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OZET

Kasapoglu P. Tip 1 diyabet patogenezinde regiilator T hiicre fonksiyonlari ve hiicre
etkilesimlerinin in vitro degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlisi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Immiinoloji AD. Doktora Tezi.
Istanbul. 2024.

Immiinolojik acidan tip 1 diyabet, genetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile regilator T
hlcrelerin (TREG) azalmasi, otoreaktif hiicrelerin artis1 ve sonugta beta hiicre hasari ile
karakterize kompleks bir hastaliktir. Bu ¢alismada on yeni tanili (YTT1DM), on bes eski
tanil1 Tip 1 diyabet (ETT1DM) hastasi ve on bes saglikli bireyin B, T lenfosit ve 6zellikle
TREG, folikuler T hiicre (TFH), folikiler regilator T (TFR) hicrelerinin diyabet
patogenezindeki rollerini belirleyerek, vitamin D ve progesteronun bu hiicrelere etkisini
degerlendirmek, kisiye 0©zel hiicre tedavisi agisindan Klinige katki saglamak
amaclanmistir. Kiltiir 6ncesi uyarimsiz (taze kan) ve anti-CD3+anti-CD28, anti-
CD3+anti-CD28+vitamin D, anti-CD3+anti-CD28+progesteron ve anti-CD3+anti-
CD28+vitamin D+progesteron uyarimlari sonrasi, TREG (CD4+CD25+CD127-CXCR5-
), TFH (CD4+CD25-CXCR5+) ve TFR (CD4+CD25+CD127-CXCR5+) hticreleri akan
hicre olcer sistemi ile analiz edilmistir. Bu hiicre gruplarinin sitoplazmik boyama ile
CTLA4 ve FOXP3, yuzey boyama ile PD1 diizeyleri belirlenmistir. IL-10, TGF-p, IL-21,
IL-17, IL-4, TNF-a, IFN-y duzeyleri kiltur (st sivisinda galisilmistir. IFN-y, TNF-a, IL-
21 seviyeleri tim gruplarda kontrole gore yiksek bulunmustur. Progesteron, vitamin D
ve birlikte uyarim sonucunda IL-21 seviyeleri kontrol seviyesine inmistir. IL-10 duzeyi
tiim diyabetlilerde diger uyaranlara gore 6zellikle vitamin D ve progesteronun birlikte
uyarimiyla artmigtir. Diyabet hastalarinin TFR diizeyi kontrole gore diisiik, TFH orani ise
yiksek bulunmustur. Diger uyaranlara gore, vitamin D ve progesteron uyarimi
CD3+CD4+ ve TFR hiicreleri arttirmig, CD3+CD8+ hcreleri azaltmistir. Vitamin D
immiin sistem hiicrelerine otoimmiinite acisindan olumlu etki etmis ve progesteron
etkisiyle bu etki kuvvetlenmistir. Bu uyarimlarla otolog hiicre tedavisi uygulandiginda,
klinikte umut verici olacag1 goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, regulator T hucre, folikuler yardimer T hcre,
vitamin D, progesteron

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 51476/2598



ABSTRACT

Kasapoglu P. In vitro evaluation of regulatory T cell functions and cell interactions in the
pathogenesis of Type 1 diabetes. istanbul University, Institute of Health Science, Institute
of Aziz Sancar Experimental Medicine, Department of Immunology, Doctoral
dissertation. istanbul. 2024.

Immunologically, TIDM is a complex disease characterized by a decrease in TREG, an
increase in autoreactive cells, and ultimately beta cell damage, under the influence of
genetic and environmental factors. In this study, by determining the roles of B, T and
especially TREG, TFH, TFR cells in the pathogenesis of diabetes of ten new-onset, fifteen
previously diagnosed diabetes patients and fifteen healthy individuals, it is aimed to
evaluate the effects of vitamin D and progesterone on these cells and to contribute to
clinic in terms of personalized cell therapy. TREG(CD4+CD25+CD127-CXCR5-),
TFH(CD4+CD25-CXCR5+), TFR(CD4+CD25+CD127-CXCR5+) was analyzed with
flow cytometry system before culture unstimulated (fresh blood) and after anti-CD3+anti-
CD28, anti-CD3+anti-CD28+vitamin D, anti-CD3+anti-CD28+progesterone, anti-
CD3+anti-CD28+vitamin D+progesterone stimulations. The levels were determined with
intracellular staining of CTLA4, FOXP3 and surface staining of PD1 on these cells. IL-
10, TGF-B, IL-21, IL-17, IL-4, TNF-a, IFN-y levels were measured from culture
supernatant. IFN-y, TNF-a, IL-21 levels were found to be high in all groups to control.
IL-21 levels decreased to control levels with the stimulations. 11-10 levels especially were
increased with vitamin D+progesterone stimulation to other stimulations. The TFR level
of diabetic patients was found to be lower and the TFH rate was higher than the control
group. Compared to other stimulations, vitamin D+progesterone stimulation increased
CD3+CD4+ and TFR cells and decreased CD3+CD8+ cells. Vitamin D had a positive
effect on immune system cells in terms of autoimmunity, and this effect was strengthened
by the progesterone. With these stimulations, autologous cell therapy seems to be
promising in the clinic.

Key Words: Diabetes mellitus, Regulatory T cell, Follicular helper T cell, Vitamin D,
Progesterone

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
51476/2598



1. GIRIS VE AMAC

Tip 1 diabetes mellitus (TIDM) etiyopatojenezinde, genetik yatkinlik, ¢evresel
tetikleyiciler rol oynamaktadir. Immiinolojik agisindan ise, genetik yatkinlik ile cevresel
tetikleyicilerin etkilesimi sonucunda regilatér T (TREG) hiicrelerinin azalmasi,
otoreaktif T hiicrelerinin artmasiyla karakterize otoimmiin siire¢ baslamaktadir. immiin
hasarin gostergelerinden biri B hiicrelerinin tirettigi adacik hiicre otoantikorlaridir (1, 2,
3, 4). Normal antikor uretim siireci ve tolerans mekanizmalari dikkate alindiginda TREG
hicreler, T folikiiler yardimct hiicreler (TFH) ve yeni tanimlanmis olan folikiiler regiilator
T hucrelerin (TFR) T1DM patogenezinde 6nemli rolleri oldugu gériilmektedir.

TREG’lerin ontogenezi ve fonksiyonundaki tanimlayici transkripsiyon faktori
forkhead box P3 (FOXP3)’diir. FOXP3*TREG, otoantijenlere kars1 toleransta anahtar rol
oynamaktadir. YUzey belirtecleri arasinda glukokortikoid-indikli timdér nekroz faktor
iliskili reseptor, programli 6liim-1 (PD-1), sitotoksik T lenfosit-iliskili protein 4 (CTLA-
4) ve programli 6liim 1-ligand (PD-1L) yer almaktadir. Ayrica interlokin (IL)-10, IL-35,
transforme edici blytme faktor-beta (TGF-B) gibi sitokinler salgilayarak islev goriirler
(5, 6). TAIDM’de yapilan TREG calismalarinda genel kani efektor T hiicrelere karsi
azalmis fonksiyon gosterdikleridir. Efektor T hiicre ve TREG arasindaki dengesizlik
sonucunda 0ze toleransin devam ettirilmesinde aksama meydana gelmekte ve
proinflamatuar bir siirecin baslamasiyla beta hiicre hasari olusmaktadir. TADM’de TREG
say1 ve fonksiyon ile iliskili degisimlerin nedenleri arasinda IL2/IL2R sinyalizasyon
bozuklugu, olgunlagsmamis veya defektif dendritik hiicreler yer almaktadir (7).

Bir¢ok otoimmiin hastalikta IL-21 artis1 gozlenmistir ve en 6nemli kaynagi TFH
hicreleridir. IL-21, T hiicresinin proliferasyonunu arttirmaktadir, TFH’lerin reglator
hiicrelere etkisi hakkinda az ¢alisma mevcuttur. TFH’ler, B hiicre folikiillerinin germinal
merkezinde (GM) bulunmaktadir (8). Yuzeylerinde CXC kemokin reseptoru tip 5
(CXCR5), indiiklenebilir es-uyaran molekil (ICOS), PD-1, CD40L, ve CD84 gibi
antijenler eksprese ederler (9). Transkripsiyon faktorleri B hiicre lenfoma-6 (Bcl-6) ve
achaete scute benzeri 2 (ASCL2)’dir. B hiicrelerinin antikor salgilayan plazma ve hafiza
hiicrelerine doniismesini saglamaktadirlar (10, 11). Kontrolsiiz TFH yanitlar1 asiri
otoantikor tretimini indkleyip otoimminiteyi tetikleyebilmektedir (12). TADM’de TFH
sayisinda artig bildirilmistir (13). GM reaksiyonlar1 pozitif ve negatif olarak
yonlendirilebilir. CXCR5*Foxp3* folikiiler regilatér T hiicreler, GM reaksiyonlarini



negatif etkileyen (baskilayici diizenleyici) hlcrelerdir. TFH’ye benzer sekilde, CXCRS,
ICOS, PD-1, Bcl-6, B lenfosit-indukleyici maturasyon protein 1 (Blimpl) eksprese
ederler fakat CD40L eksprese etmemektedir ve ayrica IL-4 ve IL-21 salgilamamaktadirlar
(14, 15, 16). In vitro insan ¢alismasinda TFR hiicrelerinin lenfoid dokuya gdgerek antikor
tiretimini ve TFH fonksiyonlarini baskiladigi gosterilmistir (17, 18).

D vitamini eksikligi, TIDM gelisimini tetikleyen 6nemli ¢evresel faktorlerdendir.
Aktif form olarak bilinen Kalsitriol (1,25 dihidroksi vitamin D3, 1,25(0OH).D3, VitD,
1,25D) immun sistemin dlzenleyicisi olarak kabul edilmektedir (19). Vitamin D3’iin
otoimmiiniteyi baskiladigi, TREG’lerde FOXP3 ekspresyonunu arttirdigi ve stirekliligini
sagladigi, in vitro Vitamin D takviyesiyle TAIDM’de TREG’lerin baski giicii kazandigi
arastirmalarla kanitlanmistir (20, 21).

Progesteron, ¢ok fonksiyonlu, steroid yapida cinsiyet hormonudur ve niikleer
progesteron reseptor ligandidir (22, 23). Immiin sistem hiicreleri (izerine anti-proliferatif
ve anti-inflamatuar etkileri hakkinda c¢alismalar mevcuttur. Hamile farelerde TREG-
indiikleyici fonksiyon gosterdikleri, insan kordon kani naif T hiicrelerinden Foxp3*TREG
olusturdugu ve stabil olduklar1 bildirilmistir (24, 25). Diyabet calismalarinda ise olumlu
ve olumsuz etkileri bildirilmistir (26).

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda, TIDM hastalar1 ve saglikli kontrollerin
periferik kan TREG, TFH, TFR hiicreleri, gesitli yiizey belirtegleri, sitokin salinimlari ve
hiicre i¢1 transkripsiyon faktor agisindan incelenmesi, bu hiicre gruplarinin otoimmiin
yanit agisindan birbirleriyle olan etkilesimleri, bu etkilesimlere D vitamini ve
progesteronun etkilerinin agiklanmasi amaglanmistir. Literatiirde TLDM hastalarinda bu
hiicre gruplarmin etkilesimleri lizerine vitamin D ve progesteron etkilerini ayrintili
inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. BOylece bu hiicrelerin, TIDM patogenezi ve
otoimmin mekanizmalardaki rollerini belirleyerek, uzun vadede kisiye &zel hiicre

tedavisi gelistirmeyi destekleyici bilgiler edinmek planlanmaigtir.



1.1. Diabetes Mellitus

1.1.1. Genel Bilgi

Diabetes mellitus, pankreas beta hiicrelerinden salgilanan insiilinin, géreceli ya da
mutlak eksikligi, molekiildeki yapisal bozukluklar veya c¢evresel dokularda insulin
etkisine karsi meydana gelen direng nedeniyle olusan, fazla sayida organi etkileyerek
coklu sistem tutulumuna neden olan hiperglisemi ile karakterize kronik ve genis
spektrumlu bir metabolizma bozuklugudur. Yukek glukoz diizeyleri nedeni ile zaman
icerisinde kalp, bobrek, kan damarlari, géz ve sinirlerde belirgin deformasyona neden

olarak birgok komplikasyonu seyrinde barindirabilmektedir (28).

1.1.2. Epidemiyoloji

Yirmibirinci yiizyilin yayilim hiz1 en yiiksek olan acil durumlarindan biri olarak
onuncu baski IDF Diyabet atlasinda yerini almaktadir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore
2021 yilinda besytizotuzyedi milyon olan diabetli kisi (20-79 yas arasi) sayisinin 2030 ve
2045 yillarinda sirasiyla 643 ve 783 milyona ulasacagi 6ngoriulmektedir. Dinya
genelinde tanist konulmamis 240 milyon yetiskin diyabetli oldugu tahmin ediliyor.
Bunlarin neredeyse %90’ mnin da diistik ve orta gelirli iilkelerde yasadig1 ongoriilmektedir.
2021'de 1,2 milyondan fazla ¢ocuk ve ergen (19 yas alt1) tip 1 diyabet hastasi1 oldugu
bilinmektedir. Bunlarin yarisindan fazlasi (%54) 15 yas altindadir. Sistematik bir literatiir
incelemesine gore, diyabet insidansi, 2006'dan 2017'ye kadar olan donemde, ¢ogunlukla
yiiksek gelirli popiilasyonlarin %70'inden fazlasinda sabit kalmis veya azalmistir.
Ulkelerin %80'inden fazlas1, 2010'dan bu yana diyabet insidansinda diisiis veya sabitlik
oldugunu bildirmistir. 20-79 yas arasi kadinlarda tahmin edilen diyabet prevalansi
erkeklerden biraz daha diistiktiir (%10.2'ye karsilik %10.8). 2021'de diyabetli erkeklerin,
kadinlardan 17,7 milyon daha fazla oldugu belirlenmistir (29).

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu projeksiyonlari, 2045°de Tiirkiye’nin yaklasik
5 milyon yasli diyabetli sayisi ile en listeki dokuzuncu iilke olacagina isaret etmektedir.
2021 yili Tirkiye yetiskin diyabet prevalansi %15,9 (toplam vaka 9,020,900°dir) (29).
T1DM insidans1 agisindan standardizasyon yapimi yas kriterine dayandirildiginda sonug
10,8/100.000/y11 (%95 GA: 10,1-11,5). Erkeklerde 10.4/100.000/y1l, kizlarda
11,3/100.000/y11’dir (30). 2021 yili verilerine gore 0-14 yas arasi yaklasik 20 milyon
cocugun, 13bin’i tip 1 diyabete sahiptir. Bu ¢ocuklarin yaklasik 2200 adeti yeni tani

olarak smiflandirilmustir. 0-19 yas verilerine gore ise yaklasik 26.8 milyon ¢ocugun



25bin’i diyabete sahiptir. Bu ¢ocuklarin yaklasik 2800 adedi yeni tami olarak
simiflandirilmistir (29).

1.1.3. Tan1 ve Simiflandirma

25 kg/m? ve iizeri beden kitle indeksi (BKI), bunun yani sira ek risk faktorlerine
sahip olan kisilerde diyabet taramas1 6nerilmektedir. Ek risk faktorleri arasinda, sedanter
yasam, diyabet tanili birinci dereceden akraba mevcudiyeti, etnisite (Afrika kokenli
Amerikalilar, Latin irk gibi), dogum agirhig1 dort kilogram ve Uzeri bebek sahipleri ve
daha once gestasyonel diyabet tanis1 almak, dogdugunda diisiik dogum agirlikligina sahip
olmak, 140/90 mmHg ve Uzeri hipertansiyona sahip olmak ya da hipertansif tedavi
gorenler), 35 mg/dl altinda HDL-kolesterol ve/veya trigliseridi 250 mg/dl Gzerinde
olmak, insilin direncine dair Klinik veri varligi, polikistik over sendromu, gegmiste
Bozulmus aglik glukozu (BAG) veya Bozulmus glukoz toleranst (BGT) olmasi,
kardiyovaskiiler hastalik varligi, kronik dejeneratif beyin hastalig1 veya antipsikotik ilag
kullanimi, organ nakli sayilmaktadir. Riskli gruplarda, BAG’nun 100-125 mg/dl, BGT
acisindan tokluk Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) 2. saat plazma glukozunun 140-199
mg/dl olmasi, hemoglobin Alc (HbAlc) %5.7-6.4 olmasi prediyabet tani kriterleri
arasinda yer almaktadir. izole BAG [aclik plazma glukozu (APG) 100-125 mg/dl ve 75g
OGTT 2.saat 140 mg/dl altinda], izole BGT (APG 100 mg/dl altinda ve 75g OGTT 2.saat
140-199 mg/dl) ve BAG + BGT (APG 100-125 mg/dl ve 75g OGTT 2.saat 140-199
mg/dl) i¢in her iki kriterin bulunmas: sarttir (31, 32).

Laboratuvar testlerinin tanida kullaniminda belirli kriterler bulunmaktadir. Bu
kriterlerden birinin varligi tani i¢in yeterlidir. Minimum 8 saat aglik sonrasi, venoz
plazma glukoz oksidaz yontemiyle yapilan olgiimde aglik plazma glukozu degerinin
minimum 126 mg/dl (7.0 mmol/L) olmasi, diyabet semptomlari mevcut olan birinin,
giiniin herhangi bir saatinde olgiilen gida alimina bagli olmadan rastlantisal plazma
glukoz degerinin 200mg/dl (11.1 mmol/L) ve {izerinde olmasi, 75 g oral glukoz alimi ile
yapilan OGTT’ de 2.saat plazma glukozu 200 mg/dl ve {izeri olmasi, HbAlc %6.5 (48

mmol/mol) ve {izeri olmasi diyabet tan1 kriterleri olarak kullanilmaktadir (31, 32).

Bu tami kriterleri elde edilirken dikkate alinmasi gereken bazi noktalar
bulunmaktadir. Bunlar, plazma glukoz 6l¢limiine gore tam kan glukoz 6lglimi %11,
kapiller glukoz 6l¢timii %7, serum glukoz degeri %5 civarinda daha diisiik bulunmasi,

HbAIc’nin ancak uluslararasi standardize edilmis yontemlerle 6l¢iim yapildiginda tani



testi olarak kullanilabilecegi fakat Tirkiye’de heniiz HbAlc 6l¢iim testleri standardize
edilemedigi i¢in tek basina tani testi olarak kullaniminin Onerilmedigi, ayrica anemi,
hemoglobinopati, gebelik (2. ve 3. trimester) varliginda, C ve E vitamini gibi antioksidan
kullaniminda tani testi olarak kullanilamadigi, HbAlc degeri ile plazma glukoz degeri
arasinda uyumsuzluk var ise HbAlc etkileyen durumlar gz oniine alinmasi gerektigi,
diyabet semptomlarinin bulundugu durumlar disinda, taninin bir sonraki giin
dogrulanmasi gerektigi, OGTT yapilan bazi kisilerin aclik ve 2 saatlik glukoz degerleri
normal ya da BAG/BGT araliklarinda bulunmasina karsin birinci saat glukoz degeri
200mg/dl tizerinde oldugu goriildiigiinde bu olgularin diyabet riski yoninden izlenmesi
olduk¢a yaygin kabul edilen bir yaklasim oldugu dikkate alinmasi gereken noktalar
arasinda sayilmaktadir (31, 32).

1.1.3.1. Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, insiilin iireten pankreatik beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi veya
hasarindan kaynaklanan, insiilin eksikligi ve hiperglisemi ile karakterize kronik bir
durumdur. Tip 1 diyabetin etiyolojisi genetik, cevresel ve immunolojik faktorleri icerir,
karmasik ve ¢ok faktorliidiir (33, 34, 35).

Genellikle ¢cocukluk veya ergenlik doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Tip 1 diyabetin
klinik 6zellikleri arasinda poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo kayb1, yorgunluk, bulanik gérme
ve ketoasidoz sayilmaktadir. Tip 1 diyabet tanisi, hiperglisemi (>200 mg/dL) ve bir veya
daha fazla pozitif otoantikor varligina dayanir. Tip 1 diyabetin tedavisi, glisemik kontrolii
saglamak ve akut/kronik komplikasyonlar1 Onlemek i¢in diyet ve yasam tarzi

degisikliklerinin yan1 sira Omiir boyu insiilin tedavisi gerektirir.

T1DM’li bireylerin yakinlarinda diyabet goriilme sikligi degerlendirildiginde
diyabetlilerin yiizde on veya onbesinin birinci veya ikinci derece akrabalarinda diyabet
ortaya cikmaktadir. Bununla birlikte, cocuklarin yaklasik %6's1, kardeslerin %5'1 ve
monozigotik ikizlerin %50'si hastaligi gosterdiginden, genel popiilasyondaki %0,4
prevalansa kiyasla hastalarin akrabalarinda yasam boyu T1DM gelistirme riski 6nemli
Olclide artmistir (36, 37). Biiyiik genetik analiz yapilan caligmalarda tiim genom
taramalarinda diyabet ile iliskili elliden fazla risk lokusu belirlenmistir (38). Yatkinlik
genlerinin bulundugu bolge incelendiginde 6. Kromozomdaki major histokompatibilite
kompleksi (MHC) iginde insan lokosit antijeni (HLA) olarak yer alirlar. Bu polimorfik

aleller, riskin yaklasik yarisindan sorumlu tutulmaktadir. Sirasiyla Onbirinci ve ikinci



kromozomdaki insilin geni (Ins-VNTR, IDDM 2) polimorfizmleri ve CTLA-4 geni
yatkinligin yaklasik yiizde onbesinden sorumludur. Sayisiz farkli lokus diyabet agisindan
duyarliliga sebep olurken, bu duyarlilik tablosunun baska hastaliklarin eslik ettigi sekilde
de meydana geldigi bilinmektedir (38, 39). Tip 1 diyabetle iligskilendirilen diger genetik
baglantilar arasinda insiilin, protein tirozin fosfataz reseptor olmayan tip 22 (PTPN22),
interlokin-2 reseptor alfa (IL2Ra), otoimmin regulator (AIRE), FoxP3 sinyal ileticileri
ve transkripsiyon aktivatorleri 3 (STAT3), interferon-indikli helikaz C domain iceren
protein 1 (IFIH1), Huntingtin-etkilesen protein 14 (HIP14), Erb-B2 reseptor tirozin kinaz
3 (ERBB3) bulunmaktadir. Foxp3’iin konjenital disfonksiyonu, insanlarda X kromozomu
ile iliskili bir otoimmiin poliendokrin bozukluk (IPEX sendromu) olarak ortaya ¢ikar ve
T1DM, alerjiler, enteropatiler ve egzamadan olusan bir fenotip ile kendini gosterir (40).
Foxp3 transkripsiyon faktori, TREG'lerin ayirt edici 6zelligidir. TREG'lerde Foxp3'un
ekspresyon seviyesi, IL-2 reseptérinun (CD25) alfa zincir ekspresyonu ile pozitif olarak
iligkilidir ve IL-7 i¢in reseptoriin alfa zincir (CD127) ekspresyonu ile ters iligkilidir.
TREG'ler, CD4+ ve CD8+ T hucrelerinin proliferasyonunu, salgilama aktivitesini ve

bunlarn sitolitik aktivitesini baskilar (41).

Ozellikle, HLA-DR3, DQB1*0201 (DR3-DQ2 olarak da anilir) ve HLA-DR4,
DQB1*0302 (DR4-DQS8 olarak da anilir) haplotipleri TIDM’li bireylerin neredeyse
yizde ylzinde bulunurken, bu oran saglikli bireylerde yiizde kirktir. Ayrica hastalarin
yaklasik %30'unda her iki haplotip de (DR3/4 heterozigot) bulunur (42,43). Ote yandan,
DRB1*0403 ve DPB1*0402 gibi baz1 DR4 alellerinin varligi, DQB1*0302 yiiksek riskli
alelin varliginda bile TIDM gelisme riskini azaltir. Ek olarak, HLA aleli DQB1*0602,
T1DM gelisimine kars1 koruma saglar. Bu alel, genel ABD popiilasyonunun yaklasik
%?20'sinde bulunur, ancak T1DM gelisen ¢ocuklarin yalnizca %1'inde bulunmaktadir (34,
44, 45, 46, 47).

Cevresel faktorlerin, beta hiicre yilkimimna yol agan otoimmiin siireci
tetikleyebildigi veya modiile edebildigi bilinmektedir. Enteroviriisler gibi ¢esitli
virlislerin, muhtemel otoreaktif T hiicrelerinin molekiiler taklidini olusturarak veya
aktivasyonunu indikleyerek tip 1 diyabetin potansiyel tetikleyicileri olarak gorev
aldiklar1 6ne siiriilmustiir. Tip 1 diyabet riskini etkileyebilecek diger ¢evresel faktorler

arasinda diyet, hijyen, mikrobiyom ve toksinlere maruz kalma yer almaktadir (48).



Beslenme agisindan T1DM yatkinlig1 arastirmalarinda, yatkinlik saglayan ya da
diyabet gelistirme riski yliksek olan durumlar arasinda yenidogan doneminde ilk 6 ay inek
suti temelli formil mama ile beslenen, anne siiti alamayan ¢ocuklar yer almaktadir (49,
50). Birgok hastaliktan korunmada 6nemli yeri olan anne stttinin tip 1 diyabet gelisimini
onlemek agisindan da, ilk alt1 ay anne siitii ile beslenme saglanmali, sonrasinda iki yasa
kadar da emzirme onerilmektedir (51). Diinya Saglik Orgiitii de desteklemektedir (52).
Otoantikor olusumu acgisindan gluten tiiketimi bebekler icin risklidir ve 4 aydan Oce
verilmesi diyabet riskini arttirdig1 gézlemlenmis fakat daha biiylik ¢apli arastirmalarda

bu bulgu desteklenememistir.

Kabakulak, Coxsackie B3 ve B4, Kizamik¢ik ve Influenza B enfeksiyonunu
takiben akut fulminan diyabet meydan geldigi bildirilmistir. Hiperglisemik ketozis, ani,
semptomlarin bir hafta i¢inde ortaya ¢iktigi, adacik antikorlar1 negatif ve C-peptitin son
derece diisiik oldugu bir durumdur. Bu durumda, beta hiicre hasari, viral invazyondan
kaynaklanan dogrudan litik etkilere, ikincil olarak meydana gelir, otoimmiinite olmadan
mutlak insiilin eksikligi ve yaygin beta hiicre yikimina neden olur (53, 54). Baz1
mekanizmalar, beta hiicre antijenlerine benzerlik gosterir ve potansiyel olarak capraz-
reaktif otoimmiin yaniti tetikleyebilen, viral epitop dizilerinin oldugu molekiiler taklitleri
icermektedir (55). Beta hiicrelerinin viral enfeksiyonu ayrica MHC smif I'in asir
ekspresyonu ile sonuclanarak, kendi antijenlerinin sunumuna ve daha fazla

otoimmiinitenin devam etmesine neden olmaktadir (55, 53, 56).

Enterovirisler, solunum, mide-bagirsak ve norolojik hastaliklara neden olabilen
bir virlis grubudur. Birkag ¢alisma, enteroviriis enfeksiyonunun, TIDM belirtecleri olan
otoantikorlara serokonversiyon riskini artirabilecegini gOstermistir. Enteroviriis
enfeksiyonu, ayrica pankreasta insiilin TUreten beta hiicrelerine zarar vererek
serokonversiyondan T1DM'in klinik baslangicina ilerlemeyi hizlandirabilir. Ayrica
enterovirus enfeksiyonu, T1DM patogenezinde yer alan bagisiklik sistemini ve bagirsak

mikrobiyomunu modiile edebilir.

Enteroviris enfeksiyonu, TIDM'de nedensel bir faktor olduguna dair en giiglii
kanitlara sahipken, rotaviriis asisinin koruyucu bir etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir.
Grip ve COVID-19, T1DM igin potansiyel risk faktorleri olarak diigiiniilmekte, ancak
rollerini ve mekanizmalarint dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag

bulunmaktadir.



Tip 1 diyabet gelisimine etki eden immiinolojik faktorler degerlendirildiginde,
otoreaktif T ve B hiicrelerinin, insiilin, glutamik asit dekarboksilaz (GAD) ve adacik
antijen-2 (IA-2) gibi beta hiicre antijenlerini tanidiklar1 ve bunlara karsi reaktivite
gostererek, pankreas adaciklarina karsi aktivasyonu igermektedir. Bu antijenlere karsi
uretilen otoantikorlar, TIDM’li ¢ogu hastanin serumunda saptanmaktadir, hastalik
tahmini ve teshisi i¢in biyobelirte¢ gorevi gormektedir. Adaciga 6zgii otoantikorlar
genellikle yasamin erken donemlerinde ortaya ¢ikar ve TIDM gelismeden once bazen 20
yildan fazla bir siire say1 ve titre agisindan dalgalanabilir (57). TIDM’de immidin tolerans
kaybinin ve otoimmiin yanitin diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar hala tam

olarak anlasilamamustir.

Beta hiicre yiizeyinde veya sitoplazma iginde ¢esitli antijenleri hedef alan
otoantikorlarin varligi, cogu kez klinik semptomlarin baslamasindan 6nce, TIDM'li
hastalarin cogunun kaninda saptanabilir. Adacik hiicresi otoantikorlari, beta hiicresindeki
GAD, insulin ve protein tirozin fosfataz gibi sitoplazmik proteinlere yoneliktir. Glutamik
asit dekarboksilaz otoantikorlar1 (GADA), sinir sistemi ve pankreatik adaciklarda
glutamatin gama-aminobiitirik aside (GABA) doniistimiinii katalize eden bir enzim olan
GAD'a zgiidiir. Insiilin otoantikorlar1 (IAA), glukoz metabolizmasini diizenleyen ve kan
sekerini diigliren hormon olan insiiline 6zgiidiir. Protein tirozin fosfataz otoantikorlari
(IA-2A), insiilin sekresyonunda ve beta hiicre farklilasmasinda yer alan bir transmembran
protein olan 1A-2'ye 6zgiidiir. Bu otoantikorlarin varligi, beta hiicrelerine karst devam
eden bir bagisiklik saldirisina isaret eder, bu da insiilin sekresyonunun ilerleyici kaybina
ve hiperglisemi gelisimine yol agar. Bu otoantikorlarin saptanmasi, T1DM'yi
otoimmiinite ile iligkili olmayan tip 2 diabetes mellitus (T2DM) veya monogenik diyabet
gibi diger diyabet formlarindan ayirmaya da yardimcidir. Ayrica, otoantikor élgimu ile
T1DM'li hastalarin akrabalar1 veya diger otoimmiin hastaliklari olan ¢ocuklar gibi, beta
hiicre hasar1 sonucu diyabet gelisim riski olan kisiler belirlenebilir. Bdylece bu kisiler,
T1DM'nin baglamasini dnlemek veya geciktirmek i¢in erken miidahale stratejilerinden

yararlanabilir (34, 58).

1.1.3.2. Tip 2 Diyabet
Tip 2 diyabet genel anlamda yeterli insiilin tiretimi ve kullanimi olamayan
durumlar1 kapsar, bu durumlara otoimmiinite eslik etmez, insllin direnci ve metabolik

sendrom gibi insiilin yetersizligi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Nispi insiilin eksiklgi ve



direng olan bu grup diyabetlilerin yilizde doksanbesine tekabiil etmektedir. Gelisim
mekanizmasinda 6zel bir neden olmamakla birlikte, B-hlicre otoimmiinitesi olusmaz,
hastaligin altyapisinda herhangi bir diyabet olusum nedeni bulunmamaktadir. Hastalik
zemininde insulin direncine de yol acabilen obezite veya asir1 kilo mevcuttur. Bilinen kilo
kriterlerine gore obezite veya kilo artis1 olmayan bireylerde, bel-karin ¢evresine dagilan
yag yiizdesinde artis goriilmektedir. T2DM’li kisilerde normal veya yliksek goriinen
insiilin seviyeleri olabilir, ancak kan sekerini normallestirmedeki basarisizlik, glukozla
uyarilan insiilin sekresyonundaki goreceli bir kusuru yansitir. Dolayisiyla, bu kisilerde
direnci dengeleyecek salgi mekanizmasinda problem olusmaktadir. Direnci kirmak i¢in
cesitli stratejiler olmakla birlikte tamamen diizelme nadirdir. ileri yas, sedanter yasam,
fazla kilo T2DM gelisiminde onemli rol alir. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM),
hipertansiyon, lipid bozuklugu, polikistik over sendromu ve bazi etnik alt sinifa (Afrikali
Amerikali, Kizilderili, Hispanik/Latin ve Asyali Amerikali) dahil olan kisilerde daha sik
gorulur. Yas, BKI, kullanilan ilaclar, HIV, dis kontrolleri tip 2 diyabet taramas1 agisindan
yol gosterici olmaktadir. Bununla birlikte, T2DM’nin genetigi, bu hassas tip ¢caginda ¢cok
az anlagilmistir ve yogun arastirmalar altinda olmasinin yanisira birinci derece akrabalar
arasinda T1IDM’li kisilere gore daha fazla iliski mevcuttur. T2DM igin geleneksel risk
faktorleri olmayan ve/veya daha geng yastaki yetiskinlerde, TIDM’yi ekarte etmek icin

adacik otoantikor testleri (6rn. GADG65 otoantikorlari) onerilir (59).

Son on yilda, ¢ocuklar ve ergenlerde T2DM insidansi1 ve prevalansi, 6zellikle
irksal ve etnik azinlik popiilasyonlarinda énemli 6lclide artmistir. Biriken veriler, geng
baslangicli T2DM olarak adlandirilan gen¢ insanlarda (<40 yas), gec¢ baslangich
T2DM'de goriilenden daha hizli bir B-hiicre fonksiyonu bozulmasina sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, geng baslangicli T2DM'li bireylerde, TIDM’li kisilere gore daha
yuksek komplikasyon riski var gibi goriinmektedir. T2DM'li geng eriskinlerin sayisi
arttikga, gen¢ baslangiclit T2DM'nin hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde,
ozellikle belirli etnik kdkenlerde, daha genis diabetes mellitus popiilasyonunun daha sik
goriilen bir 6zelligi haline gelecegi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, erken 6liim ve
olay komplikasyonlarinin asir1 riskinin biyiikliigii tam olarak anlasilmamistir; ayni

sekilde, bu asir1 riskin potansiyel nedenleri de belirsizdir (60).



1.1.3.3. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel diyabet, glukoz tolerans bozukluguna bagli kan sekeri seviyeleri ¢ok
yiikseldiginde gelisen bir diyabet tiiriidiir. Mevcut diyabetinin farkinda olmayan tanisiz
bireylerin, gebeligin 24-28. haftalarinda yapilan tarama esnasinda belirlenen
GDM’lerden ayirt edilmesi zordur. Teshis iki strateji ile belirlenmektedir. Tek asamali
stratejide, 75gr OGTT ile 8 saat gece aglig1 sonrasi, 1. ve 2. saatlerde plazma glukoz
Ol¢iimii yapilmaktadir. A¢lik >92 mg/dL, 1. saat >180 mg/dL, 2. saat >153 mg/dL glukoz
guzeyi ile GDM tanisi koyulur (61).

Iki asamali stratejinin, birinci asamasinda 50gr OGTT ile 1. saatte (aghk
gerekmez) plazma glukoz Ol¢cimi 140-180 mg/dL arasinda ise 100 gr OGTT
uygulamasina gegilir. Ikinci asamada en az 8 saatlik gece a¢lig1 sonrasi sabah 100 gr
OGTT yapilmaktadir. Iki asamali stratejide GDM tanisi, aclik >95 mg/dL, 1. saat >180
mg/dL, 2. saat >155 mg/dL, 3. saat >140 mg/dL olmasi durumlarindan en az iki tanesinin

karsilanmasini igermektedir (61).

Hangi stratejinin daha net kabul gorecegi noktasinda 2010 yilinda yayimlanan
“Hiperglisemi ve Gebelikteki Istenmeyen Sonuglari“ (HAPO Study) caligmasi sonrasi
GDM icin yeni tani kriterleri belirlenmistir (62). Sonuglar degerlendirildiginde,
Uluslararas1 Gebelik ve Diyabet Calisma Gruplar1 Birligi, tek asamali OGTT kullanilmasi
Onerilmistir (63) ve tek asamali strateji uygulandiginda, bazi ulusal otoritelerin GDM
tanisi artisi, ekonomik ve emosyonel problemlerin artis1 konusunda tedirgin olduklari

gortistind bildirmislerdir.

1.2. immiin Sistem

Immiin sistem, 6z olan1 olmayandan ayirir, potansiyel olarak zararli molekiilleri
ve hiicreleri viicuttan uzaklastirir. Ayni1 zamanda konak¢r dokulardan kaynaklanan
anormal hiicreleri tanima ve yok etme kapasitesine de sahiptir. immiin sistem, viicudu
patojenlerden ve hatali hiicrelerden korumada farkli rollere sahip ¢esitli hiicre tiirlerinden
olusur. Genel olarak; dogal immiinitenin elemanlari, fagositik hiicreler (6rnegin
notrofiller, monositler, makrofajlar), polimorfontkleer I6kositler (fagositik nétrofillere
ek olarak, eozinofiller ve bazofiller dahil), dogal lenfoid hiicrelerdir (dogal dldiiriicii
hiicreler). Kazanilmis immiinitenin elemanlar1 ise B ve T lenfositlerdir. Kazanilmig
immiin sistem, belirli patojenleri ve tiimor hiicrelerini ortadan kaldiran son derece

uzmanlagsmis hiicrelerden ve silireclerden olusan genel bagisiklik sisteminin bir alt



sistemidir. Kazanilmis immiin sistem otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol
almaktadir. Bu durum patojenlerin 6z antijenlere benzemesi yani molekiiler taklit veya
bagisiklik sisteminin kendi ve kendi olmayan arasinda ayrim yapamadigir bagisiklik
toleransinin  diizensizligi nedeniyle gerceklesebilir. Otoimmiin hastaliklarin  bazi
ornekleri T1DM, artrit, multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozustur (64,65).
Otoimmin durumlarda antijen sunan hiicreler, otoreaktif T hiicrelerine kendi antijenlerini
sunarak, proinflamatuar mediatorler Ureterek, kompleman sistemini aktive ederek,
fagositoz veya sitotoksisite yoluyla doku hasarini indiikleyerek de patogeneze katkida
bulunabilir (66). B ve T hicreleri otoimmiin yanitlarin baslatilmasinda ve
sirdliriilmesinde birbirleriyle is birligi yapar. B hiicreleri, antijen sunan hiicreler (APC)
olarak hareket edebilir ve kendi antijenlerini T hicrelerine sunabilir; bunlar da B
hlcrelerini aktive etmek ve plazma hiicrelerine veya hafiza hiicrelerine farklilagtirmak
icin ortak uyarici sinyaller ve sitokinler saglar. B hiicreleri ayrica IL-6, 1L-10, tumor
nekroz faktori-alfa (TNF-o) ve interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinler Ureterek veya
dendritik hiicre aktivitesini modiile ederek T hiicresi fonksiyonunu ve farklilasmasini
duzenleyebilir. Tersine, T hicreleri, CD40L, 1COS, OX40 veya CTLA-4 gibi ylzey
molekdllerini eksprese ederek veya IL-4, IL-21 veya TGF- gibi sitokinleri salgilayarak
B hiicresi aktivasyonunu, hayatta kalmasini, afinite olgunlagsmasini ve smif degisimini
etkileyebilir. B ve T hiicrelerinin efektdr ve diizenleyici fonksiyonlar: arasindaki denge,
immiin toleransin siirdiiriilmesi ve otoimmiinitenin 6nlenmesi a¢isindan ¢ok 6nemlidir.
Bununla birlikte bu denge, otoreaktif B ve T hicrelerinin anormal aktivasyonunu,
farklilagmasin1 veya hayatta kalmasmi tetikleyebilen genetik faktorler, ¢evresel
tetikleyiciler veya enfeksiyonlar tarafindan bozulabilir. Otoimmiin hastaliklarda
lenfositlerin rolii, karmasiktir ve lenfositlerin fenotipine, aktivasyon durumuna, doku
lokalizasyonuna ve diger immiin hiicrelerle etkilesimine baglidir. Bu nedenle, bu
hiicrelerin otoimmiin hastaliklardaki iliskisinin ve iligskili mekanizmalarin anlasilmasi,

gelecekte daha etkili tedavi stratejilerinin belirlenmesine yol agabilir (67, 68, 69, 70, 71).

1.2.1. T Lenfositler ve Sitokinler
T hiicre alt gruplar1 ve sitokinler, ¢esitli patojenlere ve hastaliklara kars1 bagisiklik
tepkisini diizenleyen kazanilmis bagisiklik sisteminin 6nemli bilesenleridir. T hiicreleri,

CD4 veya CD8 gibi ytzey molekillerinin ekspresyonuna, transkripsiyon faktorlerine ve



diger bagisiklik hiicrelerinin aktivitesini modiile eden kiigiik proteinler olan spesifik

sitokinlerin salgilanmasina bagli olarak farkli alt gruplara ayrilabilir.

CD4+ T yardimei (Th) hiicreler, antikor iiretimi i¢in B hiicrelerine ve sitotoksisite
icin CD8+ T hiicrelerine yardim etmektedir. Yardimc1 T hiicreleri ayrica sitokin
profillerine ve fonksiyonlarina bagli olarak Th1l, Th2, Th9, Thl7, Th22, TREG, TFR ve
TFH gibi ¢esitli alt tiplere ayrilmaktadir. Ornegin, genel olarak Thl hiicreleri IFN-y
salgilay1p, hiicre i¢i patojenlere kars1 hiicre aracili bagisikligi desteklerken, Th2 hiicreleri
IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-13 salgilar ve hiicre dis1 patojenlere karsi humoral bagisikligi
desteklemektedir (72). Parazit enfeksiyonlarina ve alerjik reaksiyonlara karsi koruma
saglayan antikor yanitin1 tesvik etmektedir. Th17 hiicreleri, 6zellikle mantar ve bakteri
enfeksiyonlarina kars1 koruyucu rol oynar ve inflamatuar yanitin olusumunda énemli bir
yere sahiptir. TFH hicreleri, antikor Gretiminde énemli olan B htcrelerinin folikiler
bolgelerdeki aktivasyonunu ve diferansiyasyonunu destekler. Th22 hucreleri cilt
bariyerinin korunmasinda ve onariminda gorev alirken, Th9 hiicreleri astim ve parazit
enfeksiyonlarina karsi koruyucu immiin yanitlarin olusumunda yer alir. TREG hiicreleri
ise bagisiklik sisteminin asir1 aktive olmasini Onleyerek otoimmiinite ve alerjik

reaksiyonlarin kontrol altinda tutulmasina yardime1 olur.

CD8+ sitotoksik T lenfositleri (CTL) perforin ve granzim salinimiyla enfekte
veya anormal hiicreleri dogrudan oldiiriir. CTL'ler ayrica makrofajlar1 aktive eden ve

inflamasyonu arttiran IFN-y ve TNF-a gibi sitokinleri de salgilarlar (73).

Gama-delta T hiicreleri ve dogal oldiiriicti T (NKT) hiicreleri, dogustan gelen ve
kazanilmis bagisiklik arasinda koprii kuran hiicrelerdir. CD1d ve MHC simif 1 ile iliskili
protein gibi klasik olmayan major MHC molekiilleri tarafindan sunulan peptit olmayan

antijenleri tanirlar ve bagisiklik tepkisini modiile eden ¢esitli sitokinler salgilarlar (74).

Diizenleyici T hiicreleri immiin sistemde baskilayici 6zelliklere sahiptir, efektor
T hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilar veya indiiksiyonunu geri yonde diizenleyerek 0z
antijenlere toleransi siirdiirlir ve otoimmiin hastaliklarin dnlenmesinde rol alir. Genel
olarak CD4, FOXP3, CD25 ifade ederler. TGF-p farklilasmada rol alan sitokindir ve
TREG homeostazinda 6nemli rolii vardir. IL-10 ve TGF-f gibi antiinflamatuar sitokinler
salgilayarak ve ayrica CTLA-4 ve PD1 gibi inhibitor molekilleri eksprese ederek
bagisiklik tepkisini baskilar ve kendi kendine toleransi siirdiiriir (6, 75). TREG

hiicrelerinin sayisal farklilasmasi1 ya da fonksiyonel bozukluklari gesitli otoimmiin



hastaliklara (multiple skleroz, lupus, diyabet, kanser) sebep olmakla birlikte, terapétik

potansiyeli agisindan ¢esitli modiilasyonlari ile tedavi amaciyla da kullanilmaktadir (75,

76).

Yardime folikiiler T hiicreler, bagisiklik sisteminin énemli bir bileseni olarak,
antijenlere karst B hiicrelerinin antikor iiretimini diizenleyerek viicudun savunma
mekanizmasinda kritik bir rol oynarlar. Bu hiicreler, 6zellikle lenf nodlarinda bulunur ve
B hiicrelerinin farklilagsmasini ve antikor iireten plazma hiicrelerine donlismesini tesvik
eder. TFH hiicrelerinin karakterizasyonu, bu hiicrelerin yiizeyinde, sitoplazmasinda ve
¢ekirdeginde bulunabilen ve aktivasyon durumunu gosteren belirteglerin incelenmesiyle
yapilir. Bu belirtegler arasinda, B hiicreleriyle etkilesimde bulunan ve TFH hiicrelerinin
fonksiyonunu belirleyen BCL-6, ICOS ve TIM-3 gibi molekiller bulunur. Akan hiicre
Olcer ve imminofloresan boyama gibi teknikler, bu molekdllerin ifadesinin

belirlenmesinde kullanilir.

TFH hiicrelerinin yiizeyinde, B hiicreleriyle etkilesime giren ve bu etkilesimi
diizenleyen ¢esitli molekiiller arasinda, kostimiilatér molekiiller ve kemokin reseptorleri
gibi proteinler yer alir. Omegin, ICOS ve PD-1 gibi molekiiller, TFH hiicrelerinin
aktivasyonunu ve B hiicreleriyle olan etkilesimini diizenlerken, CXCRS5 reseptorii ise
TFH hicrelerinin lenf nodlarina go¢ etmesini saglar. TFH hicrelerinin otoimmin
hastaliklar, enfeksiyonlar ve kanser gibi ¢esitli patolojik durumlarda rol oynadig:
gosterilmistir. TFH hiicrelerinin aktivasyonu ve fonksiyonu, otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde ve kanser immiinoterapisinde potansiyel hedefler olarak gortilmektedir. Bu
hiicrelerin aktivasyonunu hedefleyen tedaviler, antikor iiretimini artirarak veya azaltarak
hastaligin seyrini degistirebilir. Bu nedenle, TFH hticrelerinin molekiiler ve fonksiyonel
Ozelliklerinin daha 1iyi anlasilmasi, bu hiicrelerin hastaliklarin tedavisinde nasil

kullanilabilecegine dair 6nemli ipuglar1 sunmaktadir (77).

Folikller regllator T hucreler, lenfoid hiicre germinal merkezlerinde bulunur.
Germinal merkez yanitlarini diizenler ve B hiicre aktivasyonunu baskilarlar. Regiilator T
hiicrelerinin alt grubu olarak tanimlanirlar. Hem TREG hem de TFH belirteclerini ifade
ederler. Bunlar TFH’ye benzer olarak CXCR, Bcl-6, PD1, ICOS ve IL-21, TREG’e
benzer olarak da Foxp3, CD25, CTLA4, IL-10 ve TGF-p ifade ederler (78, 79, 80, 81,
82). TFR hiicrelerinde meydana gelebilecek bozukluklar, otoimmiin hastaliklarin

patogenezi ile baglantili olan bozulmus germinal merkez reaksiyonlar1 ve otoreaktif B



hiicre artis1 ile otoantikor yanitlarina neden olur (78,80, 81). Diger diizenleyici
hiicrelerden lokasyonu, fonksiyonu, fenotipik karakteri, farklilagsma siireci ve otoimmiin

hastaliklardaki rolii ile farklilasmaktadir.

T hiicre alt gruplarinin plastisitesi, bagisiklik yanitlarinin dinamik dogasini ve
cevresel sinyallere adaptasyonunu yansitir. Bu plastisite sayesinde, T hiicreleri farkli
bagisiklik durumlarina gore farklilagabilir ve yeniden programlanabilir. Bu dinamik yapi,
bagisiklik sisteminin karmasik reglilasyonunu ve patojenlere karsi savunma
mekanizmalarinin ¢esitliligini gosterir. Sonug¢ olarak, yardimer T hiicre alt gruplari,
viicudun enfeksiyonlara ve hastaliklara kars1 koyma yeteneginde merkezi bir rol oynar ve
bu hiicrelerin detayli anlagilmasi, bagisiklikla ilgili hastaliklarin tedavisinde yeni yollarin

kesfedilmesine olanak tanir.

Farkli T hiicresi alt gruplar1 ve sitokinler arasindaki denge, patojenlerin etkili bir
sekilde temizlenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. T hiicresi alt gruplarmin ve sitokinlerin
diizensizligi, otoimmiin bozukluklar, alerjiler, kronik enfeksiyonlar ve kanser gibi ¢esitli

hastaliklara yol acabilir.

1.3. D Vitamini

D vitamini, viicudun giines 1s1gina maruz kaldiginda irettigi bir hormondur.
Kalsiyum ve kemik homeostazinda, dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik tepkilerini
module etmede 6nemli rollere sahiptir. D vitamini eksikligi, artan otoimmiinite ve

enfeksiyona yatkinlik ile iligkilidir (83, 84).

D vitamininin en iyi besin kaynaklarindan bazilar1 somon, ringa balig1 ve kilig
balig1 gibi yagh baliklardir. Mantarlar, serbest gezinen tavuklardan elde edilen yumurta
saris1, siit, tahil gevregi ve portakal suyu gibi gii¢lendirilmis yiyecekler de verimli
kaynaklardir. D vitamini, farkli biyolojik siireclerde yer alan farkli formlara sahiptir.
Vitamin D2 (ergokalsiferol) bitkilerde ve mantarlarda sentezlenirken, vitamin D3
(kolekalsiferol) hayvanlarda ve insanlarda giines 151¢1na maruz kalan deride sentezlenir.
Bu vitaminler aktif degildir ve viicutta metabolize edilmeleri gerekir. D vitamini
metabolizmasinda ilk adim, yiyeceklerden veya giines 1s1gindan gelen D vitamininin,
karacigerde CYP2R1 enzimi tarafindan 25-hidroksi D vitaminine (25D) (kalsidiol)
doniistiiriilmesidir. Ikinci adim, 25D'min CYP27B1 enzimi tarafindan bobrekte D
vitaminin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D (kalsitriol) doniistlrdlmesidir.

Ugiincii adim, 1,25D'nin, gen ekspresyonunu ve hiicresel fonksiyonlar1 diizenledigi



bagisiklik hiicreleri gibi ¢esitli dokulardaki D vitamini reseptoriine (VDR) baglanmasidir
(84, 85).

Bagisiklik hiicrelerinde bulunan VDR ve 1,25D baglandiginda bu hiicrelerin
farklilasmasini, ¢cogalmasimi ve fonksiyonlarmi etkiler. Ornegin, 1,25D makrofajlarin
enfeksiyonla savasmasina yardimci olur. Ayrica, T hiicrelerinin aktivasyonunu
baskilayarak otoimmiin hastaliklara karsi koruyucu bir rol oynar. Fizyolojik eksiklik
durumlarinda immiin sistemde gii¢ kayb1 ve enfeksiyonlara direncte azalma meydana
gelebilir. Dolyisiyla, yeterli miktarda D vitamini almak hem kemik hem de bagisiklik
saglig1 i¢in dnemlidir (86, 87, 88).

D vitamini, dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik tepkilerini module etmede
onemli bir role sahiptir. Patojenleri dogrudan oldiirebilen veya inflamatuar yanitlari
module edebilen katelisidin ve defensinler gibi antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonunu
artirabilir. D vitamini ayrica proinflamatuar Th1 ve Th17 hiicrelerinin farklilasmasini ve
aktivasyonunu baskilayarak, diizenleyici T hiicrelerinin indiiksiyonunu ve islevini
artirarak daha tolerojenik bir immiinolojik durumu destekleyebilir. T hiicrelerini aktive
etmekten ve bagisiklik toleransini indiiklemekten sorumlu olan dendritik hiicreler gibi
antijen sunan hiicrelerin olgunlasmasini diizenleyebilir. Ayrica asirt  bagisiklik
reaksiyonlarin1 baskilayan ve otoimmiiniteyi Onleyen diizenleyici T hiicrelerinin
gelisimini de tesvik edebilir. D vitamini ayrica B hiicresi olgunlagmasin1 ve antikor

uretimini etkileyebilir (83, 84, 86, 87, 88).

Ozetle D vitamini, bagisiklik sistemi icin ¢esitli formlar1 ve islevi olan hayati bir
besindir. Bagisiklik hiicrelerini ve bunlarin etkilesimlerini etkileyerek hem dogal hem de
adaptif bagisiklig1 etkileyebilir. D vitamini eksikligi, bagisiklik fonksiyonunu bozabilir,

enfeksiyon ve hastaliga kars1 duyarhilig: artirabilir.

1.4. Progesteron

Progesteron (P4), meme bezlerinin gelisimini, yumurtlamayi, embriyo
implantasyonunu ve hamileligin siirdiiriilmesini destekleyen cok islevli bir kadin seks
hormonudur. P4, yumurtaliktaki graniiloza hiicreleri ve korpus luteum tarafindan tiretilir.
Hamilelik sirasinda plasenta P4 iiretimi i¢in dnemli bir organ haline gelir. P4, kordon kani
eritroblastlar1 tarafindan da iretilebilir ve kordon kaninda yiiksek seviyelerde bulunur
(24, 89). Mekanizmasi hala belirsiz olmasina ragmen, P4'lin fetal ve maternal antijenlere

kars1 immiin yanitlarin azaltilmasinda rol oynadigi disiintilmektedir (90). P4,



glukokortikoidler, testosteron ve estradiol dahil olmak iizere diger niikleer hormonlara
doniistiiriilebilen 17-hidroksiprogesterona metabolize edilir. P4 veya onun metabolik
tirevleri bir dizi farkli reseptor araciligiyla calisir. Bunlar niikleer progesteron
reseptorlerini (PR-A, PR-B ve PR-C), membran progestin reseptorlerini (mPRa, mPRf
ve mPRY), progesteron reseptorii membran bileseni-1 ve -2 ve glukokortikoid reseptoruni
icerir. PR'lerin ve mPR'lerin T hiicreleri tarafindan eksprese edildigi belgelenmistir (24,
91, 92).

Progesteron, c¢esitli otoimmiin durumlarda semptomlarin alevlenmesi veya
azalmasiyla iliskilendirilmistir. Kadin/erkek orani belirgin olan bazi otoimmiin
hastaliklar arasinda primer biliyer siroz 16:1, antifosfolipid sendromu 12:1, sistemik
lupus eritematozus (SLE) 9-10:1 ve multipl skleroz 2:11 yer alir. Progesteron genellikle
bir antiinflamatuar hormon olarak kabul edilir ve yiiksek progesteron seviyeleri,
hamilelikte goriilen bagisiklik sisteminin dengesini etkileyen en giiclii sinyallerden biri
olarak kabul edilir. Romatiod artritte hormonal etki, adet dongusu icinde meydana gelen
semptomatik degisiklikler, hamilelik sirasinda semptomlarin azalmasi ve dogumdan
sonra alevlenmelerin artmasiyla temsil edilir (93). T hucrelerini aktive etmekten ve
bagisiklik toleransim1 indiiklemekten sorumlu olan antijen sunan hiicrelerin
olgunlagsmasin1 diizenleyebilir. Ayrica asirt bagisiklik reaksiyonlarimi baskilayan ve
otoimmduniteyi Onleyen diizenleyici T hiicrelerinin gelisimini de tegvik edebilir. P4
seviyeleri yiiksek oldugunda bagisiklik sisteminin alevlenme olasilig1 daha az olur, diisiik
oldugunda ise daha fazla alevlenir. Otoimmiin hastaliklar1 olan kadinlarin hamile

kaldiklarinda genellikle otoimmiin semptomlarinda énemli bir azalma oldugu yaygin

olarak bilinmektedir (94, 95).

Progesteron, Th-2 benzeri sitokin profilini destekleyerek, bagisiklik sistemini
baskilayict bir sekilde etki eder. Progesteron T hiicrelerini ¢esitli sekillerde etkiler. yo T
hiicresi trafigini ve aktivitesini diizenlemek i¢in 6zellikle 6nemli oldugu bulunmustur.
Progesteron konsantrasyonu, endometrium ve desiduaya yd T hiicresi alimiyla gii¢lii bir
sekilde iliskilidir ve yo T hiicrelerinin anormal frekanslari, spontan diisiikle iliskilidir.
Yiiksek progesteronlu bir ortam, T hiicresi aktivasyonunu bastirir ve anti-patojen
antikorlar liretme yetenegini koruduklari lenfoid dokulara T hiicresi go¢iinii indiikler. Bu
mekanizma, gebelikte fetlise 6zgl olmayan T hucresi fonksiyonunun strdirtlmesinde

cok oOnemli olabilir. Progesteronun bagisiklik diizenlemesinde, glukokortikoid



etkilerinden kacarak T hiicresi yeterliligini korudugu goriilmektedir. Bu, progesteronun,
bagisiklik tehdidi sirasinda T hiicresi fonksiyonunun siirdiiriilmesinde bir rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir (95, 96, 97).

Progesteron, guclu bir TREG induksiyon aktivitesine sahip, immdiin duzenleyici
bir niikleer hormondur. Yiksek diizeyde baskilayici aktiviteye ve in vivo olarak
gelistirilmis stabiliteye sahip indiiklenmis TREG (iTREG) hiicreleri olusturmak igin
kullanilabilir. Inflamatuar kosullarda oldukca stabil olan iTREG hiicreleri iiretir. Ayrica,
progesteronun indiikledigi iTREG hucreleri TGF-B1'i yuksek oranda eksprese eder ve
birden fazla dokudaki inflamasyonu dizenlemede etkilidir. Progesteronun, gelismis
diizenleyici aktiviteye sahip iTREG hiicrelerini uyarmadaki iglevi, progesteronun mTOR
yolunu baskilamadaki islevi ile iligkilidir. Cesitli calismalar progesteronun
Th1l/Th2/Thl7 ve TREG bagisikliginin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu ileri
siirmektedir. Progesteron, dogrudan veya diger hiicrelerin fonksiyonunu degistirerek,
ornegin CD4+ ve CD8+ TREG hiicrelerinin olusumuna yol acan tolerojenik dendritik
hlcreleri indlkleyerek TREG hiicre olusumunu etkiler (25, 95, 98, 99, 100, 101).



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calhisma Grubu

Calismaya Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali Diyabet Poliklinigi’nden ve
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal1 Pediatrik Endokrinoloji Bilim Dali’nda takip
edilen, ciddi komplikasyonu olmayan, baska bir immiinolojik hastalig1 olmayan (allerji,
kanser vb.), son 5 ayda enfeksiyon gecirmeyen, HbA1C >5.5, son alt1 ayda D vitamini
takviyesi almayan, TIDM tanis1 yeni konulan (<6 ay) 10 kisi ve en az 5 yildir tanisi
koyulmus 15 kisi, toplam 25 kisilik 2 alt grup ve kontrol olarak yas ve cinsiyet uyumlu,
15 saglikli kisi dahil edilmistir.

Bu ¢alisma Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 16.01.2015 tarih ve 01 sayili toplantida 205 sayili rapor ile onaylanmustir.

Tiim katilimeilardan goniillii olur formu ile onamlar1 alinmastir.

2.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Ayirimi

EDTA’l tiipe alinan 20ml periferik kandan, gradyan yontemi ile periferik kan
mononikleer hucreler (PKMH) izole edildi. Steril falkona aktarilan kana ayn1 miktarda
steril fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS, Sigma, ABD) eklendi. Elde edilen
karisimin Ugte biri oraninda fikol (Histopaque-1077-Biochrome, ABD) farkli bir falkona
konularak karigim yavasca fikole aktarildi. Santrifij islemi oda 1sisinda 2200
dontig/dakika (rpm) 30 dakika (dk.) olacak sekilde gerceklestirildi. Yogunluguna gore
ayrilan bulutsu katman, 1500 rpm’de 15 dk +4°C’de ¢okturuldu. Hicre blunmayan st
stvi atildi, altta kalan mononiikleer hiicre tabakasi sulandirildi ve 1250 rpm’de 10 dk.
+4°C’de santrifiij edildi. Canli-6lii hiicre ayirimi igin tripan mavisi boyanan hucreler
mikroskopta sayildi. Elde edilen steril ve saf hicreler, buz icerisinde kiltir medyumu ile
deneyde kullanilana kadar muhafaza edildi. Zenginlestirilmis hiicre kiiltiir medyumu
hazirlanirken, RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco, Ingiltere) igine %10
fetal dana serumu (FBS, Gibco, Ingiltere), 2 mM L-glutamin (Sigma, ABD), 10000 IU/ml
penisilin, 10 mg/ml streptomisin (Sigma, ABD) ve 1 mM sodyum piruvat (Gibco,
Ingiltere) kullanilda.



2.3. Akan Hiicre Olger ve Immiinfenotipleme

Periferik kan monontkleer hiicrelerin yilizey ve hiicre i¢i boyamalar1 i¢in anti-
human CD45 (APC), CD3 (FITC), CD8 (PC7), CD4 (PC5 ve KrO), CD25 (ECD), PD-1
(APC), CD127 (PCT7), CTLA4 (PE) ve CD19 (ECD) antikorlar1 Beckman Coulter
(Beckman Coulter Inc., ABD) firmasindan temin edildi. Kullanilan diger antikorlar ise
anti-human CXCR5 (Percp, R&D-System, ABD) ve anti-human FOXP3’diir (FITC,
eBioscience, ABD) (Tablo 2-1). Hasta numunesi alindiktan sonra elde edilen PKMH ile
kiiltiir Oncesi taze olarak (uyarimsiz) immiinfenotipleme yapildi. TREG hiicresi
CD4+CD25+CD127-CXCR5- olarak, TFH hiicresi CD4+CD25-CXCR5+ olarak, TFR
hicresi CD4+CD25+CD127-CXCRS5+ olarak tanimlandi. Sekil 2-1’de kapilama stratejisi
gosterilmistir. Ylzey boyama igin 100 pl boyama tamponu (%0,2 PBS) icinde, akan
hicre Olcer tlplne ikiyluzbin hiicre ve fluorokrom isaretli monoklonal antikorlar
eklenerek 20 dk. oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyon yapildi. Santrifiij asamasinda
yikama iglemi PBS ile 1500 rpm 10 dk. +4°C’de gerceklestirildi. 100 pl akis sivisi
(IsoFlow Kilif sivisi, Beckman Coulter, ABD) i¢inde akan hticre 6lcer ile sayim yapildi.
Aragstirilan molekiiliin pozitiflik sinirin1 belirlemek i¢in floresan eksi bir (FEB/FMO) tiipii
kullanildi. Hucre dlgumlerinde Navios ™ cihazi (Beckman Coulter, ABD) kullanildi.

Kaluza™ Yazilimi1 (Beckman Coulter, ABD) ile analiz yapildi.
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Sekil 2-1: Saghkh periferik kan mononiikleer hiicreler ile akan hiicre dlger analiz sisteminde
uygulanan kapilama stratejileri. a) Otofloresan ve floresan eksi bir tipleri ile
pozitiflik sinirimin belirlenmesi, b) TREG, TFH ve TFR hiicre kapilama 6rnegi, c)
Yardime ve sitotoksik T hiicre kapilama stratejisi, d) FOXP3, CTLA4 ve PD1
floresan eksi bir yontemi ile sinir tayini

Tablo 2-1: Antikor fluorokrom boyama kombinasyonu

FITC PE ECD |PC5/PERCP| PC7 APC KRO
(FL1) | (FL2) (FL3) (FL4) (FL5) (FL6) (FL10)

FOXP3 | CTLA4 | CD25 CXCR5 CD127 PD1 CD4
CD3 - CD19 CD4 CD8 CD45 -

FITC; Floresein izotiyosiyanat, ECD; Fikoeritrin-Teksas kirmizisi, PC5; Fikoeritrin siyanin 5, PC7; Fikoeritrin siyanin
7, PERCP; Peridinin-klorofil proteini, PE; Fikoeritrin APC; Allofikosiyanin KrO; Krom turuncu, FOXP3; Forkhead
box P3, CTLAA4; Sitotoksik T lenfositle iliskili protein 4, PDI1; Programli 6lim 1, CD; Farklilagsma kiimesi, FL;

Florokrom

2.4. Hiicre I¢i Foxp3 ve CTLA4 Boyamasi
Hiicre stabilitesini saglamak ve glivenilir veri elde etmek igin hticre igi FOXP3 ve

CTLA4 duzeyleri, Foxp3 transkripsiyon faktor boyama tampon seti (eBioscience, ABD)



kullanilarak belirlendi. Kitin 6nerdigi protokol ile anti-human FOXP3 ve anti-human
CTLA4 antikorlar1 ile hicre ici boyama yapabilmek icin, dncelikle PKMH’lerin anti-
CD4, anti-CD127, anti-CXCRS5, anti-PD1 ve anti-CD25 antikorlar ile ylzey boyamasi
gerceklestirildi. Hlcrelerin Gizerine taze hazirlanmis fiksasyon-permeabilizasyon ¢ozeltisi
(1x Fix/Perm) eklenip +4°C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi. Permeabilizasyon igin
tampon (1x) eklenip 2 kez 400g’de 5 dk. oda 1sisinda santrifllj edilerek yikandi. Pelet
Uzerine hiicre i¢i tayin etmek istedigimiz beser mikrolitre anti-FOXP3 ve anti-CTLA4
antikoru eklenip, +4°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Ardindan permeabilizasyon tamponu
(1xPerm Buffer) eklenip santrifiij edilerek 2 kez 400g’de 5 dk. oda isisinda yikandi.
Hucreler akis sivis1 (IsoFlow Kilif sivisi, Beckman Coulter, ABD) ile sulandirilip akan

hicre olcer (Navios ™, Beckman Coulter, ABD) sistemi ile analiz edildi.

2.5. Hucre Kultara

Progesteron (p8783, Sigma-Aldrich, ABD) ve VitD’nin (Abbott Laboratories,
USA) periferik kan mononikleer hicrelere etkisini degerlendirmek amaciyla hiicre
kiiltirti yapildi ve st sivilardan sitokin diizeylerine bakildi. PKMH’ler anti-CD3 (Ultra-
LEAF anti-human CD3, Biolegend, ABD)+anti-CD28 (Biolegend, ABD), anti-
CD3+anti-CD28+Progesteron, anti-CD3+anti-CD28+VitD, anti-CD3+anti-
CD28+Progesteron+VitD uyarim kosullarinda 4 glin boyunca kulture edildi ve hiicreler
akan hiicre 6l¢erde degerlendirildi. Kuyucuklar, 100ul PBS iginde konsantrasyon 2 pg/ml
olacak bigimde 37°C’de 4 saat boyunca anti-CD3 ile kapland: (102). 100 ul PBS ile
yikandi. 2,5 ug/ml konsantrasyonda ¢ozunur anti-CD28 uyarimi yapildi. 200 mikrolitre
kuyu hacmi, 200.000 hcre icerecek sekilde medyumla tamamlandi. Ayrica ilgili
kuyulara P4 (2 pg/ml) (24) ve 1,25 VitD (10 M=4 ng/ml) (102) eklendi. +37°C’de %5
CO2 iceren inkibatorde inkube edildi. 100 pl medyum iginde anti-CD45, anti-CD3, anti-
CD8, anti-CD19, anti-CD4, anti-CD25, anti-CXCR5, anti-CD127, anti-FOXP3, anti-
CTLA4, anti-PD1 monoklonal antikorlariyla boyandi ve akan hiicre dlger sistemi ile

okutulup, Kaluza analiz programiyla analizi yapildi.

2.6. Elisa ve Lumineks Olguimleri

25-hidroksi vitamin D3 diizeyi ELISA kiti (Immunodiagnostic Systems, ingiltere)
kullanilarak tiim katilimcilarin serum 6rneklerinden 6l¢ldi. Hemoglobin Alc diizeyleri
EDTA’l tiipte tam kandan yiiksek performans sivi kromatografi yontemiyle, C-peptid

duzeyleri serum numunesinden kemilliminesans yontemiyle belirlendi.



Tip 1 diabetes mellistuslu hasta ve kontrol numunelerinin kiiltiir uyarimlari
sonrasi st sivilarindan (n=160) IL-10 (Diaclone, Fransa) ve TGF-p (Abbkine Scientific
Co. Ltd., ABD) duzeyleri, ELISA yontemiyle 6lculdd. 1L-4, IL-21, IFN-y, IL17 ve TNF-
a Lumineks yontemiyle kitin (R&D systems, ABD) onerdigi protokol uygulanarak
6lgiildii. Kisaca, tiim soliisyonlar kilavuza uygun olarak hazirlandi. Her kuyucuga 50uL
standard veya 6rnek eklendi. Her kuyucuga 50uL diliie edilmis mikropartikul kokteyl (IL-
4, 1L-21, IFN-y, IL17 ve TNF-a) eklendi. 2 saat 800 rpm’de oda sicakliginda orbital
mikroplate ¢alkalayicisinda (Hangzhou Allsheng, China ) inklbe edildi. Mevcut sivi, her
kuyucuktan uzaklastirilarak 100 pL yikama solusyonu ile 3 kez yikama yapildi. Sivi
tekrar uzaklastirildi. Her kuyucuga 50uL diliie edilmis biotin-antikor kokteyl eklendi.
Uzerini kapatip 25°C’de 1 saat 800 rpm’de calkalayicida inkiibe edildi. Yikama islemi
aynmi sekilde tekrar edildi. Her kuyucuga 50uL dilue edilmis streptavidin-PE eklendi.
25°C’de 30 dk. 800 rpm’de inkiibe edildi. Her kuyucuga 100 uL yikama soliisyonu
eklendi. 25°C’de 2 dk. 800 rpm’de inkiibe edildi. Luminex® 100/200TM (Luminex Inc.,
ABD) kullanarak 90 dk. iginde okuma yapildi.

2.7. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin IBM
SPSS Statistics 22 programi kullanildi. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilks testleri ile degerlendirildi. Tanimlayici
istatistiksel metodlarin  (Ortalama, Standart sapma) yamsira Galisma verileri
degerlendirilirken niceliksel verilerin kiyaslamasinda normal dagilim gdsteren
parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalart Oneway Anova testi ile farkliliga neden olan
grubun tespiti ise Tukey HDS testi ile yapildi. Normal dagilim godstermeyen
parametrelerin gruplar arasi kiyaslamasinda Kruskal Wallis testi ile farkliliga neden olan
grup belirlenirken Dunn’s test kullanildi. Normal dagilim gosteren ve gdstermeyen
parametrelerin iki grup arasi karsilagtirmalarinda sirasiyla Student t test, Mann Whitney
U test kullanildi. Sirasiyla, normal dagilim gosteren ve gostermeyen parametrelerin grup
i¢i karsilagtirmalarinda tekrarlayan 6l¢timlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test);
Friedman Test (post hoc Wilcoxon isaret testi) kullanildi. Niteliksel verilerin
karsilagtirilmasinda ise Ki-Kare testi ve Continuity (Yates) Diizeltmesi kullanildi.

Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.



3. BULGULAR

Kadin (n=20) ve erkek (n=20) orani esit olacak sekilde, minimum 10, maksimum
37 yasida olan 40 birey ile ¢alisma yapilmistir. Yas ortalamasi1 19.47+7.28 yil olarak
belirlenmistir. Olgular dort grup altinda degerlendirilmistir. Yeni tanili TIDM’1i 10 olgu,
eski tanili TIDM’li 15 olgu ve saglikli 15 olgu ¢alismaya dahil edilmistir. Analiz
yapilirken total diyabet grubu, yeni tan1 T1DM, eski tan1 T1DM ve saglikli kontrol grubu

karsilastirilmistir.

Tiim diyabetli hastalar1 igeren total diyabet grubu, yeni tan1 TIDM ve eski tani
T1DM’li hastalar1 igeren alt gruplar ve kontrol arasinda demografik veri dagilimlar
acisindan belirgin farklilik yoktur (p>0,05) (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Kontrol, diyabet, yeni ve eski tanili diyabet gruplarim iceren alt gruplarin yas
ve cinsiyet acisindan degerlendirilmesi

Diyabet Kontrol Yeni tani Eski tam
p (n=25) (n=15) T1DM (n=10) T1DM (n=15) P
Yas orsss 10,822  19,68+6,64 | 19,13+8,48 16,10+7,38 22,0745,02 30,129
Cinsiyet n (o)
Kadmm 21,000 12 (%48) 8 (%53,3) 5 (%50) 7 (%46,7) 40,936
Erkek 13 (%52) 7 (%46,7) 5 (%50) 8 (%53,3)

IStudent t Test, 2Continuity (yates) diizeltmesi, *3Oneway ANOVA Test, *Ki-kare test. Ilk p degeri diyabet ve
kontrol grubu kiyaslandiginda olugan anlamlilig1, ikinci p degeri yeni ve eski tan1 TLDM ile kontrol grubu

karsilastirmasinda olusan anlamlilig1 ifade etmektedir. TLDM; Tip 1 diabetes mellitus

Total diyabet, yeni tani, eski tam1 T1DM ve kontrol gruplari kiyaslandiginda,
tim gruplarmmm HbAlc duzeyi (p=0,001), kontrol grubundan anlamh sekilde
yiiksek bulunmustur. Ayrica yeni tamn T1IDM grubunun HbAlc dizeyi, eski tam
T1DM grubundan (p=0,001) yiiksek bulunmustur.

Tiim gruplarin C-Peptid duzeyi, kontrolden anlamh sekilde diisiik
bulunmustur. Yeni tan1 ve eski tan1 T1DM arasinda fark yoktur (p=0,328) (Tablo 3-2).
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Tablo 3-2: Kontrol, diyabet, yeni ve eski tanili diyabet gruplarim igceren alt gruplarin
klinik parametreler acisindan degerlendirilmesi

. Yeni tam Eski tam
p Diyabet Kontrol p
TiDM TiDM
9,98+2,46 5,23+0,36 12,27+1,24  8,45+1,76
HbA1c (%) ortsss (medyan) 0,001* 30,001~
9) (5.3) (12.4) 81)
L 25,37+6,7
D Vitamini (ng/ml) orsss 20,806  24,77+6,47 | 25,29+6,33 23,87+6,34 40,828
C-Peptid (ng/ml) ortsss 0,27+0,17 3,07+0,78 0,38+0,18  0,19+0,12
10,001* 30,001~
(medyan) (0,2) (3:1) (0:4) (012)

IMann Whitney U Test, 2 Student t Test, *Kruskal Wallis Test, “Oneway ANOVA Test, *p<0,05. i1k p degeri

diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamliligi, ikinci p degeri yeni ve eski tan1 T1DM ile

kontrol grubu karsilagtirmasinda olusan anlamlilig: ifade etmektedir. TLDM; Tip 1 diabetes mellitus
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Sekil 3-1: Periferik kan mononukleer hiicrelerden yapilan Tip 1 diyabetli hasta
immiinfenotipleme 6rnegi



Diyabet grubunun taze (kiiltiir oncesi uyarimsiz) numune CD4+CD25+
(p=0,002), CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ (p=0,027) ve TFR duzeyleri
(p=0,005) kontrol grubuna gore belirgin azalmistir. TFH yizdesi, kontrole kiyasla
artmustir (p=0,001). Aym hiicre gruplardaki artis ve azahs, yeni ve eski tam1 TIDM
gruplar ve kontrol grubu arasinda da tespit edilmistir. Yeni tan1 ve eski tan1i TIDM

arasinda degisim bulunmamaktadir (Tablo 3-3).

Tablo 3-3: Total diyabet, yeni tani ve eski tami diyabet gruplarimin kltir 6ncesi taze
(uyarmmsiz) periferik kan mononukleer hiicre degerlendirmeleri

Yeni tamm Eski tam

Diyabet Kontrol TiDM TiDM
Taze PKMH (Kultur 6ncesi) (%) p Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS p
CD3+ T hiicre 10,831 73,98+7,53 74,61+11,0 74,82+6,93 73,41+8,08 0,910
CD3+CD4+ (Yardimer T hiicre) 0,358  44,07+4,65 46,42+8,94 44,05+3,16 44,09+554 0,563
CD3+CD8+ (Sitotoksik T hiicre) 0,141 28,34+4,72 26,09+4,37 29,11+4,87 27,83+4,73 0,274
CD19+ (B hiicre) 0,278 10,45+2,1 9,75+1,71 10,94+255 10,13+1,75 0,337
CD4+CD25+ 0,027* 12,42+2,84 15,77+4,95 12,23+2,58 12,55+3,09 0,036*

CD4+CD25+CD127-CXCR5- (TREG) 0,207  63,51+7,12 66,18+4,82 63,94+4,17 63,22+8,69 0,439
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ 0,002* 63,07+1,54 64,58+1,14 62,83+1,18 63,23+1,76 0,008*

CD4+CD25+CD127-CXCR5-PD1+ 0,947  7,78+2,82 7,85+2,99 7,61+3,35 7,9+2,53 0,969
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cCTLA4+ 0,067  58,93+1,78 60,23+2,24 59,02+1,11 58,87+2,15 0,147
CD4+CD25-CXCR5+ (TFH) 0,001* 6,14+1,61 4,18+1,43 6,1+1,74 6,17+1,58  0,002*
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ 0,195  5,03+0,2 4,95+0,16  4,98+0,21 5,06+0,19 0,266
CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ 0,963 2,27+0,16 2,27+0,11 2,25+0,21 2,29+0,12 0,785

CD4+CD25+CD127-CXCR5+ (TFR) 0,005* 9,24+237 13,64+5,01 9,46+1,9 9,09+2,69  0,003*
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cFOXP3+ 0,215  26,17+1,61 25,53+1,46 26,05+1,73 26,25+1,58 0,446
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cCTLA4+ 0,539  15,56+1,58 15,89+1,75 15,11+1,38 15,86+1,68 0,448
CD4+CD25+CD127-CXCR5+PD1+ 0,396  17,04+1,65 17,5159 17,48+1,72 16,75+1,59 0,387

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Oneway
ANOVA Testi kullanilmistir. {1k p degeri diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamlilig1, ikinci
p degeri yeni ve eski tan1 TIDM ile kontrol grubu karsilastirmasinda olusan anlamlilig1 ifade etmektedir.

T1DM; Tip 1 diabetes mellitus, *p<0,05.

Diyabet grubunun CD3+CD28+ uyarimh CD4+CD25+ diizeyleri (p=0,047),
TREG dizeyleri (p=0,001), TFR duzeyleri (p=0,001), kontrol grubundan
istatistiksel olarak anlamh sekilde diisiik, TFH dUzeyleri ise yuksektir (p=0,001).



Eski ve yeni tan1 gruplar1 agisindan farkliliklara baktigimizda, sadece eski tam T1DM
grubunda CD4+CD25+ duzeyleri, kontrolden (p=0,041) anlamh sekilde diisiik
bulunmustur. Yeni tam1 ve eski tan1 TIDM arasinda anlamlilik mevcut degildir
(p=0,811). Total diyabet grubunda oldugu gibi yeni tamn TIDM (p=0,047) ve eski tani
T1DM’nin (p=0,005) TFH duzeyleri, kontrol’den anlamh sekilde yiiksek, TFR
dizeyleri ise diisiik bulunmustur (p=0,001) (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Total diyabet, yeni tani ve eski tami1 diyabet gruplarimin CD3+CD28+ uyarimh
olgiimlere iliskin degerlendirmeleri

Yeni tam Eski tam
Diyabet Kontrol TiDM T1DM

CD3+CD28+ (%) p OrtzSS  OrtzSS  OrtSS _ OrtxSS  p

CD3+ T hilcre 0589 77544508 78,4653 76884511 77,98452 0,758
CD3+CD4+ (Yardimei T hiicre) 0499  47,77+4,41 4883+528 48,68+3,81 47,1648 0,591
CD3+CD8+ (Sitotoksik T hiicre) 0218 2348+47 2571%6,56 22,22+4,37 24,32+4,86 0,305
CD19+ (B hiicre) 0683 17,61#595 16,89+4,12 17,76%6,63 17,51#568 0,915
CD4+CD25+ 0,047* 13894206 16,54+4,52 14,38+1,84 1357422 0,046*

CD4+CD25+CD127-CXCR5- (TREG) 0,014* 65,25+4,69 68,4+3,02 65,46+4,82 65,11+4,77 0,084
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ 0,835  64,76+6,64 6525+7,7 64,47+6,34 64,96+7,04 0,965

CD4+CD25+CD127-CXCR5-PD1+ 0,601 10,03+2,16 9,69+1,63 10,22+1,67 9,9+2,49 0,810
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cCTLA4+ 0,738  63,55+4,51 63,03+5,05 62,72+3,68 64,11+504 0,734
CD4+CD25-CXCR5+ (TFH) 0,001* 8,09+2,25 5,82+135 7,82+1,09 8,27+2,8 0,004*
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ 0,331 4,84+0,35 4,73+0,29 4,85+0,32 4,83+0,38 0,622
CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ 0,154  2,35+0,26 2,23+0,23 2,26+0,29 2,41+0,23 0,118

CD4+CD25+CD127-CXCR5+ (TFR) 0,001* 9,2+1,29 13,93+1,87 9,06+1,44 9,29+123 0,001*
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cFOXP3+ 0,407  26,23+3,83 27,39+4,88 27,53%+3,69 25,37+3,79 0,328
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cCTLA4+ 0,289 19,363 20,4+2,86 18,5+3,76 19,94+2,33 0,282
CD4+CD25+CD127-CXCR5+PD1+ 0,825 19,09+#3,01 19,29+2,3 18,28+3,74 19,63+2,4 0,479

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Oneway ANOVA Testi
kullamlmustir. {1k p degeri diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamlilig1, ikinci p degeri yeni
ve eski tan1 T1DM ile kontrol grubu karsilagtirmasinda olusan anlamlilig1 ifade etmektedir. TIDM; Tip 1

diabetes mellitus, *p<0,05.

Diyabet grubunun CD3+CD28+VitD uyarmm ile sitotoksik T hiicre ve
(p=0,001) TFR duzeyleri (p=0,010) kontrole kiyasla diismiis, TFH seviyesi ise
kontrole kiyasla artmistir (p=0,045). Eski ve yeni tan1 gruplar1 agisindan farkliliklara
baktigimizda, total diyabetteki gibi yeni (p=0,009) ve eski tam1 T1DM’nin (p=0,001)



sitotoksik T hicre dizeyleri kontrolden, anlamh sekilde diisiik bulunmustur. Yeni
tan1 ve eski tan1 TIDM arasinda fark bulunmamaktadir (p=0,726). Eski tan1 diyabet
grubunda total diyabetteki gibi TFH dlzeyleri, kontrolden (p=0,040) anlamh sekilde
yiiksek bulunmustur. TFR duzeyleri, kontrolden (p=0,045) anlamh sekilde diisiik
bulunmustur. Yeni tam1 ve eski tan1 TIDM arasinda anlamlilik mevcut degildir

(p=0,969). (Tablo 3-5).

Tablo 3-5: Total diyabet, yeni tani ve eski tam diyabet gruplarimin CD3+CD28+VitD
uyarimh dl¢iimlere iliskin degerlendirmeleri

Yeni tam1 Eski tam

Diyabet Kontrol T1DM TiDM

Ort+ Ortx Ortx
CD3+CD28+VitD (%) p SS SS SS Ort+SS p
CD3+ T hiicre 0,208  80,31+546 82,75+6,42 79,1245,28 81,1+5,61 0,326
CD3+CD4+ (Yardimer T hiicre) 0,154  57,34+4,72 54961545 55,63+3,84 58,47+5,02 0,139
CD3+CD8+ (Sitotoksik T hiicre) 0,001* 19,29+2,89 24,05+3,73 19,9299 18,89+2,85 0,001*
CD19+ (B hiicre) 0,463 16,16+4,73 14,8916 17,65+3,64 15,17+5,21 0,392
CD4+CD25+ 0,108  21,62+2,27 24,25+5,74 20,9+2,6 22,09+1,97 0,108

CD4+CD25+CD127-CXCR5- (TREG) 0,900  72,34%3,97 72,54+6,06 71,53+4,3 72,88+3,79 0,790
CD4+CD25+CD127-CXCR5-FOXP3+ 0,204  70,42+2,89 69,18+3 70,03£3,11 70,67+2,81 0,392
CD4+CD25+CD127-CXCR5-PD1+ 0,246  12,42+2,36 11,58+1,84 12,63+2,62 12,28+2,25 0,477
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cCTLA4+ 0,503  70,74+6,62 69,34+5,82 70,3+7,53 71,03+6,19 0,770

CD4+CD25-CXCR5+ (TFH) 0,045* 6,28+1,17 5,13+1,9 5,96+1,23  6,5+1,12 0,048*
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ 0,244  4,02+1,77 4,77+221 3,83%+1,89 4,14+174 0,475
CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ 0,305 1,31+1,02 1,63+0,79 1,43+0,97 1,23+1,07 0,519

CD4+CD25+CD127-CXCR5+ (TFR) ~ 0,010* 11,58+2,92 14,16%2,95 11,75+3,37 11,46+2,7 0,038*
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cFOXP3+ 0,517  29,16+7,13 30,22+2,98 28,8+9,48 29,4+539 0,840
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cCTLA4+ 0,979  25,54+8,39 25,61+7,68 23,45+7,52 26,94+8,89 0,579
CD4+CD25+CD127-CXCR5+PD1+ 0,718  22,61+7,69 23,77+10,8 21,69+8,34 23,22+7,47 0,850

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Oneway ANOVA Testi
kullamlmugtir. {1k p degeri diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamlilig1, ikinci p degeri yeni
ve eski tan1 TIDM ile kontrol grubu karsilagtirmasinda olugsan anlamlilig1 ifade etmektedir. TIDM; Tip 1

diabetes mellitus, *p<0,05.

Gruplar arasinda CD3+CD28+progesteron uyarimi ile anlamli farklilik elde
edilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-6).



Tablo 3-6: Total diyabet, yeni tani ve eski tami diyabet gruplarinin
CD3+CD28+Progesteron uyarimh o6l¢iimlere iliskin degerlendirmeleri

Yeni tam Eski tani

Diyabet Kontrol T1iDM TiDM

CD3+CD28+Progesteron (%) p Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS p

CD45+ Lenfosit 0,917 85,24531 856,63 85,8+5,79 84,8+5,13 0,913
CD3+ T hucre 0,531 76,86+7,23 78,37+7,37 77,9+8,39 76,17+6,57 0,699
CD3+CD4+ (Yardimet T hiicre) 0,950 48,54+3,49 48,6+1,54 49,45+541  47,93+1,07 0,449
CD3+CD8+ (Sitotoksik T hiicre) 0,851 23,62+4,32 23,35+4,74 23,/45+4,46  23,74+4,38 0,971
CD19+ (B hiicre) 0,573 18,49+541 17,49+533 17,25+5,07  19,32+5,63 0,552
CD4+CD25+ 0,318 21,2849,41 24,39+9,46 19,22+8,05  22,65+10,25 0,414

CD4+CD25+CD127-CXCR5- (TREG) 0,948 71,09+13,8 70,8+12,62 72,46+14,26 70,17+13,92 0,916
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ 0,983 69,08+11,5 68,99+13  70,96+8,38  67,83+13,37 0,821
CD4+CD25+CD127-CXCR5-PD1+ 0,474 10,2133 10,92+2,38 11,11+3,35  9,61+3,25 0,369
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cCTLA4+ 0,198 68,3+7,77 71,77+8,67 68,16+7,78  68,39+8,04 0,440

CD4+CD25-CXCR5+ (TFH) 0,435 5,8+1,5 6,19+1,45 6,03+1,62 5,65+1,46 0,613
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ 0,350 3,73+2,81 4,61+2,95 3,63+2,14 3,79£3,25 0,644
CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ 0,091 2,12+125 2,94+1,72 1,95+1,49 2,24+1,11 0,218
CD4+CD25+CD127-CXCR5+ (TFR) 0,156 12,29+3,92 14,24+4,43 12,71+3,87  12,01+4,07 0,340
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cFOXP3+ 0,799 30,38+8,09 31,06+8,3 30,61+6,96 30,2249 0,962

CD4+CD25+CD127-CXCR5+cCTLA4+ 0,909 26,71+6,46 26,47+6,55 26,17+6,97  27,07#6,33 0,939

CD4+CD25+CD127-CXCR5+PD1+ 0,585 23,93+10,8 25,89+11,1 22,99+1156 24,56+10,56 0,812
Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Oneway ANOVA Testi

kullamlmugtir. {1k p degeri diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamlilig1, ikinci p degeri yeni
ve eski tan1 T1DM ile kontrol grubu karsilagtirmasinda olusan anlamlilig: ifade etmektedir. TLDM; Tip 1

diabetes mellitus, *p<0,05.

Diyabet grubunun CD3+CD28+VitD+Progesteron uyarimh lenfosit
(p=0,001), CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ hicre (p=0,021) ve TFR
dizeyleri (p=0,031) kontrol grubundan diisiik bulunmustur. Yeni ve eski tam

gruplarma sadece lenfosit duzeylerindeki diisiikliik yansimistir (Tablo 3-7).

Tablo 3-7: Total diyabet, yeni tani ve eski tam diyabet gruplarimin
CD3+CD28+VitD+Progesteron uyarimh ol¢iimlere iliskin degerlendirmeleri

Yeni tam Eski tam

Diyabet Kontrol T1DM TiDM
CD3+CD28+VitD+Progesteron (%) p Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
- |
CD45+ Lenfosit 0,001* 86,4+4,19 91,13+3,18 85,3+2,83 87,13+4,85 0,001
CD3+ T hucre 0,186  79,68+555 77,27+539 79,3+5,68 79,93+5,65 0,407
CD3+CD4+ (Yardimer T hiicre) 0,365 565,46 54,25+6,46 55,8457 56,14+6,13 0,660

CD3+CD8+ (Sitotoksik T hiicre) 0,869  22,46+4,02 22,25+3,47 21,99+435 22,77+3,9 0,873




CD19+ (B hiicre) 0,335  18,22+4,75 19,77+4,99 18,34+3,92 18,15+5,36 0,629
CD4+CD25+ 0,529 2259+7,9 24,41+10,0 21,68+5,01 23,19+9,48 0,753
CD4+CD25+CD127-CXCR5- (TREG) 0,207  76,34+6,64 78,98+5,63 74,91+7,72 77,3591 0,298
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cFOXP3+ 0,021* 76,3+4,89 80,11+4,7 75,42+5,19 76,89+4,76 0,054

CD4+CD25+CD127-CXCR5-PD1+ 0,377  14,32+6,92 16,47+8,03 13,77+6,04 14,69+7,64 0,650
CD4+CD25+CD127-CXCR5-cCTLA4+ 0,760  70,88+11,6 71,96%9,3 70,16+11,2 71,35+12,2 0,922
CD4+CD25-CXCR5+ (TFH) 0,436  568+1,92 6,16+1,77 5,75x1,72 5,63+2,1 0,733
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ 0,323  3,8+2,16 4,48+1,92 3,95%2,26  3,7+2,17 0,592
CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ 0,800 2,11+126 2,21+1,13 2,37x1,43 1,94+1,15 0,669

CD4+CD25+CD127-CXCR5+ (TFR) 0,031* 11,38+2,59 13,25+#25 11,11+2,92 11,56+2,44 0,092
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cFOXP3+ 0,389  30,47+7,7 32,69+8,02 31,84+8,56 29,55+7,24 0,539
CD4+CD25+CD127-CXCR5+cCTLA4+ 0,892  24,51+9,06 24,07+10,7 23,18+9,92 25,39+8,69 0,851
CD4+CD25+CD127-CXCR5+PD1+ 0,616 24,16+8,81 25,67+9,6 23,23+8,73 24,79+9,11 0,811

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Oneway ANOVA Testi

kullamlmustir. {1k p degeri diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olusan anlamlilig1, ikinci p degeri yeni
ve eski tan1 TIDM ile kontrol grubu karsilastirmasinda olusan anlamlilig: ifade etmektedir. T1DM; Tip 1

diabetes mellitus, *p<0,05.



Tablo 3-8: Total diyabet, yeni tani ve eski tami diyabet gruplarinin CD3+CD28+ uyarimh sitokin degerlendirmeleri

CD3+CD28+ Diyabet Kontrol Yeni tam TIDM Eski tam TIDM

pg/mi p Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort£SS (medyan) p
IL-10 0,557 16,81+10,03 (15,7) 19,63+10,2 (16,8)  15,29+10,0 (14,5) 17,83+10,2 (15,8) 0,617
IFN-y 0,001* 218,24+105,26 (207,9) 60,58+20,5 (56,9) 204,25+77,7 (192,8) 227,57+121,9 (240,3) 0,001
IL-17 0,900  91,38+70,45 (56,2) 82,44+45,6 (82,1)  90,61+80,1 (48,2) 91,89+66,2 (56,2) 0,919
TNF-a *0,001* 197,93+86,87 (191,1)  101,9+69,4 (104,9) 208,09+92,7 (181,9) 191,15+85,3 (191,1) **0,005
IL-21 *0,001* 155,45+43,16 (150,9)  103,99+35,0 (92,7) 159,74+38,7 (171,2) 152,59+46,9 (144,3)  **0,002
TGF-B 0,727  100,97+55,27 (84,3) 105,25+80,9 (96,3) 103,99+56,4 (88,8)  98,96+56,4 (84,3) 0,927
IL-4 0,922  80,58+34,93 (85,1) 78,97+41,5 (72,9)  81,28+42,7 (98,6) 80,11+30,2 (81,2) 0,993
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Tablo 3-9: Total diyabet, yeni tani ve eski tam diyabet gruplarinin CD3+CD28+VitD uyarimh sitokin degerlendirmeleri

CD3+CD28+VitD Diyabet Kontrol Yeni tam T1IDM Eski tam T1IDM

pg/ml p Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) p
IL-10 0,989 21,77£12,22 (21,4) 21,75+11,21 (17,9) 20,02+5,94 (19,6) 22,93+15,16 (21,9) 0,991
IFN-y 0,001*  181,11#73,5 (191,5) 77,49+36,15 (72,7) 185,56+83,16 (194,5) 178,14+69,21 (191,5) 0,001*
IL-17 *0,801 92,09+54,2 (85,3) 87,39+60,82 (77,5) 90,38+59,98 (74) 93,23+52,15 (85,3) *+0,962
TNF-a 0,011* 172,2+77,54 (162,9) 107,81+65,85 (98,5) 176,28+76,95 (205,9) 169,49+80,51 (139,7) 0,041*
IL-21 *0,268  117,93+61,68 (112,5) 100,9+34,14 (103,1) 123,99+77,85 (114,4) 113,89+50,83 (104,4) +0,567
TGF-p *0,283 128,31+66,22 (126,8) 104,469 (95,9) 124,68+62,44 (134,6) 130,73+70,67 (120,8) **0,553
IL-4 *0,449 94,42+45,62 (82,3) 83,54+39,77 (81,2) 92,62+42,61 (84,2) 95,63+48,96 (82,3) *0,743

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Mann Whitney U Test, *Student t Test, eski tan1, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Kruskal Wallis, **Oneway ANOVA Testi kullamlmistir. {lk p degeri

diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olugan anlamliligi, ikinci p de@eri yeni ve eski tan1t TIDM ile kontrol grubu karsilastirmasinda olugan anlamlilig: ifade etmektedir. TAIDM; Tip 1

diabetes mellitus, *p<0,05.



Tablo 3-10: Total diyabet, yeni tami ve eski tam diyabet gruplarimin CD3+CD28+Progesteron uyarimh sitokin degerlendirmeleri

CD3+CD28+ Progesteron Diyabet Kontrol Yeni tam T1IDM Eski tam TIDM

pg/ml p Ort+SS (medyan) Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan) Ort+SS (medyan) p
IL-10 0,978 21,38+12,48 (20,6) 21,248,23 (19,5) 20,3846,5 (22,7) 22,05+15,4 (20,6) 0,776
IFN-y 0,001*  185,41+88,8 (173,6) 79,14+29,56 (73,5) 190,16+85,9 (190,8) 182,24+93,5 (173,6) 0,002*
IL-17 0,922 93,31+43,36 (88,4) 94,53+51,47 (87,3)  95,16+37,2 (87,9) 92,08+48,2 (90,9) 0,982
TNF-a 0,004*  180,92+70,6 (156,3)  108,65+55,53 (106,1) 183,04+75,9 (158,1)  179,5+69,5 (156,3)  0,017*
IL-21 0,128 145,14+81,25 (149,4)  102,87+55,15 (89,1) 147,23+88,4 (150,8) 143,75+£79,3 (149,4) 0,314
TGF-p 0,386  131,34+86,52 (113,8)  108,21+79,17 (90,4)  120,46+80,4 (97) 138,6+92,3 (120,6) 0,647
IL-4 0,944  97,04+66,15 (75,2) 91,18+43,67 (88,8)  94,51+67,7 (70) 98,73+67,4 (84,5) 0,982

Tablo 3-11: Total diyabet, yeni tam: ve eski tam diyabet gruplarinin CD3+CD28+VitD+Progesteron uyarimh sitokin degerlendirmeleri

CD3+CD28+VitD+ Diyabet Kontrol Yeni tam TIDM Eski tam TIDM

Progesteron (pg/ml) p Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) p
IL-10 0,989  28,56+11,9 (26,5) 28,13+12 (25,6) 27,58+7,1 (29,5) 29,21+14,4 (25,7) 0,963
IFN-y 0,001* 172,54+90,2 (159,8) 75,04+29,4 (60,4) 181,7+108,7 (196,6) 166,44+79,2 (144,2) 0,004*
IL-17 0,665  95,22454,3 (76,1) 88,13+51,5(80,4) 97,19454,4 (84,5) 93,91456,1 (73,7) 0,797
TNF-o 0,494  131,71+76 (98,5) 109,4+46,9 (99,7) 125,259 (93,9) 136,02+65,4 (145,3) 0,584
IL-21 *0,710 109,79+44,1 (108,1) 104,8+34,3 (90,8) 114,46+50 (113,6) 106,68+41,2 (108,1) **0,839
TGF-B 0,030* 166,74+86,5(172,5) 100,44+50,7 (107,3) 166,59+89,1 (171,6) 166,84+87,8 (172,5) 0,095
IL-4 *0,471  96,73+47,8 (99,3) 85,27+49 (77,3) 95,26+50,5 (96,4) 97,71+47,6 (101,1) +0,768

Total diyabet ve kontrol kiyaslanirken Mann Whitney U Test, *Student t Test, eski tani, yeni tan1 ve kontrol kiyaslanirken Kruskal Wallis, **Oneway ANOVA Testi kullanilmistir. ilk p degeri
diyabet ve kontrol grubu kiyaslandiginda olugan anlamliligi, ikinci p degeri yeni ve eski tan1 TIDM ile kontrol grubu karsilastirmasinda olugan anlamlilig1 ifade etmektedir. TIDM; Tip 1
diabetes mellitus, *p<0,05.
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Diyabet grubunda ve alt gruplar1 olan eski tam ve yeni tam1 T1DM
gruplarinda CD3+CD28+ uyarimi sonrasi IFN-y, TNF-a, IL-21 dlzeylerinin,
kontrole kiyasla yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 3-8).

Diyabet grubunun CD3+CD28+VitD uyarmmh IFN-y (p=0,001) ve TNF-a
(p=0,021) dizeyleri kontrole kiyasla anlamli diizeyde yukselmistir. Yeni (p=0,003) ve
eski tam T1IDM’nin (p=0,001) IFN-y ve TNF-a dizeyleri, sirasiyla p=0,025, p=0,041
duzeyinde kontrolden anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Tablo 3-9).

Diyabet grubunun CD3+CD28+Progesteron uyarimh IFN-y (p=0,001) ve
TNF-a (p=0,004) dizeyleri, kontrole gore belirgin yukselmistir. Alt gruplara da
benzer sekilde yansiyarak, yeni tan1 T1DM (p=0,008) ve eski tan1 T1DM nin (p=0,007)
IFN-y diizeyleri ve TNF-a diizeyleri, sirastyla p=0,021, p=0,011 diizeyinde kontrolden
anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Tablo 3-10).

Diyabet grubunun CD3+CD28+VitD+Progesteron uyarimh IFN-y (p=0,001)
ve TGF-p diuzeyleri (p=0,03) kontrole kiyasla belirgin yukselmistir. Alt gruplarda ise
sadece, IFN-y diizeyleri, kontrolden yiiksek bulunmustur (Tablo 3-11).

Tablo 3-12: Uyaranlara kars: lenfosit degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam
Lenfosit Diyabet T1DM T1DM Kontrol
(%) Ort£SS Ort+£SS Ort£SS Ort+£SS
CD3+CD28+ (T3) 86,06+8,43  87,73+10,69 84,95+6,71  86,91+7,63
CD3+CD28+VitD (T4) 89,36+6,06  88,4+5,52 90+6,5 92,07+3,43
CD3+CD28+Progesteron (T5) 85,245,31 85,845,79 84,845,13 85+6,63
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 86,4+4,19 85,3+2,83 87,13+4,85 91,13+3,18
P <0,05* <0,05* >0,05 <0,05*
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 AD AD AD AD
T1-T5 0,012* AD AD AD
T1-T6 AD 0,011* AD AD
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD 0,017*

T4-T6 AD AD AD AD




T5-T6 AD AD AD 0,028*

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlaml: degil

Lenfosit dizeylerinin uyaranlara verdigi yanitlar su sekildedir.

Total diyabette T1 sartina gore T5 uyariminda ve yeni tam1 TIDM’de T1
sartina gore T6 uyariminda lenfosit dizeylerinde diisiis gorulmektedir.

Kontrolde; T4 uyarimmna gore T5 uyariminda goriilen diisiis anlamh, T5

uyarimina gore T6 uyariminda goriilen artis anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-12).

Tablo 3-13: Uyaranlara kars1 T Hicre degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

T Hucre Diyabet TiDM TiDM Kontrol

(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS

Taze PKMH (T1) 73,98+7,53  74,8246,93 73,41+8,08 74,61+11,03

CD3+CD28+ (T3) 77,54+5,08 76,8845,11 77,98+52 78,46%5,3

CD3+CD28+VitD (T4) 80,31+546  79,1245,28 81,1+5,61 82,75+6,42

CD3+CD28+Progesteron (T5) 76,86+7,23  77,9+8,39 76,17+6,57 78,37+7,37

CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 79,68+555 79,3+5,68 79,93+5,65 77,27+5,39

P <0,05 >0,05 <0,05* >0,05

T1-T3 AD AD AD AD

T1-T4 0,017* AD 0,035* AD

T1-T5 AD AD AD AD

T1-T6 0,017* AD 0,045* AD

T3-T4 AD AD AD AD

T3-T5 AD AD AD AD

T3-T6 AD AD AD AD

T4-T5 AD AD AD AD

T4-T6 AD AD AD AD

T5-T6 AD AD AD AD
Tekrarlayan 6l¢cumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamh degil

Total diyabette ve Eski tam1 T1DM’de, Kkiiltiir oncesi taze (uyarimsiz)
PKMH’lere gore T4 ve T6 uyariminda T hiicresinde artis gértlmektedir (Tablo 3-
13).



Tablo 3-14: Uyaranlara kars1 yardimeir T Hiicre degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

Yardimei T hiicre Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 44,07+4,65 44,05£3,16 44,09+554 46,42+8,94
CD3+CD28+ (T3) 47,77+4,41  48,68+3,81 47,16+4,8 48,83+5,28
CD3+CD28+VitD (T4) 57,34+4,72  55,63+£3,84 58,47+5,02 54,96%545
CD3+CD28+Progesteron (T5) 48,54+3,49  49,45+541 47,93+1,07 48,6+1,54
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 56+5,46 55,8+4,57 56,14+6,13 54,25+6,46
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 0,001* 0,001* 0,001* AD
T1-T5 0,014* AD AD AD
T1-T6 0,001* 0,001* 0,001* AD
T3-T4 0,001* 0,019* 0,001* 0,031*
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 0,001* 0,007* 0,021* AD
T4-T5 0,001* AD 0,001* 0,014*
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 0,001* AD 0,003* 0,042*

Tekrarlayan 6l¢cumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05  AD: Anlamh degil

Yardimer T hiicre diizeylerinin uyaranlara verdigi yanitlar su sekildedir

Diyabet grubunda, T1 sartina gore T4, T5, T6, ve T3 uyarimina gore T4 ve
T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T4 uyarimina
gore T5 uyarmminda gorulen diisiis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T5
uyarmmina gore T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam1 T1IDM’de; bulunulan sarta gére yardimei T hiicre diizeylerinde goriilen
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,008). T1 sartina goére, T3 ve TS uyariminda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemisken (p>0,05); T1 sartina gore T4 ve
T6 uyariminda goriilen artis, T3 uyarimina gére T4 ve T6 uyariminda goriilen artis
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Eski tan1 T1IDM’de; bulunulan sarta gore yardime1 T hiicre diizeylerinde goriilen
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina goére, T3 ve TS uyariminda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemisken (p>0,05); T1 sartina gore T4 ve

T6 uyarmminda goriilen artis (p<0,05), T3 uyarimina gére T4 ve T6 uyariminda



goriilen artis, TS5 uyarimina gore T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05). T4 uyarimina gére T5 uyariminda goriilen diisiis istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gére yardimci T hiicre diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,016). T3 uyarimina gore T4 uyariminda gorulen
artis, TS uyarimina gore T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05). T4 uyarnmimna goére T5 uyarnminda goriilen diisiis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05). Diger uyarilarda anlamlilik goriilmemistir (Tablo 3-14) (Sekil 3-2).
Sonug olarak yardimer T hiicreleri, Vitamin D etkisi ile tim gruplarda 6zellikle diyabet
grubunda artmaktadir.

Sekillerde kullanilan renkli anlamlilik ¢izgileri her grubun kendi rengini (eski tani
tip 1 diyabet grubu, mavi; yeni tani tip 1 diyabet grubu, siyah; total diyabet grubu, yesil,;
kontrol grubu, kirmiz1 renk) temsil etmektedir ve diger uyaranlar, ayrica diger gruplarla

olan farklarini géstermektedir.
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Sekil 3-2: Uyar1 yanitlar1 agisindan yardimer T lenfosit degisimleri. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamlihk belirtilmeyen ¢ubuklar
**p<0,01 dir.



Tablo 3-15: Uyaranlara kars: sitotoksik T Hiicre degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tani
Sitotoksik T Hucre Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS OrtxSS OrtxSS
Taze PKMH (T1) 28,34+4,72  29,11+4,87 27,83+4,73  26,09+4,37
CD3+CD28+ (T3) 23,48+4,7 22,22+4,37 24,32+4,86  25,71+6,56
CD3+CD28+VitD (T4) 19,29+2,89  19,9+2,99 18,89+2,85  24,05+3,73
CD3+CD28+Progesteron (T5) 23,62+4,32  23,45+4,46 23,74+4,38  23,35+4,74
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 22,46+4,02  21,99+4,35 22,7739 22,25+3,47
P <0,05 >0,05 <0,05* >0,05
T1-T3 0,006* AD AD AD
T1-T4 0,001* AD 0,001* AD
T1-T5 0,023* AD AD AD
T1-T6 0,001* AD 0,002* AD
T3-T4 0,004* AD 0,017* AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 0,007* AD 0,039* AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢cumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamh degil

Total diyabette bulunulan sarta gore sitotoksik T hiicre diizeylerinde goriilen
degisim anlamlilik ifade etmektedir (p=0,001). T1 sartina gore T3, T4, T5 ve T6
uyariminda; T3 uyarimina gore T4 uyarimindaki azalma; T4 uyarimma gore T5
uyarimindaki artislar belirgin anlamhilik igcermektedir (p<0,05).

Yeni tamm T1DM’de; bulunulan sarta gore sitotoksik T hiicre diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p=0,155).

Eski tam T1DM’de; bulunulan sarta gore sitotoksik T hiicre diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli degisim goriilmistiir (p=0,001). T1 sartina gore, T4 ve T6
uyariminda goriilen diisiisler istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3 uyarimina
gére T4 uyariminda gOrulen diisiis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T4
uyarimina gore T5 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).
Diger uyarilarda anlamli degisimler goriilmemistir (p>0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gore sitotoksik T hiicre dizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p=0,438) (Tablo 3-15).



Sonug olarak sitotoksik T hicreleri, Vitamin D etkisi ile diyabet grubunda

azalmaktadir. Bu diisiis belirgin olarak Eski tan1 TIDM grubunda ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 3-16: Uyaranlara karsi1 B Hiicre degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam1 Eski tam

B Hicre Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS Ort+SS OrtxSS
Taze PKMH (T1) 10,45+2,1 10,94+2,55 10,13+1,75 9,75+1,71
CD3+CD28+ (T3) 17,6145,95 17,7646,63 17,51+5,68 16,89+4,12
CD3+CD28+VitD (T4) 16,16+4,73  17,65+3,64 15,17+521 14,8916
CD3+CD28+Progesteron (T5) 18,494¢541 17,2545,07 19,32+5,63 17,49+5,33
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6)  18,22+4,75  18,34+3,92 18,15+5,36 19,77+4,99
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*
T1-T3 0,001* 0,009* 0,006* 0,001*
T1-T4 0,001* 0,011* 0,043* AD
T1-T5 0,001* 0,016* 0,001* 0,001*
T1-T6 0,001* 0,001* 0,003* 0,001*
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamli degil

Total diyabet grubunda bulunulan sarta gére B hiicre diizeylerinde goriilen
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T3, T4, TS ve T6
uyariminda goriilen artislar belirgin anlamhhik icermektedir (p<0,05).

Yeni tam ve eski tan1 TIDM’de; bulunulan sarta gore B hiicre diizeylerinde
goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir. T1 sartina gore T3, T4, T5 ve T6
uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta goére B hiicre diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gére T4 uyariminda istatistiksel
olarak anlamli bir degisim goriilmemisken (p>0,05); T1 sartina gore T3, T5 ve T6

uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-16).



Tablo 3-17: Uyaranlara kars1 CD4+CD25+ degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

CD4+CD25+ Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS OrtxSS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 12,42+2,84  12,23+2,58 12,55+3,09 15,77+4,95
CD3+CD28+ (T3) 13,89+2,06 14,38+1,84 13,57+22  16,54+4,52
CD3+CD28+VitD (T4) 21,62+2,27 20,9+2,6 22,09+1,97 24,25+574
CD3+CD28+Progesteron (T5) 21,2849,41  19,2248,05 22,65+10,25 24,39+9,46
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 22,59+7,9 21,6845,01 23,19+9,48 24,41+10,06
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*
T1-T3 AD AD AD AD

T1-T4 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
T1-T5 0,002* AD 0,044* 0,001*
T1-T6 0,001* 0,008* 0,009* 0,003*
T3-T4 0,001* 0,001* 0,001* AD

T3-T5 0,009* AD 0,045* AD

T3-T6 0,001* 0,040* 0,026* AD

T4-T5 AD AD AD AD

T4-T6 AD AD AD AD

T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢cumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05  AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda blunulan sarta gore CD4+CD25+ hiicre diizeylerinde belirgin
anlamlilik mevcuttur (p=0,001). T1 sartina gore T4, T5 ve T6 uyariminda belirgin
artis mevcuttur (p<0,05). T3 uyarimina gore T4, T5 ve T6 uyariminda gorulen
artislar belirgin anlamhhik icermektedir (p<0,05).

Yeni tam1 TIDM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+ diizeylerinde goriilen
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T4 ve T6 uyariminda
goriilen artiy, T3 uyarimina gére T4 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

Eski tamm T1DM’de; bulunulan sarta gére CD4+CD25+ diizeylerinde goriilen
degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina goére T4, T5 ve T6
uyariminda goriilen artis, T3 uyarimina gore T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis

istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).



Kontrolde; bulunulan sarta gore CD4+CD25+ diizeylerinde goriilen degisim

istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T4, T5 ve T6 uyariminda

goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-17).

Sonug olarak CD4+CD25+ hiicre diizeyi, Vitamin D ve progesterone etkileri ile

tim gruplar artmaktadir.

Tablo 3-18 : Uyaranlara kars1 TREG degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

TREG Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 63,51+7,12 63,94+4,17 63,22+8,69 66,18+4,82
CD3+CD28+ (T3) 65,25+4,69 65,46+4,82 65,11+4,77 68,4+3,02
CD3+CD28+VitD (T4) 72,34+3,97 71,53+4,3  72,88+3,79 72,5446,06
CD3+CD28+Progesteron (T5) 71,09+13,81  72,46+14,26 70,17+13,92 70,8+12,62
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 76,3416,64 74,91+£7,72 77,3t591  78,9845,63
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 0,001* AD 0,025* AD
T1-T5 AD AD AD AD
T1-T6 0,001* 0,040* 0,001* 0,001*
T3-T4 0,001* AD 0,006* AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 0,001* AD 0,001* 0,001*
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6lguimlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamh degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gore TREG diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T4 ve T6 uyariminda gorulen
artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3 uyarnmmma gore T4 ve T6
uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tan1 TIDM’de; bulunulan sarta gore TREG diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,041). T1 sartina gore T6 uyarmminda gorilen

artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).



Eski tamn TIDM’de; bulunulan sarta gére TREG diizeylerinde goriilen de§isim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T4 ve T6 uyariminda gortlen
artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3 uyarmmina gore T4 ve T6
uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gére TREG diizeylerinde goriilen degisim anlamlidir
(p=0,001). T1 sartina gore T6 uyariminda goriilen artis, T3 uyarimina gore T6
uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-18) (Sekil
3-3).
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Sekil 3-3: Uyari yanitlari agisindan regiilator T hiicre degisimleri. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamhlik belirtilmeyen ¢ubuklar *p<0,01 dir.

Tablo 3-19: Uyaranlara karsi CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+ degisimlerinin

degerlendirilmesi
Yeni tam Eski tam
CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+ Diyabet T1DM T1DM Kontrol
(%) OrtxSS OrtxSS OrtxSS Ort+SS
CD3+CD28+ (T3) 64,76+6,64 64,47+6,34 64,96+7,04 65,25+7,7
CD3+CD28+VitD (T4) 70,42+2,89 70,03+3,11 70,67+2,81 69,18+3
CD3+CD28+Progesteron (T5) 69,08+11,53  70,96+8,38 67,83+13,37 68,99+13
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 76,3+4,89 75,42+519 76,89+4,76 80,11+4,7
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*

T1-T3 AD AD AD AD




T1-T4 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*

T1-T5 AD 0,048* AD AD
T1-T6 0,001* 0,001* 0,001* 0,001*
T3-T4 0,010* AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 0,001* 0,018* 0,003* 0,001*
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 0,002* AD 0,037* 0,001*
T5-T6 AD AD 0,045* 0,041*

Tekrarlayan ol¢iimlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T4 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3
uyarimina gore T4 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05). T4 uyarmmma gbére T6 uyarmminda goriillen artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05).

Yeni tamm T1DM’de; bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5-CD127-
FOXP3+ diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1
sartina gore T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05). T3 uyarmmmma gbére T6 uyarmminda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05).

Eski tamm T1DM’de; bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5-CD127-
FOXP3+ diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1
sartina gore T4 ve T6 uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05). T3, T4 ve T5 uyarimina gére T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T4 ve T6 uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3, T4
ve T5 uyarimina gore T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05) (Tablo 3-19) (Sekil 3-4).

Sonu¢ olarak, CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+ hicre dizeyi, baslica
progesteronun etkisi 6n planda olmak iizere vitamin D varliginda tum gruplarda, 6zellikle

total diyabet grubunda artmaktadir.
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Sekil 3-4: Uyar1 yanitlar1 agisindan CD4+CD25+CXCR5-CD127-FOXP3+ hiicre
degisimleri. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamlilik
belirtilmeyen cubuklar **p<0,01 dir.

Tablo 3-20: Uyaranlara kars1 CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+ degisimlerinin

degerlendirilmesi
Yeni tam Eski tanmi

CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+ Diyabet T1DM T1DM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 7,78+2,82 7,61+3,35 7,9+2,53 7,85+2,99
CD3+CD28+ (T3) 10,03+2,16  10,22+1,67 9,9+2,49 9,69+1,63
CD3+CD28+VitD (T4) 12,4242,36  12,63+2,62 12,28+2,25  11,58+1,84
CD3+CD28+Progesteron (T5) 10,21+3,3 11,11+3,35 9,61+3,25 10,92+2,38
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 14,32+6,92  13,77+6,04 14,69+7,64  16,4748,03
P <0,05 >0,05 <0,05* <0,05*
T1-T3 0,038* AD AD AD
T1-T4 0,001* AD 0,001* 0,022*
T1-T5 0,043* AD AD AD
T1-T6 0,001* AD 0,015* 0,018*
T3-T4 0,003* AD 0,035* AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD 0,045* AD
T4-T5 AD AD AD AD




T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢iimlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test), *p<0,05, AD. Anlamii degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta géore CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T3, T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam1 TIDM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0,05).

Eski tam1 TIDM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T4 ve T6 uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3
uyarimina gore T4 ve T6 uyariminda goriilen artislar anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta goére CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T4 ve T6 uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo
3-20).

Sonu¢ olarak; CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+ hiicre dizeyi, baslica
Vitamin D etkisi ile 6zellikle eski tan1 TIDM grubunda artmaktadir.

Tablo 3-21: Uyaranlara karsi CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+ degisimlerinin
degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+  Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 58,93+1,78 59,02+1,11  58,87+2,15 60,23+2,24
CD3+CD28+ (T3) 63,55+4,51 62,72+3,68  64,11+5,04 63,03+5,05
CD3+CD28+VitD (T4) 70,74+6,62 70,3+7,53 71,03+6,19 69,34+5,82
CD3+CD28+Progesteron (T5) 68,3+7,77 68,16+7,78  68,39+8,04 71,77+8,67
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 70,88+11,57 70,16+x11,16 71,35+12,2 71,96+9,3
P <0,05 >0,05 <0,05* <0,05*
T1-T3 0,002* AD 0,045* AD

T1-T4 0,001* AD 0,001* 0,001*
T1-T5 0,001* AD 0,015* 0,001*

T1-T6 0,001* AD 0,031* 0,005*




T3-T4 0,004* AD AD AD

T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 0,003* AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test), *p<0,05 AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta goére CD4+CD25+CXCR5-CD127-
CCTLAA4+ diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1
sartina g0re T3, T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05). T3 uyarmmma gore T4 ve T6 uyarmminda goriilen artis
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam T1DM’de; CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+ duzeylerinde
goriilen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Eski tamm TIDM’de CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+ diizeylerinde T1
sartina gore T3, T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artislar anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta goére CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+
diizeylerinde goriilen degisim anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T4, T5 ve T6
uyariminda goriilen artislar anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-21).

Sonug olarak, yeni tan1 TIDM grubu disinda taze numuneye gore tiim uyaranlar

ile belirgin artislar elde edilmistir.

Tablo 3-22: Uyaranlara kars1 TFH degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

TFH Diyabet TiDM TiDM Kontrol
(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Taze PKMH (T1) 6,14+1,61 6,1+1,74 6,17+1,58 4,18+1,43
CD3+CD28+ (T3) 8,09+2,25  7,82+1,09 8,27+2,8 5,82+1,35
CD3+CD28+VitD (T4) 6,28+1,17  5,96+1,23 6,5+1,12 5,13+1,9
CD3+CD28+Progesteron (T5) 5,8+1,5 6,03+1,62 5,65+1,46 6,19+1,45
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 5,68+1,92 5,75+1,72 5,63+2,1 6,16+1,77
P <0,05 >0,05 <0,05* <0,05*
T1-T3 0,026* AD AD 0,030*

T1-T4 AD AD AD AD




T1-T5 AD AD AD 0,026*

T1-T6 AD AD AD 0,043*
T3-T4 0,023* AD AD AD
T3-T5 0,001* AD 0,034* AD
T3-T6 0,001* AD 0,040* AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6lglimlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test), *p<0,05 AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gére TFH diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,002). T1 sartina gore T3 uyariminda goriilen artis
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T3 uyarimina gére T4, T5 ve T6 uyariminda
goriilen diisiis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tan1 TIDM’de; bulunulan sarta géore TFH diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Eski tam1 TIDM’de; bulunulan sarta gére TFH diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,046). T3 uyarimina gbére T5 ve T6 uyariminda
goriilen diisiisler istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gére TFH diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore T3, T5 ve T6 uyariminda goriilen artislar
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-22) (Sekil 3-5).

Sonug olarak, TFH hiicre dizeyi, bashca progesteron etkisi ile diyabet

grubunda, ézellikle eski tam1 T1DM grubunda azalmaktadir.
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Sekil 3-5: Uyar1 yanitlar1 agisindan folikiiler T hiicre degisimleri. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamlilik belirtiimeyen ¢ubuklar
**p<0,01 dir.

Tablo 3-23: Uyaranlara kars1 CD4+CD25-CXCR5+PD1+ degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam1 Eski tam

CD4+CD25-CXCR5+PD1+ Diyabet  T1DM T1DM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS Ort+SS  Ort+SS
Taze PKMH (T1) 5,03+0,2 4,98+0,21 5,06+0,19 4,95+0,16
CD3+CD28+ (T3) 4,84+0,35 4,85+0,32 4,83+0,38 4,73+0,29
CD3+CD28+VitD (T4) 4,02+1,77 3,83%£1,89 4,14+174 4,77+2,21
CD3+CD28+Progesteron (T5) 3,73+2,81  3,631+2,14 3,79+3,25 4,61+2,95
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 3,8+2,16 3,95+2,26 3,7+2,17 4,48+1,92
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 AD AD AD AD
T1-T5 AD AD AD AD
T1-T6 AD AD AD AD
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢cumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) AD: Anlamli degil



Diyabet, Yeni tan1 TIDM, eski tam1 TIDM ve kontrolde; bulunulan sarta gére
CD4+CD25-CXCR5+PD1+ diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim
goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-23).

Tablo 3-24: Uyaranlara karst CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ degisimlerinin

degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ Diyabet  T1DM T1DM Kontrol
(%) Ort£SS Ort£SS Ort+SS  Ort+SS
Taze PKMH (T1) 2,27+0,16  2,25+0,21 2,29+0,12 2,27+0,11
CD3+CD28+ (T3) 2,35+0,26  2,2610,29 2,41+0,23 2,23+0,23
CD3+CD28+VitD (T4) 1,31+1,02 1,43+0,97 1,23+1,07 1,63+0,79
CD3+CD28+Progesteron (T5) 2,12+125 1,95+1,49 2,24+1,11 2,94+1,72
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 2,11+1,26 2,37£1,43 1,94+1,15 2,21+1,13
P <0,05 >0,05 >0,05 <0,05*
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 0,002* AD AD AD
T1-T5 AD AD AD AD
T1-T6 AD AD AD AD
T3-T4 0,001* AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD 0,042*
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test)

*p<0,05 AD: Anlaml degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gore CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+
dizeylerinde gorilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,004). T1 ve T3

uyarimina gore T4 uyariminda goriilen diisiis istatistiksel olarak anlamhdir

(p<0,05).

Yeni tamn T1IDM ve eski tam1 T1DM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25-
CXCR5+cCTLA4+ hicre dlzeylerinde

goriilmemistir (p>0,05).

istatistiksel olarak anlamli bir degisim



Kontrolde; bulunulan sarta goére CD4+CD25-CXCR5+cCTLA4+ hiicre

diizeylerinde goriilen degisim anlamlidir (p=0,005). T4 uyarimina gére T5 uyariminda

goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-24).

Tablo 3-25: Uyaranlara kars1 TFR degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

TFR Diyabet Ti1DM TiDM Kontrol
(%) Ort+£SS Ort+£SS Oort+SS Ort+£SS
Taze PKMH (T1) 9,24+2,37  9,46x1,9  9,09+2,69 13,64+5,01
CD3+CD28+ (T3) 9,2+1,29 9,06+1,44 9,29+1,23 13,93+1,87
CD3+CD28+VitD (T4) 11,58+2,92  11,75+3,37 11,46%2,7 14,16+2,95
CD3+CD28+Progesteron (T5) 12,29+3,92  12,71+3,87 12,01+4,07 14,24+4,43
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 11,38+2,59 11,11+2,92 11,56+2,44 13,25+2,5
P <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T1-T3 AD AD AD AD

T1-T4 AD AD AD AD

T1-T5 AD AD AD AD

T1-T6 AD AD AD AD

T3-T4 0,017* AD AD AD

T3-T5 0,045* AD AD AD

T3-T6 0,028* AD AD AD

T4-T5 AD AD AD AD

T4-T6 AD AD AD AD

T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,05 AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gore TFR diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T3 uyarimina gore T4, TS5 ve T6 uyariminda
goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam1 TIDM, eski tan1 TIDM ve kontrolde; bulunulan sarta gore TFR
diizeylerinde anlamli bir degisim goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-25) (Sekil 3-6).

Sonu¢ olarak TFR hiicre diizeyi diyabet alt gruplarina yansimadan tiim

uyaranlar ile diyabet grubunda artmaktadir.
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Sekil 3-6: Uyar1 yamitlar1 a¢isindan folikller regilator T hiicre degisimleri. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamhlik belirtilmeyen cubuklar
**p<0,01 dir.

Tablo 3-26: Uyaranlara kars1 CD4+CD25+CXCR5+CD127-cFOXP3+ degisimlerinin
degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

CD4+CD25+CXCR5+CD127-cFOXP3+  Diyabet TiDM TiDM

(%) Ort£SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS
CD3+CD28+ (T3) 26,23+3,83  27,53£3,69 25,37+3,79 27,39+4,88
CD3+CD28+VitD (T4) 29,16+7,13  28,8+9,48 29,4+539 30,22+2,98
CD3+CD28+Progesteron (T5) 30,38+£8,09 30,61+6,96 30,229 31,06+8,3
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 30,47£7,7 31,84+8,56 29,55+7,24 32,69+8,02
P >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 AD AD AD AD
T1-T5 AD AD AD AD
T1-T6 AD AD AD AD
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD

T4-T6 AD AD AD AD




T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5+CD127-cFOXP3+
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmemistir (p=0,170).

Yeni tam1 T1DM, eski tam1 T1IDM ve kontrolde; CD4+CD25+CXCR5+CD127-
CFOXP3+ ekspresyonu diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim
goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-26).

Tablo 3-27: Uyaranlara karsi CD4+CD25+CXCR5+CD127-cCTLA4+ degisimlerinin
degerlendirilmesi

Yeni tamm1 Eski tam

CD4+CD25+CXCR5+CD127-cCTLA4+ Diyabet TiDM Ti1DM Kontrol

(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
CD3+CD28+ (T3) 19,36+3 18,5+3,76  19,94+2,33 20,4+2,86
CD3+CD28+VitD (T4) 25,54+8,39  23,45+7,52 26,94+8,89 25,61+7,68
CD3+CD28+Progesteron (T5) 26,71+6,46  26,17+6,97 27,07+6,33 26,47+6,55
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) 24,51+9,06 23,18+9,92 25,39+8,69 24,07+10,73
P <0,05 <0,05* <0,05* <0,05*
T1-T3 0,001* AD 0,005* 0,001*
T1-T4 0,001* AD 0,005* 0,008*
T1-T5 0,001* 0,015* 0,001* 0,001*
T1-T6 0,001* AD 0,009* 0,005*
T3-T4 0,014* AD AD AD
T3-T5 0,001* 0,044* 0,009* 0,023*
T3-T6 0,046* AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD
Tekrarlayan 6lcumlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,054D: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5+CD127-
CCTLA4+ hiicre diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001).

T1 sartina gore T3, T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak



anlamhdir (p<0,05). T3 uyarimimna goére T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis
istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam1 T1DM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5+CD127-
CcCTLA4+ diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,036). T1 ve
T3 uyarimina gore T5 uyariminda goriilen artis anlamhdir (p<0,05).

Eski tamm T1DM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5+CD127-
CCTLA4+ diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1
sartina gore T3, T4, TS ve T6 uyarnminda goriilen artislar istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05). T3 uyarimina gore T5 uyariminda goriilen artis istatistiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5+CD127-cCTLA4+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T3, T4, TS5 ve T6 uyarnminda goriillen artislar istatistiksel olarak anlamhdir
(p<0,05). T3 uyarmmmna gore T5 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamhdir (p<0,05) (Tablo 3-27).

Sonug olarak CD4+CD25+CXCR5+CD127-cCTLA4+ hiicre dizeyi diyabet
alt gruplarina yansimadan tiim uyaranlar ile diyabet grubunda artmaktadir. Taze

numuneye gore artislar yeni tam disinda tiim gruplarda goriilmektedir.

Tablo 3-28: Uyaranlara karsi CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+ degisimlerinin

degerlendirilmesi
Yeni tam Eski tam

CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+ Diyabet T1DM T1DM Kontrol
(%) Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
CD3+CD28+ (T3) 19,09+3,01 18,28+3,74 19,63+2,4  19,29+2,3
CD3+CD28+VitD (T4) 22,61+7,69 21,69+8,34 23,22+7,47 23,77+10,8
CD3+CD28+Progesteron (T5) 23,93+10,76  22,99+11,56 24,56+10,56 25,89+11,12
CD3+CD28+VitD+Progesteron
(T6) 24,16+8,81 23,23+8,73  24,79+9,11 25,6749,6
P <0,05 >0,05 <0,05* >0,05
T1-T3 AD AD AD AD
T1-T4 0,023* AD AD AD

T1-T5 0,026* AD AD AD




T1-T6 0,007* AD 0,040* AD

T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni test) *p<0,054D: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gére CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+
diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T1 sartina gore
T4, T5 ve T6 uyariminda goriilen artis istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tamm TIDM ve  kontrolde;
CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+ duzeyleri agisindan belirgin bir anlamlilik
tasimamaktadir (p>0,05).

Eski tan1 TIDM’de; bulunulan sarta gore CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+

bulunulan sarta gore

dizeyleri agisindan belirgin fark bulunmaktadir (p=0,01). T1 sartina gore T6
uyariminda goriilen artislar belirgin fark icermektedir (p<0,05) (Tablo 3-28).

Tablo 3-29: Uyaranlara kars: IL-10 degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

Diyabet TiDM TiDM Kontrol
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
IL-10 pg/mi (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
16,81+10,0 15,29+10,08 17,83+10,22 19,63+10,21
CD3+CD28+ (T3) (15,7) (14,5) (15,8) (16,8)
21,77+12,2 20,02+5,94  22,93+£15,16 21,75%11,21
CD3+CD28+VitD (T4) (21,4) (19,6) (21,9) (17,9)
21,3812 4 20,38+6,48  22,05%£15,45 21,248,23
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (20,6) (22,7) (20,6) (19,5)
CD3+CD28+ VitD+Progesteron 28,56+11,8 27,58+7,05 29,21+14,41 28,13+12,02
(T6) (26,5) (29,5) (25,7) (25,6)
P <0,05* <0,05* <0,05* <0,05*
T3-T4 0,041* AD AD AD
T3-T5 0,037* AD AD AD
T3-T6 0,001* 0,017* 0,015* 0,048*




T4-T5 AD AD AD AD

T4-T6 0,001* 0,022* 0,003* 0,031*
T5-T6 0,001* 0,009* 0,001* 0,005*
Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test) *p<0,05 AD: Anlamli degil

Diyabet grubunda bulunulan sarta gore IL-10 diizeylerinde goriilen degisim
istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,001). T3 uyarimina gore T4, T5 ve T6 uyariminda
goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05). T4 ve T5 uyarimina gore T6
uyariminda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,05).

Yeni tam T1DM’de; bulunulan sarta gore IL-10 seviyeleri anlamli fark
icermektedir (p=0,001). T3, T4 ve T5 uyarilarina gore T6 uyariminda goriilen artislar
anlamhlik icermektedir (p<0,05). Diger uyarilarda anlamlilik igeren bir fark tespit
edilmemistir (p>0,05).

Eski tam T1DM’de; bulunulan sarta gore IL-10 seviyelerinde anlamlilik igeren
fark tespit edilmistir (p=0,001). T3, T4 ve T5 uyarilarina gére T6 uyariminda gorulen
artislar dikkate deger anlamhlik igermektedir (p<0,05). Diger uyarilarda anlamlilik
iceren bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).

Kontrolde; bulunulan sarta gore IL-10 diizeylerinde goriilen degisim istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0,007). T3, T4 ve T5 uyarilarina gore T6 uyariminda gorilen
artislar dikkate deger anlamhilik icermektedir (p<0,05). Diger uyarilarda anlamlilik
igeren bir fark tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-29) (Sekil 3-7).

Sonug olarak, total diyabet grubunda tiim uyaranlarin IL-10 diizeyini arttirdig;,

diger gruplarda vitamin D ve progesteronun birlikte daha etkin oldugu gortilmektedir.
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Sekil 3-7: Uyar1 yanitlar1 agisindan interlokin-10 diizeyi degisimleri. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamhihk belirtilmeyen ¢ubuklar

**p<0,01 dir.

Tablo 3-30: Uyaranlara kars1 IFN-y degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tani
Diyabet T1DM T1DM Kontrol
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
IFN-y pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
218,24+105,2  204,25+77,71 227,57+121,98 60,58+20,49
CD3+CD28+ (T3) (207,9) (192,8) (240,3) (56,9)
181,11+73,5 185,56+83,16 178,14+69,21  77,49+36,15
CD3+CD28+VitD (T4) (191,5) (194,5) (191,5) (72,7)
185,41+88,8 190,16+85,91 182,244+93,52  79,14+29,56
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (173,6) (190,8) (173,6) (73,5)
CD3+CD28+VitD+Progesteron 172,54+90,2 181,7+108,69 166,44+79,15  75,04+29,38
(T6) (159,8) (196,6) (144,2) (60,4)
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD




T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD
Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test) *p<0,05 AD: Anlaml degil

Total diyabet, yeni tamn T1DM, eski tan1 TIDM ve kontrolde; bulunulan sarta gore

IFN-y diizeylerinde fark saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 3-30).

Tablo 3-31: Uyaranlara kars: IL-17 degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tani
Diyabet TiDM TiDM Kontrol
Ort+SS Ort+SS Ort£SS Ort£SS
IL-17 pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
91,38+70,4 90,61+80,1 91,89+66,2 82,44+45,64
CD3+CD28+ (T3) (56,2) (48,2) (56,2) (82,1)
92,09+54,2  90,38+59,98 93,23+52,15 87,39+60,82
CD3+CD28+VitD (T4) (85,3) (74) (85,3) (77,5)
93,31+43,3 95,16+37,19 92,08+48,28  94,53+51,47
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (88,4) (87,9) (90,9) (87,3)
95,22+54,3 97,19+54,39  93,91+56,1 88,13+51,48
CD3+CD28+ VitD+Progesteron (T6) (76,1) (84,5) (73,7) (80,4)
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test)

Total diyabet, yeni tami1 T1DM, eski tan1 TIDM ve kontrolde; bulunulan sarta
gore IL-17 diizeylerinde anlamlilik igeren fark tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-31).

AD: Anlamh degil



Tablo 3-32: Uyaranlara kars1 TNF-o degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam1 Eski tam
Diyabet TiDM TiDM Kontrol
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
TNF-o pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
197,93+86,8 208,09+92,74 191,15+85,36 101,9+69,42
CD3+CD28+ (T3) (191,1) (181,9) (191,1) (104)
172,2477,5 176,28+76,95 169,49+80,51 107,81+65,85
CD3+CD28+VitD (T4) (162,9) (205,9) (139,7) (98)
180,92+70,6 183,04+75,89 179,5+69,55 108,65+55,53
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (156,3) (158,1) (156,3) (106)
131,71+75,9 125,25+93 136,02+65,42 109,4+46,87
CD3+CD28+ VitD+Progesteron (T6) (98,5) (93,9) (145,3) (99)
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test)

AD: Anlamh degil

Total diyabet, yeni tan1 TIDM, eski tamn T1DM ve kontrolde; bulunulan sarta

gore TNF-a diizeylerinde anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 3-32)
(Sekil 3-8).



aCD3+aCD28 VitD P4 VitD+P4

® TOTAL @ YTTIDM # ETTIDM ® KONTROL

Sekil 3-8: Uyar1 yanitlar1 agisindan timor nekroz faktor-alfa diizeyi degisimleri. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 olarak degerlendirildi, anlamlilik belirtilmeyen ¢ubuklar
**p<0,01 dir.

Tablo 3-33: Uyaranlara kars: IL-21 degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

Diyabet T1DM T1DM Kontrol

Ort£SS Ort£SS Oort£SS Oort£SS
IL-21 pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

155,45+43,1 159,74+38,75 152,59+46,97 103,99+35,03
CD3+CD28+ (T3) (150,9) (171,2) (144,3) (92,7)

117,93+61,6 123,99+77,85 113,89+50,83 100,9+34,14
CD3+CD28+VitD (T4) (112,5) (114,4) (104,4) (103,1)

145,14+81,2 147,23+£88,38 143,75+79,32 102,87+55,15
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (149,4) (150,8) (149,4) (89,1)

109,79+44,0 114,46+£50,02 106,68+41,19 104,8+34,29
CD3+CD28+VitD+Progesteron (T6) (108,1) (113,6) (108,1) (90,8)
p *>0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD

T5-T6 AD AD AD AD




Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test) *Tekrarlayan 6l¢limlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni

test) *p<<0,05 AD: Anlaml degil

Yeni tam1 T1DM, eski tamn T1IDM ve kontrolde; bulunulan sarta gore 1L-21
diizeylerinde anlamli bir farklilik saptanmamuistir (p>0,05) (Tablo 3-33) (Sekil 3-9).
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Sekil 3-9: Uyar1 yanitlar1 agisindan interlokin-21 dlizeyi degisimleri. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 olarak degerlendirildi, anlamlilik belirtilmeyen cubuklar

**p<0,01 dir.

Tablo 3-34: Uyaranlara kars1 TGF-p degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tanm

Diyabet T1DM T1DM Kontrol

Oort£SS Ort£SS Ort£SS Ort+£SS
TGF- pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

100,97+55, 103,99+56,4  98,96+56,4  105,25+80,91
CD3+CD28+ (T3) 2(84,3) (88,8) (84) (96)

128,31+66, 124,68+62,44 130,73£70,67 104,4+69
CD3+CD28+VitD (T4) 2 (126,8) (134,6) (120) (95)

131,34+86, 120,46+80,42 138,6+92,38 108,21+79,17
CD3+CD28+ Progesteron (T5) 5(113,8) (97) (120) (90)

166,74+86, 166,59+89,08 166,84+87,84 100,44+50,72
CD3+CD28+ VitD+Progesteron (T6) 4 (172,5) (171,6) (172) (107)
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05




T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test)

Diyabet, yeni tan1 T1DM, eski tan1 TIDM ve kontrol gruplarinda uyaranlara kars1
TGF-p diizeylerinde anlamlilik igeren bir degisim saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 3-34).

AD: Anlaml degil

Tablo 3-35: Uyaranlara kars: IL-4 degisimlerinin degerlendirilmesi

Yeni tam Eski tam

Diyabet T1DM T1DM Kontrol

Oort£SS Ort+£SS Oort£SS Ort+£SS
IL-4 pg/ml (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)

80,58+34,9 81,28+42,76 80,11+30,25 78,97+41,55
CD3+CD28+ (T3) (85,1) (98,6) (81,2) (72,9)

94,42+45,6 92,62+42,61 95,63+48,96 83,54+39,77
CD3+CD28+VitD (T4) (82,3) (84,2) (82,3) (81,2)

97,04+66,1 94,51+67,68 98,73+67,45 91,18+43,67
CD3+CD28+ Progesteron (T5) (75,2) (70) (84,5) (88,8)

96,73+47,7 95,26+50,54 97,71+47,63 85,27+48,97
CD3+CD28+ VitD+Progesteron (T6) (99,3) (96,4) (101,1) (77,3)
p *>0,05 >0,05 >0,05 >0,05
T3-T4 AD AD AD AD
T3-T5 AD AD AD AD
T3-T6 AD AD AD AD
T4-T5 AD AD AD AD
T4-T6 AD AD AD AD
T5-T6 AD AD AD AD

Friedman test (post hoc Wilcoxon sign test, *Tekrarlayan dlciimlerde varyans analizi (post hoc Bonferroni
test), AD: Anlamh degil

Diyabet, yeni tan1 T1DM, eski tan1 TIDM ve kontrol gruplarinda uyaranlara karsi
IL-4 seviyelerinde anlamlilik igeren bir degisim saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 3-35).



4. TARTISMA

Diyabet hastalig1; gelisimi, etkileri ve komplikasyonlari agisindan multifaktoriyel
bir hastaliktir. Patogenezini anlamak ve tedavi secenekleri sunmak amaciyla bir¢ok
calisma yapilmaktadir. Bu ¢alismada, B, T hiicre ve alt gruplar1, 6zellikle TREG, TFH ve
TFR hiicre gruplarmin, diyabet patogenezi ve otoimmiin mekanizmalardaki rollerini
belirleyerek, uzun vadede kisiye 6zel hiicre tedavisi gelistirmeyi destekleyici bilgiler
edinmek, hucre-hiicre etkilesimlerinin farkli uyaranlara verdigi yanitlarla, Kklinik

caligmalara, tedaviye ve literatiire katki saglamak planlanmistir.

Diyabet patogenezinde otoreaktif T hicrelerinin rolli blyuktir. Otoreaktif CD8+
T hiicrelerinin saglikli bireylerdeki pankreas 16kosit popililasyonunun bir parcasi
olmasinin yani sira TIDM'li kisilerde ¢ok sayida oldugu bilinmektedir. Otoreaktif CD8+
T hicrelerinin TIDM’li hastalarin kanina kiyasla pankreasta mevcut oldugunu goésteren
calismalar vardir (103, 104).

Vitamin D reseptorunin immiin sistem hiicrelerinde eksprese olmasi, CD8+ T
hiicrelerini de Vitamin D’nin etki edebilecegi hedef hiicre haline getirmektedir. Bazi
calismalarda, in vitro 1,25D uygulamasinin CD8+ T hiicre ¢ogalmasini baskiladigi, VDR
nakavt CD8+ T hiicrelerinin hedef bulma diizenlerinin degistigi, granzim B iiretiminde
azalma oldugu gosterilmistir (105, 106, 107). Bizim ¢alismamizda VitD uyarimi ile eski
tan1 ve Yeni tan1 diyabetlilerin CD8+ T hiicre sayisinda kontrole gére azalma tespit
edilmistir. Diyabetlilerdeki bu azalma otoreaktif T hiicrelerinin VitD ile baskilanmig
olabilecegini goOstermektedir. Vitamin D’nin diyabet patogenezinde otoimmiiniteyi

baskilama yollarinin birinin de CD8+ T hiicreleri baskilamaktan gegtigini gostermektedir.

Yiiksek TFH oranlarinin diyabette otoantikor tiretimi ile iliskili oldugunu gosteren
bunun yani1 sira TFR hiicrelerinin otoantikor {iretimini baskiladigin1 ortaya koyan birgcok
¢alisma mevcuttur (14,15,35,108,109).

Bu calismada, taze kandan yapilan kultir Oncesi 6lglimlerde, total diyabet
grubundaki anlamlilik, alt gruplara da esit sekilde yansimistir. Yeni tan1 TIDM ve eski
tan1 TIDM’li hastalarin CD4+CD25+ hiicre, TFR hiicre ve TREG’lerdeki cFOXP3
ekspresyon diizeyleri, kontrol grubundan anlamli sekilde diisiikk bulunmustur. TFH orani
ise yliksek bulunmustur. VitD+Progesteron uyarimi ile TREG’lerde Foxp3 ekpresyonu

istatistiksel olarak hala diisiiktiir ama sayisal olarak dikkate deger bir artis mevcuttur.



Sjogren hastalarinda yapilan bir ¢alismada sirkiile TFR hiicrelerin arttig1 fakat
baskilayic1 potansiyelini yitirdigi gosterilmistir (110). Germinal merkez (GM) ve
dolagimdaki TFR hiicrelerini inceleyen bir bagka c¢alismada ise birbirlerinden bagimsiz
olarak artis gosterdikleri, sirkiile TFR hiicrelerin prekiirsér Foxp3+ TREG’lerden koken
alabildigi ve dokudaki durumu yansitmadigi gosterilmistir (111). Yeni tanm1 TIDM’li
cocuklarin kanindan yapilan ¢alismada TFR hiicrelerin arttigi gosterilmistir (112).
Calismamizda TREG’lerdeki cFOXP3 ekspresyon diizeyleri ile birlikte sirkile TFR
hlcrelerin azaldig1 tespit edilmistir, diyabetli bireylerde de dolasimdaki TFR nin
prekirsor TREG’den koken almis oldugu diisiiniiliirse, pankreatik lenf nodu ile
karsilastirmali ¢alisma bu veriyi desteklemek igin gerekli goriilse de, canli pankreas

dokusuna erisim olduk¢a zordur.

Germinal merkezde yiiksek afiniteli siif donilisimii yapmis adacik-spesifik
otoantikor gelisiminin TFH ve TFR hiicrelerinin kontrolii altinda olabilecegi
gosterilmigtir (14, 113, 114). TIDM’li hastalarin hastalik-iliskili dokularindaki TFR
hiicre degisiklikleri, defektif humoral tolerans ve hastalik patogenezinde rol aldiklarini
gostermektedir. Sekonder lenfoid organdaki TFR azalmasi, TFH-B etkilesimi
diizenlemesinde azalmaya bagl olarak adacik spesifik otoantikor iiretimine katkida
bulunmaktadir. Aktif TFH hiicrelerinin arttig1 gosterilen ¢alismalardan birinde, GM’lerin

azaldig1 ve germinal merkezden gocerek perifere gegtikleri gosterilmistir (115).

Steroid hormonlarinin her birinin, bir veya daha fazla ligand spesifik reseptorin
aracilik ettigi kendine 6zgii biyolojik fonksiyonlar1 vardir, ancak bir hiicre tipi lizerinde
kombine etkiler i¢in ayn1 anda birlikte calisabilirler. Ayrica bir steroid hormon, zaman
icinde sirali diizenleme i¢in baska bir hormonun islevini gelistirebilir. Steroid
hormonlarin bireysel eylemleri 6nemlidir, ancak igbirlik¢i ve sirali eylemleri olmadan,
bir takim biyolojik stireclerin son derece karmasik diizenlemelerini basarmalar1 zordur.
Menstriial dongii, meme bezi gelisimi ve gebeligin siirdiiriilmesinde, dstrojen tarafindan
progesteron reseptor ekspresyonunun indiiklenmesi gibi, progesteron tarafindan VDR

indiiksiyonu immiin diizenlemede biiyiik 6nem tagir (116, 117).

Calismamizda, IFN-y, TNF-a, IL-21 eski Tani1 ve Yeni Tan1 diyabetlilerde yiiksek
bulunmustur. Yalniz Progesteron uyarimi ve ayrica yalniz Vitamin D uyariminda IL-21
diizeyleri normale donmiistiir. Her iki uyarimim oldugu sartta da IL-21 duzeyindeki

azalma korunmaktadir. Baslica IL-21 iiretim kaynagi olan TFH hiicrelerinin de



Progesteron ve ¢ifte uyarim olan sartlarda normal diizeylere indigi goriilmektedir. Bu
etkinin, agirlikli olarak progesteron Tlizerinden saglanarak, TFH hiicrelerinin

baskilanmastyla olustugunu diisiindiirmektedir.

Diyabetli grupta ¢ifte uyarim olan sartta TNF-o’nin azaldigi, TGF-B’nin arttig1
tespit edilmistir. Otoantikor olusumu ve beta hiicre yikiminda gorev alan sitokinlerden
olan TNF-a’nin azalmasi, salgilandigi T hiicrenin (TH1 gibi) baskilandigin1 ve TGF-f
artisinin muhtemel salindigit TREG ve TFR hiicrelerinin bu uyarimlarla indiiklendigini
diisiindiirmektedir (118, 119). Immiin ve pankreatik hiicrelerden salman, IL-6, TNF-a,
IFN-a, IL-17 ve IL-21 T1DM gelisim fazlarinda ve progresyonunda rol alan
sitokinlerdendir. Thl, Th17, CD8+ T hiicre ve NK gibi diabetojenik immdiin hicrelerin
aktivasyonu ve proliferasyonuyla inflamasyonun artmasinda rol alirlar (120). IL-21,
T1DM progresyonunu saglayan, baslica etkili bir sitokindir. IL-21 baskilanmasi ile
hastaligin 6nlendigini gosteren ¢aligmalar mevuttur. Yeni tanili TIDM’li yetiskinlerde
IL-21 blokaj1 ile beta hiicre rezervinin korunmasini igeren faz 2 calismasinda
(NCT02443155) IL-21 Ureten TFH hicrelerinin biyobelirte¢ olarak kullanarak, 1L-21
blokaj1 ile diyabet gelisiminin kontrol edilebilecegi yonunde bulgular mevcuttur (121).
Yeni baglangighi T1D’li hastalarda TNF-o noétralizasyonu yapilan bir ¢alismada da,
azalmis HbA1C diizeyleri ve artmis endojen insiilin diizeylerini gostererek beta hiicre
fonksiyonunun korundugu ortaya konmustur (122). IFN-y’nin, lokal pankreatik
hicrelerde MHC-1 ve MHC-II'nin anormal ekspresyonunu indiikledigini; bu sayede
inflamatuar siireci baslatarak, f hiicrelerini 6ldiirebilecegi 6ne siiriilmiistiir (123, 124).
TGF-B sinyali, timustaki dogal TREG'lerin gelisimi i¢in kritik dneme sahiptir ve ayrica
FOXP3 ekspresyonunu ve periferik TREG'lerin farklilagmasini indiiklemektedir.
Adaciklarda TGF-B'min transgenik ekspresyonunun, diyabet gelisimini énemli Olciide
inhibe ettigi ve buna TREG’lerin ¢ogalmasi, antijen sunan hiicre fonksiyonunun
inhibisyonu ve adacik antijenine spesifik T hiicre yanitlarinin, Th2 yanitina
polarizasyonunun eslik ettigi gosterilmistir. Diyabetin TREG-aracili 6nlenmesi i¢in,
TGF-B ve reseptor gerekliligi, adaptif olarak transfer edilen TREG'lerin, TGF-P reseptor
sinyalizasyonu eksikligi olan adacik-reaktif CD8+ T hiicrelerini kontrol edemedigini
gosteren c¢alisma ile kanitlanmistir (125, 126, 127, 128). Vitamin D takviyesinin
immunsupresif sitokinleri (TGF-B gibi) arttirdigi, inflamatuar sitokinleri azalttig1 birgok
caligma ile gosterilmistir (129, 130). Progesteronun da sadece TREG miktarini arttirmada

degil, ayn1 zamanda baskilama kapasitesini de arttirdig1 ve ayrica TREG farklilagsmasinda



rol oynadig1 gosterilmistir (24, 25, 101, 131). Ayrica, IFN-y veya IL-17 Ureten T hcre
gelisimini etkin bir sekilde baskiladigini gésteren g¢alismalar mevcuttur (132, 133).
Progesteron ve Vitamin D’nin birlikte etki mekanizmasi bir¢ok hiicre iizerinden islev
gormektedir. Caligmamizda, Vitamin D ve P4 uyarimmi yardimct T hiicreleri,
CD4+CD25+ hiicreleri, TFR’yi, TFR deki CTLA4’i arttirmis, sitotoksik T hiicreleri
azaltmistir. Sadece VitD ile, TREG, TREG’deki cFOXP3, PD1 ve CTLA4 artmis, TFH
ve TFH’de CTLA4 azalmistir. TFR ve TFH hiicre oranlar1 Yeni tam1 T1DM’de baslica
Vitamin D etkisi ile normale donmiis, eski tan1 grubunda degisiklik gozlenmemistir. Bu
durum, Yeni tan1 durumunda hareketli olan mikrogevre sayesinde, diger hiicre tipleri
tizerinden de olumlu etkiler elde edildigini diistindiirmektedir. Terapotik galismalarin
bazilar1 efektdr T hiicreler ve TREG ler arasinda denge olusturmaya calismaktadir. Yeni
tanilt T1DM’li ¢ocuklarda ekzojen insiilin alim ihtiyacinin azalmasini saglayan, giivenilir
TREG alim uygulamasimi igeren bazi klinik denemeler mevcuttur (134). Amerikan
Diyabet Dernegi'nin “Diyabet dergisinde yayinlanan bir ¢alisma, TFH hiicrelerinin
potansiyel olarak TIDM riskinin yeni bir belirteci olarak hizmet edebilecegini 6ne
surmektedir. Calisma, TFH hiicrelerindeki artislarin, TIDM tanisindan sonra ve hatta
belirgin hastaligin baslangicindan 6nce bile tespit edilebilecegini gdstermistir (135).
Baska bir ¢alisma, diyabetin bir fare modelinde ve yeni baslangigli TIDM'li bireylerde
CTLA-4-immiinoglobulin flizyon proteini (abatacept) kullanilarak kostimiilasyon blokaji
yoluyla TFH hiicrelerinin azalip azalmadigini test etmistir (136). TIDM’li hastalarinin
periferik kan, dalak ve pankreas lenf diigiimlerinde TFR hiicrelerinin azaldigi ve
baskilama yeteneginin zayifladigi gosterilmistir. TFR hicrelerin adaptif transferi ile,
NOD farelerde TIDM gelisimi 6nlenmistir, boylece adaptif transferden sonraki gtinler
TFR hcrelerinin TLDM'ye ilerlemeyi 6nlemede diizenleyici bir rol oynamasi TIDM'yi
tedavi etmek icin potansiyel terapdtik yontemler olarak TFR hiicrelerinin arastirilmasina
destek saglamaktadir (114, 137, 138).

Vitamin D ve progesteronun sinerjik etkisini gosteren ¢alismalarin ¢ogu hayvan
modelleri, hiicre hatlar1 iizerinde gerceklesmistir (139, 140). Izole hiicre gruplar ile
yapilacak ¢aligmalar ortaya ¢ikan etkilerin daha net olarak yorumlanmasini saglayacak
ve hedefe yonelik sonuclar ortaya ¢ikaracaktir. Calismamiz periferik kan mononiikleer
hiicreler ile gergeklesmis olup, izole hiicre bazli gergeklestirilememistir. Az sayidaki
hedef hiicre temini igin fazla miktarda numune gerekliligi, sinirli sayidaki yeni tanili

hastalar agisindan ¢alismamizin limitasyonunu olusturmaktadir. T hiicre alt gruplarinin



kanser, otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyonlarla olan iligkisi {izerine ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar, hiicre alt gruplarinin hastaligin seyrini ve tedaviye yaniti
nasil etkileyebilecegini anlamak icin kritik bilgiler saglar. Otolog hiicre tedavileri,
ozellikle kanser tedavisinde kullanilan CAR-T hiicre terapisi gibi yenilik¢i yaklagimlar
icerir. Ozellikle hasar gérmiis dokularin onarilmas: ve gesitli hastaliklarin tedavisinde
umut vaat eden sonuglar sunmaktadir. Vitamin D ve progesteronun kombinasyonu,
inflamasyonu modile edebilir, néronlarin ve destek hicrelerinin zamanla 6lumuni
Onleyebilir. Bu bulgular, otolog hiicre tedavilerinin gelistirilmesinde ve uygulanmasinda,
bu iki molekiiliin potansiyel sinerjisinin daha da aragtiritlmasi gerektigini gostermektedir.
Ozellikle, bu tedavilerin, bagisiklik sistemi, inflamasyon tepkileri ve hiicrelerin kendini
yenileme kapasitesi Uzerindeki etkileri, gelecekteki klinik uygulamalar icin 6nemli
olabilir. Sonug¢ olarak, vitamin D ve progesteron ile giiclendirilmis otolog hiicre
tedavileri, modern tibbin 6nemli bir parcast haline gelme potansiyeline sahiptir ve bu
alandaki arastirmalar, yeni ve etkili tedavi yontemlerinin kesfedilmesine katkida
bulunabilir. Otoimmiin hastaliklari olan bireyler igin kisisellestirilmis tedavi semalarinin
tasarlanmasina yardimci olabilecek, hastalari siniflandirmada T hiicresi alt gruplarinin
hassas rolunti anlamak igin ileri diizey ¢aligsmalara ihtiyag vardir. Mikronize progesteron
ve onun sentetik analoglariin kullanildig1 tedaviler biiyiik 6nem tagimaktadir. TFR,
TFH, TREG gibi hticreler kullanilarak yapilan hiicre terapisinin hem profilaktik hem de
terapotik uygulamalarda yuksek bir potansiyeli olabilir. TFR gibi hticrelerin izolasyonu
ve cogaltilmasiyla ilgili zorluklarin ¢6ziildiigii varsayilirsa, optimal endikasyon (tolerans
indlksiyonu gibi), doz (hlcre sayisina bagli olarak), zamanlama konusunda hala birgok
belirsizlik vardir. Ozetle, TFR-TFH-B etkilesimlerinin anlagilmasinin gelistirilmesi, uzun
vadeli sonuglarin iyilestirilmesi agisindan anlamli olabilir.

Iki niikleer hormon olan P4 ve D vitamininin her biri, bagisiklik sistemi de dahil
olmak Uzere bir dizi biyolojik surecin diizenlenmesinde énemli rol oynar. T hiicreleri
dogrudan ve dolayl1 olarak bu iki hormon tarafindan diizenlenir. T hiicrelerinde P4 ve
VDR ekspresyonu arasindaki baglanti, bunlarin bagisiklik sistemi ve sinir sistemi gibi
diger doku sistemlerindeki &rtiisen diizenleyici islevlerinin bazilarmi aciklayabilir. Iki
hormon arasindaki igbirlik¢i etkilesimlerin ¢ogunda arka planda T hticreleri 6nemli roller
oynuyor olabilir, ancak diger hiicre tiirlerinin de benzer sekilde diizenlenmesi
mimkunddr. Saghik ve hastaligin diizenlenmesinde iki steroid hormon arasindaki

fonksiyonel etkilesimin tam anlamiyla saglikli bir sekilde kurulmas: i¢in deneysel



dizayni, metodolojisi, doz-yanit iligkisi gibi bircok parametrenin net olarak ortaya
koyularak gerceklestirilecek arastirmalar, klinik uygulama agisindan giivenilir sonuglar

icin 151k tutacaktir.
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HAM VERILER

Degerlendirilen bazi1 hiicre gruplarinin sekil halinde gosterimi ham veriler
boliimiinde sunulmaktadir. Sekillerde kullanilan kalin siyah ¢izgi eski tani tip 1 diyabet
grubunun, mavi ¢izgi yeni tani tip 1 diyabet grubunun ve ince siyah ¢izgi kontrol

grubunun, diger uyaranlar ve diger gruplarla olan farklarin1 gostermektedir.
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Sekil 0-1: Uyar1 yanmitlar: acisindan lenfosit degisimleri
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Sekil 0-2: Uyar1 yamtlar: acisindan CD3+ T lenfosit degisimleri
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Sekil 0-3: Uyar1 yanitlar: acisindan sitotoksik T lenfosit degisimleri
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Sekil 0-4: Uyar1 yamitlar1 acisindan B lenfosit degisimleri
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Sekil 0-5: Uyar1 yanitlar1 acisindan CD4+CD25+ hiicre degisimleri
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Sekil 0-6: Uyar1 yanitlar acisindan CD4+CD25+CXCR5-CD127-PD1+ hiicre degisimleri
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Sekil 0-7: Grup i¢i uyar1 yamtlari agisindan CD4+CD25+CXCR5-CD127-cCTLA4+ hiicre
degisimleri
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Sekil 0-8: Uyar1 yanitlar1 agisindan CD4+CD25+CXCR5+CD127-cCTLA4+ hiicre
degisimleri
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Sekil 0-9: Uyar1 yamitlar1 acisindan CD4+CD25+CXCR5+CD127-PD1+ hiicre degisimleri
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