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SEKILLER DiZziNi

Dogal ve kazaniimis bagisiklik sistemi (Abbas, 2003).

Efektor ve regulator (icraci ve duzenleyici) immun cevaplarin
olusumu, transkripsiyon faktorleri ve sitokinler arasindaki
etkilesme. Antijenin tlrine, yerine ve sunuldugu ASH turine
goére degisik sitokinler ve membran molekulleri immun yanitin
kaderini ve isleyigini belirler. Ag: antijen, ROG: GATA represoru
(Bachetta, 2007).

Materno-fetal araytz (Aagard-Tillery, 2006).

Fetomaternal toleransda gorev alan hucre ve molekuller
(Guleria, 2007).

a. MHC iligkili HLA-G allogeneik T hucrelerinin Fas FasL
Uzerinden apopitozisine yol agar.

b. Negatif kostimulatér CTLA4 molekull tasiyan Treg hucreler
DH’lerin IDO salgilamasini, dolayisi ile T hucreleri igin
vazgecilmez olan triptofani yikarak T hdcre c¢ogalmasini
engeller (Guleria, 2007).

Vajinal yolla dogan bebekler ile annelerinin
CD4'CD25'FOXP3+ hiicre diizeyleri arasindaki iligki.

Vajinal yolla dogan bebekler ile annelerinin serum Kkortizol
duzeyleri arasindaki iliski.

Vajinal dogum yapan anne ve bebeginin CD4"CD25"FOXP3*

Treg hucrelerinin akim sitometrideki goruntusu.
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TABLOLAR DiZziNi

Dogum yapan annelerin ve kontrol grubunun 6zellikleri.
Bebeklerin cinsiyetleri, dogum agirliklari ve gebelik haftalari.
Vajinal yolla dogan bebeklerin kordon kanindan elde edilen
toplu sonuglar.

Sezaryenle dogan bebeklerin kordon kanindan elde edilen toplu
sonuglar.

Vajinal dogum yapan annelerin periferik kanindan elde edilen
toplu sonuglar.

Sezaryenle dogum yapan annelerin periferik kanindan elde
edilen toplu sonuglar.

Gebeligi olmayan, benzer yas grubundaki kadinlarin periferik
kanindan elde edilen toplu sonuclar.

Yenidoganlarin kordon kani verileri.

Annelerin periferik kan verileri.

Vajinal

yolla dogan bebekler ile annelerinin BK, TLS,

Regulatuvar T hucre (CD4+CD25+FOXP3+) ve Kortizol
dizeyleri arasindaki iligki.

annelerinin
T hicre (CD4+CD25+FOXP3+)

duzeyleri arasindaki iligki.

Sezaryenle dogan bebekler ile BK, TLS,

Regulatuvar ve kortizol

Vajinal dogum yapan annelerden elde edilen degerlerin kendi
aralarindaki iligki.
Sezaryenle dogum yapan annelerden elde edilen dederlerin

kendi aralarindaki iligki.
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1. GIRIS VE AMAG

insan yavrusu dogum ile, dis diinyadan ve onun olumsuz etkilerinden
uzak bir ortamdan c¢ikip dinyaya gelirken, stres igceren bir gecis dénemi
yasamaktadir. Ayrica, hayatin ilk birka¢ gununde barsak ve deri-mukoza
florasinin olusumu gibi mikrobiyolojik ve immunolojik olaylar ve buna bagl
olarak gelisen akut faz cevabinin, organizmanin saghgina bir takim etkileri
olmasi da olasidir.

immiinolojideki gelismeler sonucunda, yenidogan bagisiklik sisteminin
enfeksiyonlara yatkinligi sebebiyle olgunlasmamis veya fizyolojik olarak
immun yetmezlikli oldugu dusuncesi, yerini ‘farkl’ oldugu dusuncesine
birakmistir (Adkins, 2004). Yenidoganda CD45RA fenotipinde deneyimsiz
(naiv) T lenfositler yliksek oranda, aktivasyon belirtegleri olan HLA-DR, CD25
ve CD69’u tasiyan ve CD45RO (bellek) fenotipindeki T lenfositleri ise duguk
orandadir. Regdlatuar T hucrelerinin (Treg) hayatin erken doneminde ¢ok
onemli oldugu, kordon kaninda CD4"CD25" Treg'lerin erigkine gore belirgin
olarak yuksek oldugu bilinmektedir (Godfrey, 2005; Takahata, 2004). Treg'ler
antijen, otoantijen ve allerjenlere kargi bagisiklik sisteminin tolerans
gOstermesinde anahtar rol oynarlar. Enflamasyonu olusturan Th1 ve Th2
fenotipindeki efektor T lenfositleri baskilayarak transplant reddini, antitimor
ve antimikrobiyal yaniti azaltirlar (Godfrey, 2005). Treg'ler; CD4'CD25"
yuzey molekillerini ve baskilayici sitokinler olan IL-10 (=Tr1 hicreler) ve
TGFB1 (=Th3 hicreler)i tasirlar. CD4'CD25" Treg'lerin gelisimi ve
fonksiyonunda en Dbelirleyici 06genin forkhead-winged helix (FOXP3)
transkripsiyon faktor geni oldugu anlasiimistir (Karagiannidis, 2004).

Vajinal dogumda, sezaryen ile dogumdan farkli olarak kordon kaninda
glukortikoidlerin arttigi (Vogl, 2006), glukokortikoidlerin ise FOXP3 bagiml
olarak Treg'leri arttirdigi belirlenmigtir (Karagiannidis, 2004). Ancak,

literaturde Treg hucrelerin perinatal faktorlerin en dnemlilerinden birisi olan



dogum sekli ile iligkisi hakkinda caligmaya rastlanmamistir. Bu calismada
‘Sezaryenle dodan bebeklerde serum kortizol seviyesi artmaz, dyleyse Treg
hicreler de artmaz’ seklinde kurulan hipotez arastiriimigtir.

Bu calisma planlandigi esnada, literatirde kordon kaninda Treg hicre
populasyonunun belirlenmesi ile ilgili tek ¢alismada (Wing, 2006) yuksek
oranda CD25" tasiyan CD4" T lenfositlerinin orani %5, erigkin periferik
kaninda ise %1-2 olarak bulunmustur. Bahsedilen ¢aligmada Treg hucrelerin
FOXP3 ekspresyonu degerlendiriimemigtir. Kordon kaninda Treg hucreleri ile
ilgili diger bir ka¢ arastirmada ise CD4'CD25" tasiyan hiicrelerde FOXP3
MRNA’sI degerlendirilmistir (Wing, 2005; Schaub, 2006).

Dogum seklinin yenidogan immun sistemine etkileri agisindan ise: T
lenfosit fenotip ve fonksiyonlari Gzerine etkisi (Thornton, 2003), perinatal
dénemde, dolasan sitokin duzeylerine etkisi (Malamitsi-Puchner, 2005),
barsak ortami Uzerine etkisi (Penders, 2006), ilk alti aydaki fagosit
fonksiyonlari Uzerine etkisi (Groenlund, 1999), granulositlerdeki solunum
patlamasi ve CD11b/CD18 oranlarina etkisi (Gessler, 2003), I16kosit sayilari
uzerine etkisi (Chirico, 1999) ve mononukleer hucrelerden IFNy ve 1L12
uretimine etkisi (Brown, 2003) arastiriimistir.

Sezaryenle dogum oOnemli bir perinatal risk faktéri olup, gelismis
ulkelerdeki %15-25 arasinda olan oranlar (Kolas, 2006) Ulkemizin bazi
bolgelerinde %40’lara ¢ikmaktadir (TNSA, 2003).

Bu c¢alismanin amaci; dogum seklinin anne ve bebek immun
sisteminin 6nemli bir T lenfosit alt grubu olan Regulatuar T hicreler (Treg)
uzerine etkisi olup olmadigl ve stres hormonu kortizol ile iligkisi bulunup

bulunmadigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

Organizma kargilastigi fiziki, kimyevi ve biyolojik etkenlere karsi
dengesini (homeostazis) korumak zorundadir. Biyolojik etkenlere yani
mikroorganizma ve antijenlere kargi bu dengeyi bagisiklik sistemi ile basarir.
Mikroorganizmalarin olusturdugu tehdide karsi organizmanin ilk savunma
hattini dogal bagisiklik olusturur, onunla iligkili olarak adaptif (kazaniimis)
bagisiklik cevabi olusturularak, ayni etkenle tekrar karsilasiimasi halinde,
etkenin hatirlanarak daha erken ve daha gugli bir cevabin olusturulmasi
saglanir (Sekil 1.1) (Abbas, 2003). Sekil 1.1.’de ana hatlariyla gorilebilecegi
gibi dogal bagisiklik epitel dokusu, fagositler, kompleman ve dogal dldurtcu
(natural killer=NK) hucrelerden olusur ve saatler iginde etkenin ortadan
kaldirimasini  saglar, ayni zamanda kazaniimisg bagisikligi baglatir.
Kazanilmis bagisiklik ise humoral bagisikhdi olusturan B lenfositler ve
hicresel bagisikligr olusturan T lenfositler ile gorev yapar. Bu gorevin
tamamlanmasi ise gunler surebilir.
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Sekil 1.1.  Dogal ve kazaniimig bagisiklik sistemi (Abbas, 2003).



2.1. immiin Yanit

Degisik patojenlere karsi immun cevabi olusturup yoneten hicre alt
grubu CD4+ T hucrelerdir. Bu sureg¢ naiv CD4+ T hicrelerinin antijen sunucu
hicre (ASH)'nin antijeni sunumu, kostimdilatér (yardimci uyarict) molekulleri
eksprese etmesi ve TCR Uzerinden antijenin tanimasi ile efektor T veya
yardimci T (Th) hdcrelere donusmesini igerir. Hicre igi patojenlere karsi
IL2/IFNy-Th1 hucrelerinin, hicre disi patojenlere karsi 1L4/IL10-Th2
hicrelerinin gorevli oldugunun iyi bilinmesinin yani sira, yakin zamanda
immun cevabi yonlendiren ve Th17 olarak adlandirilan bir baska yardimci T
hicre grubu da oldugu belirlenmigtir (Sekil 2.1). Bu sonuncu hicre grubu
hicre digi hasara cevap olarak yuksek miktarda IL17 Uretmekte ve
enflamasyon olusturmakta ve ayrica otoimmunite gelisiminde de rol
oynamaktadir. Ortamda bulunan sitokinlerin etkisiyle ve goérevlerine gore
yardimci T hacreleri hasarli  bdlgedeki 6zgul mikroorganizmalarla
savasabilmekte, CD8 sitotoksik T hucreleri gibi diger efektor T hucreleri
cagirabilmekte ve antikor Ureten B hcreleri gibi immun yanitin diger kollarini
da aktive edebilmektedir. Ayni zamanda, CD4+ T hicreleri arasindan
organizmaya 0zgu (self) antijen ve zararsiz dis antijenlere kargi immun
cevaplar olusmasini onleme, patojenlere karsi yikici immun cevaplarin
kontrolunu saglayabilen hucre alt gruplari da ortaya c¢ikmaktadir. Bu
hicrelere regulatuar T hicre (Treg) denilmektedir, bunlar periferik toleransin
saglanmasindan sorumludur (Bachetta, 2007).

Bagisiklik sistemi immun yaniti olustururken asiriya kagmamali ve
kendi dokularina zarar vermemelidir, buna immdiinolojik self tolerans
denilmektedir (Wing, 2002). Bagisiklik cevabini baskilayan regulatuar T
hicresi grubu 1970’li yillarda tanimlanmis ve siipresér (baskilayici) T hicresi
ad1 verilmig, fakat bu hucreleri tanimlayan klonlarin bulunamamasi ve
baskilayici faktorlerin belirlenememesi nedeniyle 1995’e kadar bu konuda

gelisme saglanamamistir (Gershon, 1970; Sakaguchi, 1995).



Treg hucreler gebelik immunolojisinde dnemli rol oynamaktadir. Erken
gebelik déneminde desidual ve/veya periferik kan Treg hicrelerin arttigi,
dogum sonrasi donemde ise azaldigi, fetusun immunolojik reddini onledikleri
bilinmektedir (Guleria, 2007). Ancak Treg hucrelerin dogum sekli ile iligkisi
konusunda bilgi yoktur. Son yillarda dogumda olgulebilir belirteglerin
tanimlanmasi ile ¢gocukluk ve erigkin donemlerde geligebilecek hastaliklarin
(atopik hastaliklar gibi) 6nceden belirlenmesi buylk ilgi cekmektedir. Ancak
dogum seklinin bu belirteglere etkisi ile ilgili ¢alisma sayisi da azdir
(Thornton, 2003).

Timik T
hiicre nTreg
-+
OtoAg
CDasCD25- 2 N
+C025. __— CcD25*
aTreg

+
Yabanci Antijen

IL-4

@ Tr1
IL-10
TGF-B
T Efektér Cevap = T Regiilator cevap

IL-10 + IFN-o

Sekil 2.1. Efektor ve regulatuar (icraci ve duzenleyici) immudn
cevaplarin olusumu, transkripsiyon faktorleri ve sitokinler arasindaki
etkilesme. Antijenin turtine, yerine ve sunuldugu ASH turine gore degisik
sitokinler ve membran molekdulleri immun yanitin kaderini ve isleyisini belirler.
Ag: antijen, ROG: GATA represoru (Bachetta, 2007).



2.2. Gebelik immiinolojisi

Bundan elli yil kadar 6nce Medavar (Medavar, 1953) fetusun babaya
ait antijenleri tagsimasi sebebiyle annenin alloimmiin cevabindan korunmasini
saglayacak bir tolerans mekanizmasi olmasi gerektigini ileri surmustir. O
zamandan gunumuze kadar buyuk gelisme saglanmasina ragmen, bilim
adamlari hala gebeligin immunolojik paradoksunu anlamaya c¢alismaktadir.
Bu konunun anlagiimasi gebelik immunolojisindeki sapmalarin yol agtigi
neonatal ve maternal hastaliklarin teshisi ve tedavisi bakimindan c¢ok
onemlidir. Yenidogan agisindan; eritrosit ve trombosit alloimmdiinizasyonu,
yenidoganin sistemik lupus eritematozusu, miyastenia gravis, obstetrik
acidan; spontan dusukler, fetal 6lum, preeklampsi, fetal buylime geriligi,
plasenter yetmezlik, erken dogum gibi olaylar en azindan kismen
immunolojik mekanizmalarla olusur (Aagard-Tillery, 2006).

Dollenmis yumurta hem annenin hem de babanin antijenlerini tasidigi
icin bir semi-allograft olarak kabul edilir (Aagard-Tillery, 2006). Bu sebeple,
maternal-fetal immunolojik tolerans konusundaki arastirmalar transplant
immunolojisinde de ¢ok onemlidir (Lapaire, 2007). Ancak anne ile fetal
dokular arasindaki immunolojik etkilesimlerin yavrunun buyime ve

gelismesine hizmet etmekte oldugu unutulmamahdir (Aagard-Tillery, 2006).

2.2.1. Materno-Fetal Arayuz (MFA) (Sekil 2.2)

Annenin immun sistemi ile temas kuran fetal doku plasentadir.
Plasentanin uterusun desiduasi igcine tutundugu villuslari sinsityotrofoblastik
hicrelerden olusur. Villus disi sitotrofoblast hlcreleri ise maternal
desiduanin igine giren hucre sutunlarini olusturur (Aagard-Tillery, 2006).
Anne kani ve fetus dokulari arasindaki dogrudan temasi villéz trofoblastlarin

olusturdugu fetomaternal bariyer onler. Trofoblastik hucrelerin fagositoz



yapabilmeleri dogal immun sistemin bir pargasi olduklarini disundurmektedir
(Bulla, 2004).

Ekstravilloz

Desidua itotrofoblast

U= Villoz
~*" Sjtotrofoblast 3

Villaz
Sinsityotrofoblast
: Desidua
Desidua /;'/ Bazalls |1 T lenfosit
Kapsiilaris B = B lenfosit
, M= Makrofaj
LGL = Biiyiik graniillii
lenfosit
Sekil 2.2. Materno-fetal arayuz (Aagard-Tillery, 2006).

Son yillarda desiduada iki buyUk htcre grubunun varligi goésterilmistir.

Uterin Naturel Killer (uNK) hicreler CD3'CD16°CD56"CD94™"
Ozellikleri ile taninir. Bu hucreler klasik HLA klas | molekullerinin (HLA ABC)
yani sira, nonklasik doku uygunlugu molekulleri olan HLA-G ve E'yi, tasidigi
Killer 1g-benzeri reseptor (KIR) ve lektin tipi (CD94/NKG2A) reseptorleri ile
taniyabilirler. implantasyon esnasinda da desiduadaki en biiyik I6kosit
grubunu olustururlar. CD94™ ylizey molekill inhibitér 6zelliktedir (Dietl,
20086). Periferik kandaki NK hiicreleri ise %90 oraninda CD56°*"'CD16",
kalan %10'u ise CD56°"CD16™tir. Oncekiler daha sitotoksik olup KIR
molekulleri tasirlar, ikinci tip NK hucreleri ise daha az sitotoksik olup KIR
tasimaz, CD94/NKG2 reseptorleri tasir ve asil sitokin Ureten NK
hacreleridirler (Wold, 2005).

Makrofajlar desiduadaki diger buyuk hlcre grubu olup hicresel immun

cevabi inhibe eden prostaglandin E2 salgilarlar. Lenfositler ise daha az



sayidadir. Bunlarin bir alt grubunu CD56°CD16" buylk granilli lenfositler
olusturur (Bulla, 2004).

Desiduadaki dendritik hucreler (DH) periferik kandakiler gibi
CD83"CD11¢"CD80"CD86" olmalarina ragmen, farkli olarak CD14 ve CD15
tasimazlar. T hucre sitolitik aktivitesini arttiran IL-12 Uretme kapasiteleri
dusuk, IL-10 dretimleri ise yUksektir. Bu da desiduada Th2 tipi T lenfositlerin
baskin olmasini saglamaktadir (Sekil 2.1) (Dietl, 2006). DH’lerin desiduada
az miktarda olan Treg'lerin artmasini sagladiklari gdosterilmigtir (Heikkinen,
2004). Desiduada ayrica CD209 tasiyan DC-SIGN™ (Dendritik hiicreye 6zgii
ICAM-3 tutan nonintegrin) hicreleri ve CD205 tasiyan intermediate DH’ler de
vardir. Gebelikte desiduadaki uNK/DH oraninin uNK lehine olmasi gerektigi
gozlenmigtir (Dietl, 2006).

Gebelikte anne kompleman sistemi aktive olmus durumdadir,
dolasimda C3a, C4a ve C5a ylksek oranda élgulir. Ancak bunlar plasentayi
gecmezler. Trofoblastik hucreler kompleman inhibitor proteinler (decay
accelerating factor, membrane cofactor protein) ile kompleman aktivitesini
kontrol altinda tutarlar. Anne kaninda C5a artisinin erken dogum ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Petrova, 2007).

2.2.2. Fetusu Koruyan Maternal Tolerans Mekanizmalari

Trofoblastik hucreler klas | HLA antijenlerini tagimadiklari igin maternal
sitotoksik T hdcrelerinden korunurlar fakat NK hicrelerinin etkilerine agik hale
gelirler. Yine de sitoliz olusmaz ¢unkd, ilk iki gebelik doneminde desiduadaki
NK hucreleri fetusu koruyan 6zel hucrelerdir ve uNK adini alirlar (Guleria,
2007). Villus disi trofoblastik hiucrelerin nonklasik HLA klas | antijenleri olan
HLA-G ve E’yi tasirlar, bu da onlari NK hicrelerinden korur (Sekil 2.2) (Bulla,
2004).

Anne kaninda kompleman sistemi MFA'daki cesitli faktorlerle aktive
olabilir. Ancak trofoblastik hlcreler Uzerinde bu etkiden koruyan kompleman

regulatuarlari bulunmustur (Bulla, 2004).



Uglincli  gebelik déneminde 6len trofoblastik hiicrelerin  anne
dolasimina dokilmeleri de maternal toleransa katkida bulunur (Guleria,
2007).

indolamin 2,3 dioksijenaz (IDO) esansiyel aminoasit olan triptofani
parcalayan bir enzim olup trofoblastlarda yogun olarak bulunur. Triptofanin
azhgr anne T hicre, DH ve antijen sunucu hicre (ASH) aktivasyonunu
azaltmaktadir. Gergekten gebeligin ilk doneminde serum triptofan seviyesi
azalmaktadir (Sekil 2.4b) (Guleria, 2007).

Son olarak gebeligin erken ddoneminde desidua ve periferik kanda
CD4'CD25" Treg hiicrelerinin arttigi ve gebelik sonlandiktan sonra bu
hdcrelerin azaldigi gosterilmistir (Heikkinen, 2004; Sasaki, 2004; Somerset,
2004). Ancak bunlarin o6zgullukleri, dolagima dokulen alloantijenlerle,
hormonlarla ve kemokinlerle iligkileri gibi 6zellikleri hakkinda bilgimiz sinirlidir
(Guleria, 2007). Gebelikteki 6strojen artisinin fetusa goOsterilen toleransi
arttirdigi, trofoblastlarin Urettigi kemokin CCL22'nin reseptorlerinin  ise

Treg’lerde bulundugu bildirilmistir (Guleria, 2007).
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Sekil 2.3. Fetomaternal toleransda gorev alan hicre ve molekuller
(Guleria, 2007).
PDL1: programh hicre élumu ligandi
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Sekil 2.4. a. MHC iligkili HLA-G allogeneik T hcrelerinin Fas FasL
Uzerinden apopitozisine yol agar.

b. Negatif kostimulator CTLA4 molekili tagiyan Treg hucreler DH’lerin
IDO salgilamasini, dolayisi ile T hucreleri igin vazgegilmez olan triptofani
yikarak T hicre gogalmasini engeller (Guleria, 2007).

2.2.3. Gebelikte Th1/Th2 ikilemi

Bireyin bir antijene immun cevabi antijen sunumunun yerine, antijen
sunucu hicrenin Urettigi sitokinlere, bireyin genetik 6zelligine, ko-stimulator
molekiillerle iligkisine gére CD4" T helper (yardimci) hicrelerin fenotipini
(Th1 veya Th2) belirler. Th1 hucreler esas olarak IFNy ile antiviral ve
enflamatuar olaylari, Th2 hucreler ise IL-4 ve IL-5 ile humoral ve allerjik
olaylari etkiler (Akbar, 2006). Bu cevaplari ise yukarda bahsedilen Tr1 ve Th3
regulatuar hucreler duzenler. Gebelik esnasinda Th2 baskinligi olduguna
(Wegmann, 1993; Piccinni, 1993) ve olmadigina (Saito, 1999; Chaouat,
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2002) dair calismalar vardir. Saito ve ark. gore ise gebelik esnasinda
Th1/Th2/Tr1/Th3 ve CD4"CD25" Treg dengesi vardir (Saito, 2007).

2.3. Sezaryenin Bebegin immiin Sistemi Uzerine Etkileri

Belirlenebildigi  kadari ile ingilizce literatiirde dogum seklinin
yenidoganin immun sistemi Uzerine etkisinden ilk defa Frazier ve ark
bahsetmigstir. Yazarlar, yaptiklari ¢alisma ile dogum seklinin yenidoganin
polimorfonukleer hlcre sayilarinin  ve fonksiyonlarinin  degistigini
gostermiglerdir (Frazier, 1982). Amerika Birlesik Devletleri’nde sezaryenle
dogum oraninin 1970’te %5 iken 1990°’da %25’e yuUkselmesi, arastirmacilari
sezaryenin yenidogan immun sistemi Uzerine olan etkisini denetlemeye sevk
etmistir. Ornek olarak; Groenlund ve ark. tarafindan sezaryenle dogan
bebeklerin fagosit fonksiyonlarinin arttigi ve alti ay boyunca yuksek kaldigi
gosterilmistir (Groenlund, 1999).

Thornton ve ark.’nin g¢alismasinda ise dogum seklinin CD4" T hiicre
fenotip ve fonksiyonlari (zerine etkisini belilemek amaciyla T hicre
aktivasyon belirtegleri olan CD25, HLA-DR, CD69, CD62L, CD11a, CD44 ve
CD49d ekspresyonu arastiriimig ve bu belirteclerden sadece CD62L’nin
sezaryenle dogan bebeklerin T hucrelerinde ekspresyonunun daha fazla
oldugu gdsterilmistir (Thornton, 2003).

Chirico ve ark. yaptigd1 arastirma ile vajinal yolla dogan bebeklerde
|6kosit ve notrofil sayilarinin sezaryenle dogan bebeklerinkinden daha yuksek
oldugu ve bu bulgunun on iki saat boyunca devam ettigi gosterilmistir
(Chirico, 1999). Sezaryen oranlarindaki artisla birlikte atopik hastaliklarin
da artmasi, bu iki sire¢ arasinda iligki olabilecegi dusuncesini dogurmustur.
Kero ve ark.’nin yaptigi kohort galismasinda sezaryen oranindaki artis ile
atopik hastaliklarin artigi arasinda iligki oldugu gdsterilmistir (Kero, 2002).
Daha sonra Negele ve ark. sezaryenle dogan bebeklerin barsak floralarinin
degismesinin atopik hastaliklari arttirabilecegi hipotezinden yola gikarak 2500

bebedin iki yillik takibi sonucu elde ettikleri sonuglar da bu bulguyu
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desteklemistir (Negele, 2004). Nitekim, Penders ve ark.’nin 2006'da
yayinladiklari ¢calismada 1032 bebekten olusan kohortun gaita ornekleri
degerlendirildiginde en saglikl floranin normal yolla evde dogan ve anne sutu
alan bebeklerde olustugu gosterilmistir (Penders, 2006).

Brown ve ark.nin arastirmasiyla da sezaryen ile dogan bebeklerin
mononukleer hucrelerinin uyarildiklari zaman normal yolla dogan bebeklerin
hacreleri kadar IFN-y Uretemediklerini, IL-4 Uretimlerinin ise benzer duzeyde
oldugunu gosterilmistir (Brown, 2003).

Normal yolla dodan bebeklerin nétrofillerinin daha yuksek fonksiyonel
kapasiteye sahip oldugu ise Gessler ve ark. tarafindan, bunlarin solunumsal
patlama Urunlerinin ve ylzey adezyon molekillerinin daha fazla oldugunu
gOstermesiyle ortaya konulmustur (Gessler, 2003).

Eriyebilir (solubl) IL-2 reseptoru (slIL-2r), eriyebilir IL-4 reseptoru (slL-
4r), interlokin-13 (IL-1pB), timor nekrozis faktor oo (TNFa) gibi sitokinlerin de
vajinal yolla dogan bebeklerin serumunda daha yuksek oldugu Puchner ve
ark. tarafindan gosterilmistir (Malamitsi-Puchner, 2005).

Goraldugu gibi dogum seklinin yenidoganin immin sisteminin gelisimi
uzerine onemli etkileri oldugunu gOsteren bilgiler vardir. Ancak literatirde,
dogum seklinin yenidogan immun sisteminin homeostazisini saglayan Treg
hicreler Uzerine etkisi ile ilgili bilgiye inceleyebildigimiz kadari ile

rastlanmamigtir.
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2.4. Regilatuar T (Treg) Hucreleri

immiin sistem, kona@i patojenlerden korurken immin yaniti da
dizenleyerek abartii ve anormal yanitlarin ortaya c¢ikmasini onler. Bu
sayede immin homeostazisden sdz edilebilir. Bunu nasil basardigi ise
immunolojinin temel konusudur. CD4" T hiicreler farkli patojenlere karsi
immiin cevabi belirleyen ve diizenleyen hiicrelerdir. Deneyimsiz (naiv) CD4"
T hucreleri ASH’ler tarafindan sunulan antijeni T hicre reseptdri (TCR)
araciligiyla tanidiktan sonra alt gruplara; hicre igi patojenlere karsi
IL2¥/IFNy" Tu1 hiicreleri, hiicre disi patojenlere karsi IL47/IL10" T2 hiicreleri
ve son yillarda kazaniimig immuniteye aracilik ettigi tesbit edilmis olan Ty17
hicrelere farklilagir (Sekil 2.1) (Bachetta, 2007). Bu hucreler, hicre digi
hasar olugtugunda ylksek miktarda interlokin 17 (IL-17) salgilar ve
otoimmdunite olusumunda énemli rol oynarlar (Bachetta, 2007; Schmit-Weber,
2007). Sakaguchi ve ark. tarafindan 1990’larin ortalarinda interlokin-2 alfa
reseptér (IL2ar=CD25) eksprese eden self toleransi saglayan CD4" T
hicreleri tanimlanmasi ise blyuk bir gelisme olmustur (Ochs, 2007, Chapter
26).

Timustan kaynaklanan CD4°CD25" Treg hicrelere dogal (nTreg)
hicreler denir. Periferde antijenle karsilastikga artarlar ve uygun sitokin
ortaminda adaptif (veya inducible) Treg (aTreg) hulcrelere doénusdurler.
Bunlarin gelismesi ve fonksiyonlari forkhead box P3 (FOXP3) adi verilen
transkripsiyon faktériiniin ekspresyonuna baglidir. Treg hucrelerin de alt
gruplart vardir. IL-10 salgilayanlar Tr1, TGFp salgilayanlar Th3 olarak
adlandirilirlar. y8-TCR eksprese eden CD4°CD8 T hiicreleri, CD8'CD28" T
hacreleri, NK T hucreleri ve Th2 hucrelerinin de regulatuar gorevleri vardir
¢unkul, bazi hastalik modellerinde otoimmuniteyi baskilarlar (Miyara, 2007).

Periferik kanda nTreg hicreleri CD4" T hicrelerin %5-10’unu
olustururlar. IL2ar (CD25) ile birlikte sitoksik T lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-
4), glukokortikoidle indiklenen timoér nekrozis faktor reseptord (GITR) ve
HLA-DR'yi yuksek oranda tagirlar. Ancak interlokin-7 reseptor alfa zinciri (IL-
7or=CD127) pozitifligi orani diglktir. Bu belirte¢ aktive CD4'CD25" T
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hicreleri Treg htcrelerden ayirt etmekte kullanilir (Bachetta, 2007). nTreg
hicreler CTLA-4 molekUlina sabit olarak tasirlar, halbuki ¢aylak T htcreleri

ancak aktive edildikten sonra eksprese ederler (Miyara, 2007).

2.4.1. Treg Hiicrelerin immiin Cevabi Baskilama Mekanizmalari

Treg hicreleri CD4" T hiicrelerinin aktivasyon ve ekspansiyonunu, B
hicre proliferasyonunu, immudnglobulin Gretmelerini ve izotip dénltsimuani
baskilar. Bu baskilamanin baslamasi antijenik stimilasyon gerektirir, fakat
Treg hucreler aktive olduktan sonraki baskilama antijenden bagimsizdir
(Miyara, 2007). Treg hlcreler immun cevabi a) IL-2 gen ekspresyonunun
baskilanmasi ve ASH Uzerindeki kostimuilatér molekillerle etkilesmesi b)
baskilayici sitokinlerin salgilanmasi ¢) CTLA-4 Uzerinden triptofan yikiminin
arttinimasi d) sitotoksisitenin baskilanmasi veya bilinmeyen bir mekanizma

ile duzenledikleri dusunulmektedir (Miyara, 2007).

2.4.2. FOXP3 Molekulii

Halihazirda, Treg hacreleri belirlemekte kullanilan en 6zglin belirteg
yakin zamanda tanimlanmis olan FOXP3 molekulidir. Bu molekul sitokin
genlerinin harekete gecirilmesini baskilayarak hucrenin aktive olmasini
engelleyen bir transkripsiyon faktorudur (Takahata, 2004). Wildin ve ark
tarafindan 2001'de FOXP3 gen mutasyonunun yiksek IgE seviyesi ile
birlikte, immun disregiilasyon, poliendokrinopati, enteropati ve X-gecis
sendromu (IPEX)'na yol agtigi gosterilmigtir (Wildin, 2001). FOXP3 proteini ¢
ucunda DNA baglayan catalbasi (forkhead) iceren 11 eksonlu gen tarafindan
kodlanir. Bu protein dogrudan veya aktive T hucre niikleer faktéri (NFAT)'ne
baglanarak IL-2 mRNA transkripsiyonunu baskilar (Bachetta, 2007). Bu
molekul hem nTreg hem de aTreg hucrelerde eksprese edilir. Timik ve

periferik T hucrelerinde farkh etkileri vardir, aktive edici veya baskilayici
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olabilir. Bu durum Treg hucrelerin baskilayici mekanizmalarinin
aciklanmasinin zorlugunu izah etmektedir. FOXP3 molekalinin diger efektor
T hdcrelerinde de gegici olarak ve daha az miktarda eksprese oldugu
bilinmektedir (Bachetta, 2007).

2.5. Gebelikte Ve Yenidoganda Treg Huicreler

Son bulgular gebelikte Treg hicrelerin arttigini ve daha da 6nemlisi
fetusun immunolojik reddinin azalmis Treg hucrelerle iligkili oldugunu
gOstermektedir (Zenclussen, 2006). Erken gebelik esnasinda insan
desiduasinda CD4*CD25'2" T hiicrelerin artti§i, spontan dusiik
orneklerinde ise bu hulcrelerin ¢ok az oldugunu goésterilmistir (Sasaki, 2004;
Somerset, 2004). Treg hticreler gebeligin ikinci ddneminde en yiksek dizeye
cikar, gebelik sona erdikten sonra immunolojik uyari ortadan kalktigi igin 6-8
hafta icinde gittikge azalirlar (Somerset, 2004).

Treg hucrelerin kordon kaninda erigkin periferik kanindan daha fazla
oldugu ve uyarildiklari zaman guglu baskilayici etkileri oldugu bilinmektedir
(Godfrey, 2005). Kordon kani Treg hucrelerinin deneyimsiz (naiv) olmalarina
ragmen fonksiyonel olarak olgun olduklari da gdsterilmistir (Takahata, 2004).
Dogumdan sonra antijenle kargilastiklari zaman c¢ogalir ve bellek tipi
hicrelere donusurler, ancak bu konudaki bilgilerimiz henlz yetersizdir (Wing,
2002).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplarinin Se¢imi Ve Orneklerin Toplanmasi

Aragtirmanin materyalini; vajinal yolla ve elektif sezaryen ile dogan,
gebelik yasina uygun (AGA), term bebekler ve anneleri olusturdu. Maternal
ates, atopi, kollajen doku hastaligi, otoimmun hastalik, immuin yetmezlik;
erken membran riptiri (>18 saat), mekonyumlu amnios sivisi, plasenta
previa, abruptio plasenta, makat gelisi, cogul gebelik; bebekte dogumsal
anomali, antenatal steroid ve ila¢ kullanimi, duslUk apgar (<7), prematurite
(<37 hafta) ve gebelik yasina gore kuguk bebek (SGA) olma durumlari
arastirmaya alinmama kriterleri olarak kabul edildi.

Ankara Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulunun onay verdigi ‘Gonlli
Bilgilendirme ve Onay Formu usull uyarinca doldurulduktan sonra (Bkz Ek 1
ve 2) Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim
Dali, Dogum Kilinigi’'nde miadinda vajinal yolla dogan 20, elektif sezaryenle
(dogum eylemi bagslamadan kendi istedi ile veya mikerrer) dogan 20
bebekten kordon kani toplandi. Kan ornekleri (her bebek igin 3 ml EDTA
iceren tipe ve 3 ml antikoagulan icermeyen tlipe olmak tUzere toplam 6 ml)
kordonun mandal konulup kesilmesinin hemen ardindan, kordonun bebek
tarafindan alindi. Es zamanl olarak annelerinin intrapartum ven6z kan
ornekleri ve ayrica saglikli ve gonulla, benzer yas grubunda (19-32 yas) 20
gebe olmayan kadinin ven6z kan ornekleri (3 ml EDTA iceren tlipe ve 3 ml
antikoagulan icermeyen tupe) alindi. EDTA’lI kan o6rnekleri bekletiimeden
Treg hucre duzeyleri olgimu igin ¢calismaya alindi. Antikoagulan icermeyen
tuplere alinan kordon kani, anne ve kontrol kan ornekleri (3’er ml) ise,
santrifij edilip serumu ayrilarak, daha sonra kortizol dizeyi olgilmek Uzere,
-'80°C derin dondurucuda (Ankara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglig

ve Hastaliklari Anabilim Dali, Molekuler Genetik Bilim Dali ) saklandi.
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3.2. CD4'CD25'FOXP3* T Hiicrelerin (Treg) Belirlenmesi

Yukarida tarif edilen sekilde EDTA’ i tuplere alinan kordon kani ve
periferik kan 6rnekleri, CD4"CD25"FOXP3+ regulatuar T hiicre (Treg) lerinin
belirlenmesi icin, Anabilim Dalimiz imminoloji-Allerji Bilim Dal’ na bagli
immUnoIoji Arastirma Laboratuar’ nda, Akim Sitometrisinde, direk
immunfloresan yontemi ve 3 renk boyama uygulanarak degerlendirildi
(Roncador, 2005).

Kullanilan monoklonal antikorlar: CD25 FITC (Immunotech,
Marseille, France), CD4 PC5 (Immunotech, Marseille, France), Anti Human
FOXP3 PE (eBioscience, Inc.) , IgG2a PE (Immunotech, Marseille, France),
IgG2a FITC (Immunotech, Marseille, France), 1gG1 PC5 (Immunotech,
Marseille, France) idi.

Yizeyde CD4°'CD25"ligi go6steren hiicrelerde FOXP3 molekuli
intrasitoplazmik olarak (Cytomics FC500 Flow Cytometer, Beckman Coulter
Corp. Miami, FL, USA) dl¢uldu. Her ¢alismada IgG2a PE, 1gG2a FITC ve
IgG1 PC5 negatif kontrol olarak kullanildi.

Akim Sitometri Yonteminin detaylari: Polistren tiplere (12x75 mm’lik)
periferik kan orneklerinden 50 ser ul koyuldu. Periferik kan tzerine CD25
FITC ve CD4 PC5 monoklonal antikorlari baglanip *4°C ve karanlikta 15
dakika inkiibasyona birakilarak lenfositlerde ylzey boyamasi yapildi.

Yuzey boyamasinin ardindan intrasitoplazmik boyama protokoluyle
devam edildi. Bu protokolde IntraPrep Permeabilization Reagent
(Immunotech, Marseille, France) kullanildi. Her tupe IntraPrep Reagent 1 den
100 pl eklenip *4°C ve karanlikta 15 dakika inkiibasyona birakild.
inkiibasyon sonunda her tiipe 3 ml soguk izotonik soliisyon eklenip santrifij
edilerek yikama yapildi. Boylece Reagent 1 uzaklastirildi. Yikama sonunda
her tlipe IntraPrep Reagent 2 den 100 pl eklenip *4°C ve karanlikta 13 dakika
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda tiiplere Anti Human FOXP3 PE
ile IgG2a PE monoklonal antikoru baglanarak yine +4°C ve karanlikta 30
dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonunda her tiipe 3 ml soguk

izotonik solusyon eklenip santriflj edilerek yilkama yapildi. Yikama sonunda
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her tipe 500 pl izotonik solisyon eklenip Akim Sitometrisinde
degerlendiriimeye alindi.

Analizler 488 nm lazer eksitasyon (argon-ion) kaynagi ile; yana
sacilim (SS) ve 90° ile sacihim (FS); floresan FL1 (530 nm dalga boyunda-
yesil), floresan FL2 (585 nm dalga boyunda-oranj) ve floresan FL4 ( 675 nm
dalga boyunda-mor) detektorleri ile; islemler ise CXP SoftWare version 2.1
programi kullanilarak yapildi. SS’ e kargi FS detektorlerinin kullanimi ile
hicreler buyukluk ve granul iceriklerine gore bilgisayar ortamina yansitilip
lenfositler, diger periferik kan hdcrelerinden karakteristik gérinim ve
yerlesim yerleri esas alinarak ayrildi ve lenfosit kapisi belirlendi. Bu lenfosit
kapisi icinde CD4 ve CD25 i ortak ve en parlak olarak tasiyan hicre grubu
secilerek, bu popilasyondaki FOXP3 diizeyi 6lgiildi. Tim 6rneklerde CD4"
ve CD4'CD25" hiicre diizeylerinin o yas grubunun normal sinirlari iginde
olmasina dikkat edildi (ikinciogullari, 2004; Bisset, 2004; Chng, 2004).

3.3. Serum Kortizol Duzeylerinin Belirlenmesi

Ankara Universitesi Tip Fakiltesi, Biyokimya ABD Laboratuar’nda
ticari bir radioimmunoassay kiti (Diagnostic Systems Laboratories, Inc.,
Webster, TX) kullanilarak, Stratec PC gama sayaci ile serum Kortizol
Olcumleri yapildi. Deneyin negatif kontrolu 4+1 mg/dl, pozitif kontroli 20+5
mg/dl idi.

3.4. Arastirmanin Kaynagi

Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)
birimi tarafindan desteklenmistir (BAP Proje no: 2007080904HPD).

3.5. istatistiksel Degerlendirme
istatistiksel degerlendirmeler Ondokuz Mayis Universitesi Tip

Fakiiltesi istatistik Anabilim Dali’nda yapildi.
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Gruplarin istatistiksel karsilastirmasinda, normal dagilim gosteriyorsa
student t testi, gostermiyorsa Mann-Whitney U testi, ¢oklu kargilastirmalarda
tek yonlu varyans analizi ve Tukey testi, anneler ve bebeklerin verilerinin
dogum sekline goére birbirleri ile iligkilerinin incelenmesinde ise; normal
dagihm gosteriyorsa Pearson, gdstermiyorsa Spearman korelasyon testleri
kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismada sezaryen ile dogum yapan 20 anne ve bebegi ile, vajinal
dogum yapan 19 anne ve bebeginin sonuglari degerlendirmeye alinmistir.
Vajinal dogum yapan bir annenin CD4" tasiyan hiicre sayisi normalin alt
sinirindan dusuk bulundugu icin bebegi ile birlikte degerlendirme digi
birakilmistir.

Vajinal dogum yapan annelerin yas ortalamasi 26.4 (medyan 27),
gebelik sayisi ise medyan 2 idi. Sezaryen ile dogum yapan annelerin yas
ortalamasi 31.2 (medyan 30) ve gebelik sayisi medyan 2 idi. Kontrol
grubunun yas ortalamasi ise 24.5 (medyan 24) idi (Tablo I). Vajinal yolla
dogan bebeklerin dogum agirhgi ortalamasi 3326+447 g, gebelik haftasi 39.4
ve kiz/erkek orani ise 9/10 idi. Sezaryenle dogan bebeklerin ise dodum
agirhgr ortalamasi 3211+£328 g, gebelik haftasi 38.9 ve kiz/erkek orani 8/12
idi (Tablo II).
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Tablo I. Dogum yapan annelerin ve kontrol grubunun ozellikleri.

Vajinal Dogum Sezaryen Dogum Kontrol
Olgu Gebelik Gebelik
No Adi Yas® Sayisi® Adi Yas® Sayisi® Adi Yas®
1 FK 26 1 FO 23 2 uo 23
2 YF 24 2 KB 29 1 HY 25
3 NO 34 2 PK 30 2 EC 21
4 HD 26 2 EC 30 1 DG 30
5 UK 28 1 GU 30 7 (O] 24
6 ES 27 3 CA 22 2 NE 24
7 HB 28 2 SK 32 3 EB 21
8 NB 32 3 KC 40 2 DC 24
9 NY 27 4 SA 32 1 BY 19
10 CA 28 2 HA 28 1 HC 25
11 YA 25 1 VA 42 4 io 23
12 FT 33 2 NC 34 1 MS 23
13 SC 30 2 NM 35 3 EBK 23
14 SD 21 1 SA 36 3 MA 24
15 SB 20 1 HD 35 3 KU 24
16 AB 28 2 SD 35 2 MA 24
17 SO 24 3 RM 30 1 KB 32
18 MC 22 1 HS 31 3 AC 31
19 PE 19 1 GS 25 1 OB 28
20 ** - - SO 26 1 BO 23
Ortalama 26.4 31.2 24.5
Medyan 27 2 30 2 24
p a-c = 0.003 c-e = 0.0002
a-e = 0.537 b-d = 0.693

* [saretli olan t testi ile, digerleri ise Mann-Whitney U testi ile karsilastiriidi.
**CD4" duslik bulundugu igin anne ve bebegi degerlendirme disi birakildi.



Tablo Il. Bebeklerin cinsiyetleri, dogum agirliklari ve gebelik haftalari.

Vajinal Dogum Sezaryen Dogum
Olgu Anne Cins® Dogum Gebelik Anne Cins® Dogum Gebelik
No Adi Soyadi Agirhg® Haftasi® Adi Soyadi Agirhg® Haftasi’
(gr) (gr)

1 FK E 3720 40.0 FO K 4020 41.0
2 YF K 2850 40.4 KB E 3570 374
3 NO E 3890 40.4 PK K 3490 38.4
4 HD K 4020 40.5 EC E 3020 38.0
5 UK E 2640 39.6 GU E 3340 39.2
6 ES E 3660 40.5 CA K 3210 40.3
7 HB E 4150 39.1 SK K 2750 38.6
8 NB K 3270 40.6 KC K 3100 38.6
9 NY K 3160 38.4 SA E 2800 40.0
10 GA E 3810 394 HA K 3100 41.0
11 YA K 2870 38.5 zY E 2950 38.5
12 FT K 2980 39.3 NC E 2700 38.3
13 SC K 3320 39.5 NM E 3500 38.3
14 SD K 3400 40.0 SA E 3050 38.2
15 SB E 3480 38.5 HD E 3500 37.5
16 AB E 3220 38.0 SD K 3150 39.0
17 SO E 3000 38.5 RM E 3300 40.0
18 MC K 2770 39.0 HS K 3000 39.3
19 PE E 2990 39.4 GS E 3100 37.6
20 * - - - SO E 3580 40.0

Xx+SD 33261447 39.4 3211+328 38.9

Medyan 3270 39.4 3125 38.6

K/IE 9/10 8/12
X+SD: Ortalamazstandart deviasyon
p a-d =0.643

b-e = 0.365
c-f=0.437

* isaretli olan t testi ile, digerleri ise Mann-Whitney U testi ile karsilagtiridi

**CD4" duslik bulundugu igin anne ve bebegi degerlendirme disi birakildi.
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Her iki dogum sekli ile de bebeklerin 1. ve 5. dakika medyan Apgar
skorlari sirasiyla 7 ve 10 olarak belirlendi. Bebeklerden elde edilen toplu
sonugclar Tablo IIl ve 1V'de, annelerden elde edilen toplu sonuglar Tablo V ve
VI’da ve kontrol grubundan elde edilen toplu sonuglar Tablo VIl'de

sunulmustur.

Tablo lll.  Vajinal yolla dogan bebeklerin kordon kanindan elde

edilen toplu sonuglar.

Olgu BK TLS CD4'CD25'FOXP3* Kortizol
No (I/mm?3) (/mm?®) (%) (mg/dI)
1 13500 3800 2.4 14.5
2 10000 6200 4.9 25.6
3 18800 6600 9.6 13.4
4 9400 2800 10.3 13.5
5 16800 5000 12.3 16.2
6 13000 4200 13.1 12.9
7 26300 6000 10.7 21.0
8 14400 4700 5.2 16.4
9 24600 5500 2.9 13.8
10 16600 8300 2.8 12.3
11 14500 6800 10.9 17.5
12 12300 5300 20.0 31.3
13 22900 6700 10.8 8.0
14 15600 6400 40.0 16.4
15 18500 6000 10.9 17.0
16 10100 4800 10.1 6
17 11000 5300 14 28
18 12300 4000 14.8 21.6
19 14000 6100 14 9.5
X+SD 15205+4938 5545+1270 11.548.2 16.5+6.5

XxSD: Ortalamazstandart deviasyon
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Tablo IV.  Sezaryenle dogan bebeklerin kordon kanindan elde

edilen toplu sonuglar.

Olgu BK TLS CD4*CD25'FOXP3*  Kortizol

No (/mm3) (/mm?3) (%) (mg/dl)
1 15100 6100 2.6 2.0
2 11400 6000 2.4 7.7
3 7100 4100 4.8 11.2
4 9700 4400 6.2 8.1
5 10100 3900 8.9 3.6
6 20300 14100 5.1 5.1
7 13000 4800 9.9 4.6
8 19200 7000 7.7 5.4
9 10000 4500 5.5 5.2
10 16400 10200 3.2 7.7
11 11700 6200 6.9 4.2
12 11600 5600 6.2 12.0
13 4400 2400 9.8 4.5
14 15100 4300 9.9 12.2
15 12200 4000 5.0 4.4
16 11500 5400 1.9 5.4
17 13700 6400 2.9 5.8
18 7700 4300 18.4 2.3
19 14300 3600 5.5 3.5
20 18700 5500 1.3 13.5

X£SD 12660+4095 5640+2569 6.2+3.9 6.4+3.3

XxSD: Ortalamazstandart deviasyon
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Tablo V. Vajinal dogum yapan annelerin periferik kanindan elde edilen

toplu sonuglar.

Olgu BK TLS CD4'CD25'Foxp3*  Kortizol
No (/mm°) (/mm?) (%) (mg/dl)
1 19900 800 5.6 42.4
2 19600 1900 7.3 133.5
3 17400 3200 9.3 124.9
4 10200 2200 8.7 68.4
5 27600 1900 1.2 151.5
6 12300 2800 5.5 51.9
7 15400 1500 10.0 157.7
8 10400 1100 10.2 105.0
9 14900 1800 8.4 78.0
10 14500 4400 10.6 88.5
11 12600 1900 13.4 170.3
12 15600 1900 14.5 240.7
13 7800 1700 11.0 47.8
14 16900 900 314 162.0
15 14800 1500 18.8 115.8
16 9800 2100 11.5 22.8
17 11200 2300 8.3 174.7
18 9400 1400 10.8 163.7
19 21600 1800 8.6 113.3

20
X+SD 147454824 19454810 10.7+6.2 116.4+56.3

XxSD: Ortalamazstandart deviasyon
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Tablo VI.  Sezaryenle dojum yapan annelerin periferik kanindan

elde edilen toplu sonuglar.

Olgu BK TLS  CD4'CD25'FOXP3* Kortizol
No (/mm°) (/mm?3) (%) (mg/dI)
1 13200 3200 7.6 82.4
2 12700 1700 4.0 23.4
3 10800 1000 6.4 97.5
4 11900 2500 3.6 70.9
5 7600 1700 2.8 52.0
6 8700 2800 2.7 51.6
7 8200 1000 1.2 35.4
8 13700 2500 5.8 95.7
9 13800 1200 5.9 44 .4
10 18200 1300 1.3 46.4
11 13600 800 4.7 36.7
12 20500 1700 10.4 39.3
13 9700 900 4.0 50.1
14 13800 2900 5.1 84.0
15 10000 2000 4.8 55.9
16 13100 1700 1.6 40.7
17 9800 2400 5.6 15.1
18 11900 2200 4.5 21.2
19 9600 1300 9.9 155.2
20 16200 1400 1.4 131.7
X£+SD 12350+3300 18104720 4.62.6 61.4+36.6

XxSD: Ortalamazstandart deviasyon
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Tablo VII. Gebeligi olmayan, benzer yas grubundaki kadinlarin

periferik kanindan elde edilen toplu sonuglar.

Olgu BK TLS  CD4'CD25'FOXP3* Kortizol
No (/mm?3) (/mm3) (%) (mg/dl)
1 6700 1800 6.3 9.3
2 6200 1500 7.4 50.5
3 6100 1700 6.9 15.1
4 4800 1700 6.1 12.4
5 6300 1700 2.5 10.2
6 9100 2800 4.4 11.5
7 10800 2600 4.2 14.8
8 9000 1500 13.1 13.7
9 6300 2100 7.2 17.6
10 4500 1600 9.9 26.8
11 7600 2400 5.2 17.8
12 6900 1800 4.3 11.9
13 3600 1400 7.8 17.3
14 7100 2500 4.1 9.6
15 8300 2000 8.8 22.8
16 6700 2700 5.3 21.7
17 6000 2000 6.6 12
18 7300 1800 12.1 16.7
19 5700 1300 6.2 8.1

20 7100 1400 10.1 16
X+SD 6805+1657 1915+460 6.9+2.7 16.749.2

XxSD: Ortalamazstandart deviasyon
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Tablo VII'de dogum sekline gore yenidoganlardan elde edilen BK,
TLS, CD4"CD25"FOXP3" yiizdeleri, medyan OFY ve serum Kortizol diizeyleri
sunulmustur. Vajinal yolla dogan bebeklerin BK ve TLS degerleri (X+SD)
siraslyla 15205+ 4938 ve 554511270; sezaryenle dogan bebeklerin ise
1266014095 ve 5640+2569 bulundu. Aralarinda anlamli farkhlik yoktu.

Vajinal yolla dogan bebeklerin CD4"'CD25'FOXP3" (Treg hiicre)
dizeyleri 11.548.2 (medyan 10.8), medyan OFY 11.3; sezaryenle dogan
bebeklerin Treg hucre duzeyleri ise 6.2+3.9 (medyan 5.5), medyan OFY 3.3
idi. Yani vajinal yolla dogan bebeklerin Treg htcre duzeyleri ve OFY’leri
sezaryenle dogan bebeklerin degerlerinden anlamli olarak yuksekti
(p<0.004).

Benzer sekilde kordon kani kortizol seviyesi vajinal yolla dogan
bebeklerde 16.5+6.5 (medyan 16.2) mg/dl olup, sezaryenle dogan bebeklerin
degerlerinden (6.4+£3.3 [medyan 5.3] mg/dl) anlamh sekilde ylksek bulundu
(p<0.0001).

Tablo VIII. Yenidoganlarin kordon kani verileri

BK TLS  CD4+CD25+FOXP3+ Kortizol
(/mm3) (/mm3) (% | OFY) (mg/dl)

VD (n=19)

Ortalama+SD 15205:4938 554541270 11.528.2 16.546.5

Medyan 14200 5750 10.8 /1.3 16.2

ESD (n=20)

Ortalama+SD 126604095 5640+2569 6.243.9 6.413.3

Medyan 11950 5100 55/3.3 5.3
0.056 0.832 0.004 0.0001

VD: Vajinal Dogum;
ESD: Elektif Sezaryen Dogum;
OFY: Foxp3’lin Ortalama Floresan Yogunlugu
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Tablo IX. Annelerin periferik kan verileri

BK TLS CD4+CD25+FOXP3+ Kortizol
(/mm3) (/mm3) (% I OFY) (mg/dl)
VD (n=19)?
Ortalama*SD 1474514824 19451810 10.746.2 116.41£56.3
Medyan 14650 1850 10/16.2 15.8
ESD (n=20)"
Ortalama*SD 12350+3300 1810+720 4.612.6 6.413.3
Medyan 12300 1700 46/10.1 5.3
Kontrol (n=20)°
OrtalamaxSD 6805+1657 19151460 6.912.7 16.7+£9.2
Medyan 6700 1800 6.4+/1.8 14.9
o] a-b 0.08 0.607# 0.0001 0.0001#
a-c 0.001 0.989 0.009 0.016
b-c 0.001 0.414 0.249 0.272

VD: Vajinal Dogum

ESD: Elektif Sezaryen Dogum

OFY: Foxp3’lin Ortalama Floresan Yogunlugu

#Mann-Whitney U testi ile kargilastiridi
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Dogum vyapan kadinlarin intrapartum periferik kan BK degerleri
kontrol grubundan anlamh sekilde yuksek iken, TLS degerleri farklilik
goOstermiyordu. Vajinal dogum yapan annelerin BK degerleri (1474514824
/mm?) ise sezaryenle dogum yapanlarinkilerden (123503300 /mm?®) anlamli
olmamakla birlikte, biraz daha ylksekti (Tablo 1X).

Annelerin periferik kan CD4"CD25"FOXP3" (Treg hiicre) ylizdeleri ve
serum kortizol duzeyleri degerlendirildiginde; vajinal dogum yapanlarin Treg
hicre yuzdesi 10.7+6.2 olup hem sezaryenle dogum yapanlarinkilerden
(4.6+£2.6) (p<0.0001), hem de kontrol grubunkinden (6.9+2.76.9+2.7)
(p<0.009) anlaml sekilde yuksek idi. (Tablo XlI). Serum kortizol dizeyleri
vajinal dogum grubunda 116.4+56.3 mg/dl olup sezaryenle dogum
yapanlarinkinden (6.4+3.3 mg/dl) 18 kat (p<0.0001), kontrol
grubununkilerden (16.7+9.2 mg/dl) 7 kat (p<0.016) daha yUksek idi.

Bebeklerin kordon kanindan elde edilen degerler ile annelerin
intrapartum periferik kan bulgular arasinda dogum sekline gére anlamli iligki
olup olmadigi  degerlendirildi.  Vajinal yolla dogan  bebeklerin
CD4'CD25'FOXP3"  (Treg hicre)  ylzdeleri ile  annelerinin
CD4'CD25'FOXP3* (r=0.741) ve serum kortizol diizeyleri (r=0.468),
bebeklerin serum kortizol dizeyleri ile annelerinin serum kortizol duzeyleri
arasinda (r=0.818) anlamli iligki saptandi. (Tablo X), (Sekil 3.1), (Sekil 3.2).
Sezaryenle dodan bebekler ile annelerinin Treg hlicre ve serum Kortizol

dizeyleri arasinda ise anlamli iliski yoktu (Tablo XI).
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Tablo X. Vaginal yolla dogan bebekler ile annelerinin BK, TLS, Regulatuvar T hiicre (CD4+CD25+FOXP3+) ve

kortizol duzeyleri arasindaki iligki.

BEBEKLERIN DEGERLERI

BK TLS CD4+CD25+FOXP3+ Kortizol Dogum Agirligi

Z @
ﬁ S BK 0.76  0.145 0.038 0.092 20.193
2 & TLS -0.42  0.409 -0.292 -0.160 0.265
Z wl
< 0O CD4+CD25+FOXP3+ 0.059 0.317 0.741* 0.071 0.072
Kortizol -0.040 0.214 0.468** 0.818* -0.401
* Anlamli iligki
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Tablo XI. Sezaryenle dogan bebekler ile annelerinin BK, TLS, Regulatuvar T hiicre (CD4+CD25+FOXP3+) ve

kortizol duzeyleri arasindaki iligki.

BEBEKLERIN DEGERLERI

z 3 BK TLS CD4+CD25+FOXP3+ Kortizol Dogum Agirhgs

T 0216 0.159 20.246 0.553" 20.206

2 & TLS 0.436 0.319 0.012 -0.067 0.253

S & CD4+CD25+FOXP3+ -0.117 -0.262 0.022 0.001 -0.044
Kortizol 0.342 -0.164 0.022 0.001 -0.044
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Sekil 3.1. bebekler
CD4'CD25'FOXP3+ hiicre diizeyleri arasindaki iligki.

Vajinal yolla dogan

ile

o
30,00=
.l""-'l’
.l"{l'
z g
S 000 -
- -~
[ o
- o
- 8
[ o e
+ A
y: -
=]
El 10 00— L "f'?/
- S0 F
E .-ﬂ{' s a4 s O
= F A B s
g & &
s A& @
0 00—
1 T 1 T 1
Q00 100 00 200 00 ann,on 400,00
CDA+HCD25+FOXP3-Bebek

O walnakeoum
A gezeryandogum—  —

annelerinin

33



Sekil 3.2.

kortizol duzeyleri arasindaki iligki.

Serum Kortizol-Anne
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Tablo XIl.  Vajinal dogum yapan annelerden elde edilen degerlerin kendi
aralarindaki iligki.

BK TLS CD4*CD25'FOXP3*  Kortizol
BK - -0.061 -0.209 0.235
TLS -0.061 - -0.275 -0.123
CD4'CD25'FOXP3* -0.209  -0.275 - 0.287
Kortizol 0.235 -0.123 0.287 -
Tablo XIll. Sezaryenle dogum yapan annelerden elde edilen degerlerin

kendi aralarindaki iligki.

BK TLS CD4'CD25'FOXP3"* Kortizol
BK - -0.025 0.192 0.028
TLS -0.025 - 0.134 0.017
CD4°CD25'FOXP3*  0.192 0.134 - 0.283
Kortizol 0.028 0.017 0.283 -
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Sekil 3.3. Vajinal dogum yapan anne ve bebeginin
CD4'CD25'FOXP3* (Treg) hucrelerinin akim sitometrideki goérintisu.
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5. TARTISMA

Dogum seklinin yenidoganin immun sistemine etkileri konusunda
yapillmis c¢alismalar olmasina ragmen, bunlarin hemen hi¢ birisinde
yenidoganlar ile anneleri birlikte degerlendiriimemistir (Godfrey, 2005;
Gessler, 2003; Chirico, 1999; Brown, 1999; Mears, 2004). Ayrica, immun
yanita yeni bir bakis agisi getiren Treg hucrelerin yenidoganlardaki ozellikleri
¢ok az bilinmektedir (Guleria, 2007). Bu ¢alisma ile ulasilan sonuglarin, sézu
edilen temel bilgilere katkisinin yaninda, dogum seklinin yenidogan
immunitesi Uzerindeki etkisini gostermesi bakimindan da onemli oldugunu
dugunmekteyiz.

Elde edilen demografik veriler incelendiginde; sezaryenle dodum
yapan annelerin yaslarinin biraz daha fazla oldugu, ancak gebelik sayilarinin
vajinal dogum yapan annelerle benzer oldugu, bebeklerinin de cinsiyet,
gebelik suresi ve dogum agirhdr agisindan benzer oldugu goérulmektedir
(Tablo I, Il). Chirico ve ark.’nin vajinal yolla dogan 16, sezaryenle dogan 15
bebekte, dogum seklinin BK sayilari tUzerine etkisini arastirdiklari ¢alismada
BK (sirasiyla vajinal ve sezaryen) 19169+5524 ve 11273+2433; TLS ise
8909+2990 ve 5316+1012 olarak bulunmustur. Arastirmacilar vajinal yolla
dogan bebeklerin BK ve lenfosit sayilarinin sezaryenle doganlarinkilerden
yuksek olmasinin artmis kortizol seviyesi ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir
(Chirico, 1999). Thilaganathan ve ark.’nin vajinal yolla dogan 20 ve sezaryen
ile dogan 20 bebekte yaptiklari galismada ise medyan BK ve TLS degerleri
arasinda fark bulunmamistir (Thilaganathan, 1994). Arastirmamizda da
vaginal yolla ya da sezaryen ile dogan bebeklerin BK ve TLS degerleri
arasinda anlaml fark bulunmamis olmasi, dogum seklinin bu iki parametre
uzerinde 6nemli bir etkisi olmadigini dusundurmektedir.

intrapartum tam kan sayimlarinda, her iki gruptaki; yani normal ya da
elektif sezaryen ile dogum yapan annelerin BK’lerinin; kontrol grubundaki

kadinlardan daha yuksek olup, TLS’larinin farksiz olmasi, bu durumun
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gebelikten kaynaklanan inflamatuar yanita ve doJum stresine bagh
olabilecegini dustndurmektedir (Tablo [X). Nitekim spontan dogum
inflamatuar bir olay olarak tanimlanmaktadir (Hartmann, 2000). Hartmann ve
arkadaslarinin yaptigi galismanin sonuglari da bu yonde olup; dogum eylemi
basladiktan sonra sezaryen yapilan annelerin birinci gin BK degerlerinin,
dogum eylemi baslamadan (elektif) sezaryen vyapilan annelerin BK
degerlerinden daha yuksek oldugu gosterilmistir (Hartmann, 2000). Bizim
calismamizda da vaginal yolla normal dogum yapan anne grubunda BK
sayisi kontrol grubuna goére anlamli sekilde ylksek (p<0.001) bulunmustur.
Vaijinal yolla dogan bebeklerde CD4*CD25"FOXP3 belirtecleri tasiyan
T lenfosit (Treg hucre) dizeylerinin sezaryen ile dogan bebeklere kiyasla
anlamli sekilde yuksek olmasi ¢alismamizin en garpici bulgusudur (p<0.004)
(Tablo VIII, Tablo IX). Benzer sekilde serum kortizol seviyeleri de vaginal
yolla dogan bebeklerin kordon kaninda sezeryanla doganlara gore belirgin
duzeyde yuksek bulunmustur (p<0.0001) Normal dogum surecinin anne ve
bebekde fizyolojik olarak stres yaratan bir durum olmasi, buna karsilik elektif
sezeryan dogumlarinin spontan dogum eyleminden uzak yapay bir eylem
olmasi serum kortizol dizeylerindeki farklihgr yaratan temel sebep olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Calismamizda Treg hucreler ile kortizol arasinda
saptanan anlamli iligki, Treg hucrelerdeki yuksekligin de vaginal dogumun yol
actigr stres yaniti ile iligkili olabilecegini akla getirmektedir. Nitekim
bebeklerdekine benzer sekilde, vajinal dogum yapan annelerde de Treg
hicreler hem yuzde deger hem de hucrelerde saptanan molekul-floresan
yogunlugu bakimindan (OFY) sezaryen dogumu yapan annelerden belirgin
sekilde yuksek bulunmustur (p<0.001). Annenin fetlise yonelik alloimmin
cevabini dengeleyerek duzenleyen ve gebeligin devamini saglamaya katkisi
oldugu dusunulen Treg hucrelerin (Aagard-Tillery, 2006, Sasaki, 2004)
vajinal yolla dogan bebeklerin kordon kaninda ve ayni zamanda annelerinin
periferik kaninda sezaryen ile dogum grubundakilerden anlamli sekilde
yuksek olmasi dikkat c¢ekici bir bulgudur. Treg hucre duzeylerinin dogum
eylemi, dogum sekli ve zamani ile iligkili olabilecedi dusuncesini akla

getirmektedir. Ancak literatirde bu konuda yapilmis herhangi bir ¢calismaya
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rastlanmamistir.  Glukokortikoidlerin  Treg sayisini arttirdi§gi  yontndeki
calisma (Karagiannidis, 2004), dogumun baslamasi ile yasanan stresin hem
bebek hem de annenin serum kortizol duzeyini arttirdigini, buna bagh olarak
da bebek ve annenin Treg hucrelerinin duzeyinin arttirabilecegini
disundurmektedir. Nitekim basta da belirttigimiz Uzere, calismamizda da
serum kortizol duzeyi vajinal dogum yapan anne grubunda yuksek
bulunmustur. Vajinal yolla dogan bebeklerin serum kortizol duzeyleri
ortalamat+SD 16.5+6.5 (medyan 16.2) mg/dl iken, sezaryenle doganlarinki
6.4+3.3 (medyan 5.3) mg/dl idi (Tablo VIII, Tablo 1X). Vajinal dogum
grubunda serum kortizol dizeyinin dogum stresi ile arttigi daha once
gosterilmigtir (Vogl, 2006).

Yukaridaki yorumumuzu guglendiren diger bulgu ise verilerimizin
analizi sonucunda; vajinal yolla dogan bebeklerin Treg (CD4"CD25"'FOXP3)
yuzdeleri ile annelerinin Treg yuzdeleri, bebeklerin Treg yuzdeleri ve
annelerinin serum kortizol duzeyleri arasinda anlaml iliski saptanmisken,
sezaryenle doganlar ile anneleri arasinda benzer iliski gézlenmemis
olmasidir (Tablo X, Tablo Xl) (Sekil 3.1, Sekil 3.2). Serum kortizol dizeyinin
hem bebeklerde, hem de annelerinde Treg hucrelerle iligkili olmasi da ilk defa
bu calismada elde edilen bir bulgudur.

Batdn bu bulgular bir arada degerlendirildiginde ise; vajinal dogumun
hem anne, hem de bebek igin 6nemli bir fizyolojik slire¢ oldugu konusunda
guglu bir destek saglamaktadir. Dogum seklinin yenidogan immun sistemine
etkilerini arastiran diger calismalarda; T lenfosit fenotip ve fonksiyonlari
uzerine etkisi (Thornton, 2003), perinatal donemde, dolasan sitokin
dizeylerine etkisi (Malamitsi-Puchner, 2005), barsak mikrobiotasi Uzerine
etkisi (Penders, 2006), ilk alti aydaki fagosit fonksiyonlari Uzerine etkisi
(Groenlund, 1999), grantlositlerdeki solunum patlamasi ve CD11b/CD18
oranlarina etkisi (Gessler, 2003), l16kosit sayilari Uzerine etkisi (Chirico, 1999)
ve mononukleer hicrelerden IFNy ve IL12 Uretimine etkisi (Brown, 2003)
degerlendiriimis ve hepsinde de dogum seklinin énemli etkisi oldugu
gOsterilmistir. Ancak, bu caligsmalarin hi¢ birinde annelerin immun sistemi

incelenmemigtir. Her ne kadar orneklemi kisith olsa da, bu ¢alisma, dogum
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seklinin yenidogan ve anne Treg hucreleri ile iligkisi oldugu gostermektedir.
Dogum sekli ile ilgili diger ¢alismalarin sonuglari da goéz 6nune alindiginda;
anne ve/veya bebek agisindan endikasyon olmadik¢a dogal olan vajinal
dogumun tercih edilmesi gerektigi bir kez daha ortaya ¢ikmaktadir.

Diger yandan; normal yolla dogan bebeklerin Treg hicre yuzdeleri ile
annelerinin Treg hucre duzeyleri ve serum kortizol duzeyleri arasinda anlamli
iliski olmasi (Tablo X), ve tum bu parametrelerin sezeryanla dogan bebeklere
gore anlamli sekilde yuksek bulunmus olmasi, perinatal donemi etkileyen en
onemli unsurlardan biri olan dogumun atopi gelisimindeki roll Uzerinde bazi
spekulasyonlarda bulunmamiza da olanak tanimaktadir. Atopik hastaliklarin
yakin zamanda hizla artmakta olmasi sadece genetik faktorlerle
acgliklanamamaktadir (Kero, 2002). Bundan dolayi, dogum seklinin atopik
hastaliklar ile iligkisi genisce arastirimig fakat, celigkili sonuglar elde
edilmistir (Negele, 2004). Kero ve ark. tarafindan 106 vajinal, 113 sezaryen
ile dogan gocugun degerlendirildigi arastirmada atopik astimin, sezaryenle
dogan cocuklarda anlamli gekilde daha fazla goéruldugu ve deri testleri
pozitifliginin daha fazla saptandigi gosterilmistir (Kero, 2002). Bahsedilen
calismada bebeklerin miadinda olmasi ve yogun bakim Unitesi ihtiyaci
olmamasi disinda bir bilgi yoktur ve sezaryenin elektif olup olmadigi
bilinmemektedir. Negele ve ark. tarafindan 2500 ¢ocugun degerlendirildigi,
cok merkezli prospektif bir calismada ise; sezaryen ile ilk iki yil iginde en az
bir vizing atagi [OR 1.31 (%95 CI 1.02-1.68)] ve tekrarlayan vizing [OR 1.41
[%95 Cl 1.02-1.96)] arasinda iliski oldugu, ancak atopik dermatit ve allerjik
rinokonjunktivit ile sadece sinirli bir iligkili oldugu bildirilmistir (Negele, 2004).
Werner ve ark.’nin yaptigi 15-18 yil takip edilmis Danimarka’li gocuklarin tibbi
kayitlari ve anket yontemi ile, astim tanisi i¢in ‘Doktorunuz g¢ocugunuzun
astimi oldugunu hig soyledi mi?’ sorusunun yeterli goruldugu, 2500g ve 37
haftanin altindaki g¢ocuklarin alinmadigi arastirmada; sezaryen ile astim
arasinda iliski olmadigi gdsterilmistir (Werner, 2006). Goéruldagu gibi yapilan
arastirmalarin kurgulari ve sonuglari birbirinden c¢ok farklidir. Bu nedenle,
arastirmamizdan elde edilen sonuglar, sezaryenle dogan bebeklerde astimin

daha sik gelisip gelismedigi konusunda vyapilacak yeni c¢alismalarin
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tasariminda yol gosterici olabilir. Ayrica, calismamizda yer alan bebekler
uzun dénem izlenerek bu konuda objektif ve kapsamli sonuclara ulasilabilir.
Yine gelecek galismalarda, diger Treg hiicre belirtegleri olan CD127", GITR,
CD27" ve CD103" gibi molekdllerin de incelenmesi Treg hiicrelerin daha
hassas olarak belirlenmesini saglayabilir (Liu, 2006; Duggleby, 2007;
Allahkverdi, 2006).

Sonug olarak; bu calismadan elde edilen sonuglar, dogum seklinin
kordon kani Treg hucre sayisini etkiledigini gostermektedir. Vajinal yolla
dogan bebeklerde ve annelerinde saptanan yuksek CD4+CD25+FOXP3+
Treg hucre sayilari ve bu bulgu ile iligkili oldugu belirlenen serum Kkortizol
dizeyleri, bu sonugclarin vajinal dogumlarda yasanan stres ile ilgili oldugunu
dusundurmektedir. Treg hucrelerin immdn yanitta oynadiklari duzenleyici,
supresor rol dikkate alindiginda ise vajinal dogum seklinin, gocuklarda allerjik
hastalik gelisimi agisindan belki de koruyucu bir faktor olabilecegini akla

getirmektedir.
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OZET

Gebelik Seklinin Kordon Kani Regulatuar T (Treg)
Hiicreleri Uzerine Etkisi

Regulatuar T (Treg) hlcreler otoimmunite, allogeneik immuan cevabin
baskilanmasi, transplant rejeksiyonunun ve antitimaor/antimikrobiyal cevabin
baskilanmasinda rol oynamaktadir. Treg hucrelerin gebelikte ve dogum
sonras! hayatin erken doneminde de ¢ok o6nemli oldugu, kordon kaninda
erigkine gore belirgin olarak yuksek oldugu bilinmektedir.

Bu calismanin amaci; dogum seklinin (vajinal / elektif sezaryen) anne
ve bebek immin sisteminin 6nemli bir T lenfosit alt grubu olan
CD4+CD25+FOXP3 (Treg) hucreler uzerine etkisi olup olmadigi ve stres
hormonu kortizol ile iliskisi bulunup bulunmadigini arastirmaktir.

Miadinda vajinal yolla dogan 19, elektif sezaryenle dogan 20
yenidoganin kordon kaninda; es zamanli olarak annelerinin intrapartum
venoz kan ornekleri ve ayrica saglikh ve gonullt, benzer yas grubunda gebe
olmayan 20 kadinin ven6z kan orneklerinde, akim sitometri yontemi ile Treg
hicreleri belirlendi (FC500 — Beckman Coulter, USA). Ayrica, butin gruplarin
total lenfosit sayilari (TLS) ve serum kortizol duzeyleri 6lgulda.

CD4+CD25+FOXP3 yuzdeleri ve serum kortizol diizeyleri, vajinal yolla
dogan bebeklerde (p<0.004 ve p<0.0001) ve annelerinde (p<0.0001 ve
p<0.001) sezaryen ile doguma gore belirgin olarak yuksek bulundu. Foxp3’in
ortalama floresan yogunlugu (OFY) da vajinal dogum grubunda daha
yuksekti. Vajinal yolla dogan bebekler ve annelerinde CD4+CD25+FOXP3
hacreler (r=0.741), serum Kkortizol duzeyleri (r=0.468) ve Foxp3 OFY’leri
arasinda pozitif iliski oldugu belirlendi. Sezaryenle dogan bebekler ve
annelerde ise bu iligkiler gézlenmedi (her ikisi i¢in de r=0.022).

Bu calismadan elde edilen sonuglar, dogum seklinin kordon kani Treg
hicre sayisini etkiledigini gostermektedir. Vajinal yolla dogan bebeklerde ve
annelerinde saptanan yuksek CD4+CD25+FOXP3+ Treg hlcre sayilari ve bu

bulgu ile iligkili oldugu belirlenen serum kortizol duzeyleri, bu sonuglarin
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vajinal dogumlarda yasanan stres ile ilgili oldugunu dugsundurmektedir. Treg
hdcrelerin immun yanitta oynadiklari duzenleyici rol dikkate alindiginda ise
vajinal dogum seklinin, c¢ocuklarda allerjik hastalik gelisimi acgisindan

koruyucu bir faktor olabilecegi akla gelmektedir.

Anahtar Sozcikler: Akim sitometrisi, Dogum sekli, Kordon kani, regulatuar
T hucre
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SUMMARY

The Effect of Mode of Delivery to T Regulatory (Treg)
Cells of Cord Blood

Treg cells are critical for the control of autoimmunity and for
suppressing allogeneic immune responses, as they can also prevent
transplant rejection and restrain antitumor and antimicrobial responses.
These cells are found to be higher in cord blood than in adult peripheral
blood. The purpose of this study was to evaluate whether the mode of
delivery  (vaginal versus C-section) influences the levels of
CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells in cord blood and maternal peripheral blood
and also to examine its relationship with plasma cortisol levels.

Newborns either born vaginally (n=19) or via elective C- section
(n=20) and their mothers, as well as 20 healthy non- pregnant women, were
included in the study. CD4+CD25+FOXP3 (Treg) cells were examined by
flow cytometry (FC500 - Beckman Coulter, USA). Total lymphocyte counts
(TLC) and serum cortisol levels were also determined for all groups.

The percentages of CD4+CD25+FOXP3 cells and the serum cortisol
levels of infants born vaginally (p<0.004 and p<0.0001) and their mothers
(p<0.0001 for both) were found to be significantly higher than those of
newborns born by C-section and their mothers. The mean fluorescence
intensity (MFI) of Foxp3 levels was also higher in the vaginal delivery group.
Positive correlations were seen between CD4+CD25+FOXP3+ cells
(r=0.741), serum cortisol levels (r=0.468) and MFI of Foxp3 levels of
vaginally delivered newborns and their mothers. No relationship was
observed between newborns delivered by C-section and their mothers
(r=0.022 for both).

This study indicates that mode of delivery affects cord blood Treg
cells. Higher CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells of newborns and their mothers
in vaginal delivery group and their relationship with serum cortisol levels

suggest a stress phenomenon related to vaginal delivery. Regarding the role
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of Treg cells in the organization of immune response, it can also be
speculated that vaginal delivery may serve as a protective factor during the

development of allergic diseases in children.

Key Words: Cord Blood, Flow cytometry, Mode of Delivery, T regulatory

cells.
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Ek 1
AUTF PEDIATRIK IMMUNOLOJI-ALLERJI BiLiM DALI

Aragtirmanin Adi: Dogum seklinin kordon Treg hiicreler lizerine etkisi

GONULLU BILGILENDIRME VE ONAYI FORMU

Sayin Katilimcl,

Bebeklerin bagisiklik sisteminin dogum seklinden (normal yol veya sezaryen) etkilenip,
etkilenmediginin arastirmak icin sizden ve bebeginizin gébek bagindan yalnizca bir ¢corba
kasid1 kadar (6 cc) kan alinacaktir. Bu kan érnekleri laboratuarimizda degerlendirilecek,
bebeginize ve size baska bir islem yapilmayacaktir. Calismaya sezaryenle dogan 20 bebek
ve annesi, normal yolla dogan 20 bebek ve annesi ve hamile olmayan 20 saglikh hanim
alinacaktir.

1. Calismanin sonucunda elde edilecek veriler bebeklerin bagisiklik sistemi ile ilgili
bilgilerimizi arttiracak ve hastaliklara karsi yeni tedaviler gelistirimesinde yol
gOsterici olabilecektir.

Arastirmaya katilmayi kabul etmeseniz de hastanemizden yararlanabileceksiniz.

Arastirmaya baslandiktan sonra devam etmek istemediginiz takdirde ¢alismayi
birakma hakkina sahipsiniz.

Arastirmacilar sizin onayiniz olmadan sizi ¢galisma disinda birakma hakkina sahiptir.

Uygulanacak testlerle ilgili siz veya sosyal glivencenizi saglayan kurum herhangi bir
yuk altina girmeyecektir.

Sorumlu Doktorunuz: Dr. Alisan Yildiran, Tel: 5956346

Goniilliiniin adi soyadi
Yasi-cinsiyeti
Memleketi
Goniilli Grubu
So Vo Ko

‘Dogum seklinin kordon Treg hiicreler {izerine etkisi’ adli caligma bana sozlii olarak da
aciklandi. Caligsma ile ilgili biitiin sorularima tatmin edici cevaplar aldim. Bu bilgiler 1s18inda bu

islemlerin yapilmasini onayliyorum.

Gondlla Doktor Sahit

Adi Soyadt: Adi-Soyadt: Adi-Soyadt:
imza: imza: imza:
Adres:

Tel:
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Ek 2

_ AUTF PEDIATRIK IMMUNOLOJI-ALLERJI BILIM DALI
DOGUM SEKLININ KORDON Treg HUCRELER UZERINE ETKiSi

TAKIP FORMU

Dr. Alisan Yildiran

Tel: 6346

Yenidoganin adi

Dosya no

Grubu Kordon Vaginal | CIS
Saglikl

Adres

Tel No

Ornek Tarihi
Agirlik Boy Apgar (1°/5°)

Gebelik Haftasi SAT ile USG ile

Kaginci gebelik

Anne-baba akrabaligi

Annede atopi Sebepsiz hapsirik Burun kasintisi
Dr. Teshisli astim Go6z kasintisi
ve/veya ARK
ve/veya Atopik dermatit

TKS Kordon BK Kordon TLS
Anne BK Anne TLS

Serum Kortizol diizeyi

PKL CD3+CD4+ CD3+CD4+
CD4+CD25+ CD4+CD25+
CD4+CD25+Foxp3 CD4+CD25+Foxp3
Anne Bebek
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