentétion”j say1séll
tanimlamasidir, bunlar belli bir hiicre tipi veya hiicre bagkalagim evresini tanimlamak i¢in

kullanilirlar ve bir antikor kiimesi veya grubu tarafindan taninurlar (47).

Lenfositler; B lenfositler, yardimer T lenfositleri, sitolitik T lenfositleri (CTL), dogal
oldurticti hiicreler (NK) olarak alt gruplara ayrilir (47) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Lenfosit alt gruplari

B lenfositleri, antikor iiretebilen tek hiicre grubudur, yani bunlar humoral bagisiklig
diizenleyen hiicrelerdir. T hiicreleri ise hiicresel immiinitenin hiicreleridir. T hiicrelerinin
antijen reseptorleri, yalmizca peptid yapili antijenleri tanir; bu peptidler major
histokompabilite antijenleri (MHC) adi verilen 6zel peptid sunan molekiillere bagh
_ durumdadirlar. Bu molekiiller antijen sunan hiicreler (APC) ad1 verilen bir grup 6zellesmis
hticrelerde bulunurlar. T lenfositler arasinda CD4+ T hiicrelerine yardimei T hiicreleri adi
verilmektedir, ¢linkii bu hiicreler antikor yapimi igin B lenfositlerine ve yutulmus
mikroplarin yikimi igin fagositlere yardim ederler. CD8+ hiicreler ise sitotoksik veya
sitolitik T lenfositleri (CTL) olarak adlandirilirlar, ¢iinkii bu hiicreler hiicre i¢i mikroplart

tastyan hiicreleri 6ldiiriirler, diger hiicreleri lizise ugratirlar.
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Ucgtincii bir stif lenfosit ise dogal §ldiiriicii (natural killer-NK) hiicreler olarak bilinitler,
bu hiicreler dogal immiinitenin bir pargasidir, B ve T hiicrelerinde bulunan antijen

reseptorlerine sahip degildirler.

Tim lenfositler kemik iligindeki kok hiicrelerden geligir. B lenfositleri kemik ilifinde
olgunlagirken, 7T lenfositleri timusta olgunlagirlar. Olgun lenfositler, yiizeylerinde
tasidiklar1 6zgiil reseptorii tantyan antijen ile karsilastiklarinda dolagima geger ve periferik
lenfoid organa go¢ ederler. Antijenle karsilasmamis olgun B veya T lenfositine naif
lenfosit denir.rNaif lenfositler, mikrobiyal antijenleri tanimalart ve ayni zamanda mikrobun
uyardlglrek (ikincil) tehlike uyarilarini da algiladiklart zaman, antijene 6zgiil lenfositler
cogalir, efektor hiicrelere ve bellek hiicrelerine doniigtirler. Naif lenfositler antijenler i¢in
reseptor tagimalarina ragmen antijeni ortadan kaldiracak islevleri yapamazlar. Hiicrelerin
efektor hiicrelere ve bellek hiicrelere dontismeleri, antijen tanimasiyla baglar. B lenfosit
hiicre dizisinin efektor hiicresi, antikor salgilayan plazma hiicresidir. Efektér CD4+ T
hiicreleri de, B hiicreleri ve makrofajlari efektér% kilan, boylece bu hiicre dizilerinin
yardimer islerini diizenleyen sitokinleri {iretirler, efektor CD8+CTL hiicreleri enfekte

konak hiicrelerini 6ldiiren yetenege sahiptirler (47).

CD4+ yardimci T hiicreleri degisik sitokinleri tireterek farkli fonksiyonlara neden olan
efektor hiicre alt gruplarina farklilagabilirler. Bu alt gruplarmn en iyi tanimlanani TH1
hiicreleri ve TH2 hiicreleri (Tip 1 yardimer T hiicreleri ve Tip 2 yardimcr T hiicreleri)
olarak adland1r1lm1$t1f. THI1 hiicreleri tarafindan iireticlen en onemli sitokin interferon-
gama (IFN-y) dir ve viral enfeksiyonu inhibe eden sitokin olarak tanimlandig1 i¢in bu ad
verilmigtir. IFN-y, makrofajlarin giiglii bir aktivat6riidiir. Bu nedenle TH1 hiicreleri fagosit
aracili sindirimi ve mikroplarm ¢6ldiriilmesini uyaflr, bu nedenle hiicresel immiunitenin
anahtar tagidir. TH2 hiicreleri ise, IgE, antikor tiretimini stimiile eden IL-4 ile eozinofilleri
uyaran IL-5 tretirler. Bu nedenle TH2 hiicreleri 6zellikle helmintik parazitlere karsi etkili
eozinofil aracili, fagosit bagimsiz immuniteyi stimiile eder. 11.-4,10,13 gibi TH2 hiicreleri
tarafindan tiretilen sitokinlerin bazilari makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve TH1 aracili
immtniteyi baskilar. Bu nedenle bir mikroba kars1 hiicre aracili immiin yanitlarin etkisi bu

mikroba yanitta TH1 ve TH2 hiicrelerinin aktivasyonu arasindaki denge ile saglanabilir
(53).

1,25(OH),D5’nin vitro eklenmesiyle, antijen veya lectinle uyarilmig olan insan ve murine T

lenfosit proliferasyonu, sitokin sekresyonu ve hiicre donglistinin Gla’dan Glb’ye
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ilerlemesi inhibe olur. 1,25(OH),Ds’nin direk hedefi, IFN-y ve IL-2 gibi TH1 lenfositlerin
anahtar sitokinlerinin transkripsiyonudur. 1,25(OH),D3, IFN-y transkripsiyonunun
inhibisyonu ile T lenfositlere antijen sunumunu inhibe eder, ¢iinkii IFN-y transkripsiyonu
antijen sunumu igin en major pozitif feedback sinyaldir (54). IL-2 ise T lenfositler i¢in
otokrin bir biiytime faktoriidiir, 1,25(OH),D3, IL-2 sentezini inhibe ederek T lenfositlerin

aktivasyon ve proliferasyonunu onler (55).

CD4+TH1 lenfositler (IFN-y ve IL-2 sekresyonu ile) graft rejeksiyonunda ve otoimmiin
* hastaliklarda anahtar araci iken, TH2 lenfositlerin (IL-4,5,13 sentezi ile) daha diizenleyici
fonksiyonlarl vardir. TH1 sitokini olan IFN-y ve IL-2 sekresyonun 1,25(0OH),Ds ile
inhibisyonu sonucu indirek olarak CD4+T lenfositlerin polarizasyonu TH2 yoniine olur,
boylece otoimmiinite ve graft reddi azalir. 1,25(OH),D; ayrica TH2 tiiriinde sitokinlerin
tiretimini artirir. Boonstra ve ark. in vitro 1,25(0H),D; tedavisi ile TH2 sitokinlerinin
tiretimini, boylece IL-4,5,10 tretiminin arttifini gostermislerdir. IL-4’tin 1,25(OH),D3
iliskili upregiilasyonu ile in vivo olarak otoimmiinitede koruyucu rolii (}esteklenebilir (57).
Diger T lenfosit sitokinlerinin sentezi de 1,25(OH),Ds’den etkilenir. Enfeksiyona
inflamatuvar yanitta matiir granﬁlositleri ve makrofajlar1 aktive eden GM-CSF (granulosit-

makrofaj stimiile edici faktér) in vitro 1,25(0OH),D; tedavisi ile down -regiile olur (56).
2.6.3. Vitamin D’nin diizenleyici T lenfositler iizerindeki etkileri

Konagimn infeksiyonu kontrol etmesinde kullanilan efektér mekanizmalar, sitokin ve
kemokinlerin tiretimi, Iokositlerin inflamasyon alanma toplanmasi, T hiicre ve NK
hiicrelerin aktivasyonu sekindedir. Bu yamitlarin fazla doku yikimini ve otoimmiinitenin

gelismesini engellemek igin diizenli olarak kontrol edilmesi lazimdir (57)

1995 yilinda Sakaguchi ve ark. saglikli farede yasamin 3. giinii periferde ortaya ¢ikan, 2
hafta i¢inde toplam periferik CD4+ popiilasyonunun %5- 10’unu olusturan bir periferik
CD4+ T hiicre alt grubunu tariﬂedilgr. Bu CD4+T hiicreler IL-2R a-zinciri (CD25) exprese
ederler ve otoimmiin hastaliklarin gelisiminin kontrol edilmesinde kritik role sahiptirler
(57). Watanabe ve ark. insan timusundaki Hassall corpiiskiillerinin, dendritik hiicre iligkili
CD4+CD25+Tregiilatér (Treg, diizenleyici T hiicre) iiretiminde kritik bir role sahip
oldugunu gosterdiler. Hassall korpiiskiilleri timik stromal protein iiretir (TSLP). TSLP,
timik CD11c-pozitif dendritik hiicrelerin CD80 ve CD86 exprese etmesini saglar. Bu
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DC’ler boylece CD4+CDS8-CD25- timik T hiicrelerinin, CD4+CD25+Foxp3 (forkhead box

P3) Treg hiicrelerine gogalmasml ve farklihlagmasin saglayabilir hale gelir (58).

T hiicre cogalmast: T hicrelerinin 7

i A“‘,'ler_‘ taglr?jg  ve farklilagmas® - - efektor islevieri |
L 124 ;
; a5 Naif T
: ASH )-”v’}_\

hiicre

Normal yanit

Dogrudan temas e ||. T hiicre yanitlanmin
T hilore yantinin || sitokin aracil baskdan-
baskdanmast masi: IL-10, TGF-f
~

i

" Baskilama Lo g

. Dizenleyici
T hiicreleri

Timus

Sekil 2.3. Bagisiklik yanitimin T hiicreleri tarafindan baskilanmasi

Bu zamana kadar in vivo ve in vitro diizenleyici 6zeiligi olan, otoimmiin hastaliklarin
kontroliinde, allbtranspléntasyon tbleranémda, timore karsi ir‘nmﬁn.yamtla:‘rmda etkisi olan
¢esitli T hiicre popiilasyonu tanimlanmistir. Dogal ortaya ¢ikan diizenleyici T hiicreler
kemirgen ve insanlarda identiﬁye edilmistir ve adaptif immiin sistemin CD4+CD25+Foxp3
T hiicrelerinden ve innate inﬁmﬁn sistemin natural kiﬂer (NK)T hiicrelerinden olusur (59-
61). Dogal diizenleyici T hiicreleri yaninda in vivo ve in vitro miidahele ile T hiicreleri,
diizenleyici hale dontistiiriilebilir. Dendritic hiicrelerle tekrarlayici in vitro uyari ile veya
IL-10 ve TGF-B gibi baskilayict sitokinlerin varliginda diizenleyici T hiicreleri
indiiklenebilir. Diger diizenleyici 6zelligi olan hiicreler CD4+ olan Trl ve TH3 hiicreler
(62-64), CD8-+CD28-T hiicreler (65), ¢ift negatif CD3+CD4-CDS8- T hiicreler (66) ve y6T
(67) hiicreler seklinde in vivo ve in vitro ortamlarda gosterilmigtir. CD4+CD25+Foxp3 T
hiicreleri (TREG) in vitro olarak T cell receptor (TCR) uyarisina yanitsizdirlar, eksojen IL-

2, anti-CD28 monoklonal antikorlarin artan konsantrasyonlariyla veya mitojenler ile TCR
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stimiilasyonunun bypass edilmesiyle anerjik hallerinin istesinden gelinebilinir (49).
Poliklonal veya antigen spesifik TCR stimilasyonu ile Treg hiicreleri, IL-2’den
transkripsiyonunu inhibe ederek effektér CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin proliferasybnunu
ve sitokin Uretimini gliclii bir sekilde inhibe ederler (68-71) ayrica B hiicrelerinin de
¢ogalma ve antikor {iretimlerini inhibe ederler (72). In vitro TCR uyarist sonucu
gogalmaya direncli olan Tregler in vivo antijenik stimiilasyon sonucu aktif olarak
¢ogalirlar (73-74). In vivo olarak dogal olusan Tregler self- ve aaloantijenlere periferal
toleransin devamliliginda anahtar rol oynarlar (75-76}. CD4+CD25+ T hiicrelerinin
deplesyonu efektif timor immiinitésini indiikler (77-80), istilac1 mikroplara karsi immiin
yanit1 artirir, zararsiz ¢evre yapilarina karst alerjik yanitlari tetikler ve gébelik 51rasmdaki
fetomaternal toleranst kirar (81). Diger bir yanda Treg hiicrelerin bir¢ok T hiicre aracili
immin hastaliklart baskiladigi goriilmiistiir; alerjik yanitlar ve tip 1 diabet gibi otoimmiin
hastaliklar, deneysel otoimmiin ensefalomyelit (10-12), gastrit, kolit (13), glomeruloneftit,

poliartrit (14), allograft rejeksiyonu (15) ve GVHD (16,17) gibi.
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Sekil 2.4. Vitamin D’nin immiinomodiilator etkileri
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2.6.3.1. Treglerin fenotipik 6zellikleri

Treglerin baskilayict 6zellikleriyle en iyi baglantili olan isaretleyici CD25dir (Sekil 2.3).
Buna ragmen dgzenleyici 6zelligi olan hiicreler CD4+CD25-T hiicre havuzunda da
bulunmustur (82,83). Dogal olusan CD4+CD25+T hiicrelerin ifade ettigi diger

isaretleyiciler sekilde goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Dogal olusan Treglerin karakteristik fenotipik markerlar:

2.6.3.2. Foxp3‘ve.IL-2/IL-2 reseptiir komponentlerinin anahtar rolleri

Bir transkﬁpéiyon faktorii olan Foxp3’in Tregler icin yiiksek oranda spesiﬁk bir
intraseliiler marker oldugu gosterilmistir (84-86). Foxp3, IL-2 ve IL-2 reseptoriiniin
komponenti olan CD25 Treglerin gelisimi, fonksiyonu ve yagamast i¢in gereklidir, bu
molekiilleri kodlayan genlerdeki mutasyon veya polimorfizmler kemirgen ve insanlarda

otoimmiin hastaliklara zemin hazirlar (87).

Treglerin ¢alisma mekanizmalar1 halen net degildir, temas bagimli (CTLA-4, TGF-beta,
GITR, Galectin -1) ya da sitokin iligkili (IL-10, TGF-beta) etkinin hangisinin tam olarak

baskilayict mekanizmada etkili oldugu konusunda farkl goriisler vardir (88).
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2.6.3.3.Tregler ve effektor T hiicreler arasindaki dengesizlikten

kaynaklanan hastalik modelleri

2.6.3.3.1. Otoimmiin ve allerjik hastaliklar

Artik Treglérin in vivo olarak self reaktif T hiicrelerin aktivasyon ve genislemesini
baskiladigi, dolayisiyla otoimmiin hastaliklarin gelisimin; baskiladig1 bilinmektedir.
Neonatal timektomi veya Treglerin normal hayvanlardan deplesyonu birgok organda
kendiligindeh otoimmiin hastaligin (gastrit, ‘IBD, TID, EAE, myokardif) gelismesine ve
deri allograftlerine kars1 artmis alloyanita neden olur (57,60). Bu vakalarda farenin yeniden
vahsi tip Treg ile rekonstriiksiyonu sonrasi otoimmiinite engellenebilinir. Allerjik
reaksiyonlanﬁ dﬁzenlenmesinde Treglerin TCR transgenik fare modellerinde antigen
spesifik IgE {iretimini basklladlgl gosterilmistir (89). Atopik dermatitli hastalahn periferik
kanlarmnda ve deri biopsi orneklerinde Treg sayisinin arttifi gézlenmistir (20). Inek siitii

alerjisi patogenezinde de Treglerin 6nemli rol aldigi gdsterilmistir (19).
2.6.3.3.2. Enfeksiyon hastaliklari

Tregler tim enfeksiyon ajanlarina kargi immiin yamta l(étlllrlar; adaptif immiin yanitt.
diizenleme yaninda, kemirgende patojen iligkili kolit modelinde direkt olarak innate
immiin yaniti baékllayabildikleri gosterilmigtir (90). Bir¢ok kronik enfeksiyon hastaliginda
Treglerin konak doku hasarini sinirlamak i¢in immiin reaktiviteyi baskiladiklar: ancak aym
zamanda koruyubu immiiniteyi ve patojenlerin temizlenmesini de baskiladiklar:

goriilmistiir (91).
2.6.3.4. Treglerin terapétik potansiyelleri

Tregler otoimmiinite gibi inflamatuar hastaliklarda (allograft rejeksiyonu {leya GVHD
gibi) aktiviteleri artirilarak veya timor immiinitesi veya asi gelistirilmesinde baskilayici
aktiviteleri bloke edilerek immiinoterapotik arag olarak kullanilabilinir (92-98). Daha
Onceden antijenle Kkarsilasmamis normal bireylerde, alloantijen cros-reaktif Treg
prekiirsérlerinin sayilarinin az olmasi nedeniyle bu spesifik popiilasyonun adoptif transfer
i¢in in vivo olarak ¢ogaltilmasi veya in vitro olarak ¢ok sayida tiretilmesi gerekir. Yeni
deneysel bir ¢ok ¢alismada antijen spesifik Treglerin karakteristik fenotiplerini ve regiilator

ozelliklerini kaybetmeden yeterli oranda tiretilip, ¢ogaltilabilecegi gosterilmistir (99-103).
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APC’ler ve 6zellikle dendritik hiicrelerin vivo ve in vitro olarak VDR ligandlarinin anahtar
hedefidirler. Son zamanlarda DC’lerin hem intratimik hem periferde sadece immiinogenik
degil ayn1 zamanda tolerogenik olabilecegi gosterilmistir. Ozellikle immatiire DC’lerin
tolerojenik 6zellikleri oldugu ve T hiicrelerini baskilayici aktivite yontinde indikledikleri
gozlenmigtir (104). 1,25(OH),D3;, DC matiirasyonunu ve diferansiasyonunu inhibe eder,
aktivasyon ve survivalini diizenler, DC’leri tolerogenik fenotipe dontstiiriir. VDR
ligandlar1 DC’leri, baskilayici T hiicre tiretimini desteklemek i¢in tolerogenik 6zellikleri
yoniinde indiiklerler. Bu etkiler sadece in vitro olarak sinirlt degildir, alictya oral uygulama
sonrasi allograft rejeksiyonunun gézlenmesiyle (20) veya in vitro islem gérmiis DC’lerin}
adoptif transferi ile in vivo olarak gosterilmigtir (105). 1,25(OH),Ds ile kisa stireli tedavi
edilen tolerogehik DC’ler, bu hormonun CD4+CD25+supresér T hiicreleri indiikkleyerek

transplantasyon toleransinin saglanmasinda gorevlidirler (20).

2.6.3.4.1.1,25(OH),D; ve analoglarinin in vivo immunomodiilator

kapasiteleri

1,25(0OH),Ds’nin immiin sistemi sadece supresyon yoniinde degil ayni zamanda immiin
shiftlerin baglamasi ve diizenleyici hiicrelerin diizenlenmesi yontinde etkilemesi
1,25(0OH);D3’yi  klinik kullanimda. &zellikle otoimmiin hastaliklarm  tedavi  ve
onlenmesinde ve graft rejeksiyonunun Onlenmesinde gekici kilmistir. 1,25(OH),D;’nin
immiinmodiilatér etkilerinin klinik kullanommda en biiyiik sakmca hiperkalsemi,
hiperkalsiiiri, renal kalsifikasyon ve artmig kemik yikimi gibi doz sinirlayici yan etkileridir.
Bu nedenle dah az hiperkalsemik potansiyeli olan, 1,25(OH),;Ds’tin immunomodiilatér

etkilerini devam ettiren veya artiran sentetik analoglar1 gelistirilmistir (106).
2.6.3.4.2.1,25(0OH),D; ve analoglarinin in vivo kullanimi

Otoimmiin tip 1 diabetin obez olmayan daibetik farelerde 1,25(OH),D3; ve analoglar1 ile
Onlenebilecegi gosterilmistir (107,108). Otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesinin yanisira
1,25(0OH),D; ve analoglarinin devam etmekte olan otoimmiin hastaligin tedavisinde de
faydal1 oldugu, NOD farelerde baslangigtaki beta hiicre etkilenmesinin klinik overt diabete
ilerlemesini  6nleyebildigi gosterilmigtir (109). Bu otoimmiin diabet modellerinde
diizenleyici immiin hiicrelerin upregiilasyonu ve tedavi edilen farelerin pankreaslarinda
TH1 den TH2 lenfositlere shift oldugu gozlenmistir (108,109). 1,25(0H).D; ve

analoglarinin diger spontan ve deneysel otoimmiin ensefalomyeliti (110), sistemik lupus
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eritematozusu (111), kollagenle indiiklenen artriti (112), onleyebilecegi gosterilmistir.
1,25(OH),D3 ve analoglarimmn nakil sonrasi immiinsupresyonda anlamli faydalari oldugu
gosterilmistir (113,114). 1,25(0OH),D; ve analoglarmin etkinligi ve toksisitesi bir¢ok fare
ve rat transplant modelinde ¢alisilmigtir, kalp (115), karaciger (116), ince barsak (115),
deri (117), bobrek (113) pankreatik adacik (118) allograftlarinda yagam siiresini uzattiklari,
sadece akut degil kronik allograft rejeksiyonunu da inhibe ettikleri gosterilmistir (113,119).
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3.GEREC ve YONTEM
3.1. Caliyma Grubunun Se¢imi

Bu calismaya Subat ve Mart 2008 tarihlerinde, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara
Hastanesi ve Etlik SSK Kadm Hastaliklar ve Dogum Hastanesinde dogan 101 bebek
alindi. Gebelik haftas1 38 hafta altinda olan, gebelikte siipheli enfeksiyon, erken membran
riiptiiri, korioamniybnit, preeklampsi, gestasyonel diabet, koroner arter hastaligi, guatr vb.
sorunlart izlenen, plasenta ve bebekle ilgili intrauterin gelisme gerilifi, perinatal asfiksi vb.

sorunlari olanlar t;ahgma dis1 birakildi.

Bir anket formu olusturularak annelere yaglari, 6grenim: durﬁmlan, meslekleri, gebelik -
stiresince " vitamin' takviyesi alip almadiklari, giinliik siit tikketimleri, giyinme tarzlari,
yasadiklar1 evin giines goriip gérmedigi, kag¢ kez gebe kaldiklari, ka¢ kez dogum

yaptiklarinin soruldu.

Calisma i¢in Basken{ Universitesi Etik Kurulu ve Etlik SSK Kadin Hastahklan ve Dogum
Hastanesi Etik Kﬁrulundan izin alind1. Calismaya katilan gebelerden laboratuvar analizleri
icin bilgiléndirilmis onam formu alindi. Dogum eylemi sirasinda gobek kordonundan
25(OH)D, Vitamini diizeyi i¢in antikoagulan icermeyen tiiplere 4 cc tam kan; akim

sitometrisi analizi ve tam kan sayimi i¢in EDTA igeren tiiplere toplam 5 cc kan alind1.

3.2. Laboratuvar Yontemleri

3.2.1.Monoklonal Antikorlarin Hézu‘lanm'aSI

Yiizey antijen boyamast amaciyla bir tiipe CD45 PC5, CD3 ECD, CD4 PE ve CD25 FITC
monoklonal anﬁkorlarl 10’ar pL eklendi. Tiim Orneklerde 16kosit sayisi, fosfatla
tamponlanmis- salin ile diliisyon yapilarak 5 x 10°/uL olacak sekilde ayarlandu.
Monoklonal antikor igeren tiiplere 100’er uL kan (5x10° hiicre) eklendi. Tiipler hafifce
karistirildiktan ‘sonra oda 1sismmda ve karanlikta 20 dakika inkiibe edildi. Stire sonunda
tiplerin igerisine 2mlL lizis soliisyonu eklendi ve 13 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan
ornekler akim sitometri cihazinda (Beckman Coulter; Coulter Epics XL- MCL, Marseille,
France) okutuldu. Tiim monoklonal antikorlar Beckman Coulter (Marseille, France)

firmasindan temin edildi.
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3.2.2.CD4/CD25 TREG analizi

Analizler Beckman Coulter EXPO 32 ADC (Beckman Coulter, Marseille, France) software
kullanilarak yapildu.

CD45/SS grafiginde lenfositler segildi. (Sekil 3.1-A kapisi)

[F1]Ungated] 001.LMD : FL4 LOG/SS LIN - ADC

g .
) s
7] —_—
_ TOTAL LENFOSIT © -
-.39.0% ..
o — T .||I‘||.|| 1 |||||n| [ |||||||| T 1 Tl
-10* 10! 0% 10t
CD45 PCS
Sekil 3.1. A kapisi
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A kapisindaki hiicreler CD3/SS grafigine tanitilarak CD3 pozitif T lenfositler kapilandi
(Sekil 3.2.B 1<aE1s1)

(FNTOTAL LENFOSIT] 004.L1D : FLE LOG/SS LIN - ADT
. —
2 —
% _ T LENFOSIT
56.0%
o —
[] Illlllll ] llllll|| ] llllllll 1 T rneent
' 10® b 10? .qo?
CO3 ECO

Sekil 3.2. B Kapisi

21



B kapisindaki hiicreler CD4/CD25 ikili grafifine tamitilarak ortak pozitif hiicreler Treg
hiicresi olarak degerlendirildi ve yiizdesi tespit edildi (Sekil 3.3).

F1)TOTAL LENFOSIT ANO T LENFDSIT] 004.LMD : FL1 LOGIFL2 LDG - ADC
03—
=£1
J158.8%
102 TREG
6.9%

101

CD4 PE

1 llllllll

10%

Lol
L.o2
S

i’|||1f‘|"|i i IIIIIIII I l||llll| 1 rrvein

10° 10! 10% 1n0*

. CDO25 FITC

Sekil 3.3. Treg yiizdesi

3.2.3.25(OH)D analizi

25(0H)D analizi HPLC sistemde uv detektor ile yapildi (enjeksiyon hacmi: 50ul, akis hizi:
1,6ml/dk, dalga boyu:265 nm, kolon derecesi: ort.25 C).

3.3.istatiksel Degerlendirme

Caligmanin istatiksel analizi, Bagken{ Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim
Dali’nda SPSS istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenlerin
analizinde Pearson ki-kare testi ve Fisher-Exact test kullamldi. Siirekli degiskenlerin
normal dagilima uyufnu Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi ve normal dagildiklar:
belirlendi. Bu nedenle stirekli degiskenlere iliskin gruplarin kargilastirilmasinda T testi
kullanildi. Vitamin D diizeyleri ve T hiicre alt tipleri iligkisini degerlendirmek i¢in Pearson
korelasyon analizi yapildi. P<0,05 diizeyi istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Veri setinin

analizinde SPSS 14.0 istatistik paket programi kullanildu.
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4. BULGULAR

Caligmamiza ilgili hastanelerde dogan 101 bebek “alindi. Gebelerin ve yenidoganlarin

demografik 6zellikleri Tablo 4.1°de yverilmistir.

Tablo 4.1. Gebelerin ve yenidoganlarin demografik ézellikleri

Demografik Ozellikler | Yiizde (%)
Ilkokul 475
" | Ortaokul 16,8
wo Lise 23,8
Ogrenim Durumu Onlisans 3.0
Lisans 7.9
Yiiksek Lisans 1,0
17-20 8.9
% 21-30 69,3
as 31-40 19,8
41-50 2,0
Calisiyor 8.9
Meslek Caligmiyor 91,1
o R Alryor 71
Vitamin Takviyesi Almiyor 29
. Igmiyor 40,6
Siit >1 bardak 59,4
Givinme Geleneksel 79,2
Y Modern . 20,8
Gilinesli 78,2
Ev Konumu Gilinessiz 20,8
1 36,6
2 35,6
Gebelik Sayist 3 16,8
4 9,9
>4 1,1
Cinsivet Kiz 42,0
nstye Erkek 58,0
9 . NSVY 58,4
Dogum Sekli C/S 416
Var 17,0
Akrabalik Yok $3.0

Calismada ortalama dogum agirhigr 3435,15+ 429,57 (2700-4450) gr, ortalama gebelik
haftast ise 39,41 + 1,08 (38-42) olarak bulundu. Ogrenim durumlarina gére gebelerin %
47,5°1 ilkokokul, % 16,8’si ortaokul, % 23,871 lise, % 3”ii 6n lisans, % 7,9’u lisans, % 1’i
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yiiksek lisans mezunu idi. %8,9°u 17-20 yas aralifinda, %69,3’ti 21-30 yas araliginda,
%19,8’1 31-40 yas araliginda, %2’si 41-50 yas araliginda idi. %91,1°1 herhangi bir iste
calistyor, %8,9’u calismryordu. %71’si gebelikte Elevit Pronatal®, Folic Plus ® vb.
vitamin takviyesi almug, %29’u almamigti. %59,4’1 giinde en az bir bardak siit i¢mis, %
40,6’s1 hig siit icmemisti. Giyinme sekli agisindan hastalarin %79,2’si uzun kollu, baslari
kapali, ya da garsafli iken %20,8’i modern giyinmekteydi. Gebelerin %20,8’i giines
gérmeyen bir evde, %78,2°si giinesli bir evde yasamakta idi. %91,1°1 herhangi bir iste
calistyor, %8,9’u gahgrmyordu. Hastalarm calisma sirasinda %36,6’smin birinci gebeligi,
%35,6’smin ikinci gebeligi, %16,8;inin liglincti gebeligi, %9,9’nun dordiincii gebeligi,
%1,1’inin altinci gebeligi idi. Dogan bebeklerin %581 kiz, %42’si erkek cinsiyette idi.
Dogum sekli géz oniine alindiginda bebeklerin %58,4°ii normal spontan vajinal yolla,
41,6’s1 C/S ile dogdu. Gebelerin %17iiniin esleri ile arasinda birinci derece akrabalik

varken, %83’niin arasinda akrabalik yoktu.

Tablo 4.2 de yenidoganlarin T lenfosit, T helper ve Treg say1 ve yiizdelerinin ortalama ve

standart sapmasi (SD) goriilmektedir.

Tablo 4.2. Yenidoganlarm T lenfosit, Thelper ve Treg sayi ve yiizdelerinin ortalama

ve standart sapmasi (SD)

Ortalama£SD (min-max)
Beyaz Kiire Sayisi (/ul) : 12842,3843553,64 (5000-22200)
Total Lenfosit Yiizdesi(%) 30,52+6,84 (14.2-49.3)
Total Lenfoéit Sayist (/ul) 3842,52+1153,05 (1020-7630)
T Lenfosit Yiizdesi (%) 68,75+9,54 (40,5-89,5)
T Lenfosit Sayist (/ul) 2611,98+755,24 (657-5264)
T Helper Yiizdesi (%) ' 70,29+7,28 (51.80-87,2)
T Helper Sayis1 (/ul) 1829,07+563,40 (469-3659)
T Regtilator Yiizdesi (%) 6,23+1,33 (3.5-10,1) -
T Regiilator Sayist (/pl) 159,18+47,38 (40-303)

Calismamizda vitamin D diizeyleri ile 6lgiilen ve hesaplanan T hiicre alt gruplar1 arasimda

anlamli korelasyon gosterilemedi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3.Vitamin D diizeyleri ile T lenfosit, T helper, Tregiilator hiicre sayr ve

yiizdelerinin korelasyonu

Vitamin D diizeyi
. Korelasyon P
Beyaz kiire sayisi -0,135 0,178
Total lenfosit ylizdesi 0,651 , : 0,615
Total lenfosit sayist -0,078 0,436
T lenfosit yiizdesi 20,009 | 0,926
T lenfosit sayis1 -0,058 T 0,566
T helpelf ylizdesi ‘ 0,253 0,011
T helper sayist o 0,010 o - 0,921 -
T regillator ytizdesi | 0,051 0,616
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Sekil 4.1. Vitamin D diizeyi ile Treg sayisinin serpme ¢izimde gosterilmesi. < 12 ng/ml

ve >12 ng/ml vitamin D diizeyleri i¢in uygun lineer regresyon egrisi yerlestirilmistir.
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Caligmada yenidoganlar, 25(0H)D>12 ng/ml ve 25(0H)D<12 ng/ml olarak 2 gruba ayrildi.

Gebelerin ve yenidoganlarin demografik 6zellikleri Tablo 4. 4’de verilmistir.

Tablo 4.4. Grup 1 ve 2°nin demografik ézellikleri

grup 1 (n=69) grup 2 (n=32)
Demografik (25(OH)D>12 (25(OH)D<12 p -
Ozellikler ng/ml) ng/ml)
Sayi(Yiizde) Sayi(Yiizde)
17-20 4 (%5,8) 5 (%15,6)
Yas 21-30 50 (%72,5) 20 (%62,5) 0.060
31-40 15 (%21,7) 5 (%15,6) ’
41-50 - 2 (%6,3)
Tkokul 33 (%47,8) 15 (%46,9)
"Ortaokul 7 (%10,1) 10 (%31,3)
. Li 19 (%27.,5 5
Ogrenim durumu “1se. (%27.5) (15,6 0,105
- | Onlisans 3 (%4,3) -
Lisans 6 (%8,7) 2 (%6,3)
Yiiksek Lisans 1 (%1,4) -
Meslek Calmmayan 62 (%89,9) 30 (%93,8) 0.523
Caligan 7 (%10,1) 2 (%6,3) ’
Al 22 (%324 %21
Vitamin takviyesi -2 (%32.4) TORLI) | o
Aliyor 46 (%67,6) 25 (%78,1)
Sist Iemiyor - 38 (%55,1) 22 (%68,8) 0 1 93
> 1 bardak 31 (%44.9) 10 (%31,3) ’
; 1 () : 0
Giyinme Geleneksel 54 (%78,3) 26 (%81,3) 0.731
Modern 15 (%21,7) 6 (%18.8)
| Glinessi %24,6 - 4 (%12
Ev Konumu G%lness.lz 17 (%24,6) (%12,5) 0,140
Giinesli 52 (%75,4) 27 (%84.,4)
1 27 (%39,1) 10 (%31,3)
) 2 25 (%36,2) 11 (%34,4)
Gebelik Sayisi 3 9 (%13,0) 8 (%25,0) 0,605
: 4 7 (%10,1) 3 (%9,4)
>4 1 (%1,4) -
: 32 (%46,4) 0
Cinsiyet Kz 1006323) 14186
Erkek 37 (%53,6) 22(%67,7)

Agrr vitamin D eksikligi olan ve olmayan grubun ortalama gebelik haftasi 39+1 hafta,
ortalama dogum agirhigl ise sirasiyla 3384,78+423,076 ve 3543,75+429,88 gr olarak

bulundu. Gruplar arasinda gebelik haftas1 ve dogum agirligi agisindan anlamli farklilik
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izlenmedi. Agir vitamin D eksikligi olan ve olmayan grup karsilastirlldiginda 6grenim
durumu, meslek, vitamin takviyesi alip almama, vitamin D ile beslenme sekli, giyinme
tarzi, ev konumu, gebelik sayisi ve bebeklerin cinsiyeti a¢isindan anlamli bir fark

gozlenmedi.

Her iki gruptaki yenidoganlarn 25(OH)D diizeyleri ve lenfosit alt gruplarmm

karsilagtirilmas: Tablo 4.5°de verilmigtir.

Tablo 4.5. Gruplardaki yenidoganlarm 25(OH)D diizeyleri ve T lenfosit, T Helper ve

T regiilator hiicre, say1 ve yiizdelerinin karsilastirilmasi

Grup 2(n=32)

| Grup 1 (n=69) P

(25(OH)D>12 (25(0OH)D<12

ng/ml) ng/ml)
Beyazkiire say1si(/pl) 13108 + 3486 - 12272 £ 3688 0,274
Total lenfosit ylizdesi(%) | 31+ 6,6 299+7.5 0,580
Total lenfosit sayisi(/pl) 3975 £ 1161 35559+ 1102 0,092
T lenfosit ylizdesi(%) 68,3 +10,3 69,5+7,7 0,573
T lenfosit sayisi(/ul) 2687 £ 772 2451 + 703 0,144
Thelper yiizdesi(%) 87.2+ 70,1 68,6 £ 6,8 0,107
Thelper saylsl(/pl) 1898 + 577 1683 £513 0,075
Tregtilator yiizdesi(%o) 6,3+1,4 63+1,2 0,832
Tregtilator say£31(/ ul) 164 + 52 150+ 36 0,158

Gruplar arasinda vitamin D diizeyleri, beyaz kiire sayilari, total lenfosit yiizdesi, total
lenfosit sayisi, T lenfosit ylizde ve sayisi, T helper yiizde ve sayisi, Treg yiizde ve sayisi
agisindan anlamli fark gozlenmedi. Gebelik haftasi, cinsiyet ve dogum agirliklart lenfosit

alt gruplart ile kargilagtirildiginda aralarinda anlamli bir korelasyon gézlenmedi.

28




5.TARTISMA

Vitamin D inflamatuvar yanitlarin kontrolinde 6nemli role sahiptir. Bu fonksiyonlara
aracilik eden en onemli hiicre grubu diizenleyici T hiicrelerdir. Erigkin ve hayvan modeli
calismalarinda vitamin D eksikliginde, Treglerin rol aldigi, immiin fonksiyon bozuklugu
ile giden hastaliklar genis g¢apta galisilmigtir (34,35,38,39). Yenidogan ve siit cocuklugu
déneminde inflamasyonla giden ve Treglerin rol aldig1 hastaliklarda (atopik egzema, inek
stitti alerjisi, higiltih gocuk, sepsis vb.) D vitamini eksikligi gosterilmigtir (19,20) ; ancak
Treg ve vitamin D dﬁze}?i iligkisi ¢alistilmamigtir. Bu ¢alismada kord kant vitamin D
diizeyi ve es zamanl Treg say1 ve yiizdesi ¢aligildi. Agir vitamin D eksikligi [25(OH)D]‘
<12 ng/ml olarak kabul edildi. Calismamizda vitamin D diizeyi <12 ng/ml olan yenidogan
grubu ile >12 ng/ml olan .grup arasinda diizenleyici T hiicre say1 ve ylizdesi farkli

bulunmada.

Vitamin D eksikliginde goriilen rikets, halen bircok tilkede toplum sagligini ilgilendiren
Snemli bir saglik problemidir. Vitamin D eksikligine neden olan faktorler, vitamin D
destegi yapilmadan sadece uzamus anne siitii ile beslenme, maternal vitamin D eksikligi,
 yanlis beslenme aligkanliklari, thman iklimlerde yagama, glines isinlarina maruziyet
eksikligi, koyu cilt rengine sahip olmadir (2,3,4). Serum 25(OH)D diizeyi agir vitamin D
eksikligini tanimlamada en iyi belirtectir, doku vitamin durumunu gosteren en iyi
gostergedir (24). Yeterli ve yetersiz vitamin D diizeyi arasindaki siur ¢izgisi agik olarak
tanimlanmamustir. Bir¢ok vitamin D ¢alismasinda vitamin D esikligi i¢in cut-off 10 ve 12
ng/ml arasinda degismektedir (25,120,121). Baz1 ¢aligsmalarda ise paratiroid hormonu
normal siirmin  lizerine ¢ikaran 25(0OH)D diizeyleri hipovitaminoz D  olarak
tanimlanmaktadir, bu diizey sirasiyla 25 ve 22 ng/ml olarak kabul edilmistir (122,123).
Calismamizda 101 hasta iginde 25(OH)D diizeyi 25 ng/ml iistiinde olan sadece 7 hasta
vardi. Bu ¢alismada agir vitamin D eksikligi 12 ng/ml’nin altindaki degerler olarak kabul
edildi. 101 hastanin 32’sinde yani %31’inde vitamin D eksikligi saptandi. Alok Sachan Vé
ark. lar1 Kuzey Hindistan’da yaptiklar1 bir ¢alismada 117 kord kaninda vitamin D diizeyini
ortalama 8,4+/-5,7 ng/ml bulmuslar ve yenidoganlarin %95,7’sinde vitamin D
hipovitaminozu saptamuslardir (serum 25(OH)D<20 ng/ml). Yine bu galigmada hastalar
kirsal ve kentsel kesimde yasayanlar olarak ayrildiklarinda her iki grup arasinda gebelerin
vitamin D diizeyleri agisindan anlamli bir fark gézlenmemis ve kord kami 25(OH)D

diizeyleri, annenin degerleriyle gii¢lii olarak korele bulunmustur (123). Yunanistanda
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yapilan bagka bir ¢alismada, dofum eylemi sirasinda 123 gebeden ve bebekten kord kant
} alinmis, anne ve bebek 25(OH)D diizeyleri arasinda giiglii korelasyon saptanmigtir (124).
Bu galigmada vitamin D eksikligi i¢in cut-off degeri <10 ng/ml olarak alinmistir, annelerin
%19,5’inde ve yenidoganlarin %8,1’inde hipovitaminoz D saptanmistir ve bu sonuglar
bizim ¢aligmamizin sonuglarimiza yakindir. Buradan Tiirkiye ve Yunanistan gibi Akdeniz
iilkelerinde bile perinatal donemde giines 1518ina maruziyetin vitamin D ihtiyaglarini

karsilamada yetersiz oldugu sonucu ¢ikarabilir.

Calismamizda agir vitamin D eksikligi olan ve olmayan yenidoganlarin anneleri yaslarma
gore karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. Kuveytte anne ve
yenidoganlarinda vitamin D durumunu belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, 214 gebenin
%40’1nda dogum sirasinda vitamin D eksikligi g6zlenmis, bunlarin ortalama yas araligi
26,8-28,6 bulunmustur (2). Buradan normalde ileri anne yaslarinda goriilmesi beklenen
vitamin D eksikliginin 20°1i yaslarda bile gbzlenmesi, gebenin yasimn onun vitamin D
diizeyini dolayisiyla yenidogan bebefgin vitamin D diizeyini etkileyen 6nemli bir faktor

olmadig1 sonucu ¢ikarilabilir.

Amerika Ulusal Bilim Akademisi gebelikte diyette refarans vitamin D aliminmi 400 IU
olarak Onermektedir. Gebelikte ve laktasyon déneminde vitamin D suplementasyonu ile
~ yakin gegm-isteACOChrane Library’de klinik farkli sonug¢ veren caligmalar yer almasina
ragmen (123), bugiin i¢in en son ¢aligmalar bu dénemlerde diyette olmas1 gereken vitamin
D igeriginin 6000 IU/giin seviyelerinde olmast gerektigini gostermektedir (125). Londra’da
Yu CK ve ark. lart gebelikteki vitamin D durumunu belirlemek ve giinlikk ve tek doz
vitamin D suplementasyonunun etkilerini aragtirmak i¢in yaptiklari ¢aligmalarinda Indian
Asian, Ortadogu, siyah ve beyaz 1rktan 27. gebelik haftasindaki 180 gebeyi 3 tedavi
vgrubuna randomize etmiglerdir. Bir gruba tek doz oral 200,000 IU vitamin D, ikinci gruba
doguma kadar giinlik 800 IU vitamin D verilmis, 3. gruba ise tedavi verilmemistir.
Sonugta suplemente edilen gruplarda maternal 25(OH)D diizeylerini anlamli olarak daha
yiiksek saptamiglardir. Kord diizeyleri de anlamli olarak suplementasyonla artmuistir.
Sonugta tek veya giinlik doz tedavinin 25(OH)D diizeylerini anlamli olarak iyilestirdigi
gozlenmistir. Buna ragmen bu ¢alismada suplementasyonla bile ancak kiigiik bir anne ve
bebek yiizdesi vitamin D agisindan yeterli bulunmustur (126). Biz ise ¢alismamizda
vitamin D diizeyi >12 ng/ml ile >12 ng/ml olan gruplarda, gebelikte vitamin preparati

kullanimi ag¢isindan anlamli bir fark gozlemedik. Calismaya katilan hasta grubunun egitim
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ve 0grenim diizeyinin diistik oldugu sonucu géz oniine alindiginda, gebeliinde vitamin
preparatt kullandifmni ifade eden grubun, diizenli ilag kullanmamis olabilecegi sonucu

cikarilabilir.

Tiirkiye’de iireme ¢agmdaki pegeli ve pegesiz kadinlar arasinda vitamin D durumunu ve
kemik mineral dansitesini karsilastirmak igin yapilan bir ¢alisgmada 30 goniillii pegeli
kadin, 30 bat;li giyim tarzina sahip kontrol grubu ile karslastiriimstir. ki grubun diyet
aligkanliklari, - §1‘icut kitle indeksi dagilimlari ve gebelik Gykiileri benzer nitelikte
bulunmustﬁf. Peceli gruptaki bayanlarin egitim ‘seyiyeleri daha disiik bulunmustur
(p<0,001). g‘25(OH)D ~diizeyleri glines 1s18ma maruziyet ile pozitif korele, kapali
giyinmenin stiresi ile negatif korele bulunmustur. Kapali giyinen kadnlarin higbirinde
vitamin D Yetérsizligi }saptanmammtlr ama bunlarm ortalama 25(OH)D diizeyleri (33,1 +/-
16 ng/ml), koﬂtfol grﬁbuna gore (53,9 +- 273 ng/ml) diigiik bulunmﬁgtur (127). Vitamin
D5 deride giines 1s1nlari ile 7-dehidrokolesterolden elde edilir ve giinliik gereksinimin %90-
95’ini kar@ﬂaf. 290-315 dalga boyundaki ultravi(}le B giines ismlart ile 7 —
dehidrokolesterol u(’ince previtamin Dj’e doniistiiriiliir. ‘Daha sonra izomerizasyon ile
previtamin D3 den vitamin Ds olusur (8; 21). Vitamin D’nin deride sentezi v25(OH)D’nin
ana kaynagidir've bu da ihtiyaglar1 karsilamak icin yeterli degildir. Kapali giyinen ya da
koyu tenlilrolyan, annelerin bebekleri, dogumda vitamin D eksikligi agisindan 6nemli risk
altindadirlar (2). Hollanda da koyu tenli olma veya kapali (pege vb.) giyinme tarzi gibi
vitamin D eksikliginin risk faktorleri olan gebelerin bebeklerinde, vitamin D eksikliginin
prevalansini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, risk grubunu 166 koyu tenli ve /veya
kapalr giyinen anne bebegi, kontrol grubunu ise agik tenliler olugturmustur. Sonugta her iki
grup arasinda infantlarda kordda vitamin D eksikligi prevelans: istatiksel olarak farkli
bulunmugtur (%l63,3 vs %15,8; p<0,001). Bu ¢alismada da yine benzer ¢alismalarda (2)
oldugu gibi anne serumundaki ve kordaki 25(OH)D diizeylerinin giicli olarak korele
oldugu gosterilmistir (127). Calismamizda geleneksel ve modern giyinen gebelerin

bebeklerinde vitémin D diizeyini farkli bulmadik

Kemik gelisimi fetal hayat sirasinda baslar ve kalsiyum ve vitamin D’ye gereksinim duyar.
Gebelikte kalsiyum kemik gelisimini saglamak igin aktif olarak plasentadan gegerken,
25(0OH)D plasentadan pasif olarak gecer ve yenidoganin vitamin D metabolizmasini
baglatmak igin fetiisde depolanir (124). Bu yiizden annenin 6zellikle son trimesterdaki

vitamin depolari, anne siitii vitamin D den fakir oldugu i¢in (128,129) infantin ana vitamin
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D kaynagidir. Vitamin D dogada sadece birkag besinde bulundugu i¢in maternal diizeyleri
asil olarak gilines 15181ma maruziye:ge ve vitamin D suplementasyonuna baglidir (’130).
Hollandada Hague da farkli etnik gruplaradaki gebelerde vitamin D eksikli§inin
prevelansint belirlemek igin yapilan bir ¢alismada, 12. gebelik haftasinda 353 gebe kadinda
serum 25(OH)D Vdﬁzeylerine bakilmigtir. Ortalama serum 25(OH)D diizeyleri Tiirk
kadmlarda (15,2+/-12,1 nmol/It), Moroccan (20,1+/- 13,5 nmol/It) ve diger batili olmayan
kadinlarda (26,3+/- 25,9 nmol/lt), batili bayanlara (52,7+/-21,6 nmol/It) goére anlamli
olarak (p</=0,001) dﬁéﬁk bulunmustur. Serum 25(OH)D dﬁzeyl_éri %22 Tirk gebede
léboratuar tespit limitinin altinda bulunmustur. Etnik gruplar arasindaki farkliliklar parite,
yas, mevsim, alkol, ilag, sigara kullanimi veya infeksiyon hastaliklar1 gibi diger
belirleyicilerden bagimsiz bulunmugtur (126). Caligmamizda annelerin gebelik sayilar

arttikca bebeklerin vitamin D diizeylerinde azalma saptamadik.

Vitamin D’nin deride sentezi 25(OH)D’nin ana kaynagidir ve bu da ihtiyaglar karsilamak
icin yeterli degildir, diyette de yeterli miktarda alinmasi lazimdir. Vitamh} D diyette yagh
baliklar, balik yaglari, karaciger ve yumurta sarist gibi az sayldg besinin i¢erinde bulunur.
Yiyeceklerde vitamin D suplementasyonﬁnun rutin oldugu tilkelerde, giinliikk diyette uygun
oranlarda vitamin D konsantrasyonlar1 bulunabilir. Tiirkiye’de besinler vitamin D
agisindan giiglendirilmedigi i¢in ¢aligmamizda diyetinde yeterli miktarda siit tiikketen ve |
tiiketmedigini ifade eden gebelerin bebeklerinde 25(OH)D diizeyleri agisindan anlamli fark

saptanmamigtir.

Fujisawa Y ve arklarinin normal insanlarda vitamin D metabolizmas1 ve iligkili
hormonlarm, immiinreaktif PTH ve kalsitoninin yag-iligkili degisikliklerini tanimlamak
icin yaptiklar1 ¢alismada serum 25-hidroksivitamin D, 24,25—dihidroksivitamin D, veya
vitamin D baglayici protein diizeylerinin yasla iliskili olarak ¢ocuklarda, geng eriskin ve
ya§hlarda anlamli olarak degismedigini, kord serumunda tiim vitamin D metabolitlerinin
ve vitamin D baglayici protein diizeylerinin ¢ocuk ve geng eriskinlerden anlamli olarak
diisik oldugu (p<0,01) gorilmiistir. Kalsiyum, fosfor, vitamin D metabolitleri,
immiinreaktif PTH ve kalsitoninin serum konsantrasyonlarmin cinsiyete gore farkliik
gostermedigi gozlenmistir (130). Bizim ¢alismamizda kiz ve erkek yenidoganlar arasinda

vitamin D diizeyleri agisindan anlamli fark bulamadik.

la25-dihiydroksivitamin D(1a25(OH)2D ) vitamin D’nin en potent metabolitidir ve
etkisini 1025(OH)2D reseptorii (VDR) iizerinden gosterir (5-7). [1a25(OH)2D] vitamin
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D’nin prekiirsorii olan ‘25 (OH)D’den sentezini mitokondrial sitokrom P450 enzimi olan 25-
hidroksivitamin D -10c—hidr0ksilaz veya CYP27B1 tarafindan katalizlenir. Dibyendu K. ve
arklar1 1a-hidroksilaz geninin hormon ve hem baglayict domainlerini ablasyona ugratip
la-hidroksilaz’dan yoksun fare modeli gelistirmislerdir. Bunun sonucunda farede,
insanlarda goriillen vitamin D bagimli rikets tip-1(VDDR-1) karateristikleri olan
hipokalsemi, sekonder hiperparatiroidizm, gelisme geriligi, iskelet anormallikleri
gozlenmisgtir. .A"ynca null mutant farede vahsi tip fareye gore periferal CD4+(p<0.01),
CD8+(p<0.02) ve CD4-CD8- T Ilenfosit (p<0.005) populasyonlarmda dugtiklik
saptanmigtir (lél). Vitamin D reseptor knockout (VDR-KO) farede in vitro ve in vivo
analizlerinin yéia11d1g1 bir bagka (;ahsmada ise, vahsi tip ile karsilastirildiginda perferal kan
lokositleri veya lenfoid organlarin hiicresel kompozisyonlar: arasinda fark bulunmamustir.
VDR-KO fare ve vahsi tip farelerin periferik kan, dalak, timus, kemik iligi ve lenf -
nodlarinda, T hiicreleri, CD4+T hiicreleri, CD8+T hiicreleri, B lenfositler, NK hiicreler
veya monositik hiicreler agisindan esit dagilimlar gozlenmistir (132). Vitamin D bagiml
rikets, artmis enfeksiyon riski ile iligkilidir ve bu hastalikta immiin sistemde degisiklikler
raporlanm1$t‘1r“(148). Cakmak FN ve érk. larmnin 6-24 ay arasinda olan 18 vitamin D
bagimli riketsi olan siit cocugunda yaptiklari caligmada, kontrol grubuna gore rikets
grubunda CD4+ hiicre say1 ve yiizdesini, CD8+ hiicre say1 ve yiizdesini, CD4+/CD8+
oranini anlaml élaraik yiiksek bulmuslardir (133). Calismamizda vitamin D dizeyi <12
ng/ml olan yenidogan grubu ile >12 ng/ml olan grup arasinda T hiicre, T helper ve
dﬁzenleyici"Tl hiicre say1 ve yﬁzdési farkl bulﬁnrhadl. Conny Gysémans -ve érk. lart
fonksiyonel VDR’si olmayan diabetik farelerde bu farelerde regulatér CD4+CD25+ T
hiicreleri dalak, bmezenterik lenf nodlari ve timusta daha dﬁsiik olarak saptamigslardir (134).
Hasta grubumuzun tamamma yakiminin <25 olmast bu farki gostermemizi engellemis
olabilir. Ancak tiim grupta da vitamin D diizeyleri ile T hiicre say1 ve yiizdeleri arasinda
korelasyon saptanmadi. ‘Dogal olusan Tregler dolasan CD4+T hiicrelerin %1-5’ini
olusturmaktadir (153). Calismamizda kord kaninda Treg oram ortalama %6,23+/- 1,33
olarak bulundu. Tang J ve ark. lart CD4+CD25+ Treg hiicrelerin kord kanmda miktarmi
belirlemek i¢in yaptiklart ¢aligmada, 15 yenidogan kord kaninda Treg oranmi %3,86+/
%1,63 oraninda bulmuslardir (135). Wan Fai Ng ve arklar1 CD4+CD25+ T hiicrelerinin
fenotip ve davraniglarimi yenidogan ve erigkinlerde karsilastirdiklar: ¢alismalarinda, CD4+

T hiicrelerinin %5- %15’inin CD25 exprese ettigini gdstermislerdir (154 ).
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Immiinolojik hiire say1 ve fonksiyonu tizerinde cinsiyet ve yas farkliliklart hem saglikli
hem de hasta kisiler tizerinde gozlenmigtir. Farkli yas gruplarl i¢in saglikli cocuklarda kan
lenfosit subset Subpopiﬂasydn Olglimleri raporlanmigtir (136-137). Adolesan ve eriskin
flow sitometri ¢aligmalar1 ile yas ve cinsiyetteki immiin hiicre farkliliklar: gosterilmistir
(138-139). Bret ve ark. lar1 2 yillik siirede sekstiel olarak aktif, HIV negatif adolesanlarda
lenfosit subset markerlarinin flow sitometrik analizlerini yapmiglardir. Irk, cinsiyet ve yag
arasinda cinsiyetin lenfosit subset Olgiimlerinde farkliliklarla en sik iligkili demografik
ozellik oldugunu belirtmislerdir. Kizlarda erkeklere gore total CD4+‘ T hiicrelerin, CD4+
hafiza T 1e£1fositlerin daha yﬁksek; CD16+ T lenfositlerin daha disik oldugunu
g6zlemlemislerdir. Bu ¢aligmada CD8+ ve CD19+ say1smdaki cinsiyét farkliliklar: ik ve
yas etkisi de g6z 6niine alindiginda gézlemlenmistir (138). Immiin hiicre sayilarindaki bu
farkliliklar and;ogen, ostrojen veya her ikisindeki farkliliklara bagli olabilir. Cinsiyet
immiin sistemi bir¢ok diizeyde etkiliyor olabilir. Cinsiyetin B ve T hiicre yanitlar1 lizerine,
sitokin ve kemokinlerin sekresyonu {izerine etkisi bulunmaktadir (142). Hiicre
proliferasyonu‘ sitokinlerin etkisi altinda gergeklesir ve T hiicre sayilarindaki kiz ve
erkeklerde goriilen farkhhklér sitokin dﬁzenlc;nmesindeki farkliliklarla iligkili olabilir
(138). Sex hormonlar1 immiin hiicre popiilasyonlarim etkiliyor olabilir. Castrated farelerde
yapilan gdhsméléfda hem CD4+ hem CD8+ T hiicrelerin sayilarinin arttigt gﬁzlehmistir
(145). Immiin 'sistem iizerinde cinsiyetin etkisi immiin sistem hastaliklariin &zelikle
otoimmiin hastahklanh cinsiyet farkliligi gostermesinden anlagilabilir. Sistemik lupus
eritematozus, romatoid artrit, myastenia gravis ve Hashimato hastahgl gibi birgok
hastaligin preVelanm bayanlarda daha fazladir (146). Rukia S.Kibaya ve ark. larmm
Kenyada 1293 'HIV-seron‘egaﬁf 18-55 yas arallginda katilimeida klinik laborafﬁvarlar i¢in
referans aralik belirlemek igin yaptiklari ¢alismada, kadin ve erkek cinsiyet arasinda beyaz
kiire sayis1, total lenfosit say1 ve yiizdesi arasinda anlamli farklihk gozlenmistir. Yine ayn1
calismada grubun lenfosit subset analizleri sonucunda CD3+T hﬁére say1 ve ylzdesi,
CD4+T hiicre say1 ve yiizdesi, CD8+T hiicre say1 ve yiizdesi, CD4/CD8 orani kadin ve
erkek cinsiyet arasinda anlaml olarak farkli bulunmustur. Asyada, saglikly popiilasyonda
lenfosit alt gruplarinda dogumdan erigkin déneme olan cinsiyete bagl degisikliklerin
arastirilig1 bir bagka ¢alismada ise, kiz ve erkek cinsiyet arasinda dogumda kord kaninda
total beyaz kiire say1st Vé yiizdesi, total lenfosit say1 ve ylizdesi, T lenfosit say1 ve yiizdesi
agisindan anlamli fark gézlenmemistir. Ayni ¢aligmada sadece CD4 alt grubu kord kaninda
kizlarda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (147). Bu c¢aligmada cinsiyet ile lenfosit alt

gruplar1 say1 ve ylizdesi arasinda korelasyon gozlemedik.
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Calismamizda erkek ve kiz cinsiyetler arasinda Treg sayr ve yiizdesinde farklilik
gozlemedik. Ostrogen, FoxP3 mRNAsinin expresyonunu diizenler (143). Jay Reddy ve §
ark. lar1 dogal olusan CD4+CD25+ Treg hiicrelerin fonksiyonlarimin cinsiyete gore
farklilik gosterebilecegini gdstermek icin yaptiklar: ¢aligmalarinda B10.S farelerin Treg
hiicrelerini in vivo olarak CD25 antikor kullanarak baskilamiglardir ve her iki cinsiyette
deneysel otoimmiin ensefalomyelit olusturmuglardir. Sonugta Treglerin ylizdesini erkek

farelerde daha diisiik olarak bulmuglardir (144).

Bu c;ahsméda agir vitamin D eksikligi olan yenidogan grubunda Treg sayist ve yiizdesi
calisldi. Calisma grubumuzda yiiksek oranda vitamin D eksikligi goriildii. Ancak agir
vitamin D eksikligi olan grupta Treg say1 ve yiizdesi farkli bulunmadi. Bu sonucun klinik
onemi, agwr vitamin D eksikligi olan ¢alisma grubunun; biiylime, ndrolojik gelisim ve-

alerjik hastaliklar agismdan izlemi sonucunda ortaya ¢ikacaktir.

Bu calisma, term, saglikli, antenatal ve perinatal riski olmayan yenidogan grubunda
yapilmistir. Son birkag yilda gebelikte saptanan Vitamin D eksikliginin preeklampsi ve
gestasyonel diabet goriilme sikligint artirdign bildirilmistir (149,150). Hatta eksiklik olan
grupta vitamin D tedavisi ile preeklampsinin Onlenebilecegine dair yaymlar vardir
(151,152). Yenidogan morbiditesini ve mortalitesini de etkileyebilecek bu yaklagimlar,
ozellikle giyim ve yasam kosullar1 bizim gibi olan ﬁlkélerde,vtoplum saglig1 agisindan da
¢ok onemlidir. Bu nedenle antenatal, perinatal riskleri olan gebelerde de vitamin D
eksikliginin, kordon kani vitamin D, Treg hiicre, yenidogan ve bebeklik donemi morbiaité

ve mortalitesine etkisi arastirilmalidir. -
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6.SONUCLAR

1. Ogrenim durumlarina gére gebelerin % 47,5°1 ilkokokul, % 16,81 ortaokul, % 23,8’

lise, % 3’ii 6n lisans, % 7,9’u lisans, % 1’1 yiiksek lisans mezunu idi.

2. Gebelerin %8,9’u 17-20 yas araliginda, %69,3’i 21-30 yas aralifinda, %19,8°1 31-40

-

yas aralifinda, %2’si 41-50 yas araliginda idi.
3. Gebelerin % 91,1°i herhangi bir iste ¢alisiyor, % 8,9’u ¢aligmiyordu.

4. Gebelerin % 7i ’si gebelikte vitamin takviyesi almig, % 29°u almamugti.

5. Gebelerin % 59,4’1 giinde en az bir bardak siit igmis, % 40,6’s1 hig slit igmemisti.

6. Giyinme sekli agisindan gebelerin % 79,2’si uzun kollu, baslar1 kapali, ya da garsafli

iken % 20,8’ modern giyinmekteydi.
7. Gebelerin % 20,81 giines gérmeyen bir evde, % 78,2si glinesli bir evde yagamakta idi.

8. Annelerin Qahsma sirasinda %36,6°siin birinci gebeligi, %35,6’sinin ikinci gebéligi,

%16,8’inin tigtincii gebeligi, %9,9’nun 4’tincii gebeligi, %01,1’inin 6. gebeligi idi.
9. Dogan bebeklerin %581 erkek, %42’si kiz cinsiyette idi.

10. Dogum sekli gdz 6niine alindiginda bebeklerin %58,4’{i normal spontan vajinal yolla,

41,6’s1 C/S ile dogdu.

11. Gebelerin %17’sinin egleri ile arasinda birinci derece akrabalik varken, %83’{inlin

arasinda akrabalik yoktu.

12. Agir vitamin D eksikligi olan (25(0OH)D<12 ng/ml) ve 25(0OH)D diizeyi >12 grup
karsilastirildiginda annenin 6grenim durumu, meslegi, vitamin takviyesi alip almamasi,
vitamin D ile beslenme sekli, giyinme tarzi, ev konumu, gebelik sayist ve bebeklerin

cinsiyeti agisindan anlamli bir fark gdzlenmedi.

13. Gebelik haftasi, cinsiyet ve dogum agirliklart ile lenfosit alt gruplart arasimda

korelasyon gézlenmedi.
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14, Vitamin D diizeyi ile lenfosit alt gruplarinin sayt ve yiizdesi arasinda korelasyon

gbzlenmedi.

15. Agir vitamin D eksikligi olan (25(OH)D<12 ng/ml) ve 25(OH)D >12 olan grup
arasinda, beyaz kiire sayilari, total lenfosit yiizdesi, total lenfosit sayisi, T lenfosit yiizde ve

sayst, T helper yiizde ve sayisi, Treg yiizde ve sayist agisindan anlaml fark gozlenmedi.

-
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