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OzZET

Tip 1 diyabet (T1D), T hiicre iliskili otoimm{n bir hastalik olup, insilin Greten beta (B) hiicrelerinin
yikimi ile karakterizedir. B hiicrelerine karsi olusan T hiicre yanitlarinin tespiti, hastalik
mekanizmalarinin derinlemesine anlasilabilmesi adina olduk¢ca 6nemlidir. Bu amacla, sunulan
calismada, T1D hastalarinda periferik kandan GADG65 reaktif CD4" T hiicre serileri izole ve
karakterize edildi. T1D hastalarindan izole edilen PKMN hiicreleri, GAD65 antijeni ile her 14 glinde
bir uyarildi ve antijen reaktif T hiicreleri MTT proliferasyon testi ile belirlendi. Makroskobik olarak
blylime gozlemlenen ve MTT testinde en iyi proliferatif yanit veren kuyucuklarin antijen ile
uyarilmasina devam edildi. Cogalan hiicrelerin hiicre yiizey belirtecleri ve aktivasyon fenotipleri
akim sitometrisi ile analiz edildi. Elde edilen otoreaktif T hiicre serilerinin CD4" T hiicreler olduklari
saptandi. T1D hastalarda aktive CD4'CD25" T ve CD4'CD69" T hiicre oranlari saglikh kontrole
oranla oldukca yiiksek bulundu. Otoreaktif T hiicre serilerinin sitokin sekresyon profilleri ELISA
testi ile analiz edildi. T hicre serilerinin heterojen fenotip sergiledikleri, ancak T1D hastalarinda
baskin olarak iFN-y salgilayan CD4" Th1 hiicrelerin bulundugu goériildii. Bunun yaninda iL-4
salgilayan Th2, iL-17 salgilayan Th-17 ve iL-10 salgilayan T hiicre serilerinin varligi da gézlendi.
Saglikh kontrol bireyden izole edilen T hiicre serilerinin disiik diizeyde iFN-y, iL-4 ve iL-17, ancak
yiiksek diizeyde iL-10 salgiladiklar gériildii. Sonug olarak, T1D hastalarindan GAD65 otoantijenine
reaktif T hiicre serileri izole edildi, bu hiicrelerin kontrol bireye oranla yiiksek aktivasyon fenotipi
sergiledikleri ve daha ¢ok sitokin saldiklari gosterildi. Bu sonuglar T1D patogenezinde GAD65
spesifik otoreaktif T hiicrelerin rollerini ortaya koymasi bakimindan faydali olacak, ileride T hiicre
temelli immiinoterapilerin gelistirilmesine isik tutacaktir.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is a T cell mediated autoimmune disease characterized by the destruction
of the insulin producing beta (B) cells. Detection of T cell responses directed against B cells is
critical for understanding detailed mechanisms underlying the disease. In this study, with this aim,
we isolated and characterized human GADG65 reactive CD4" T cells from peripheral blood of T1D
patients. Isolated PBMN cells from T1D patients were stimulated with GAD65 every 14 days and
antigen reactive T cells were determined by MTT proliferation assay. Later, wells with best
proliferation index in MTT assay were chosen for other stimulations with the antigen. Cell surface
markers and activation phenotypes of proliferating cells were analyzed by flow cytometry. We
observed that, isolated autoreactive T cell lines were CD4" T cell phenotype. Also, the percentages
of activated CD4" CD25" T cells and CD4" CD69" T cells were found to be higher in T1D patients
than in healthy control individual. Cytokine profiles of autoreactive T cells were analyzed by ELISA.
Although, GAD65 reactive CD4" T cells were capable of expressing heterogeneous phenotypes, we
found that IFN-y producing cells were dominant among GADG65 specific CD4" Th1 cells in T1D
patients. Additionally, the presence of IL-4 producing Th2 cells, IL-17 secreting Th17 cells and IL-10
producing cells in T cell lines were observed in T1D patients. T cells in healthy individual secreted
higher amounts of IL-10 and lower amounts of IFN-y, IL-4 and IL-17 compared to T1D patients. In
conclusion, GAD65 specific T cells in T1D patients served a high activation phenotype and secrete
higher amounts of cytokines as compared to healthy donors. These observations will be useful to
enhance our understanding of GAD65 specific autoreactive T cell roles in T1D pathogenesis, and
may help to generate T cell based immunotherapies against autoimmune diseases.
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1. GIRIiS

Tip 1 diyabet (T1D), insllin bagmli diyabet olup, immiin sistemin Langerhans
adaciklarindaki beta (B) hicrelerini parcalayarak, insiilin Gretiminde yokluga sebep olmasi
sonucu olusan otoimmin kaynakli bir hastaliktir [1]. Genellikle genetik olarak yatkin
bireylerde cevresel faktorlerin tetiklemesi ile meydana gelir [2, 3]. Hastalik tablosu 4-5
yillik immiunolojik yikim sonrasinda yaklasik %80-90’dan fazla B hiicre hasari meydana
geldiginde aciga cikar [4]. Hastalik, hiperglisemiden kaynaklanan politri, polidipsi, polifaji
gibi semptomlarla gorilebilecegi gibi ketoasidoz, bobrek ve kalp yetmezligi, gérme
bozukluklari gibi agir semptomlarla da seyredebilir [5]. T1D, diger diyabet cgesitlerinden
hastalarda otoantikorlarin tespit edilebilmesi ve otoreaktif T hiicrelerin varligi ile ayirt
edilebilir. T hiicre reaktivitesi GAD, IGRP, IA-2 gibi bircok farkli adacik proteinine karsi
olusabilmektedir [6]. Hastaligin olusumunda, HLA polimorfizminin etkileri cok buylk
olmakla beraber, HLA disinda 40’dan fazla genin de diyabet olusumunu etkiledigi
bilinmektedir [7]. Bunun yaninda viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, beslenme gibi cevresel

faktorlerin tetiklemesi ile hastalik tablosu ortaya cikar [8].

Genetik olarak yatkin bireylerde cevresel etmenlerin tetiklemesi ile immunolojik hadiseler
bas gosterir. B hiicre hasari sonucu aciga ¢ikan antijenler konvansiyonel dendritik hiicreler
(cDC) tarafindan yakalanarak bolgesel lenf digimlerine gotirilirler. Aktive olan cDC’ler
tarafindan islenen antijenler MHC sinif Il molekiilleri ile adacik antijenlerine spesifik CD4"
T hicrelere sunulurlar. Bu sirada makrofajlar ve diger dogal immiin sistem hicreleri
tarafindan salgilanan iL-12 gibi proenflamatuvar sitokinlerle T hiicrelerin aktivasyonlari
indiiklenir. Aktive olan CD4" T hiicreler adacik antijeni spesifik B lenfositleri aktive ederek,
B hiicrelerin plazma hiicrelerine farklilasip antikor iretmelerini uyarir. CD8" T hiicrelere
antijen sunucu hicreler ve B hiicreler lizerinde eksprese olan sinif | MHC molekdlleri ile
antijen sunumu gerceklestirilir. CD4"™ T lenfositler salgiladiklari sitokinler ile CD8" T
lenfositlerin aktivasyonuna yardim ederler. Aktive olan CD8" T hiicreler sitotoksik T
hiicrelere (CTL) farklilasarak perforin ve granzim gibi sitotoksik molekdller treterek B
hiicre hasarini baslatirlar. Bunun yaninda iFN (interferon)-y gibi proenflamatuvar

sitokinler salgilayarak var olan patolojiyi artirirlar. CD4*, CD8" hiicrelerin ve makrofajlarin



salgiladiklari sitokinler ile diger dogal immun sistem hiicreleri de devreye girerek, olusan

yangisal ortam daha da artirilir [9-11].

T1D’in meydana gelisinde en blylk patolojik etki T lenfositler tarafindan olusturulur [12,
13]. T1D teshisinde her ne kadar otoantikor varligina bakilarak B hiicre hasari tahmin
edilmeye ¢alisilsa da aslinda otoantikorlarin varhgi, var olan T hiicre iliskili patolojinin bir
Uranhdir [14]. Bu nedenle arastirmacilar T hiicrelerin fonksiyonel analizlerini yaparak 8
hiicre patolojisi altinda yatan sebepleri arastirmaya calismislardir [15]. T hicre analiz
¢alismalari uygulamasi zor bir yontem olup, reaktif hiicrelerin kanda ¢ok duslk diizeyde
bulunmalari sebebiyle halen sadece bilimsel arastirmalar amaciyla kullanilmakta, klinikte
prediyabetik ve diyabetik hastalarin teshisi amaciyla kullanilamamaktadir [16]. T1D
hastaliginin altinda yatan sebepleri ve T hiicre efektéor mekanizmalarini daha ayrintih
olarak arastirmak amaciyla otoreaktif T hicre klonlarinin izolasyon ve karakterizasyon
calismalar vazgecilmez bir yontemdir [17]. Simdiye kadar bircok T hiicre klonu izole
edilmis, birbirleri ile benzerlikleri ve farkhliklari gosterilmistir. Her bir izole edilen klon
kisiye 6zel ozellikler sergilemekte, bulunan her yeni klon bilimsel olarak anlam ifade
etmektedir. T hiicre klonu ¢alismalari ile birlikte yapilan T hicrelerin reaktif olduklari
antijenik epitoplarin belirlenmesi ile ileride kisiye 6zel immiinoterapilerin gelistiriimesi

adina gelecek vaad etmektedir [17, 18].

Calismamizda T1D hastalarinin periferik kanlarindan GADG65 antijenine spesifik otoreaktif
T hiicrelerin izolasyonlari yapilmis, elde edilen spesifik hiicrelerin hticre ylizey belirtecleri
akim sitometrisi ile sitokin fenotipleri ELISA yéntemi ile analiz edilmistir. Elde ettigimiz
veriler, henliz Tlrk T1D hasta popllasyonu icerisinde otoreaktif T hticrelerle iliskili ayrintili
bir veri ortaya konmadigi icin oldukca 6nemli ve literatire katki saglayacak degerli bir

calismadir.



2. KAVRAMSAL GERCEVE VE iLGiLi ARASTIRMALAR

2.1, Tip 1 Diyabet

instlin bagimli Tip 1 diyabet, pankreas Langerhans adaciklarindaki insiilin treten beta (B)
hicrelerinin pargalanmasi sonucu ortaya c¢ikan insilin yetersizligi ve hiperglisemi ile
seyreden kronik metabolik bir hastaliktir. insiilin hormonunun yetersizligi sonucunda kan
glikoz kontroll bozulur, bu da klinik olarak politiri, polidipsi, polifaji, glikoziri, ketoasidoz
gibi akut semptomlarin ortaya ¢ikmasina, ilerleyen donemlerde kardiovaskiiler hastaliklar,
nefropati, noropati, retinopati gibi ikincil komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Tip 1
diyabet (T1D), genellikle cocuklar ve genclerde gorilmekle birlikte, yetiskin bireylerde de
ortaya cikabilmektedir [12, 19-21].

2.1.1. Epidemiyoloji

Dinyada gorilen diyabet vakalarinin %5-10 kadarini T1D olusturmaktadir. Diyabet
vakalarinin buyldk bir kismini ise insllin baglanmasindaki diren¢ sonucu insilin
cevabindaki azalma ile karakterize olan Tip 2 diyabet (T2D) olusturur. T1D ¢ocukluk
¢aginda goriilen en yaygin diyabet tipidir [22]. Vakalarin %85’i 20 yas altindaki bireylerde
gozlemlenir. Hastaligin goriilme insidansi bebeklik déneminde baslar, puberte ¢aglarinda
pik yapar ve bundan sonraki donemlerde giderek azalir. Yetiskin bireylerde risk orani tam
olarak kaybolmamakla beraber, T1D vakalarinin ancak %20-25 kadarini yetiskin bireyler
olusturmaktadir [23, 24]. Amerika Birlesik Devletleri’'nin yaklasik 300 milyon nifusu
icerisinden 1,5 milyonu T1D iken, bunlarin yaklasik 170 000’ini 20 yas altindaki cocuklar ve
gencler olusturmaktadir [8]. Bircok otoimmuin hastalik kadinlarda erkeklere oranla daha
fazla goriliirken, T1D’in her iki cinsi esit oranda etkiledigi saptanmistir. Ancak insidansin
puberte doneminden sonra kadinlarda dustlgu, 29-35 yas arasi erkeklerde ise yiksekligini

korudugu tespit edilmistir [25].

T1D epidemiyolojisi Ulkelere gore ¢ok cesitli varyasyonlar gostermektedir, bu durum
genellikle T1D’ten sorumlu olan baskin genlerin irksal dagilimina baglanir. Genlerin

yaninda cevresel faktorler, cografik bolge ve beslenme de insidansi etkileyen



faktorlerdendir [26]. DIAMOND (World Health Organization Multinational Project for
Childhood Diabetes)’ in raporuna gore en yiksek insidans Avrupa ve Kuzey Amerika
Ulkelerinde saptanmaktadir. Avrupa’da yilda 100 000 kiside 4-41 vaka saptanirken, Kuzey
Amerika’da insidans 100 000’de 11-25 arasinda degiskenlik gostermektedir. T1D'in en
yaygin oldugu ulkeler Finlandiya ve Sardinya (italya) olarak rapor edilmistir. Yilda 100 000
kiside yaklasik 50 vaka T1D olarak saptanmaktadir. Norveg, isveg, ingiltere, Kanada, Kuzey
Amerika, Yeni Zelanda ve Portekiz’de 100 000 kiside yaklasik 20 vakaya T1D teshisi
konulmaktadir. Cin, Hindistan ve Venezuela T1D’in en az rastlandigi Ulkelerdendir;
buralarda hastaligin gériilme insidansi yilda 100 000 kiside 0,1 oranindadir [24, 27]. T1D
insidansi yilda 100 000 kiside Afrika’da 1-9, Gliney Amerika’da <1-10 arasinda cesitlilik
gdstermektedir. Asya’da ise insidans yilda 100 000 kiside 1’in altindadir [1, 28]. Ulkemizde
0-15 yas arasi T1D insidansi 100 000 kiside yaklasik 2,5 olarak gdsterilmistir. DIAMOND’un
1990-1999 yili raporuna gore diinyada T1D insidansi her yil ortalama %2,8 civarinda artis
gostermektedir. Kitasal dagilma bakildiginda T1D insidansinin  Asya’da %4,
Avrupa’da %3,2, Kuzey Amerika’da %5,3, Gliney Amerika’da %3,6 yillik ortalama artis
gosterdigi rapor edilmistir [1, 24]. Yine SEARCH (the SEARCH for Diabetes in Youth)
isminde bir arastirma grubunun verilerine gore yilda 15 000 gence T1D teshisi

konulmaktadir [29].

2.1.2. Tip 1 diyabetin siniflandirilmasi

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi ile karakterize insilin salgilanmasi veya insilin
etkilerindeki bozukluklar sonucu olusan, coklu metabolik hastaliklar grubudur. Amerikan
Diyabet Birligi’'nin (ADA) siniflandirmasina goére DM; (a) T1D, (b) T2D, (c) diger spesifik
diyabet tipleri, (d) gestasyonel diabetes mellitus ve (e) prediyabet olmak lzere bes gruba
ayrilir. Bunlardan birincisi insllin salgilanmasindaki yetersizlik sonucu acgiga c¢ikan ve
genellikle pankreas adaciklarindaki otoimmiin patolojik yikimin serolojik Grinleri ile tanisi
konulabilen insulin bagimh “Tip 1 diyabet”tir (Insulin-dependent Diabetes Mellitus: IDDM).
IDDM). [22, 30]. ikinci ana grup ise diyabet tirlerinin %90-95’ini olusturan, immiin iliskili
sebeplere dayanmayan ve insilin etkilerindeki diren¢ sonucu insilin salinimindaki
yetersizlik ile karakterize “Tip 2 diyabet”tir (Non-insulin Dependent Diabetes Mellitus:

NIDDM) (T2D) [31].



T1D kendi icinde “Tip 1A” ve “Tip 1B” olarak iki gruba ayrilir. Dinyadaki diyabetli
cocuklarin yaklasik %80’ini Tip 1A diyabetli cocuklar olusturmaktadir. “Tip 1A diyabet”,
hiicre iliskili otoimmin mekanizmalarla pankreasin B hiicrelerinin pargalanmasi sonucu
olusur. Bu hastalarin kaninda B hiicre yapilarina spesifik otoantikorlar (GAD, 1A-2, IAA,
ZNT8A, ICA) saptanir. Bu diyabet tiri baskin sekilde insan I6kosit antijenleri (Human
Leukocyte Antigen: HLA) ile iliskili olmakla beraber cevresel etmenlerin de hastalik
Uzerinde etkileri vardir. “Tip 1B diyabet”, “idiyopatik diyabet” olarak da adlandirilan,
etiyolojisi bilinmeyen, kalici instlinopeni ve ketoasidoza yatkinlik ile seyreden T1D turidur.

Hastalikta otoimmiin belirtiler gozlenmez ve HLA ile iliskili degildir [22, 32, 33].

Tip 1A ve Tip 1B disinda immun kaynakh diyabetler arasinda “fulminant tip 1 diyabet”,
“duble diyabet” ve “eriskinlerin latent/gizli otoimmin diyabeti (LADA: Latent Autoimmune
Diabetes of Adults)” diyabet olarak 3 siniflandirma daha yapilir [33]. “Fulminant T1D”,
diyabet semptomlarinin siddetli ve akut olarak bas gostermesi ile karakterize,
hiperglisemiye eslik eden ketoasidozis ve plazma glikozunun 288 mg/dLl’den yiksek
olmasi ile teshisi konulan T1D seklidir [34, 35]. “Duble (Double) diyabet”, bir bireyde
(cocuk veya yetiskin) hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetin ayni anda gelismesi ile olur. insiilin
direnci ve obezite, pankreastaki otoimmiinite belirteci olan adacik antijenlerine spesifik
otoantikorlar ile beraber goruliir [36]. “LADA diyabet” tipi eriskin bireylerde latent (gizli)
otoimmiin diyabetin saptanmasidir. Baslangicta yetiskin diyabetik bireylerde otoimmiin
testler pozitif olup, insiline ihtiya¢g duymayan bir diyabet teshis edilir. Ancak ilerleyen
donemlerde insilin kullanimina ihtiyac duyuldugu ve klinik olarak T2D gibi goriinse de

aslinda T1D’in patolojik 6zelliklerini sergiledigi rapor edilmistir [37, 38].

Diger spesifik diyabet tipleri arasinda en ¢ok adi gecen, “Genclerin Eriskin Yasta Ortaya
Cikan Diyabeti (maturity-onset diabetes of the young: MODY)” tipi DM’ tur. Pankreas B
hiicresi fonksiyonlarindaki genetik bozukluk sonucu insilin etkilerinde azalma olmaksizin,
insilin salgilanmasinda azalma ile karakterize olup yetiskin bireylerde ortaya cikar. Alti
farkli monogenik formu vardir [39]. Bunun disinda diger spesifik diyabet tipleri arasinda;
instlin etkisinde genetik bozukluk, ekzokrin pankreas hastaliklari (pankreatit gibi),
endokrinopatiler, ilag veya kimyasallar ile indiklenen diyabet, enfeksiyonlar, immin

diyabetin nadir olan diger formlari ve bazi genetik sendromlarla iliskili diyabetler



sayilabilir [22]. DM’un dordiinci grubunda gebelikte 6zellikle li¢clincl trimesterde glikoz
intoleransinin olusumu ve dolayisiyla hiperglisemi ile karakterize “Gestasyonel Diabetes

Mellitus (GDM)” yer alir [40].

DM’un siniflandiriimasinda son grup, ara doénem grubu olarak gorilen genellikle
“prediyabet” olarak adlandirilan “bozulmus achk glikozu (impaired fasting glucose: IFG)”
ve “bozulmus glikoz toleransi (impaired glucose tolerance: 1GT)” ile karakterize kismi
hiperglisemidir. Bu bireylerin glikoz seviyeleri diyabet olacak kadar yiliksek degilken
normal olacak kadar da diislik degildir. Bu ylizden diyabet gelistirme agisindan ytiksek risk

tasimalari sebebiyle diyabete gecis fazi olarak distinilmustir [22].

2.1.3. Tip 1 diyabetin tanisi

Tip 1 diyabet (T1D), insilin salinimindaki bozukluk ile birlikte glikoz metabolizmasinin
bozulmasi sonucu kronik hiperglisemiye ve sonrasinda hayati tehdit eden akut ketoasidoz
ve kronik komplikasyonlara sebep olur [41, 42]. Genel klinik semptomlar; polidipsi, polilri,
aciklanamayan kilo kaybi, bazi enfeksiyonlara karsi artmis hassasiyet ve glicszltktir.
Amerikan Diyabet Birligi’'nin (ADA) tani koyma kriterlerine gére randomize plazma glikoz
diizeyi 200 mg/dl veya >11,1 mmol/L’e esit veya fazla olmasi, 8-12 saat aclik sonrasi
plazma glikoz dlizeyi 126 mg/dl veya 7 mmol/L’e esit veya fazla olmasi ve oral glikoz
tolerans testinin (GTT) 2. saatinde bakilan plazma glikoz degeri 200mg/dl veya 11,1

mmol/L veya daha yiiksek olmasi ile T1D tanisi konur [5].

HbAlc degeri, diyabetin kan verilmesinden 2-3 ay 6nceki periyodunu ve ortalama kan
glikoz seviyesini yansittigindan HbAlc'ye bakilmasi teshis acisindan oldukca 6nem tasir.
HbAlc; glikozillenmis hemoglobin manasina gelir. Eritrositlerin ortalama 6mri 120 gin
oldugundan ve hemoglobinin glikozillenmesi kan glikoz oranina paralel olarak arttigindan
120 ginliuk kan sekeri dizeyini tahmin etmemizi saglar. ADA’ya goére, bu degerin % 6,5
veya daha fazla olmasi diger aclk, tokluk veya 2 saatlik OGTT plazma glikoz diizeyleriyle

beraber diyabetin teshisinde gz dnlinde bulundurmasi gereken bir kriterdir [5, 43].

T1D’i Tip 2 diyabetten ayiran en 6nemli nokta, pankreas B hiicrelerini otoimmiin

mekanizmalarla parcalayan T hiicrelerin var olmasidir. Ancak T hicrelerin varligini



gosterecek klinik testler olmadigi igin otoimmiinitenin varhgl adacik antijenlerine spesifik
otoantikorlarin varliginin tespiti ile olur. Glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65), insulin
otoantikoru (lIAA), insllinoma iliskili antijen-2 (IA-2), adacik otoantijeni (ICA), zink
transporter 8 (ZnT8) otoantikorlarindan 2 veya daha fazlasinin tespit edilmesi ile Tip 1
Diyabet teshisi konur. Genellikle T1D hastalarinin %90’inda otoantikor varhgi tespit edilir
(8, 33, 44].

Yine en 6nemli ayirici tanilardan bir tanesi, T1D hastalarinin biyik bir cogunlugunun 14
yasin altindaki ¢ocuklar olmasidir. Bunun yaninda T1D hastalarinda, proinsilinin insiline
parcalanirken agiga c¢ikan C-peptid dizeyi, insilin salgilanma diizeyini gosterdiginden
ayirici tanida 6nem arz eder. Bu hastalarda C-peptid diizeyinin oldukca disiik olmasi ile

Tip 2 diyabet ve MODY diyabet tiplerinden ayrilir [45, 46].

T1D'’in klinik olarak ortaya cikisi, sessiz bir imminolojik faz ve sonrasinda artmis b hiicre
kiitle kaybi sonrasinda gerceklesir. Ozetle, genetik olarak yatkin bireylerde (cogunlukla
HLA polimorfizmi, APS-1, IPEX, insilin, iL-2RA, CTLA-4, PTPN22, IFIH gibi) cevresel
etmenlerin (viral enfeksiyonlar, beslenme gibi) de tetiklemesiyle B hiicre otoimminitesi
baslar. Aktive olmus otoreaktif T hiicreler pankreasi istila eder ve Langerhans
adaciklarindaki insilin Ureten B hiicrelerini parcalarlar. Bu slirecte aktive olmus B
hicreleri, plazma hicrelerine donlsir ve otoantikorlar Ureterek pankreasta olusan
patolojiye katkida bulunurlar. B hiicrelerinde olusan immiinolojik yikim ve B hiicre kiitle
kaybi sonucu insilin saliniminda azalma ve hiperglisemi ile beraber, c-peptid diizeyinde
ciddi bir azalma meydana gelir. Hastaligin klinik semptomlarinin %80-90’1 B hiicre hasari
meydana gelmeden 6nce ortaya c¢ikmamaktadir. Hasta klinige sikayetlerle geldiginde

hastaligin patolojik ge¢misi 4-5 yil dncesine dayanmaktadir (Sekil 2.1) [4, 47].
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Sekil 2.1. Tip 1 diyabetin klinik olarak ortaya ¢ikisina kadar gegen siiregte zamana bagh
hiicre kitlesinin kaybi [47].

2.1.4. Tip 1 diyabetin etiyolojisi ve gelisim evreleri

Genetik yatkinlik

Diger otoimmiin hastaliklar gibi Tip 1 diyabete yatkinlik kalitimsal 6zellik tasir. Ancak
genetik yatkinligin 6nemli olmasinin yaninda hastalik multifaktoriyel ve poligenik oldugu
icin genetik predispozisyon ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu T1D gelisiminin
indiklendigi duastunilmistir. %85’den fazla T1D hastasinin ailesinde diyabet hikayesi
bulunmamasinin yaninda, birinci derece yakini hasta olan bireyler %5 oraninda T1D
gelistirme riski ile karsi karsiyadir. Babasi hasta cocuklarin (yaklasik %7), annesi hasta
cocuklara oranla (yaklasik %2) daha fazla T1D gelistirme riski vardir. Kardesi etkilenmis
bireylerin %5-6, tek yumurta ikizlerinin %30-50, cift yumurta ikizlerinin %6-10 oraninda

diyabet gelistirme riskleri vardir [1, 27, 48].

Tip 1 diyabet monogenik etiyolojiyle de meydana gelebilir. Bunlardan birincisi APS
(Autoimmune Poly-endocrine Syndrome) ’dir. APS, otoimmin regiilator (AIRE) geninde

otozomal resesif mutasyon sonucu meydana gelir [49]. AIRE geni, periferik 6z antijenlerin



timusta eksprese edilerek T hiicrelere sunumunda rol alir. AIRE geninde mutasyon sonucu
inslilin timusta T hicrelere tanitilamaz ve otoreaktif T hiicrelerin negatif seleksiyonu
gerceklestirilemez [50]. APS-1 hastalari genellikle T1D ile birlikte birden fazla otoimmiin
hastaliga (Addison, Graves, ¢olyak, vitiligo, otoimmun tiroidit, Stiff-Man sendrom gibi)
sahip olabilir. Ayrica bu hastalarin serumunda c¢ok cesitli otoantikorlar tespit edilebilir [51].
T1D’e sebep olan diger monogenik hastalik “IPEX (Immune Dysregulation,
Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) sendromu”dur. IPEX sendromu, FoxP3
(Forkhead box P3) geninde mutasyon sonucu gelisir. FoxP3 transkripsiyon faktori
regllator T (regulatory T: Treg) hiicrelerinin gelisimi icin gerekli oldugundan, bu hiicrelerin
gelisiminde bozukluk olusur. Dolayisiyla otoreaktif T hicrelere karsi periferik tolerans
mekanizmalari devreye girememis olur. Dogumu takiben birkag ay icerisinde ortaya cikar.
T1D, dermatit, coklu (multipl) endokrinopati ve tekrarlayan enfeksiyonlar gibi coklu

hastalik tablosu sergiler [8, 52, 53].

HLA polimorfizmi

Son yapilan genom analizi ¢alismalarinda T1D’te insan genomunda 40’tan fazla T1D ile
iliskili lokus gosterilmistir (Sekil 2.2). Bunlardan en énemli ve hastalik Gzerinde yatkinlik ve
koruyuculuk anlaminda etkili olanlar kromozom 6p21 Uzerindeki HLA lokuslaridir [47]. Bu
bolgeler, %40-60 oraninda T1D yatkinhgindan sorumlu olan gen bdélgeleridir. HLA genleri
sinif | (A, B, C), sinif Il (DR, DQ, DP) ve sinif lll (non-klasik MHC genleri) olmak Uzere (g
siniftan olusur. Bu gen lokuslarinin kodladigi antijenler hiicre ylizeyinde eksprese edilen

molekillerdir ve antijenik peptidlere baglanarak onlari T hiicrelere sunarlar.

T1D ile en ¢ok iliskili olan CD4" T hiicrelere antijen sunumunda gorevli olan molekiilleri
kodlayan HLA sinif Il genleridir [54-56]. HLA sinif II'ler arasinda T1D’e en yatkin lokuslar
HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 olarak gosterilmistir. %30-50 arasinda genetik riskten sorumlu DR
ve DQ haplotiplerinin birbirleri ile heterozigot kombinasyonlari T1D riskini 6nemli
miktarda artirmaktadir. Ornegin; DQA1*0501-DQB1*0201’in DR3 ile kombinasyonu,
DQA1*0301-DQB1*0302'nin DR4 ile kombinasyonu %30-50 oraninda hastaliga yatkinlikta
rol oynadigi rapor edilmistir [57, 58]. T1D hastalarinin %401 HLA-DR3/DR4

heterozigotlugu sergilemektedir. Ayrica Amerika’da 1000 hastada yapilan genom analizi
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¢alismasinda %95 hastanin HLA-DR3 veya HLA-DR4 alellerinden en az birini tasidig
gosterilmistir. Sadece %5 hastanin HLA-DR3 ve HLA-DR4’ten yoksun oldugu
gozlemlenmistir [1]. Yine Amerika’daki beyaz irk (Caucasian) yeni dogan bebeklerin
%2,4’tinde yuksek risk genotipi olan HLA-DR3/DR4 varligi tespit edilmistir. Bu ¢ocuklarin
genel poplilasyona oranla (300’de 1) T1D gelistirme riski 15’te 1 oranindadir [59]. HLA'lar
identik kardeslerin bir tanesi diyabet hastasi ise digerlerinin hastalanma orani 7’de 1 iken,

HLA-DR3/DR4 genomik yapisina sahiplerse hastalanma oranlari 4’te 1'dir [1].

HLA iliskili TID g¢ahsmalari neredeyse 40 yildir siiregelmektedir. Bu ¢alismalarin buylk
c¢ogunlugu beyaz 1irk popilasyonu (zerinde vyapilmistir. Beyaz 1irk ve Asya
populasyonlarinda HLA sinif 1l genleri T1D ile yakindan iligkilidir. Ancak T1D ile iligkili
haplotiplerin her bir popilasyonda varligi ve yoklugu veya kombinasyonlari ¢ok cesitli
farkhliklar gosterebilir. Afrika kdkenli Amerika’lilarin genomik analizlerine bakildiginda,
HLA-DR4’(in diyabete yatkinlikta 6nemli roll varken, DR3’lin bu poptlasyonda her hangi
bir rol Gstlenmedigi gosterilmistir [1, 56]. Ulkemizde yapilan genom analizi ¢calismalarinda
DRB1*0402 - DQA1*0301, DQB1*0302 ve DRB1*0301 - DQA1*0501, DQB1*0201
kombinasyonlarinin T1D patogenezinden en ¢ok sorumlu aleller oldugu ortaya konmustur
[60, 61]. Bitin bu veriler T1D’in toplumdan topluma degisen etiyolojik heterojenitesini

kanitlar niteliktedir.

HLA sinif [I’'nin yaninda HLA sinif I'in de T1D’e olan yatkinligi etkilemektedir. HLA sinif |
molekiilleri T1D’in patogenezinden baslica sorumlu olan CD8" T hiicrelere antijen
sunumunu gerceklestirirler. Ozellikle HLA-A24 aleli T1D’e yiiksek diizeyde yatkin etkileri
vardir. HLA-A24, DR3/DR4 genotipine sahip bireylerde bulunuyorsa T1D’in erken yaslarda
gelismesine sebep oldugu yapilan popilasyon calismalarinda gosterilmistir. Ayrica HLA-
B39 alleli de bireyleri T1D’e yatkin kilan 6nemli HLA sinif | alleli olup, T1D’in gen¢ yasta
olusumu ile iliskilidir. [62-64]. HLA-A2 de T1D’e zemin hazirlama da 6nemli rol oynar.
%60-70 T1D hastasinin HLA-A2 alelini eksprese ettigi gosterilmistir HLA-A2 allotipleri B
hiicre antijenlerine karsi olusan otoreaktif T hiicre yanitiyla yakindan iliskili oldugu ortaya
cikarilmis ve bu amagla HLA-A2 ekprese eden fare modelleri gelistirilerek T1D’in
mekanizmasi arastirilmaya c¢alisiimistir. HLA A,B,C alelleri DR/DQ bagimsiz olarak T1D ile

iliskilendirilebildigi gibi DR/DQ bagimli olarak da hastalik yatkinhginda yer alabilirler.
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Finlandiya’da A2, Cwil, B56, DR4, DQ8 haplotipi, diyabetik haplotiplerin %33’lni
olusturmaktadir [64-66].

HLA genleri T1D’e genetik yatkinlik olusturmalarinin yaninda bazi HLA haplotipleri de
koruyucu o6zellik tasirlar. HLA-DQB1*0602, HLA-DR2 ve HLA-DR5 alelleri T1D’e karsi
koruyucu alellerdir. Ornegin; HLA-DQA1*0102, DQB1*0602 haplotipini tasiyan bireyler,
adacik otoantikorlari pozitif olsa dahi T1D’e karsi korunmus olurlar. DR2-DQB1*0602
haplotipi T1D’e tam bir koruma saglarken multiple skleroz icin yiksek risk teskil
etmektedir. HLA-A*01, HLA-A*11 ve HLA-A*31 koruyucu iken, HLA-A*24 T1D igin risk
olusturan aleldir [7, 47, 64, 67, 68].

6.50 ‘r‘l

225 7

B hiicre apoptoz Bilnmeyen
korumasi fonksiyon

Sekil 2.2. Genom analizi sonuglarina gore, Tip 1 diyabet riskinden sorumlu oldugu
dustnulen genetik lokuslardan bazilari [47].
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Insiilin gen polimorfizmi

HLA polimorfizminin yaninda HLA disinda diyabete zemin hazirlayici 40’dan fazla gen
bolgesi belirlenmistir [69, 70]. T1D igin, insllin (INS) gen promoter’larindaki
polimorfizmler, HLA’dan sonra en fazla T1D igin risk olusturan genetik faktorlerdir. Bu
bolgedeki bazi polimorfizimler timusta insllin ekspresyonunun diigmesine sebep olur.
Disuk eksprese olan insdlin, lenfositlerin timusta negatif seleksiyonu icin yeterli diizeyde
olmaz. Dolayisiyla otoreaktif T hiicrelerin apoptozu veya diger tolerans mekanizmalari

gerceklesememis olur [71, 72].

PTPN22 gen polimorfizmi

T1D i¢in risk olusturan Ucglncli o6nemli genetik faktor PTPN22 (protein tyrosine
phosphatase non-receptor 22) genidir. Lenfoid spesifik tirosin fosfataz (LYP), PTPN22 geni
tarafindan kodlanir ve duragan T hiicre aktivasyonunu engelleme de rol alir. Bu genin tek
bir aminoasidindeki polimorfizm T hiicre reseptorindeki (T Cell Receptor: TCR)
sinyalizasyonun inhibisyonunu artirir. Bu da timusta T hicrelerin negatif seleksiyonunu
azalttigl yoniinde sonuca varilmistir. Bu durum T1D de dahil bircok otoimmiin hastalik

risklerinin artisina sebep olmaktadir [7, 73].

CTLA-4 gen polimorfizmi

Sitotoksik T lenfosit iliskili protein-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein-4: CTLA-
4), T hiicreler Gzerinde eksprese olan ve T hiicrelerin aktivasyonunun baskilanmasinda
gorev alan kostimulator reseptordiir. T hiicrelerin aktivasyon fazina gecebilmeleri igin, T
hiicreler lizerindeki CD28 ile antijen sunucu hiicreler (ASH) (Antigen presenting cell: APC)
Uzerindeki B7 molekdlleri arasindaki etkilesim sonucu olusan ikinci sinyalin gerceklesmesi
gerekmektedir. Aksine, T hicreler Uzerindeki CTLA-4 ile ASH’ler Uzerindeki ayni B7
molekilleri baglandiginda T hiicrelerin aktivasyonu diser ve immiin cevap regiile edilir.
Bu mekanizma 06z antijenlere karsi periferik T hiicre toleransi icin gereklidir [74]. CTLA-4
genindeki aminoasitlerde nukleotid polimorfizmleri sonucu T hiicre ¢ogalma ve
aktivasyonundaki kontrol azalmis olur. CTLA-4 gen polimorfizmi ile T1D’in yakindan iliskili

oldugu bircok calismada gosterilmistir [75-77].
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IL-2RA gen polimorfizmi

interlékin-2 reseptdr alfa (iL-2RA/CD25) gen polimorfizmi birden fazla T1D ile iliskili tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP: single nucleotide polymorphism) icerir [78]. IL-2RA, iL-2
reseptdr kompleksinin a zincirini olusturur ve iL-2’ye baglanir. Regiilatér T hiicrelerin
(Treg) cogalmasi ve sag kalimi icin anahtar rol oynar. T1D hastasi olan bireylerde iL2RA’nin
diismiis konsantrasyonu sonucu ligandi olan iL-2’ye az miktarda baglanir ve Treg

hiicrelerin otoreaktif T hiicrelerini baskilama orani azalmis olur [79].

IFIH1 gen polimorfizmi

Helikaz C 1 domaini tarafindan indiklenen interferon (Interferon induced with helicase C
domain 1: IFIH1) veya Melanoma Farklilasmasi ile iliskili Protein-1 (Melanoma
Differentiation-Associated protein: MDA-5) veya Helikard intrasellller bir protein olup,
viral RNA’yI taniyarak antiviral immin cevabin olusumunda rol alir. IFIH1 geninde birden
cok tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)’ler sonucunda, bu genin transkripsiyonunda
azalma olur. Bu durumun viral enfeksiyonlarla indiiklenen T1D’in patogenezi ile dogrudan

iliskili olabilecegi dustnilmustir [80, 81].

Cevresel faktorler

T1D; genler, cevre ve immiin sistem Ugllstndn birbirleri ile etkilesimi sonucu ortaya ¢itkan
multifaktoriyel bir hastaliktir. Cogunlukla genetik yatkinlk tek basina hastaligin olusumu
icin yeterli olmaz. Cevresel faktdrlerle hastaligin tetiklenmesi gerekmektedir. ikizler
arasindaki T1D’i gelistirme acisindan uyumsuzluk cevresel faktorlerin hastaligin
tetiklemesindeki rolini kanitlar niteliktedir [2, 82]. Geng yasta hastaligin olusumundaki
baskin olan genetik faktorler iken, yaslilarda daha cok cevresel faktorlerin tetiklemesi ile

olusur [1].

T1D insidansinin, disik insidansli bolgeden yuksek insidansli bolgeye go¢ edildiginde
arttigini goésteren bircok gécmen calismasi yapilmistir [83]. Bu calismalar yasam tarzi ve
cevre degisikliklerinin, T1D riskini ne denli etkiledigini gozler online sermektedir. Bu

durum “hijyen hipotezi” adi altinda aciklanirsa, patojenlere maruz kalmayan c¢ocuklarda
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immin regulasyonun kaybi sonucu astim ve otoimmuin hastaliklarin goriilme sikhgi artar.
Bu nedenle genelde otoimmin hastaliklarin insidansi Bati tlkelerinde daha ¢ok yaygindir.
Ancak bu durum maruz kalinan virlslerin otoimminiteyi indiklemesi hipotezi ile
¢akismaktadir. Bu soru isaretini agiklar nitelikte hipotezler 6ne sirulmuistir. Gelismis
Ulkelerde virGslere maruziyetin azalmasi sonucu ¢ocuklarda koruyucu bagisiklik azalir.
Genetik olarak T1D’e yatkin, bagisiklik sistemi zayiflamis ¢ocuklar, enteroviriislere daha

duyarh hale gelir. Bu durumda otoimmuinite, her iki yoldan da indliklenmis olur [84-86].

Viral enfeksiyonlar

T1D'i indikleyen en 6nemli cevresel faktorlerden birisi virlslerdir. Virtsler T1D'i gesitli
mekanizmalarla indiikleyebilirler. Viral yapilar ile B hiicre antijenlerinin yapisal benzerligi
sonucu olusan molekiler mimikri, B hicrelerinin yanci (bystander) aktivasyon ile
hasarlanmasi, bazi virtslerin direk olarak B hiicreleri parcalayarak hasara sebep olmasi,
virtslerin etrafa saldigi epitoplarin, Treg hiicre ve T efektor hiicre sayilarinin arasindaki

dengeyi degistirmesi ile gerceklesir [3, 9, 87].

Virlslerin T1D’i indiikleme mekanizmasi su sekilde 6zetlenebilir. Virtsler ile enfekte olan B
hiicrelerinin hasarlanmalari sirasinda agiga B hiicre antijenleri gikar. Agiga ¢ikan antijenler,
antijen sunucu hiicreler tarafindan alinarak, antijen spesifik T hiicrelere sunulurlar. Bazi
durumlarda virlis antijenleri ile 6z antijenler molekiler benzerlik gosterdiginden dolayi,
sunulan viral antijenler, adacik antijenlerine spesifik T hiicreleri aktive edebilir (molekiiler
mimikri). Bu sirada pankreas hasari sonucu olusan proenflamatuvar ortam ile dogal
immin sistem hicreleri aktive olurlar ve enflamasyonun oldugu bélgeye go¢ ederler. Bu
olusan proenflamatuvar ortam ve antijen sunumu tekrar T hiicrelerin aktivasyonunu
tetikler. Virtslerin meydana getirdikleri B hlicre hasari, T hiicreler ile daha da tetiklenerek
devam eder. Olusan proenflamatuvar hasar, invaryant NK hiicreler, plazmasitoid dendritik
hiicreler, tolerojenik dendritik hiicreler ve Treg hiicreler tarafindan cesitli mekanizmalarla

kontrol altina alinmaya galisilir [9, 84, 88] ( Sekil 2.3) .
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Viral enfeksiyonlar igerisinden T1D ile iliskilendirilen en yaygin grup enterovirislerdir.
Enterovirlslerin varligi genellikle otoantikorlar ile birlikte gorildiginden, otoimmuniteyi
tetiklemede roli oldugu g¢ikarimina varilmistir. Enterovirlslere karsi tespit edilen
antikorlar ile T1D’e karsi gelisen otoantikorlarin varligi ayni bireylerde siklikla tespit
edilmistir. Bunun yaninda T1D ve kontrol bireylerde yapilan g¢alismada, diyabetik
bireylerin bagirsaklarinda enterovirlsler saptanirken, kontrol bireylerde virlisiin varhg
gosterilememistir. T1ID hastasinin pankreasindan izole edilen Coxsackie virlis fareye
nakledildiginde, hiperglisemi ile beraber B hiicrelerde immin sistem hiicrelerinin sebep
oldugu patolojik yanit saptanmistir. Bltlin bu c¢alismalar, enterovirlslerin hastalik
patogenezinde baslatici ve tetikleyici role sahip olduklarini gostermektedir. T1D ile

iliskilendirilen enterovirislerin baslicalari Coxsackie tip B-4 virlisidir (CVB4) [89-92].

Enterovirlslerin adacik otoimmiunitesinin gelisimi Uzerine etkisi henliz tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak bu konuda fare ¢alismalari dogrultusunda kuvvetli hipotezler
ortaya konmustur. Virtsle enfekte hiicrelerden fazla miktarda proenflamatuvar sitokinler
baslica tip 1 ve tip 2 interferonlar (iFN) salgilanir. Hiicre ve doku hasari sonucu agiga ¢ikan
0z (self) antijenler, ortamdaki yangisal cevre ile aktive olan ASH’ler tarafindan T hiicrelere

sunularak, T ve B hiicrelerin aktivasyon ve ¢cogalmasini uyarirlar. [88, 93, 94].

Enterovirisler disinda kabakulak virlisi, sitomegalovirus, Epstein-Barr virlsu,
paramiksovirus, kizamikcik (rubella) virlsi, rotavirus ve retroviruslerin de T1D ile iliskili
oldugu gosterilmistir. Cogunlukla bu virlislere ait antikorlarin T1D’e yatkin bireylerdeki
otoantikorlarla beraber gorilmesi ile bu virtslerin hastaligl indikledigi veya hizlandirdigi

sonucuna varilmistir. [2, 95].

Beslenme

En ¢ok antijene maruz kalma beslenme yolu ile olur. Ozellikle 3 yasin altindaki cocuklarda
olusan T1D patogenezinde, cevresel faktorlerin ve erken beslenme déneminin B hicre
otoimminitesinde dnemli etkilerinin oldugu disinilmektedir [96]. Siit emme siiresinin
uzunlugunun T1D riskini indiikledigi tartismali ve heniz kesinlik kazanmamis bir konudur.

Bazi arastirmacilar siit emme siresinin kisa olmasi ile B hiicre otoimmiinitesinin
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indlklenebilecegini ortaya koymuglardir [97, 98]. Buna karsin diger ¢alismalar, sit emme
suresinin T1D riskini etkilemeyecegini vurgulamislardir [99, 100]. Bu calismalar arasindaki
farkhligin sebebi olarak, farkli Glkelerde yapilan galismalar oldugu igin llke sartlarinin

¢alisma sonuglarini etkiledigi distinilebilir.

Yine benzer sekilde erken vyaslarda inek siitl igirilen genetik olarak T1D’e vyatkin
cocuklarda inek siitli igerisindeki bazi proteinlerin, B hiicre otoimmunitesini
indiikleyebildigi gosterilmistir. Bu calismalara karsit olarak gosterilen bazi calismalarda ise
inek sttunin erken beslenme doneminde T1D olusturma agisindan higbir risk
olusturmadigi o6ne surdlmiustir. Bu farkhliklarin sebebi Glke ve kiltirlerin yeme
ahskanliklari, cocuklara verilen 6gin miktarlari ve sitin yaninda ek gida verilip
verilmemesi gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik gdsterebildigi distinilmustir [2, 101].
inek sitl icerisindeki sigir (bovine) insilinin, bagirsaklarda bulunan (intestinal) T
hiicrelerini sensitize ettigi, sonrasinda bu T hiicrelerinin insan insilini ile capraz reaksiyon
verip insulin salgilayan B hicrelerinin otoimmiin yikiminda rol aldig hipotezi 6ne

sirilmustir[102].

Bebeklik doneminde verilen kahvaltilik tahil gevreginin diyabet riskini artirdigi 6ne
sUrilmustiir. Bu gidalarin gliten icerip icermemesinin sonuglari degistirmedigi
gosterilmistir [99, 100, 103]. Ancak fareler Uzerinde yapilan ¢alismada, gliten iceren
besinle beslenen hayvanlarda gliitensiz beslenen hayvanlara oranla daha ¢ok T1D’in
indiiklendigi gozlemlenmistir. [104]. Yine benzer bir calismada bugday icerikli diyetle
beslenen obez olmayan diyabetik (Non-Obese Diabetic: NOD) farelerin proteinle beslenen
farelere oranla bagirsaklarinda Th1l tipi immin yaniti indlkledigi gosterilmistir [105].
Yapilan calismalar dogrultusunda bugday gliiteni T1D icin riskli gidalar arasinda yer
almaktadir. Bu nedenledir ki, T1D teshisi konmus hastalarin %10’u ¢Olyak hastaligi da
tasimaktadir [106]. Bunun yaninda ¢olyak hastaligindaki kronik bagirsak enflamasyonunun
T1D’i indiikleyebilecegi diistinilmiistiir [107]. Ozellikle her iki hastalikta da HLA (HLA-DR3,

HLA-DQ2) yapi benzerligi oldugu icin birbirlerini tetikleyebilmektedirler.

Diger besinsel faktorler de T1D’i indlikleyebilir. Bunlardan vitamin D yetmezliginin T1D

gelisimi Gzerine ¢ok 6nemli etkileri vardir. Vitamin D’nin immiin sistem Uzerinde regulator
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etkileri goz ardi edilemeyecek bir gercektir [108]. insan viicudunun vitamin D
sentezleyebilmesi i¢in derinin glinesten gelen UV isinlarina maruz kalmasi gerekmektedir.
Bu nedenle T1D’in en ¢ok goruldigi llke olan Finlandiya gibi az gines alan Kuzey
Ulkelerinde Tip 1 diyabet olduk¢a yaygindir [109, 110]. Oral olarak vitamin takviyesi
almayan cocuklarda T1D riskinin arttigi gozlemlenmistir. Ayrica ¢ocuklara ve gebelik
donemindeki kadinlara verilen vitamin D takviyesi ile T1D’e karsi korunma saglanmistir
[87, 111]. Balk karacigerinin vitamin D ve omega-3 yag asitlerinden zengin olmasi
sebebiyle, gebelik doneminde balik karacigeri ile beslenen kadinlarda T1D riskinin oldukg¢a

distigi tespit edilmistir [112].

Otoantikorlar

Adacik reaktif otoantikorlarin tespiti, devam eden otoimmin sirecin belirleyicisi olarak
hastaligin tanisinda en ¢ok kullanilan yontemdir [4, 27]. T1D’te otoantikorlar baslica 5 ana
adacik otoantijenine spesifik olusurlar. Bunlar; adacik otoantijeni (ICA), insilinoma iliskili
antijen-2 (lA-2), insdlin antijeni (IA), glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65) ve cinko
taslyici proteini 8 (zinc transporter 8: ZnT8) [4]. Bunlara ilaveten “adaciga 6zgil glukoz-6
fosfataz katalitik altlinite-iliskili protein (IGRP: islet specific glucose-6 phosphatase
catalytic subunit related protein)”, glima-38, amilin (amylin)/ adacik amiloid polipeptidi
(islet amyloid polypeptide: IAPP), 1si soku proteini 60 (Heat Shock Protein 60: HSP-60) ve
HSP-70, sulfatid, gangliozid, 38 kDa granil antijen, karboksipeptidaz otoantijenleri de
vardir [113]. Adacik antijenlerinden instlin disindakiler sadece B hiicreye spesifik olmayip,
baska hiicrelerde de eksprese edilirler. Bu nedenledir ki, diyabetik tabloda bu antijenlere
karsi olusan antikorlardan ilk ortaya ¢ikan IAA’dir. ikinci en yaygin otoantikor ise GAD65
antikorudur. T1D tanisi konmus hastalarin %75-85’inde IAA ve GAD65 otoantikorlari
pozitiflik gosterir. Genetik olarak T1D’e yatkin bireylerden s6zii edilen her iki antikoru da
tasiyan bireyler yiksek hastalik riski ile karsi karsiyadir [56, 114, 115]. Pozitif otoantikor
sayisl arttikca hastalik riski de o oranda artar. Diabetes Prevention Trial Type-1 (DPT-1)‘de
T1D’in hastalarda dnceden ongoriilebilmesi ile ilgili yaptiklari analizde, 3 ve Uzeri antikor
pozitif bireylerin %50, 2 antikor pozitif bireylerin %16,1, 1 antikor pozitif bireyler %3,1,
hicbir antikor tasimayan bireylerin %0,5 hastalik riski tasidiklari rapor edilmistir [115, 116].
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Insiilin otoantikoru (Insulin AutoAntibody: IAA)

IAA, B hiicre antijenlerine spesifik olarak olusan bir otoantikordur. ilk kez 1983 yilinda
Palmer ve arkadaslari tarafinda yeni teshis edilen konmus T1D hastalarinda tanimlanmistir
[117]. Genellikle cocuklarda yaygin olup, %40-50 yeni teshis edilen T1D hastasi ¢ocukta
pozitiflik gdsterir [118]. Ancak tek basina IAA antikoru pozitifligi, T1D tanisi ve stiphesi igin
yeterli degildir. Bunun yaninda ICA, GAD6E5 veya IA-2 antikorlari da pozitifse T1D gelismesi
riski artar [115]. Genetik riske sahip ¢cocuklarda IAA pozitifligi hayatin erken dénemlerinde
baslar ve daha sonralari diger otoantikorlarin da pozitif olmasiyla hasta diyabetik hale
gecer [119]. Eksojen insilin enjeksiyonu yapildiktan sonra kanda bu antikorun pozitifligine
bakilmasinin bir anlami yoktur. Enjekte edilen instline karsi antikorlar gelistigi ve hastada
sentezlenen IAA’dan ayriminin yapilamadigl i¢in hasta insilin kullanmaya bagladiktan
sonra insllin antikor diizeyi kanda artmis goriinir. Bu nedenle IAA diizeyi sadece ilk

teshiste onem tasir [116].

Glutamik asit dekarboksilaz otoantikoru (Glutamic acid decarboxylase autoantibody:

GADA)

Glutamik asit dekarboksilaz (GAD), glutamik asidin, inhibitor bir ndrotransmiter olan
gama-amino butirik aside (GABA) donlslimind katalizleyen intraselliiler bir enzimdir.
GAD65-GAD2 (65-kDa) ve GAD67-GAD1 (67-kDa) olarak iki formda bulunur [120]. Her iki
form yogun olarak sinir sisteminde bulunurken, GAD2 pankreas adaciklarinin tiim hiicre
tiplerinde bulunur. Ancak B hticrelerdeki spesifik rolii heniz bilinmemektedir. GAD65, 585
aminoasitten olusan bir polipeptittir [120]. Yeni teshis edilmis T1D hastalarinda %70-80
oraninda GADA pozitifligi gorilir [116]. GADA, genelde anti-IA-2 otoantikorlari birlikte
bulunur. Yeni teshis edilmis veya prediyabetik hastalarin %90’ inda GADA ve |A-2 antikoru
birlikte bulunur [121]. Ayrica GADA pzitifligi hastalarda uzun siireli kalicilik gosterir. Bu
nedenle LADA hastalarinin tanisinda en ¢ok bakilan antikor tipi GADA'dir [122].
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Adacik hiicre otoantikoru (Islet Cell Autoantibody: ICA)

1974’de donmus pankreas dokularindan elde edilen ilk antikordur [123]. Yeni T1D tanisi
almis beyaz irktan gocuklarin %70-80’inde ICA pozitifligi tespit edilir. Ancak zaman
icerisinde bu pozitiflik ylzdesi azalma gosterir [124]. Diyabetik olmayan bireylerde ICA
titresi yulksek ise diyabet gelisme riski de yiksektir. Eger yeni teshis edilmis T1D
hastalarinin yiksek ICA titreleri varsa, bu durum c-peptid salgilanmasinin ¢ok hizli bir

sekilde kaybolacagina isaret eder [1].

Insiilinoma iliskili 2 otoantikor (IA-2A, ICA512)

Endokrin ve néroendokrin dokularda bulunan tirozin fosfataz-benzeri protein ailesine ait
transmembrandz bir protein olan 1A-2 antijenine karsi olusmus otoantikorlardir. 1A-2'nin
otoreaktif epitoplari C-terminalin intrasellller kisminda oldugu icin bu boélgeye immin
reaktivite gelisir [125]. 1A-2 ve |IA-23 olmak Uzere iki gruba ayrilir. Yeni tani almis T1D
hastalarinda ICA veya GADA'ya oranla daha az oranda IA-2A antikorlari (yaklasik %60)
tespit edilir [126].

Cinko tasiyici (Zinc transporter 8:ZnT8) otoantikoru

ilk kez 2007 yilinda tanimlanan ZnT8 (SIc30A8), transmembrandz bir protein olup spesifik
olarak insiilin salgilayan B hiicrelerinden eksprese edilir [127, 128]. ZnT8'in gbrevi, cinkoyu
(zn2") sitoplazmadan insiilin sekretuvar graniillerinin icerisine tasimaktir. Daha sonra
insilin ile kompleks bir yapi meydana getirerek insilin kristallerini olustururlar [56]. Yeni
teshis edilmis T1D hastalarinin  %60-80’i anti-ZnT8 otoantikorunu tasir. Diger
otoantikorlardan hicbiri pozitif olmayan T1D hastalarinin %26’sinda anti-ZnT8 otoantikoru
tespit edilebilir [127]. T1D’in klinik olarak ortaya c¢ikisindan sonra anti-ZnT8 otoantikoru
hizl bir sekilde azalir [129]. Genetik yatkinligi olan bireylerde anti-ZnT8 ile beraber iki veya
daha fazla otoantikor pozitif ise; kiside T1D riski yliksek demektir [130, 131].
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2.1.5. Tip 1 diyabette efektér mekanizmalar

T1D, 6ze karsi toleransin kaybedilmesi sonucu, basta T hiicreler olmak lzere diger immiin
hiicrelerin de istirakiyle Langerhans adaciklarindaki pankreas B hiicrelerinin selektif olarak
hasarlanmasi ve yok edilmesi ile ortaya cikan bir hastaliktir. B hiicre hasarlanmasindan en
fazla sorumlu olan hiicre tipi CD8" T lenfositlerdir [18, 132]. Bunun yaninda CD4" T
lenfositler, B lenfositler ve makrofajlar da imminolojik yikimdan sorumlu olan 6nemli
hiicre tipleridir. Ayrica baslangicta pankreas lenf digimlerinde antijen sunarak olaylar
zincirinin baslamasina sebep olan dendritik hicreler (Dendritic Cell: DC) de immin
patogenezde ¢ok Onemli bir role sahiptir [133]. Bunlarin disinda dogal oldiriici (NK)
hiicreler ve dogal 6ldirtci T hiicreler (NKT) gibi dogal (innate) immiin sistem hiicreleri ve
¢Ozlinlr (soluble) mediatorler de pankreas dokusundaki olaylar zincirine katkida

bulunurlar (Sekil 2.4).

Adaciklarda virtsler veya fizyolojik nedenlerden dolayi gergeklesen B hiicre olimi ile
salgilanan antijenler, DC’ler tarafindan vyakalanarak diyabetojenik T hiicrelerin
indiiksiyonu gerceklesir. Bunun yaninda B hiicreler dogrudan CD8" T hiicrelere de antijen
sunumunu gerceklestirebilmektedir. CD4" T lenfositler sitokinler salgilayarak olusan
patolojiye katkida bulunurlar. CD8" T hiicreler ise Fas-FasL araciligiyla veya perforin ve
granzimleri ile B hicrelerin apoptozuna sebep olurlar. Benzer sekilde NK hiicreler de
ylzeylerinde eksprese ettikleri NKG2D gibi aktivator reseptorler araciligiyla B hiicrelere
baglanarak dogrudan apoptotik etkilerini gosterirler. Bu sirada viral enfeksiyonlar veya
olusmus olan stres faktorleri sebebiyle makrofajlar, DC’ler, NK hiicreler, T lenfositler gibi
immiin hicrelerden iL-1B, iFNy, iL-12 ve timor nekroze edici faktdor-a (TNF-a) gibi
sitokinler salgilanir. Bu sitokinler B hiicreler lzerindeki reseptorlerine baglanarak direk
olarak B hicrelerinin apoptozuna veya yangisal cevabin daha da artmasina sebep
olabilmektedir. Sitokinlerin yaninda salgiladiklari kemokin sinifi sitokinler ile, makrofajlari
ve diger immuin hicreleri adacik bolgesine cagirirlar. Boylelikle olusan patoloji artarak

devam eder [9, 11, 134].

Patolojik olaylarin yaninda olugsan immiuinolojik olaylari dengeleme ve baskilama amaciyla
bazi immin hiicre gruplari da enflamasyon boélgelerine gé¢ ederler. Ancak imminite ve
tolerans arasindaki dengede patolojik imminitenin agir basmasi ile pankreatit tablosu

gelisir [9].
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Sekil 2.4. Pankreas B hiicre patolojisinin immiinolojik mekanizmalari [9]
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T lenfositler

T1D'in gelisimi ve ilerlemesindeki en bilylik rol T hicrelere aittir. Hem hayvan
modellerinde hem de insan pankreas infiltratlarinda baskin olarak T hicrelerin varlgi
yapilan birgok ¢alismayla kuvvetle kanitlanmistir [132, 135-137]. NOD farelerde, diyabetik
farelerden alinan CD4" ve CD8" T hiicrelerinin singenik farelere nakledilerek T1D’in
gelismesi, ancak sadece bir hiicre grubu nakledildiginde T1D’in olusmamasi; her iki hiicre
grubunun da T1D patolojisindeki dnemini vurgular niteliktedir [138]. Bunun yaninda T1D
hastalarinin kanindan otoreaktif T hicrelerinin izole edilebilmesi ve T hiicreyi baskilar
nitelikte yapilan terapétik yaklasimlarla hastaligin ilerlemesinin azalmasi; T hicrelerin bu

hastaliktaki birincil rollerini ortaya koymaktadir [18].

T lenfositlerin aktive olabilmeleri igin otoantijenik proteinlerin 6ze-reaktif T hiicrelere Sinif
| MHC veya Sinif Il MHC molekdlleri araciligiyla sunulmalari gerekmektedir. Sinif | MHC
molekdlleri batln cekirdekli hiicrelerde eksprese edilirken, sinif I MHC molekdlleri ASH
hiicreler olan dendritik hiicreler, makrofajlar ve B lenfositlerden eksprese edilir. T hiicre
aktivasyonu icin 3 sinyalin de saglanmasi gerekir (Sekil 2.5). (a) Bunlardan birincisi T hiicre
Uzerindeki T hiicre reseptori (T cell receptor: TCR) ile uygun peptid-MHC kompleksinin
etkilesimi ile olusur. (b) ikinci sinyal, T lenfositler (izerindeki CD28 molekiilii ile ASH’ler
tizerindeki CD80 veya CD86’nin etkilesimi sonucu gergeklesir. ikinci sinyal birinci sinyali
destekledigi ve aktivasyonun meydana gelmesi icin destek sagladigi icin “kostimulasyon”
olarak isimlendirilir. T hticreler Ulzerinde CD28 ile yarismal olarak B7 molekdillerine
baglanabilen CTLA-4 ise T hicrelerin aktivasyonunun inhibisyonundan sorumludur. (c)
Uglincii sinyal ASH’ler tarafindan salgilanan iL-12 gibi sitokinlerdir. Bu sitokinler T

hiicrelerinin aktivasyonu ve farklilasmasi icin son adimdir [139].
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Sekil 2.5. T hiicrelerin aktivasyonu icin gerekli olan Ug sinyal hipotezi [139].

ASH’ler tarafindan fagosite edilen antijenler islenir ve uygun peptid parcalarina ayrilarak
ylzeylerinde Sinif Il MHC molekdilleri araciligiyla CD4" T lenfositlere sunulur. CD4" T
hiicreler yuzeylerinde eksprese ettikleri CD40L araciligiyla ASH’ler (zerinde eksprese
edilen CD40 molekiliine baglanarak ASH hicreleri aktive ederler. Aktive olmus ASH
hiicreler islemis olduklari antijenleri yiizeylerinde Sinif | MHC araciligiyla CD8" T hiicrelere
capraz sunarak, CD8" T hiicrelerin sitotoksik T lenfositlere (Cytotoxic T Lymphocytes: CTL)

donldsimiini induklerler [139-141].

CD8" T hiicre aracili B hiicre 8limii gesitli mekanizmalar ile gergeklesebilir. CD8" T hiicreler,
hedef hiicrelerden eksprese edilen peptid-Sinif | MHC kompleksini taniyarak sitotoksik
hasari baslatirlar. CD8" T hiicrelerin aktive olabilmeleri icin mutlaka Sinif | MHC ve
kostimulatdér molekillere baglanmalari gereklidir. NOD farelerde CD8" T lenfositlerin ve
Sinif | MHC molekiillerinin yoklugunda diyabetin gelismedigi, B hiicrelerde Sinif | MHC
genetik olarak yok edildiginde ise diyabet gelisiminin olduk¢a dustligl, farelerin
hiperglisemi gelistirmedigi goézlemlenmistir [142, 143]. ikinci mekanizma olarak doku
spesifik antijenler DC’ler tarafindan alinarak islenir, Sinif | MHC araciligiyla ¢apraz sunumla
CD8" T lenfositlere sunulur [144]. CD8" T hiicreler aktive olarak CTL’lere dénisiirler. Daha

sonra salgiladiklari interferon gama (IFN-y) ile, B hiicrelerinden &8lim reseptérii olan FAS



25

(CD95)'In ekspresyonunu ve diger bazi kemokinlerin salinimini indtklerler [9]. CTL
Uzerindeki FAS-Ligand (FAS-L/CD95-L), B hicreler Uzerindeki FAS ile baglanarak B
hiicrelerinin apoptozunu baslatir [145]. Bunun yaninda CTL'ler, perforin ve granzim iceren
sitotoksik grandillerini hiicre Uzerine birakarak da B hicrelerini oldlrirler [146]. Perforin
hicre membraninda por agarak, granzim ve diger sitotoksik molekillerin igeri girmesini
saglayan granil komponentidir. Granzim ise hiicre igerisine reseptor, endositoz veya
perforin araciligiyla girebilen ve hiicre igerisinde bir dizi reaksiyonunu baslatarak hiicreyi

apoptoza sokan bir enzimdir [147].

CD4" T lenfositlerin de B hiicre élimiinde énemli rolleri vardir. NOD farelerde CD4" T
lenfositlerin anti CD4 antikoru ile yok edilmesiyle hastaligin ortaya cikisi gerilemistir [148].
Antijen sunucu hiicreler tarafindan uygun MHC-peptid kompleksiyle karsilasan naif CD4™ T
hicreler bolinmeye ve farkh efektér T yardimci (Th) hiicre alt gruplarina polarize olmaya
baslarlar (Sekil 2.6). CD4" T hiicrelerin baslica alt gruplari; Thl, Th2, Th17 ve Treg
hiicrelerdir. Bu farkhlasma ortamdaki ASH’lerin sundugu antijen tipi, salgiladiklari

sitokinler ile ortamdaki enflamasyonun sekli ve sitokin yogunluguna gére gergeklesir [149].

Naif CD4" T hiicrelerin Th1 yoniine farklilasmalari icin ortamda yiiksek miktarda iL-12 ve
IFNy’nin olmasi gerekmektedir. Th2 yéniinde farklilasmanin olmasi icin iL-4 tarafindan
indiiklenmesi, Th17 farklilasmasi icin ise iL-6, iL-21 ve transforme edici biiyiime faktérii
(Transforming Growth Factor: TGF)-B’nin saglanmasi gerekmektedir. Aktive olan Th
hicreler, ekstraselliiler sinyaller alarak transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
indiikler, bu da Th hiicrelerin farkhlasmasini saglar. iL-12/iFNy, T-bet (T-box transcription
factor) transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu indikleyerek T hiicrelerin ThO fazindan
Th1 fazina farklilasmasina yol acarlar. iL-4 sitokini, GATA baglayici protein-3 (GATA binding
protein-3: GATA-3) transkripsiyon faktériiniin ekspresyonunu, iL-6/iL-21/TGF-B sitokinleri
ise  RORyT (RAR-related orphan receptor gama T) transkripsiyon faktorininin
ekspresyonunu indlkleyerek istenilen yonde farklilasma saglanir.  Farkhlasan Th
hiicrelerin her birinin salgiladiklari sitokinler farklilik gésterir. Th1 hiicreler; iL-2, IFN-y ve
TNF-a salgilayarak intraselliler savunmada, otoimmiunitede ve anti-timor cevabinda
gerekli olan hiicresel immiiniteyi saglarlar. Th2 hiicreler; iL-4, iL-5 ve iL-13 (ireterek
ekstraselliiler savunmada gerekli olan humoral immiiniteyi artirirlar. Th17 hiicreler; iL-
17A, iL-17F, iL-22 sitokinlerini salgilayarak bazi enfeksiyonlara karsi koruma saglarlar.

Avyrica bircok otoimmiin hastalik patolojileriyle iliskilendirilirler [149-153]. Treg hiicrelerin
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farkhlasmasi ve efektor fonksiyonlari, T1D’in regilatér mekanizmalari béliminde ayrintih

olarak anlatilmaktadir.

CD4" T lenfosit alt gruplarindan &zellikle Thl ve Th17 hiicrelerin patolojiyi artirma ve
destek olma rolleri gosterilmistir. TID patogenezinde Thl lenfositlerin en dnemli gorevi
sitokin salgilayarak olusan patogeneze katkida bulunmaktir. Bunun yaninda CD8" T
hicreleri ve diger dogal immiin sistem hicrelerini de indiklerler. ASH’lerin Sinif 11 MHC
araciligiyla antigen sunumunu takiben Th1 hiicreler yiiksek diizeyde IFN-y salgilarlar. CD4"
T hiicrelerin salgiladiklari iIFN-y’nin, T1D’in indiklenmesinde ¢ok énemli bir yeri vardir.
Oyle ki, NOD farelerde iFN-y’nin bloke edilmesiyle T1D indiiksiyonunun tamamen ortadan
kalktig gdzlemlenmistir [154]. iFN-y, 6zellikle makrofajlarin bélgeye gocii ve aktivasyonu
icin cok &nemlidir. Aktive olan makrofajlar iL-1B ve TNF-a salgilarlar [13, 132, 155]. Ortaya
cikan bu sitokin kokteyli (IFN-y, TNF-a, IL-1B), B hiicrelerde reaktif oksijen radikallerinin
ekspresyonunu indikleyerek B hiicreleri apoptoza suriklerler. B hiicreler lzerinde
eksprese olan iL-1 reseptériiniin ligandiyla baglanmasi sonucunda da B hiicrelerde
apoptoz indiklenebilir [9]. ThO hiicreler Thl yoniine farklilastiginda Th2 hiicre
popllasyonu Uzerine kismen inhibisyon gelisir. Th2 hicrelerin T1D lzerinde baskilayici
dzelliklerinin oldugu bildirilmistir. Bu o6zelliklerini iL-4 ve IL-10 salgilayarak var olan
patolojiyi giderme amach uygularlar. Salgiladiklar sitokinler Th1 aktivasyonunu baskilar.
Ancak Th1 ve Th2 arasindaki inbalans sonucu T1D patolojisi gelisir [156]. Th2 hiicrelerin

T1D lzerine fonksiyonlari T1D’in regililator mekanizmalari bolimiinde anlatilmaktadir.

T1D hastalarinin periferik kanlarinda saglikli insanlara oranla Th17 hiicre sayisinin ¢ok
daha fazla olup c¢ogaldiklari gosterilmistir. Th17 hiicrelerinin B hiicre otoantijenlerini
taniyarak IL-17 salgilamasinin  hastaligin gelisiminde c¢cok ©6nemli etkisinin oldugu
vurgulanmistir [157, 158]. Th17 hiicrelerin salgiladiklar IL-17, diger proenflamatuvar
sitokinlerle sinerjik etki olusturarak, B hicrelerinin apoptozunu indiklemektedir [157,
159]. Ancak anti iL-17 antikoru kullanilarak, iL-17 salinimi bloke edildiginde hastalik
olusumunun o6nlenmedigi sadece pankreastaki yanginin kismen azaldigi goralmustar.
Bunun sebebi olarak da CD4" T hiicrelerinin Th17 yerine Th1 yéniinde farkhlasarak iFN-y

salgilama yolu ile patolojiye neden olduklari 6ne strilmistir [160].
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Sekil 2.6. CD4" T yardimci hiicre alt gruplarinin farklilasmasi [149].
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B lenfositler

T1D hastaligi T hiicre kaynakli bir hastalik olmasina ragmen, B lenfositlerin de bu hastalik
Uzerinde patolojik rolleri vardir. T1D’te B lenfositlerin roli ilk kez NOD farelerde
gosterilmistir. immiinoglobulinlerin (ig) u zincirini kodlayan gende yapilan mutasyonlar
veya farelerin anti igM antikoruna uzun siire maruz birakilmasi ile B hiicreler yok edilmis,
bu farelerin T1D’e karsi korunduklari gézlemlenmistir [161, 162]. NOD farelerde, CD20’ye
baglanan monoklonal antikor verilerek B hiicre deplesyonu yapildiginda ise bu farelerin
uzun sire T1D’e karsi korundugu ve bazi hayvanlarda olusan hipergliseminin dizeldigi
saptanmistir [163, 164]. Tim bu veriler B hiicrelerin, B hiicre patolojisinde destekleyici

rollerinin oldugunu gostermektedir.

Otoantijenler, B hiicreler iizerindeki ig’ler tarafindan yakalanir. B hiicreler yakaladiklari
antijenleri ig’ler ile birlikte endositozla hiicre icine alir ve Sinif Il MHC molekiilleri ile naif
CD4" T lenfositlere sunarlar. B ve T hiicrelerin aktivasyonlari birbirlerine bagimhdir. CD4" T
hiicreler, ylzeylerindeki CD40L araciligiyla B hicreler (zerindeki CD40 molekiliine
baglanarak B hiicrelere yardimci sinyallerini iletirler. Bunun yaninda Gglnci sinyal olarak
da iL-4 ve IL-5 salgilarlar. Sitokin ve CD40/CD40L baglanmasi ile B hiicrelerin aktivasyonu,

farklilasmasi ve ¢ogalmasi indiklenir [165, 166].

Aktive olan B hiicreler, ylzeylerinde B7 molekdllerinin ekspresyonunu ve sitokin salinimini
artirir. B7 molekdlleri, T hiicreler tzerindeki CD28 molekillerine baglanarak CD4" T
hicrelerin aktivasyonu icin kostimulatér reseptér baglanmasini saglamis olur. Bu
baglanma ve sitokin destegi sonucunda CD4" T hiicreler aktive olarak ¢cogalir, farkhlasir ve
yangisal sitokinler salgilayarak, B hiicrelerinin apoptozunu ve CD8" T hiicrelerinin
farklilasmasini indlklerler. Bu arada aktive olan B hiicreleri plazma hiicrelerine
farklilasarak, B hicre spesifik otoantikorlar salgilarlar. Otoantikorlar otoantijenlerle
kompleks bir yapi olustururlar. NK ve DC hiicreler {izerinde bulunan Fc gama reseprori
(FcyR), olusan kompleksteki antikorun Fc kisimlari ile baglanir. Bu baglanma sonucu
antikor bagiml hiicresel sitotoksisite (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity: ADCC)
baslamis olur. Yani NK hiicreler, perforin ve granzim iceren sitotoksik grandillerini B

hicreler Uzerine salarak hiicreyi apoptoza suriklerler. DC’ler antijen-antikor kompleksini
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endositoz yolu ile hiicre icine alarak, CD4" ve CD8" T hiicreleri aktive ederler. Ayrica,
peritoneal Bla (CD5') B hiicreler hastaligin ilk asamasinda pankreasi infiltre ederek
patolojiye katkida bulurlar. T hiicre infiltrasyonunu indiikleyecek adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu indiklerler. Bunun yaninda bazi proenflamatuvar sitokinler salgilarlar
(Sekil 2.7) [165-167]. B hiicrelerin T1D patogenezini indiiklemenin yaninda regile etme
fonksiyonu da vardir. B hiicrelerin regilator etkileri T1D’in regllatér mekanizmalari

boéliminde anlatilacaktir.

Antikor
salinimi

(b) Plazma hiicreleri

§ '@';’; Fc reseptorleri
iligkili B - v ¥
hiicre
olumi

(c) FOve MZ B
lenfositler

Sitokin
yardimi

ADACIKLAR

Antijen sunumu ile
otoreaktif T hiicre
klonlarinin gogalmasi

Enflamatuvar
sitokinler
iFN-y, TNF, iL-17
iL-10 veya TGF-
B ve FasL ile

regiilasyon Adezyon molekiillerinin

indiiksiyonu T hiicre
infiltrasyonuna olanak
tanir

(c) Regiilator B
lenfositler

(d) B1a B lenfositler

Sekil 2.7. B lenfositlerin Tip 1 diyabet patogenezinde efektor ve regilator fonksiyonlari
[165]
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Makrofajlar

T1D hastaliginin patogenezinde T hiicrelerinin anahtar rollerinin yani sira, bu etkinin
ortaya ¢ikmasinda yardimci olan edinsel ve dogal immiin sistem etkilesimi dnemli bir yer
tutar [168]. T1D ile ilgili yapilan ilk calismalarda NOD farelerin diyabetik pankreaslarinda
makrofajlarin yiiksek dizeyde infiltrasyonu gosterilmis, makrofajlar yok edildikten sonra
ise hastalik gelisiminin 6nlendigi gozlemlenmistir [169]. Makrofajlarin T1D’e olan etkilerini
daha cok sitokin salgilayarak meydana getirdikleri bircok calisma ile kanitlanmistir.
Ozellikle Grettikleri iL-12’nin CD8" T hiicreleri aktive ederek farklilasmalarina sebep oldugu,
dolayisiyla CD8" T hiicrelerden kaynaklanan en biiyiik patolojiye destek olduklari ortaya
konmustur [168]. Diyabetik fareler non-diyabetik farelerle kiyaslandiginda, uyarim sonrasi
makrofajlarin yiiksek diizeyde iL-12, iL-1B ve TNF-a salgiladilari gdzlemlenmistir [170].
Makrofajlarin salgiladilari iL-1B, TNF-a ve reaktif oksijen radikallerinin B hiicreler tizerinde
apoptotik etkiler olusturdugu gosterilmistir [171, 172]. T1D hastalarinin pankreas adacik
infiltratlarinda iL-1B ve TNF-a Ureten makrofajlarin varligina rastlanmistir [173]. Tum
veriler, T1D’in baslamasi ve gelisiminde makrofajlarin patolojik rollerini ortaya koyar

niteliktedir.

Makrofajlarin dogal ve edinsel immiin cevapta ve doku hemostazinda ¢cok dnemli rolleri
vardir. immiin sistemde; fagositoz, apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ortamdan
temizlenmesi, antimikrobiyel savunma gibi fonksiyonlar Ustlenirler. Bunun yaninda Sinif Il
MHC ekspresyonu ve sitokin salgisi yaparak CD4" ve CD8" T hiicrelerin aktivasyonunda ve
CD4" T lenfositlerin alt gruplarina farklilasmalarinda ¢ok énemli rol oynarlar. Makrofajlar;
klasik aktive makrofajlar (M1, CAM) ve alternatif aktive makrofajlar (M2, AAM) olarak iki
gruba ayrilirlar (Sekil 2.8) [174, 175]. M1 makrofajlar, proenflamatuvar sitokinler ve
ROS'lar ureterek intrasellliler patojenlere yanitta gorev alirlar. Tip diyabette, pankreas B
hiicre hasari ve pankreatit tablosunun gelismesine sebep olan yangisal cevabi artirirlar.
Th1 CD4" T lenfositler, CD8+ T lenfositler ve NK hiicrelerden salinan iFN-y, makrofajlarin
klasik yonde aktive olmalarini indiklerken, Th17 hiicreleri de benzer sekilde makrofajlarin
tip 1 yoniinde farklilasmalarina etki eder [174-176]. Ortamdaki iFN-y ve hasarlanan B
hiicrelerinden Uretilen CCL2 (CC-chemokine ligand 2), CCL20, CXCL10 (CXC-chemokine
ligand 10) kemokinleri, M1 makrofajlarin adacik bolgesinde toplanmalarina sebep olur.

M1 makrofajlardan iretilen TNF-a, iL-1B, iL-12 ve kostimulatér ekspresyonu ile T
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hiicrelerin aktive olmasi indlklenirken ayni zamanda salgiladiklari sitokinler, nitrik oksit
(NO) ve ROS'lar ile B hiicrelerinin dogrudan apoptoza girmesine sebep olurlar [9, 134,
176].

Alternatif aktive makrofajlar ise regllator fonksiyonlar gostererek pankreastaki
enflamasyonu azaltmaya yonelik ¢ahsirlar. M2 makrofajlar helmint enfeksiyonlari veya
alerjik reaksiyonlar gibi Th2 tipi immin yanitlarda indiklenirler. Bu nedenle hijyen
hipotezinden yola ¢ikilarak helmint enfeksiyonlarinin T1D {izerine koruyucu etki gosterdigi
ortaya konmustur [177-179]. iL-4, iL-13 sitokinlerinin iL-4Ra’ya baglanmasi sonucu
makrofajlar tip 2 yonline farkhlasirlar. Pankreasta olusan insilitis ve enflamasyon
tablosunu azaltmak amaciyla iL-10 ve TGF-B salgilarlar. Bunun haricinde yiizeylerinde
eksprese ettikleri programlanmis 6lim ligandi 1 (programmed death ligand 1: PDL-1) ve
PDL-2 molekilleri aracihgiyla T hicreler Gzerindeki PD-1 ve PD-2 reseptorlerine

baglanarak otoreaktif T hiicrelerinin baskilanmalarini indiklerler [174, 180, 181].

CD8* T hucreler
Regdulatér T hacreler o
O IL-10 O IL-6 NK htcreler

O IL-13 O IL-1B
O IL-4 |7 TNF-a
O IFN-y

Sekil 2.8. Ortamin enflamatuvar yanitina bagli gelisen makrofaj polarizasyonu. [182].
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Dendritik hiicreler

Dendritik hiicreler; antijenin alinmasi, tasinmasi, islenmesi ve T hiicrelere sunulmasinda
cok buyilik rol oynayan heterojen bir gruptur. Dogal ve edinsel immiin sistem arasinda
kopri vazifesi goren, miyeloid projenitor hicrelerden koken alan profesyonel antijen
sunucu hcrelerdir. Salgiladiklari sitokinler ve antijen sunumu ile T hiicre aktivasyonunda
rol oynayan en 6nemli hiicre grubudur. Yabanci antijenlere karsi immun sistemin yangisal
cevabini, 6z antijenlere karsi ise tolerans mekanizmalarini indlkleyerek islev gosterirler
[183-185]. Bircok dokuda immatir ve matir formlarda olmak lzere ¢ok yaygin bir dagilim

gosterirler.

immatiir DC'ler; makropinositoz, antijen-antikor komplekslerini reseptér iliskili endositoz
veya tlim organizma veya hicreyi fagositoz yontemlerini kullanarak antijenik yapilari
icerisine alan endositik karakter gosteren hiicrelerdir. DC hicrelerin bu formu daha c¢ok
antijenlerin yakalanmasi ve hiicre icine alinmasi (internalizasyonu) i¢in yaptlanmistir. Sinif
I MHC ve kostimulatér ekspresyonu oldukca dusuktlr [186]. Buna karsin antijen
tanimada rol alan Toll benzeri reseptorler (Toll-like receptor: TLR), C-tip lektin reseptorleri
(CLR), retinoik asit benzeri reseptorler (Retinoic acid-like receptor: RLR), intrasitoplazmik
nikleotid-oligomerizasyon domain benzeri reseptérler (NLRs), scavenger (¢opci)
reseptorler gibi patern tanima reseptorleri yiiksek diizeyde eksprese edilir. Bu donemde
kemokin reseptorii ve FcR (Fc reseptor) ekspresyonlari da artar. Uyaranlara ve ¢cevreden
gelen immin yanitlara cevap verebilme adina bircok sitokin reseptoriniin de yiksek
dizeyde ekspresyonu gorilir. Eksprese ettikleri tim bu reseptorler T hiicreleri aktive
etmek icin yeterli degildir, bunun icin mutlaka matir (olgun) forma ge¢cmeleri gerekir

[176, 187].

Matlr DC'ler T hiicreler tarafindan imminolojik olarak gorilebilecek ve T hiicre
aktivasyonunu baslatabilecek hiicre vylizey reseptorleri eksprese ederler. DC'ler,
olgunlagsmaya basladiklarinda antijen reseptorlerinin ekspresyonu ile makropinositoz ve
fagositoz azalarak antijen alimi sinirlanir. Sinif | ve Sinif 1l MHC antijenlerinin ekspresyonu
ve yarilanma émri artirilarak CD8" ve CD4" T lenfositlere etkili sunum yapabilme yetisi

gelistirilir [186]. Bu dénemde vyiiksek diizeyde iL-1, iL-6, iL-10, iL-12, iL-23, TNF-a, CCL17,
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CCL12, CCL19 ve CCL22 gibi sitokin ve kemokin salgilanmasi gorilir. Bunun yaninda
CD80, CD86, CD40, CD54 gibi kostimulator reseptor ekspresyonlarinda artig gorulir.
DC’lerin sitoplazmik iskeletinin reorganizasyonu ile migrasyon yetenegi artarak, T
hiicrelerine antijen sunumunu baslatma amaciyla bdlgesel lenf diglimlerine go¢ ederler

[176, 188].

DC'ler bashca “klasik veya konvansiyonel dendritik hiicreler (cDC)” ve “plazmasitoid
dendritik hiicreler (pDC)” olmak Uzere iki ana gruba ayrilir. cDC'ler, klasik DC morfolojisi
sergileyen, profesyonel antijen sunucu hiicre (ASH) olarak gérev yapan ve yiksek diizeyde
Sinif 1l MHC molekuli eksprese eden hiicre tipidir. cDC’ler kendi aralarinda bulunduklari
dokulara ve eksprese ettikleri hiicre yiizey belirteglerine gore farkh alt gruplara ayrilirlar.
Genel olarak Sinif Il MHC molekiil eksprese ederek CD4" T hiicrelere sunum yaparken,
Sinif | MHC molekiilii eksprese ederek CD8" T hiicrelere capraz sunum yaparlar. Bunun
yaninda, TLR gibi PRR’ler eksprese ederek patojenleri tanirlar ve proenflamatuvar
sitokinler salgilarlar [188-191]. pDC'ler, yuvarlak ve dendritleri olmayan, uzun omdirli ve
dolasimda bulunabilen hiicrelerdir. Yiksek miktarda TLR7 ve TLR9 eksprese ederek viral
veya bazi mikrobiyel uyaranlardan gelen uyarimlari alirlar. Bunun sonucunda iFN-a

salgilayarak anti-viral savunmada rol alirlar [190, 192].

Tip 1 diyabet patogenezinde dendritik hiicrelerin hem otoimmiinite hem de tolerans
gelisimi UGzerine etkileri vardir. Ortamdaki yangisal fenotipe bagh olarak DC kaynakh
antijen sunumu, otoimmin cevabi artirabilir veya inhibe edebilir. Proenflamatuvar
mediatorlerin varliginda 6z antijenleri alan DC’ler otoreaktif CD4" T hiicrelerin ve
sitotoksik CD8" T hiicrelerin gelisimini ve aktivasyonunu indiklerler. CD4" T hiicreleri Thi,
Th17 veya T folikliler yardimci (TFH) hiicrelere farkhlasmalarini uyarirlar. Aktive olan T
hiicreler, patolojik otoimminitenin gerceklesmesini saglarlar. Ortamda TGF-B gibi anti-
enflamatuvar sitokinlerin yogun konsantrasyonlarda bulunmasi, antijen sunumu yapan
DC'lerin, Treg hiicrelerin farkhlasmasini indikledigi bilinmektedir. Bunun yaninda
otoreaktif T hticrelere gerekli kostimilatorleri saglamayarak T hiicreleri anerjik forma

dondstirebilmektedirler [189] (Sekil 2.9).
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Saglikli insanlarda DC’ler patojenik T hicreler ile T regllator hiicreler arasinda dengeyi
saglayan hiicreler olarak gorev alirlar [189]. T1D hastalarinda otoimmiinite ve tolerans
arasindaki DC regilasyonun bozuldugu goérilmektedir. NOD farelerde cDC'lerin
proenflamatuvar fenotip sergiledikleri, T hiicreleri aktive etme kapasitelerinin ¢ok yliksek

oldugu ve fazla miktarda proenflamatuvar sitokin salgiladiklari gosterilmistir [193].

T1D hastaliginda DC'lerin varligi ve yol actigl patolojiler birgok c¢alisma ile ortaya
konmustur. DC’lere diyabetik bireylerin pankreas adaciklarinda bol miktarda rastlanirken,
saglikh bireylerde pankreasi istila eden DC'lerin varligi gdsterilememistir [194]. iki haftalik
NOD farelerde fizyolojik veya viral sebeplerden pankreas hiicrelerinin 6lmesi ile agiga
¢ikan antijenlerin DC’ler tarafindan alinarak otoreaktif T hicrelere sunulmasi sonucu
T1D'in basladigl ortaya konmustur [133]. Daha sonraki calismalarda da B hicre
olimiinden sonra salinan antijenlerin cDC’ler tarafindan alinarak pankreas lenf
digimlerinde T hiicrelere sunuldugunu, dolayisiyla diabetojenik T hiicre yanitinin DC'ler
tarafindan baslatildigi dogrulanmistir [195, 196]. NOD farelerde cDC’lerin yiksek diizeyde
iL-12 ve kostimulatdr ekspresyonu yaparak T hiicreleri aktive ettikleri gdsterilmistir [197,
198]. Tim bu calismalar cDC'lerin hastaligin baslatiimasindaki diabetojenik roliini ortaya

koyar niteliktedir.

Tip 1 diyabetik pankreaslarda iIFN-a ekspresyonuna rastlanmis ve Tip 1 iFN’larin da T1D'i
indiikledigi diistiniilmustiir [199, 200]. Transgenik olarak iFN-o eksprese eden diyabete
yatkin olmayan farelerin diyabet gelistirdigi gdsterilmistir [201]. NOD farelerde iIFN-B’nin
transgenik ekspresyonu, varolan diyabeti artirmis, diyabete direncli farelerde ise 6ze karsi
toleransi kirarak hastalik olusumuna sebep olmustur [202]. Baska bir calismada, B
adaciklarinda bulunan pDC’lerin TLR-9 araciligiyla indiiklenerek tip 1 iFN’lari (iretmesi ve
bu durumun diabetojenik T hiicrelerinin aktive olmalarinda ¢ok 6énemli rol oynadigini
gostermislerdir. [203]. Tim bu veriler pDC’lerin varolan patolojiye katkida bulundugu ve
enflamasyonu artirma yonlinde etki gosterdigini vurgulamaktadir. pDC’ler ve cDC'ler, B
hiicre antijenlerine karsi immiuinolojik toleransi indikleyerek otoreaktif T hiicre yanitini
baskilarlar. Her iki hilicreye ait tolerojenik etkiler, T1D’in regllator mekanizmalari

boéliminde anlatilmaktadir.
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DC’ler otoimmiiniteyi sinirlar DC’ler otoimmiiniteyi arttirir
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Sekil 2.9. Otoreaktif T hiicre cevabinin olusumunda veya regiilasyonunda dendritik
hicrelerin potansiyel rolleri [189].

Dogal Oldiriicii (NK) Hiicreler

NK hiicreler, virtisle enfekte hiicrelere ve tiimorlere karsi erken savunma basamaginda rol
alan hicrelerdir. Hedef hiicreleri dogrudan (direk olarak) sitotoksik etkileri ile
dldurebildikleri gibi, iIFN-y gibi yangisal sitokinler salgilayarak dolayli (indirek) yoldan da
etkilerini gosterirler [10]. Diger immiin sistem hicre tipleriyle kiyaslandiginda
enflamasyonun oldugu hedef organa en cabuk giden hiicre tipidir. Aldiklari tehlike
sinyallerine bagli olarak stirekli yer degistirirler. NK hiicreler dogal immiin sistem hiicreleri
arasinda yer alsa da T hiicrelere benzerlik gosterirler. NK hiicreler eksprese ettikleri CD56
molekilinin yogunluguna gore siniflandirilirlar: NK hicrelerinin %901 CD56 molekilin
disitk duzeyde eksprese edip ayni zamanda FcyRIIl, (CD16) yliksek diizeyde eksprese
ederler. (CD56°“CD16"®"™). Bunun disinda CD56”"®"cD16%™ ve CD56°8™CD16 alt
gruplari da mevcuttur [204]. CD56"°CD16" "™ NK hiicreler daha cok periferde sirkiile olur.
Hedef hicrelere karsi yliksek dizeyde sitotoksik etkilere sahip olup, disiik diizeyde
sitokin salgisi yaparlar. CD56"™CD16™ NK hiicreler ise daha cok periferik lenfoid
organlarda bulunur. Daha ¢ok regiilator etkileri olup, iIFN-y, TNF-a ve GM-CSF, iL-5, iL-10,
iL-13 gibi sitokinler salgilarlar [205, 206].
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NK htcrelerin ylizeylerinde inhibisyonu veya stimiilasyonu indiikleyen reseptoérler vardir.
(a) inhibitér reseptérler; 6ldiriici  hiicre  immiinoglobulin-benzeri  (killer cell
Immunoglobulin-like Receptor: KIR) reseptorleri ve NKG2A/CD94 olmak Uzere iki gruba
ayrilir. NKG2A/CD94 heterodimeri HLA-E’ye baglanir. KIR reseptorlerinin ligandi HLA-A, -B
ve -C molekdlleridir. (b) KIR reseptorlerinden aktivator olanlari da mevcuttur. Aktivator
reseptorler NKG2D ve dogal sitotoksisite reseptorleri (Natural Cytotoxicity Receptor: NCR)
olmak Uizere baslica iki gruptur. NCR reseptorleri NKp46, NKp30, NKp44, NKp80 olarak
isimlendirilmis olup ligandlari heniz kesinlik kazanmamistir. NKG2D reseptori, NK
hiicrelerinin biyik cogunlugunda eksprese edilirken bazi CD8" T hiicrelerinde de
ekspresyonu rapor edilmistir. Ligandi, klasik olmayan (non-classical) Sinif | MHC
molekdlleri olan (Major histocompatibility complex (MHC) class | polypeptide sequence-
related gene sequence) MIC-A ve MIC-B’dir. Bu ligandlar is1 soku, metabolik stres ve
enfeksiyonlar gibi stres olusturan durumlarda artar. KIR-2DS ve KIR-3DS ise KIR

reseptorlerinden olup aktivator olarak islev gorirler [207, 208].

NK htcrelerin T1D’in gelisiminde indikleyici roller Gstlendikleri bircok hayvan ve insan
calismasinda gosterilmistir. NOD farelerde NK hicrelerinin adacik hiicrelerini parcalama
yetilerinin oldugu gosterilmistir [209]. Kimyasalla indliklenen T1D modelinde NK
hiicrelerin yok edilmesi ile T1D’in gelisiminin azaldigl rapor edilmistir [210, 211]. Ancak
baska bir calismada, NOD farelerde NK hiicrelerin diyabet gelisiminde sart olmadigi
belirtilmistir [212]. NK hicrelerinin insan diyabetindeki etkilerini gosteren c¢alismalar
hayvan calismalarina oranla daha sinirli olmakla beraber, yeni tani almis T1D hastalarinin
pankreaslarinda da NK hicre infiltratlarina rastlanmis, hastalik Uzerinde etkilerini

gosteren calismalar yapilmistir [213].

NK hiicreler hedef hiicreleri 6ldirme, sitokinler salgilama, T hiicreler ve antijen sunucu
hiicrelerle etkilesime girebilme gibi yetileriyle potansiyel olarak T1ID gelismesinde 6nemli
rol oynayabilirler (Sekil 2.10). NK hiicreler, hedef hiicreleri ylzeylerinde eksprese ettikleri
molekdller ile tanirlar. NK hiicrelerin aktivator reseptorlerinden NKp46, B hicreler
Uzerindeki bilinmeyen ligandina baglanarak B hicrelerin parcalanmasina yol acar [214].
Yine NK hiicrelerden eksprese edilen NKG2D, B hiicrelerden eksprese edilen RAE (Retinoic

Acid Early inducible gene) ligandina baglanarak B hiicre hasarina sebep olabilir. NOD
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farelerde NK hiicrelerde eksprese olan bu iki ligand bloke edildiginde T1D’in 6nlenebildigi

gorilmastir [215, 216].

Aktive olan NK hicreler hedef hicreleri perforin ve granzimleri araciligiyla pargalar.
Bunun yaninda yiiksek miktarda iFN-y, TNF-a, GM-CSF, makrofaj enflamatuvar protein 1a
(Macrophage Inflamatory Protein-la: MIP-1a) ve MIP-1B salgilarlar. Bunlar iginde en
dnemlisi ve diger hiicreleri aktivasyon yéniinde indiikleyen sitokin iFN-y’dir. Yiksek
miktarda Gretilen iFNy, 6zellikle diyabetojenik hiicreleri aktive etme yéniinde patolojiye

katkida bulunur [207, 217-219].

NK hicrelerinin ortaya konmus aktivatér mekanizmalarinin yaninda T1D hastalarinin
kanindan izole edilen NK hicrelerinin fonksiyonlarinda zayiflama saptanmistir. Kontrol
hastalarla kiyaslandiklarinda NKG2D reseptorini distk dizeyde eksprese ettikleri, az
miktarda IFN-y salgiladiklari ayni zamanda sayilarinin daha az olduklari gésterilmistir
[220]. Yine NOD farelerde yapilan c¢alismalarda diyabetin sonraki asamalarinda NK
hiicrelerinin cevapsiz hale geldigi, sitokin salgilanmasinin az oldugu ve granl
ekzositozunun azaldigi belirtilmistir [221, 222]. Yeni dénem hastalarda NK aktivitesinin
yliksek olup, uzun donem hastalarda dlisiik olmasi hastaligin bir sonucu ve karakteri

oldugu distnilmustir [218].

NK hicrelerinin indlkleyici fonksiyonlarinin yani sira onleyici ve regllator etkileri de
mevcuttur. NK hicrelerinin bu etkileri T1D’in regilatér mekanizmalari boéliminde

anlatilmaktadir.
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a. NK hiicreler otoreaktif T hiicreleri arttirir
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Sekil 2.10. NK hiicrelerin otoreaktif T hiicreleri aktive ve inhibe etme mekanizmalari [205]
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Notrofiller

Notrofiller dogal immin sistemin  6nemli elamanlari  olup, ekstrasellller
mikroorganizmalara karsi non-spesifik erken savunma basamagini olustururlar. Baslica
efektor fonksiyonlari fagositoz, granillerinden litik enzimler salgilamalari, reaktif oksijen

radikalleri iretmeleri, kemotaksis olarak siralanabilir [223].

T1D'in patogenezinde nétrofillerin roll tartismali, kesinlesmemis ve (zerinde arastirilan
bir konudur. Notrofillerin T1D hastaligindaki etkileri arastirmak Uzere bir¢ok calisma
yapimistir. T1D hastalarinin dolasimdaki nétrofil sayilari saglkli bireylere oranla daha
dustk olarak gozlemlenmistir. Bunun sebebinin yikim silirecine fazla miktarda katilan
notrofillerin sayilarinin azalmasina ve noétrofillerin daha ¢ok dokularda birikmesine bagli

olabilecegi distnulmustir [224, 225].

Notrofillerin T1D’in patogenezine nasil etki ettigi hakkindaki hipotezler celiskilidir.
Hasarlanan B hicrelerinden salinan 6z antijenler konvansiyonel dendritik hicreler (cDC)
tarafindan alinir. cDC’ler antijeni pankreastaki lenf dugiimlerinde CD4" T ve CD8" T
hiicrelere sunarlar. CD4" T hiicreler Th17 yéniinde farklilasirlar. Aktivasyon sonrasi T
hiicreler pankreas adaciklarina gé¢ ederek proenflamatuvar bir sitokin olan iL-17
salgilarlar. Nétrofiller, salgilanan iL-17 ile pankreasta birikip pankreas dokusuna hasar

verirler [226].

2.1.6. Tip 1 diyabette regiilator mekanizmalar

immiin sistem patojenlerden kaynaklanan yabanci antijenlerle, viicutta eksprese olan 6z
antijenler arasindaki farkhlig algilamak tzere gelistirilmis mekanizmalara sahiptir. Normal
saglikh bireylerde 6z antijene reaksiyon veren lenfositler ortadan kaldirildigi veya inaktive
edildiginden dolayl birey kendi 6z antijenlerine karsi toleranttir. Viicutta tolerans
mekanizmalari baslica iki farkh asamada kontrol edilir (Sekil 2.11). (a) Bunlardan birincisi
olan “merkezi (santral) tolerans”, timusta immatir T hicrelerinin gelisimi ve
farkhlagmalari sirasinda otoantijenlere reaktif ~ olanlarin eliminasyonunun
gergeklestiriimesidir. (b) “Periferik tolerans” ise merkezi toleranstan kacan matir T

hiicrelerinin, antijenle karsilasilan, antijen islenmesi ve sunumunun gerceklestigi lenfoid
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ve non-lenfoid dokularda c¢esitli tolerans mekanizmalariyla eliminasyonu veya
inaktivasyonudur. Merkezi tolerans veya periferik tolerans mekanizmalarinda herhangi bir
aksaklik sonucunda 6z antijenlere reaktif efektor T hicrelerin ¢ogalmasi ve aktivasyonu

kontrol altina alinamaz ve otoimminite tetiklenir [227, 228].
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Sekil 2.11. Oz antijenlere reaktif T hiicrelere merkezi ve periferik tolerans mekanizmalari
[229]



41

Merkezi tolerans

Kemik iligi kokenli immatir T hiicrelerin matiirasyon ve farklilasmasi timusta gercgeklesir.
Rastgele olusan T hicrelerin antijenik repertuarlari timusta merkezi tolerans
mekanizmalari ile kontrol edilir. Dendritik hiicreler, makrofajlar, endoderm kokenli
kortikal timik epitel hicreler (cTEC) ve medulla timik epitel (mTEC) hicreleri, timusta T
hicrelere antijen sunumunu gergeklestiren hiicrelerdir. Timusun kortikal bodlgesinde
antijen sunucu hiicrelerin 6z peptid eksprese eden MHC molekiilleri ile TCR molekillerinin
etkilesimi gerceklesir. Oz peptid - 5z MHC kompleksine disiik ve orta diizeyde afinite ile
yanit veren timositler yasam sinyallerini alarak hayatta kalir ve medullaya dogru ilerler. T
hiicrelerin 6z antijenlerden sinyal alarak matlrasyonlarina devam etmeleri “pozitif segim
(seleksiyon)” olarak adlandirilir. Pozitif seleksiyonu gecen T hiicreler korteks-medulla
sinirinda ve medullada tekrar 6z peptid - MHC kompleksiyle etkilesirler. Bu asamada 6z
antijene yiksek afinite ile baglanan T lenfositler apoptoza ugratilir. Bunun yaninda 6z
antijenlerle karsilasan bazi 6ze reaktif CD4" T hiicreler apoptoza ugratilmaz. Oz antijenlere
spesifik regllator T hicrelere farklilagirlar. Timusta farkhilasan Treg hiicreler perifere
giderek 06z antijenlere reaktif T hiicrelerin inhibisyonunda gorev alirlar. T hiicre
reseptorlerinin 6z antijene ¢ok fazla yanit vermesi durumunda timositlerin ortadan
kaldirilmasi veya Treg hiicrelere farklilastiriimasi ise “negatif seleksiyon” olarak adlandirilir

[227, 230, 231].

Timusta eksprese edilen doku spesifik antijenler (TSA), otoimmiin regilator protein (Auto-
Immune Regulatory protein: AIRE) kontroliinde mTEC hiicrelerinden eksprese edilirler
(Sekil 2.12). Bu nedenle AIRE geninde olusan bir mutasyon sonucu 6z antijenlere spesifik
olan T hicreler negatif seleksiyona maruz kalmadan perifere kacarlar ve bircok organda
otoimmiin hastaliklara sebep olurlar [232-235]. Aire eksprese eden mTEC hiicrelerinin
reaktif timositler ile etkilesiminin, Treg hicrelerin farklilasmasinda 6nemli oldugu, timik
DC'lerinin ise reaktif hlicrelerin apoptozunda daha ¢ok rol oynadigi belirtilmistir [236].
Bazi 6z antijenlerin timusta diislik veya yiksek dizeyde eksprese olmasi da otoimmiuniteyi
indiikleyebilir. Ornegin, insiilin geninin timusta diisiik diizeyde eksprese olup, pankreas B
hiicrelerinde ylksek diizeyde eksprese olmasi, instiline karsi merkezi T hiicre toleransinin

kaybi ile sonuglanarak T1D'i indikler [237].
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Sekil 2.12. T hiicrelerin merkezi negatif seleksiyonunda AIRE proteininin rolii [229].

Periferik tolerans

Merkezi tolerans mekanizmasindan kacarak periferik bolgelere giden matiir (olgun) 6ze
reaktif T hicrelerin periferde de aktivasyonunu kontrol eden cok cesitli mekanizmalar
vardir (Sekil 2.13). Periferik dokularda eksprese olan 6z antijenlere karsi cevapsizligin
sirduridlmesinde periferik tolerans ¢cok 6nemli rol oynar. Periferik tolerans mekanizmalari;
(a) otoreaktif T hicrelerin ortadan kaldiriimasini saglayan apoptoz, (b) otoreaktif
hiicrelerin fonksiyonel olarak cevapsizlastiriimasi (anerji) ve (c) Treg hiicrelerle
otoimmiinitenin baskilanmasi olarak baslica 3 ana mekanizma ile gerceklesir. Oz
antijenleri yiksek afinite ile taniyan ve stimiile olan T lenfositler apoptoz mekanizmasi ile
oldirilirler. Apoptoz iki sekilde indiiklenebilir. Oz antijen: MHC kompleksine yiiksek
afinite ile baglanan T lenfositler kostimulator molekiillerden gelen sinyalleri alamayinca

hiicrede stres sensorlerini aktive edebilir. Bunun sonunca hiicre igindeki apoptotik
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proteinlerin aktivasyonu ve sitozolik enzimler olan kaspazlarin aktivasyonu gergekleserek
hiicre apopitotik olarak elimine edilmis olur. ikinci apoptoz mekanizmasi olarak, 6z
antijenle tekrarlayan uyarimlarla aktive olan T hicrelerde 6lim reseptori olan Fas ve
onun ligandi olan FasL’in ekspresyonu indiklenerek hiicre kendi kendini apoptoza sokar
veya baska hicreler tarafindan Fas-FasL etkilesimi saglanarak hiicrede apoptoz
mekanizmasi baslatilmis olur. T lenfositlerin 6z antijenle karsilagsmalarini takiben
kostimulator reseptor ekspresyonunun yoklugu (B7-1 ve B7-2) veya sitotoksik T lenfosit
iliskili protein-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein-4: CTLA-4) ve programlanmis
hicre o6limiu proteini-1 (Programmed cell Death protein-1: PD-1) gibi inhibitor
reseptorlerin T hicreler Gzerindeki CD28 molekill ile ligasyonu sonucu lenfositler 6z
antijene karsi cevapsizlastirilmis olurlar. Bu mekanizma “anerji” olarak adlandiriimaktadir.
Son mekanizma olarak Treg hicrelerin immin cevabi baskilayarak 6ze karsi toleransi
sirdirmesidir [238-242]. Treg hicrelerin otoimmiin hastaliklarin regiilasyonunda c¢ok
onemlidir. Tip 1 diyabetin regiilasyonunda Treg hiicrelerin yaninda farkli hicreler de

reglilasyonun surdirilmesinde ¢cok nemli islevler gorirler.

a. Gormezden gelme b. Anerji c. Fenotipik degisim d. Apoptoz

Patojenik olmayan
sitokin/kemokin
reseptor profiline sahip
aktive T hiicreler

Anerjik T hiicre Apoptotik T hiicre

1 Sitokinler

Sekil 2.13. T hiicre periferik tolerans mekanizmalari [238].
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T reglilatér hiicreler

Regiilatér T hiicreler CD4" T lenfositlerin alt grubudur ve yiiksek diizeyde iL-2 reseptér o
zinciri (CD25) ekspresyonu ile karakterizedir. Transkripsiyon faktorii olan FoxP3 Treg
hiicrelerin gelisimi, farklilasmasi, sag kalimi ve fonksiyonlari igin sarttir. CD4, CD25, FoxP3
ekspresyonlarinin yani sira disiik diizeyde CD127 (iL-7 reseptori) ekspresyonu da
yaparlar [243]. Treg hiicreler timusta ve periferde olusabilir. Timusta 6z antijenleri taniyan
CD4" hiicreler Treg hiicrelere farklilasabilir. Timusta olusan bu regiilatér hiicreler “dogal
Treg (nTreg) veya timik Treg (tTreg)” olarak adlandirilirlar. nTreg hiicreler FoxP3 eksprese
ederler ve periferik dokularda %5-10 diizeyinde bulunurlar. Periferik lenfoid organlarda
ise 6z antijenin taninmasini takiben dogal immiin hiicrelerin yardimi olmadiginda CD4" T
hiicreler, Treg hicrelere farklilasabilir. Bu hiicreler FoxP3’ten yoksun olup periferde TGF-
B’nin indiiksliyonu ile Foxp3 pozitifligini edinerek Treg hicrelere farkhlasirlar. Ayni
zamanda 6z olmayan antijenlerden kaynaklanan yangisal reaksiyonlarda bazi T hiicreler
Treg hiicrelere farklilasabilir. Periferik dokularda TGF-B indiksiyonu ile olusan Treg
hiicreler “indiklenen Treg (iTreg), periferik Treg (pTreg) veya adaptif Treg (aTreg)” olarak
adlandiriirlar  [244, 245]. TGF-B, Foxp3 transkripsiyon faktorinin ekspresyonunu
indiikledigi icin Treg hicrelerin olusumunda TGF-B sitokinine ihtiya¢ duyulur. Bunun
yaninda olusan Treg hiicrelerin sag kalimi ve ¢ogalmasi icin iL-2’nin mutlaka ortamda
olmasi gereklidir. Ayrica CD28 sinyalizasyonunun Treg hiicrelerinin gelisimi ve periferik

homeostazi icin gerekli oldugu belirtilmistir [243].

Treg hiicreler immiin baskilamayi birkag farkl yoldan yapabilirler (Sekil 2.14, Sekil 2.18).
Bunlardan birincisi iL-10 ve TGF-B gibi anti-enflamatuvar sitokinler salgilamaktir. TGF-B,
makrofaj aktivasyonunu inhibe eder, T hiicre ve ASH’lerin cogalmalarini ve efektor
fonksiyonlarini baskilar. iL-10 ise dendritik hiicre ve makrofajlardan Sinif Il MHC ve
kostimulatdr ekspresyonu ayrica iL-12 salinimini inhibe eder. Treg hiicreler sitokin
salgilamanin yaninda CTLA-4 molekiilleri eksprese ederek T hiicrelerde kostimulator
inhibisyonuna sebep olur. Ayrica, efektor T hicrelerden eksprese edilen adezyon
molekillerini ve kemokin reseptérlerini bloke ederek, efektor T hiicrelerinin ve diger
yangisal hicrelerin pankreasa gidisini 6nlerler. Bunun yaninda Treg hiicreler yiksek

diizeyde iL-2 reseptdr ekspresyonu yaptiklarindan dolayi ortamda bulunan iL-2’lerin kendi
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reseptérlerine baglanmalarini indiiklerler. Dolayisiyla ortamdaki efektdr T hiicreler igin iL-

2 tiikendigi icin T hiicre aktivasyonu dolayli yoldan baskilanmis olur [227, 246].

Oze reaktif T hiicrelerin periferik dokularda regiilatér hiicreler ile aktif olarak
eliminasyonu bircok bireyde gerceklesen ve otoimmin hastaliklarin olusumuna firsat
vermeyen bir durumdur. Ancak otoimmiin hastaliklara genetik yatkinhigi olan bazi
bireylerde cevresel streslerinde tetiklemesiyle periferik tolerans kirilarak T1D gibi
otoimmiin hastaliklar bas gosterir [247]. Tolerans durumunda, pankreas adaciklarinda ve
lenf diagimlerinde DC’ler 6z antijen - MHC kompleksini eksprese ederek efektor T
hiicreleri aktive ederler. Treg hiicreler; iL-10, TGF-B gibi baskilayici sitokinler salgilamanin
yaninda ve CTLA-4, PD-1 inhibitor reseptorleri araciligiyla efektér T hiicreleri baskilarlar.
Bunun vyaninda DClerin antijen sunum  Ozelliklerini  degistirler ve bu
hicrelerden indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) gibi baskilayici faktérlerin  salinimini
indiklerler. Ayrica Thl yangisal yanitini Th2 tarafina yonlendirirler. Otoimmiinite olusmus
olan bireylerde ise DC'ler yliksek dizeyde 6z peptid - MHC kompleksini ve kostimulator
molekdilleri eksprese ederler. Bunun yaninda fazla miktarda iL-12 salgilarlar. Bu durum
otoreaktif T hiicreleri aktive eder. Treg hiicrelerinin disik sayida olmalari, sag kalimlari
icin gerekli sinyalleri alamamalari, fonksiyonel yetersizlikleri ve efektér T hiicrelerin Treg
hicreler tarafindan baskilanmaya direncli olmalari gibi sebeplerden dolay! yangisal yanit
Thl yoninde devam ederek otoimmiin siire¢ baslar. T1D hastaliginda, efektor
mekanizmalar regiilatér mekanizmalara galip geldigi icin %80-90 B hiicre hasari olusarak

hastaligin klinik semptomlari ortaya cikar (Sekil 2.15) [4, 247-249].
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T1D hastaliginda Treg hiicrelerin sayilarinin veya fonksiyonlarinin azalmasinin toleransin
kirllmasina, dolayisiyla B hiicrelerde T hiicre kaynakli yikimin baskilanamamasina neden
olur (Sekil 2.15). Yeni teshis edilmis T1D hastalarinin kanindan izole edilen CD4*CD25"
Treg hicrelerin saglkli kontrollerin Treg hiicrelerine kiyasla T efektor hiicreleri baskilama
yetileri 2 kat daha az etkin olarak saptanmistir [251, 252]. T1D hastalarindan izole edilen
Treg hiicrelerinden eksprese edilen CD25 seviyesi normal olarak tespit edilirken, iL-2
reseptor sinyalizasyonunda gorev alan STATS fosforilasyonunun bozuklugu dolayisiyla

FoxP3 ekspresyonunda azalma saptanmistir [253].

Diyabetik insan ve NOD farelerde yapilan arastirmalarinda patojenik T hiicrelerin Treg
hiicreler tarafindan regiile edilmeye direncli veya daha az hassas olduklari ortaya
konmustur [254, 255]. Treg hicrelerin diyabet (izerindeki koruyucu rollerini ortaya koyma
amaciyla Treg hiicrelerin deplesyonu veya transplantasyonu ile ilgili bircok calisma
yapilmistir. NOD farelerde CD4°CD25" Treg hiicreler yok edildiginden T1D gelisiminin
oldukca arttigi gézlemlenmistir [256]. Yine baska bir calismada FoxP3 mutasyonu ile Treg
hiicreleri yok edilmis farelerde, NK hiicrelerinden IFN-y saliniminin arttigi dolayisiyla
efektor T hiicrelerinin otoreaktivitesinin artarak T1D gelisiminin hizlandigi gozlenmistir
[257]. Bu ve benzeri birgok ¢alismadan yola cikilarak otolog Treg hiicreler T1D hastalarina
transplante edilerek terapétik anlamda hastaligin 6nline gecebilmek amaclanmis ve bu
alanda cok cesitli calismalar planlanmistir [258, 259]. Adacik antijenine spesifik Treg
hicreler NOD farelerden izole edilip, in vitro ortamda ¢ogaltilip tekrar NOD fareye enjekte
edildiginde otoimmiinitenin baskilandigi saptanmistir [260, 261]. insan Treg hiicreleri in
vitro ortamda cogaltilarak stpresor fonsiyonlari analiz edilmis ve insana transplate
edilebilir canli ve fonksiyonel hiicreler oldugu ortaya konmustur [262]. Bu calismalar

T1D’in hiicresel terapilerle tedavi edilebilmesi adina gelecek vaad etmektedir.

T1D hastaligindan korunma ve 6niline gecme mekanizmalarinda daha ¢ok nTreg’ler rol
alsa da, bunlar haricinde diger baska T regllator hiicreler de hastaligin engellenmesinde
cok onemli roller Ustlenirler [247]. iTreg, TGF-B bagimli yardimci T hiicresi tip 3 (T helper:
Th3), iL-10 bagimli tip 1 regiilator T (type 1 regulatory T: Trl) ve CD8* Treg hiicrelerin de
otoimmiin hastaliklar Gzerindeki tolerojenik rolleri birgok insan ve hayvan galismalarinda

gosterilmistir [227, 263, 264].



48

Merkezi veya periferal
toleransta kayip

AIRE, HLA/Ag, PTPN22, FOXP3
CTLA-4, PD-1, CD25, CD28

Otoimmuinite B
_> Regiilasyon
Regllasyon ~ Otoimmuinite

Cevresel ve T
immunolojik faktorler

Regiilasyon _ immiinite

Regulator T hicreler (IL-10, TGF-B) Patojenik CD4 ve CD8 T hiicreler
Reglator B hiicreler (IL-10) Patojenik B hiicreler ve NK hiicreler
Regiilator DC'ler (IDO, vs) Aktive DC'ler (INOS, iL-2, vs)

Tolerans mekanizmalari (klonal delesyon, aneriji)

Regiilasyon T T

Sekil 2.15. Regiilasyon ve enflamasyon arasindaki denge. immiin toleransin bozulmasinda
etkili bircok farkli genetik, molekiler ve hiicresel faktorler vardir. Bu faktorlerin
bir veya birkaginda eksiklik/bozulma olustugunda regilasyon kismi yeterli
gelmeyip, enflamasyon olusur, dolayisiyla otoimminite tetiklenir [227].

B regiilatér (Breg) hiicreler

B lenfositler, T1D’in énlenmesinde bircok reglilator fonksiyonlar sergilerler (Sekil 2.16).
NOD farelerde yapilan galismalarda B lenfositlerin transferi yapilan hayvanlarin T1D’e
karsi korundugu saptanmistir [265, 266]. Yizeysel ig’leri veya TLR'leri araciligiyla aktive
olan B hiicreler iL-10 ve TGF-B gibi regiilator sitokinler salgilayarak veya yiizeylerinde FasL
eksprese ederek otoreaktif T hiicrelerin apoptozunu artirirlar. Salgiladiklari iL-10 ile T
hiicre farkhlasmasinin Th2 yoniine dogru gerceklesmesini indiklerler [165]. Thl ve Th17
hiicre farklilasmasini inhibe ederek Treg hiicre ve iL-10 Ureten Trl hiicrelerin
farklilasmasini indiklerler. T efektor hicreler lGzerinde eksprese olan Fas molekiilline
baglanarak T hicrelerin apoptozunu indiklerler. Patojenik DC ve makrofajlarin
aktivasyonlarini baskilarlar. Ayrica CD1d molekili eksprese ederek iNKT hiicrelerin

regilator etkilerini artirirlar [267].
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Sekil 2.16. B regulator (Breg) hiicrelerin immiin regilator etki mekanizmalari. [267].

Tolerojenik dendritik hiicreler

Dendritik hticreler (Dendritic Cell: DC) her ne kadar T1D patogenezinde efektor yaniti
indiikleyen birincil antijen sunucu hiicre tipi olsa da, toleransin indiiklenmesinde de aktif
ve ¢cok onemli roller Gstlenirler (Sekil 2.19). DC'leri deneysel yontemlerle yok edilmis fare
modellerinde otoimmiinite gelismesi DC'lerin tolerojenik fonksiyonlarini  kanitlar
niteliktedir [268]. immiin sistemin duragan (steady-state) olmasi durumunda DC’ler biitiin
dokularda yaygin dagilim gostererek 6z antijen repertuvarlarinin hepsiyle temas halinde
bulunur. Antijen alimi yapan ve bolgesel lenf diigiimlerine go¢ eden DC’ler buralarda 6z
antijeni T hicrelere sunarlar. Ancak DC'lerin eksprese ettikleri Sinif 1l MHC ve
kostimilator molekilleri ile salgiladiklari sitokinlerin azlig1 dolayisiyla 6z antijene reaktif T
hiicreler aktive olamaz, anerji veya apoptoza maruz birakilarak inhibe edilirler. Ayni
zamanda DC'ler, bu fazda antijen spesifik Treg hiicrelerin olusumunu ve devamini
uyararak da periferik toleransi slirdirirler. Aktive olan Treg hiicreler de periferde

otoreaktif T hcreleri baskilarlar [227, 269]. Duragan durumdaki DC’lerin tolerans
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indiiksiyonu bazi durumlarda kirilabilir. Ornegin, enfeksiyon ve patojenlerin sebep oldugu
doku hasari gibi durumlarda DC'ler, TLR’ler gibi PRR’ler araciligiyla tehlike sinyalleri alarak
ylksek diizeyde MHC ve kostimulator molekdl ekspresyonu yaparlar. Aktive olan DC'ler,

matir hale gecerek periferik lenf diigiimlerine giderler ve T hiicreleri aktive ederler [269].

DC’lerin imminolojik veya tolerojenik forma gegisininde birgok faktor etkilidir (Sekil 2.17).
Bunlar; farli mikrobiyel uyaranlara bagh farkli forma doéntsiim, DC'lerin iginde
bulunduklari cevresel ortam, DC altgruplari, DC'lerin matirasyon fazlari gibi durumlar
olarak siralanabilir [270]. Patojenik etkenlerden bazilari imminojenik DC’lerin olusumunu
indiiklerken, bazilari tolerojenik DC'leri indiikleyebilmektedir. Ornegin, genelde TLR’ler
Uzerinden gelen sinyaller DC'leri proenflamasyon yoniinde indlklerken, TLR-2 araciligiyla
gelen sinyaller DC'leri tolerojenik forma gegirerek IDO salinimini indlkler, Th2 veya Treg
hicrelerin olusumunu indlkler [271]. Benzer sekilde DC'ler lizerinde bulunan C-tip lektin
reseptorlerinin sinyalizasyonu enflamasyonu tetiklerken, bu reseptérlerden DEC205’in
sinyalizasyonu DC'lerin tolerojenik forma donmelerine sebep olur [272]. DC alt gruplarinin
PRR’lerinin sinyalizasyonlarina verdikleri cevaplar da farkli olabilmektedir. Ornegin, TLR9
sinyalizasyonu genelde biitiin DC’lerde enflamasyonu indiiklerken, plazmasitoid DC’lerde
toleransi indlikler [273]. Anti-enflamatuvar sitokinlere ve immunosupresif mediatorlere
maruz kalan DC'ler, tolerojenik forma donisebilmektedir. iL-10, TGF-B, IDO, prostoglandin
E-2, retinoik asit, Vitamin D-3 uygulanan DC'lerin tolerojenik forma dontiserek T hiicre
toleransini indlkledikleri ve enflamasyonu baskiladiklari otoimmiin  modellerde
gosterilmistir [270, 274-276]. Bunlarin yaninda CD40, CD80 ve CD86 gibi kostimulator
molekdiillerin baskilanmasi veya iL-10, TGF-B veya CTLA-4 yiiksek diizeyde eksprese
ettirilmesi ile DC’ler tolerojenik forma donustiirtlerek otoimmiinite baskilanabilmektedir

[270, 274].
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Sekil 2.17. Tolerojenik dendritik hiicrelerin indiiklenmesi ve fonksiyonel etkilerinin
sematik gosterimi [270].

Tolerojenik DC’lerin yaninda plazmasitoid DC'ler (pDC) de tolerojenik fonksiyonlar
gosterirler (Sekil 2.18). pDC’ler TLR9 aktivasyonunu takiben Tip 1 IFN’larin salinimini bu da
dolayl olarak yiiksek miktarda IDO sentezini indiikler. pDC’ler Uzerinde indiiklenebilen T
hiicre kostimilator ligandi (inducible T-cell costimulator ligand: ICOSL) ekspresyonu
uyarilir [274]. Sonuc olarak T1D’in tolerans mekanizmasinda pDC’ler; PDL1, ICOSL ve IDO
aracihigiyla T hiicre toleransini indiikleyerek etki gdsterirler. Ozellikle IDO’nun fonksiyonu
T1D’in 6nlenmesinde cok etkilidir. IDO, T hicreler icin gerekli olan triptofan amino
asidinin oksidatif katabolizmasini katalize ederek T hiicreleri regilile eder. Tim bu

pDC’lerin etkileri iL-10 salgilayan CD4" regiilatdr hiicrelerinin olusumunu katalize eder [9].
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Tolerojenik ve pDC’lerin T1D Uzerindeki ¢ok 6nemli regiilator etkilerinden yola ¢ikilarak bu
hicrelerin hastaligin tedavisine yonelik hiicre terapisinde kullanimi gelecek vaad

etmektedir.

Invaryart (Degismez) Dogal Oldiiriicii T (invaryant Natural Killer T: iNKT) hiicreler

iNKT hiicreler dogal immiin hiicre benzeri grupta siniflandirilirlar. Ancak T hiicre reseptori
(TCR) tasidiklari igin "Dogal Oldiriicti T (NK-T) hiicre" olarak da adlandirilirlar. Polimorfik
yapida olmayan, non-klasik Sinif 1| MHC molekilu ve glikolipid antijenlerin sunumunu
yapan CD1 molekill eksprese ederler [277]. Patojenlere karsi cevapta ylksek miktarda
sitokin Ureterek etkilerini gosterirken, T1D’te bunun tam tersi olarak regilator islev
gormektedirler (Sekil 2.18) [278]. INKT hiicrelerinin adacik oto-antijenlerine karsi Th2
hiicre yanitini indiikledigi [279], CD4" ve CD8" T hiicrelerinin aktive hiicrelere
farkhlagsmasini  engelledigi gosterilmistir  [280]. iNKT hdcrelerinin  Th2 hicreleri
indiikleyerek iL-4 salinimini uyarmasinin yani sira [281], tolerojenik ve plazmasitoid
dendritik hicrelerin regilator fonksiyonlarini aktive ederek bu hiicrelerin enflamasyon
bélgesine toplanmalarini indiikler. Tolerojenik DC’ler ve pDC’ler de yiiksek miktarda iDO

salgilayarak Treg hiicrelerin olusumunu ve gogalmasini indukler [9].

Koruyucu NK hiicreler

NK hicrelerin T1D’i artirma yoniinde patolojik rollerinin yani sira koruyucu fonksiyonlari
da bulunmaktadir. NK hiicrelerinin T1D gelisiminde patojenik veya koruyucu fonksiyona
sahip olmalari NK hicrelerinin anatomik yerlesimine ve icinde bulunduklari sitokin
mikrocevresine gore degiskenlik gosterir [282]. Bunun yaninda ortamda bulunan DC’lerin
tipleri (cDC, pDC), reseptor aktivasyonlarinin farkli yollardan gerceklesmesi, enfeksiyonlar
ve diger cevresel faktorler gibi etmenler de etkili olmaktadir. Koruyucu NK hicreler,
etkilerini TGF-B ve IL-5, IL-10, iL-13 gibi Th2 sitokinlerini salgilayarak gosterirler. Bunun
yaninda cDC'leri oldirerek, DC’lerin antijen sunumu ve T hiicre aktivasyonunu

engelleyerek etki gosterdigi distnulmugstir [283].
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Faz lll: immun hiicrelerin gapraz iletisimi veya B hiicre éliimiiniin 6nlenmesi
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Sekil 2.18. Tip 1 diyabetin gelisimi ve dnlenmesinde hiicresel ve molekiiler mekanizmalar

[9].

2.1.7. Tip 1 diyabette otoantijene spesifik T hiicre fonksiyonlarinin él¢iimii

T lenfositler Tip 1 diyabet patogenezinden anahtar rol oynayan hiicre grubudur. T1D
teshisinde en c¢ok kullanilan yéntem otoantikor tayinidir, ancak tani icin ne dogrudan
antikorlar patolojik kabul edilmektedir ne de adacik antijenine spesifik T hicre
fonksiyonlarindaki degisiklikleri gostermekte yeterlidir. Bu nedenle T1D hastalarinda T
hiicre fonksiyon ve karakterizasyon testlerinin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Klinik olarak
hastaya yapilan cesitli imminolojik miidahalelerde antikor titresi degismemekte ve T
hiicre cevabiyla korelasyon gostermemektedir. Ancak adacik reaktif T hiicre analizleri ile,
yapilan midahaleler sonucunda T hiicre fonksiyonlarindaki degisiklikler kolaylikla
saptanabilmektedir. Otoreaktif T hiicreleri T1D hastalarindan izole etmek, tanimlamak ve

karakterize etmek, bu hiicrelerin sayi ve fonksiyonlarindaki degisiklikleri gostermek
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otoimmiin beta hiicre yikimina sebep olan imminolojik hadiseleri daha iyi anlamamiza
yardimci olacaktir [16]. Ozellikle T hiicre klon calismalari tek bir prekiirsérden kéken
almalari ve homojen olmalari sebebiyle T hiicrelerin otoimmin yikimdaki fonksiyonlarini
anlamak amaciyla yapilan c¢alismalar icin oldukca elverislidir. izole edilen otoreaktif T
hiicrelerin antijen reaktivitesi, T hiicre reseptor analizi, sitokin salgilama fenotipi, bunun
yaninda in vivo olarak adoptif transfer c¢alismalari yapilarak T1D patogenezi ve
immuinoregulatdér mekanizmalari ayrintili olarak arastirilabilmektedir [17]. Sonug olarak, T
hiicre ¢alismalari tedaviye veya hastaligi 6nlemeye yonelik kisiye 6zel immiinoterapilerin

gelistirilmesinde gelecek vaad etmektedir.

T hiicre ¢alismalarinin T1D’i anlama agisindan buylk bir 6neme sahip olmasinin yaninda
bazi dezavantajlara sahiptir. Oncelikle otoreaktif T hiicrelerin daha cok insiilitis alaninda
yogunlasmasi ve periferik kanda ¢ok daha disiik oranlarda bulunmasi T hiicre klonu
calismalarini kisitlayan en biyik faktérdir [284]. Ornegin proinsiilinysgo spesifik T
hiicrelerin kanda bulunma orani yaklasik 300 000’de 1’dir [285]. Bunun yaninda oto-
reaktif T hicreler diisik T hiicre reseptér aviditesine sahip olduklari igin ¢ok zor tespit
edilebilir. Bunun, yiksek aviditeli otoreaktif T hiicrelerin perifere ¢ikmadan 6nce timusta
apoptoza ugrama olasiligina bagh olabilecegi disitnilmustiir. Tim bu sebepler T hiicre
klonu calismalarini oldukca zor ve mesakkatli bir slire¢ haline getirmektedir [16, 286]. T
hiicre klonu galismalari yliksek oranda kan hiicreleri kullanilarak yapilmakla beraber son
yillarda kadaverik donér dalak ve pankreaslarindan da izole edilmeye ¢alisiimaktadir [287,
288]. Ancak pankreas ¢ok hasar gordigi ve cok az miktarda hiicre izole edilebildigi icin
periferik kan, T hiicre calismalari icin birincil tercih sebebi olarak kullanilmaya devam

edilmektedir.

Tip 1 diyabet hastalarinin kanlarindan bircok adacik proteinine spesifik T hicre klonlari
veya serileri izole edilebilmektedir [289-292]. Otoreaktif T hiicrelerin spesifik reaksiyon
gosterdikleri B hlicre antijenlerinden baslicalari proinsiilin, GAD65 ve IA-2 olarak sayilabilir
[117, 293, 294]. Kullanilan antijen formlari T hicre klonu olusturmada 6nem arz
etmektedir. Bircok farkl antijen formlari T hicre cevabini olusturma amaciyla
kullanilmistir. Ornegin bazi arastirmacilar, insan adaciklarindan izole ettikleri protein

ekstraktlarini kullanmislardir. Adacik ekstraktlari, adacik antijenlerinin hemen hemen
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hepsini ihtiva etmekte, hangi antijene karsi T hiicre cevabi olustugu bilinmemektedir
[295]. Bunun yaninda, bakteriler, mayalar ve boceklerde Uretilen otoantijenler de T hiicre
cevabini olusturmak amach kullanilmigtir. Ancak antjienlerin bu gibi formlari zenojenik
reaksiyon ihtimalini dogurmakta ve nonspesifik T hiicre aktivasyonunu beraberinde
getirmektedir [296]. Bunlarin haricinde rekombinant proteinler ve sentetik peptidler en
¢ok kullanilan antijenik formlardir. Yiksek saflikta elde edilebilir olmalari ve ucuza temin
edilebilmeleri sebebiyle tercih edilmektedirler [251, 297, 298]. Belirli sekans araliklarinda
peptit kullanimi, olusacak olan T hicre klonunun hangi peptid araligina karsi reaktif
olmasini bilmek agisindan 6nem tasimaktadir. Ancak insan kaninda bulunan tim adacik
iliskili antijenlere reaktif T hcrelerin orani % 1’in altindadir [16]. Spesifik T hicre
klonlarini peptid kullanarak izole etmek, islemi cok daha mesakkatli hala getirmektedir. Bu
nedenle rekombinant bitiin antijen kullanimi, otoreaktif T hlicrelerin tespit edilebilirligini
kismen de olsa artirmaktadir. Ayrica bu yontemde antijen, dogal yollarla MHC molekdilleri
ile kirpilmakta ve sunulmaktadir. izole edilen T hiicre klonlari ayni antijenin birgok farkli
peptid araligina reaktif gelisebilir. Hangi peptid araligina reaktif T hcrelerin izole

edildigini 6grenmek igin ileriki asamalarda epitop analizi yontemine gidilebilmektedir.

T hiicrelerin kisa sureli olan karakterizasyon calismalari genelde izole edilen periferik kan
mononikleer (PKMN) hicrelerin (Peripheral Blood Mononuclear Cell: PBMC) 3-10 giin
arasl antijenle uyarilmasi sonucunda uygulanir. Antijen spesifik T hlicre ¢ogalmasi ve
sitokin sekresyonu kolaylikla analiz edilebilmektedir. Kisa donem T hiicre fonksiyon
testleri; kolay olmasi, kisa sirede sonug¢ alinabilmesi, uzun sdreli kiltire ihtiyac
birakmamasi nedeniyle klinikte T1D’in teshis ve izlenmesinde immiin biyomarker olarak
kullanilabilmektedir. Ancak bu metotlarda T hiicreler, B hiicreler, makrofajlar, monositler
ve dendritik hilcreler beraber enkiibe edildigi ve elde edilen sonuclar tek bir hiicre
grubunun cevabini  yansitmadigl icin dogru ve gercek bir degerlendirme
yapilamayabilmektedir. Dolayisiyla tek bir otoreaktif T hiicrenin fonksiyonel analizi ve

karakterizasyonunun yapilmasina ihtiyag vardir.

insan PKMN hiicrelerinin uzun dénem adacik antijenleri ile tekrarlayan uyarimlara maruz
birakilmasi sonucu T hiicre dizileri veya klonlari elde edilebilmektedir. Antijen spesifik T

hiicre dizileri olustururken insan PKMN hiicreleri istenilen antijen ve radyasyona maruz



56

birakilmig ASH’ler ile uzun dénem tekrarlayan uyarimlar ile enkiibe edilir. Belli araliklarla
kiltire IL-2 ilavesi yapilarak otoreaktif T hicrelerin ¢ogalmasi icin gerekli olan sitokin
destegi saglanir. Bunun sonucunda antijene reaktif tam olarak homojen olmayan T hiicre
grubu elde edilmis olunur. Bu T hiicre dizileri kullanilarak antijen spesifitesi ve epitop
taramas! yapilabilmektedir. Ancak T hiicre dizileri bircok reaktif T hicre grubunu
icerdiginden ve bircok farkli peptide c¢apraz reaktivite gosterdiginden dolayl yapilan
analizler dikkatli yorumlanmalidir. Bir diger dikkat edilmesi gereken husus T hicre
dizilerinin aktivasyonunda antijen ile uyarimi ve IL-2 ilavesini takiben ylksek oranda
bystander aktivasyonu gerceklesebilmektedir. Bu nedenle T hiicre karakteri kiltlirde
degiskenlik gosterebilmektedir. Tim bu kisitlamalar gidermek ve daha homojen ve uzun
omuarla reaktif hiicreler elde etmek amaciyla, T hiicre dizileri bir sonraki asama olan T
hicre klonu asamasina tasinabilmektedir. Otoantijen ile bir siire uyarilan T hicreler
kuyucuk basina tek hiicre veya 0,3 hicre duslrulerek T hicre dizilerini dilie etme
yontemi (Limiting Dilution Assay: LDA) uygulanir [17]. “Limiting dilisyon” ydntemi
antijene cevap veren hiicrelerin klonlastiriilmasinin devamina dayanir [299]. Bu yéntem
oldukca zahmetli ve zaman alan bir uygulamadir. Ancak glivenilir ve eskiden beri gerek
hayvan gerekse insanlardan klon elde etmek amaciyla tercih edilmis bir yéntemdir. Bunun
yaninda son yillarda oldukca revagta olan HLA tetramerleri kullanilarak, otoantijene
spesifik T hticreler direk olarak insan periferik kan hicrelerinden secilebilmektedir.
Normal sartlarda HLA-TCR etkilesimi dustk affinitelidir. Bunu gidermek amaciyla kovalent
baglarla birbirine baglanmis bircok spesifik HLA-peptid kompleksleri iceren tetramer veya
pentamerler kullanilarak affinite ve aviditenin artirilmasi hedeflenir. HLA tetramerleri,
calisilmak istenilen insan rekombinant sinif | veya sinif 1l HLA molekiline baglanmis
spesifik peptid antijenlerinden olusturulmus kompleks yapilardir. Ug ila dért HLA molekiili
tek bir yapi Uzerine tutturularak T hiicre reseptorlerinin baglanma aviditesi artirilmaya
calisilmistir [300]. PKMN hiicreler izole edilir edilmez veya T hiicre dizisi asamasindan
sonra istenilen antijene spesifik T hicreler, sinif | HLA veya sinif Il HLA tetramer ve eslik
eden hiicre yizey molekili ile (CD4, CD8) boyanarak tek hiicre tek kuyucuk olacak sekilde
FACS (fluorescence activated cell sorting) cihazi kullanilarak izole edilir [301-305].
Tetramer yonteminin ¢ok masrafli olmasi ve sadece belirli peptid epitoplarina spesifik
kullanilabilmesi tercihin disinda tutulmasina sebep olmaktadir. Limiting diliisyon ve

tetramer yontemlerinin disinda Ciantar ve arkadaslari karboksifloresein diasetat
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suksinimidil ester (CFSE) yontemi gelistirmislerdir. Bu yontem, CFSE floresan boyasi ile

boyanan hiicrelerden, ¢ogalanlarinin tespit edilebilmesine dayanan bir yontemdir [306].

Otoreaktif T hiicre serilerinin tek tek kuyucuklara paylastirilmasi sonrasinda, antijen veya
peptid ile dnceden enkiibe edilmis ve ardindan radyasyona maruz birakilmis ASH’ler belli
oranlarda kultlre eklenir. Bunun yaninda T hiicre klonlarinin blyimeleri ve sag kalimlari
icin sitokinler ve bazi blylme faktorleri destekleyici olarak kiltire eklenebilmektedir. Bu
islem sabit bir T hiicre klonu elde edene kadar surekli tekrar edilmelidir. Heterojen ve
non-spesifik bircok farkli T hiicre dizisi icerisinden istenilen antijen spesifitesine uygun T
hiicre klonu yakalama isi oldukga nadir, uzun zaman isteyen ve sansa dayall bir sirectir.
istenilen antijen spesifitesine uygun T hiicre klonu vyakalandiktan sonra detayl
karakterizasyon islemleri icin uygun hale gelmis olur. Bu amagla akim sitometrisi ile hiicre
yuzey molekilleri analizi, sitokin profili analizi, TCR analizi, epitop analizi, HLA
tiplendirmesi yapilabilir. Bunlarin yaninda T hicre klonlari hayvan modellerine
nakledilerek in vivo diyabet modeli olusturulmasi, diyabet patogenezinin ve regiilator
mekanizmalarin in vivo ortamda ayrintili olarak arastirilmasi ve bu dogrultuda terapotik

yaklasimlarin gelistirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. [17].

Adacik antijen spesifik T hlicre cevaplarini 6lcebilmek amaciyla ¢ok farkli yontemler
uygulanmis, bu alanda farkli yontemleri iceren bircok derleme sunulmustur [6, 16, 17,
307]. Bu yontemler daha ¢ok T hiicrelerin cogalma indekslerinin belirlenmesine ve sitokin
Uretimlerinin 6lcimine dayanmaktadir. Sitokin sekresyon 0&l¢limiine dayanan testler;
ELISA, ELISPOT ve sitokin sekresyon testi (CSA) olarak siralanabilir. ELISPOT testi; ek olarak
uyarim gerekmeksizin hiicreler tizerine uygulanabilen, genellikle iFN-y 8lciimiine dayanan
ve pozitiflik gosteren hicrelerin nokta seklinde ayirt edilebilmesiyle olcilebilen bir
yontemdir [284]. Antijen reaktif T hicrelerin sitokin lGretiminin tespitine dayali bir diger
yontem ise ELISA teknigidir. T hiicrelerin 6z antijeni ile uyarilmis ve radyasyona maruz
birakilmis otolog PKMN hiicreleri ile uyarimindan 48 veya 72 saat sonra toplanan
siipernatanlarda var olan sitokinlerin tespit edilmesine dayanan bir yontemdir [308].
Antijenle aktive olan T hicrelerin salgiladiklari sitokinler CSA testi ile de tespit
edilebilmektedir. T hiicrelerin antijenle uyarimlarinin ardindan, salinan sitokinlerin uygun

antikorlar ile boyanarak akim sitometrisi ile analizi yapilir [309]. Sitokin sekresyon
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tayinlerinin haricinde, T hiicrelerin antijenle uyarimlarinin ardindan, ¢ogalma indekslerinin
Olgimi ile yapilan testler uygulanmaktadir. Bunlardan en ¢ok uygulanan [*H]-timidin
cogalma testidir. Hastanin otolog PKMN hiicreleri antijenle enkibe edilip radyasyona
maruz birakildiktan sonra, bu hicreler ile T hiicrelerin 2 glin uyarimi sonrasinda aciga
cikan radyoaktivitenin B sintilasyon sayimi ile 6l¢cimiine dayanan cok glivenilir bir
yontemdir [310]. Ancak radyasyon ile iliskili bir yontem oldugu icin 6zel kisitlamalar ve
yonetmeliklerle kontrol edilen bir uygulamadir. Bu testin haricinde MTT testi, hlicre
¢ogalmasinin tespitinde uygulanabilir bir yontemdir. MTT igerisindeki tetrazolium
tuzlarinin  endoplazmik retikulum igcerisindeki enzimler ile formazan formuna

parcalanmasina, ve olusan formazanin ELISA okuyucusu ile tespitine dayanir [311].



3. METOT ve YONTEM

3.1. Arag-Geregler

3.1.1. Antikorlar

Calismalar sirasinda kullanilan antikorlar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Antikorlar

Antikor Adi Klon Numarasi Markasi

Anti-human CD25-FITC 2A3 BD Biosciences
Anti-human CD8-PerCP SK1 BD Biosciences
Anti-human CD69-APC L78 BD Biosciences
Anti-human CD4-PE SK3 BD Biosciences

3.1.2. Kitler

Calismalar sirasinda kullanilan kitler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kitler

Kit Adi Katalog Numarasi Markasi

Human iL-10 ELiSA BMS215/2 ebioscience
Human iFN-G ELISA BMS228 ebioscience
Human iL-4 ELISA BMS225/2 ebioscience
Human iL17-A ELISA BMS2017 ebioscience
MTT hiicre proliferasyon kiti 11465007001 ROCHE

3.1.3. Kimyasallar

CGalismalar sirasinda kullanilan kimyasallar Cizelge 3.3’de verilmistir.




Cizelge 3.3. Kimyasallar

Kimyasal adi Katalog numarasi Markasi
RPMI 1640 Medium 31870 GIBCO

PBS 14190 GIBCO
Sodium pyruvate 11360 GIBCO
MEM-NEAA 11140 GIBCO
2-mercaptoethanol 21985-023 GIBCO
Penisilin-streptomisin 15140 GIBCO
L-glutamine 25030 GIBCO
Biocoll Separating Solution L6115 Biochrome
Purified recombinant human IL-2 | 14-8029-63 eBioscience

Recombinant GADG65 protein

10-65702-18-01

Diamyd Medical

Phytohemagglutinin-L M 5030 Biochrome
DMSO A3672,0100 AppliChem
Sodium dodecyl sulfate L43390 Sigma
Sodium azide A1430 AppliChem
Hydrochloric acid 25 % UN1789 Merck

3.2. GADG65 Reaktif T Hiicre Serilerinin (line) Olusturulmasi

3.2.1. Hastalar ve kontroller

Bu calisma Diskapi Yildirim Beyazit hastanesinden 17.12.2012 tarihli 06/48 karar numaral
etik kurul karari (Bkz Ek-2) alinarak Endokrin Hastaliklar Polikinigince degerlendirilen ve
teshis konulan 5 Tip 1 diyabet hastasi ve bir kontrol hastasi ile yapildi. Calismaya dabhil
edilen hastalar calisma hakkinda bilgi veren onam formu imzalatilarak calisma hakkinda

bilgilendirildi. (Bkz Ek-3).

CGalismaya 15-28 yas arasi ve GAD65 antikor pozitifligi olan hastalar dahil edildi. Calismaya
dahil edilen hastalarin 6zelikleri cizelge 3.4'te gosterilmistir. Hastalarin belli araliklarla

¢alisma igin kan vermeleri talep edildi. 50-100 ml vendz kan heparinli Vacutainer tiiplere
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alinarak, 2 saat igerisinde PKMN hiicre izolasyonu yapildi. HLA tipinin belirlenebilmesi

icinde EDTA’l tliplere 2 ml kan alindi.

Cizelge 3.4. Calismaya dahil edilen hastalar ve 6zellikleri

Hastalar Yasi Cinsiyeti GADG65 pozitifligi
Hasta 1 (H-1) 19 Erkek +
Hasta 2 (H-2) 23 Kadin +
Hasta 3 (H-3) 19 Kadin +
Hasta 4 (H-4) 15 Erkek +
Hasta 5 (H-5) 15 Erkek +
Saglikh Kontrol 27 Erkek -

3.2.2. Periferik kan mononiikleer hiicrelerin (PKMN) izolasyonu

T1D hastalarindan heparinli Vacutainer tiplere 50-100 ml periferik vendz kan alindi (Sekil
3.1). Tupler 931 g’'de oda sicakhiginda 5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasi Ustte kalan
plazma toplanarak, kompleman inaktivasyonu amaci ile, 56 °C’'de 30 dakika bekletildi.
Kan Gzerinden alinan plazma miktari kadar 20 U/ml heparin iceren izotonik sodyum klorir
(%0.9 NaCl) kan uzerine ilave edilerek hafif¢e karistirildi. Kan 50 ml’lik konik polipropilen
tuplere alinarak 1:1 oraninda izotonik sodyum klorir ile hafifce karistirilarak homojen
olmasi saglandi. 50 ml’lik tip icerisine 15 ml fikol (1077) yogunluk gradienti konularak,
Uzerine 30 ml izotonik sodyum kloriir ile dilie edilmis kan 45 derecelik aciyla yavasca
yayildi. 931 g’'de 24 °C’de 30 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonrasi |6kositten zengin
bulutsu katma (buffy coat) kismi 50 ml’lik tiip icerisinde toplandi. 2 kez izotonik sodyum
klorir ile yikanarak (335 g'de, 5 dk santrifiij) fikolden arindirildi. Hicreler
zenginlestirilmis %5 otolog serum, 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin, 2 mmol/I L-
glutamin, 1 mM esansiyel olmayan aminoasitler, 510~ M 2-mercaptoethanol, 1 mM
sodyum piruvat iceren RPMI besiyeri icerisinde reslispande edilerek tripan mauvisi ile

boyanarak hemositometrede sayildi.
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venoz.ka-n sodyum kloriirile kan fikol tizerine 30 dk santrifijj
heparinli sulandirilir. serilir. edilir

tiplere alinir.

Sekil 3.1. Periferik kan mononiikleer hiicrelerinin elde edilme yonteminin sematik olarak
gosterimi.

3.2.3. PKMN hiicrelerin antijen ile uyarimi

PKMN hicreler, Sekil 3.2’de gosterildigi gibi uyarilarak otoreaktif T hiicre serileri elde
edildi. 9x10° PKMN hiicre 500 pl %5 zenginlestirilmis besiyeri icerisinde toplandi. 5 pug/ml
GAD65 (Diamyd Medical, Stocholm, Sweden) antijeni ile yuvarlak tabanh 6 ml’lik
polipropilen tiip icerisinde (Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes, New Jersey, USA),
37 °C'de %5 CO;’li su ceketli etlivde 2 saat inklibe edildi. Enkiibasyon sirasinda her yarim
saatte bir hafifce karistirildi. Enkiibasyon sonunda 1,5x10° hiicre/kuyucuk olmak tzere 96
kuyucuklu “U” tabanh plagin i¢ kismindaki 60 kuyucuguna hiicreler paylastirildi. Kuyucuk
basina son hacim 200 ul olmak tzere zenginlestirilmis RPMI besiyeri ile tamamlandi. Dista
kalan kuyucuklara yliksek nemli ortam olusturabilmek amaciyla PBS ilave edildi. Hiicreler
37 °C'de, %5 CO,’li su ceketli etlive kaldirildi. Geriye kalan hiicreler %5 DMSO, insan
serumu karisimi ile steril kriyoviyal tiplere konarak -86 °C’ye kaldirildi. Besinci giin 20

U/ml rekombinant insan iL-2 (rhiL-2) sitokini kiltiire eklendi. On dérdiincii giin

mikroskopta bliyiime gozlenen kuyucuklara MTT proliferasyon testi yapildi.

3.2.4. PKMN hiicrelerin antijen ile tekrar eden uyarimlari

On dordiinct giinden sonra bliyume gozlenen kuyucuklara tekrar antijen ile uyarim
gergeklestirildi. Bunun i¢in ayni hastanin daha 6énceden dondurulmus PKMN hiicreleri,

-86°C’den cikariip 37 °C’'de ¢oOzdurllerek %5 besiyeri ile yikandi. Daha sonra 2 kez
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zenginlestirilmis %5 RPMI ile yikandi. 5 pg/ml GAD65 antijeni ile polipropilen yuvarlak
tabanli 6 ml’lik tiip igerisinde, 2 saat 37 °C’'de %5 CO, igeren inkibatoérde enkibe edildi.
Enklibasyon sonrasi hiicreler 335 g’'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifligasyon sonrasi
hicreler 1 ml besiyeri icerisinde toplandi. Hiicreler gama irradiatérde (CIS IBL 437 C
Pharmalucence CsCl) 25 Gray (Gy)'de 730 sn radyasyona maruz birakildi. Radyasyon ile
muamele sonrasi hicreler sayilarak 1,5x10° hiicre/kuyucuk olmak lzere ilave edildi. Bu
islem her 14 giinde bir yapildi. 5. giin 20 U/ml rhiL-2 kiltire eklendi [308]. Elde edilen
otoreaktif T hiicre serilerini ¢ogaltmak amaciyla, her iki ginde bir kiltire 20 U/ml
rekombinant iL-2 ve 2,5 pg/ml fitohemaggliitinin (PHA) ilave edildi. Cogaltilan kuyucuklar

toplanarak akim sitometri galigmasi igin hazirlandi.

PKMN htcreler
+ 2 saat 37 °C’de %5 CO,

5 ug/ml GADes |  Ortamda inkubasyon

Antijen (0. giin) <<£<

restimulasyon
2-5 kez
[ 6cb000000600 tekrar
(000000 1y
C0e )
cee 3 .. T
coe i3 T Hucre Serileri
Coe )
ocg @) \
in vitro karakterizasyon
Klonlama .

Antijen spesifik cogalma
Akim sitometri
Antijen  Sitokin Uretimi

+ [ oc Y
Her 2-3 L2 | £ /
glinde bir + | gee il T Hicre Klonlari
PHA ' ££¢

Sekil 3.2. Antijen spesifik T hiicre yapiminin sematik gosterimi.
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3.2.5. Limiting diliisyon testi

Antijene reaktif T hiicre serilerinden klon olusturabilmek amaciyla otoantijene
reaktivitenin ve ¢ogalmanin géruldigl kuyucuklar limiting diliisyon yontemi ile tek hiicre
tek kuyucuga diisecek sekilde ayarlandi. Uzerine 5 pg/ml GAD65 antijeni ile uyarilan ve
sonrasinda radyasyona maruz birakilarak ¢ogalmalari durdurulmus yaklasik 20 000 PKMN

hicre ilave edildi.

3.2.6. MTT testi

Antijen uyarimindan 14 giin sonra Greme goriilen kuyucuklara sekil 3.3'te gosterildigi gibi
“split well assay” uygulandi. Yani, Greme gorilen her bir kuyucuktan 40’ar ul alinarak, yeni
bir plaga 4 parcaya bolindi. Ana kuyucuk icerisinde de 40 pl birakildi. 4 kuyucuktan
ikisine antijen ile enkiibe edilmis ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler
(1,5x10° hiicre/kuyucuk) eklenirken, diger iki kuyucuga radyasyona maruz birakilmis
otolog PKMN hiicreler eklendi. Ana kuyucuklara da antijen ile enklbe edilen ve
radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler (1,5x10° hiicre/kuyucuk) ilave edildi.
Hicreler 96 kuyucuklu “U” tabanh plaga 200 ul total besiyeri hacmi ayarlanarak kondu. 48
saat enklibasyona birakildi. Enklibasyon sonucu kuyucuklardaki besiyeri 100 pl’ye getirildi.
Her bir kuyucuga 10 pl (0,5 mg/ml final konsantrasyon) MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide) sollsyonu eklendi. 4 saat 37 °C’'de, %5 CO, iceren
inklibatorde enkibe edildi. Enkiibasyon sonrasi kuyucuklara 100’er pl %10’luk SDS (0,01
molar HCL igerisinde hazirlanmis) sollisyonu eklendi. 1 gece 37 °C'de, %5 CO, igeren
inklibatorde enkibe edildi. Enkiibasyon sonrasi kuyucuklar diiz tabanli 96 kuyucuklu plaga
nakledildi. Aciga ¢ikan mor formazan kristallerinin olusturdugu abzorbans dalga boyu
mikro plaka okuyucu cihazinda 570-670 nm’de olcaldi. “Split well assay” ve MTT testleri
her 14 giinde bir tekrar edilerek dogru otoreaktif T hiicre serileri tespit edilmeye calisildi.
Yiksek deger bulunan ana kuyucuklar 14 giinlik zaman araliklariyla antijen ile muamele

edilmis ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler ile uyarildi.
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GADGS5 antijeniile uyarilip | GAD65 antijeni ile

radyasyona maruz uyarilmamis, radyasyona
birakilmis otolog PKMN maruz birakilmis otolog PKMN
hiicreler hicreler

Sekil 3.3. “Split well assay” testinin uygulanisi

3.2.7. Akim sitometrisi

Cogalan ve GAD65’e yanit gosteren otoreaktif T hiicre serileri kuyucuklardan toplanarak
sayild. 0,5-1x10° hiicre 100 pl soguk FACS (%1 FBS, PBS igerisinde) sollisyonu igerisinde
toplandi. Hiicre slispansiyonu FACS tliplerine alindi. Hiicrelere Fc reseptorlerinin bloke
edilmesi amaciyla 10 pl insan serumu ilave edildi. Hafifce karistirildi. 4 °C’de 10 dk enkibe
edildi. Uzerine 5’er ul insan CD4, CD8, CD25 ve CD69 antikorlari ilave edildi. Her bir
antikor icin tek boyali izotip kontrol tipleri hazirlandi. 30 dk 4 °C’de karanlikta enkibe
edildi. Enklbasyon sonrasi 2 ml soguk FACS sollisyonu eklenerek, 335 g’'de 4 °C'de 5 dk
santriflij edildi. Hiicreler kaybedilmemeye calisilarak siipernatan uzaklastirildi. Bu islem bir
kez daha tekrar edildi. Son olarak hiicreler %1-4 paraformaldehid ile fikse edildi. Ornekler

akim sitometrisi cihazinda (FC500, Beckman Coulter, USA) okutuldu.

3.2.8. ELiSA ile sitokin konsantrasyonunun dl¢iimii

Antijenle uyarilmis PKMN hiicreleri ve antijenle uyarilmamis PKMN hicrelerinin T hiicre
serilerine ilave edildikten sonraki 48. saatte toplanan hiicre kiiltiirii siipernatanlari ELISA

testi yapilana kadar -20 °C’de saklandi. Slipernatanlar ¢ozdirildikten sonra 2 kat RPMI
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besiyeri ile sulandirildi. iFN-y, iL-4, iL-17A, iL-10 sitokin diizeyleri ticari ELISA kitleri
(eBioscience, USA) ile kit prosediiriine uygun olarak c¢alsildi. Oncelikle, standart
diliisyonlari hazirlandi. Her bir kuyucuga 50’ser ul test soliisyonu eklendi. Uzerine 50’ser
ul drnekler eklendi. Her bir érnek ve standart ¢ift kuyucuk olarak ¢alisildi. Uzerlerine her
bir kuyucuga 50’ser pl biotin-konjugat soliisyonu eklendi. iki saat oda sicakliginda enkiibe
edildi. Enklibasyon sonrasi 3 kez yikama sollsyonu ile yikandi. Her bir kuyucuga
streptavidin-HRP sollisyonu eklendi. Bir saat oda sicakliginda enkiibe edildi. Enkiibasyon
sonunda 3 kez yikandi. Batiin kuyucuklara 100’er pl TMB substrat sollisyonu eklendi. Oda
sicakhiginda karanlikta 10 dk enkiibe edildi. Her bir kuyucuga durdurma (stop) sollisyonu
eklendi. Hi¢ beklenilmeden mikroplaka okuyucusunda 450 nm’de (Synergy, Biotek, USA)
okutuldu. Sensitiviteler: iL-10=1,0 pg/ml, 1L.-4=1,3 pg/ml, iFN-y=0,99 pg/ml, iL-17=0,5

pg/ml

3.2.9. HLA tiplendirme

Hastalarin EDTA’ll tliplere alinan periferik venoz kanlarindan otomotik DNA izolasyon
cihazi kullanilarak (EZ1 DNA blood kit,Qiagen) DNA izole edildi. ilgili polimorfik HLA
lokuslarinin (A, B, C, DR, DQ, DP) ekzon 2-3 bodlgeleri birden fazla biyotinlenmis PCR
primerleri yardimiyla,HLA tipleme kiti (Lifecodes,Immucor) kullanilarak PCR’da amplifiye
edildi. Ardindan multipleks boncuklar ile konjuge edilmis oligonikleotid problar ile
hibridize edilen 6rnekler, PE konjuge edilmis streptavidin sollisyonu ile 56 °C'de enkibe
edildi. Enklibasyonun ardindan isaretli boncuklar Uzerindeki fléresan yansima Luminex
cihazinda okutuldu. Verilerin analizi “Match-It DNA” vyaziimiyla vyapildi. HLA

genotiplendirme verileri 4 basamakli sayi olarak sunuldu.

3.3. istatistiksel Analiz

Parametrik verilerin karsilastiriimasi ve gruplar arasi farkliliklarin anlamliik degerleri
student t testi ve iki yonli ANOVA testi uygulanarak degerlendirildi. Bltiin istatistiksel
analizler GraphPad Prism yazilimi (version 4.0c, GraphPad, San Diego, CA) kullanilarak

yapildi.
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4. BULGULAR ve YORUM

4.1. insan GAD65 Otoantijenine Spesifik CD4" T Hiicrelerin izolasyonu ve

Karakterizasyonu

4.1.1. PKMN hiicrelerinin GADG65 ile uyarilmasi ve kiimelesmenin gézlenmesi

Tip 1 diyabet hastalarindan elde edilen periferik kandan mononitikleer hicre izolasyonu
yéntem boliimiinde bahsedildigi gibi uygulandi. Elde edilen hiicreler (9x10°), polipropilen
yuvarlak tabanh tiplerde, 500-600 pl %5 insan serumu ve diger katki maddeleri ile
zenginlestirilmis besiyeri icerisinde, 5 ug/ml GAD65 antijeni ile 2 saat 37 °C'de, %5 CO2
iceren inklibatorde wuyarildi. Enkiibasyon sonrasinda uyarilmis hicreler, 1,5x10°
hicre/kuyucuk olmak tzere 96 kuyucuklu “U” tabanh plagin 60 kuyucuguna paylastirildi.
Otuz yedi °C'de CO, inklbatorde enkilibasyona birakildi. Enkiibasyonun 5. giininde
rekombinant insan iL-2 sitokini (20 U/ml) eklendi. Kiltiiriin 14. giiniinde makroskobik

blylumeler gozle gorinir hale geldi.

Her ne kadar 1 numarali hastadan elde edilen hiicrelerde uyarimi takiben ilk 14 giinde
gozle gorliniir 6zgll olmayan ¢ogalma ve kiimelesme benzeri olusumlar gdézlenmis olsa da,
bu hicreler kiltirin ve uyarimin ilerleyen ginlerinde ¢ogalma yetilerini kaybettiler.
Dolayisiyla 1 numarali hastadan elde edilen hiicrelerden GAD65 antijenine spesifik

otoreaktif T hiicre serileri elde edilemedi (Resim 4.1).

Benzer sekilde 2 numarali hastada da antijen ile uyarimi takiben yaklasik 1 ay ¢cogalma ve
antijene 6zgilin bir yanit saptandi. Ancak sonrasinda gerek hiicrelerin canhliklari gerekse

cogalma kabiliyetleri azaldi, antijen spesifik T hiicre serileri olusamadi(Resim 4.2).

U¢ numarali hastanin hiicrelerinde goézlemlenen durum da 6nceki iki hastadan farkli
olmadi. Yaklasik ilk 30 glinlik zaman dilimi icerisinde 3 numarali hastanin hicreleri
antijene cevap verdi ve kiimelesme tarzinda ¢ogalmaya basladi. Ancak 30 giin sonrasinda
hicre canliliklari azaldi, antijene cevap veren T hiicreler bulunmadigi i¢in ¢ogalamadilar

(Resim 4.3).
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Dort numaral hastadan izole edilen PKMN hiicrelerin antijen ile uyariimasini takiben
¢ogalma ve kiimelesme kinetikleri artarak devam etti. Baslangicta 1-2 adet kiimelesme
gozlenirken, 30 glin sonrasi zaman diliminde kiimelesme orani her gecen giin daha da
artti (Resim 4.4). Mikroskop gorintisini dogrular nitelikte antijen reaktivitesinin MTT
testi ile Olciminde benzer cevaplar saptandi. Cogalma gosteren kuyucuklarin akim
sitometrisi yapildi. Ayrica 72. giinden sonra hiicreler tek hiicre/tek kuyucuk olacak sekilde
hesaplanarak limiting diliisyon yéntemi ile kuyucuklara béliindi. Uzerlerine yaklasik 20

000 antijen ile uyarilmis ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler ilave edildi.

Bes numarali hastadan elde edilen PKMN hicreler 5 pug/ml GAD65 antijeni ile her 14
glinde bir uyarildi. D6rt numarali hastaya benzer sekilde olusan kiimelesme giin gectikce
artarak devam etti (Resim 4.5). Cogalmanin goruldtgi kuyucuklar her iki giinde bir ayri
kuyucuklara béliindi. iL-2 ve PHA eklenerek hiicreler ¢ogaltildi. Cogalan kuyucuklardan
akim sitometrisi yapilarak elde edilmis olan T hiicre serisinin karakterizasyonu yapildi.
Kiltirin 60. gunlinden sonra hiicreler tek hiicre tek kuyucuk olacak sekilde limiting
diliisyon yéntemi ile kuyucuklara paylastirildi. Uzerine GAD65 antijeni ile uyarilmis ve

radyasyona maruz birakilmis yaklasik 2x10* otolog PKMN hiicre ilave edildi.



48.giin 50.giin

Resim 4.1. PKMN hcreleri izole edilerek GAD65 antijeni ile uyarilmis 1 numarali hasta
hicrelerinin antijene verdikleri yanit.
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13. gun 16. gun

27. gun 36. gun

Resim 4.2. PKMN hicrelerinin izolasyonunu takiben belirli zaman araliklariyla GAD65
antijeni ile kilttre edilen 2 numarah hasta hiicrelerinin antijene verdikleri
yanit.
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37. gun

Resim 4.3. PKMN hiicrelerinin belirli zaman araliklariyla GAD65 antijeni ile kiltire
edilmesi sonucu, 3 numarali hasta hiicrelerinin antijene verdikleri yanit.
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41. gln 44. gln

72. gun

Resim 4.4. GAD65 antijeni ile seri uyarimlar sonrasi aktive olan 4 numarali hastanin
otoreaktif T hiicrelerinde olusan kiimelesmenin isik mikroskobu ile gériiniimu.
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42. gun 47. gun

57. gun 60. gun
Resim 4.5. GAD65 antijeni ile seri uyarimlar sonrasi aktive olan 5 numarali hastanin
otoreaktif T hiicrelerde olusan kiimelesmenin isik mikroskobu ile gériinimu
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4.1.2. “Limiting dillisyon” yontemi ile T hiicrelerin klonlastiriimasi

Tip 1 diyabet hastalarindan izole edilen PKMN hiicrelerinin her 14 giinde bir antijenle
uyarimi sonrasinda antijene yanit veren T hiicre serilerinin klonlastirilmasi amaciyla
“limiting dilisyon” yontemi uygulandi. Bu slirece kadar MTT testinde yliksek proliferatif
yanit veren ve/veya hicre kultirinde yiksek kinetikle ¢ogalan ve kiimelesen T hiicre
serileri segildi. Kiiltlrin 60. glinlinden sonra hiicreler tek hiicre tek kuyucuk olacak sekilde
kuyucuklara paylastirildi. Uzerine GAD65 antijeni ile uyarilmis ve radyasyona maruz
birakilmis yaklasik 2x10* otolog PKMN hiicre ilave edildi. Her 2-3 giinde bir 20 U/ml rh-iL-2
ve 2,5 pg/ml PHA ilave edildi. Kdltirin 15. ginidnde 1sik mikroskobunda ¢ogalan
kuyucuklar gozlendi. Resim 4.6’da limiting diliisyon yapilan 4.2C, 4.6A ve 5.3C T hiicre
serilerinin antijene yanit veren/¢ogalan kuyucuklari ve antijene yanit vermeyen

kuyucuklari gosterildi.
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4.2C

4.6A

5.3C

Resim 4.6. GAD65 antijeni reaktif 4.2C, 4.6A ve 5.3C T hiicre serilerinin “limiting dilisyon”
sonrasl ¢ogalmalarinin i1sik mikroskobu ile gosterimi. Sol sttun antijene yanit
veren ve ¢ogalan kuyucuklari, sag situn antijene cevap vermeyen kuyucuklari
gostermektedir.
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4.1.3. Antijen reaktivitesine bagh hiicre gogalmasinin élgiilmesi

Kiltirde GADG65 antijenine spesifik T hicrelerin sag kalimlarinin ve ¢ogalmalarinin
artirilmasi amaciyla, hiicreler her 14 giinde bir GAD65 antijeni ile uyariimis ve radyasyona
maruz birakilmis otolog PKMN hicreleri ile kiltire edildi. Cogalmanin gorildigi
kuyucuklarda antijen reaktivitesini 6lgmek amaciyla ilk antijenle uyarimi takiben 1 ay
sonra MTT proliferasyon testi uygulandi. Bu amagla her kuyucuk 4 ayri kuyucuga bélindi
(toplam 5 kuyucuk). Dort parcaya bolinen kuyucuklarin ikisine antijen ile uyarilmis ve
radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler (1,5x10° hicre/kuyucuk) eklenirken,
diger iki kuyucuga antijen ile uyarilmamis radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN
hiicreler eklendi. Hiicreler 48 saat 37 °C'de enkiibe edildi. Enkiibasyonun 48. saatinde
MTT sollisyonu hicrelerin (zerine eklendi. Dort saat sonra %10’luk SDS sollisyonu
eklenerek hicreler pargalandi ve agiga ¢ikan formazan konsantrasyonu mikroplaka

okuyucuda okutuldu.

Bir, iki ve Gic numarali hasta

Hiicre kdltirinin 30. glininden uyarim sonrasi uygulanan MTT testinde, 1, 2 ve 3
numarali hastalarin antijenle uyarilmis ve antijenle uyarilmamis kuyucuklari arasinda
anlamli bir fark saptanmadi. Bu hastalarin hiicreleri 30. glinden sonra tamamen ¢ogalma
yetilerini kaybettiler. Bu nedenle daha sonraki MTT testi icin vyeterli hicre

barindirmadiklari icin sonraki tur MTT testleri yapilamadi (Sekil 4.1).

Dort numarali hasta

Dort numarali hastanin 30 giin sonrasi antijen ile uyariminda antijenle uyarilmis ve
antijenle uyarilmamis kuyucuklari arasinda yiiksek diizeyde farkhlik saptanmadi (Sekil 4.2).
Diisiik diizeyde de olsa iki grup arasinda farhlik gosteren kuyucuklara GAD65 antijeni ile
uyarilmis ve radyasyona maruz birakiimis otolog PKMN hiicreler eklenerek kiltiriin
devam etmesine calisildi. ikinci tur stimiilasyonda bazi kuyucuklarda, antijenle uyarilmis
ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hicrelerin eklendigi grup ile, antijen ile
uyarilmamis ve radyasyona maruz birakilmis PKMN hiicrelerinin eklendigi grup arasinda

anlamh farklihk gézlendi (Sekil 4.3).
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5 numarali hasta

Bes numarali hastanin GAD65 antijeni ile uyariminin 30. giininde, hiicreler MTT testi
amaciyla tekrar antijen ile uyarildi. Uyarimin 48. saatinde bazi kuyucuklarin negatif ve
pozitif gruplari arasinda anlamli farkhlik gosterildi (Sekil 4.4). MTT testinde proliferatif
yanit veren kuyucuklarin GAD65 antijeni ile her 14 giinde bir uyarimlarina devam edildi.
Mikroskobik olarak da kiimelesme gorilen kuyucuklar, ikinci tur MTT stimdlasyonu igin
ayrildi. ikinci tur MTT stimilasyonu sonrasi, GAD65 antijeni ile uyariimis ve radyasyona
maruz birakilmis PKMN hicrelerin eklendigi grup, GAD65 antijeni ile uyariimamis ve
radyasyona maruz birakilmig PKMN hiicrelerinin eklendigi gruba oranla anlamli diizeyde

yuksek bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.1. Birinci (a), ikinci (b) ve l¢linci (c) hastalarin MTT proliferasyon testine verdikleri
cevap. Mavi slitunlar GADG65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi situnlar GAD65
antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarini, Y
ekseni OD degerini gostermektedir. MTT testi ¢ift kuyucuk olarak calisilmistir.
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Sekil 4.3. ikinci tur uyarim sonrasi 4 numaral hasta hiicrelerinin antijen reaktivitesinin

MTT testi ile analizi. Mavi sttunlar GAD65 antijeni ile uyariimis grubu, kirmizi
situnlar GADG65 antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni
kuyucuk numaralarini, Y ekseni OD degerini gostermektedir. MTT testi cift
kuyucuk olarak calisilmistir. *,p<0.05, **,p<0.01, ***,p<0.001.

Abzorbans
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Sekil 4.4. Bes numarali hasta hicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi MTT

proliferasyon testi ile antijen reaktivitelerinin 6lgiimi. Her kuyucuk igin GAD65
ile uyarilarak ve uyarilmayarak stimulasyon indekslerine bakildi. Mavi stitunlar
GADG65 antijeni ile uyarilmig grubu, kirmizi sltunlar GAD65 antijeni ile
uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarini, Y ekseni
OD degerini gostermektedir. MTT testi ¢ift kuyucuk olarak cahsiimistir.
* p<0.05, *** p<0.001.
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Sekil 4.5. ikinci tur uyarim sonrasi 5 numaral hasta hiicrelerinin antijen reaktivitesinin
MTT testi ile analizi. Mavi sttunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi
situnlar GADG65 antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni
kuyucuk numaralarini, Y ekseni OD degerini gostermektedir. MTT testi, cift
kuyucuk olarak calisilmistir. **,p<0.01, ***,p<0.001.

4.1.4. Otoreaktif T hiicre serilerinin akim sitometri yontemi ile analizi

MTT testi sonucunda ¢ogalma goriilen kuyucuklar segilerek yaklasik 2 hafta boyunca her
iki glinde bir hiicreler yeni kuyucuklara béliiniip, 20 U/ml iL-2 ve 2,5 pg/ml PHA ilavesi
yapilarak cogaltildi. Yaklasik 0,5-1x10° hiicre elde edildikten sonra CD4*, CD8*, CD25" ve
CD69" antikorlari ile boyanarak akim sitometrik analizleri yapildi. Dért ve bes numarali
hastanin otoreaktif hiicre serilerinde yapilan akim sitometrik analizde T hiicre serilerinin
biyiik cogunlugunun CD4" T hiicreler olduklari gosterildi (Sekil 4.6a, Sekil 4.7a). Buna
karsin 4 numaral hasta (%6) ve bes numarali hasta (%3,5) hiicrelerinde diisiik diizeylerde

CD8" T hiicrelere rastlandi (Sekil 4.6a, Sekil 4.7a).

Elde edilen CD4" T hiicrelerin aktivasyon fenotiplerini analiz etmek amaciyla CD25
antikorlari kullanildi. Dért numarali hastadan izole edilen antijen spesifik CD4" T hiicre
serilerinin yiksek diizeyde CD25 eksprese ettikleri (% 35.4) (Sekil 4.6b) gozlendi. Bunun
yaninda var olan CD8" T hiicrelerin biyiik ¢ogunlugunun CD25 ekspresyonu yaptig

gosterildi (Sekil 4.6¢). Benzer sekilde bes numarali hastanin CD4" T hiicrelerinde de kayda
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deger CD25 ekspresyonun (%20,5) (Sekil 4.7b) varhgi gézlendi. Bes numarali hastanin var
olan diisiik miktardaki CD8" T hiicrelerinin biiyiik cogunlugunun CD25 pozitifligi gdsterdigi
saptandi (Sekil 4.7c).

CD25 ekspresyonuna ilave olarak, bir diger aktivasyon belirteci olan CD69’un ekspresyon
dizeyi analiz edilerek, T hicrelerin aktive fenotipte olup olmadiklari belirlendi. Dért
numaral hastanin CD4" T hiicrelerinin yiiksek diizeyde CD69 eksprese ettikleri (% 29,5)
(Sekil 4.6d), bunun yaninda CD8" T hiicrelerin de bir miktar CD69 eksprese ettikleri (%1,6)
gozlendi (Sekil 4.6e). Bes numarali hasta da ise 4 numarali hastaya oranla daha disuk
diizeyde CD4'CD69" T hiicre popiilasyonu (% 11,4) saptandi (Sekil 4.7d). Bes numarali
hastanin var olan CD8" T hiicrelerinde, disiik diizeyde CD69 eksprese eden (%1) hiicre

popilasyonuna rastlandi (Sekil 4.7¢).

Saglikli kontrol hastanin CD4" ve CD8" T hiicre yiizdeleri analiz edildiginde, hem CD4"
(%51,9) hem de CD8" (%39,3) T hiicreleri yiiksek miktarda barindirdiklari gdzlendi (Sekil
4.8a). CD25 ekspresyonlari incelendiginde, CD4"CD25" (%7,2) (Sekil 4.8b), CD8'CD25"
(%0,7) (Sekil 4.8c), T hicrelerin dort ve bes numaral hastaya oranla oldukga disiik
diizeyde olduklari saptandi. Benzer sekilde, CD4'CD69" (% 1,6) (Sekil 4.8d) ve CD8'CD69" (%
4,3) (Sekil 4.8e) hiicre yiizdeleri diyabetik hastalara gore oldukca disik diizeyde oldugu

gozlendi.
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Sekil 4.6. Dort numarali hastaya ait otoreaktif T hiicrelerin GAD65 antijeni ile belirli
periyotlarla uyarimi sonrasinda yizey belirteclerinin akim sitometrisi ile analizi.

Hicreler CD4", CD8", CD25" ve CD69" hiicre yiizey antikorlari ile boyandi. CD4",

CD8" (a), CD4'CD25" (b), CD8'CD25" (c), CD4'CD69" (d), CD8'CDE9” (e) hiicre
populasyonlari analiz edildi.
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Bes numarali hastaya ait otoreaktif T hicrelerin GAD65 antijeni ile belirli
periyotlarla uyarimi sonrasinda yizey belirteclerinin akim sitometrisi ile analizi.
Hicreler CD4", CD8", CD25" ve CD69" hiicre yiizey antikorlari ile boyandi. CD4",
CD8" (a), CD4'CD25" (b), CD8'CD25" (c), CD4'CD69" (d), CD8'CDE9” (e) hiicre

populasyonlari analiz edildi.
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Sekil 4.8. Saglikli kontrol hastasindan alinan PKMN hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uzun
streli kaltiri sonrasinda hicrelerin fenotipik 6zelliklerinin akim sitometrisi ile
analizi. Hiicreler CD4", CD8", CD25" ve CD69" hiicre yiizey antikorlari ile boyandi.
CD4", CD8" (a), CD4'CD25" (b), CD8*CD25" (c), CD4'CD69" (d), CD8'CD6E9" (e)
hiicre popitlasyonlari analiz edildi.
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Yorum

T1D ve saglikh bireylerden elde edilen PKMN hicreler, GAD65 antijeni ile kultlr
ortaminda 14 gin boyunca uyarildilar. Ardindan uygulanan MTT testi ile ¢ogalan ve
antijene cevap veren kuyucuklar segilerek uyarilmaya devam edildi. Her 14 glinde bir
GADG65 antijeni ile uyarilmis ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreler kiilttr
ortamina ilave edildiler. Yaklasik 60 glnlik hiicre kiltird ve antijen uyariminin ardindan
MTT testi sonuglari ve mikroskobik olarak cogalma gosteren kuyucuklar géz oniinde
bulundurularak, antijen reaktif kuyucuklar secildi. T hiicre serilerini iceren bu kuyucuklar,
her iki giinde bir béliinerek iL-2 ve PHA ilavesi yapildi. Boylelikle kiimelesmenin oldugu
kuyucuklar g¢ogaltilip, akim sitometrisi igin uygun hiicre sayisina erisilmeye calisildi.

Hicreler CD4, CD8, CD25 ve CD69 antikorlari ile boyanarak fenotipik analizleri yapildi.

Diyabetik bireylerden elde edilen otoreaktif T hiicrelerin biiyiik cogunlugunun CD4™ T
hicreler oldugu gosterildi. Ancak saglkli kontrol bireyden elde edilen ve ayni sartlarda
kiiltir ortaminda ¢ogaltilan hiicrelerin hem CD4" hem de CD8" T hiicrelerden olustugu
gozlemlendi. Bu sonuglar diyabetik hastalardan elde ettigimiz T hiicrelerin tek tip T hicre
alt grubu olduklarini ve otoreaktif T hiicre klonu olmaya adandiklarini géstermektedir.
Aksine saglikli bireyin T hiicrelerinin heterojen pollasyondan olustuklari, dolayisiyla T
hicre klonu yada serilerinin elde edilemedigini gosterdi. Elde edilen T hiicre serilerinin
aktivasyon fenotiplerinin analizi, CD69 ve CD25 hiicre ylizey molekiillerinin ekspresyon
diizeylerine bakilarak yapildi. Diyabetik hasta grubunda GADG65 reaktif CD4'CD25" T hiicre
ve CD4'CD69" T hiicre yiizdeleri kontrol bireye oranla oldukca yiiksek bulundu. Bu
sonuclar, T1D hastalarindan izole edilen otoreaktif T hiicrelerinin GAD65 antijenine karsl
aktive olarak yanit verdiklerini kanitlar niteliktedir. Saglikli kontrol hastada ise antijen
spesifik T hilicreler yer almadigi icin var olan T hiicreler aktive olamadilar, bu nedenle

CD25 ve CD69 ekspresyonlari distik dizeyde saptandi.
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4.1.5. Otoreaktif T hiicre serilerinin sitokin salgilama profilleri

Hastalardan elde edilen hicrelerin konulduklari kuyucuklarda mikroskobik biylime
gozlenen ve MTT testinde kontrol grubuna oranla ¢ogalan kuyucuklar GAD65 antijeni ile
uyarilarak salgiladiklari sitokin cevaplari analiz edildi. Kiltlrin basladigi birinci ve ikinci
aylik zaman dilimleri sonrasinda hiicreler, antijen ile uyariimis otolog PKMN hiicreler ile
uyarildi. Uyarimdan 48 saat sonra hiicre kiiltiir siipernatani toplanarak iFN-y, iL-4, iL-10 ve
iL-17 sitokinlerinin seviyeleri ticari ELISA kitleri kullanilarak saptandi. Dért (Bkz Cizelge 4.1)
ve bes (Bkz Cizelge 4.2) numarah hastalarin otoreaktif T hiicre serilerinin salgiladiklari

sitokinler ve miktarlari gosterildi.

IFN-y salinimi

Dort numarali hastanin 1 aydir kiltiire edilen hicrelerine uygulanan antijen uyarimi
sonucunda IFN-y salinmi agisindan antijen ile uyarilan ve uyarilmayan kuyucuklar
arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmedi (Sekil 4.9a). Kiltlrin 2. ayinda uygulanan
uyarimda ise GAD65 antijeni, iIFN-y salinimini anlamli bir bicimde artirdi. Ayni zamanda
artmis IFN-y salinimi otoreaktif T hiicre serilerinin izole edildigine dair gésterge olarak
degerlendirildi (Sekil 4.9b). Ozellikle 4.2C, 4.6A ve 4.11B hiicre serilerinde iFN-y salinimi

oldukga yiiksek seviyelerde tespit edildi.

Bes numarali hastada da benzer durum ile karsilagildi. Kilttrin ilk 1 ayinda mikroskobik
olarak kimelesme gozlenen ve c¢ogalan kuyucuklar secilerek antijen ile uyarildi. Uyarim
sonrasinda IFN-y saliniminin degismedigi gézlendi. Bu da baslangicta heniiz GAD65’e
reaktif T hlicre klonlarinin yakalanamadigini gosterdi. Ancak kiltliriin 2. ayinda GAD65
antijeni ile uyarilan bazi kuyucuklarda, uyarilmayan kontrol grubuna oranla yiksek
diizeyde IFN-y salinimi gdzlendi (Sekil 4.10). Ayrica, saghkli kontrol hastanin T hiicreleri ile
kiyaslandiginda, T1D hastalarin T hiicre serilerinde yiiksek IFN-y salinimi, T hiicrelerin
antijene karsi cogalma ve proenflamatuvar yanitlarinin oldukca yiiksek olduklarini ortaya

koyar niteliktedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.9. D6rt numarah hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin

antijene verdikleri iIFN-y yaniti. Cogalma gézlemlenen kuyucuklarda kiiltiriin 1.
(a) ve 2. (b) ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iIFN-y diizeyleri ELISA
testi ile analiz edildi. Mavi sttunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi
situnlar GADG65 antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni
kuyucuk numaralarini géstermektedir. ****, p<0.0001.
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Sekil 4.10. Bes numarali hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri iIFN-y yaniti. Cogalma gézlemlenen kuyucuklarda kiiltiiriin 1.
(baslangic) ve 2. (devam eden) ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik
IFN-y diizeyleri ELISA testi ile analiz edildi. Mavi siitunlar GAD65 antijeni ile

uyarilmis grubu,

kirmizi sttunlar GAD65 antijeni ile uyariimamis grubu

gostermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarini goéstermektedir. ****,
p<0.0001.
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iL-4 salinimi

Hiicrelerin adacik antijeni olan GADG65 ile uyarimindan 48 saat sonra hicre kiltir
stipernatanlarinda Th2 T hiicrelerinin yanitlarini belirleyebilmek amaciyla iL-4 sitokin
yaniti analiz edildi. Dért numarali hastanin sadece bir hiicre serisinde (4.6A), iL-4 salinimi
uyarilmamis gruba oranla yliksek seviyede saptandi (Sekil 4.11a). Kiltarin 2. ayinda
GADG65 antijeni ile uyarilmis ve radyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreleri ile
uyariimasinin ardindan 4.6A T hiicre serisinde yiiksek diizeyde iL-4 salinimi saptandi Sekil
4.11b). Ancak antijen ile uyarilmamis grupta da yiiksek diizeyde iL-4 saliniminin oldugu
gorildi. Bu T hiicre serisinde goriilen yiiksek diizeydeki iL-4 saliniminin (uyarimli,
uyarimsiz) antijenle uyarilmaya bagh olmadan gerceklesen spontan bir salgl oldugu
cikarimina varildi. Diger T hiicre serilerinden 4.2C, 4.9B ve 4.11B serilerinde iL-4 salinimi
yuksek diizeyde goriilmese de antijen ile uyarilmamis gruba oranla anlamli olarak artmis
oldugu goruldi. Bu T hiicre serilerinin dislk oranlarda Th2 hicreleri barindiriyor

olabilecekleri kanisina varildi.

Bes numarali hastanin T hiicre serilerinin iL-4 yaniti, kiiltiirin 1. ve 2. ayinda GAD65
antijeni ile uyarilmis ve rasyasyona maruz birakilmis otolog PKMN hiicreleri ile uyarimin
ardindan analiz edildi. Kiltiirtin 1. ayinda uyarilan T hiicre serilerinde iL-4 salinimi
saptanmadi. Ancak ilerleyen dénemde 5.9E T hiicre serisinin uyarilmis grubunda iL-4
saliniminin, uyarilmamis gruba oranla oldukga yiiksek oldugu goézlendi (Sekil 4.12). Bu
durum, 5.9E T hiicre serisinin yiksek miktarda Th2 hicrelerden olustuklarini
gostermektedir. Bunun disinda 5.3C ve 5.9G T hiicre serilerinde de uyarilmamis gruba
oranla iL-4 saliniminda anlamli artis saptandi. Ancak salinan iL-4 miktarinin disik
dizeylerde olmasi bu T hiicre serilerinin az miktarda Th2 hicrelerini ihtiva ettikleri

dustnulda.
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Sekil 4.11. D6rt numarali hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri iL-4 yaniti. Cogalma gdzlemlenen kuyucuklarda kiltiiriin 1. (a)
ve 2. (b) ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-4 diizeyleri ELISA testi
ile analiz edildi. Mavi sltunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi
situnlar GADG65 antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni
kuyucuk numaralarini géstermektedir. ****, p<0.0001.
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Sekil 4.12. Bes numarali hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri IL-4 yaniti. Cogalma godzlemlenen kuyucuklarda kiltiriin 1.
(baslangig) ve 2. (devam eden) ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-
4 dizeyleri ELISA testi ile analiz edildi. Mavi siitunlar GAD65 antijeni ile
uyarilmis grubu, kirmizi sttunlar GAD65 antijeni ile uyarilmamis grubu
gostermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarini gostermektedir. ****,
p<0.0001.
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iL-10 salinimi

Kiltirde 2 ay sureyle her 14 glinde bir GAD65 antijeni ile stimlle edilerek antijen reaktif T
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve sagkalimi saglanan T hiicre serilerinin GAD65 antijenine karsi
verdigi stipresor tip baskilayici yanitlari belirleyebilmek amaciyla iL-10 sekresyonlari analiz
edildi. GAD65 antijeni ile uyariimis ve radyasyona maruz birakilmis PKMN hiicrelerinin
kiiltiire eklenmesinden sonraki 48 saatte kiiltiir siipernatanlari toplanarak IL-10 diizeyi

analiz edildi.

D&6rt numarall hastada iL-10 salinimi ¢ok diisiik miktarlarda saptandi. Ancak 4.6A T hiicre
serisinde hem uyarilmis hem de uyarilmamis grupta yiiksek diizeyde iL-10 diizeyi gériildi
(Sekil 4.13). Farkl olarak uyarilmamis grupta uyarilmis gruba nazaran daha yiiksek iL-10
diizeyi gbzlendi. Bu durumun antijenle uyarilmis olan grupta, artmis IFN-y saliniminin iL-
10 salinimi Gzerinde kismi blokaj etkisi gdstermis olabilecegi, uyarilmamis kiltirde ise

artmig iL-10 saliniminin azalmis iIFN-y salinimdan kaynaklanabilecegi diisiiniildi.

Bes numarali hastanin hiicrelerinin benzer sekilde kiltiriin 2. ayinda GAD65 antijeni ile
uyariimasinin ardindan iL-10 salg diizeyine bakildiginda 4 numarali hastaya gore yiiksek
diizeylerde iL-10 salinimi gdzlendi (Sekil 4.14). Ozellikle 5.9E T hiicre serisinde uyarilmamis
gruba nazaran ¢ok yiiksek seviyelerde iL-10 salindigi goriildii. Bu T hiicre serisinin iL-10
salgilayan Treg hiicreleri yiksek yogunlukta barindirdiklari gikarimina varildi. Diger T hiicre
serilerinde de (5.3C ve 5.9G) uyarilmamis gruba oranla yiiksek iL-10 saliniminin varlig
saptandi. Ancak bu T hiicre serilerinde daha diisiik diizeyde iL-10 salgilanmasi, bu T hiicre

serilerinin daha dulisik diizeyde Treg hiicreleri barindirdiklari dlistinGld.
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Sekil 4.13. Dort numaral hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri iL-10 yaniti. Cogalma gozlemlenen kuyucuklarda kiiltiiriin 2.
ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-10 diizeyleri ELISA testi ile

analiz edildi. Mavi siitunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi situnlar
GADG65 antijeni ile uyariimamis grubu gostermektedir.

numaralarini géstermektedir. ****, p<0.0001.
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Sekil 4.14. Bes numarali hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hicrelerin
antijene verdikleri iL-10 yaniti. Cogalma gozlemlenen kuyucuklarda kiiltiriin 2.
ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-10 diizeyleri ELISA testi ile

analiz edildi. Mavi sttunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi stitunlar
GADG65 antijeni ile uyariimamis grubu gostermektedir.

numaralarini géstermektedir. ****, p<0.0001.

X ekseni kuyucuk
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iL-17 salinimi

T1D hastalarindan izole edilen PKMN hiicrelerinin her 14 giinde bir kiltirde GAD65
antijeni ile uyarilmasinin 2. ayinda sag kalan ve proliferatif yanit gésteren T hiicrelerin iL-
17 yaniti analiz edildi. Bunun igin hiicreler GAD65 antijeni ile 48 saat kiltlr ortaminda
uyarildi. Enkiibasyon sonrasi siipernatanlar toplanarak iL-17 sekresyon diizeyi ELISA

yontemi ile ¢alisildi.

Dort numarali hastanin T hiicre serilerinde GAD65 antijeni ile uyarim sonrasi T hiicre
serilerinden 4.11B serisinde uyarilmamis gruba oranla yiiksek diizeyde iL-17 salgisinin
oldugu gozlendi (Sekil 4.15). Bunun yaninda 4.2C T hiicre serisinin uyariimis grubunda
uyarilmamis grubuna oranla artmis iL-17 dizeyi saptandi. Bu da, 4.11B ve 4.2C T hiicre

serilerinin IL-17 salgilayan Th17 tipi T hiicrelerini barindirdiklarini gdéstermistir.

Bes numarali hastanin otoreaktif T hiicre serilerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasinda
cok disik miktarda iL-17 salgiladigi gorildi (Sekil 4.16). 5.9G T hiicre serisinde

uyarilmamig gruba oranla minimal diizeyde artis saptandi.
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Sekil 4.15.

Dort numarall hasta hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri iL-17 yaniti. Cogalma gozlemlenen kuyucuklarda kiltiriin 2.
ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-17 diizeyleri ELISA testi ile
analiz edildi. Mavi sGtunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi stitunlar
GADG65 antijeni ile uyarilmamis grubu gostermektedir. X ekseni kuyucuk
numaralarini gostermektedir. ****, p<0.0001.
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Sekil 4.16.

Bes numarali hasta hicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
antijene verdikleri iL-17 yaniti. Cogalma gozlemlenen kuyucuklarda kiltiiriin 2.
ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iL-17 diizeyleri ELISA testi ile
analiz edildi. Mavi sttunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis grubu, kirmizi stitunlar
GADG65 antijeni ile uyariilmamis grubu gostermektedir. X ekseni kuyucuk
numaralarini géstermektedir. ****, p<0.0001.
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Saglikl kontrol bireyde sitokin salgilama fenotipi

Saglikli kontrol birey hiicrelerinin GAD65 antijeni ile stimile edilmis ve radyasyona maruz
birakilmis otolog PKMN hiicreleri ile uyarimindan 48 saat sonra hiicre kiltir
stipernatanlari toplanarak iFN-y, iL-4, iL-10 ve iL-17 sitokin salinimlari analiz edildi (Sekil
4.17). Saghkli kontrolde diyabetik bireylere nazaran iFN-y salinimi oldukca disiik
diizeylerde saptandi. iL-4 salimimi kontrol bireylerde gorilmedi. iL-17 salinimi ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda tespit edilmekle beraber uyarilmis kiltlirde uyarilmamisa oranla daha

fazla gorildi. iL-10 saliniminin ise beklendigi tizere yiiksek diizeyde oldugu gézlendi.
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Sekil 4.17. Saghkli kontrol birey hiicrelerinin GAD65 antijeni ile uyarimi sonrasi hiicrelerin
sitokin salgilama fenotipleri. Cogalma gozlemlenen kuyucuklarda kiltliriin 2.
ayinda otoantijen ile uyarim sonrasi 48 saatlik iFN-y, iL-4, iL-10 ve iL-17 sitokin
diizeyleri ELISA testi ile analiz edildi. Mavi stitunlar GAD65 antijeni ile uyarilmis
grubu, kirmizi situnlar GAD65 antijeni ile uyarilmamis grubu goéstermektedir. X
ekseni kuyucuk numaralarini géstermektedir.
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Cizelge 4.1. D6rt numarali hastadan elde edilen GAD65 reaktif T hiicre serilerinin sitokin
salgilama fenotipleri

4.2C 146,2 18,3 2,9 7,3
4.6A 242 138,153 69,9 0,7
4.98 21,6 1,3 0 0,7
4.11B 229,3 18,46 2,7 28,1

Cizelge 4.2. Bes numaral hastadan elde edilen GAD65 reaktif T hiicre serilerinin sitokin
salgilama fenotipleri

5.3C 33 14,1 75 0,9
5.9E 406,6 135,1 176,2 1,7
5.9G 26,1 24,8 7,1 3,06
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4.1.6. HLA analizi

Calismada kullandigimiz Tip 1 diyabet hastalarinin HLA genotiplendirmesi PCR yontemine
dayal sekansa spesifik oligonukleotid (SSO) yontemi ile yapildi. Beklenildigi Gizere Tip 1
diyabet hastalarinin HLA-A, HLA-B, HLA-C alellerinden diyabete yatkinlikta ylksek risk
tasiyan [7, 62] HLA-A*0201, 0101, 0301, 1101, HLA-B*0702, 1801, 5001, 5101, 3901 HLA-
C*0303, 0401, 0602, 0701, 0702 alellerine sahip olduklari gosterildi (Cizelge 4.1). Benzer
sekilde HLA-DR ve HLA-DQ alellerinden T1D’e yatkinhkta ©6nemli roller Ustlendigi
duslintlen [60, 312] HLA-DRB1*0301, 0402, 0101, HLA-DQB1*0201, 0302, 0501 alellerini
T1D hastalarinin tasidigl gosterildi (Cizelge 4.2). T1D’e yuksek risk teskil eden DR/DQ
haplotiplerinden ~ HLA-DRB1*0301 ve HLA-DQB1*0201 haplotiplerinin  (alel
kombinasyonlari) 1 ve 3 numarali hastalarda oldugu gozlemlendi. Bes numarall hastada
gorilen HLA-DRB1*0401 homozigot ve HLA-DQB1*0302 homozigot alel kombinasyonu
T1D icin ylksek yatkinlik olusturan kombinasyonlardir [7]. Sinif Il HLA lokusunda bulunan
HLA-DP genlerinin dislik immunostimilator kapasiteleri ve ekspresyon dizeyleri
sebebiyle T1D ile iliskili genotipik calismalarda bu gen bolgesinin T1D ile yatkinhgi tGzerine
olan arastirmalara baslangicta cok fazla yer verilmemistir. Daha sonralari yapilan
calismalarda bazi HLA-DP alellerinin T1D’e olan yatkinhkta rol aldiklari gésterilmistir [313,
314]. Bu calismalari dogrular nitelikte T1D hastalarimizin bu hastaliga yatkinlkta rol
oynadigi bilinen HLA-DPB1*0201, 0301 alellerini tasidiklari ortaya kondu (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen T1D hastalarinin sinif | HLA alelleri

HASTA HLA-A* HLA-B* HLA-C*
H-1 0201, 2901 1801, 3901 0701, 0702
H-3 0101, 1101 4701, 5001 0401, 0602
H-4 0201, 2601 0702, 3503 0702, 1201
H-5 0301, 1101 5501, 5101 0303, 1402

Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen T1D hastalarinin sinif [l HLA alelleri

HASTA HLA-DRB1* HLA-DQB1* HLA-DPB1*
H-1 0410, 0301 0201, 0402 0201, 0301
H-3 0701, 0301 0201, 0202 0401, 1001
H-4 0408, 0101 0304, 0501 0201, 1501
H-5 0402, 0402 0302, 0302 0201, 0201

101
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5. TARTISMA

Tip 1 diyabet, T hiicre kaynakl insilin Greten pankreas B hicrelerinin yikimi ile karakterize
otoimmiin bir hastaliktir. B hiicrelerinin yikimi sonucu glikoz homeostazini saglayan
insilinin Uretiminde yetersizlik olusur ve hiperglisemi ile seyreden hastalik tablosu ortaya
¢ikar. Hastalik olusumuna insilin, 1A-2 ve GADG65 antijenleri gibi adacik antijenlerine
reaktif T hiicreler ve otoantikorlar istirak eder. NOD farelerde yapilan calismalarda CD4"
ve CD8" T hiicrelerin B hiicre yikiminda énemli roller Ustlendikleri acik¢a gosterilmistir
[299]. Benzer sekilde anti CD3 antikoru verilen T1D hastalarinda B hiicre
fonksiyonlarindaki duslstn geciktigi ortaya konmustur [315]. Yeni teshis edilen T1D
hastalarinin pankreas adaciklarinda CD8" CTL hiicre infiltrasyonlarinin varligi gsterilmistir
[132]. Bu veriler, TID patogenezinde T hicrelerin anahtar roliiniin oldugunu ispat
etmektedir. Bu sebeplerden dolayi, T hiicrelerin otoimmiin T1D patogenezindeki
fonksiyonlarini aydinlatmak arastirmacilar igin birincil hedef haline gelmistir. Bu amagla
daha c¢ok T1D hastalarin periferik kanlarindan antijen spesifik T hiicre serilerinin veya
klonlarinin izolasyonu yapilarak, bu hiicrelerin hastalik patogenezinde sergiledikleri
davranislari karakterize etmek tercih edilmektedir. Adacik antijenlerine spesifik T
hiicrelerin sayr ve fonksiyonlarindaki degisiklikleri analiz etmek, otoimmin B hicre

yikimindaki immunolojik hadiselerin anlasiimasinda yardimci olacaktir [16].

Calismamizda, GAD65 antijenine spesifik T hicre serilerinin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapildi. B hiicre otoantijenlerinden GAD65’in insan ve NOD farelerde
oldukca antijenik oldugu bircok calismada gosterilmistir. Kontrol hastalarin periferik
kanlarinda dahi GAD65’e karsi otoreaktif T hicreler bulunabilmektedir [316, 317].
GADG65’in ylksek antijenik yapiya sahip olmasi ve T1D hastalarinin blyilk cogunlugunda
GADA antikorunun varligi sebebiyle calismamizda adacik hiicre antijeni olarak GAD65’i
sectik. Calismamiza katilmak (izere 28 yasin alti 5 adet diyabetik ve 1 adet kontrol birey
gonlli oldu. T1D hastalarinda GAD65 otoantikorlari pozitiflik gosteren bireyler calismaya
dahil edildi. Hasta ve kontrol bireylerden alinan PKMN hiicreler, bitiin rekombinant
GADG65 antijeni ile 14 glin uyarildi, boylece epitoplarin antijen sunucu hiicreler tarafindan
dogal olarak kirpilarak sunulmalarina imkan saglandi. 14. giinden sonra antijene yanit

vererek cogalan hiicreler, MTT testi yapilarak tespit edildi. Her asamada yanit veren
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kuyucuklarda T hiicre serilerinin tekrar eden uyarimlarla devamina galisildi. Yanit veren T
hiicreler, her 14 glinde bir GAD65 antijeni ile uyarilmis ve radyasyona maruz birakilmis
otolog PKMN hiicreler ile uyarilarak cogalmalari ve 6zglinlesmeleri saglandi. Mikroskobik
olarak ¢ogalma gosteren ve MTT testinde proliferatif yanit veren T hiicre serileri limiting
diliisyon ydntemi ile tek hiicre tek kuyucukta olmak uzere yerlestirildi. Uzerine GAD65
antijeni ile uyarilan ve radyasyona maruz birakilan PKMN hcreleri ilave edildi. Bu yontem

ile T hiicre serilerinin klonlastirilmasina calisildi.

Calismaya dahil ettigimiz her hastadan otoreaktif T hiicre seri/klonlari elde edemedik.
Bunun sebebinin otoreaktif T hicrelerin insan kaninda olduk¢a diisiik oranlarda
bulunmasi ve tespit edilebilme imkanlarinin oldukga sinirli olmasina baglandi. Ayrica
kandaki otoreaktif T hiicrelerin antijene olan aviditelerinin olduk¢a disiik olmasi, antijene

baglanma ve reaksiyon vermelerini gliglestirmistir [16].

Elde edilen hiicrelerin hiicre ylizey belirtecleri akim sitometrisi ile incelendiginde, CD4 tipi
T hiicrelerden olustugu gozlendi. izole edilen ve GADG65 antijenine &zgiinlestirilen
hiicrelerin, T hiicre alt gruplarindan (CD4" ve CD8") yalnizca bir tanesinden pozitif olmalari
tek tip T hiicre serisinden olustuklarini gostermektedir. Ayrica bu CD4" T hiicre serilerinin
kontrol bireyden elde edilen T hiicrelere oranla, yliksek miktarda CD25 ekspresyonu
yaptiklari gosterildi. Bulgularimiz daha 6nce izole edilen T hiicre klonu karakterizasyon
calismalarinda kontrol bireylere oranla vyiksek CD25 ekspresyonu tespit edilen
calismalarla 6rtismektedir [304]. Bunun yaninda calismamizda, diyabetik hastalardan
elde edilen otoreaktif T hiicre serilerinin CD69 aktivasyon molekilini kontrol bireylere
oranla daha yliksek miktarda eksprese ettikleri ortaya kondu. Elde ettigimiz sonuglar, T1D
hastalarindan elde edilen GAD65 proteinine reaktif T hiicrelerin aktive fenotipte
olduklarini goésterdi. Bu aktivasyon fenotipine saglikli bireyde rastlanmadi. T1D
hastalarindan elde edilen T hiicrelerin TCR molekiillerinin spesifik peptidle uyarilmalari

sonucu CD25 ve CD69 ekspresyonunun arttigi diistintldi.

Calismamizin bir sonraki asamasinda T1D hastalardan ve kontrol bireyden elde ettigimiz
GADG5 reaktif T hiicre serilerinin sitokin sekresyon profilleri ELISA yontemi ile analiz edildi.

T1D hastalarin T hiicre serileri GAD65 antijenine karsi heterojen bir yanit olusturduklari,
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iIFNy, iL-4, iL-10 ve IL-17 sitokinlerinin her birini salgiladiklari gésterildi. Ancak dominant
cevabin iFN-y salgisi oldugu ve adacik patolojik hasarinin IFN-y salgilayan Th1 tipi CD4" T
hiicreler tarafindan kaynaklanmis olabilecegi distintldi [318, 319]. Bu sitokin profilinin,
daha oOnce izole edilen T hiicre serilerinin sitokin profilleri ile uyumlu oldugu dogrulandi
[299, 320]. Ozellikle 4.2C, 4.11B ve 4.9B T hiicre serilerinde yiiksek diizeyde iFN-y salgisi,
iL-4 salgilanmasini kismi diizeyde inhibe ettigi ve Thl tipinde immiinolojik reaksiyon
olusturdugu gozlendi. Bunun yaninda iL-4 salgilayan Th2 hiicrelerin de izole ettigimiz T
hiicre serilerinde yer aldiklari saptandi. Daha 0Once vyapilan birgok c¢alismada T1D
hastalarindan izole edilen bazi T hiicre klonlarinin Th2 tipinde immiunolojik cevap
olusturduklari, iL-4 ve iL-13 gibi tip 2 sitokinleri salgiladiklar gdsterilmistir [285, 321].
Genelde Th2 tipi T hiicreler T1D’i 6nlemeye yonelik anti-enflamatuvar yanitlar sergiledigi
bilinse de kismen de olsa adacik hiicre hasarina katkida bulunduklari distnilmektedir
[322]. Bundan dolayi elde edilen T hiicre serilerimizin bazilarinin Th2 tipinde T hiicre
populasyonunu icerdikleri ve immiinolojik reaksiyona katkida bulunduklari distntldi.
Bunlarin yaninda T1D hastalarindan elde ettigimiz T hiicre serilerinde iL-10 salgilayan T
hiicrelerinin varhgi saptandi. Bu durumun, antijen ile tekrar eden stimtlasyonlarin, PKMN
hiicreler icerisindeki Treg hlicreleri uyarmasi sonucu kaynaklandigi diistintldi. Bu nedenle,
varolan enflamatuvar yaniti dengelemek amaciyla bazi T hiicre serilerinde ylksek diizeyde
iL-10 salgilandigi c¢ikarimina varildi.  iL-10 salgilayan hiicrelerin regilatdor fonksiyon
gosterdikleri bilinmektedir. Bu nedenledir ki, saghkli kontrol bireyde iL-10 seviyesi yiiksek
bulundu. Schloot ve arkadaslari T1D hastalarindan hem iL-10 hem de iFN-y iireten T hiicre
serileri ve klonlari olusturmuslardir [320]. Benzer sekilde Dromey ve arkadaslari T1D
hastalarindan rekombinant GAD65 ve proinsiilin antijenlerini kullanarak iL-10 salgilayan
Treg hiicre klonu olusturmuslardir [323]. Bizim ¢alismamizda da yukaridaki ¢alismalari

dogrular nitelikte iFN-y, iL-4 ve iL-10 salgilayan tipte T hiicre serileri olusturuldu.

Tim bu sitokinlerin yaninda calismamizda IL-17 sitokin salgisina bakarak Th17 tipi T
hiicrelerin otoreaktif T hiicre serilerinde var olup olmadigina bakildi. T1ID hastadan izole
ettigimiz T hiicre serilerinin bir tanesinde, saglkli kontrol ile kiyaslandiginda yiiksek
diizeyde iL-17 salgilandigi saptandi. Bu sonug¢ elde ettigimiz bazi otoreaktif T hiicre
serilerinin Th17 tipi T hiicreleri barindirdiklarini ortaya koydu. Th17 hiicrelerin, adacik

patolojisinde proenflamatuvar ortam olusumuna katkida bulunduklari ve hastaligin
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ilerlemesinde rol oynadiklari bilinmektedir [324]. Daha 6nce yapilmis bircok calismada
T1D hastalari ve kontrol bireylerde iL-17 salgilayan Th17 hiicrelerin varligi gésterilmis, bu
hiicrelerin var olan adacik patolojisine énemli katkilarda bulundugu ortaya konmustur
[157, 158, 293, 325]. Ancak T1D hastalarindan iL-17 salgilayan Th17 tipi T hiicre seri yada
klonlari izole edilememistir. Bizim ¢alismamizda Th1 CD4" T hiicrelerine ilave olarak Th17

CD4" T hiicreler de izole ve karakterize edilmistir.

T hicre serilerinin/klonlarinin izolasyonu ve karakterizasyonunun yaninda, ¢alismaya dahil
ettigimiz T1D hastalarinin HLA genotipik yapilarini ve hastalik ile olan iliskilerini inceledik.
HLA genotiplendirme, sekans spesifik oligonlkleotid (SSO) yontemi ile yapildi. T1D
hastalarinin hastalik olusumunda yuiksek risk olusturan sinif 1l HLA alelleri (HLA-
DRB1*0301, 0402, 0101, HLA-DQB1*0201, 0302, 0501, HLA-DPB1*0201, 0301) tasidiklari,
buna karsin koruyucu alellerden (HLA-DQB1*0602, 0301, HLA-DP*0402, HLA-DRB1*0403)
yoksun olduklari gosterildi. Benzer sekilde sinif | HLA alellerinden T1D igin yatkinhk
olusturan alelleri (HLA-A*0201, 0101, 0301, 1101, HLA-B*0702, 1801, 5001, 5101, 3901
HLA-C*0303, 0401, 0602, 0701, 0702) barindirdiklari gosterildi. Bunlardan 6zellikle HLA-
A*0201 ve HLA-B*3901’in T1D olusumunda yiiksek risk faktori olusturdugu bilinmektedir
[64]. Sonu¢ olarak calistigimiz T1D hastalarinda hastalik olusumundaki yatkinlikta rol

oynayan HLA alellerinin ve haplotiplerinin varligi dogrulandi.

T1D hastalik patogenezine dahil olan mekanizmalari ortaya ¢ikarmak amaciyla T hicre
klonu calismalari olduk¢ca faydaldir. Klonlarin spesifik antijenlerinin epitoplarinin
belirlenmesi ile spesifik antijen terapileri amaclanmakta, bu da T1D’in tedavisinde gelecek
vaad etmektedir. Bizim calismamizda diger calismalarla benzer sekilde GAD65 antijenine
reaktif T hicreler diyabetik hastalardan izole edilmis ve fenotipik 6zellikleri ayrintili olarak
arastinlmistir. Simdiye kadar Tirk T1D hastalarinda otoreaktif T hiicre serilerinin
fonksiyonel 06zellikleri ile ilgili herhangi bir veri ortaya konmamistir. Bu calisma
Turkiye’deki diyabet hastalarinda, T hicre serilerinin fonksiyonlarini ve aktivasyon
fenotiplerini, bunun yaninda otoreaktif T hiicre serilerinin ait olduklari hastalarin HLA

genotiplerinin ortaya koymasi bakimindan oldukga anlamlidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Tip 1 diyabet hastalarindan T hicre serileri izole edilmis, in vitro kosullarda
fenotipik ve fonksiyonel analizleri ortaya konulmustur. Elde edilen T hiicre klonlarinin
CD4" T hiicreler olduklari gésterilmis, saghkli kontrol T hiicrelerle kiyaslandiginda yiiksek
diizeyde CD25 ve CD69 aktivasyon fenotipi sergiledikleri goriilmustir. Sitokin sekresyon
diizeyleri analiz edildiginde baskin oranda iFN-y iireten Th1 tipi CD4" T hiicrelerden
olustuklari, bunun yaninda yiiksek diizeyde iL-17 {reten Th17 T hiicre serisi de tespit
edilmistir. Ayrica T hiicre serilerinin diisiik miktarda iL-4 ve iL-10 iireten hiicrelere sahip

olduklari da gézlemlenmistir.

Tip 1 diyabette otoreaktif T hlicre klon calsmalari, T1D'in immiinopatogenezini
arastirmada vazgegilmez bir yontem olmustur. Bir¢ok arastirmaci farkli metotlar
kullanarak T1D hastalarindan farkli fenotiplere sahip T hiicre klonlari elde etmislerdir. Elde
edilen T hicre klonlarinin benzerlikleri olsa da tamamen kisiye 6zel degisebilen farkli
formlarda da acgiga ¢ikabilmektelerdir. Bu nedenle her bir izole edilen klon, sahsa 6zel olup
bilim diinyasi adina 6énem arz etmektedir. T1D’in 6nlenmesi ve imminolojik slirecin takip
edilmesi adina T hiicrelerin fenotipik ozellikleri ve spesifitelerinin agiga cikarilmasi
gerekmektedir. izole edilen T hiicre klonlarinin spesifik ézellikleri iyi yorumlandiginda
hastaliga dair gizli kalmis bazi mekanizmalar ve devaminda hastaligin tedavisine yonelik
calismalar planlanabilmektedir. T hicrelerin spesifik olduklari B hicre antijenlerinin
peptid epitoplarinin analizleri yapilarak, peptid kaynakl immuinoterapilerin gelistirilmesi
gelecek vaad etmektedir. Bizim calismamizda diger T hicre klon c¢alismalarina benzer
sekilde otoreaktif CD4" T hiicreler elde edilmis, fonksiyonel ve karakteristik &zellikleri
ortaya konmustur. Bu ¢alisma, Tiirk T1D hasta poplilasyonunda daha 6nce hi¢ yapilmamis
otoreaktif T hiicre analizleri ve fonksiyonel 6zellikleri ile ilgili boslugu dolduracak, bilim
diinyasina onemli katkilar saglayacaktir. ileriki asamalarda elde edilen otoreaktif T
hiicrelerin fonksiyonel ve genetik ozellikleri daha da derinlemesine arastirilarak, aciga
¢tkmamis T1D mekanizmalarinin ortaya cikarilmasi ve kisiye 6zel immiinoterapilerin

gelistirilmesi planlanmaktadir.
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Tum bu ¢alismalarin sonucunda, T1D alaninda yapilan in vitro T hiicre ¢alismalari ileride
daha da gelistirilerek T1D’e karsi gesitli imminoterapotik yaklasimlarin gelistirilmesi adina
dénem arz etmektedir. Ozellikle Glkemizde T1D vakalarinin sikhig ve bu alanda yapilan
¢alismalarin yetersizligi gz online alindiginda, yaptigimiz ¢alisma ve deneysel yaklasimlar
Ulkemizde de bu alanda yapilacak olan ¢alismalara i1sik tutmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda
elde edilen veriler, bilimsel literatire ¢ok biylk katki saglayacak, daha 6nce yapilmis
otoimminite ve T hicre c¢alismalari Uzerine olan yaklasimlara yeni bir bakis agisi

getirecektir.
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EK-1. Massachusetts Universitesinde Yapilan Calismalar Hakkinda

ACIKLAMA:

Bu boélimde tez galismam sirasinda Tubitak'in Bideb-2214-A yurt disi arastirma projesi
kapsaminda bir yilligina ziyaretci doktora 6grencisi olarak gittigim, Massachusets
Universitesi Molekiler Tip Anabilim Dali “Diabetes Center of Excellence” (Seker Hastalig
Mikemmeliyet Merkezi)’nde Dog. Dr. Michael Brehm ile, kendisinin danismanhgi ve

sorumlulugunda, yaptigim ¢alismalarin tez konum ile ilgili olanlarinin bir kismi verilmistir.

1. Tip 1 Diyabetik Hastalardan Alinan Otoreaktif T Hiicrelerin insanlastirilmis Fare

Modellerinde (Humanize) in vivo Arastiriimasi

“Insanlastirilmis fare”, insan hematopoetik hiicre veya doku transplante edilmis ve
transgenik olarak insan genlerini eksprese edebilen modellerdir. insanlastirilmis fare
modelleri insan dokulari, hematopoetik kdk hiicreler (Hematopoietic Stem Cell: HSC) veya
olgun periferik kan mononikleer (PKMN) (Peripheral Blood Mononuclear: PBMN)
hicreleri immiin yetersiz farelere enjekte edilerek olusturulabilir. Alici farenin genetik
altyapisi insan hucrelerinin kimerizmi ve fonksiyonlari igin olduk¢a énem tasir. En son
tanimlanan ve iL-2 reseptdr gamma zincirinde (iL-2ry) mutasyona sahip immiin yetersiz
fare modeli, insan hiicrelerinin engrafmanini ve fonksiyonlarini olduk¢a artirmaktadir. iL-
2ry; IL-2, iL-4, iL-7, iL-9, IL-15 ve iL-21 sitokinlerinin sinyalizasyonu igin gerekli olup [1],
ortak y zincirinden yoksun olma durumunda adi gegen sitokinlerin etkileri de ortaya
cikamayacaktir. Bu reseptérden yoksun olan NOD-scid /L-Zry"”” (NSG) farelerde, fare T ve
B lenfosit gelisimleri [2, 3] ve NK hiicre aktivitesi olduk¢a hasar gormustiir [4], boylelikle
insan HSC ve PKMN hiicre engrafmani icin en elverisli ortami olusturmaktadirlar. Bu fare
modellemeleri kullanilarak normalde mimkiin olmayan in vivo arastirmalar mimkin hale
getirilerek, insan hayatini risk altina sokmadan insan biyolojisinin derinlemesine ve
detaylariyla kavramak amaciyla ¢alismalar yapilabilir. Etik ve teknik anlamda sinirli olan in
vivo galismalar boylelikle daha yapilabilir hale gelmektedir. Bu fare modelleri; insan

hematopoez, dogustan ve edinilmis immiuinite, otoimmiunite, enfeksiyoz hastaliklar,
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kanser biyolojisi ve rejeneratif tip gibi ¢esitli alanlarda ¢alisma imkanlari sunmaktadir. Bu

fareler kullanilarak gesitli hastaliklar icin yeni terapotik yaklasimlar gelistirilebilir [5, 6].

Bu kisimda sunulan ve tez ¢alismalarim dahilinde Massachusetts Universitesi'nde yaptigim
¢alismalarda genetik olarak insanlastirilmis fare pankreas B hiicrelerinde, insan T
hiicrelerinin in vivo patoloji olusturmasi planlanmisti. Bu amacla, genetik olarak HLA
molekdlleri, kostimilator molekiller ve otoantijenler NSG farelerin B hiicrelerinde
eksprese ettirildi, boylece otoreaktif T hiicrelerin B hiicrelerini tanimalari kolaylastirildi. T
hicre klonlarinin insanlastirilmis fare modellerinde yasama glgligli goéz 6nlinde
bulundurularak T1D hastalarindan alinan PKMN hiicrelerinin farkli formlarda immiin

yetersiz farelere enjeksiyonu yapilarak, T1D in vivo modeli olusturulmaya calisildi.

1.2. insan IGRP 65.273, PPl 15.24 spesifik otoreaktif CD8" T hiicrelerin in vitro aktivasyonu
sonrasinda NSG-(K'°D"’)nuII HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak

transplantasyonu ve in vivo patolojik etkilerinin incelenmesi

Bu asamada aktive olmus insan IGRP ve PPI spesifik CD8" T hiicrelerinin, HLA-A2 eksprese
eden pankreas B hiicrelerini hasarlayip hasarlayamayacagi arastirildi. Bu amagla HLA-A2
spesifik T hicreler icin fare adacik hiicrelerinde HLA-A2 eksprese eden NSG-(KbDb)”“" HHD-
A2 RIP-B7 fare modeli kullanildi. Bu fareler, fare sinif I MHC molekil eksprese etmeyip,
yerine insan HLA-A2 molekil eksprese etmektedirler. Ayrica bu fare modelleri T hiicre
aktivasyonu icin kostimilator molekil destegi saglamak amaciyla, B7-1 kostimulator
molekil ekspresyonunu sican insiilin promoter molekillu (rat insulin promoter (RIP))

onculliginde transgenik olarak yapmaktadirlar [7].

Oncelikle, HLA-A2 genetik yapisina sahip T1D hastalarindan edinilen periferik tam kandan
PKMN hiicre izolasyonu yapildiktan sonra CD8" T hiicreler izole edildi. Bu amacla, MACS
yontemi ile CD8" T hiicrelerin disindaki hiicreler manyetik boncuk bagl antikor (insan CD8
izolasyon kiti, Miltenyi Biotec) kiti kullanilarak isaretlenirken, CD8" T hiicreler
isaretlenmeyerek (non-touch) ayrildi. Béylece antikorla isaretlemeye bagli aktivasyondan
kacinilmis olundu. Daha sonra CD8" T hiicreler insan ve farede ortak aminoasit

sekanslarina sahip HLA-A2 sinirli otoreaktif peptid havuzu (IGRP »g6.273, PPl 1524 ) ile 7 glin
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kiiltir ortaminda uyarildi. HLA-A2 sinirli Flu-M1 peptidi ile uyarilan CD8" T hiicreler pozitif
kontrol, antijenle uyarilmamis T hiicreler negatif kontrol olarak kullanildi. Enkiibasyon
sirasinda kiiltire, insan iL-2, IL-7 ve iL-15 sitokinleri eklendi. 7 giin sonunda hiicreler
toplanarak aktive ve naif CD8" T hiicre fenotip oranlarina bakildi. Bu amagla hiicreler insan
CD45RA, CD62L ve HLA-DR antikorlari ile boyanarak akim sitometrisi ile analiz edildi (Sekil
3a).

NSG-HHD farelerin homeostatik T hiicre ¢ogalmasi ve sag kalimi igin gerekli sitokinlerden
yoksun olduklari géz éniinde bulundurularak, iL-2 eksprese eden plasmid enjeksiyonun T
hiicre aktivasyonu icin gerekli ticlincii sinyali saglayabilecegini, insan CD8" T hiicrelerin sag
kalimini artirabilecegi hipotezini kurduk. Bu amagla hiicre transplantasyonundan 1 giin
dnce hidrodinamik olarak iL-2 plasmid enjeksiyonunu gerceklestirdik. Plasmid enjeksiyonu
sonrasl, peptid havuzu ile aktive olmus, Flu-M1 peptidi ile aktive olmus ve kontrol CD8" T
hiicreleri NSG-(K°D®)™" HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak enjekte edildi. CD8"
T hicrelerin adoptif transferinden 30 ve 60 giin sonrasi insan CD45" T hiicrelerin

engraftman ve aktivasyon diizeyleri analiz edildi (Sekil 1).

Hiicre transplante edilmis tim farelerde engrafmanin basarili oldugu, zamana paralel
engrafman seviyesinin arttigi gézlemlendi. Yaklasik 60 giin sonra dalak ve kanda CD45"
hiicre seviyesinin oldukca yiiksek oldugu tespit edildi (Sekil 2a). Engrafte olan CD3*
hiicrelerin %95’ten fazlasinin C8" T hiicreler oldugu dogrulandi (Sekil 2b). Ayrica
transplantasyondan 30 giin sonra CD8" T hiicrelerin aktivasyon fenotipleri analiz edildi.
CD8" T hiicrelerin akim sitometrik analizi sonucunda, CD8" T hiicrelerin efektdr fonksiyon
sergiledikleri (CD8'/HLA-DR’), naif fenotiplerinin (CD8*/CD45RA*, CD8'/CD62L") ise
enjeksiyon oncesi fenotipleriyle kiyaslandiginda azaldigl ortaya kondu (Sekil 3a). Benzer
sekilde transplantasyondan 60 giin sonra kan ve dalakta efektér CD8" T hiicre sayilarinin

naif CD8" T hiicrelerinden fazla oldugu gézlemlendi (Sekil 3b).

insan CD8" T hiicrelerinin, intrapankreatik olarak, NSG—(KbDb)"“” HHD-A2 RIP-B7 farelere
enjeksiyonundan 8 hafta sonra farelerin pankreaslari g¢ikartilarak immiinohistokimyasal
analizleri yapildi. IGRP-PPI spesifik T hiicreler adaciklarin cevresine ve i¢ kismina infiltre

olurken, kontrol T hiicrelerin adacik ¢evresi alanlarda sinirli kaldiklari gézlemlendi. Flu-M1
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peptidine spesifik T hiicreler ise perivaskiiler alanlarda infiltre olmuslardi (Resim 1). 3
grubun olusturulmasinda da ayni hastadan gelen PKMN hicreler kullanildig icin, kontrol
grubunda otoreaktif CD8" T hiicrelerin adacik ¢evresi infiltrasyonu muhtemel bir sonug
olarak beklenmekteydi. Ancak ayni CD8" T hiicrelerin fare ve insanlarda ortak aminoasit
sekanslarina sahip otoreaktif peptidlerle kisa donem enkiibasyonu pankreas adaciklarin
icine T hicre infiltrasyonunu arttirdi (Resim 1a). Her 3 grupta da ekzokrin pankreasta
insan CD45 boyanmasi tespit edildi. Bunun intrapankreatik enjeksiyon sirasinda olusmus

olabilecek doku hasari ve enflamasyondan kaynaklanabilecegi diistintld.
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Sekil

99.3

insan CD45

1.

73.7

CD8

IGRP 66273, PPl 1524 spesifik CD8" T hiicrelerin insanlastirilmis farelere
transplantasyonu sonrasi aktivasyon ve engrafman dizeylerinin akim
sitometrisi ile analizi. Aktivasyon fenotiplerini ve engrafman dizeylerini
saptamak amaciyla anti CD45-APC-H7, anti-CD3-FITC, anti-CD8-pacific blue, anti
CD45RA-APC, anti-HLA-DR-BV-605, fare anti- CD45-PerCP antikorlari
kullanilarak c¢ok renkli akim sitometri LSR Il cihazinda yapildi. insan CD45"
hiicreleri kapilanarak fare CD45" hiicrelerinden ayrildi. insan CD45"
hiicrelerinde CD3" ve CD8" olanlar kapilandi. Bu hiicre popiilasyonundan CD8"
CD45RA" ve CD8" HLA-DR" olan hiicrelerin yiizdeleri belirlendi.
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Sekil 2. In vitro kosullarda peptid havuzu ile aktive edildikten sonra NSG-(KbDb)””” HHD-A2
RIP-B7 farelere enjekte edilen CD8" T hiicrelerin engrafman kinetigi. insan CD8" T
hiicrelerinin insanlastiriimis farelere enjeksiyonundan sonraki 30. giinde kan, 60
giinde kan ve dalaktaki CD45" (a) ve CD8" (b) T hiicrelerin varligi analiz edildi ).
* p<0.05, ** p<0.01.
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Sekil 3. CD8+ T hiicrelerin aktivasyon fenotipleri. Onceden aktive edilen CD8" T
lenfositlerin enjeksiyon dncesi ve sonrasi aktivasyon fenotipleri gosterildi (a).
Adoptif transferden 8 hafta sonra periferik kan ve dalakta, efektér CD8* T
hiicrelerin (HLA-DR") venaif CD8" T hiicrelerin (CD45RA") oranlari analiz edildi
(b). *,p<0.05, ***,p<0.001.
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Resim 1. CD8" T hiicrelerin NSG-(KbDb)"“" HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak
enjeksiyon sonrasinda pankreas adacik hiicre infiltrasyonlari. T1D hastasindan
izole edilen CD8" T hiicrelerinin Flu-M1, IGRP-PPI peptidleriyle
enklibasyonlarindan 7 gin sonra hicreler insanlastirlmis farelere
intrapankreatik olarak enjekte edildi. 8 hafta sonra fare pankreaslari gikartilarak
H&E, insan CD45 ve insilin ile boyandi ve histopatolojik analizi yapildi (a).
IGRP,66.273, PPl1ss peptidleriyle enkiibe edilen CD8" T hiicrelerinin adaciklarin
iclerine infiltre olduklari gozlemlendi (ok isaretleri) (b). H&E boyamasi
adaciklarin histolojik butinlGgini gozlemlemek, insilin boyamasi B hicrelerini
identifiye etmek, CD45 boyamasi da insan T hiicre infiltrasyonunu gostermek
amaciyla yapildi.
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Yorum

Calismamizin bu kisminda 6nceden aktive edilen T hiicrelerinin immin yetersiz farelerde T
hiicre aktivitesi arastirilmistir. Oncelikle HLA-A2" T1D hastalarinin CD8* T hiicreleri
ayrilarak, kisa donem otoantijenik peptidlerle kiltiirde enkiibe edildi. Kullanilan peptidler
(IGRP,g6.273, PPl15.24), insan ve farede ortak aminoasit sekanslari olan, dolayisiyla her iki tiir
icin de ortak peptid taninmasi ve sunulmasina imkan veren peptidlerdir. inkiibasyon
sonrasi peptidlerle 6n tanismadan ve aktivasyondan gecen ve c¢ogalan CD8" T hiicreleri,
intrapankreatik yolla insan HLA molekli ile uyumlu NSG—(KbDb)nUII HHD-A2 RIP-B7 farelere
enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi belirli araliklarla farelerin periferik kan ve dalaklarinda
insan CD45" ve CD8" T hiicrelerin varhg gosterildi, var olan T hiicrelerin aktive
fenotiplerinin arttigi ortaya kondu. Enjekte edilen aktive olmus CD8" T hiicrelerin,
insanlastirilmis farelerin pankreaslarina infiltre olduklari ve disiuk dizeyde insilitis
tablosu olusturduklari gézlemlendi. IGRP, PPI peptidlerinin pankreas adacik hiicrelerine
dogru otoreaktif T hicre hareketini artirdigi gosterildi. IGRP,PPI peptidleriyle muamele
edilen T hicrelerinin, bu peptidlerle 6nceden uyarilmamis T hicrelerine oranla NSG-
(KbDb)”“” HHD-A2 RIP-B7 farelerde adacik infiltrasyonu etkinliginin daha yiksek oldugu
gozlemlendi. Flu-M1 peptidi ile muamele edildiginde ise, T hicrelerinin adaciklara
infiltrasyonunda herhangi bir degisiklik olusmadi. Bu ¢alismada kullanilan fare modeli
daha da gelistirilerek, ileride B hiicre yikiminin ve infiltrasyonunun 6nlenmesine yonelik

yeni immunoterapilerin gelistirilmesi adina gelecek vaad etmektedir.
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Ek-3. Gonilli Bilgi Onay Formu

“Tip 1 Diyabet Antijenlerine Spesifik T hiicre Klonlarinin izolasyonu ve
Karakterizasyonu” baslikl ve sizden gonilli olarak katilmaniz istenen g¢alisma bir klinik
arastirmadir. Bu c¢alismanin amaci, Tip 1 diyabete sebep olan otoreaktif T hiicrelerini
kandan izole etmek ve bunlarin etki mekanizmalarini, 6zelliklerini incelemek ve analiz
etmektir. Arastirmaya katilmaniz durumunda, Endokrinoloji bélimiizde kan tetkikleriniz
degerlendirilecektir. Bu arastirma sonucunda Tip 1 diyabetin imminolojik mekanizmalari
aydinlatiimaya calisilacak ve elde edilen veriler sonucunda ileriki sireclerde tedaviye
yonelik yaklasimlar hedeflenecektir. Calismaya katilmaktan sonradan vazge¢meniz
durumunda da yine ilgili sikayetlerinize yonelik diger tetkiklerinize devam edebilirsiniz.
Yapilacak tetkikler icin sizden herhangi bir licret 6demeniz talep edilmemektedir. Ayrica
metabolik bozukluklariniz varsa buna yonelik tedbirler konusunda bdélimimizde
bilgilendirileceksiniz.

Bu arastirmaya sizin gibi katilmasi istenen gonilli sayisi 60’dir. Arastirma sliresince ve
sonunda sahsi bilgileriniz kesinlikle sakli tutulacak, tibbi bilgileriniz ise bilimsel amaglar
dogrultusunda veri elde etmek amaciyla kullanilacaktir. Arastirma veya tedaviniz ile ilgili
ayrintili soru veya sorununuz igin Dr. Tuncay DELIBASI'ni 0 312 5962000 / 2922 nolu
telefondan arayabileceksiniz. Calisma ile ilgili sikayetleriniz igin SB Diskapi Yildirim Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesi Hasta Haklari Birimi, Bashekimlik veya Egitim
Koordinatorligline basvurabilirsiniz. Calismaya katilmak suretiyle bilimsel ¢alismalara
verdiginiz destekten dolayi tesekkir ederiz.

Arastirmacinin Adi Soyadi
imzasi
Tarih
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ONAM FORMU

ikinci bélim: (Katiimcinin/Hastanin Beyani) (bu bélim hazirlanan génilli olur
formunun sonuna eklenmelidir)

Sayin Arastirmaci Siiheyla Hasgiir tarafindan Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi ve DYBEAH Pankreas Adacik Hiicre izolasyon Merkezi
‘nde tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimci” (denek) olarak davet
edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biylk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin vydiratlilmesi  sirasinda  herhangi  bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi ©6nceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi
da tutulabilirim.

Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tirli tibbi
midahalenin saglanacagl konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi midahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr Tuncay
Delibasi, DYBEAH Endokrinoloji Poliklinigi-326 0010/1401-1415 ‘ten arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
distinme siresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimci” (denek) olarak yer
alma kararini aldim. Bu konuda vyapilan daveti bliyik bir memnuniyet ve gonulliluk
icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Benden alinan kan ve orneklerinin, patolojik materyallerinin ve yapilan tim goriintiileme
tetkiklerinin daha sonra ¢alismalarda kullaniimasina izin veriyorum.
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Projelerde Yaptig1 Gorevler:

1.

. _ _ null : .

Insanlastirilmis FLT3-L transgenik NOD-scid [L2ry (NSG) farelerde insan miyeloid
hiicre serilerinin gelisimi, farklilasmasi ve fonksiyonel analizleri-Sorumlu Arastirmaci

. null

IL-6 transgenik  NOD-scid IL2ry (NSG) farelerde insan hematopoetik kok
hiicrelerinin nakli sonrasi T ve B lenfositlerin engrafman etkinligi- Sorumlu Arastirmaci

Tip 1 diyabet hastalarindan elde edilen otoreaktif T hicrelerin insanlastiriimis fare
modellerinde in vivo analizi-Sorumlu Arastirmaci

insan hematopoetik koék hiicrelerinin immiin vyetersiz farelerde engrafman
optimizasyonu calismalari-Sorumlu Arastirmaci

(Yukaridaki 4 proje National Institutes of Health arastirma proje no: Al046629 ve
DK032520, an institutional Diabetes Endocrinology Research Center (DERC) proje no:
DK32520, University of Massachusetts Center for AIDS Research, proje no: P30
Al042845, the Juvenile Diabetes Research Foundation, International Helmsley
Foundation tarafindan, ayrica TUBITAK yurt disi arastirma destegi (2214A) tarafindan
desteklenmistir).

Farelerden elde edilen dalak, lenf nodu ve timis hiicrelerinin yaslanma ile degisen
hiicre ylzey belirteglerinin akim sitometri ile analizi-Sorumlu Arastirmaci, Gazi
Universitesi, immiinoloji Arastirma Merkezi projesi

T.gondii ile enfekte edilmis insan periferik kan monositlerinin sitokin sekresyon
profillerinin analizi — Sorumlu Arastirmaci, Gazi Universitesi, imminoloji Arastirma
Merkezi projesi

T.gondii parazitinin fare intestinal intraepitelyal T lenfositlerinden IL-17, IL-15, IL-21,
IL-22, IL-23, IL-24, IL-26, IL-27, IL-35 sitokinlerinin salinimlari UGzerine etkilerinin
arastiriimasi-Sorumlu Arastirmaci, Gazi Universitesi, BAP projesi

Caco-2 Epitel Hicre ve THP-1 Monosit Hicrelerinin  Kokiltir Modelinde
Mycobacterium tuberculosis Man-LAM ve 19kDa Lipoprotein Antijenleri ile Uyarimin
Hiicre Sitokin ve NO Yanitlarina Etkisinin Arastirilmasi- Yardimci Arastirmaci, Gazi
Universitesi BAP Projesi
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