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ÖZET 

Tip 1 diyabet (T1D), T hücre ilişkili otoimmün bir hastalık olup, insülin üreten beta (β) hücrelerinin 
yıkımı ile karakterizedir. β hücrelerine karşı oluşan T hücre yanıtlarının tespiti, hastalık 
mekanizmalarının derinlemesine anlaşılabilmesi adına oldukça önemlidir. Bu amaçla, sunulan 
çalışmada, T1D hastalarında periferik kandan GAD65 reaktif CD4+ T hücre serileri izole ve 
karakterize edildi. T1D hastalarından izole edilen PKMN hücreleri, GAD65 antijeni ile her 14 günde 
bir uyarıldı ve antijen reaktif T hücreleri MTT proliferasyon testi ile belirlendi. Makroskobik olarak 
büyüme gözlemlenen ve MTT testinde en iyi proliferatif yanıt veren kuyucukların antijen ile 
uyarılmasına devam edildi. Çoğalan hücrelerin hücre yüzey belirteçleri ve aktivasyon fenotipleri 
akım sitometrisi ile analiz edildi. Elde edilen otoreaktif T hücre serilerinin CD4+ T hücreler oldukları 
saptandı. T1D hastalarda aktive CD4+CD25+ T ve CD4+CD69+ T hücre oranları sağlıklı kontrole 
oranla oldukça yüksek bulundu. Otoreaktif T hücre serilerinin sitokin sekresyon profilleri ELİSA 
testi ile analiz edildi. T hücre serilerinin heterojen fenotip sergiledikleri, ancak T1D hastalarında 
baskın olarak İFN-γ salgılayan CD4+ Th1 hücrelerin bulunduğu görüldü. Bunun yanında İL-4 
salgılayan Th2, İL-17 salgılayan Th-17 ve İL-10 salgılayan T hücre serilerinin varlığı da gözlendi. 
Sağlıklı kontrol bireyden izole edilen T hücre serilerinin düşük düzeyde İFN-γ, İL-4 ve İL-17, ancak 
yüksek düzeyde İL-10 salgıladıkları görüldü. Sonuç olarak, T1D hastalarından GAD65 otoantijenine 
reaktif T hücre serileri izole edildi, bu hücrelerin kontrol bireye oranla yüksek aktivasyon fenotipi 
sergiledikleri ve daha çok sitokin saldıkları gösterildi. Bu sonuçlar T1D patogenezinde GAD65 
spesifik otoreaktif T hücrelerin rollerini ortaya koyması bakımından faydalı olacak, ileride T hücre 
temelli immünoterapilerin geliştirilmesine ışık tutacaktır.  
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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 (β) cells. Detection of T cell responses directed against β cells is 
critical for understanding detailed mechanisms underlying the disease. In this study, with this aim, 
we isolated and characterized human GAD65 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-γ producing cells were dominant among GAD65 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-γ, 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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DL Desilitre 
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IGRP Adacığa özgül glukoz-6 fosfataz katalitik alt ünite-

ilişkili protein 

IGT Bozulmuş glikoz toleransı  

INS      İnsülin 

İFN İnterferon 

İL İnterlökin 
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İL-2RA/CD25 İnterlökin-2 reseptör alfa 
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T2D Tip 2 diyabet 
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1. GİRİŞ 

Tip 1 diyabet (T1D), insülin bağımlı diyabet olup, immün sistemin Langerhans 

adacıklarındaki beta (β) hücrelerini parçalayarak, insülin üretiminde yokluğa sebep olması 

sonucu oluşan otoimmün kaynaklı bir hastalıktır [1]. Genellikle genetik olarak yatkın 

bireylerde çevresel faktörlerin tetiklemesi ile meydana gelir [2, 3]. Hastalık tablosu 4-5 

yıllık immünolojik yıkım sonrasında yaklaşık %80-90’dan fazla β hücre hasarı meydana 

geldiğinde açığa çıkar [4]. Hastalık, hiperglisemiden kaynaklanan poliüri, polidipsi, polifaji 

gibi semptomlarla görülebileceği gibi ketoasidoz, böbrek ve kalp yetmezliği, görme 

bozuklukları gibi ağır semptomlarla da seyredebilir [5]. T1D, diğer diyabet çeşitlerinden 

hastalarda otoantikorların tespit edilebilmesi ve otoreaktif T hücrelerin varlığı ile ayırt 

edilebilir. T hücre reaktivitesi GAD, IGRP, IA-2 gibi birçok farklı adacık proteinine karşı 

oluşabilmektedir [6]. Hastalığın oluşumunda, HLA polimorfizminin etkileri çok büyük 

olmakla beraber, HLA dışında 40’dan fazla genin de diyabet oluşumunu etkilediği 

bilinmektedir [7]. Bunun yanında viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, beslenme gibi çevresel 

faktörlerin tetiklemesi ile hastalık tablosu ortaya çıkar [8].  

Genetik olarak yatkın bireylerde çevresel etmenlerin tetiklemesi ile immünolojik hadiseler 

baş gösterir. β hücre hasarı sonucu açığa çıkan antijenler konvansiyonel dendritik hücreler 

(cDC) tarafından yakalanarak bölgesel lenf düğümlerine götürülürler. Aktive olan cDC’ler 

tarafından işlenen antijenler MHC sınıf II molekülleri ile adacık antijenlerine spesifik CD4+ 

T hücrelere sunulurlar. Bu sırada makrofajlar ve diğer doğal immün sistem hücreleri 

tarafından salgılanan İL-12 gibi proenflamatuvar sitokinlerle T hücrelerin aktivasyonları 

indüklenir. Aktive olan CD4+ T hücreler adacık antijeni spesifik B lenfositleri aktive ederek, 

B hücrelerin plazma hücrelerine farklılaşıp antikor üretmelerini uyarır. CD8+ T hücrelere 

antijen sunucu hücreler ve β hücreler üzerinde eksprese olan sınıf I MHC molekülleri ile 

antijen sunumu gerçekleştirilir. CD4+ T lenfositler salgıladıkları sitokinler ile CD8+ T 

lenfositlerin aktivasyonuna yardım ederler. Aktive olan CD8+ T hücreler sitotoksik T 

hücrelere (CTL) farklılaşarak perforin ve granzim gibi sitotoksik moleküller üreterek β 

hücre hasarını başlatırlar. Bunun yanında İFN (interferon)-γ gibi proenflamatuvar 

sitokinler salgılayarak var olan patolojiyi artırırlar. CD4+, CD8+ hücrelerin ve makrofajların 
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salgıladıkları sitokinler ile diğer doğal immün sistem hücreleri de devreye girerek, oluşan 

yangısal ortam daha da artırılır [9-11].  

T1D’in meydana gelişinde en büyük patolojik etki T lenfositler tarafından oluşturulur [12, 

13]. T1D teşhisinde her ne kadar otoantikor varlığına bakılarak β hücre hasarı tahmin 

edilmeye çalışılsa da aslında otoantikorların varlığı, var olan T hücre ilişkili patolojinin bir 

ürünüdür [14]. Bu nedenle araştırmacılar T hücrelerin fonksiyonel analizlerini yaparak β 

hücre patolojisi altında yatan sebepleri araştırmaya çalışmışlardır [15]. T hücre analiz 

çalışmaları uygulaması zor bir yöntem olup, reaktif hücrelerin kanda çok düşük düzeyde 

bulunmaları sebebiyle halen sadece bilimsel araştırmalar amacıyla kullanılmakta, klinikte 

prediyabetik ve diyabetik hastaların teşhisi amacıyla kullanılamamaktadır [16]. T1D 

hastalığının altında yatan sebepleri ve T hücre efektör mekanizmalarını daha ayrıntılı 

olarak araştırmak amacıyla otoreaktif T hücre klonlarının izolasyon ve karakterizasyon 

çalışmaları vazgeçilmez bir yöntemdir [17]. Şimdiye kadar birçok T hücre klonu izole 

edilmiş, birbirleri ile benzerlikleri ve farklılıkları gösterilmiştir. Her bir izole edilen klon 

kişiye özel özellikler sergilemekte, bulunan her yeni klon bilimsel olarak anlam ifade 

etmektedir. T hücre klonu çalışmaları ile birlikte yapılan T hücrelerin reaktif oldukları 

antijenik epitopların belirlenmesi ile ileride kişiye özel immünoterapilerin geliştirilmesi 

adına gelecek vaad etmektedir [17, 18].  

Çalışmamızda T1D hastalarının periferik kanlarından GAD65 antijenine spesifik otoreaktif 

T hücrelerin izolasyonları yapılmış, elde edilen spesifik hücrelerin hücre yüzey belirteçleri 

akım sitometrisi ile sitokin fenotipleri ELİSA yöntemi ile analiz edilmiştir. Elde ettiğimiz 

veriler, henüz Türk T1D hasta popülasyonu içerisinde otoreaktif T hücrelerle ilişkili ayrıntılı 

bir veri ortaya konmadığı için oldukça önemli ve literatüre katkı sağlayacak değerli bir 

çalışmadır. 
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2. KAVRAMSAL ÇERÇEVE VE İLGİLİ ARAŞTIRMALAR 

2.1. Tip 1 Diyabet 

İnsülin bağımlı Tip 1 diyabet, pankreas Langerhans adacıklarındaki insülin üreten beta (β) 

hücrelerinin parçalanması sonucu ortaya çıkan insülin yetersizliği ve hiperglisemi ile 

seyreden kronik metabolik bir hastalıktır. İnsülin hormonunun yetersizliği sonucunda kan 

glikoz kontrolü bozulur, bu da klinik olarak poliüri, polidipsi, polifaji, glikozüri, ketoasidoz 

gibi akut semptomların ortaya çıkmasına, ilerleyen dönemlerde kardiovasküler hastalıklar, 

nefropati, nöropati, retinopati gibi ikincil komplikasyonlara sebep olabilmektedir. Tip 1 

diyabet (T1D), genellikle çocuklar ve gençlerde görülmekle birlikte, yetişkin bireylerde de 

ortaya çıkabilmektedir [12, 19-21].  

2.1.1. Epidemiyoloji 

Dünyada görülen diyabet vakalarının %5-10 kadarını T1D oluşturmaktadır. Diyabet 

vakalarının büyük bir kısmını ise insülin bağlanmasındaki direnç sonucu insülin 

cevabındaki azalma ile karakterize olan Tip 2 diyabet (T2D) oluşturur. T1D çocukluk 

çağında görülen en yaygın diyabet tipidir [22]. Vakaların %85’i 20 yaş altındaki bireylerde 

gözlemlenir. Hastalığın görülme insidansı bebeklik döneminde başlar, puberte çağlarında 

pik yapar ve bundan sonraki dönemlerde giderek azalır. Yetişkin bireylerde risk oranı tam 

olarak kaybolmamakla beraber, T1D vakalarının ancak %20-25 kadarını yetişkin bireyler 

oluşturmaktadır [23, 24]. Amerika Birleşik Devletleri’nin yaklaşık 300 milyon nüfusu 

içerisinden 1,5 milyonu T1D iken, bunların yaklaşık 170 000’ini 20 yaş altındaki çocuklar ve 

gençler oluşturmaktadır [8]. Birçok otoimmün hastalık kadınlarda erkeklere oranla daha 

fazla görülürken, T1D’in her iki cinsi eşit oranda etkilediği saptanmıştır. Ancak insidansın 

puberte döneminden sonra kadınlarda düştüğü, 29-35 yaş arası erkeklerde ise yüksekliğini 

koruduğu tespit edilmiştir [25]. 

T1D epidemiyolojisi ülkelere göre çok çeşitli varyasyonlar göstermektedir, bu durum 

genellikle T1D’ten sorumlu olan baskın genlerin ırksal dağılımına bağlanır. Genlerin 

yanında çevresel faktörler, coğrafik bölge ve beslenme de insidansı etkileyen 



4 

 

faktörlerdendir [26]. DIAMOND (World Health Organization Multinational Project for 

Childhood Diabetes)’ın raporuna göre en yüksek insidans Avrupa ve Kuzey Amerika 

ülkelerinde saptanmaktadır. Avrupa’da yılda 100 000 kişide 4-41 vaka saptanırken, Kuzey 

Amerika’da insidans 100 000’de 11-25 arasında değişkenlik göstermektedir. T1D’in en 

yaygın olduğu ülkeler Finlandiya ve Sardinya (İtalya) olarak rapor edilmiştir. Yılda 100 000 

kişide yaklaşık 50 vaka T1D olarak saptanmaktadır. Norveç, İsveç, İngiltere, Kanada, Kuzey 

Amerika, Yeni Zelanda ve Portekiz’de 100 000 kişide yaklaşık 20 vakaya T1D teşhisi 

konulmaktadır. Çin, Hindistan ve Venezuela T1D’in en az rastlandığı ülkelerdendir; 

buralarda hastalığın görülme insidansı yılda 100 000 kişide 0,1 oranındadır [24, 27]. T1D 

insidansı yılda 100 000 kişide Afrika’da 1-9, Güney Amerika’da <1-10 arasında çeşitlilik 

göstermektedir. Asya’da ise insidans yılda 100 000 kişide 1’in altındadır [1, 28]. Ülkemizde 

0-15 yaş arası T1D insidansı 100 000 kişide yaklaşık 2,5 olarak gösterilmiştir. DIAMOND’un 

1990-1999 yılı raporuna göre dünyada T1D insidansı her yıl ortalama %2,8 civarında artış 

göstermektedir. Kıtasal dağılıma bakıldığında T1D insidansının Asya’da %4, 

Avrupa’da %3,2, Kuzey Amerika’da %5,3, Güney Amerika’da %3,6 yıllık ortalama artış 

gösterdiği rapor edilmiştir [1, 24]. Yine SEARCH (the SEARCH for Diabetes in Youth) 

isminde bir araştırma grubunun verilerine göre yılda 15 000 gence T1D teşhisi 

konulmaktadır [29].  

2.1.2. Tip 1 diyabetin sınıflandırılması 

Diabetes Mellitus (DM), hiperglisemi ile karakterize insülin salgılanması veya insülin 

etkilerindeki bozukluklar sonucu oluşan, çoklu metabolik hastalıklar grubudur. Amerikan 

Diyabet Birliği’nin (ADA) sınıflandırmasına  göre DM; (a) T1D, (b) T2D, (c) diğer spesifik 

diyabet tipleri, (d) gestasyonel diabetes mellitus ve (e) prediyabet olmak üzere beş gruba 

ayrılır. Bunlardan birincisi insülin salgılanmasındaki yetersizlik sonucu açığa çıkan ve 

genellikle pankreas adacıklarındaki otoimmün patolojik yıkımın serolojik ürünleri ile tanısı 

konulabilen insülin bağımlı “Tip 1 diyabet”tir (Insulin-dependent Diabetes Mellitus: IDDM). 

IDDM). [22, 30]. İkinci ana grup ise diyabet türlerinin %90-95’ini oluşturan, immün ilişkili 

sebeplere dayanmayan ve insülin etkilerindeki direnç sonucu insülin salınımındaki 

yetersizlik ile karakterize “Tip 2 diyabet”tir (Non-insulin Dependent Diabetes Mellitus: 

NIDDM) (T2D) [31].  
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T1D kendi içinde “Tip 1A” ve “Tip 1B” olarak iki gruba ayrılır. Dünyadaki diyabetli 

çocukların yaklaşık %80’ini Tip 1A diyabetli çocuklar oluşturmaktadır. “Tip 1A diyabet”, 

hücre ilişkili otoimmün mekanizmalarla pankreasın β hücrelerinin parçalanması sonucu  

oluşur. Bu hastaların kanında β hücre yapılarına spesifik otoantikorlar (GAD, IA-2, IAA, 

ZNT8A, ICA) saptanır. Bu diyabet türü baskın şekilde insan lökosit antijenleri (Human 

Leukocyte Antigen: HLA) ile ilişkili olmakla beraber çevresel etmenlerin de hastalık 

üzerinde etkileri vardır. “Tip 1B diyabet”, “idiyopatik diyabet” olarak da adlandırılan, 

etiyolojisi bilinmeyen, kalıcı insülinopeni ve ketoasidoza yatkınlık ile seyreden T1D türüdür. 

Hastalıkta otoimmün belirtiler gözlenmez ve HLA ile ilişkili değildir [22, 32, 33].  

Tip 1A ve Tip 1B dışında immün kaynaklı diyabetler arasında “fulminant tip 1 diyabet”, 

“duble diyabet” ve “erişkinlerin latent/gizli otoimmün diyabeti (LADA: Latent Autoimmune 

Diabetes of Adults)” diyabet olarak 3 sınıflandırma daha yapılır [33]. “Fulminant T1D”, 

diyabet semptomlarının şiddetli ve akut olarak baş göstermesi ile karakterize, 

hiperglisemiye eşlik eden ketoasidozis ve plazma glikozunun 288 mg/dL’den yüksek 

olması ile teşhisi konulan T1D şeklidir [34, 35]. “Duble (Double) diyabet”, bir bireyde 

(çocuk veya yetişkin) hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetin aynı anda gelişmesi ile olur. İnsülin 

direnci ve obezite, pankreastaki otoimmünite belirteci olan adacık antijenlerine spesifik 

otoantikorlar ile beraber görülür [36]. “LADA diyabet” tipi erişkin bireylerde latent (gizli) 

otoimmün diyabetin saptanmasıdır. Başlangıçta yetişkin diyabetik bireylerde otoimmün 

testler pozitif olup, insüline ihtiyaç duymayan bir diyabet teşhis edilir. Ancak ilerleyen 

dönemlerde insülin kullanımına ihtiyaç duyulduğu ve klinik olarak T2D gibi görünse de 

aslında T1D’in patolojik özelliklerini sergilediği rapor edilmiştir [37, 38]. 

Diğer spesifik diyabet tipleri arasında en çok adı geçen, “Gençlerin Erişkin Yaşta Ortaya 

Çıkan Diyabeti (maturity-onset diabetes of the young: MODY)” tipi DM’ tur. Pankreas β 

hücresi fonksiyonlarındaki genetik bozukluk sonucu insülin etkilerinde azalma olmaksızın, 

insülin salgılanmasında azalma ile karakterize olup yetişkin bireylerde ortaya çıkar. Altı 

farklı monogenik formu vardır [39]. Bunun dışında diğer spesifik diyabet tipleri arasında; 

insülin etkisinde genetik bozukluk, ekzokrin pankreas hastalıkları (pankreatit gibi), 

endokrinopatiler, ilaç veya kimyasallar ile indüklenen diyabet, enfeksiyonlar,  immün 

diyabetin nadir olan diğer formları ve bazı genetik sendromlarla ilişkili diyabetler 
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sayılabilir [22]. DM’un dördüncü grubunda gebelikte özellikle üçüncü trimesterde glikoz 

intoleransının oluşumu ve dolayısıyla hiperglisemi ile karakterize “Gestasyonel Diabetes 

Mellitus (GDM)” yer alır [40].  

DM’un sınıflandırılmasında son grup, ara dönem grubu olarak görülen genellikle 

“prediyabet” olarak adlandırılan “bozulmuş açlık glikozu (impaired fasting glucose: IFG)” 

ve “bozulmuş glikoz toleransı (impaired glucose tolerance: IGT)” ile karakterize kısmi 

hiperglisemidir. Bu bireylerin glikoz seviyeleri diyabet olacak kadar yüksek değilken 

normal olacak kadar da düşük değildir. Bu yüzden diyabet geliştirme açısından yüksek risk 

taşımaları sebebiyle diyabete geçiş fazı olarak düşünülmüştür [22].  

2.1.3. Tip 1 diyabetin tanısı 

Tip 1 diyabet (T1D), insülin salınımındaki bozukluk ile birlikte glikoz metabolizmasının 

bozulması sonucu kronik hiperglisemiye ve sonrasında hayatı tehdit eden akut ketoasidoz 

ve kronik komplikasyonlara sebep olur [41, 42]. Genel klinik semptomlar; polidipsi, poliürü, 

açıklanamayan kilo kaybı, bazı enfeksiyonlara karşı artmış hassasiyet ve güçsüzlüktür. 

Amerikan Diyabet Birliği’nin (ADA) tanı koyma kriterlerine göre randomize plazma glikoz 

düzeyi 200 mg/dl veya ≥11,1 mmol/L’e eşit veya fazla olması, 8-12 saat açlık sonrası 

plazma glikoz düzeyi 126 mg/dl veya 7 mmol/L’e eşit veya fazla olması ve oral glikoz 

tolerans testinin (GTT) 2. saatinde bakılan plazma glikoz değeri 200mg/dl veya 11,1 

mmol/L veya daha yüksek olması ile T1D tanısı konur [5].   

HbA1c değeri, diyabetin kan verilmesinden 2-3 ay önceki periyodunu ve ortalama kan 

glikoz seviyesini yansıttığından HbA1c’ye bakılması teşhis açısından oldukça önem taşır. 

HbA1c; glikozillenmiş hemoglobin manasına gelir. Eritrositlerin ortalama ömrü 120 gün 

olduğundan ve hemoglobinin glikozillenmesi kan glikoz oranına paralel olarak arttığından 

120 günlük kan şekeri düzeyini tahmin etmemizi sağlar. ADA’ya göre, bu değerin % 6,5 

veya daha fazla olması diğer açlık, tokluk veya 2 saatlik OGTT plazma glikoz düzeyleriyle 

beraber diyabetin teşhisinde göz önünde bulundurması gereken bir kriterdir [5, 43].  

T1D’i Tip 2 diyabetten ayıran en önemli nokta, pankreas β hücrelerini otoimmün 

mekanizmalarla parçalayan T hücrelerin var olmasıdır. Ancak T hücrelerin varlığını 
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gösterecek klinik testler olmadığı için otoimmünitenin varlığı adacık antijenlerine spesifik 

otoantikorların varlığının tespiti ile olur. Glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65), insülin 

otoantikoru (IAA), insülinoma ilişkili antijen-2 (IA-2), adacık otoantijeni (ICA), zink 

transporter 8 (ZnT8) otoantikorlarından 2 veya daha fazlasının tespit edilmesi ile Tip 1 

Diyabet teşhisi konur. Genellikle T1D hastalarının %90’ında otoantikor varlığı tespit edilir 

[8, 33, 44].  

Yine en önemli ayırıcı tanılardan bir tanesi, T1D hastalarının büyük bir çoğunluğunun 14 

yaşın altındaki çocuklar olmasıdır. Bunun yanında T1D hastalarında, proinsülinin insüline 

parçalanırken açığa çıkan C-peptid düzeyi, insülin salgılanma düzeyini gösterdiğinden 

ayırıcı tanıda önem arz eder. Bu hastalarda C-peptid düzeyinin oldukça düşük olması ile 

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

T1D’in klinik olarak ortaya çıkışı, sessiz bir immünolojik faz ve sonrasında artmış b hücre 

kütle kaybı sonrasında gerçekleşir. Özetle, genetik olarak yatkın bireylerde (çoğunlukla 

HLA polimorfizmi, APS-1, IPEX, insülin, İL-2RA, CTLA-4, PTPN22, IFIH gibi) çevresel 

etmenlerin (viral enfeksiyonlar, beslenme gibi) de tetiklemesiyle β hücre otoimmünitesi 

başlar. Aktive olmuş otoreaktif T hücreler pankreası istila eder ve Langerhans 

adacıklarındaki insülin üreten β hücrelerini parçalarlar. Bu süreçte aktive olmuş B 

hücreleri, plazma hücrelerine dönüşür ve otoantikorlar üreterek pankreasta oluşan 

patolojiye katkıda bulunurlar. β hücrelerinde oluşan immünolojik yıkım ve β hücre kütle 

kaybı sonucu insülin salınımında azalma ve hiperglisemi ile beraber, c-peptid düzeyinde 

ciddi bir azalma meydana gelir. Hastalığın klinik semptomlarının %80-90’ı β hücre hasarı 

meydana gelmeden önce ortaya çıkmamaktadır. Hasta kliniğe şikayetlerle geldiğinde 

hastalığın patolojik geçmişi 4-5 yıl öncesine dayanmaktadır (Şekil 2.1) [4, 47]. 
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Şekil 2.1. Tip 1 diyabetin klinik olarak ortaya çıkışına kadar geçen süreçte zamana bağlı β 
hücre kütlesinin kaybı [47]. 

2.1.4. Tip 1 diyabetin etiyolojisi ve gelişim evreleri 

Genetik yatkınlık 

Diğer otoimmün hastalıklar gibi Tip 1 diyabete yatkınlık kalıtımsal özellik taşır. Ancak 

genetik yatkınlığın önemli olmasının yanında hastalık multifaktöriyel ve poligenik olduğu 

için genetik predispozisyon ve çevresel faktörlerin etkileşimi sonucu T1D gelişiminin 

indüklendiği düşünülmüştür. %85’den fazla T1D hastasının ailesinde diyabet hikayesi 

bulunmamasının yanında, birinci derece yakını hasta olan bireyler %5 oranında T1D 

geliştirme riski ile karşı karşıyadır. Babası hasta çocukların (yaklaşık %7), annesi hasta 

çocuklara oranla (yaklaşık %2) daha fazla T1D geliştirme riski vardır. Kardeşi etkilenmiş 

bireylerin %5-6, tek yumurta ikizlerinin %30-50, çift yumurta ikizlerinin %6-10 oranında 

diyabet geliştirme riskleri vardır [1, 27, 48].   

Tip 1 diyabet monogenik etiyolojiyle de meydana gelebilir. Bunlardan birincisi APS 

(Autoimmune Poly-endocrine Syndrome) ’dir. APS, otoimmün regülatör (AIRE) geninde 

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



9 

timusta eksprese edilerek T hücrelere sunumunda rol alır. AIRE geninde mutasyon sonucu 

insülin timusta T hücrelere tanıtılamaz ve otoreaktif T hücrelerin negatif seleksiyonu 

gerçekleştirilemez [50]. APS-1 hastaları genellikle T1D ile birlikte birden fazla otoimmün 

hastalığa (Addison, Graves, çölyak, vitiligo, otoimmün tiroidit, Stiff-Man sendrom gibi) 

sahip olabilir. Ayrıca bu hastaların serumunda çok çeşitli otoantikorlar tespit edilebilir [51]. 

T1D’e sebep olan diğer monogenik hastalık “IPEX (Immune Dysregulation, 

Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked) sendromu”dur. IPEX sendromu, FoxP3 

(Forkhead box P3) geninde mutasyon sonucu gelişir. FoxP3 transkripsiyon faktörü 

regülatör T (regulatory T: Treg) hücrelerinin gelişimi için gerekli olduğundan, bu hücrelerin 

gelişiminde bozukluk oluşur. Dolayısıyla otoreaktif T hücrelere karşı periferik tolerans 

mekanizmaları devreye girememiş olur. Doğumu takiben birkaç ay içerisinde ortaya çıkar. 

T1D, dermatit, çoklu (multipl) endokrinopati ve tekrarlayan enfeksiyonlar gibi çoklu 

hastalık tablosu sergiler [8, 52, 53].  

HLA polimorfizmi  

Son yapılan genom analizi çalışmalarında T1D’te insan genomunda 40’tan fazla T1D ile 

ilişkili lokus gösterilmiştir (Şekil 2.2). Bunlardan en önemli ve hastalık üzerinde yatkınlık ve 

koruyuculuk anlamında etkili olanlar kromozom 6p21 üzerindeki HLA lokuslarıdır [47]. Bu 

bölgeler, %40-60 oranında T1D yatkınlığından sorumlu olan gen bölgeleridir. HLA genleri 

sınıf I (A, B, C), sınıf II (DR, DQ, DP) ve sınıf III (non-klasik MHC genleri) olmak üzere üç 

sınıftan oluşur. Bu gen lokuslarının kodladığı antijenler hücre yüzeyinde eksprese edilen 

moleküllerdir ve antijenik peptidlere bağlanarak onları T hücrelere sunarlar.  

T1D ile en çok ilişkili olan CD4+ T hücrelere antijen sunumunda görevli olan molekülleri 

kodlayan HLA sınıf II genleridir [54-56].  HLA sınıf II’ler arasında T1D’e en yatkın lokuslar 

HLA-DRB1 ve HLA-DQB1 olarak gösterilmiştir. %30-50 arasında genetik riskten sorumlu DR 

ve DQ haplotiplerinin birbirleri ile heterozigot kombinasyonları T1D riskini önemli 

miktarda artırmaktadır. Örneğin; DQA1*0501-DQB1*0201’in DR3 ile kombinasyonu, 

DQA1*0301-DQB1*0302‘nin DR4 ile kombinasyonu %30-50 oranında hastalığa yatkınlıkta 

rol oynadığı rapor edilmiştir [57, 58]. T1D hastalarının %40’ı HLA-DR3/DR4 

heterozigotluğu sergilemektedir. Ayrıca Amerika’da 1000 hastada yapılan genom analizi 
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çalışmasında %95 hastanın HLA-DR3 veya HLA-DR4 alellerinden en az birini taşıdığı 

gösterilmiştir.  Sadece %5 hastanın HLA-DR3 ve HLA-DR4’ten yoksun olduğu 

gözlemlenmiştir [1]. Yine Amerika’daki beyaz ırk (Caucasian) yeni doğan bebeklerin 

%2,4’ünde yüksek risk genotipi olan HLA-DR3/DR4 varlığı tespit edilmiştir. Bu çocukların 

genel popülasyona oranla (300’de 1) T1D geliştirme riski 15’te 1 oranındadır [59]. HLA’ları 

identik kardeşlerin bir tanesi diyabet hastası ise diğerlerinin hastalanma oranı 7’de 1 iken, 

HLA-DR3/DR4 genomik yapısına sahiplerse hastalanma oranları 4’te 1’dir [1].  

HLA ilişkili T1D çalışmaları neredeyse 40 yıldır süregelmektedir. Bu çalışmaların büyük 

çoğunluğu beyaz ırk popülasyonu üzerinde yapılmıştır. Beyaz ırk ve Asya 

popülasyonlarında HLA sınıf II genleri T1D ile yakından ilişkilidir. Ancak T1D ile ilişkili 

haplotiplerin her bir popülasyonda varlığı ve yokluğu veya kombinasyonları çok çeşitli 

farklılıklar gösterebilir. Afrika kökenli Amerika’lıların genomik analizlerine bakıldığında, 

HLA-DR4’ün diyabete yatkınlıkta önemli rolü varken, DR3’ün bu popülasyonda her hangi 

bir rol üstlenmediği gösterilmiştir [1, 56]. Ülkemizde yapılan genom analizi çalışmalarında 

DRB1*0402 - DQA1*0301, DQB1*0302 ve DRB1*0301 - DQA1*0501, DQB1*0201 

kombinasyonlarının T1D patogenezinden en çok sorumlu aleller olduğu ortaya konmuştur 

[60, 61]. Bütün bu veriler T1D’in toplumdan topluma değişen etiyolojik heterojenitesini 

kanıtlar niteliktedir.  

HLA sınıf II’nin yanında HLA sınıf I’in de T1D’e olan yatkınlığı etkilemektedir.  HLA sınıf I 

molekülleri T1D’in patogenezinden başlıca sorumlu olan CD8+ T hücrelere antijen 

sunumunu gerçekleştirirler. Özellikle HLA-A24 aleli T1D’e yüksek düzeyde yatkın etkileri 

vardır. HLA-A24, DR3/DR4 genotipine sahip bireylerde bulunuyorsa T1D’in erken yaşlarda 

gelişmesine sebep olduğu yapılan popülasyon çalışmalarında gösterilmiştir. Ayrıca HLA-

B39 alleli de bireyleri T1D’e yatkın kılan önemli HLA sınıf I alleli olup, T1D’in genç yaşta 

oluşumu ile ilişkilidir.  [62-64]. HLA-A2 de T1D’e zemin hazırlama da önemli rol oynar. 

%60-70 T1D hastasının HLA-A2 alelini eksprese ettiği gösterilmiştir HLA-A2 allotipleri β 

hücre antijenlerine karşı oluşan otoreaktif T hücre yanıtıyla yakından ilişkili olduğu ortaya 

çıkarılmış ve bu amaçla HLA-A2 ekprese eden fare modelleri geliştirilerek T1D’in 

mekanizması araştırılmaya çalışılmıştır. HLA A,B,C alelleri DR/DQ bağımsız olarak T1D ile 

ilişkilendirilebildiği gibi DR/DQ bağımlı olarak da hastalık yatkınlığında yer alabilirler. 
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Finlandiya’da A2, Cw1, B56, DR4, DQ8 haplotipi, diyabetik haplotiplerin %33’ünü 

oluşturmaktadır [64-66].  

HLA genleri T1D’e genetik yatkınlık oluşturmalarının yanında bazı HLA haplotipleri de 

koruyucu özellik taşırlar. HLA-DQB1*0602, HLA-DR2 ve HLA-DR5 alelleri T1D’e karşı 

koruyucu alellerdir. Örneğin; HLA-DQA1*0102, DQB1*0602 haplotipini taşıyan bireyler, 

adacık otoantikorları pozitif olsa dahi T1D’e karşı korunmuş olurlar. DR2-DQB1*0602 

haplotipi T1D’e tam bir koruma sağlarken multiple skleroz için yüksek risk teşkil 

etmektedir. HLA-A*01, HLA-A*11 ve HLA-A*31 koruyucu iken, HLA-A*24 T1D için risk 

oluşturan aleldir [7, 47, 64, 67, 68]. 

 

Şekil 2.2. Genom analizi sonuçlarına göre, Tip 1 diyabet riskinden sorumlu olduğu 
düşünülen genetik lokuslardan bazıları [47]. 
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İnsülin gen polimorfizmi 

HLA polimorfizminin yanında HLA dışında diyabete zemin hazırlayıcı 40’dan fazla gen 

bölgesi belirlenmiştir [69, 70]. T1D için, insülin (INS) gen promoter’larındaki 

polimorfizmler, HLA’dan sonra en fazla T1D için risk oluşturan genetik faktörlerdir. Bu 

bölgedeki bazı polimorfizimler timusta insülin ekspresyonunun düşmesine sebep olur. 

Düşük eksprese olan insülin, lenfositlerin timusta negatif seleksiyonu için yeterli düzeyde 

olmaz. Dolayısıyla otoreaktif T hücrelerin apoptozu veya diğer tolerans mekanizmaları 

gerçekleşememiş olur [71, 72].  

PTPN22 gen polimorfizmi 

T1D için risk oluşturan üçüncü önemli genetik faktör PTPN22 (protein tyrosine 

phosphatase non-receptor 22) genidir. Lenfoid spesifik tirosin fosfataz (LYP), PTPN22 geni 

tarafından kodlanır ve durağan T hücre aktivasyonunu engelleme de rol alır. Bu genin tek 

bir aminoasidindeki polimorfizm T hücre reseptöründeki (T Cell Receptor: TCR) 

sinyalizasyonun inhibisyonunu artırır. Bu da timusta T hücrelerin negatif seleksiyonunu 

azalttığı yönünde sonuca varılmıştır. Bu durum T1D de dahil birçok otoimmün hastalık 

risklerinin artışına sebep olmaktadır [7, 73].  

CTLA-4 gen polimorfizmi 

Sitotoksik T lenfosit ilişkili protein-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein-4: CTLA-

4), T hücreler üzerinde eksprese olan ve T hücrelerin aktivasyonunun baskılanmasında 

görev alan kostimulatör reseptördür. T hücrelerin aktivasyon fazına geçebilmeleri için, T 

hücreler üzerindeki CD28 ile antijen sunucu hücreler (ASH) (Antigen presenting cell: APC) 

üzerindeki B7 molekülleri arasındaki etkileşim sonucu oluşan ikinci sinyalin gerçekleşmesi 

gerekmektedir. Aksine, T hücreler üzerindeki CTLA-4 ile ASH’ler üzerindeki aynı B7 

molekülleri bağlandığında T hücrelerin aktivasyonu düşer ve immün cevap regüle edilir. 

Bu mekanizma öz antijenlere karşı periferik T hücre toleransı için gereklidir [74]. CTLA-4 

genindeki aminoasitlerde nükleotid polimorfizmleri sonucu T hücre çoğalma ve 

aktivasyonundaki kontrol azalmış olur. CTLA-4 gen polimorfizmi ile T1D’in yakından ilişkili 

olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir [75-77].  
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IL-2RA gen polimorfizmi 

İnterlökin-2 reseptör alfa (İL-2RA/CD25) gen polimorfizmi birden fazla T1D ile ilişkili tek 

nükleotid polimorfizmleri (SNP: single nucleotide polymorphism) içerir [78]. İL-2RA, İL-2 

reseptör kompleksinin α zincirini oluşturur ve İL-2’ye bağlanır. Regülatör T hücrelerin 

(Treg) çoğalması ve sağ kalımı için anahtar rol oynar. T1D hastası olan bireylerde İL2RA’nın 

düşmüş konsantrasyonu sonucu ligandı olan İL-2’ye az miktarda bağlanır ve Treg 

hücrelerin otoreaktif T hücrelerini baskılama oranı azalmış olur [79].  

IFIH1 gen polimorfizmi 

Helikaz C 1 domaini tarafından indüklenen interferon (Interferon induced with helicase C 

domain 1: IFIH1) veya Melanoma Farklılaşması ile İlişkili Protein-1 (Melanoma 

Differentiation-Associated protein: MDA-5) veya Helikard intrasellüler bir protein olup, 

viral RNA’yı tanıyarak antiviral immün cevabın oluşumunda rol alır. IFIH1 geninde birden 

çok tek nükleotid polimorfizmleri (SNP)’ler sonucunda, bu genin transkripsiyonunda 

azalma olur. Bu durumun viral enfeksiyonlarla indüklenen T1D’in patogenezi ile doğrudan 

ilişkili olabileceği düşünülmüştür [80, 81].  

Çevresel faktörler 

T1D; genler, çevre ve immün sistem üçlüsünün birbirleri ile etkileşimi sonucu ortaya çıkan 

multifaktöriyel bir hastalıktır. Çoğunlukla genetik yatkınlık tek başına hastalığın oluşumu 

için yeterli olmaz. Çevresel faktörlerle hastalığın tetiklenmesi gerekmektedir. İkizler 

arasındaki T1D’i geliştirme açısından uyumsuzluk çevresel faktörlerin hastalığın 

tetiklemesindeki rolünü kanıtlar niteliktedir [2, 82]. Genç yaşta hastalığın oluşumundaki 

baskın olan genetik faktörler iken, yaşlılarda daha çok çevresel faktörlerin tetiklemesi ile 

oluşur [1].  

T1D insidansının, düşük insidanslı bölgeden yüksek insidanslı bölgeye göç edildiğinde 

arttığını gösteren birçok göçmen çalışması yapılmıştır [83]. Bu çalışmalar yaşam tarzı ve 

çevre değişikliklerinin, T1D riskini ne denli etkilediğini gözler önüne sermektedir. Bu 

durum “hijyen hipotezi” adı altında açıklanırsa, patojenlere maruz kalmayan çocuklarda 
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immün regülasyonun kaybı sonucu astım ve otoimmün hastalıkların görülme sıklığı artar. 

Bu nedenle genelde otoimmün hastalıkların insidansı Batı ülkelerinde daha çok yaygındır. 

Ancak bu durum maruz kalınan virüslerin otoimmüniteyi indüklemesi hipotezi ile 

çakışmaktadır. Bu soru işaretini açıklar nitelikte hipotezler öne sürülmüştür.  Gelişmiş 

ülkelerde virüslere maruziyetin azalması sonucu çocuklarda koruyucu bağışıklık azalır. 

Genetik olarak T1D’e yatkın, bağışıklık sistemi zayıflamış çocuklar, enterovirüslere daha 

duyarlı hale gelir. Bu durumda otoimmünite, her iki yoldan da indüklenmiş olur [84-86].  

Viral enfeksiyonlar 

T1D’i indükleyen  en önemli çevresel faktörlerden birisi virüslerdir. Virüsler T1D’i çeşitli 

mekanizmalarla indükleyebilirler. Viral yapılar ile β hücre antijenlerinin yapısal benzerliği 

sonucu oluşan moleküler mimikri, β hücrelerinin yancı (bystander) aktivasyon ile 

hasarlanması, bazı virüslerin direk olarak β hücreleri parçalayarak hasara sebep olması,  

virüslerin etrafa saldığı epitopların, Treg hücre ve T efektör hücre sayılarının arasındaki 

dengeyi değiştirmesi ile gerçekleşir [3, 9, 87].  

Virüslerin T1D’i indükleme mekanizması şu şekilde özetlenebilir. Virüsler ile enfekte olan β 

hücrelerinin hasarlanmaları sırasında açığa β hücre antijenleri çıkar. Açığa çıkan antijenler, 

antijen sunucu hücreler tarafından alınarak, antijen spesifik T hücrelere sunulurlar. Bazı 

durumlarda virüs antijenleri ile öz antijenler moleküler benzerlik gösterdiğinden dolayı, 

sunulan viral antijenler, adacık antijenlerine spesifik T hücreleri aktive edebilir (moleküler 

mimikri). Bu sırada pankreas hasarı sonucu oluşan proenflamatuvar ortam ile doğal 

immün sistem hücreleri aktive olurlar ve enflamasyonun olduğu bölgeye göç ederler. Bu 

oluşan proenflamatuvar ortam ve antijen sunumu tekrar T hücrelerin aktivasyonunu 

tetikler. Virüslerin meydana getirdikleri β hücre hasarı, T hücreler ile daha da tetiklenerek 

devam eder. Oluşan proenflamatuvar hasar, invaryant NK hücreler, plazmasitoid dendritik 

hücreler, tolerojenik dendritik hücreler ve Treg hücreler tarafından çeşitli mekanizmalarla 

kontrol altına alınmaya çalışılır [9, 84, 88] ( Şekil 2.3) . 
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Şekil 2.3. Tip 1 diyabette viral enfeksiyonların rolü [9] 
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Viral enfeksiyonlar içerisinden T1D ile ilişkilendirilen en yaygın grup enterovirüslerdir. 

Enterovirüslerin varlığı genellikle otoantikorlar ile birlikte görüldüğünden, otoimmüniteyi 

tetiklemede rolü olduğu çıkarımına varılmıştır. Enterovirüslere karşı tespit edilen 

antikorlar ile T1D’e karşı gelişen otoantikorların varlığı aynı bireylerde sıklıkla tespit 

edilmiştir. Bunun yanında T1D ve kontrol bireylerde yapılan çalışmada, diyabetik 

bireylerin bağırsaklarında enterovirüsler saptanırken, kontrol bireylerde virüsün varlığı 

gösterilememiştir. T1D hastasının pankreasından izole edilen Coxsackie virüs fareye 

nakledildiğinde, hiperglisemi ile beraber β hücrelerde immün sistem hücrelerinin sebep 

olduğu patolojik yanıt saptanmıştır. Bütün bu çalışmalar, enterovirüslerin hastalık 

patogenezinde başlatıcı ve tetikleyici role sahip olduklarını göstermektedir. T1D ile 

ilişkilendirilen enterovirüslerin başlıcaları Coxsackie tip B-4 virüsüdür (CVB4) [89-92]. 

Enterovirüslerin adacık otoimmünitesinin gelişimi üzerine etkisi henüz tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Ancak  bu konuda fare çalışmaları doğrultusunda kuvvetli hipotezler 

ortaya konmuştur. Virüsle enfekte hücrelerden fazla miktarda proenflamatuvar sitokinler 

başlıca tip 1 ve tip 2 interferonlar (İFN) salgılanır. Hücre ve doku hasarı sonucu açığa çıkan 

öz (self) antijenler, ortamdaki yangısal çevre ile aktive olan ASH’ler tarafından T hücrelere 

sunularak, T ve B hücrelerin aktivasyon ve çoğalmasını uyarırlar. [88, 93, 94].  

Enterovirüsler dışında kabakulak virüsü, sitomegalovirus, Epstein-Barr virüsü, 

paramiksovirus, kızamıkçık (rubella) virüsü, rotavirus ve retroviruslerin de T1D ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Çoğunlukla bu virüslere ait antikorların T1D’e yatkın bireylerdeki 

otoantikorlarla beraber görülmesi ile bu virüslerin hastalığı indüklediği veya hızlandırdığı 

sonucuna varılmıştır. [2, 95]. 

Beslenme 

En çok antijene maruz kalma beslenme yolu ile olur. Özellikle 3 yaşın altındaki çocuklarda 

oluşan T1D patogenezinde, çevresel faktörlerin ve erken beslenme döneminin β hücre 

otoimmünitesinde önemli etkilerinin olduğu düşünülmektedir [96]. Süt emme süresinin 

uzunluğunun T1D riskini indüklediği tartışmalı ve henüz kesinlik kazanmamış bir konudur. 

Bazı araştırmacılar süt emme süresinin kısa olması ile β hücre otoimmünitesinin 
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indüklenebileceğini ortaya koymuşlardır [97, 98]. Buna karşın diğer çalışmalar, süt emme 

süresinin T1D riskini etkilemeyeceğini vurgulamışlardır [99, 100]. Bu çalışmalar arasındaki 

farklılığın sebebi olarak, farklı ülkelerde yapılan çalışmalar olduğu için ülke şartlarının 

çalışma sonuçlarını etkilediği düşünülebilir.  

Yine benzer şekilde erken yaşlarda inek sütü içirilen genetik olarak T1D’e yatkın 

çocuklarda inek sütü içerisindeki bazı proteinlerin, β hücre otoimmünitesini 

indükleyebildiği gösterilmiştir. Bu çalışmalara karşıt olarak gösterilen bazı çalışmalarda ise 

inek sütünün erken beslenme döneminde T1D oluşturma açısından hiçbir risk 

oluşturmadığı öne sürülmüştür. Bu farklılıkların sebebi ülke ve kültürlerin yeme 

alışkanlıkları, çocuklara verilen öğün miktarları ve sütün yanında ek gıda verilip 

verilmemesi gibi faktörlere bağlı olarak değişkenlik gösterebildiği düşünülmüştür [2, 101]. 

İnek sütü içerisindeki sığır (bovine) insülinin, bağırsaklarda bulunan (intestinal) T 

hücrelerini sensitize ettiği, sonrasında bu T hücrelerinin insan insülini ile çapraz reaksiyon 

verip insülin salgılayan β hücrelerinin otoimmün yıkımında rol aldığı hipotezi öne 

sürülmüştür[102].  

Bebeklik döneminde verilen kahvaltılık tahıl gevreğinin diyabet riskini artırdığı öne 

sürülmüştür. Bu gıdaların glüten içerip içermemesinin sonuçları değiştirmediği 

gösterilmiştir [99, 100, 103]. Ancak fareler üzerinde yapılan çalışmada, glüten içeren 

besinle beslenen hayvanlarda glütensiz beslenen hayvanlara oranla daha çok T1D’in 

indüklendiği gözlemlenmiştir. [104]. Yine benzer bir çalışmada buğday içerikli diyetle 

beslenen obez olmayan diyabetik (Non-Obese Diabetic: NOD) farelerin proteinle beslenen 

farelere oranla bağırsaklarında Th1 tipi immün yanıtı indüklediği gösterilmiştir [105]. 

Yapılan çalışmalar doğrultusunda buğday glüteni T1D için riskli gıdalar arasında yer 

almaktadır. Bu nedenledir ki, T1D teşhisi konmuş hastaların %10’u çölyak hastalığı da 

taşımaktadır [106]. Bunun yanında çölyak hastalığındaki kronik bağırsak enflamasyonunun 

T1D’i indükleyebileceği düşünülmüştür [107]. Özellikle her iki hastalıkta da HLA (HLA-DR3, 

HLA-DQ2) yapı benzerliği olduğu için birbirlerini tetikleyebilmektedirler.  

Diğer besinsel faktörler de T1D’i indükleyebilir. Bunlardan vitamin D yetmezliğinin T1D 

gelişimi üzerine çok önemli etkileri vardır. Vitamin D’nin immün sistem üzerinde regülatör 
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etkileri göz ardı edilemeyecek bir gerçektir [108]. İnsan vücudunun vitamin D 

sentezleyebilmesi için derinin güneşten gelen UV ışınlarına maruz kalması gerekmektedir. 

Bu nedenle T1D’in en çok görüldüğü ülke olan Finlandiya gibi az güneş alan Kuzey 

ülkelerinde Tip 1 diyabet oldukça yaygındır [109, 110]. Oral olarak vitamin takviyesi 

almayan çocuklarda T1D riskinin arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca çocuklara ve gebelik 

dönemindeki kadınlara verilen vitamin D takviyesi ile T1D’e karşı korunma sağlanmıştır 

[87, 111]. Balık karaciğerinin vitamin D ve omega-3 yağ asitlerinden zengin olması 

sebebiyle, gebelik döneminde balık karaciğeri ile beslenen kadınlarda T1D riskinin oldukça 

düştüğü tespit edilmiştir [112].  

Otoantikorlar 

Adacık reaktif otoantikorların tespiti, devam eden otoimmün sürecin belirleyicisi olarak 

hastalığın tanısında en çok kullanılan yöntemdir [4, 27].  T1D’te otoantikorlar başlıca 5 ana 

adacık otoantijenine spesifik oluşurlar. Bunlar; adacık otoantijeni (ICA), insülinoma ilişkili 

antijen-2 (IA-2), insülin antijeni (IA), glutamik asit dekarboksilaz 65 (GAD65) ve çinko 

taşıyıcı proteini 8 (zinc transporter 8: ZnT8) [4]. Bunlara ilaveten “adacığa özgül glukoz-6 

fosfataz katalitik altünite-ilişkili protein (IGRP: islet specific glucose-6 phosphatase 

catalytic subunit related protein)”, glima-38, amilin (amylin)/ adacık amiloid polipeptidi 

(islet amyloid polypeptide: IAPP), ısı şoku proteini 60 (Heat Shock Protein 60: HSP-60) ve 

HSP-70, sulfatid, gangliozid, 38 kDa granül antijen, karboksipeptidaz otoantijenleri de 

vardır [113]. Adacık antijenlerinden insülin dışındakiler sadece β hücreye spesifik olmayıp, 

başka hücrelerde de eksprese edilirler. Bu nedenledir ki, diyabetik tabloda bu antijenlere 

karşı oluşan antikorlardan ilk ortaya çıkan IAA’dır. İkinci en yaygın otoantikor ise GAD65 

antikorudur. T1D tanısı konmuş hastaların %75-85’inde IAA ve GAD65 otoantikorları 

pozitiflik gösterir. Genetik olarak T1D’e yatkın bireylerden sözü edilen her iki antikoru da  

taşıyan bireyler yüksek hastalık riski ile karşı karşıyadır [56, 114, 115]. Pozitif otoantikor 

sayısı arttıkça hastalık riski de o oranda artar. Diabetes Prevention Trial Type-1 (DPT-1)‘de 

T1D’in hastalarda önceden öngörülebilmesi ile ilgili yaptıkları analizde, 3 ve üzeri antikor 

pozitif bireylerin %50, 2 antikor pozitif bireylerin %16,1, 1 antikor pozitif bireyler %3,1, 

hiçbir antikor taşımayan bireylerin %0,5 hastalık riski taşıdıkları rapor edilmiştir [115, 116].  
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İnsülin otoantikoru (Insulin AutoAntibody: IAA) 

IAA, β hücre antijenlerine spesifik olarak oluşan bir otoantikordur. İlk kez 1983 yılında 

Palmer ve arkadaşları tarafında yeni teşhis edilen konmuş T1D hastalarında tanımlanmıştır 

[117]. Genellikle çocuklarda yaygın olup, %40-50 yeni teşhis edilen T1D hastası çocukta 

pozitiflik gösterir [118].  Ancak tek başına IAA antikoru pozitifliği, T1D tanısı ve şüphesi için 

yeterli değildir. Bunun yanında ICA, GAD65 veya IA-2 antikorları da pozitifse T1D gelişmesi 

riski artar [115]. Genetik riske sahip çocuklarda IAA pozitifliği hayatın erken dönemlerinde 

başlar ve daha sonraları diğer otoantikorların da pozitif olmasıyla hasta diyabetik hale 

geçer [119]. Eksojen insülin enjeksiyonu yapıldıktan sonra kanda bu antikorun pozitifliğine 

bakılmasının bir anlamı yoktur. Enjekte edilen insüline karşı antikorlar geliştiği ve hastada 

sentezlenen IAA’dan ayrımının yapılamadığı için hasta insülin kullanmaya başladıktan 

sonra insülin antikor düzeyi kanda artmış görünür. Bu nedenle IAA düzeyi sadece ilk 

teşhiste önem taşır [116].  

Glutamik asit dekarboksilaz otoantikoru (Glutamic acid decarboxylase autoantibody: 

GADA) 

Glutamik asit dekarboksilaz (GAD), glutamik asidin, inhibitor bir nörotransmiter olan 

gama-amino butirik aside (GABA) dönüşümünü katalizleyen intrasellüler bir enzimdir. 

GAD65-GAD2 (65-kDa) ve GAD67-GAD1 (67-kDa) olarak iki formda bulunur [120]. Her iki 

form yoğun olarak sinir sisteminde bulunurken, GAD2 pankreas adacıklarının tüm hücre 

tiplerinde bulunur. Ancak β hücrelerdeki spesifik rolü henüz bilinmemektedir. GAD65, 585 

aminoasitten oluşan bir polipeptittir [120]. Yeni teşhis edilmiş T1D hastalarında %70-80 

oranında GADA pozitifliği görülür [116]. GADA, genelde anti-IA-2 otoantikorları birlikte 

bulunur. Yeni teşhis edilmiş veya prediyabetik hastaların %90’ında GADA ve IA-2 antikoru 

birlikte bulunur [121]. Ayrıca GADA pzitifliği hastalarda uzun süreli kalıcılık gösterir. Bu 

nedenle LADA hastalarının tanısında en çok bakılan antikor tipi GADA’dır [122].  
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Adacık hücre otoantikoru (Islet Cell Autoantibody: ICA) 

1974’de donmuş pankreas dokularından elde edilen ilk antikordur [123]. Yeni T1D tanısı 

almış beyaz ırktan çocukların %70-80’inde ICA pozitifliği tespit edilir. Ancak zaman 

içerisinde bu pozitiflik yüzdesi azalma gösterir [124]. Diyabetik olmayan bireylerde ICA 

titresi yüksek ise diyabet gelişme riski de yüksektir. Eğer yeni teşhis edilmiş T1D 

hastalarının yüksek ICA titreleri varsa, bu durum c-peptid salgılanmasının çok hızlı bir 

şekilde kaybolacağına işaret eder [1].  

İnsülinoma ilişkili 2 otoantikor (IA-2A, ICA512) 

Endokrin ve nöroendokrin dokularda bulunan tirozin fosfataz-benzeri protein ailesine ait 

transmembranöz bir protein olan IA-2 antijenine karşı oluşmuş otoantikorlardır. IA-2’nin 

otoreaktif epitopları C-terminalin intrasellüler kısmında olduğu için bu bölgeye immün 

reaktivite gelişir [125]. IA-2 ve IA-2β olmak üzere iki gruba ayrılır. Yeni tanı almış T1D 

hastalarında ICA veya GADA’ya oranla daha az oranda IA-2A antikorları (yaklaşık %60) 

tespit edilir [126].   

Çinko taşıyıcı (Zinc transporter 8:ZnT8) otoantikoru 

İlk kez 2007 yılında tanımlanan ZnT8 (Slc30A8), transmembranöz bir protein olup spesifik 

olarak insülin salgılayan β hücrelerinden eksprese edilir [127, 128]. ZnT8’in görevi, çinkoyu 

(Zn2+) sitoplazmadan insülin sekretuvar granüllerinin içerisine taşımaktır. Daha sonra 

insülin ile kompleks bir yapı meydana getirerek insülin kristallerini oluştururlar [56]. Yeni 

teşhis edilmiş T1D hastalarının %60-80’i anti-ZnT8 otoantikorunu taşır. Diğer 

otoantikorlardan hiçbiri pozitif olmayan T1D hastalarının %26’sında anti-ZnT8 otoantikoru 

tespit edilebilir [127]. T1D’in klinik olarak ortaya çıkışından sonra anti-ZnT8 otoantikoru 

hızlı bir şekilde azalır [129]. Genetik yatkınlığı olan bireylerde anti-ZnT8 ile beraber iki veya 

daha fazla otoantikor pozitif ise; kişide T1D riski yüksek demektir [130, 131].  

 

 



21 

2.1.5. Tip 1 diyabette efektör mekanizmalar 

T1D, öze karşı toleransın kaybedilmesi sonucu, başta T hücreler olmak üzere diğer immün 

hücrelerin de iştirakiyle Langerhans adacıklarındaki pankreas β hücrelerinin selektif olarak 

hasarlanması ve yok edilmesi ile ortaya çıkan bir hastalıktır. β hücre hasarlanmasından en 

fazla sorumlu olan hücre tipi CD8+ T lenfositlerdir [18, 132]. Bunun yanında CD4+ T 

lenfositler, B lenfositler ve makrofajlar da immünolojik yıkımdan sorumlu olan önemli 

hücre tipleridir. Ayrıca başlangıçta pankreas lenf düğümlerinde antijen sunarak olaylar 

zincirinin başlamasına sebep olan dendritik hücreler (Dendritic Cell: DC) de immün 

patogenezde çok önemli bir role sahiptir [133]. Bunların dışında doğal öldürücü (NK) 

hücreler ve doğal öldürücü T hücreler (NKT) gibi doğal (innate) immün sistem hücreleri ve 

çözünür (soluble) mediatörler de pankreas dokusundaki olaylar zincirine katkıda 

bulunurlar (Şekil 2.4).  

Adacıklarda virüsler veya fizyolojik nedenlerden dolayı gerçekleşen β hücre ölümü ile 

salgılanan antijenler, DC’ler tarafından yakalanarak diyabetojenik T hücrelerin 

indüksiyonu gerçekleşir. Bunun yanında β hücreler doğrudan CD8+ T hücrelere de antijen 

sunumunu gerçekleştirebilmektedir. CD4+ T lenfositler sitokinler salgılayarak oluşan 

patolojiye katkıda bulunurlar. CD8+ T hücreler ise Fas-FasL aracılığıyla veya perforin ve 

granzimleri ile β hücrelerin apoptozuna sebep olurlar. Benzer şekilde NK hücreler de 

yüzeylerinde eksprese ettikleri NKG2D gibi aktivatör reseptörler aracılığıyla β hücrelere 

bağlanarak doğrudan apoptotik etkilerini gösterirler. Bu sırada viral enfeksiyonlar veya 

oluşmuş olan stres faktörleri sebebiyle makrofajlar, DC’ler, NK hücreler, T lenfositler gibi 

immün hücrelerden İL-1β, İFNγ, İL-12 ve tümör nekroze edici faktör-α (TNF-α) gibi 

sitokinler salgılanır. Bu sitokinler β hücreler üzerindeki reseptörlerine bağlanarak direk 

olarak β hücrelerinin apoptozuna veya yangısal cevabın daha da artmasına sebep 

olabilmektedir. Sitokinlerin yanında salgıladıkları kemokin sınıfı sitokinler ile, makrofajları 

ve diğer immün hücreleri adacık bölgesine çağırırlar. Böylelikle oluşan patoloji artarak 

devam eder [9, 11, 134]. 

Patolojik olayların yanında oluşan immünolojik olayları dengeleme ve baskılama amacıyla 

bazı immün hücre grupları da enflamasyon bölgelerine göç ederler. Ancak immünite ve 

tolerans arasındaki dengede patolojik immünitenin ağır basması ile pankreatit tablosu 

gelişir [9].  
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Şekil 2.4. Pankreas β hücre patolojisinin immünolojik mekanizmaları [9] 
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T lenfositler 

T1D’in gelişimi ve ilerlemesindeki en büyük rol T hücrelere aittir. Hem hayvan 

modellerinde hem de insan pankreas infiltratlarında baskın olarak T hücrelerin varlığı 

yapılan birçok çalışmayla kuvvetle kanıtlanmıştır [132, 135-137]. NOD farelerde, diyabetik 

farelerden alınan CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin singenik farelere nakledilerek T1D’in 

gelişmesi, ancak sadece bir hücre grubu nakledildiğinde T1D’in oluşmaması; her iki hücre 

grubunun da T1D patolojisindeki önemini vurgular niteliktedir [138].  Bunun yanında T1D 

hastalarının kanından otoreaktif T hücrelerinin izole edilebilmesi ve T hücreyi baskılar 

nitelikte yapılan terapötik yaklaşımlarla hastalığın ilerlemesinin azalması; T hücrelerin bu 

hastalıktaki birincil rollerini ortaya koymaktadır [18].   

T lenfositlerin aktive olabilmeleri için otoantijenik proteinlerin öze-reaktif T hücrelere Sınıf 

I MHC veya Sınıf II MHC molekülleri aracılığıyla sunulmaları gerekmektedir. Sınıf I MHC 

molekülleri bütün çekirdekli hücrelerde eksprese edilirken, sınıf II MHC molekülleri ASH 

hücreler olan dendritik hücreler, makrofajlar ve B lenfositlerden eksprese edilir. T hücre 

aktivasyonu için 3 sinyalin de sağlanması gerekir (Şekil 2.5). (a) Bunlardan birincisi T hücre 

üzerindeki T hücre reseptörü (T cell receptor: TCR) ile uygun peptid-MHC kompleksinin 

etkileşimi ile oluşur. (b) İkinci sinyal, T lenfositler üzerindeki CD28 molekülü ile ASH’ler 

üzerindeki CD80 veya CD86’nın etkileşimi sonucu gerçekleşir. İkinci sinyal birinci sinyali 

desteklediği ve aktivasyonun meydana gelmesi için destek sağladığı için “kostimülasyon” 

olarak isimlendirilir. T hücreler üzerinde CD28 ile yarışmalı olarak B7 moleküllerine 

bağlanabilen CTLA-4 ise T hücrelerin aktivasyonunun inhibisyonundan sorumludur. (c) 

Üçüncü sinyal ASH’ler tarafından salgılanan İL-12 gibi sitokinlerdir. Bu sitokinler T 

hücrelerinin aktivasyonu ve farklılaşması için son adımdır [139].  
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Şekil 2.5. T hücrelerin aktivasyonu için gerekli olan üç sinyal hipotezi [139]. 

ASH’ler tarafından fagosite edilen antijenler işlenir ve uygun peptid parçalarına ayrılarak 

yüzeylerinde Sınıf II MHC molekülleri aracılığıyla CD4+ T lenfositlere sunulur. CD4+ T 

hücreler yüzeylerinde eksprese ettikleri CD40L aracılığıyla ASH’ler üzerinde eksprese 

edilen CD40 molekülüne bağlanarak ASH hücreleri aktive ederler. Aktive olmuş ASH 

hücreler işlemiş oldukları antijenleri yüzeylerinde Sınıf I MHC aracılığıyla CD8+ T hücrelere 

çapraz sunarak, CD8+ T hücrelerin sitotoksik T lenfositlere (Cytotoxic T Lymphocytes: CTL) 

dönüşümünü indüklerler [139-141].  

CD8+ T hücre aracılı β hücre ölümü çeşitli mekanizmalar ile gerçekleşebilir. CD8+ T hücreler, 

hedef hücrelerden eksprese edilen peptid-Sınıf I MHC kompleksini tanıyarak sitotoksik 

hasarı başlatırlar. CD8+ T hücrelerin aktive olabilmeleri için mutlaka Sınıf I MHC ve 

kostimulatör moleküllere bağlanmaları gereklidir. NOD farelerde CD8+ T lenfositlerin ve 

Sınıf I MHC  moleküllerinin yokluğunda diyabetin gelişmediği, β hücrelerde Sınıf I MHC 

genetik olarak yok edildiğinde ise diyabet gelişiminin oldukça düştüğü, farelerin 

hiperglisemi geliştirmediği gözlemlenmiştir [142, 143]. İkinci mekanizma olarak doku 

spesifik antijenler DC’ler tarafından alınarak işlenir, Sınıf I MHC aracılığıyla çapraz sunumla 

CD8+ T lenfositlere sunulur [144]. CD8+ T hücreler aktive olarak CTL’lere dönüşürler. Daha 

sonra salgıladıkları interferon gama (İFN-γ) ile, β hücrelerinden ölüm reseptörü olan FAS 
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(CD95)’ın ekspresyonunu ve diğer bazı kemokinlerin salınımını indüklerler [9]. CTL 

üzerindeki FAS-Ligand (FAS-L/CD95-L), β hücreler üzerindeki FAS ile bağlanarak β 

hücrelerinin apoptozunu başlatır [145]. Bunun yanında CTL’ler, perforin ve granzim içeren 

sitotoksik granüllerini hücre üzerine bırakarak da β hücrelerini öldürürler [146]. Perforin 

hücre membranında por açarak, granzim ve diğer sitotoksik moleküllerin içeri girmesini 

sağlayan granül komponentidir. Granzim ise hücre içerisine reseptör, endositoz veya 

perforin aracılığıyla girebilen ve hücre içerisinde bir dizi reaksiyonunu başlatarak hücreyi 

apoptoza sokan bir enzimdir [147].  

CD4+ T lenfositlerin de β hücre ölümünde önemli rolleri vardır. NOD farelerde CD4+ T 

lenfositlerin anti CD4 antikoru ile yok edilmesiyle hastalığın ortaya çıkışı gerilemiştir [148]. 

Antijen sunucu hücreler tarafından uygun MHC-peptid kompleksiyle karşılaşan naif CD4+ T 

hücreler bölünmeye ve farklı efektör T yardımcı (Th) hücre alt gruplarına polarize olmaya 

başlarlar (Şekil 2.6). CD4+ T hücrelerin başlıca alt grupları; Th1, Th2, Th17 ve Treg 

hücrelerdir. Bu farklılaşma ortamdaki ASH’lerin sunduğu antijen tipi, salgıladıkları 

sitokinler ile ortamdaki enflamasyonun şekli ve sitokin yoğunluğuna göre gerçekleşir [149].  

Naif CD4+ T hücrelerin Th1 yönüne farklılaşmaları için ortamda yüksek miktarda İL-12 ve 

İFNγ’nın olması gerekmektedir. Th2 yönünde farklılaşmanın olması için İL-4 tarafından 

indüklenmesi, Th17 farklılaşması için ise İL-6, İL-21 ve transforme edici büyüme faktörü 

(Transforming Growth Factor: TGF)-β’nın sağlanması gerekmektedir. Aktive olan Th 

hücreler, ekstrasellüler sinyaller alarak transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonunu 

indükler, bu da Th hücrelerin farklılaşmasını sağlar. İL-12/İFNγ, T-bet (T-box transcription 

factor) transkripsiyon faktörünün ekspresyonunu indükleyerek T hücrelerin Th0 fazından 

Th1 fazına farklılaşmasına yol açarlar. İL-4 sitokini, GATA bağlayıcı protein-3 (GATA binding 

protein-3: GATA-3) transkripsiyon faktörünün ekspresyonunu, İL-6/İL-21/TGF-β sitokinleri 

ise RORγT (RAR-related orphan receptor gama T) transkripsiyon faktörününün 

ekspresyonunu indükleyerek istenilen yönde farklılaşma sağlanır.  Farklılaşan Th 

hücrelerin her birinin salgıladıkları sitokinler farklılık gösterir. Th1 hücreler; İL-2, İFN-γ ve 

TNF-α salgılayarak intrasellüler savunmada, otoimmünitede ve anti-tümör cevabında 

gerekli olan hücresel immüniteyi sağlarlar. Th2 hücreler; İL-4, İL-5 ve İL-13 üreterek 

ekstrasellüler savunmada gerekli olan humoral immüniteyi artırırlar.  Th17 hücreler; İL-

17A, İL-17F, İL-22 sitokinlerini salgılayarak bazı enfeksiyonlara karşı koruma sağlarlar. 

Ayrıca birçok otoimmün hastalık patolojileriyle ilişkilendirilirler [149-153]. Treg hücrelerin 
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farklılaşması ve efektör fonksiyonları, T1D’in regülatör mekanizmaları bölümünde ayrıntılı 

olarak anlatılmaktadır.  

CD4+ T lenfosit alt gruplarından özellikle Th1 ve Th17 hücrelerin patolojiyi artırma ve 

destek olma rolleri gösterilmiştir. T1D patogenezinde Th1 lenfositlerin en önemli görevi 

sitokin salgılayarak oluşan patogeneze katkıda bulunmaktır. Bunun yanında CD8+ T 

hücreleri ve diğer doğal immün sistem hücrelerini de indüklerler. ASH’lerin Sınıf II MHC 

aracılığıyla antigen sunumunu takiben Th1 hücreler yüksek düzeyde İFN-γ salgılarlar. CD4+ 

T hücrelerin salgıladıkları İFN-γ’nın, T1D’in indüklenmesinde çok önemli bir yeri vardır. 

Öyle ki, NOD farelerde İFN-γ’nın bloke edilmesiyle T1D indüksiyonunun tamamen ortadan 

kalktığı gözlemlenmiştir [154]. İFN-γ, özellikle makrofajların bölgeye göçü ve aktivasyonu 

için çok önemlidir. Aktive olan makrofajlar İL-1β ve TNF-α salgılarlar [13, 132, 155]. Ortaya 

çıkan bu sitokin kokteyli (İFN-γ, TNF-α, IL-1β), β hücrelerde reaktif oksijen radikallerinin 

ekspresyonunu indükleyerek β hücreleri apoptoza sürüklerler. β hücreler üzerinde 

eksprese olan İL-1 reseptörünün ligandıyla bağlanması sonucunda da β hücrelerde 

apoptoz indüklenebilir [9]. Th0 hücreler Th1 yönüne farklılaştığında Th2 hücre 

popülasyonu üzerine kısmen inhibisyon gelişir. Th2 hücrelerin T1D üzerinde baskılayıcı 

özelliklerinin olduğu bildirilmiştir. Bu özelliklerini İL-4 ve İL-10 salgılayarak var olan 

patolojiyi giderme amaçlı uygularlar. Salgıladıkları sitokinler Th1 aktivasyonunu baskılar. 

Ancak Th1 ve Th2 arasındaki inbalans sonucu T1D patolojisi gelişir [156]. Th2 hücrelerin 

T1D üzerine fonksiyonları T1D’in regülatör mekanizmaları bölümünde anlatılmaktadır.  

T1D hastalarının periferik kanlarında sağlıklı insanlara oranla Th17 hücre sayısının çok 

daha fazla olup çoğaldıkları gösterilmiştir. Th17 hücrelerinin β hücre otoantijenlerini 

tanıyarak İL-17 salgılamasının hastalığın gelişiminde çok önemli etkisinin olduğu 

vurgulanmıştır [157, 158]. Th17 hücrelerin salgıladıkları IL-17, diğer proenflamatuvar 

sitokinlerle sinerjik etki oluşturarak, β hücrelerinin apoptozunu indüklemektedir [157, 

159]. Ancak anti İL-17 antikoru kullanılarak, İL-17 salınımı bloke edildiğinde hastalık 

oluşumunun önlenmediği sadece pankreastaki yangının kısmen azaldığı görülmüştür. 

Bunun sebebi olarak da CD4+ T hücrelerinin Th17 yerine Th1 yönünde farklılaşarak İFN-γ 

salgılama yolu ile patolojiye neden oldukları öne sürülmüştür [160].  
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Şekil 2.6. CD4+ T yardımcı hücre alt gruplarının farklılaşması [149]. 
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B lenfositler 

T1D hastalığı T hücre kaynaklı bir hastalık olmasına rağmen, B lenfositlerin de bu hastalık 

üzerinde patolojik rolleri vardır. T1D’te B lenfositlerin rolü ilk kez NOD farelerde 

gösterilmiştir. İmmünoglobulinlerin (İg) μ zincirini kodlayan gende yapılan mutasyonlar 

veya farelerin anti İgM antikoruna uzun süre maruz bırakılması ile B hücreler yok edilmiş, 

bu farelerin T1D’e karşı korundukları gözlemlenmiştir [161, 162]. NOD farelerde, CD20’ye 

bağlanan monoklonal antikor verilerek B hücre deplesyonu yapıldığında ise bu farelerin 

uzun süre T1D’e karşı korunduğu ve bazı hayvanlarda oluşan hipergliseminin düzeldiği 

saptanmıştır [163, 164]. Tüm bu veriler B hücrelerin, β hücre patolojisinde destekleyici 

rollerinin olduğunu göstermektedir.  

Otoantijenler, B hücreler üzerindeki İg’ler tarafından yakalanır. B hücreler yakaladıkları 

antijenleri İg’ler ile birlikte endositozla hücre içine alır ve Sınıf II MHC molekülleri ile naif 

CD4+ T lenfositlere sunarlar. B ve T hücrelerin aktivasyonları birbirlerine bağımlıdır. CD4+ T 

hücreler, yüzeylerindeki CD40L aracılığıyla B hücreler üzerindeki CD40 molekülüne 

bağlanarak B hücrelere yardımcı sinyallerini iletirler. Bunun yanında üçüncü sinyal olarak 

da İL-4 ve İL-5 salgılarlar. Sitokin ve CD40/CD40L bağlanması ile B hücrelerin aktivasyonu, 

farklılaşması ve çoğalması indüklenir [165, 166].  

Aktive olan B hücreler, yüzeylerinde B7 moleküllerinin ekspresyonunu ve sitokin salınımını 

artırır. B7 molekülleri, T hücreler üzerindeki CD28 moleküllerine bağlanarak CD4+ T 

hücrelerin aktivasyonu için kostimulatör reseptör bağlanmasını sağlamış olur. Bu 

bağlanma ve sitokin desteği sonucunda CD4+ T hücreler aktive olarak çoğalır, farklılaşır ve 

yangısal sitokinler salgılayarak, β hücrelerinin apoptozunu ve CD8+ T hücrelerinin 

farklılaşmasını indüklerler. Bu arada aktive olan B hücreleri plazma hücrelerine 

farklılaşarak, β hücre spesifik otoantikorlar salgılarlar. Otoantikorlar otoantijenlerle 

kompleks bir yapı oluştururlar. NK ve DC hücreler üzerinde bulunan Fc gama reseprörü 

(FcγR), oluşan kompleksteki antikorun Fc kısımları ile bağlanır. Bu bağlanma sonucu 

antikor bağımlı hücresel sitotoksisite (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity: ADCC) 

başlamış olur. Yani NK hücreler, perforin ve granzim içeren sitotoksik granüllerini β 

hücreler üzerine salarak hücreyi apoptoza sürüklerler. DC’ler antijen-antikor kompleksini 
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endositoz yolu ile hücre içine alarak, CD4+ ve CD8+ T hücreleri aktive ederler. Ayrıca, 

peritoneal B1a (CD5+) B hücreler hastalığın ilk aşamasında pankreası infiltre ederek 

patolojiye katkıda bulurlar. T hücre infiltrasyonunu indükleyecek adezyon moleküllerinin 

ekspresyonunu indüklerler. Bunun yanında bazı proenflamatuvar sitokinler salgılarlar 

(Şekil 2.7) [165-167]. B hücrelerin T1D patogenezini indüklemenin yanında regüle etme 

fonksiyonu da vardır. B hücrelerin regülatör etkileri T1D’in regülatör mekanizmaları 

bölümünde anlatılacaktır.  

 

Şekil 2.7. B lenfositlerin Tip 1 diyabet patogenezinde efektör ve regülatör fonksiyonları 
[165] 
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Makrofajlar 

T1D hastalığının patogenezinde T hücrelerinin anahtar rollerinin yanı sıra, bu etkinin 

ortaya çıkmasında yardımcı olan edinsel ve doğal immün sistem etkileşimi önemli bir yer 

tutar [168]. T1D ile ilgili yapılan ilk çalışmalarda NOD farelerin diyabetik pankreaslarında 

makrofajların yüksek düzeyde infiltrasyonu gösterilmiş, makrofajlar yok edildikten sonra 

ise hastalık gelişiminin önlendiği gözlemlenmiştir [169]. Makrofajların T1D’e olan etkilerini 

daha çok sitokin salgılayarak meydana getirdikleri birçok çalışma ile kanıtlanmıştır. 

Özellikle ürettikleri İL-12’nin CD8+ T hücreleri aktive ederek farklılaşmalarına sebep olduğu, 

dolayısıyla CD8+ T hücrelerden kaynaklanan en büyük patolojiye destek oldukları ortaya 

konmuştur [168]. Diyabetik fareler non-diyabetik farelerle kıyaslandığında, uyarım sonrası 

makrofajların yüksek düzeyde İL-12, İL-1β ve TNF-α salgıladıları gözlemlenmiştir [170]. 

Makrofajların salgıladıları İL-1β, TNF-α ve reaktif oksijen radikallerinin  β hücreler üzerinde 

apoptotik etkiler oluşturduğu gösterilmiştir [171, 172]. T1D hastalarının pankreas adacık 

infiltratlarında İL-1β ve TNF-α üreten makrofajların varlığına rastlanmıştır [173]. Tüm 

veriler, T1D’in başlaması ve gelişiminde makrofajların patolojik rollerini ortaya koyar 

niteliktedir.  

Makrofajların doğal ve edinsel immün cevapta ve doku hemostazında çok önemli rolleri 

vardır. İmmün sistemde; fagositoz, apoptotik ve nekrotik hücrelerin ortamdan 

temizlenmesi, antimikrobiyel savunma gibi fonksiyonlar üstlenirler. Bunun yanında Sınıf II 

MHC ekspresyonu ve sitokin salgısı yaparak CD4+ ve CD8+ T hücrelerin aktivasyonunda ve 

CD4+ T lenfositlerin alt gruplarına farklılaşmalarında çok önemli rol oynarlar. Makrofajlar; 

klasik aktive makrofajlar (M1, CAM) ve alternatif aktive makrofajlar (M2, AAM) olarak iki 

gruba ayrılırlar (Şekil 2.8) [174, 175]. M1 makrofajlar, proenflamatuvar sitokinler ve 

ROS’lar üreterek intrasellüler patojenlere yanıtta görev alırlar. Tip diyabette, pankreas β 

hücre hasarı ve pankreatit tablosunun gelişmesine sebep olan yangısal cevabı artırırlar. 

Th1 CD4+ T lenfositler, CD8+ T lenfositler ve NK hücrelerden salınan İFN-γ, makrofajların 

klasik yönde aktive olmalarını indüklerken, Th17 hücreleri de benzer şekilde makrofajların 

tip 1 yönünde farklılaşmalarına etki eder [174-176]. Ortamdaki İFN-γ ve hasarlanan β 

hücrelerinden üretilen CCL2 (CC-chemokine ligand 2), CCL20, CXCL10 (CXC-chemokine 

ligand 10) kemokinleri, M1 makrofajların adacık bölgesinde toplanmalarına sebep olur. 

M1 makrofajlardan üretilen TNF-α, İL-1β, İL-12  ve kostimulatör ekspresyonu ile T 
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hücrelerin aktive olması indüklenirken aynı zamanda salgıladıkları sitokinler, nitrik oksit 

(NO) ve ROS’lar ile β hücrelerinin doğrudan apoptoza girmesine sebep olurlar [9, 134, 

176].  

Alternatif aktive makrofajlar ise regülatör fonksiyonlar göstererek pankreastaki 

enflamasyonu azaltmaya yönelik çalışırlar. M2 makrofajlar helmint enfeksiyonları veya 

alerjik reaksiyonlar gibi Th2 tipi immün yanıtlarda indüklenirler. Bu nedenle hijyen 

hipotezinden yola çıkılarak helmint enfeksiyonlarının T1D üzerine koruyucu etki gösterdiği 

ortaya konmuştur [177-179]. İL-4, İL-13 sitokinlerinin İL-4Rα’ya bağlanması sonucu 

makrofajlar tip 2 yönüne farklılaşırlar. Pankreasta oluşan insülitis ve enflamasyon 

tablosunu azaltmak amacıyla İL-10 ve TGF-β salgılarlar. Bunun haricinde yüzeylerinde 

eksprese ettikleri programlanmış ölüm ligandı 1 (programmed death ligand 1: PDL-1) ve 

PDL-2 molekülleri aracılığıyla T hücreler üzerindeki PD-1 ve PD-2 reseptörlerine 

bağlanarak otoreaktif T hücrelerinin baskılanmalarını indüklerler [174, 180, 181].  

 

Şekil 2.8. Ortamın enflamatuvar yanıtına bağlı gelişen makrofaj polarizasyonu. [182]. 
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Dendritik hücreler 

Dendritik hücreler; antijenin alınması, taşınması, işlenmesi ve T hücrelere sunulmasında 

çok büyük rol oynayan heterojen bir gruptur. Doğal ve edinsel immün sistem arasında 

köprü vazifesi gören, miyeloid projenitör hücrelerden köken alan profesyonel antijen 

sunucu hücrelerdir. Salgıladıkları sitokinler ve antijen sunumu ile T hücre aktivasyonunda 

rol oynayan en önemli hücre grubudur. Yabancı antijenlere karşı immün sistemin yangısal 

cevabını, öz antijenlere karşı ise tolerans mekanizmalarını indükleyerek işlev gösterirler 

[183-185]. Birçok dokuda immatür ve matür formlarda olmak üzere çok yaygın bir dağılım 

gösterirler.  

İmmatür DC’ler; makropinositoz, antijen-antikor komplekslerini reseptör ilişkili endositoz 

veya tüm organizma veya hücreyi fagositoz yöntemlerini kullanarak antijenik yapıları 

içerisine alan endositik karakter gösteren hücrelerdir. DC hücrelerin bu formu daha çok 

antijenlerin yakalanması ve hücre içine alınması (internalizasyonu) için yapılanmıştır. Sınıf 

II MHC ve kostimulatör ekspresyonu oldukça düşüktür [186]. Buna karşın antijen 

tanımada rol alan Toll benzeri reseptörler (Toll-like receptor: TLR), C-tip lektin reseptörleri 

(CLR), retinoik asit benzeri reseptörler (Retinoic acid-like receptor: RLR), intrasitoplazmik 

nükleotid-oligomerizasyon domain benzeri reseptörler (NLRs), scavenger (çöpçü) 

reseptörler gibi patern tanıma reseptörleri yüksek düzeyde eksprese edilir. Bu dönemde 

kemokin reseptörü ve FcR (Fc reseptör) ekspresyonları da artar. Uyaranlara ve çevreden 

gelen immün yanıtlara cevap verebilme adına birçok sitokin reseptörünün de yüksek 

düzeyde ekspresyonu görülür. Eksprese ettikleri tüm bu reseptörler T hücreleri aktive 

etmek için yeterli değildir, bunun için mutlaka matür (olgun) forma geçmeleri gerekir 

[176, 187].  

Matür DC’ler T hücreler tarafından immünolojik olarak görülebilecek ve T hücre 

aktivasyonunu başlatabilecek hücre yüzey reseptörleri eksprese ederler. DC’ler, 

olgunlaşmaya başladıklarında antijen reseptörlerinin ekspresyonu ile makropinositoz ve 

fagositoz azalarak antijen alımı sınırlanır. Sınıf I ve Sınıf II MHC antijenlerinin ekspresyonu 

ve yarılanma ömrü artırılarak CD8+ ve CD4+ T lenfositlere etkili sunum yapabilme yetisi 

geliştirilir [186]. Bu dönemde yüksek düzeyde İL-1, İL-6, İL-10, İL-12, İL-23, TNF-α, CCL17, 
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CCL12, CCL19 ve  CCL22 gibi sitokin ve kemokin salgılanması  görülür. Bunun yanında 

CD80, CD86, CD40, CD54 gibi kostimulatör reseptör ekspresyonlarında artış görülür. 

DC’lerin sitoplazmik iskeletinin reorganizasyonu ile migrasyon yeteneği artarak, T 

hücrelerine antijen sunumunu başlatma amacıyla bölgesel lenf düğümlerine göç ederler 

[176, 188].  

DC’ler başlıca “klasik veya konvansiyonel dendritik hücreler (cDC)” ve “plazmasitoid 

dendritik hücreler (pDC)” olmak üzere iki ana gruba ayrılır. cDC’ler, klasik DC morfolojisi 

sergileyen, profesyonel antijen sunucu hücre (ASH) olarak görev yapan ve yüksek düzeyde 

Sınıf II MHC molekülü eksprese eden hücre tipidir. cDC’ler kendi aralarında bulundukları 

dokulara ve eksprese ettikleri hücre yüzey belirteçlerine göre farklı alt gruplara ayrılırlar. 

Genel olarak Sınıf II MHC molekül eksprese ederek CD4+ T hücrelere sunum yaparken, 

Sınıf I MHC  molekülü eksprese ederek CD8+ T hücrelere çapraz sunum yaparlar. Bunun 

yanında, TLR gibi PRR’ler eksprese ederek patojenleri tanırlar ve proenflamatuvar 

sitokinler salgılarlar [188-191]. pDC’ler, yuvarlak ve dendritleri olmayan, uzun ömürlü ve 

dolaşımda bulunabilen hücrelerdir. Yüksek miktarda TLR7 ve TLR9 eksprese ederek viral 

veya bazı mikrobiyel uyaranlardan gelen uyarımları alırlar. Bunun sonucunda İFN-α 

salgılayarak anti-viral savunmada rol alırlar [190, 192].  

Tip 1 diyabet patogenezinde dendritik hücrelerin hem otoimmünite hem de tolerans 

gelişimi üzerine etkileri vardır. Ortamdaki yangısal fenotipe bağlı olarak DC kaynaklı 

antijen sunumu, otoimmün cevabı artırabilir veya inhibe edebilir. Proenflamatuvar 

mediatörlerin varlığında öz antijenleri alan DC’ler otoreaktif CD4+ T hücrelerin ve 

sitotoksik CD8+ T hücrelerin gelişimini ve aktivasyonunu indüklerler. CD4+ T hücreleri Th1, 

Th17 veya T foliküler yardımcı (TFH) hücrelere farklılaşmalarını uyarırlar. Aktive olan T 

hücreler, patolojik otoimmünitenin gerçekleşmesini sağlarlar. Ortamda TGF-β gibi anti-

enflamatuvar sitokinlerin yoğun konsantrasyonlarda bulunması, antijen sunumu yapan 

DC’lerin, Treg hücrelerin farklılaşmasını indüklediği bilinmektedir. Bunun yanında 

otoreaktif T hücrelere gerekli kostimülatörleri sağlamayarak T hücreleri anerjik forma 

dönüştürebilmektedirler [189] (Şekil 2.9).  



34 

 

Sağlıklı insanlarda DC’ler patojenik T hücreler ile T regülatör hücreler arasında dengeyi 

sağlayan hücreler olarak görev alırlar [189]. T1D hastalarında otoimmünite ve tolerans 

arasındaki DC regülasyonun bozulduğu görülmektedir. NOD farelerde cDC’lerin 

proenflamatuvar fenotip sergiledikleri, T hücreleri aktive etme kapasitelerinin çok yüksek 

olduğu ve fazla miktarda proenflamatuvar sitokin salgıladıkları gösterilmiştir [193].  

T1D hastalığında DC’lerin varlığı ve yol açtığı patolojiler birçok çalışma ile ortaya 

konmuştur. DC’lere diyabetik bireylerin pankreas adacıklarında bol miktarda rastlanırken, 

sağlıklı bireylerde pankreası istila eden DC’lerin varlığı gösterilememiştir [194].  İki haftalık 

NOD farelerde fizyolojik veya viral sebeplerden pankreas hücrelerinin ölmesi ile açığa 

çıkan antijenlerin DC’ler tarafından alınarak otoreaktif T hücrelere sunulması sonucu 

T1D’in başladığı ortaya konmuştur [133]. Daha sonraki çalışmalarda da β hücre 

ölümünden sonra salınan antijenlerin cDC’ler tarafından alınarak pankreas lenf 

düğümlerinde T hücrelere sunulduğunu, dolayısıyla diabetojenik T hücre yanıtının DC’ler 

tarafından başlatıldığı doğrulanmıştır [195, 196]. NOD farelerde cDC’lerin yüksek düzeyde 

İL-12 ve kostimulatör ekspresyonu yaparak T hücreleri aktive ettikleri gösterilmiştir [197, 

198]. Tüm bu çalışmalar cDC’lerin hastalığın başlatılmasındaki diabetojenik rolünü ortaya 

koyar niteliktedir.  

Tip 1 diyabetik pankreaslarda İFN-α ekspresyonuna rastlanmış ve Tip 1 İFN’ların da T1D’i 

indüklediği düşünülmüştür [199, 200]. Transgenik olarak İFN-α eksprese eden diyabete 

yatkın olmayan farelerin diyabet geliştirdiği gösterilmiştir [201]. NOD farelerde İFN-β’nın 

transgenik ekspresyonu, varolan diyabeti artırmış, diyabete dirençli farelerde ise öze karşı 

toleransı kırarak hastalık oluşumuna sebep olmuştur [202]. Başka bir çalışmada, β 

adacıklarında bulunan pDC’lerin TLR-9 aracılığıyla indüklenerek tip 1 İFN’ları üretmesi ve 

bu durumun diabetojenik T hücrelerinin aktive olmalarında çok önemli rol oynadığını 

göstermişlerdir.  [203]. Tüm bu veriler pDC’lerin varolan patolojiye katkıda bulunduğu ve 

enflamasyonu artırma yönünde etki gösterdiğini vurgulamaktadır. pDC’ler ve cDC’ler, β 

hücre antijenlerine karşı immünolojik toleransı indükleyerek otoreaktif T hücre yanıtını 

baskılarlar. Her iki hücreye ait tolerojenik etkiler, T1D’in regülatör mekanizmaları 

bölümünde anlatılmaktadır.   
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Şekil 2.9. Otoreaktif T hücre cevabının oluşumunda veya regülasyonunda dendritik 
hücrelerin potansiyel rolleri [189]. 

Doğal Öldürücü (NK) Hücreler 

NK hücreler, virüsle enfekte hücrelere ve tümörlere karşı erken savunma basamağında rol 

alan hücrelerdir. Hedef hücreleri doğrudan (direk olarak) sitotoksik etkileri ile 

öldürebildikleri gibi, İFN-γ gibi yangısal sitokinler salgılayarak dolaylı (indirek) yoldan da 

etkilerini gösterirler [10]. Diğer immün sistem hücre tipleriyle kıyaslandığında 

enflamasyonun olduğu hedef organa en çabuk giden hücre tipidir. Aldıkları tehlike 

sinyallerine bağlı olarak sürekli yer değiştirirler. NK hücreler doğal immün sistem hücreleri 

arasında yer alsa da T hücrelere benzerlik gösterirler. NK hücreler eksprese ettikleri CD56 

molekülünün yoğunluğuna göre sınıflandırılırlar: NK hücrelerinin %90’ı CD56 molekülünü 

düşük düzeyde eksprese edip aynı zamanda FcγRIII, (CD16) yüksek düzeyde eksprese 

ederler. (CD56lowCD16bright). Bunun dışında CD56brightCD16dim ve CD56brightCD16- alt 

grupları da mevcuttur [204]. CD56lowCD16bright NK hücreler daha çok periferde sirküle olur. 

Hedef hücrelere karşı yüksek düzeyde sitotoksik etkilere sahip olup, düşük düzeyde 

sitokin salgısı yaparlar. CD56brightCD16- NK hücreler ise daha çok periferik lenfoid 

organlarda bulunur. Daha çok regülatör etkileri olup, İFN-γ, TNF-α ve GM-CSF, İL-5, İL-10, 

İL-13 gibi sitokinler salgılarlar [205, 206].  
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NK hücrelerin yüzeylerinde inhibisyonu veya stimülasyonu indükleyen reseptörler vardır. 

(a) İnhibitör reseptörler; öldürücü hücre immünoglobulin-benzeri (killer cell 

Immunoglobulin-like Receptor: KIR) reseptörleri ve NKG2A/CD94 olmak üzere iki gruba 

ayrılır. NKG2A/CD94 heterodimeri HLA-E’ye bağlanır. KIR reseptörlerinin ligandı HLA-A, -B 

ve -C molekülleridir. (b) KIR reseptörlerinden aktivatör olanları da mevcuttur. Aktivatör 

reseptörler NKG2D ve doğal sitotoksisite reseptörleri (Natural Cytotoxicity Receptor: NCR) 

olmak üzere başlıca iki gruptur. NCR reseptörleri NKp46, NKp30, NKp44, NKp80 olarak 

isimlendirilmiş olup ligandları henüz kesinlik kazanmamıştır. NKG2D reseptörü, NK 

hücrelerinin büyük çoğunluğunda eksprese edilirken bazı CD8+ T hücrelerinde de 

ekspresyonu rapor edilmiştir. Ligandı, klasik olmayan (non-classical) Sınıf I MHC 

molekülleri olan (Major histocompatibility complex (MHC) class I polypeptide sequence-

related gene sequence) MIC-A ve MIC-B’dir. Bu ligandlar ısı şoku, metabolik stres ve 

enfeksiyonlar gibi stres oluşturan durumlarda artar. KIR-2DS ve KIR-3DS ise KIR 

reseptörlerinden olup aktivatör olarak işlev görürler [207, 208]. 

NK hücrelerin T1D’in gelişiminde indükleyici roller üstlendikleri birçok hayvan ve insan 

çalışmasında gösterilmiştir. NOD farelerde NK hücrelerinin adacık hücrelerini parçalama 

yetilerinin olduğu gösterilmiştir [209]. Kimyasalla indüklenen T1D modelinde NK 

hücrelerin yok edilmesi ile T1D’in gelişiminin azaldığı rapor edilmiştir [210, 211].  Ancak 

başka bir çalışmada, NOD farelerde NK hücrelerin diyabet gelişiminde şart olmadığı 

belirtilmiştir [212]. NK hücrelerinin insan diyabetindeki etkilerini gösteren çalışmalar 

hayvan çalışmalarına oranla daha sınırlı olmakla beraber, yeni tanı almış T1D hastalarının 

pankreaslarında da NK hücre infiltratlarına rastlanmış, hastalık üzerinde etkilerini 

gösteren çalışmalar yapılmıştır [213].  

NK hücreler hedef hücreleri öldürme, sitokinler salgılama, T hücreler ve antijen sunucu 

hücrelerle etkileşime girebilme gibi yetileriyle potansiyel olarak T1D  gelişmesinde önemli 

rol oynayabilirler (Şekil 2.10). NK hücreler, hedef hücreleri yüzeylerinde eksprese ettikleri 

moleküller ile tanırlar. NK hücrelerin aktivatör reseptörlerinden NKp46, β hücreler 

üzerindeki bilinmeyen ligandına bağlanarak β hücrelerin parçalanmasına yol açar [214]. 

Yine NK hücrelerden eksprese edilen NKG2D, β hücrelerden eksprese edilen RAE (Retinoic 

Acid Early inducible gene) ligandına bağlanarak β hücre hasarına sebep olabilir. NOD 
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farelerde NK hücrelerde eksprese olan bu iki ligand bloke edildiğinde T1D’in önlenebildiği 

görülmüştür [215, 216].  

Aktive olan NK hücreler hedef hücreleri perforin ve granzimleri aracılığıyla parçalar. 

Bunun yanında yüksek miktarda İFN-γ, TNF-α, GM-CSF, makrofaj enflamatuvar protein 1α 

(Macrophage Inflamatory Protein-1α: MIP-1α) ve MIP-1β salgılarlar. Bunlar içinde en 

önemlisi ve diğer hücreleri aktivasyon yönünde indükleyen sitokin İFN-γ’dır. Yüksek 

miktarda üretilen İFNγ, özellikle diyabetojenik hücreleri aktive etme yönünde patolojiye 

katkıda bulunur [207, 217-219].  

NK hücrelerinin ortaya konmuş aktivatör mekanizmalarının yanında T1D hastalarının 

kanından izole edilen NK hücrelerinin fonksiyonlarında zayıflama saptanmıştır. Kontrol 

hastalarla kıyaslandıklarında NKG2D reseptörünü düşük düzeyde eksprese ettikleri, az 

miktarda İFN-γ salgıladıkları aynı zamanda sayılarının daha az oldukları gösterilmiştir 

[220]. Yine NOD farelerde yapılan çalışmalarda diyabetin sonraki aşamalarında NK 

hücrelerinin cevapsız hale geldiği, sitokin salgılanmasının az olduğu ve granül 

ekzositozunun azaldığı belirtilmiştir [221, 222]. Yeni dönem hastalarda NK aktivitesinin 

yüksek olup, uzun dönem hastalarda düşük olması hastalığın bir sonucu ve karakteri 

olduğu düşünülmüştür [218].  

NK hücrelerinin indükleyici fonksiyonlarının yanı sıra önleyici ve regülatör etkileri de 

mevcuttur. NK hücrelerinin bu etkileri T1D’in regülatör mekanizmaları bölümünde 

anlatılmaktadır.  
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Şekil 2.10. NK hücrelerin otoreaktif T hücreleri aktive ve inhibe etme mekanizmaları [205] 
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Nötrofiller 

Nötrofiller doğal immün sistemin önemli elamanları olup, ekstrasellüler 

mikroorganizmalara karşı non-spesifik erken savunma basamağını oluştururlar. Başlıca 

efektör fonksiyonları fagositoz, granüllerinden litik enzimler salgılamaları, reaktif oksijen 

radikalleri üretmeleri, kemotaksis olarak sıralanabilir [223].  

T1D’in patogenezinde nötrofillerin rolü tartışmalı, kesinleşmemiş ve üzerinde araştırılan 

bir konudur. Nötrofillerin T1D hastalığındaki etkileri araştırmak üzere birçok çalışma 

yapılmıştır. T1D hastalarının dolaşımdaki nötrofil sayıları sağlıklı bireylere oranla daha 

düşük olarak gözlemlenmiştir. Bunun sebebinin yıkım sürecine fazla miktarda katılan 

nötrofillerin sayılarının azalmasına ve nötrofillerin daha çok dokularda birikmesine bağlı 

olabileceği düşünülmüştür [224, 225].  

Nötrofillerin T1D’in patogenezine nasıl etki ettiği hakkındaki hipotezler çelişkilidir. 

Hasarlanan β hücrelerinden salınan öz antijenler konvansiyonel dendritik hücreler (cDC) 

tarafından alınır. cDC’ler antijeni pankreastaki lenf düğümlerinde CD4+ T ve CD8+ T 

hücrelere sunarlar. CD4+ T hücreler Th17 yönünde farklılaşırlar. Aktivasyon sonrası T 

hücreler pankreas adacıklarına göç ederek proenflamatuvar bir sitokin olan İL-17 

salgılarlar. Nötrofiller, salgılanan İL-17 ile pankreasta birikip pankreas dokusuna hasar 

verirler [226].   

2.1.6. Tip 1 diyabette regülatör mekanizmalar 

İmmün sistem patojenlerden kaynaklanan yabancı antijenlerle, vücutta eksprese olan öz 

antijenler arasındaki farklılığı algılamak üzere geliştirilmiş mekanizmalara sahiptir. Normal 

sağlıklı bireylerde öz antijene reaksiyon veren lenfositler ortadan kaldırıldığı veya inaktive 

edildiğinden dolayı birey kendi öz antijenlerine karşı toleranttır. Vücutta tolerans 

mekanizmaları başlıca iki farklı aşamada kontrol edilir (Şekil 2.11). (a) Bunlardan birincisi 

olan “merkezi (santral) tolerans”, timusta immatür T hücrelerinin gelişimi ve 

farklılaşmaları sırasında otoantijenlere reaktif olanların eliminasyonunun 

gerçekleştirilmesidir. (b) “Periferik tolerans” ise merkezi toleranstan kaçan matür T 

hücrelerinin, antijenle karşılaşılan, antijen işlenmesi ve sunumunun gerçekleştiği lenfoid 
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ve non-lenfoid dokularda çeşitli tolerans mekanizmalarıyla eliminasyonu veya 

inaktivasyonudur. Merkezi tolerans veya periferik tolerans mekanizmalarında herhangi bir 

aksaklık sonucunda öz antijenlere reaktif efektör T hücrelerin çoğalması ve aktivasyonu 

kontrol altına alınamaz ve otoimmünite tetiklenir [227, 228].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.11. Öz antijenlere reaktif T hücrelere merkezi ve periferik tolerans mekanizmaları 
[229] 
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Merkezi tolerans 

Kemik iliği kökenli immatür T hücrelerin matürasyon ve farklılaşması timusta gerçekleşir. 

Rastgele oluşan T hücrelerin antijenik repertuarları timusta merkezi tolerans 

mekanizmaları ile kontrol edilir. Dendritik hücreler, makrofajlar, endoderm kökenli 

kortikal timik epitel hücreler (cTEC) ve medulla timik epitel (mTEC) hücreleri, timusta T 

hücrelere antijen sunumunu gerçekleştiren hücrelerdir. Timusun kortikal bölgesinde 

antijen sunucu hücrelerin öz peptid eksprese eden MHC molekülleri ile TCR moleküllerinin 

etkileşimi gerçekleşir. Öz peptid - öz MHC kompleksine düşük ve orta düzeyde afinite ile 

yanıt veren timositler yaşam sinyallerini alarak hayatta kalır ve medullaya doğru ilerler. T 

hücrelerin öz antijenlerden sinyal alarak matürasyonlarına devam etmeleri “pozitif seçim 

(seleksiyon)” olarak adlandırılır. Pozitif seleksiyonu geçen T hücreler korteks-medulla 

sınırında ve medullada tekrar öz peptid - MHC kompleksiyle etkileşirler. Bu aşamada öz 

antijene yüksek afinite ile bağlanan T lenfositler apoptoza uğratılır. Bunun yanında öz 

antijenlerle karşılaşan bazı öze reaktif CD4+ T hücreler apoptoza uğratılmaz. Öz antijenlere 

spesifik regülatör T hücrelere farklılaşırlar. Timusta farklılaşan Treg hücreler perifere 

giderek öz antijenlere reaktif T hücrelerin inhibisyonunda görev alırlar. T hücre 

reseptörlerinin öz antijene çok fazla yanıt vermesi durumunda timositlerin ortadan 

kaldırılması veya Treg hücrelere farklılaştırılması ise “negatif seleksiyon” olarak adlandırılır 

[227, 230, 231].  

Timusta eksprese edilen doku spesifik antijenler (TSA), otoimmün regülatör protein (Auto-

Immune Regulatory protein: AIRE) kontrolünde mTEC hücrelerinden eksprese edilirler 

(Şekil 2.12). Bu nedenle AIRE geninde oluşan bir mutasyon sonucu öz antijenlere spesifik 

olan T hücreler negatif seleksiyona maruz kalmadan perifere kaçarlar ve birçok organda 

otoimmün hastalıklara sebep olurlar [232-235]. Aire eksprese eden mTEC hücrelerinin 

reaktif timositler ile etkileşiminin, Treg hücrelerin farklılaşmasında önemli olduğu, timik 

DC’lerinin ise reaktif hücrelerin apoptozunda daha çok rol oynadığı belirtilmiştir [236]. 

Bazı öz antijenlerin timusta düşük veya yüksek düzeyde eksprese olması da otoimmüniteyi 

indükleyebilir. Örneğin, insülin geninin timusta düşük düzeyde eksprese olup, pankreas β 

hücrelerinde yüksek düzeyde eksprese olması, insüline karşı merkezi T hücre toleransının 

kaybı ile sonuçlanarak T1D’i indükler [237]. 
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Şekil 2.12. T hücrelerin merkezi negatif seleksiyonunda AIRE proteininin rolü [229]. 

Periferik tolerans  

Merkezi tolerans mekanizmasından kaçarak periferik bölgelere giden matür (olgun) öze 

reaktif T hücrelerin periferde de aktivasyonunu kontrol eden çok çeşitli mekanizmalar 

vardır (Şekil 2.13). Periferik dokularda eksprese olan öz antijenlere karşı cevapsızlığın 

sürdürülmesinde periferik tolerans çok önemli rol oynar. Periferik tolerans mekanizmaları; 

(a) otoreaktif T hücrelerin ortadan kaldırılmasını sağlayan apoptoz, (b) otoreaktif 

hücrelerin fonksiyonel olarak cevapsızlaştırılması (anerji) ve (c) Treg hücrelerle 

otoimmünitenin baskılanması olarak başlıca 3 ana mekanizma ile gerçekleşir. Öz 

antijenleri yüksek afinite ile tanıyan ve stimüle olan T lenfositler apoptoz mekanizması ile 

öldürülürler. Apoptoz iki şekilde indüklenebilir. Öz antijen: MHC kompleksine yüksek 

afinite ile bağlanan T lenfositler kostimulatör moleküllerden gelen sinyalleri alamayınca 

hücrede stres sensörlerini aktive edebilir. Bunun sonunca hücre içindeki apoptotik 
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proteinlerin aktivasyonu ve sitozolik enzimler olan kaspazların aktivasyonu gerçekleşerek 

hücre apopitotik olarak elimine edilmiş olur. İkinci apoptoz mekanizması olarak, öz 

antijenle tekrarlayan uyarımlarla aktive olan T hücrelerde ölüm reseptörü olan Fas ve 

onun ligandı olan FasL’ın ekspresyonu indüklenerek hücre kendi kendini apoptoza sokar 

veya başka hücreler tarafından Fas-FasL etkileşimi sağlanarak hücrede apoptoz 

mekanizması başlatılmış olur. T lenfositlerin öz antijenle karşılaşmalarını takiben 

kostimülatör reseptör ekspresyonunun yokluğu (B7-1 ve B7-2) veya sitotoksik T lenfosit 

ilişkili protein-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein-4: CTLA-4) ve programlanmış 

hücre ölümü proteini-1 (Programmed cell Death protein-1: PD-1) gibi inhibitör 

reseptörlerin T hücreler üzerindeki CD28 molekülü ile ligasyonu sonucu lenfositler öz 

antijene karşı cevapsızlaştırılmış olurlar. Bu mekanizma “anerji” olarak adlandırılmaktadır. 

Son mekanizma olarak Treg hücrelerin immün cevabı baskılayarak öze karşı toleransı 

sürdürmesidir [238-242]. Treg hücrelerin otoimmün hastalıkların regülasyonunda çok 

önemlidir. Tip 1 diyabetin regülasyonunda Treg hücrelerin yanında farklı hücreler de 

regülasyonun sürdürülmesinde çok önemli işlevler görürler.  

 

Şekil 2.13. T hücre periferik tolerans mekanizmaları [238]. 
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T regülatör hücreler 

Regülatör T hücreler CD4+ T lenfositlerin alt grubudur ve yüksek düzeyde İL-2 reseptör α 

zinciri (CD25) ekspresyonu ile karakterizedir. Transkripsiyon faktörü olan FoxP3 Treg 

hücrelerin gelişimi, farklılaşması, sağ kalımı ve fonksiyonları için şarttır. CD4, CD25, FoxP3 

ekspresyonlarının yanı sıra düşük düzeyde CD127 (İL-7 reseptörü) ekspresyonu da 

yaparlar [243]. Treg hücreler timusta ve periferde oluşabilir. Timusta öz antijenleri tanıyan 

CD4+ hücreler Treg hücrelere farklılaşabilir. Timusta oluşan bu regülatör hücreler “doğal 

Treg (nTreg) veya timik Treg (tTreg)” olarak adlandırılırlar. nTreg hücreler FoxP3 eksprese 

ederler ve periferik dokularda %5-10 düzeyinde bulunurlar. Periferik lenfoid organlarda 

ise öz antijenin tanınmasını takiben doğal immün hücrelerin yardımı olmadığında CD4+ T 

hücreler, Treg hücrelere farklılaşabilir.  Bu hücreler FoxP3’ten yoksun olup periferde TGF-

β’nın indüksüyonu ile Foxp3 pozitifliğini edinerek Treg hücrelere farklılaşırlar. Aynı 

zamanda öz olmayan antijenlerden kaynaklanan yangısal reaksiyonlarda bazı T hücreler 

Treg hücrelere farklılaşabilir. Periferik dokularda TGF-β indüksiyonu ile oluşan Treg 

hücreler “indüklenen Treg (iTreg), periferik Treg (pTreg) veya adaptif Treg (aTreg)” olarak 

adlandırılırlar [244, 245]. TGF-β, Foxp3 transkripsiyon faktörünün ekspresyonunu 

indüklediği için Treg hücrelerin oluşumunda TGF-β sitokinine ihtiyaç duyulur. Bunun 

yanında oluşan Treg hücrelerin sağ kalımı ve çoğalması için İL-2’nin mutlaka ortamda 

olması gereklidir. Ayrıca CD28 sinyalizasyonunun Treg hücrelerinin gelişimi ve periferik 

homeostazı için gerekli olduğu belirtilmiştir [243].  

Treg hücreler immün baskılamayı birkaç farklı yoldan yapabilirler (Şekil 2.14, Şekil 2.18). 

Bunlardan birincisi İL-10 ve TGF-β gibi anti-enflamatuvar sitokinler salgılamaktır. TGF-β, 

makrofaj aktivasyonunu inhibe eder, T hücre ve ASH’lerin çoğalmalarını ve efektör 

fonksiyonlarını baskılar. İL-10 ise dendritik hücre ve makrofajlardan Sınıf II MHC  ve 

kostimulatör ekspresyonu ayrıca İL-12 salınımını inhibe eder. Treg hücreler sitokin 

salgılamanın yanında CTLA-4 molekülleri eksprese ederek T hücrelerde kostimulatör 

inhibisyonuna sebep olur. Ayrıca, efektör T hücrelerden eksprese edilen adezyon 

moleküllerini ve kemokin reseptörlerini bloke ederek, efektör T hücrelerinin ve diğer 

yangısal hücrelerin pankreasa gidişini önlerler.  Bunun yanında Treg hücreler yüksek 

düzeyde İL-2 reseptör ekspresyonu yaptıklarından dolayı ortamda bulunan İL-2’lerin kendi 



45 

reseptörlerine bağlanmalarını indüklerler. Dolayısıyla ortamdaki efektör T hücreler için İL-

2 tükendiği için T hücre aktivasyonu dolaylı yoldan baskılanmış olur [227, 246]. 

Öze reaktif T hücrelerin periferik dokularda regülatör hücreler ile aktif olarak 

eliminasyonu birçok bireyde gerçekleşen ve otoimmün hastalıkların oluşumuna fırsat 

vermeyen bir durumdur. Ancak otoimmün hastalıklara genetik yatkınlığı olan bazı 

bireylerde çevresel streslerinde tetiklemesiyle periferik tolerans kırılarak T1D gibi 

otoimmün hastalıklar baş gösterir [247]. Tolerans durumunda, pankreas adacıklarında ve 

lenf düğümlerinde DC’ler öz antijen - MHC kompleksini eksprese ederek efektör T 

hücreleri aktive ederler. Treg hücreler; İL-10, TGF-β gibi baskılayıcı sitokinler salgılamanın 

yanında ve CTLA-4, PD-1 inhibitör reseptörleri aracılığıyla efektör T hücreleri baskılarlar. 

Bunun yanında DC’lerin antijen sunum özelliklerini değiştirler ve bu 

hücrelerden  indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) gibi baskılayıcı faktörlerin salınımını 

indüklerler. Ayrıca Th1 yangısal yanıtını Th2 tarafına yönlendirirler. Otoimmünite oluşmuş 

olan bireylerde ise DC’ler yüksek düzeyde öz peptid - MHC kompleksini ve kostimülatör 

molekülleri eksprese ederler. Bunun yanında fazla miktarda İL-12 salgılarlar. Bu durum 

otoreaktif T hücreleri aktive eder. Treg hücrelerinin düşük sayıda olmaları, sağ kalımları 

için gerekli sinyalleri alamamaları, fonksiyonel yetersizlikleri ve efektör T hücrelerin Treg 

hücreler tarafından baskılanmaya dirençli olmaları gibi sebeplerden dolayı yangısal yanıt 

Th1 yönünde devam ederek otoimmün süreç başlar. T1D hastalığında, efektör 

mekanizmalar regülatör mekanizmalara galip geldiği için %80-90 β hücre hasarı oluşarak 

hastalığın klinik semptomları ortaya çıkar (Şekil 2.15) [4, 247-249].  
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Şekil 2.14. Regülatör T hücrelerinin T1D patolojisini kontrol etme mekanizmaları. [250]. 
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T1D hastalığında Treg hücrelerin sayılarının veya fonksiyonlarının azalmasının toleransın 

kırılmasına, dolayısıyla β hücrelerde T hücre kaynaklı yıkımın baskılanamamasına neden 

olur (Şekil 2.15).  Yeni teşhis edilmiş T1D hastalarının kanından izole edilen CD4+CD25+ 

Treg hücrelerin sağlıklı kontrollerin Treg hücrelerine kıyasla T efektör hücreleri baskılama 

yetileri 2 kat daha az etkin olarak saptanmıştır [251, 252]. T1D hastalarından izole edilen 

Treg hücrelerinden eksprese edilen CD25 seviyesi normal olarak tespit edilirken, İL-2 

reseptör sinyalizasyonunda görev alan STAT5 fosforilasyonunun bozukluğu dolayısıyla 

FoxP3 ekspresyonunda azalma saptanmıştır [253].  

Diyabetik insan ve NOD farelerde yapılan araştırmalarında patojenik T hücrelerin Treg 

hücreler tarafından regüle edilmeye dirençli veya daha az hassas oldukları ortaya 

konmuştur [254, 255]. Treg  hücrelerin diyabet üzerindeki koruyucu rollerini ortaya koyma 

amacıyla Treg hücrelerin deplesyonu veya transplantasyonu ile ilgili birçok çalışma 

yapılmıştır. NOD farelerde CD4+CD25+ Treg hücreler yok edildiğinden T1D gelişiminin 

oldukça arttığı gözlemlenmiştir [256]. Yine başka bir çalışmada FoxP3 mutasyonu ile Treg 

hücreleri yok edilmiş farelerde, NK hücrelerinden İFN-γ salınımının arttığı dolayısıyla 

efektör T hücrelerinin otoreaktivitesinin artarak T1D gelişiminin hızlandığı gözlenmiştir 

[257]. Bu  ve benzeri birçok çalışmadan yola çıkılarak otolog Treg hücreler T1D hastalarına 

transplante edilerek terapötik anlamda hastalığın önüne geçebilmek amaçlanmış ve bu 

alanda çok çeşitli çalışmalar planlanmıştır [258, 259]. Adacık antijenine spesifik Treg 

hücreler NOD farelerden izole edilip, in vitro ortamda çoğaltılıp tekrar NOD fareye enjekte 

edildiğinde otoimmünitenin baskılandığı saptanmıştır [260, 261]. İnsan Treg hücreleri in 

vitro ortamda çoğaltılarak süpresör fonsiyonları analiz edilmiş ve insana transplate 

edilebilir canlı ve fonksiyonel hücreler olduğu ortaya konmuştur [262]. Bu çalışmalar 

T1D’in hücresel terapilerle tedavi edilebilmesi adına gelecek vaad etmektedir.  

T1D hastalığından korunma ve önüne geçme mekanizmalarında daha çok nTreg’ler rol 

alsa da, bunlar haricinde diğer başka T regülatör hücreler de hastalığın engellenmesinde 

çok önemli roller üstlenirler [247]. iTreg, TGF-β bağımlı yardımcı T hücresi tip 3 (T helper: 

Th3), İL-10 bağımlı tip 1 regülatör T (type 1 regulatory T: Tr1) ve CD8+ Treg hücrelerin de 

otoimmün hastalıklar üzerindeki tolerojenik rolleri birçok insan ve hayvan çalışmalarında 

gösterilmiştir [227, 263, 264].  



48 

 

 

Şekil 2.15. Regülasyon ve enflamasyon arasındaki denge. İmmün toleransın bozulmasında 
etkili birçok farklı genetik, moleküler ve hücresel faktörler vardır. Bu faktörlerin 
bir veya birkaçında eksiklik/bozulma oluştuğunda regülasyon kısmı yeterli 
gelmeyip, enflamasyon oluşur, dolayısıyla otoimmünite tetiklenir [227]. 

B regülatör (Breg) hücreler 

B lenfositler, T1D’in önlenmesinde birçok regülatör fonksiyonlar sergilerler (Şekil 2.16). 

NOD farelerde yapılan çalışmalarda B lenfositlerin transferi yapılan hayvanların T1D’e 

karşı korunduğu saptanmıştır [265, 266]. Yüzeysel İg’leri veya TLR’leri aracılığıyla aktive 

olan B hücreler İL-10 ve TGF-β gibi regülatör sitokinler salgılayarak veya yüzeylerinde FasL 

eksprese ederek otoreaktif T hücrelerin apoptozunu artırırlar. Salgıladıkları İL-10 ile T 

hücre farklılaşmasının Th2 yönüne doğru gerçekleşmesini indüklerler [165]. Th1 ve Th17 

hücre farklılaşmasını inhibe ederek Treg hücre ve İL-10 üreten Tr1 hücrelerin 

farklılaşmasını indüklerler. T efektör hücreler üzerinde eksprese olan Fas molekülüne 

bağlanarak T hücrelerin apoptozunu indüklerler. Patojenik DC ve makrofajların 

aktivasyonlarını baskılarlar. Ayrıca CD1d molekülü eksprese ederek iNKT hücrelerin 

regülatör etkilerini artırırlar [267].  
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Şekil 2.16. B regülatör (Breg) hücrelerin immün regülatör etki mekanizmaları. [267]. 

Tolerojenik dendritik hücreler 

Dendritik hücreler (Dendritic Cell: DC) her ne kadar T1D patogenezinde efektör yanıtı 

indükleyen birincil antijen sunucu hücre tipi olsa da, toleransın indüklenmesinde de aktif 

ve çok önemli roller üstlenirler (Şekil 2.19). DC’leri deneysel yöntemlerle yok edilmiş fare 

modellerinde otoimmünite gelişmesi DC’lerin tolerojenik fonksiyonlarını kanıtlar 

niteliktedir [268]. İmmün sistemin durağan (steady-state) olması durumunda DC’ler bütün 

dokularda yaygın dağılım göstererek öz antijen repertuvarlarının hepsiyle temas halinde 

bulunur. Antijen alımı yapan  ve bölgesel lenf düğümlerine göç eden DC’ler buralarda öz 

antijeni T hücrelere sunarlar. Ancak DC’lerin eksprese ettikleri Sınıf II MHC  ve 

kostimülatör molekülleri ile salgıladıkları sitokinlerin azlığı dolayısıyla öz antijene reaktif T 

hücreler aktive olamaz, anerji veya apoptoza maruz bırakılarak inhibe edilirler. Aynı 

zamanda DC’ler, bu fazda antijen spesifik Treg hücrelerin oluşumunu ve devamını 

uyararak da periferik toleransı sürdürürler. Aktive olan Treg hücreler de periferde 

otoreaktif T hücreleri baskılarlar [227, 269]. Durağan durumdaki DC’lerin tolerans 
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indüksiyonu bazı durumlarda kırılabilir. Örneğin, enfeksiyon ve patojenlerin sebep olduğu 

doku hasarı gibi durumlarda DC’ler, TLR’ler gibi PRR’ler aracılığıyla tehlike sinyalleri alarak 

yüksek düzeyde MHC ve kostimulatör molekül ekspresyonu yaparlar. Aktive olan DC’ler, 

matür hale geçerek periferik lenf düğümlerine giderler ve T hücreleri aktive ederler [269].  

DC’lerin immünolojik veya tolerojenik forma geçişininde birçok faktör etkilidir (Şekil 2.17). 

Bunlar; farlı mikrobiyel uyaranlara bağlı farklı forma dönüşüm, DC’lerin içinde 

bulundukları çevresel ortam, DC altgrupları, DC’lerin matürasyon fazları gibi durumlar 

olarak sıralanabilir [270]. Patojenik etkenlerden bazıları immünojenik DC’lerin oluşumunu 

indüklerken, bazıları tolerojenik DC’leri indükleyebilmektedir. Örneğin, genelde TLR’ler 

üzerinden gelen sinyaller DC’leri proenflamasyon yönünde indüklerken, TLR-2 aracılığıyla 

gelen sinyaller DC’leri tolerojenik forma geçirerek IDO salınımını indükler, Th2 veya Treg 

hücrelerin oluşumunu indükler [271]. Benzer şekilde DC’ler üzerinde bulunan C-tip lektin 

reseptörlerinin sinyalizasyonu enflamasyonu tetiklerken, bu reseptörlerden DEC205’in 

sinyalizasyonu DC’lerin tolerojenik forma dönmelerine sebep olur [272]. DC alt gruplarının 

PRR’lerinin sinyalizasyonlarına verdikleri cevaplar da farklı olabilmektedir. Örneğin, TLR9 

sinyalizasyonu genelde bütün DC’lerde enflamasyonu indüklerken, plazmasitoid DC’lerde 

toleransı indükler [273]. Anti-enflamatuvar sitokinlere ve immünosupresif mediatörlere 

maruz kalan DC’ler, tolerojenik forma dönüşebilmektedir. İL-10, TGF-β, IDO, prostoglandin 

E-2, retinoik asit, Vitamin D-3 uygulanan DC’lerin tolerojenik forma dönüşerek T hücre 

toleransını indükledikleri ve enflamasyonu baskıladıkları otoimmün modellerde 

gösterilmiştir [270, 274-276]. Bunların yanında CD40, CD80 ve CD86 gibi kostimülatör 

moleküllerin baskılanması veya İL-10, TGF-B veya CTLA-4 yüksek düzeyde eksprese 

ettirilmesi ile DC’ler tolerojenik forma dönüştürülerek otoimmünite baskılanabilmektedir 

[270, 274].  
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Şekil 2.17. Tolerojenik dendritik hücrelerin indüklenmesi ve fonksiyonel etkilerinin 
şematik gösterimi [270]. 

Tolerojenik DC’lerin yanında plazmasitoid DC’ler (pDC) de tolerojenik fonksiyonlar 

gösterirler (Şekil 2.18). pDC’ler TLR9 aktivasyonunu takiben Tip 1 İFN’ların salınımını bu da 

dolaylı olarak yüksek miktarda IDO sentezini indükler. pDC’ler üzerinde indüklenebilen T 

hücre kostimülatör ligandı (inducible T-cell costimulator ligand: ICOSL) ekspresyonu 

uyarılır [274]. Sonuç olarak T1D’in tolerans mekanizmasında pDC’ler; PDL1, ICOSL ve IDO 

aracılığıyla T hücre toleransını indükleyerek etki gösterirler. Özellikle IDO’nun fonksiyonu 

T1D’in önlenmesinde çok etkilidir. IDO, T hücreler için gerekli olan triptofan amino 

asidinin oksidatif katabolizmasını katalize ederek T hücreleri regüle eder. Tüm bu 

pDC’lerin etkileri İL-10 salgılayan CD4+ regülatör hücrelerinin oluşumunu katalize eder [9]. 
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Tolerojenik ve pDC’lerin T1D üzerindeki çok önemli regülatör etkilerinden yola çıkılarak bu 

hücrelerin hastalığın tedavisine yönelik hücre terapisinde kullanımı gelecek vaad 

etmektedir.  

İnvaryart (Değişmez) Doğal Öldürücü T (invaryant Natural Killer T: iNKT) hücreler 

iNKT hücreler doğal immün hücre benzeri grupta sınıflandırılırlar. Ancak T hücre reseptörü 

(TCR) taşıdıkları için "Doğal Öldürücü T (NK-T) hücre" olarak da adlandırılırlar. Polimorfik 

yapıda olmayan, non-klasik Sınıf I MHC molekülü ve glikolipid antijenlerin sunumunu 

yapan CD1 molekülü eksprese ederler [277]. Patojenlere karşı cevapta yüksek miktarda 

sitokin üreterek etkilerini gösterirken, T1D’te bunun tam tersi olarak regülatör işlev 

görmektedirler (Şekil 2.18) [278]. iNKT hücrelerinin adacık oto-antijenlerine karşı Th2 

hücre yanıtını indüklediği [279], CD4+ ve CD8+ T hücrelerinin aktive hücrelere 

farklılaşmasını engellediği gösterilmiştir [280]. iNKT hücrelerinin Th2 hücreleri 

indükleyerek İL-4 salınımını uyarmasının yanı sıra [281], tolerojenik ve plazmasitoid 

dendritik hücrelerin regülatör fonksiyonlarını aktive ederek bu hücrelerin enflamasyon 

bölgesine toplanmalarını indükler. Tolerojenik DC’ler ve pDC’ler de yüksek miktarda İDO 

salgılayarak Treg hücrelerin oluşumunu ve çoğalmasını indükler [9].  

Koruyucu NK hücreler 

NK hücrelerin T1D’i artırma yönünde patolojik rollerinin yanı sıra koruyucu fonksiyonları 

da bulunmaktadır. NK hücrelerinin T1D gelişiminde patojenik veya koruyucu fonksiyona 

sahip olmaları NK hücrelerinin anatomik yerleşimine ve içinde bulundukları sitokin 

mikroçevresine göre değişkenlik gösterir [282]. Bunun yanında ortamda bulunan DC’lerin 

tipleri (cDC, pDC), reseptör aktivasyonlarının farklı yollardan gerçekleşmesi, enfeksiyonlar 

ve diğer çevresel faktörler gibi etmenler de etkili olmaktadır. Koruyucu NK hücreler, 

etkilerini TGF-β ve İL-5, İL-10, İL-13 gibi Th2 sitokinlerini salgılayarak gösterirler. Bunun 

yanında cDC’leri öldürerek, DC’lerin antijen sunumu ve T hücre aktivasyonunu 

engelleyerek etki gösterdiği düşünülmüştür [283].  
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Şekil 2.18. Tip 1 diyabetin gelişimi ve önlenmesinde  hücresel ve moleküler mekanizmalar 
[9]. 

2.1.7. Tip 1 diyabette otoantijene spesifik T hücre fonksiyonlarının ölçümü 

T lenfositler Tip 1 diyabet patogenezinden anahtar rol oynayan hücre grubudur. T1D 

teşhisinde en çok kullanılan yöntem otoantikor tayinidir, ancak tanı için ne doğrudan 

antikorlar patolojik kabul edilmektedir ne de adacık antijenine spesifik T hücre 

fonksiyonlarındaki değişiklikleri göstermekte yeterlidir. Bu nedenle T1D hastalarında T 

hücre fonksiyon ve karakterizasyon testlerinin yapılmasına ihtiyaç vardır. Klinik olarak 

hastaya yapılan çeşitli immünolojik müdahalelerde antikor titresi değişmemekte ve T 

hücre cevabıyla korelasyon göstermemektedir. Ancak adacık reaktif T hücre analizleri ile, 

yapılan müdahaleler sonucunda T hücre fonksiyonlarındaki değişiklikler kolaylıkla 

saptanabilmektedir. Otoreaktif T hücreleri T1D hastalarından izole etmek, tanımlamak ve 

karakterize etmek, bu hücrelerin sayı ve fonksiyonlarındaki değişiklikleri göstermek 
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otoimmün beta hücre yıkımına sebep olan immünolojik hadiseleri daha iyi anlamamıza 

yardımcı olacaktır [16]. Özellikle T hücre klon çalışmaları tek bir prekürsörden köken 

almaları ve homojen olmaları sebebiyle T hücrelerin otoimmün yıkımdaki fonksiyonlarını 

anlamak amacıyla yapılan çalışmalar için oldukça elverişlidir. İzole edilen otoreaktif T 

hücrelerin antijen reaktivitesi, T hücre reseptör analizi, sitokin salgılama fenotipi, bunun 

yanında in vivo olarak adoptif transfer çalışmaları yapılarak T1D patogenezi ve 

immünoregülatör mekanizmaları ayrıntılı olarak araştırılabilmektedir [17]. Sonuç olarak, T 

hücre çalışmaları tedaviye veya hastalığı önlemeye yönelik kişiye özel immünoterapilerin 

geliştirilmesinde gelecek vaad etmektedir.  

T hücre çalışmalarının T1D’i anlama açısından büyük bir öneme sahip olmasının yanında 

bazı dezavantajlara sahiptir. Öncelikle otoreaktif T hücrelerin daha çok insülitis alanında 

yoğunlaşması ve periferik kanda çok daha düşük oranlarda bulunması T hücre klonu 

çalışmalarını kısıtlayan en büyük faktördür [284].  Örneğin proinsülin73-90 spesifik T 

hücrelerin kanda bulunma oranı yaklaşık 300 000’de 1’dir [285]. Bunun yanında oto-

reaktif T hücreler düşük T hücre reseptör aviditesine sahip oldukları için çok zor tespit 

edilebilir. Bunun, yüksek aviditeli otoreaktif T hücrelerin perifere çıkmadan önce timusta 

apoptoza uğrama olasılığına bağlı olabileceği düşünülmüştür. Tüm bu sebepler T hücre 

klonu çalışmalarını oldukça zor ve meşakkatli bir süreç haline getirmektedir [16, 286]. T 

hücre klonu çalışmaları yüksek oranda kan hücreleri kullanılarak yapılmakla beraber son 

yıllarda kadaverik donör dalak ve pankreaslarından da izole edilmeye çalışılmaktadır [287, 

288]. Ancak pankreas çok hasar gördüğü ve çok az miktarda hücre izole edilebildiği için 

periferik kan, T hücre çalışmaları için birincil tercih sebebi olarak kullanılmaya devam 

edilmektedir.  

Tip 1 diyabet hastalarının kanlarından birçok adacık proteinine spesifik  T hücre klonları 

veya serileri izole edilebilmektedir [289-292]. Otoreaktif T hücrelerin spesifik reaksiyon 

gösterdikleri β hücre antijenlerinden başlıcaları proinsülin, GAD65 ve IA-2 olarak sayılabilir 

[117, 293, 294]. Kullanılan antijen formları T hücre klonu oluşturmada önem arz 

etmektedir. Birçok farklı antijen formları T hücre cevabını oluşturma amacıyla 

kullanılmıştır. Örneğin bazı araştırmacılar, insan adacıklarından izole ettikleri protein 

ekstraktlarını kullanmışlardır. Adacık ekstraktları, adacık antijenlerinin hemen hemen 
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hepsini ihtiva etmekte, hangi antijene karşı T hücre cevabı oluştuğu bilinmemektedir 

[295]. Bunun yanında, bakteriler, mayalar ve böceklerde üretilen otoantijenler de T hücre 

cevabını oluşturmak amaçlı kullanılmıştır. Ancak antjienlerin bu gibi formları zenojenik 

reaksiyon ihtimalini doğurmakta ve nonspesifik T hücre aktivasyonunu beraberinde 

getirmektedir [296]. Bunların haricinde rekombinant proteinler ve sentetik peptidler en 

çok kullanılan antijenik formlardır. Yüksek saflıkta elde edilebilir olmaları ve ucuza temin 

edilebilmeleri sebebiyle tercih edilmektedirler [251, 297, 298]. Belirli sekans aralıklarında 

peptit kullanımı, oluşacak olan T hücre klonunun hangi peptid aralığına karşı reaktif 

olmasını bilmek açısından önem taşımaktadır. Ancak insan kanında bulunan tüm adacık 

ilişkili antijenlere reaktif T hücrelerin oranı % 1’in altındadır [16]. Spesifik T hücre 

klonlarını peptid kullanarak izole etmek, işlemi çok daha meşakkatli hala getirmektedir. Bu 

nedenle rekombinant bütün antijen kullanımı, otoreaktif T hücrelerin tespit edilebilirliğini 

kısmen  de olsa artırmaktadır. Ayrıca bu yöntemde antijen, doğal yollarla MHC molekülleri 

ile kırpılmakta ve sunulmaktadır. İzole edilen T hücre klonları aynı antijenin birçok farklı 

peptid aralığına reaktif gelişebilir. Hangi peptid aralığına reaktif T hücrelerin izole 

edildiğini öğrenmek için ileriki aşamalarda epitop analizi yöntemine gidilebilmektedir.  

T hücrelerin kısa süreli olan karakterizasyon çalışmaları genelde izole edilen periferik kan 

mononükleer (PKMN) hücrelerin (Peripheral Blood Mononuclear Cell: PBMC) 3-10 gün 

arası antijenle uyarılması sonucunda uygulanır. Antijen spesifik T hücre çoğalması ve 

sitokin sekresyonu kolaylıkla analiz edilebilmektedir. Kısa dönem T hücre fonksiyon 

testleri; kolay olması, kısa sürede sonuç alınabilmesi, uzun süreli kültüre ihtiyaç 

bırakmaması nedeniyle klinikte T1D’in teşhis ve izlenmesinde immün biyomarker olarak 

kullanılabilmektedir. Ancak bu metotlarda T hücreler, B hücreler, makrofajlar, monositler 

ve dendritik hücreler beraber enkübe edildiği ve elde edilen sonuçlar tek bir hücre 

grubunun cevabını yansıtmadığı için doğru ve gerçek bir değerlendirme 

yapılamayabilmektedir. Dolayısıyla tek bir otoreaktif T hücrenin fonksiyonel analizi ve 

karakterizasyonunun yapılmasına ihtiyaç vardır.  

İnsan PKMN hücrelerinin uzun dönem adacık antijenleri ile tekrarlayan uyarımlara maruz 

bırakılması sonucu T hücre dizileri veya klonları elde edilebilmektedir. Antijen spesifik T 

hücre dizileri oluştururken insan PKMN hücreleri istenilen antijen ve radyasyona maruz 
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bırakılmış ASH’ler ile uzun dönem tekrarlayan uyarımlar ile enkübe edilir. Belli aralıklarla 

kültüre IL-2 ilavesi yapılarak otoreaktif T hücrelerin çoğalması için gerekli olan sitokin 

desteği sağlanır. Bunun sonucunda antijene reaktif tam olarak homojen olmayan T hücre 

grubu elde edilmiş olunur. Bu T hücre dizileri kullanılarak antijen spesifitesi ve epitop 

taraması yapılabilmektedir. Ancak T hücre dizileri birçok reaktif T hücre grubunu 

içerdiğinden ve birçok farklı peptide çapraz reaktivite gösterdiğinden dolayı yapılan 

analizler dikkatli yorumlanmalıdır. Bir diğer dikkat edilmesi gereken husus T hücre 

dizilerinin aktivasyonunda antijen ile uyarımı ve IL-2 ilavesini takiben yüksek oranda 

bystander aktivasyonu gerçekleşebilmektedir. Bu nedenle T hücre karakteri kültürde 

değişkenlik gösterebilmektedir. Tüm bu kısıtlamaları gidermek ve daha homojen ve uzun 

ömürlü reaktif hücreler elde etmek amacıyla, T hücre dizileri bir sonraki aşama olan T 

hücre klonu aşamasına taşınabilmektedir. Otoantijen ile bir süre uyarılan T hücreler 

kuyucuk başına tek hücre veya 0,3 hücre düşürülerek T hücre dizilerini dilüe etme 

yöntemi (Limiting Dilution Assay: LDA) uygulanır [17]. “Limiting dilüsyon” yöntemi 

antijene cevap veren hücrelerin klonlaştırılmasının devamına dayanır [299]. Bu yöntem 

oldukça zahmetli ve zaman alan bir uygulamadır. Ancak güvenilir ve eskiden beri gerek 

hayvan gerekse insanlardan klon elde etmek amacıyla tercih edilmiş bir yöntemdir. Bunun 

yanında son yıllarda oldukça revaçta olan HLA tetramerleri kullanılarak, otoantijene 

spesifik T hücreler direk olarak insan periferik kan hücrelerinden seçilebilmektedir. 

Normal şartlarda HLA-TCR etkileşimi düşük affinitelidir. Bunu gidermek amacıyla kovalent 

bağlarla birbirine bağlanmış birçok spesifik HLA-peptid kompleksleri içeren tetramer veya 

pentamerler kullanılarak affinite ve aviditenin artırılması hedeflenir. HLA tetramerleri, 

çalışılmak istenilen insan rekombinant sınıf I veya sınıf II HLA molekülüne bağlanmış 

spesifik peptid antijenlerinden oluşturulmuş kompleks yapılardır. Üç ila dört HLA molekülü 

tek bir yapı üzerine tutturularak T hücre reseptörlerinin bağlanma aviditesi artırılmaya 

çalışılmıştır [300]. PKMN hücreler izole edilir edilmez veya T hücre dizisi aşamasından 

sonra istenilen antijene spesifik T hücreler, sınıf I HLA veya sınıf II HLA tetramer ve eşlik 

eden hücre yüzey molekülü ile (CD4, CD8) boyanarak tek hücre tek kuyucuk olacak şekilde 

FACS (fluorescence activated cell sorting) cihazı kullanılarak  izole edilir [301-305]. 

Tetramer yönteminin çok masraflı olması ve sadece belirli peptid epitoplarına spesifik 

kullanılabilmesi tercihin dışında tutulmasına sebep olmaktadır. Limiting dilüsyon ve 

tetramer yöntemlerinin dışında Ciantar ve arkadaşları karboksiflöresein diasetat 
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suksinimidil ester (CFSE) yöntemi geliştirmişlerdir. Bu yöntem, CFSE flöresan boyası ile 

boyanan hücrelerden, çoğalanlarının tespit edilebilmesine dayanan bir yöntemdir [306]. 

Otoreaktif T hücre serilerinin tek tek kuyucuklara paylaştırılması sonrasında, antijen veya 

peptid ile önceden enkübe edilmiş ve ardından radyasyona maruz bırakılmış ASH’ler belli 

oranlarda kültüre eklenir. Bunun yanında T hücre klonlarının büyümeleri ve sağ kalımları 

için sitokinler ve bazı büyüme faktörleri destekleyici olarak kültüre eklenebilmektedir. Bu 

işlem sabit bir T hücre klonu elde edene kadar sürekli tekrar edilmelidir. Heterojen ve 

non-spesifik birçok farklı T hücre dizisi içerisinden istenilen antijen spesifitesine uygun T 

hücre klonu yakalama işi oldukça nadir, uzun zaman isteyen ve şansa dayalı bir süreçtir. 

İstenilen antijen spesifitesine uygun T hücre klonu yakalandıktan sonra detaylı 

karakterizasyon işlemleri için uygun hale gelmiş olur. Bu amaçla akım sitometrisi ile hücre 

yüzey molekülleri analizi, sitokin profili analizi, TCR analizi, epitop analizi, HLA 

tiplendirmesi yapılabilir. Bunların yanında T hücre klonları hayvan modellerine 

nakledilerek in vivo diyabet modeli oluşturulması, diyabet patogenezinin ve regülatör 

mekanizmaların in vivo ortamda ayrıntılı olarak araştırılması ve bu doğrultuda terapötik 

yaklaşımların geliştirilmesi amacıyla kullanılmaktadır. [17]. 

Adacık antijen spesifik T hücre cevaplarını ölçebilmek amacıyla çok farklı yöntemler 

uygulanmış, bu alanda farklı yöntemleri içeren birçok derleme sunulmuştur [6, 16, 17, 

307].  Bu yöntemler daha çok T hücrelerin çoğalma indekslerinin belirlenmesine ve sitokin 

üretimlerinin ölçümüne dayanmaktadır. Sitokin sekresyon ölçümüne dayanan testler; 

ELİSA, ELİSPOT ve sitokin sekresyon testi (CSA) olarak sıralanabilir. ELİSPOT testi; ek olarak 

uyarım gerekmeksizin hücreler üzerine uygulanabilen, genellikle İFN-γ ölçümüne dayanan 

ve pozitiflik gösteren hücrelerin nokta şeklinde ayırt edilebilmesiyle ölçülebilen bir 

yöntemdir [284]. Antijen reaktif T hücrelerin sitokin üretiminin tespitine dayalı bir diğer 

yöntem ise ELİSA tekniğidir. T hücrelerin öz antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz 

bırakılmış otolog PKMN hücreleri ile uyarımından 48 veya 72 saat sonra toplanan 

süpernatanlarda var olan sitokinlerin tespit edilmesine dayanan bir yöntemdir [308]. 

Antijenle aktive olan T hücrelerin salgıladıkları sitokinler CSA testi ile de tespit 

edilebilmektedir. T hücrelerin antijenle uyarımlarının ardından, salınan sitokinlerin uygun 

antikorlar ile boyanarak akım sitometrisi ile analizi yapılır [309]. Sitokin sekresyon 
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tayinlerinin haricinde, T hücrelerin antijenle uyarımlarının ardından, çoğalma indekslerinin 

ölçümü ile yapılan testler uygulanmaktadır. Bunlardan en çok uygulanan *3H]-timidin 

çoğalma testidir. Hastanın otolog PKMN hücreleri antijenle enkübe edilip radyasyona 

maruz bırakıldıktan sonra, bu hücreler ile T hücrelerin 2 gün uyarımı sonrasında açığa 

çıkan radyoaktivitenin β sintilasyon sayımı ile ölçümüne dayanan çok güvenilir bir 

yöntemdir [310]. Ancak radyasyon ile ilişkili bir yöntem olduğu için özel kısıtlamalar ve 

yönetmeliklerle kontrol edilen bir uygulamadır. Bu testin haricinde MTT testi, hücre 

çoğalmasının tespitinde uygulanabilir bir yöntemdir. MTT içerisindeki tetrazolium 

tuzlarının endoplazmik retikulum içerisindeki enzimler ile formazan formuna 

parçalanmasına, ve oluşan formazanın ELİSA okuyucusu ile tespitine dayanır [311].  
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3. METOT ve YÖNTEM 

3.1. Araç-Gereçler 

3.1.1. Antikorlar 

Çalışmalar sırasında kullanılan antikorlar Çizelge 3.1’de verilmiştir.  

Çizelge 3.1. Antikorlar 
 

Antikor Adı Klon Numarası Markası 

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 

Çalışmalar sırasında kullanılan kitler Çizelge 3.2’de verilmiştir.  

Çizelge 3.2. Kitler 
 

Kit Adı Katalog Numarası Markası 

Human İL-10 ELİSA  BMS215/2 ebioscience 

Human İFN-G ELİSA BMS228 ebioscience 

Human İL-4 ELİSA  BMS225/2 ebioscience 

Human İL17-A ELİSA BMS2017 ebioscience 

MTT hücre proliferasyon kiti 11465007001 ROCHE 

 

3.1.3. Kimyasallar 

Çalışmalar sırasında kullanılan kimyasallar Çizelge 3.3’de verilmiştir.  
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Çizelge 3.3. Kimyasallar 
 

Kimyasal adı Katalog numarası Markası 

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 L 6115 Biochrome 

Purified recombinant human IL-2 14-8029-63 eBioscience 

Recombinant GAD65 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. GAD65 Reaktif T Hücre Serilerinin (line) Oluşturulması 

3.2.1. Hastalar ve kontroller 

Bu çalışma Dışkapı Yıldırım Beyazıt hastanesinden 17.12.2012 tarihli 06/48 karar numaralı 

etik kurul kararı (Bkz Ek-2) alınarak  Endokrin Hastalıklar Polikiniğince değerlendirilen ve 

teşhis konulan 5  Tip 1 diyabet hastası ve bir kontrol hastası ile yapıldı. Çalışmaya dahil 

edilen hastalar çalışma hakkında bilgi veren onam formu imzalatılarak çalışma hakkında 

bilgilendirildi. (Bkz Ek-3).  

Çalışmaya 15-28 yaş arası ve GAD65 antikor pozitifliği olan hastalar dahil edildi. Çalışmaya 

dahil edilen hastaların özelikleri çizelge 3.4’te gösterilmiştir. Hastaların belli aralıklarla 

çalışma için kan vermeleri talep edildi. 50-100 ml venöz kan heparinli Vacutainer tüplere 
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alınarak, 2 saat içerisinde PKMN hücre izolasyonu yapıldı. HLA tipinin belirlenebilmesi 

içinde EDTA’lı tüplere 2 ml kan alındı. 

Çizelge 3.4. Çalışmaya dahil edilen hastalar ve özellikleri 
 

Hastalar Yaşı Cinsiyeti GAD65 pozitifliği 

Hasta 1 (H-1) 19 Erkek + 

Hasta 2 (H-2) 23 Kadın + 

Hasta 3 (H-3) 19 Kadın + 

Hasta 4 (H-4) 15 Erkek + 

Hasta 5 (H-5) 15 Erkek + 

Sağlıklı Kontrol  27 Erkek - 

 

3.2.2. Periferik kan mononükleer hücrelerin (PKMN) izolasyonu 

T1D hastalarından heparinli Vacutainer tüplere 50-100 ml periferik venöz kan alındı (Şekil 

3.1). Tüpler 931 g’de oda sıcaklığında 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası üstte kalan 

plazma toplanarak, kompleman inaktivasyonu amacı ile,  56 °C’de 30 dakika bekletildi. 

Kan üzerinden alınan plazma miktarı kadar 20 U/ml heparin içeren izotonik sodyum klorür 

(%0.9 NaCl) kan üzerine ilave edilerek hafifçe karıştırıldı. Kan 50 ml’lik konik polipropilen 

tüplere alınarak 1:1 oranında izotonik sodyum klorür ile hafifçe karıştırılarak homojen 

olması sağlandı. 50 ml’lik tüp içerisine 15 ml fikol (1077) yoğunluk gradienti konularak, 

üzerine 30 ml izotonik sodyum klorür ile dilüe edilmiş kan 45 derecelik açıyla yavaşça 

yayıldı. 931 g’de 24 °C’de 30 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası lökositten zengin 

bulutsu katma (buffy coat) kısmı 50 ml’lik tüp içerisinde toplandı. 2 kez izotonik sodyum 

klorür ile yıkanarak (335 g’de, 5 dk santrifüj) fikolden arındırıldı. Hücreler 

zenginleştirilmiş %5 otolog serum, 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin, 2 mmol/l L-

glutamin, 1 mM esansiyel olmayan aminoasitler, 5×10−5 M 2-mercaptoethanol, 1 mM 

sodyum piruvat içeren RPMI besiyeri içerisinde resüspande edilerek tripan mavisi ile 

boyanarak hemositometrede sayıldı.   
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Şekil 3.1. Periferik kan mononükleer hücrelerinin elde edilme yönteminin şematik  olarak 
gösterimi. 

3.2.3. PKMN hücrelerin antijen ile uyarımı 

PKMN hücreler, Şekil 3.2’de gösterildiği gibi uyarılarak otoreaktif T hücre serileri elde 

edildi. 9x106 PKMN hücre 500 μl %5 zenginleştirilmiş besiyeri içerisinde toplandı. 5 μg/ml 

GAD65 (Diamyd Medical, Stocholm, Sweden) antijeni ile yuvarlak tabanlı 6 ml’lik 

polipropilen tüp içerisinde (Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes, New Jersey, USA), 

37 °C’de %5 CO2’li su ceketli etüvde 2 saat inkübe edildi. Enkübasyon sırasında her yarım 

saatte bir hafifçe karıştırıldı. Enkübasyon sonunda 1,5x105 hücre/kuyucuk olmak üzere 96 

kuyucuklu “U” tabanlı plağın iç kısmındaki 60 kuyucuğuna hücreler paylaştırıldı. Kuyucuk 

başına son hacim 200 μl olmak üzere zenginleştirilmiş RPMI besiyeri ile tamamlandı. Dışta 

kalan kuyucuklara yüksek nemli ortam oluşturabilmek amacıyla PBS ilave edildi. Hücreler 

37 °C’de,  %5 CO2’li su ceketli etüve kaldırıldı. Geriye kalan hücreler %5 DMSO, insan 

serumu karışımı ile steril kriyoviyal tüplere konarak -86 °C’ye kaldırıldı. Beşinci gün 20 

U/ml rekombinant insan İL-2 (rhİL-2) sitokini kültüre eklendi. On dördüncü gün 

mikroskopta büyüme gözlenen kuyucuklara MTT proliferasyon testi yapıldı.  

3.2.4. PKMN hücrelerin antijen ile tekrar eden uyarımları 

On dördüncü günden sonra büyüme gözlenen kuyucuklara tekrar antijen ile uyarım 

gerçekleştirildi. Bunun için aynı hastanın daha önceden dondurulmuş PKMN hücreleri,       

-86°C’den çıkarılıp 37 °C’de çözdürülerek %5 besiyeri ile yıkandı. Daha sonra 2 kez 
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zenginleştirilmiş %5 RPMI ile yıkandı. 5 μg/ml GAD65 antijeni ile polipropilen yuvarlak 

tabanlı 6 ml’lik tüp içerisinde, 2 saat 37 °C’de %5 CO2 içeren inkübatörde enkübe edildi. 

Enkübasyon sonrası hücreler 335 g’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifügasyon sonrası 

hücreler 1 ml besiyeri içerisinde toplandı. Hücreler gama irradiatörde (CIS IBL 437 C 

Pharmalucence CsCl) 25 Gray (Gy)’de 730 sn radyasyona maruz bırakıldı. Radyasyon ile 

muamele sonrası hücreler sayılarak 1,5x105 hücre/kuyucuk olmak üzere ilave edildi. Bu 

işlem her 14 günde bir yapıldı. 5. gün 20 U/ml rhİL-2 kültüre eklendi [308]. Elde edilen 

otoreaktif T hücre serilerini çoğaltmak amacıyla, her iki günde bir kültüre 20 U/ml 

rekombinant İL-2 ve 2,5 μg/ml fitohemagglütinin (PHA) ilave edildi. Çoğaltılan kuyucuklar 

toplanarak akım sitometri çalışması için hazırlandı. 

 

Şekil 3.2. Antijen spesifik T hücre yapımının şematik gösterimi. 
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3.2.5. Limiting dilüsyon testi 

Antijene reaktif T hücre serilerinden klon oluşturabilmek amacıyla otoantijene 

reaktivitenin ve çoğalmanın görüldüğü kuyucuklar limiting dilüsyon yöntemi ile tek hücre 

tek kuyucuğa düşecek şekilde ayarlandı. Üzerine 5 μg/ml GAD65 antijeni ile uyarılan ve 

sonrasında  radyasyona maruz bırakılarak çoğalmaları durdurulmuş yaklaşık 20 000 PKMN 

hücre ilave edildi.  

3.2.6. MTT testi 

Antijen uyarımından 14 gün sonra üreme görülen kuyucuklara şekil 3.3’te gösterildiği gibi  

“split well assay” uygulandı. Yani, üreme görülen her bir kuyucuktan 40’ar μl alınarak, yeni 

bir plağa 4 parçaya bölündü. Ana kuyucuk içerisinde de 40 μl bırakıldı. 4 kuyucuktan 

ikisine antijen ile enkübe edilmiş ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler 

(1,5x105 hücre/kuyucuk) eklenirken, diğer iki kuyucuğa radyasyona maruz bırakılmış 

otolog PKMN hücreler eklendi. Ana kuyucuklara da antijen ile enkübe edilen ve 

radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler (1,5x105 hücre/kuyucuk) ilave edildi. 

Hücreler 96 kuyucuklu “U” tabanlı plağa 200 μl total besiyeri hacmi ayarlanarak kondu. 48 

saat enkübasyona bırakıldı.  Enkübasyon sonucu kuyucuklardaki besiyeri 100 μl’ye getirildi. 

Her bir kuyucuğa 10 μl (0,5 mg/ml final konsantrasyon) MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-

2,5-diphenyl tetrazolium bromide) solüsyonu eklendi. 4 saat 37 °C’de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde enkübe edildi. Enkübasyon sonrası kuyucuklara 100’er μl %10’luk SDS (0,01 

molar HCL içerisinde hazırlanmış) solüsyonu eklendi. 1 gece 37 °C’de, %5 CO2 içeren 

inkübatörde enkübe edildi. Enkübasyon sonrası kuyucuklar düz tabanlı 96 kuyucuklu plağa 

nakledildi. Açığa çıkan mor formazan kristallerinin oluşturduğu abzorbans dalga boyu 

mikro plaka okuyucu cihazında 570-670 nm’de ölçüldü. “Split well assay” ve MTT testleri 

her 14 günde bir tekrar edilerek doğru otoreaktif T hücre serileri tespit edilmeye çalışıldı. 

Yüksek değer bulunan ana kuyucuklar 14 günlük zaman aralıklarıyla antijen ile muamele 

edilmiş ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler ile uyarıldı.  
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Şekil 3.3. “Split well assay” testinin uygulanışı 

3.2.7. Akım sitometrisi 

Çoğalan ve GAD65’e yanıt gösteren otoreaktif T hücre serileri kuyucuklardan toplanarak 

sayıldı. 0,5-1x106 hücre 100 μl soğuk FACS (%1 FBS, PBS içerisinde) solüsyonu içerisinde 

toplandı. Hücre süspansiyonu FACS tüplerine alındı. Hücrelere Fc reseptörlerinin bloke 

edilmesi amacıyla 10 μl insan serumu ilave edildi. Hafifçe karıştırıldı. 4 °C’de 10 dk enkübe 

edildi. Üzerine 5’er μl insan CD4, CD8, CD25 ve CD69 antikorları ilave edildi. Her bir 

antikor için tek boyalı izotip kontrol tüpleri hazırlandı. 30 dk 4 °C’de karanlıkta enkübe 

edildi. Enkübasyon sonrası 2 ml soğuk FACS solüsyonu eklenerek, 335 g’de 4 °C’de 5 dk 

santrifüj edildi. Hücreler kaybedilmemeye çalışılarak süpernatan uzaklaştırıldı. Bu işlem bir 

kez daha tekrar edildi. Son olarak hücreler %1-4 paraformaldehid ile fikse edildi. Örnekler 

akım sitometrisi cihazında (FC500, Beckman Coulter, USA) okutuldu.  

3.2.8. ELİSA ile sitokin konsantrasyonunun ölçümü 

Antijenle uyarılmış PKMN hücreleri ve antijenle uyarılmamış PKMN hücrelerinin T hücre 

serilerine ilave edildikten sonraki 48. saatte toplanan hücre kültürü süpernatanları ELİSA 

testi yapılana kadar -20 °C’de saklandı. Süpernatanlar çözdürüldükten sonra 2 kat RPMI 
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besiyeri ile sulandırıldı. İFN-γ, İL-4, İL-17A, İL-10 sitokin düzeyleri ticari ELİSA kitleri 

(eBioscience, USA) ile kit prosedürüne uygun olarak çalışıldı. Öncelikle, standart 

dilüsyonları hazırlandı. Her bir kuyucuğa 50’şer μl test solüsyonu eklendi. Üzerine 50’şer  

μl örnekler eklendi. Her bir örnek ve standart çift kuyucuk olarak çalışıldı. Üzerlerine her 

bir kuyucuğa 50’şer μl biotin-konjugat solüsyonu eklendi. İki saat oda sıcaklığında enkübe 

edildi. Enkübasyon sonrası 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkandı. Her bir kuyucuğa 

streptavidin-HRP solüsyonu eklendi. Bir saat oda sıcaklığında enkübe edildi. Enkübasyon 

sonunda 3 kez yıkandı. Bütün kuyucuklara 100’er μl TMB substrat solüsyonu eklendi. Oda 

sıcaklığında karanlıkta 10 dk enkübe edildi. Her bir kuyucuğa durdurma (stop) solüsyonu 

eklendi. Hiç beklenilmeden mikroplaka okuyucusunda 450 nm’de (Synergy, Biotek, USA) 

okutuldu. Sensitiviteler: İL-10=1,0 pg/ml, IL-4=1,3 pg/ml, İFN-γ=0,99 pg/ml, İL-17=0,5 

pg/ml 

3.2.9. HLA tiplendirme 

Hastaların EDTA’lı tüplere alınan periferik venöz kanlarından otomotik DNA izolasyon 

cihazı kullanılarak (EZ1 DNA blood kit,Qiagen) DNA izole edildi. İlgili polimorfik HLA 

lokuslarının (A, B, C, DR, DQ, DP) ekzon 2-3 bölgeleri birden fazla biyotinlenmiş PCR 

primerleri yardımıyla,HLA tipleme kiti (Lifecodes,Immucor)  kullanılarak PCR’da amplifiye 

edildi. Ardından multipleks boncuklar ile konjuge edilmiş oligonükleotid problar ile 

hibridize edilen örnekler, PE konjuge edilmiş streptavidin solüsyonu ile 56 °C’de enkübe 

edildi. Enkübasyonun ardından işaretli boncuklar üzerindeki flöresan yansıma Luminex 

cihazında okutuldu. Verilerin analizi “Match-It DNA” yazılımıyla yapıldı. HLA 

genotiplendirme verileri 4 basamaklı sayı olarak sunuldu.  

3.3. İstatistiksel Analiz 

Parametrik verilerin karşılaştırılması ve gruplar arası farklılıkların anlamlılık değerleri 

student t testi ve iki yönlü ANOVA testi uygulanarak değerlendirildi. Bütün istatistiksel 

analizler GraphPad Prism yazılımı (version 4.0c, GraphPad, San Diego, CA) kullanılarak 

yapıldı.  
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4. BULGULAR ve YORUM 

4.1. İnsan GAD65 Otoantijenine Spesifik CD4+ T Hücrelerin İzolasyonu ve   

Karakterizasyonu  

4.1.1. PKMN hücrelerinin GAD65 ile uyarılması ve kümeleşmenin gözlenmesi 

Tip 1 diyabet hastalarından elde edilen periferik kandan mononükleer hücre izolasyonu 

yöntem bölümünde bahsedildiği gibi uygulandı. Elde edilen hücreler (9x106), polipropilen 

yuvarlak tabanlı tüplerde, 500-600 μl %5 insan serumu ve diğer katkı maddeleri ile 

zenginleştirilmiş besiyeri içerisinde, 5 μg/ml GAD65 antijeni ile 2 saat 37 °C’de, %5 CO2 

içeren inkübatörde uyarıldı. Enkübasyon sonrasında uyarılmış hücreler, 1,5x105 

hücre/kuyucuk olmak üzere 96 kuyucuklu “U” tabanlı plağın 60 kuyucuğuna paylaştırıldı. 

Otuz yedi °C’de CO2 inkübatörde enkübasyona bırakıldı. Enkübasyonun 5. gününde 

rekombinant insan İL-2 sitokini (20 U/ml) eklendi. Kültürün 14. gününde makroskobik 

büyümeler gözle görünür hale geldi.  

Her ne kadar 1 numaralı hastadan elde edilen hücrelerde uyarımı takiben ilk 14 günde 

gözle görünür özgül olmayan çoğalma ve kümeleşme benzeri oluşumlar gözlenmiş olsa da, 

bu hücreler kültürün ve uyarımın ilerleyen günlerinde çoğalma yetilerini kaybettiler. 

Dolayısıyla 1 numaralı hastadan elde edilen hücrelerden GAD65 antijenine spesifik 

otoreaktif T hücre serileri elde edilemedi (Resim 4.1).  

Benzer şekilde 2 numaralı hastada da antijen ile uyarımı takiben yaklaşık 1 ay çoğalma ve 

antijene özgün bir yanıt saptandı. Ancak sonrasında gerek hücrelerin canlılıkları gerekse 

çoğalma kabiliyetleri azaldı, antijen spesifik T hücre serileri oluşamadı(Resim 4.2).  

Üç numaralı hastanın hücrelerinde gözlemlenen durum da önceki iki hastadan farklı 

olmadı. Yaklaşık ilk 30 günlük zaman dilimi içerisinde 3 numaralı hastanın hücreleri 

antijene cevap verdi ve kümeleşme tarzında çoğalmaya başladı. Ancak 30 gün sonrasında 

hücre canlılıkları azaldı, antijene cevap veren T hücreler bulunmadığı için çoğalamadılar 

(Resim 4.3).  
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Dört numaralı hastadan izole edilen PKMN hücrelerin antijen ile uyarılmasını takiben 

çoğalma ve kümeleşme kinetikleri artarak devam etti. Başlangıçta 1-2 adet kümeleşme 

gözlenirken, 30 gün sonrası zaman diliminde kümeleşme oranı her geçen gün daha da 

arttı (Resim 4.4). Mikroskop görüntüsünü doğrular nitelikte antijen reaktivitesinin MTT 

testi ile ölçümünde benzer cevaplar saptandı. Çoğalma gösteren kuyucukların akım 

sitometrisi yapıldı. Ayrıca 72. günden sonra hücreler tek hücre/tek kuyucuk olacak şekilde 

hesaplanarak limiting dilüsyon yöntemi ile kuyucuklara bölündü. Üzerlerine yaklaşık 20 

000 antijen ile uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler ilave edildi.   

Beş numaralı hastadan elde edilen PKMN hücreler 5 μg/ml GAD65 antijeni ile her 14 

günde bir uyarıldı. Dört numaralı hastaya benzer şekilde oluşan kümeleşme gün geçtikçe 

artarak devam etti (Resim 4.5). Çoğalmanın görüldüğü kuyucuklar her iki günde bir ayrı 

kuyucuklara bölündü. İL-2 ve PHA eklenerek hücreler çoğaltıldı. Çoğalan kuyucuklardan 

akım sitometrisi yapılarak elde edilmiş olan T hücre serisinin karakterizasyonu yapıldı. 

Kültürün 60. gününden sonra hücreler tek hücre tek kuyucuk olacak şekilde limiting 

dilüsyon yöntemi ile kuyucuklara paylaştırıldı. Üzerine GAD65 antijeni ile uyarılmış ve 

radyasyona maruz bırakılmış yaklaşık 2x104 otolog PKMN hücre ilave edildi.   

 



69 

 

Resim 4.1. PKMN hücreleri izole edilerek GAD65 antijeni ile uyarılmış 1 numaralı hasta 
hücrelerinin antijene verdikleri yanıt.  
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Resim 4.2. PKMN hücrelerinin izolasyonunu takiben belirli zaman aralıklarıyla GAD65 
antijeni ile kültüre edilen 2 numaralı hasta hücrelerinin antijene verdikleri 
yanıt. 
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Resim 4.3. PKMN hücrelerinin belirli zaman aralıklarıyla GAD65 antijeni ile kültüre 
edilmesi sonucu, 3 numaralı hasta hücrelerinin antijene verdikleri yanıt.  
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Resim 4.4. GAD65 antijeni ile seri uyarımlar sonrası aktive olan 4 numaralı hastanın 
otoreaktif T  hücrelerinde oluşan kümeleşmenin ışık mikroskobu ile görünümü. 
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Resim 4.5. GAD65 antijeni ile seri uyarımlar sonrası aktive olan 5 numaralı hastanın 
otoreaktif T  hücrelerde oluşan kümeleşmenin ışık mikroskobu ile görünümü 
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4.1.2.  “Limiting dilüsyon” yöntemi ile T hücrelerin klonlaştırılması 

Tip 1 diyabet hastalarından izole edilen PKMN hücrelerinin her 14 günde bir antijenle 

uyarımı sonrasında antijene yanıt veren T hücre serilerinin klonlaştırılması amacıyla 

“limiting dilüsyon” yöntemi uygulandı. Bu sürece kadar MTT testinde yüksek proliferatif 

yanıt veren ve/veya hücre kültüründe yüksek kinetikle çoğalan ve kümeleşen T hücre 

serileri seçildi. Kültürün 60. gününden sonra hücreler tek hücre tek kuyucuk olacak şekilde 

kuyucuklara paylaştırıldı. Üzerine GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz 

bırakılmış yaklaşık 2x104 otolog PKMN hücre ilave edildi. Her 2-3 günde bir 20 U/ml rh-İL-2 

ve 2,5 μg/ml PHA ilave edildi. Kültürün 15. gününde ışık mikroskobunda çoğalan 

kuyucuklar gözlendi. Resim 4.6’da limiting dilüsyon yapılan 4.2C, 4.6A ve 5.3C T hücre 

serilerinin antijene yanıt veren/çoğalan kuyucukları ve antijene yanıt vermeyen 

kuyucukları gösterildi.  
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Resim 4.6. GAD65 antijeni reaktif 4.2C, 4.6A ve 5.3C T hücre serilerinin “limiting dilüsyon” 
sonrası çoğalmalarının ışık mikroskobu ile gösterimi. Sol sütun antijene yanıt 
veren ve çoğalan kuyucukları, sağ sütun antijene cevap vermeyen kuyucukları 
göstermektedir.  

 

 

 

 

 



77 

 

4.1.3. Antijen reaktivitesine bağlı hücre çoğalmasının ölçülmesi  

Kültürde GAD65 antijenine spesifik T hücrelerin sağ kalımlarının ve çoğalmalarının 

artırılması amacıyla, hücreler her 14 günde bir GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona 

maruz bırakılmış otolog PKMN hücreleri ile kültüre edildi. Çoğalmanın görüldüğü 

kuyucuklarda antijen reaktivitesini ölçmek amacıyla ilk antijenle uyarımı takiben 1 ay 

sonra MTT proliferasyon testi uygulandı. Bu amaçla her kuyucuk 4 ayrı kuyucuğa bölündü 

(toplam 5 kuyucuk). Dört parçaya bölünen kuyucukların ikisine antijen ile uyarılmış ve 

radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler (1,5x105 hücre/kuyucuk) eklenirken, 

diğer iki kuyucuğa antijen ile uyarılmamış radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN 

hücreler eklendi. Hücreler 48 saat 37 °C’de enkübe edildi. Enkübasyonun 48. saatinde 

MTT solüsyonu hücrelerin üzerine eklendi. Dört saat sonra %10’luk SDS solüsyonu 

eklenerek hücreler parçalandı ve açığa çıkan formazan konsantrasyonu mikroplaka 

okuyucuda okutuldu. 

Bir, iki ve üç numaralı hasta   

Hücre kültürünün 30. gününden uyarım sonrası uygulanan MTT testinde, 1, 2 ve 3 

numaralı hastaların antijenle uyarılmış ve antijenle uyarılmamış kuyucukları arasında 

anlamlı bir fark saptanmadı. Bu hastaların hücreleri 30. günden sonra tamamen çoğalma 

yetilerini kaybettiler. Bu nedenle daha sonraki MTT testi için yeterli hücre 

barındırmadıkları için sonraki tur MTT testleri yapılamadı (Şekil 4.1).  

Dört numaralı hasta 

Dört numaralı hastanın 30 gün sonrası antijen ile uyarımında antijenle uyarılmış ve 

antijenle uyarılmamış kuyucukları arasında yüksek düzeyde farklılık saptanmadı (Şekil 4.2). 

Düşük düzeyde de olsa iki grup arasında farlılık gösteren kuyucuklara GAD65 antijeni ile 

uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler eklenerek kültürün 

devam etmesine çalışıldı. İkinci tur stimülasyonda bazı kuyucuklarda, antijenle uyarılmış 

ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücrelerin eklendiği grup ile, antijen ile 

uyarılmamış ve radyasyona maruz bırakılmış PKMN hücrelerinin eklendiği grup arasında 

anlamlı farklılık gözlendi (Şekil 4.3).  
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5 numaralı hasta  

Beş numaralı hastanın GAD65 antijeni ile uyarımının 30. gününde, hücreler MTT testi 

amacıyla tekrar antijen ile uyarıldı. Uyarımın 48. saatinde bazı kuyucukların negatif ve 

pozitif grupları arasında anlamlı farklılık gösterildi (Şekil 4.4). MTT testinde proliferatif 

yanıt veren kuyucukların GAD65 antijeni ile her 14 günde bir uyarımlarına devam edildi. 

Mikroskobik olarak da kümeleşme görülen kuyucuklar, ikinci tur MTT stimülasyonu için 

ayrıldı. İkinci tur MTT stimülasyonu sonrası, GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona 

maruz bırakılmış PKMN hücrelerin eklendiği grup, GAD65 antijeni ile uyarılmamış ve 

radyasyona maruz bırakılmış PKMN hücrelerinin eklendiği gruba oranla anlamlı düzeyde 

yüksek bulundu (Şekil 4.5).  
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b 

 

 

 

 

 

c 

 

 

 

 

Şekil 4.1. Birinci (a), ikinci (b) ve üçüncü (c) hastaların MTT proliferasyon testine verdikleri 
cevap. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar GAD65 
antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarını, Y 
ekseni OD değerini göstermektedir. MTT testi çift kuyucuk olarak çalışılmıştır.  
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Şekil 4.3. İkinci tur uyarım sonrası 4 numaralı hasta hücrelerinin antijen reaktivitesinin 
MTT testi ile analizi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı 
sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni 
kuyucuk numaralarını, Y ekseni OD değerini göstermektedir. MTT testi çift 
kuyucuk olarak çalışılmıştır. *,p<0.05, **,p<0.01, ***,p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.4. Beş numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası MTT 
proliferasyon testi ile antijen reaktivitelerinin ölçümü. Her kuyucuk için GAD65 
ile uyarılarak ve uyarılmayarak stimülasyon indekslerine bakıldı. Mavi sütunlar 
GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar GAD65 antijeni ile 
uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarını, Y ekseni 
OD değerini göstermektedir. MTT testi çift kuyucuk olarak çalışılmıştır. 
*,p<0.05, ***,p<0.001. 
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Grafiğin X apsisi kuyucuk numarasını, Y apsisi OD değerini göstermektedir. Her bir veri çift 
kuyucuk çalışılmıştır. *,p<0.05, **,p<0.01, ***,p<0.001. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.5. İkinci tur uyarım sonrası 5 numaralı hasta hücrelerinin antijen reaktivitesinin 
MTT testi ile analizi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı 
sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni 
kuyucuk numaralarını, Y ekseni OD değerini göstermektedir. MTT testi, çift 
kuyucuk olarak çalışılmıştır. **,p<0.01, ***,p<0.001. 

4.1.4. Otoreaktif T hücre serilerinin akım sitometri yöntemi ile analizi 

MTT testi sonucunda çoğalma görülen kuyucuklar seçilerek yaklaşık 2 hafta boyunca her 

iki günde bir hücreler yeni kuyucuklara bölünüp, 20 U/ml İL-2 ve 2,5 μg/ml PHA ilavesi 

yapılarak çoğaltıldı. Yaklaşık 0,5-1x106 hücre elde edildikten sonra CD4+, CD8+, CD25+ ve 

CD69+ antikorları ile boyanarak akım sitometrik analizleri yapıldı. Dört ve beş numaralı 

hastanın otoreaktif hücre serilerinde yapılan akım sitometrik analizde T hücre serilerinin 

büyük çoğunluğunun CD4+ T hücreler oldukları gösterildi (Şekil 4.6a, Şekil 4.7a). Buna 

karşın 4 numaralı hasta (%6) ve beş numaralı hasta (%3,5) hücrelerinde düşük düzeylerde 

CD8+ T hücrelere rastlandı (Şekil 4.6a, Şekil 4.7a).  

Elde edilen CD4+ T hücrelerin aktivasyon fenotiplerini analiz etmek amacıyla CD25 

antikorları kullanıldı. Dört numaralı hastadan izole edilen antijen spesifik CD4+ T hücre 

serilerinin yüksek düzeyde CD25 eksprese ettikleri (% 35.4) (Şekil 4.6b) gözlendi. Bunun 

yanında var olan CD8+ T hücrelerin büyük çoğunluğunun CD25 ekspresyonu yaptığı 

gösterildi (Şekil 4.6c).  Benzer şekilde beş numaralı hastanın CD4+ T hücrelerinde de kayda 
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değer CD25 ekspresyonun (%20,5) (Şekil 4.7b) varlığı gözlendi. Beş numaralı hastanın var 

olan düşük miktardaki CD8+ T hücrelerinin büyük çoğunluğunun CD25 pozitifliği gösterdiği 

saptandı (Şekil 4.7c).  

CD25 ekspresyonuna ilave olarak, bir diğer aktivasyon belirteci olan CD69’un ekspresyon 

düzeyi analiz edilerek, T hücrelerin aktive fenotipte olup olmadıkları belirlendi. Dört 

numaralı hastanın CD4+ T hücrelerinin yüksek düzeyde CD69 eksprese ettikleri (% 29,5) 

(Şekil 4.6d), bunun yanında CD8+ T hücrelerin de bir miktar CD69 eksprese ettikleri (%1,6) 

gözlendi (Şekil 4.6e). Beş numaralı hasta da ise 4 numaralı hastaya oranla daha düşük 

düzeyde CD4+CD69+ T hücre popülasyonu (% 11,4) saptandı (Şekil 4.7d). Beş numaralı 

hastanın var olan CD8+ T hücrelerinde, düşük düzeyde CD69 eksprese eden (%1) hücre 

popülasyonuna rastlandı (Şekil 4.7e).  

Sağlıklı kontrol hastanın CD4+ ve CD8+ T hücre yüzdeleri analiz edildiğinde, hem CD4+ 

(%51,9) hem de CD8+ (%39,3) T hücreleri yüksek miktarda barındırdıkları gözlendi (Şekil 

4.8a). CD25 ekspresyonları incelendiğinde, CD4+CD25+ (%7,2) (Şekil 4.8b), CD8+CD25+ 

(%0,7) (Şekil 4.8c), T hücrelerin dört ve beş numaralı hastaya oranla oldukça düşük 

düzeyde oldukları saptandı. Benzer şekilde, CD4+CD69+ (% 1,6) (Şekil 4.8d) ve CD8+CD69+ (% 

4,3) (Şekil 4.8e) hücre yüzdeleri diyabetik hastalara göre oldukça düşük düzeyde olduğu 

gözlendi. 
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Şekil 4.6. Dört numaralı hastaya ait otoreaktif T hücrelerin GAD65 antijeni ile belirli 
periyotlarla uyarımı sonrasında yüzey belirteçlerinin akım sitometrisi ile analizi. 
Hücreler CD4+, CD8+, CD25+ ve CD69+ hücre yüzey antikorları ile boyandı. CD4+, 
CD8+ (a), CD4+CD25+ (b), CD8+CD25+ (c), CD4+CD69+ (d), CD8+CD69+ (e) hücre 
popülasyonları analiz edildi. 
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b c 

d e 
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Şekil 4.7. Beş numaralı hastaya ait otoreaktif T hücrelerin GAD65 antijeni ile belirli 
periyotlarla uyarımı sonrasında yüzey belirteçlerinin akım sitometrisi ile analizi. 
Hücreler CD4+, CD8+, CD25+ ve CD69+ hücre yüzey antikorları ile boyandı. CD4+, 
CD8+ (a), CD4+CD25+ (b), CD8+CD25+ (c), CD4+CD69+ (d), CD8+CD69+ (e) hücre 
popülasyonları analiz edildi. 

a 

b c 

d e 
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Şekil 4.8. Sağlıklı kontrol hastasından alınan PKMN hücrelerinin GAD65 antijeni ile uzun 
süreli kültürü sonrasında hücrelerin fenotipik özelliklerinin akım sitometrisi ile 
analizi. Hücreler CD4+, CD8+, CD25+ ve CD69+ hücre yüzey antikorları ile boyandı. 
CD4+, CD8+ (a), CD4+CD25+ (b), CD8+CD25+ (c), CD4+CD69+ (d), CD8+CD69+ (e) 
hücre popülasyonları analiz edildi. 

a 

b c 

d e 
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Yorum 

T1D ve sağlıklı bireylerden elde edilen PKMN hücreler, GAD65 antijeni ile kültür 

ortamında 14 gün boyunca uyarıldılar.  Ardından uygulanan MTT testi ile çoğalan ve 

antijene cevap veren kuyucuklar seçilerek uyarılmaya devam edildi.  Her 14 günde bir 

GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreler kültür 

ortamına ilave edildiler. Yaklaşık 60 günlük hücre kültürü ve antijen uyarımının ardından 

MTT testi sonuçları ve mikroskobik olarak çoğalma gösteren kuyucuklar göz önünde 

bulundurularak, antijen reaktif kuyucuklar seçildi. T hücre serilerini içeren bu kuyucuklar, 

her iki günde bir bölünerek İL-2 ve PHA ilavesi yapıldı. Böylelikle kümeleşmenin olduğu 

kuyucuklar çoğaltılıp, akım sitometrisi için uygun hücre sayısına erişilmeye çalışıldı.  

Hücreler CD4, CD8, CD25 ve CD69 antikorları ile boyanarak fenotipik analizleri yapıldı.   

Diyabetik bireylerden elde edilen otoreaktif T hücrelerin büyük çoğunluğunun CD4+ T 

hücreler olduğu gösterildi. Ancak sağlıklı kontrol bireyden elde edilen ve aynı şartlarda 

kültür ortamında çoğaltılan hücrelerin hem CD4+ hem de CD8+ T hücrelerden oluştuğu 

gözlemlendi. Bu sonuçlar diyabetik hastalardan elde ettiğimiz T hücrelerin tek tip T hücre 

alt grubu olduklarını ve otoreaktif T hücre klonu olmaya adandıklarını göstermektedir. 

Aksine sağlıklı bireyin T hücrelerinin heterojen poülasyondan oluştukları, dolayısıyla T 

hücre klonu yada serilerinin elde edilemediğini gösterdi. Elde edilen T hücre serilerinin 

aktivasyon fenotiplerinin analizi, CD69 ve CD25 hücre yüzey moleküllerinin ekspresyon 

düzeylerine bakılarak yapıldı. Diyabetik hasta grubunda GAD65 reaktif CD4+CD25+ T hücre 

ve CD4+CD69+ T hücre yüzdeleri kontrol bireye oranla oldukça yüksek bulundu. Bu 

sonuçlar, T1D hastalarından izole edilen otoreaktif  T hücrelerinin GAD65 antijenine karşı 

aktive olarak yanıt verdiklerini kanıtlar niteliktedir. Sağlıklı kontrol hastada ise antijen 

spesifik T hücreler yer almadığı için var olan T hücreler aktive olamadılar, bu nedenle 

CD25 ve CD69 ekspresyonları düşük düzeyde saptandı. 
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4.1.5. Otoreaktif T hücre serilerinin sitokin salgılama profilleri 

Hastalardan elde edilen hücrelerin konuldukları kuyucuklarda mikroskobik büyüme 

gözlenen ve MTT testinde kontrol grubuna oranla çoğalan kuyucuklar GAD65 antijeni ile 

uyarılarak salgıladıkları sitokin cevapları analiz edildi. Kültürün başladığı birinci ve ikinci 

aylık zaman dilimleri sonrasında hücreler, antijen ile uyarılmış otolog PKMN hücreler ile 

uyarıldı. Uyarımdan 48 saat sonra hücre kültür süpernatanı toplanarak İFN-γ, İL-4, İL-10 ve 

İL-17 sitokinlerinin seviyeleri ticari ELİSA kitleri kullanılarak saptandı. Dört (Bkz Çizelge 4.1) 

ve beş (Bkz Çizelge 4.2) numaralı hastaların otoreaktif T hücre serilerinin salgıladıkları 

sitokinler ve miktarları gösterildi.  

İFN-γ salınımı 

Dört numaralı hastanın 1 aydır kültüre edilen hücrelerine uygulanan antijen uyarımı 

sonucunda İFN-γ salınımı açısından antijen ile uyarılan ve uyarılmayan kuyucuklar 

arasında herhangi bir farklılık tespit edilmedi (Şekil 4.9a). Kültürün 2. ayında uygulanan 

uyarımda ise GAD65 antijeni, İFN-γ salınımını anlamlı bir biçimde artırdı. Aynı zamanda 

artmış İFN-γ salınımı otoreaktif T hücre serilerinin izole edildiğine dair gösterge olarak 

değerlendirildi (Şekil 4.9b). Özellikle 4.2C, 4.6A ve 4.11B hücre serilerinde İFN-γ salınımı 

oldukça yüksek seviyelerde tespit edildi.  

Beş numaralı hastada da benzer durum ile karşılaşıldı. Kültürün ilk 1 ayında mikroskobik 

olarak  kümeleşme gözlenen ve çoğalan kuyucuklar seçilerek antijen ile uyarıldı.  Uyarım 

sonrasında İFN-γ salınımının değişmediği gözlendi. Bu da başlangıçta henüz GAD65’e 

reaktif T hücre klonlarının yakalanamadığını gösterdi. Ancak kültürün 2. ayında GAD65 

antijeni ile uyarılan bazı kuyucuklarda, uyarılmayan kontrol grubuna oranla yüksek 

düzeyde İFN-γ salınımı gözlendi (Şekil 4.10). Ayrıca, sağlıklı kontrol hastanın T hücreleri ile 

kıyaslandığında, T1D hastaların T hücre serilerinde yüksek İFN-γ salınımı, T hücrelerin 

antijene karşı çoğalma ve proenflamatuvar yanıtlarının oldukça yüksek olduklarını ortaya 

koyar niteliktedir (Şekil 4.17).  
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Şekil 4.9. Dört numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İFN-γ yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 1. 
(a) ve 2. (b) ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İFN-γ düzeyleri ELİSA 
testi ile analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı 
sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni 
kuyucuk numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 

 

 

a 
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Şekil 4.10. Beş numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İFN-γ yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 1. 
(başlangıç) ve 2. (devam eden) ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik 
İFN-γ düzeyleri ELİSA testi ile analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile 
uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu 
göstermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarını göstermektedir. ****, 
p<0.0001. 
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İL-4 salınımı 

Hücrelerin adacık antijeni olan GAD65 ile uyarımından 48 saat sonra hücre kültür 

süpernatanlarında Th2 T hücrelerinin yanıtlarını belirleyebilmek amacıyla İL-4 sitokin 

yanıtı analiz edildi. Dört numaralı hastanın sadece bir hücre serisinde (4.6A), İL-4 salınımı 

uyarılmamış gruba oranla yüksek seviyede saptandı (Şekil 4.11a). Kültürün 2. ayında 

GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreleri ile 

uyarılmasının ardından 4.6A T hücre serisinde yüksek düzeyde İL-4 salınımı saptandı Şekil 

4.11b). Ancak antijen ile uyarılmamış grupta da yüksek düzeyde İL-4 salınımının olduğu 

görüldü. Bu T hücre serisinde görülen yüksek düzeydeki İL-4 salınımının (uyarımlı, 

uyarımsız) antijenle uyarılmaya bağlı olmadan gerçekleşen spontan bir salgı olduğu 

çıkarımına varıldı. Diğer T hücre serilerinden 4.2C, 4.9B ve 4.11B serilerinde İL-4 salınımı 

yüksek düzeyde görülmese de antijen ile uyarılmamış gruba oranla anlamlı olarak artmış 

olduğu görüldü. Bu T hücre serilerinin düşük oranlarda Th2 hücreleri barındırıyor 

olabilecekleri kanısına varıldı.  

Beş numaralı hastanın T hücre serilerinin İL-4 yanıtı, kültürün 1. ve 2. ayında GAD65 

antijeni ile uyarılmış ve rasyasyona maruz bırakılmış otolog PKMN hücreleri ile uyarımın 

ardından analiz edildi. Kültürün 1. ayında uyarılan T hücre serilerinde İL-4 salınımı 

saptanmadı. Ancak ilerleyen dönemde 5.9E T hücre serisinin uyarılmış grubunda İL-4 

salınımının, uyarılmamış gruba oranla oldukça yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.12). Bu 

durum, 5.9E T hücre serisinin yüksek miktarda Th2 hücrelerden oluştuklarını 

göstermektedir. Bunun dışında 5.3C ve 5.9G T hücre serilerinde de uyarılmamış gruba 

oranla İL-4 salınımında anlamlı artış saptandı. Ancak salınan İL-4 miktarının düşük 

düzeylerde olması bu T hücre serilerinin az miktarda Th2 hücrelerini ihtiva ettikleri 

düşünüldü.  

 

 

 



92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.11. Dört numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-4 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 1. (a) 
ve 2. (b) ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-4 düzeyleri ELİSA testi 
ile analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı 
sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni 
kuyucuk numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 
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Şekil 4.12. Beş numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-4 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 1. 
(başlangıç) ve 2. (devam eden) ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-
4 düzeyleri ELİSA testi ile analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile 
uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu 
göstermektedir. X ekseni kuyucuk numaralarını göstermektedir. ****, 
p<0.0001. 
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İL-10 salınımı 

Kültürde 2 ay süreyle her 14 günde bir GAD65 antijeni ile stimüle edilerek antijen reaktif T 

hücrelerinin çoğalması ve sağkalımı sağlanan T hücre serilerinin GAD65 antijenine karşı 

verdiği süpresör tip baskılayıcı yanıtları belirleyebilmek amacıyla İL-10 sekresyonları analiz 

edildi. GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış PKMN hücrelerinin 

kültüre eklenmesinden sonraki 48 saatte kültür süpernatanları toplanarak İL-10 düzeyi 

analiz edildi.  

Dört numaralı hastada İL-10 salınımı çok düşük miktarlarda saptandı. Ancak 4.6A T hücre 

serisinde hem uyarılmış hem de uyarılmamış grupta yüksek düzeyde İL-10 düzeyi görüldü 

(Şekil 4.13). Farklı olarak uyarılmamış grupta uyarılmış gruba nazaran daha yüksek İL-10 

düzeyi gözlendi. Bu durumun antijenle uyarılmış olan grupta, artmış İFN-γ salınımının İL-

10 salınımı üzerinde kısmi blokaj etkisi göstermiş olabileceği, uyarılmamış kültürde ise 

artmış İL-10 salınımının azalmış İFN-γ salınımdan kaynaklanabileceği düşünüldü.  

Beş numaralı hastanın hücrelerinin benzer şekilde kültürün 2. ayında GAD65 antijeni ile 

uyarılmasının ardından İL-10 salgı düzeyine bakıldığında 4 numaralı hastaya göre yüksek 

düzeylerde İL-10 salınımı gözlendi (Şekil 4.14). Özellikle 5.9E T hücre serisinde uyarılmamış 

gruba nazaran çok yüksek seviyelerde İL-10 salındığı görüldü. Bu T hücre serisinin İL-10 

salgılayan Treg hücreleri yüksek yoğunlukta barındırdıkları çıkarımına varıldı. Diğer T hücre 

serilerinde de (5.3C ve 5.9G) uyarılmamış gruba oranla yüksek İL-10 salınımının varlığı 

saptandı. Ancak bu T hücre serilerinde daha düşük düzeyde İL-10 salgılanması, bu T hücre 

serilerinin daha düşük düzeyde Treg hücreleri barındırdıkları düşünüldü.  
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Şekil 4.13. Dört numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-10 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 2. 
ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-10 düzeyleri ELİSA testi ile 
analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar 
GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk 
numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.14. Beş numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-10 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 2. 
ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-10 düzeyleri ELİSA testi ile 
analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar 
GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk 
numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 



96 

 

İL-17 salınımı 

T1D hastalarından izole edilen PKMN hücrelerinin her 14 günde bir kültürde GAD65 

antijeni ile uyarılmasının 2. ayında sağ kalan ve proliferatif yanıt gösteren T hücrelerin İL-

17 yanıtı analiz edildi. Bunun için hücreler GAD65 antijeni ile 48 saat kültür ortamında 

uyarıldı. Enkübasyon sonrası süpernatanlar toplanarak İL-17 sekresyon düzeyi ELİSA 

yöntemi ile çalışıldı.  

Dört numaralı hastanın  T hücre serilerinde GAD65 antijeni ile uyarım sonrası T hücre 

serilerinden 4.11B serisinde uyarılmamış gruba oranla yüksek düzeyde İL-17 salgısının 

olduğu gözlendi (Şekil 4.15). Bunun yanında 4.2C T hücre serisinin uyarılmış grubunda 

uyarılmamış grubuna oranla artmış İL-17 düzeyi saptandı. Bu da, 4.11B ve 4.2C T hücre 

serilerinin İL-17 salgılayan Th17 tipi T hücrelerini barındırdıklarını göstermiştir.  

Beş numaralı hastanın otoreaktif T hücre serilerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrasında 

çok düşük miktarda İL-17 salgıladığı görüldü (Şekil 4.16). 5.9G T hücre serisinde 

uyarılmamış gruba oranla minimal düzeyde artış saptandı.  
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Şekil 4.15. Dört numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-17 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 2. 
ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-17 düzeyleri ELİSA testi ile 
analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar 
GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk 
numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.16. Beş numaralı hasta hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
antijene verdikleri İL-17 yanıtı. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 2. 
ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İL-17 düzeyleri ELİSA testi ile 
analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış grubu, kırmızı sütunlar 
GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X ekseni kuyucuk 
numaralarını göstermektedir. ****, p<0.0001. 
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Sağlıklı kontrol bireyde sitokin salgılama fenotipi 

Sağlıklı kontrol birey hücrelerinin GAD65 antijeni ile stimüle edilmiş ve radyasyona maruz 

bırakılmış otolog PKMN hücreleri ile uyarımından 48 saat sonra hücre kültür 

süpernatanları toplanarak İFN-γ, İL-4, İL-10 ve İL-17 sitokin salınımları analiz edildi (Şekil 

4.17). Sağlıklı kontrolde diyabetik bireylere nazaran İFN-γ salınımı oldukça düşük 

düzeylerde saptandı. İL-4 salınımı kontrol bireylerde görülmedi. İL-17 salınımı çok düşük 

konsantrasyonlarda tespit edilmekle beraber uyarılmış kültürde uyarılmamışa oranla daha 

fazla görüldü. İL-10 salınımının ise beklendiği üzere yüksek düzeyde olduğu gözlendi. 

 

Şekil 4.17. Sağlıklı kontrol birey hücrelerinin GAD65 antijeni ile uyarımı sonrası hücrelerin 
sitokin salgılama fenotipleri. Çoğalma gözlemlenen kuyucuklarda kültürün 2. 
ayında otoantijen ile uyarım sonrası 48 saatlik İFN-γ, İL-4, İL-10 ve İL-17 sitokin 
düzeyleri ELİSA testi ile analiz edildi. Mavi sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmış 
grubu, kırmızı sütunlar GAD65 antijeni ile uyarılmamış grubu göstermektedir. X 
ekseni kuyucuk numaralarını göstermektedir.  
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Çizelge 4.1. Dört numaralı hastadan elde edilen GAD65 reaktif T hücre serilerinin sitokin 
salgılama fenotipleri  

 

 

Çizelge 4.2. Beş numaralı hastadan elde edilen GAD65 reaktif T hücre serilerinin sitokin 
salgılama fenotipleri 

T hücre 
Serileri 

İFN-γ 
(pg/ml) 

İL-4 
(pg/ml) 

İL-10 
(pg/ml) 

İL-17 
(pg/ml) 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T hücre Serileri İFN-γ 
(pg/ml) 

İL-4 
(pg/ml) 

İL-10 
(pg/ml) 

İL-17 
(pg/ml) 

4.2C 146,2 18,3 2,9 7,3 

4.6A 242 138,153 69,9 0,7 

4.9B 21,6 1,3 0 0,7 

4.11B 229,3 18,46 2,7 28,1 
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4.1.6. HLA analizi 

Çalışmada kullandığımız Tip 1 diyabet hastalarının HLA genotiplendirmesi PCR yöntemine 

dayalı sekansa spesifik oligonukleotid (SSO) yöntemi ile yapıldı. Beklenildiği üzere Tip 1 

diyabet hastalarının HLA-A, HLA-B, HLA-C alellerinden diyabete yatkınlıkta yüksek risk 

taşıyan [7, 62] HLA-A*0201, 0101, 0301, 1101, HLA-B*0702, 1801, 5001, 5101, 3901 HLA-

C*0303, 0401, 0602, 0701, 0702 alellerine sahip oldukları gösterildi (Çizelge 4.1). Benzer 

şekilde HLA-DR ve HLA-DQ alellerinden T1D’e yatkınlıkta önemli roller üstlendiği 

düşünülen [60, 312] HLA-DRB1*0301, 0402, 0101, HLA-DQB1*0201, 0302, 0501 alellerini 

T1D hastalarının taşıdığı gösterildi (Çizelge 4.2). T1D’e yüksek risk teşkil eden DR/DQ 

haplotiplerinden HLA-DRB1*0301 ve HLA-DQB1*0201 haplotiplerinin (alel 

kombinasyonları) 1 ve 3 numaralı hastalarda olduğu gözlemlendi. Beş numaralı hastada 

görülen HLA-DRB1*0401 homozigot ve HLA-DQB1*0302 homozigot alel kombinasyonu 

T1D için yüksek yatkınlık oluşturan kombinasyonlardır [7]. Sınıf II HLA lokusunda bulunan 

HLA-DP genlerinin düşük immünostimülatör kapasiteleri ve ekspresyon düzeyleri 

sebebiyle T1D ile ilişkili genotipik çalışmalarda bu gen bölgesinin T1D ile yatkınlığı üzerine 

olan araştırmalara başlangıçta çok fazla yer verilmemiştir. Daha sonraları yapılan 

çalışmalarda bazı HLA-DP alellerinin T1D’e olan yatkınlıkta rol aldıkları gösterilmiştir [313, 

314]. Bu çalışmaları doğrular nitelikte T1D hastalarımızın bu hastalığa yatkınlıkta rol 

oynadığı bilinen HLA-DPB1*0201, 0301 alellerini taşıdıkları ortaya kondu (Çizelge 4.2).  
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Çizelge 4.1. Çalışmaya dahil edilen T1D hastalarının sınıf I HLA alelleri 

 

Çizelge 4.2. Çalışmaya dahil edilen T1D hastalarının sınıf II 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 
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5. TARTIŞMA 

Tip 1 diyabet, T hücre kaynaklı insülin üreten pankreas β hücrelerinin yıkımı ile karakterize 

otoimmün bir hastalıktır. β hücrelerinin yıkımı sonucu glikoz homeostazını sağlayan 

insülinin üretiminde yetersizlik oluşur ve hiperglisemi ile seyreden hastalık tablosu ortaya 

çıkar. Hastalık oluşumuna insülin, IA-2 ve GAD65 antijenleri gibi adacık antijenlerine 

reaktif T hücreler ve otoantikorlar iştirak eder. NOD farelerde yapılan çalışmalarda CD4+ 

ve CD8+ T hücrelerin β hücre yıkımında önemli roller üstlendikleri açıkça gösterilmiştir 

[299]. Benzer şekilde anti CD3 antikoru verilen T1D hastalarında β hücre 

fonksiyonlarındaki düşüşün geciktiği ortaya konmuştur [315]. Yeni teşhis edilen T1D 

hastalarının pankreas adacıklarında CD8+ CTL hücre infiltrasyonlarının varlığı gösterilmiştir 

[132]. Bu veriler, T1D patogenezinde T hücrelerin anahtar rolünün olduğunu ispat 

etmektedir. Bu sebeplerden dolayı, T hücrelerin otoimmün T1D patogenezindeki 

fonksiyonlarını aydınlatmak araştırmacılar için birincil hedef haline gelmiştir. Bu amaçla 

daha çok T1D hastaların periferik kanlarından antijen spesifik T hücre serilerinin veya 

klonlarının izolasyonu yapılarak, bu hücrelerin hastalık patogenezinde sergiledikleri 

davranışları karakterize etmek tercih edilmektedir. Adacık antijenlerine spesifik T 

hücrelerin sayı ve fonksiyonlarındaki değişiklikleri analiz etmek, otoimmün β hücre 

yıkımındaki immünolojik hadiselerin anlaşılmasında yardımcı olacaktır [16].  

Çalışmamızda, GAD65 antijenine spesifik T hücre serilerinin izolasyonu ve 

karakterizasyonu yapıldı. β hücre otoantijenlerinden GAD65’in insan ve NOD farelerde 

oldukça antijenik olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir. Kontrol hastaların periferik 

kanlarında dahi GAD65’e karşı otoreaktif T hücreler bulunabilmektedir [316, 317]. 

GAD65’in yüksek antijenik yapıya sahip olması ve T1D hastalarının büyük çoğunluğunda 

GADA antikorunun varlığı sebebiyle çalışmamızda adacık hücre antijeni olarak GAD65’i 

seçtik. Çalışmamıza katılmak üzere 28 yaşın altı 5 adet diyabetik ve 1 adet kontrol birey 

gönüllü oldu. T1D hastalarında GAD65 otoantikorları pozitiflik gösteren bireyler çalışmaya 

dahil edildi. Hasta ve kontrol bireylerden alınan PKMN hücreler, bütün rekombinant 

GAD65 antijeni ile 14 gün uyarıldı, böylece epitopların antijen sunucu hücreler tarafından 

doğal olarak kırpılarak sunulmalarına imkan sağlandı. 14. günden sonra antijene yanıt 

vererek çoğalan hücreler, MTT testi yapılarak tespit edildi. Her aşamada yanıt veren 
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kuyucuklarda T hücre serilerinin tekrar eden uyarımlarla devamına çalışıldı. Yanıt veren T 

hücreler, her 14 günde bir GAD65 antijeni ile uyarılmış ve radyasyona maruz bırakılmış 

otolog PKMN hücreler ile uyarılarak çoğalmaları ve özgünleşmeleri sağlandı. Mikroskobik 

olarak çoğalma gösteren ve MTT testinde proliferatif yanıt veren T hücre serileri limiting 

dilüsyon yöntemi ile tek hücre tek kuyucukta olmak üzere yerleştirildi. Üzerine GAD65 

antijeni ile uyarılan ve radyasyona maruz bırakılan PKMN hücreleri ilave edildi. Bu yöntem 

ile T hücre serilerinin klonlaştırılmasına çalışıldı.  

Çalışmaya dahil ettiğimiz her hastadan otoreaktif T hücre seri/klonları elde edemedik. 

Bunun sebebinin otoreaktif T hücrelerin insan kanında oldukça düşük oranlarda 

bulunması ve tespit edilebilme imkanlarının oldukça sınırlı olmasına bağlandı. Ayrıca 

kandaki otoreaktif T hücrelerin antijene olan aviditelerinin oldukça düşük olması, antijene 

bağlanma ve reaksiyon vermelerini güçleştirmiştir [16].  

Elde edilen hücrelerin hücre yüzey belirteçleri akım sitometrisi ile incelendiğinde, CD4 tipi 

T hücrelerden oluştuğu gözlendi. İzole edilen ve GAD65 antijenine özgünleştirilen 

hücrelerin, T hücre alt gruplarından (CD4+ ve CD8+) yalnızca bir tanesinden pozitif olmaları 

tek tip T hücre serisinden oluştuklarını göstermektedir. Ayrıca bu CD4+ T hücre serilerinin 

kontrol bireyden elde edilen T hücrelere oranla, yüksek miktarda CD25 ekspresyonu 

yaptıkları gösterildi. Bulgularımız daha önce izole edilen T hücre klonu karakterizasyon 

çalışmalarında kontrol bireylere oranla yüksek CD25 ekspresyonu tespit edilen 

çalışmalarla örtüşmektedir [304]. Bunun yanında çalışmamızda, diyabetik hastalardan 

elde edilen otoreaktif T hücre serilerinin CD69 aktivasyon molekülünü kontrol bireylere 

oranla daha yüksek miktarda eksprese ettikleri ortaya kondu.  Elde ettiğimiz sonuçlar, T1D 

hastalarından elde edilen GAD65 proteinine reaktif T hücrelerin aktive fenotipte 

olduklarını gösterdi. Bu aktivasyon fenotipine sağlıklı bireyde rastlanmadı. T1D 

hastalarından elde edilen T hücrelerin TCR moleküllerinin spesifik peptidle uyarılmaları 

sonucu CD25 ve CD69 ekspresyonunun arttığı düşünüldü.  

Çalışmamızın bir sonraki aşamasında T1D hastalardan ve kontrol bireyden elde ettiğimiz 

GAD65 reaktif T hücre serilerinin sitokin sekresyon profilleri ELİSA yöntemi ile analiz edildi. 

T1D hastaların T hücre serileri GAD65 antijenine karşı heterojen bir yanıt oluşturdukları, 
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İFNγ, İL-4, İL-10 ve İL-17 sitokinlerinin her birini salgıladıkları gösterildi. Ancak dominant 

cevabın İFN-γ salgısı olduğu ve adacık patolojik hasarının İFN-γ salgılayan Th1 tipi CD4+ T 

hücreler tarafından kaynaklanmış olabileceği düşünüldü [318, 319]. Bu sitokin profilinin, 

daha önce izole edilen T hücre serilerinin sitokin profilleri ile uyumlu olduğu doğrulandı 

[299, 320]. Özellikle 4.2C, 4.11B ve 4.9B T hücre serilerinde yüksek düzeyde İFN-γ salgısı, 

İL-4 salgılanmasını kısmi düzeyde inhibe ettiği ve Th1 tipinde immünolojik reaksiyon 

oluşturduğu gözlendi. Bunun yanında İL-4 salgılayan Th2 hücrelerin de izole ettiğimiz T 

hücre serilerinde yer aldıkları saptandı. Daha önce yapılan birçok çalışmada T1D 

hastalarından izole edilen bazı T hücre klonlarının Th2 tipinde immünolojik cevap 

oluşturdukları, İL-4 ve İL-13 gibi tip 2 sitokinleri salgıladıkları gösterilmiştir [285, 321]. 

Genelde Th2 tipi T hücreler T1D’i önlemeye yönelik anti-enflamatuvar yanıtlar sergilediği 

bilinse de kısmen de olsa adacık hücre hasarına katkıda bulundukları düşünülmektedir 

[322]. Bundan dolayı elde edilen T hücre serilerimizin bazılarının Th2 tipinde T hücre 

popülasyonunu içerdikleri ve immünolojik reaksiyona katkıda bulundukları düşünüldü.  

Bunların yanında T1D hastalarından elde ettiğimiz T hücre serilerinde İL-10 salgılayan T 

hücrelerinin varlığı saptandı. Bu durumun, antijen ile tekrar eden stimülasyonların, PKMN 

hücreler içerisindeki Treg hücreleri uyarması sonucu kaynaklandığı düşünüldü. Bu nedenle, 

varolan enflamatuvar yanıtı dengelemek amacıyla bazı T hücre serilerinde yüksek düzeyde 

İL-10 salgılandığı çıkarımına varıldı.  İL-10 salgılayan hücrelerin regülatör fonksiyon 

gösterdikleri bilinmektedir. Bu nedenledir ki, sağlıklı kontrol bireyde İL-10 seviyesi yüksek 

bulundu. Schloot ve arkadaşları T1D hastalarından hem İL-10 hem de İFN-γ üreten T hücre 

serileri ve klonları oluşturmuşlardır [320]. Benzer şekilde Dromey ve arkadaşları T1D 

hastalarından rekombinant GAD65 ve proinsülin antijenlerini kullanarak İL-10 salgılayan 

Treg hücre klonu oluşturmuşlardır [323]. Bizim çalışmamızda da yukarıdaki çalışmaları 

doğrular nitelikte İFN-γ, İL-4 ve İL-10 salgılayan tipte T hücre serileri oluşturuldu.  

Tüm bu sitokinlerin yanında çalışmamızda İL-17 sitokin salgısına bakarak Th17 tipi T 

hücrelerin otoreaktif T hücre serilerinde var olup olmadığına bakıldı. T1D hastadan izole 

ettiğimiz T hücre serilerinin bir tanesinde, sağlıklı kontrol ile kıyaslandığında yüksek 

düzeyde İL-17 salgılandığı saptandı. Bu sonuç elde ettiğimiz bazı otoreaktif T hücre 

serilerinin Th17 tipi T hücreleri barındırdıklarını ortaya koydu. Th17 hücrelerin, adacık 

patolojisinde proenflamatuvar ortam oluşumuna katkıda bulundukları ve hastalığın 
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ilerlemesinde rol oynadıkları bilinmektedir [324]. Daha önce yapılmış birçok çalışmada 

T1D hastaları ve kontrol bireylerde İL-17 salgılayan Th17  hücrelerin varlığı gösterilmiş, bu 

hücrelerin var olan adacık patolojisine önemli katkılarda bulunduğu ortaya konmuştur 

[157, 158, 293, 325]. Ancak T1D hastalarından İL-17 salgılayan Th17 tipi T hücre seri yada 

klonları izole edilememiştir. Bizim çalışmamızda Th1 CD4+ T hücrelerine ilave olarak Th17 

CD4+ T hücreler de izole ve karakterize edilmiştir.  

T hücre serilerinin/klonlarının izolasyonu ve karakterizasyonunun yanında, çalışmaya dahil 

ettiğimiz T1D hastalarının HLA genotipik yapılarını ve hastalık ile olan ilişkilerini inceledik. 

HLA genotiplendirme, sekans spesifik oligonükleotid (SSO) yöntemi ile yapıldı. T1D 

hastalarının hastalık oluşumunda yüksek risk oluşturan sınıf II HLA alelleri (HLA-

DRB1*0301, 0402, 0101, HLA-DQB1*0201, 0302, 0501, HLA-DPB1*0201, 0301) taşıdıkları, 

buna karşın koruyucu alellerden (HLA-DQB1*0602, 0301, HLA-DP*0402, HLA-DRB1*0403) 

yoksun oldukları gösterildi. Benzer şekilde sınıf I HLA alellerinden T1D için yatkınlık 

oluşturan alelleri (HLA-A*0201, 0101, 0301, 1101, HLA-B*0702, 1801, 5001, 5101, 3901 

HLA-C*0303, 0401, 0602, 0701, 0702) barındırdıkları gösterildi. Bunlardan özellikle HLA-

A*0201 ve HLA-B*3901’in T1D oluşumunda yüksek risk faktörü oluşturduğu bilinmektedir 

[64]. Sonuç olarak çalıştığımız T1D hastalarında hastalık oluşumundaki yatkınlıkta rol 

oynayan HLA alellerinin ve haplotiplerinin varlığı doğrulandı.   

T1D hastalık patogenezine dahil olan mekanizmaları ortaya çıkarmak amacıyla T hücre 

klonu çalışmaları oldukça faydalıdır. Klonların spesifik antijenlerinin epitoplarının 

belirlenmesi ile spesifik antijen terapileri amaçlanmakta, bu da T1D’in tedavisinde gelecek 

vaad etmektedir. Bizim çalışmamızda diğer çalışmalarla benzer şekilde GAD65 antijenine 

reaktif T hücreler diyabetik hastalardan izole edilmiş ve fenotipik özellikleri ayrıntılı olarak 

araştırılmıştır. Şimdiye kadar Türk T1D hastalarında otoreaktif T hücre serilerinin 

fonksiyonel özellikleri ile ilgili herhangi bir veri ortaya konmamıştır. Bu çalışma 

Türkiye’deki diyabet hastalarında, T hücre serilerinin fonksiyonlarını ve aktivasyon 

fenotiplerini, bunun yanında otoreaktif T hücre serilerinin ait oldukları hastaların HLA 

genotiplerinin ortaya koyması bakımından oldukça anlamlıdır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Çalışmamızda Tip 1 diyabet hastalarından T hücre serileri izole edilmiş, in vitro koşullarda 

fenotipik ve fonksiyonel analizleri ortaya konulmuştur. Elde edilen T hücre klonlarının 

CD4+ T hücreler oldukları gösterilmiş, sağlıklı kontrol T hücrelerle kıyaslandığında yüksek 

düzeyde CD25 ve CD69 aktivasyon fenotipi sergiledikleri görülmüştür. Sitokin sekresyon 

düzeyleri analiz edildiğinde baskın oranda İFN-γ üreten Th1 tipi CD4+ T hücrelerden 

oluştukları, bunun yanında yüksek düzeyde İL-17 üreten Th17 T hücre serisi de tespit 

edilmiştir. Ayrıca T hücre serilerinin düşük miktarda İL-4 ve İL-10 üreten hücrelere sahip 

oldukları da gözlemlenmiştir.  

Tip 1 diyabette otoreaktif T hücre klon çalışmaları, T1D’in immünopatogenezini 

araştırmada vazgeçilmez bir yöntem olmuştur. Birçok araştırmacı farklı metotlar 

kullanarak T1D hastalarından farklı fenotiplere sahip T hücre klonları elde etmişlerdir. Elde 

edilen T hücre klonlarının benzerlikleri olsa da tamamen kişiye özel değişebilen farklı 

formlarda da açığa çıkabilmektelerdir. Bu nedenle her bir izole edilen klon, şahsa özel olup 

bilim dünyası adına önem arz etmektedir. T1D’in önlenmesi ve immünolojik sürecin takip 

edilmesi adına T hücrelerin fenotipik özellikleri ve spesifitelerinin açığa çıkarılması 

gerekmektedir. İzole edilen T hücre klonlarının spesifik özellikleri iyi yorumlandığında 

hastalığa dair gizli kalmış bazı mekanizmalar ve devamında hastalığın tedavisine yönelik 

çalışmalar planlanabilmektedir. T hücrelerin spesifik oldukları β hücre antijenlerinin 

peptid epitoplarının analizleri yapılarak, peptid kaynaklı immünoterapilerin geliştirilmesi 

gelecek vaad etmektedir. Bizim çalışmamızda diğer T hücre klon çalışmalarına benzer 

şekilde otoreaktif CD4+ T hücreler elde edilmiş, fonksiyonel ve karakteristik özellikleri 

ortaya konmuştur. Bu çalışma, Türk T1D hasta popülasyonunda daha önce hiç yapılmamış 

otoreaktif T hücre analizleri ve fonksiyonel özellikleri ile ilgili boşluğu dolduracak, bilim 

dünyasına önemli katkılar sağlayacaktır. İleriki aşamalarda elde edilen otoreaktif T 

hücrelerin fonksiyonel ve genetik özellikleri daha da derinlemesine araştırılarak, açığa 

çıkmamış T1D mekanizmalarının ortaya çıkarılması ve kişiye özel immünoterapilerin 

geliştirilmesi planlanmaktadır.  
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Tüm bu çalışmaların sonucunda, T1D alanında yapılan in vitro T hücre çalışmaları ileride 

daha da geliştirilerek T1D’e karşı çeşitli immünoterapötik yaklaşımların geliştirilmesi adına 

önem arz etmektedir. Özellikle ülkemizde T1D vakalarının sıklığı ve bu alanda yapılan 

çalışmaların yetersizliği göz önüne alındığında, yaptığımız çalışma ve deneysel yaklaşımlar 

ülkemizde de bu alanda yapılacak olan çalışmalara ışık tutmaktadır. Bu çalışma sonucunda 

elde edilen veriler, bilimsel literatüre çok büyük katkı sağlayacak, daha önce yapılmış 

otoimmünite ve T hücre çalışmaları üzerine olan yaklaşımlara yeni bir bakış açısı 

getirecektir.  
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EK-1. Massachusetts Üniversitesinde Yapılan Çalışmalar Hakkında     

AÇIKLAMA: 

Bu bölümde tez çalışmam sırasında Tübitak'ın Bideb-2214-A yurt dışı araştırma projesi 

kapsamında bir yıllığına ziyaretçi doktora öğrencisi olarak gittiğim, Massachusets 

Üniversitesi Moleküler Tıp Anabilim Dalı “Diabetes Center of Excellence” (Şeker Hastalığı 

Mükemmeliyet Merkezi)’nde Doç. Dr. Michael Brehm ile, kendisinin danışmanlığı ve 

sorumluluğunda, yaptığım çalışmaların tez konum ile ilgili olanlarının bir kısmı verilmiştir. 

1. Tip 1 Diyabetik Hastalardan Alınan Otoreaktif T Hücrelerin İnsanlaştırılmış Fare 

Modellerinde (Humanize) İn vivo Araştırılması 

 “İnsanlaştırılmış fare”, insan hematopoetik hücre veya doku transplante edilmiş ve 

transgenik olarak insan genlerini eksprese edebilen modellerdir. İnsanlaştırılmış fare 

modelleri insan dokuları, hematopoetik kök hücreler (Hematopoietic Stem Cell: HSC) veya 

olgun periferik kan mononükleer (PKMN) (Peripheral Blood Mononuclear: PBMN) 

hücreleri immün yetersiz farelere enjekte edilerek oluşturulabilir. Alıcı farenin genetik 

altyapısı insan hücrelerinin kimerizmi ve fonksiyonları için oldukça önem taşır. En son 

tanımlanan ve İL-2 reseptör gamma zincirinde (İL-2rγ) mutasyona sahip immün yetersiz 

fare modeli, insan hücrelerinin engrafmanını ve fonksiyonlarını oldukça artırmaktadır. İL-

2rγ; İL-2, İL-4, İL-7, İL-9, İL-15 ve İL-21 sitokinlerinin sinyalizasyonu için gerekli olup [1], 

ortak γ zincirinden yoksun olma durumunda adı geçen sitokinlerin etkileri de ortaya 

çıkamayacaktır. Bu reseptörden yoksun olan NOD-scid İL-2rγnull (NSG) farelerde, fare T ve 

B lenfosit gelişimleri [2, 3] ve NK hücre aktivitesi oldukça hasar görmüştür [4], böylelikle 

insan HSC ve PKMN hücre engrafmanı için en elverişli ortamı oluşturmaktadırlar. Bu fare 

modellemeleri kullanılarak normalde mümkün olmayan in vivo araştırmalar mümkün hale 

getirilerek, insan hayatını risk altına sokmadan insan biyolojisinin derinlemesine ve 

detaylarıyla kavramak amacıyla çalışmalar yapılabilir. Etik ve teknik anlamda sınırlı olan in 

vivo çalışmalar böylelikle daha yapılabilir hale gelmektedir. Bu fare modelleri; insan 

hematopoez, doğuştan ve edinilmiş immünite, otoimmünite, enfeksiyöz hastalıklar, 
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kanser biyolojisi ve rejeneratif tıp gibi çeşitli alanlarda çalışma imkanları sunmaktadır. Bu 

fareler kullanılarak çeşitli hastalıklar için yeni terapötik yaklaşımlar geliştirilebilir [5, 6].  

Bu kısımda sunulan ve tez çalışmalarım dahilinde Massachusetts Üniversitesi'nde yaptığım 

çalışmalarda genetik olarak insanlaştırılmış fare pankreas β hücrelerinde, insan T 

hücrelerinin in vivo patoloji oluşturması planlanmıştı. Bu amaçla, genetik olarak HLA 

molekülleri, kostimülatör moleküller ve otoantijenler NSG farelerin β hücrelerinde 

eksprese ettirildi, böylece otoreaktif T hücrelerin β hücrelerini tanımaları kolaylaştırıldı. T 

hücre klonlarının insanlaştırılmış fare modellerinde yaşama güçlüğü göz önünde 

bulundurularak T1D hastalarından alınan PKMN hücrelerinin farklı formlarda immün 

yetersiz farelere enjeksiyonu yapılarak, T1D in vivo modeli oluşturulmaya çalışıldı. 

1.2. İnsan IGRP 266-273, PPI 15-24 spesifik otoreaktif CD8+ T hücrelerin in vitro aktivasyonu 

sonrasında NSG-(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak 

transplantasyonu ve in vivo patolojik etkilerinin incelenmesi 

Bu aşamada aktive olmuş insan IGRP ve PPI spesifik CD8+ T hücrelerinin, HLA-A2 eksprese 

eden pankreas β hücrelerini hasarlayıp hasarlayamayacağı araştırıldı.  Bu amaçla HLA-A2 

spesifik T hücreler için fare adacık hücrelerinde HLA-A2 eksprese eden NSG-(KbDb)null HHD-

A2 RIP-B7 fare modeli kullanıldı. Bu fareler, fare sınıf II MHC molekül eksprese etmeyip, 

yerine insan HLA-A2 molekül eksprese etmektedirler. Ayrıca bu fare modelleri T hücre 

aktivasyonu için kostimülatör molekül desteği sağlamak amacıyla, B7-1 kostimulatör 

molekül ekspresyonunu sıçan insülin promoter molekülü (rat insulin promoter (RIP)) 

öncüllüğünde transgenik olarak yapmaktadırlar [7].  

Öncelikle, HLA-A2 genetik yapısına sahip T1D hastalarından edinilen periferik tam kandan 

PKMN hücre izolasyonu yapıldıktan sonra CD8+ T hücreler izole edildi. Bu amaçla, MACS 

yöntemi ile CD8+ T hücrelerin dışındaki hücreler manyetik boncuk bağlı antikor (insan CD8 

izolasyon kiti, Miltenyi Biotec) kiti kullanılarak işaretlenirken, CD8+ T hücreler 

işaretlenmeyerek (non-touch) ayrıldı. Böylece antikorla işaretlemeye bağlı aktivasyondan 

kaçınılmış olundu.  Daha sonra CD8+ T hücreler insan ve farede ortak aminoasit 

sekanslarına sahip HLA-A2 sınırlı otoreaktif peptid havuzu (IGRP 266-273, PPI 15-24 ) ile 7 gün 
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kültür ortamında uyarıldı. HLA-A2 sınırlı Flu-M1 peptidi ile uyarılan CD8+ T hücreler pozitif 

kontrol, antijenle uyarılmamış T hücreler negatif kontrol olarak kullanıldı. Enkübasyon 

sırasında kültüre, insan İL-2, İL-7 ve İL-15 sitokinleri eklendi. 7 gün sonunda hücreler 

toplanarak aktive ve naif CD8+ T hücre fenotip oranlarına bakıldı. Bu amaçla hücreler insan 

CD45RA, CD62L ve HLA-DR antikorları ile boyanarak akım sitometrisi ile analiz edildi (Şekil 

3a).  

NSG-HHD farelerin homeostatik T hücre çoğalması ve sağ kalımı için gerekli sitokinlerden 

yoksun oldukları göz önünde bulundurularak, İL-2 eksprese eden plasmid enjeksiyonun T 

hücre aktivasyonu için gerekli üçüncü sinyali sağlayabileceğini, insan CD8+ T hücrelerin sağ 

kalımını artırabileceği hipotezini kurduk. Bu amaçla hücre transplantasyonundan 1 gün 

önce hidrodinamik olarak İL-2 plasmid enjeksiyonunu gerçekleştirdik. Plasmid enjeksiyonu 

sonrası, peptid havuzu ile aktive olmuş, Flu-M1 peptidi ile aktive olmuş ve kontrol CD8+ T 

hücreleri NSG-(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak enjekte edildi. CD8+ 

T hücrelerin adoptif transferinden 30 ve 60 gün sonrası insan CD45+ T hücrelerin 

engraftman ve aktivasyon düzeyleri analiz edildi (Şekil 1).  

Hücre transplante edilmiş tüm farelerde engrafmanın başarılı olduğu, zamana paralel 

engrafman seviyesinin arttığı gözlemlendi. Yaklaşık 60 gün sonra dalak ve kanda CD45+ 

hücre seviyesinin oldukça yüksek olduğu tespit edildi (Şekil 2a). Engrafte olan CD3+ 

hücrelerin %95’ten fazlasının C8+ T hücreler olduğu doğrulandı (Şekil 2b). Ayrıca 

transplantasyondan 30 gün sonra CD8+ T hücrelerin aktivasyon fenotipleri analiz edildi. 

CD8+ T hücrelerin akım sitometrik analizi sonucunda, CD8+ T hücrelerin efektör fonksiyon 

sergiledikleri (CD8+/HLA-DR+), naif fenotiplerinin (CD8+/CD45RA+, CD8+/CD62L+) ise 

enjeksiyon öncesi fenotipleriyle kıyaslandığında azaldığı ortaya kondu (Şekil 3a). Benzer 

şekilde transplantasyondan 60 gün sonra kan ve dalakta efektör CD8+ T hücre sayılarının 

naif CD8+ T hücrelerinden fazla olduğu gözlemlendi (Şekil 3b).  

İnsan CD8+ T hücrelerinin, intrapankreatik olarak, NSG-(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelere 

enjeksiyonundan 8 hafta sonra farelerin pankreasları çıkartılarak immünohistokimyasal 

analizleri yapıldı. IGRP-PPI spesifik T hücreler adacıkların çevresine ve iç kısmına infiltre 

olurken, kontrol T hücrelerin adacık çevresi alanlarda sınırlı kaldıkları gözlemlendi. Flu-M1 
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peptidine spesifik T hücreler ise perivasküler alanlarda infiltre olmuşlardı (Resim 1). 3 

grubun oluşturulmasında da aynı hastadan gelen PKMN hücreler kullanıldığı için, kontrol 

grubunda otoreaktif CD8+ T hücrelerin adacık çevresi infiltrasyonu muhtemel bir sonuç 

olarak beklenmekteydi. Ancak aynı CD8+ T hücrelerin fare ve insanlarda ortak aminoasit 

sekanslarına sahip otoreaktif peptidlerle kısa dönem enkübasyonu pankreas adacıkların 

içine T hücre infiltrasyonunu arttırdı (Resim 1a). Her 3 grupta da ekzokrin pankreasta 

insan CD45 boyanması tespit edildi. Bunun intrapankreatik enjeksiyon sırasında oluşmuş 

olabilecek doku hasarı ve enflamasyondan kaynaklanabileceği düşünüldü.  
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Şekil 1. IGRP 266-273, PPI 15-24 spesifik CD8+ T hücrelerin insanlaştırılmış farelere 
transplantasyonu sonrası aktivasyon ve engrafman düzeylerinin akım 
sitometrisi ile analizi. Aktivasyon fenotiplerini ve engrafman düzeylerini 
saptamak amacıyla anti CD45-APC-H7, anti-CD3-FITC, anti-CD8-pacific blue, anti 
CD45RA-APC, anti-HLA-DR-BV-605, fare anti- CD45-PerCP antikorları 
kullanılarak çok renkli akım sitometri LSR II cihazında yapıldı. İnsan CD45+ 
hücreleri kapılanarak fare CD45+ hücrelerinden ayrıldı. İnsan CD45+ 
hücrelerinde CD3+ ve CD8+ olanlar kapılandı. Bu hücre popülasyonundan CD8+ 
CD45RA+ ve CD8+ HLA-DR+ olan hücrelerin yüzdeleri belirlendi. 
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Şekil 2. In vitro koşullarda peptid havuzu ile aktive edildikten sonra NSG-(KbDb)null HHD-A2 
RIP-B7 farelere enjekte edilen CD8+ T hücrelerin engrafman kinetiği. İnsan CD8+ T 
hücrelerinin insanlaştırılmış farelere enjeksiyonundan sonraki 30. günde kan, 60 
günde kan ve dalaktaki CD45+ (a) ve CD8+ (b) T hücrelerin varlığı analiz edildi ). 
*,p<0.05, **,p<0.01. 
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Şekil 3. CD8+ T hücrelerin aktivasyon fenotipleri. Önceden aktive edilen CD8+ T 
lenfositlerin enjeksiyon öncesi ve sonrası aktivasyon fenotipleri gösterildi (a). 
Adoptif transferden 8 hafta sonra periferik kan ve dalakta, efektör CD8+ T 
hücrelerin (HLA-DR+) venaif CD8+ T hücrelerin (CD45RA+) oranları analiz edildi 
(b). *,p<0.05, ***,p<0.001. 
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Resim 1. CD8+ T hücrelerin NSG-(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelere intrapankreatik olarak 
enjeksiyon sonrasında pankreas adacık hücre infiltrasyonları.  T1D hastasından 
izole edilen CD8+ T hücrelerinin Flu-M1, IGRP-PPI peptidleriyle 
enkübasyonlarından 7 gün sonra hücreler insanlaştırılmış farelere 
intrapankreatik olarak enjekte edildi. 8 hafta sonra fare pankreasları çıkartılarak 
H&E, insan CD45 ve insülin ile boyandı ve histopatolojik analizi yapıldı (a). 
IGRP266-273, PPI15-24  peptidleriyle enkübe edilen CD8+ T hücrelerinin adacıkların 
içlerine infiltre oldukları gözlemlendi (ok işaretleri) (b). H&E boyaması 
adacıkların histolojik bütünlüğünü gözlemlemek, insülin boyaması β hücrelerini 
identifiye etmek, CD45 boyaması da insan T hücre infiltrasyonunu göstermek 
amacıyla yapıldı.  
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Yorum 

Çalışmamızın bu kısmında önceden aktive edilen T hücrelerinin immün yetersiz farelerde T 

hücre aktivitesi araştırılmıştır. Öncelikle HLA-A2+ T1D hastalarının CD8+ T hücreleri 

ayrılarak, kısa dönem otoantijenik peptidlerle kültürde enkübe edildi. Kullanılan peptidler 

(IGRP266-273, PPI15-24), insan ve farede ortak aminoasit sekansları olan, dolayısıyla her iki tür 

için de ortak peptid tanınması ve sunulmasına imkan veren peptidlerdir. İnkübasyon 

sonrası peptidlerle ön tanışmadan ve aktivasyondan geçen ve çoğalan CD8+ T hücreleri, 

intrapankreatik yolla insan HLA molekülü ile uyumlu NSG-(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelere 

enjekte edildi. Enjeksiyon sonrası belirli aralıklarla farelerin periferik kan ve dalaklarında 

insan CD45+ ve CD8+ T hücrelerin varlığı gösterildi, var olan T hücrelerin aktive 

fenotiplerinin arttığı ortaya kondu. Enjekte edilen aktive olmuş CD8+ T hücrelerin, 

insanlaştırılmış farelerin pankreaslarına infiltre oldukları ve düşük düzeyde insülitis 

tablosu oluşturdukları gözlemlendi. IGRP, PPI peptidlerinin pankreas adacık hücrelerine 

doğru otoreaktif T hücre hareketini artırdığı gösterildi. IGRP,PPI peptidleriyle muamele 

edilen T hücrelerinin, bu peptidlerle önceden uyarılmamış T hücrelerine oranla NSG-

(KbDb)null HHD-A2 RIP-B7 farelerde adacık infiltrasyonu etkinliğinin daha yüksek olduğu 

gözlemlendi. Flu-M1 peptidi ile muamele edildiğinde ise, T hücrelerinin adacıklara 

infiltrasyonunda herhangi bir değişiklik oluşmadı. Bu çalışmada kullanılan fare modeli 

daha da geliştirilerek, ileride β hücre yıkımının ve infiltrasyonunun önlenmesine yönelik 

yeni immünoterapilerin geliştirilmesi adına gelecek vaad etmektedir.  
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Ek-3. Gönüllü Bilgi Onay Formu 

 

“Tip 1 Diyabet Antijenlerine Spesifik T hücre Klonlarının İzolasyonu ve 
Karakterizasyonu” başlıklı ve sizden gönüllü olarak katılmanız istenen çalışma bir klinik 
araştırmadır. Bu çalışmanın amacı, Tip 1 diyabete sebep olan otoreaktif T hücrelerini 
kandan izole etmek ve bunların etki mekanizmalarını, özelliklerini incelemek ve analiz 
etmektir. Araştırmaya katılmanız durumunda, Endokrinoloji bölümüzde kan tetkikleriniz 
değerlendirilecektir. Bu araştırma sonucunda Tip 1 diyabetin immünolojik mekanizmaları 
aydınlatılmaya çalışılacak ve elde edilen veriler sonucunda ileriki süreçlerde tedaviye 
yönelik yaklaşımlar hedeflenecektir. Çalışmaya katılmaktan sonradan vazgeçmeniz 
durumunda da yine ilgili şikayetlerinize yönelik diğer tetkiklerinize devam edebilirsiniz. 
Yapılacak tetkikler için sizden herhangi bir ücret ödemeniz talep edilmemektedir. Ayrıca 
metabolik bozukluklarınız varsa buna yönelik tedbirler konusunda bölümümüzde 
bilgilendirileceksiniz.  

 
Bu araştırmaya sizin gibi katılması istenen gönüllü sayısı 60’dır. Araştırma süresince ve 
sonunda şahsi bilgileriniz kesinlikle saklı tutulacak, tıbbi bilgileriniz ise bilimsel amaçlar 
doğrultusunda veri elde etmek amacıyla kullanılacaktır. Araştırma veya tedaviniz ile ilgili 
ayrıntılı soru veya sorununuz için Dr. Tuncay DELİBAŞI’nı 0 312 5962000 / 2922 nolu 
telefondan arayabileceksiniz. Çalışma ile ilgili şikayetleriniz için SB Dışkapı Yıldırım Beyazıt 
Eğitim ve Araştırma Hastanesi Hasta Hakları Birimi, Başhekimlik veya Eğitim 
Koordinatörlüğüne başvurabilirsiniz. Çalışmaya katılmak suretiyle bilimsel çalışmalara 
verdiğiniz destekten dolayı teşekkür ederiz. 
 
 
 
 
Araştırmacının Adı Soyadı                   
İmzası   
Tarih                                                                                  
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 152 

ONAM FORMU 
 
İkinci bölüm: (Katılımcının/Hastanın Beyanı) (bu bölüm hazırlanan gönüllü olur 
formunun sonuna eklenmelidir) 
 
Sayın Araştırmacı Süheyla Hasgür tarafından Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi İmmünoloji 
Araştırma ve Uygulama Merkezi ve DYBEAH Pankreas Adacık Hücre İzolasyon Merkezi      
’nde tıbbi bir araştırma yapılacağı belirtilerek  bu araştırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana 
aktarıldı. Bu bilgilerden sonra böyle bir araştırmaya “katılımcı” (denek) olarak davet 
edildim. 
Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait bilgilerin 
gizliliğine bu araştırma sırasında da büyük özen ve saygı ile yaklaşılacağına inanıyorum. 
Araştırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla kullanımı sırasında kişisel bilgilerimin 
ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli güven verildi.  
Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir sebep göstermeden araştırmadan 
çekilebilirim. (Ancak araştırmacıları zor durumda bırakmamak için araştırmadan 
çekileceğimi önceden bildirmemim uygun olacağının bilincindeyim). Ayrıca tıbbi 
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koşuluyla araştırmacı tarafından araştırma dışı 
da tutulabilirim.  
Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altına 
girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır.  
İster doğrudan, ister dolaylı olsun araştırma uygulamasından kaynaklanan nedenlerle 
meydana gelebilecek herhangi bir sağlık sorunumun ortaya çıkması halinde, her türlü tıbbi 
müdahalenin sağlanacağı konusunda gerekli güvence verildi. (Bu tıbbi müdahalelerle ilgili 
olarak da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 
Araştırma sırasında bir sağlık sorunu ile karşılaştığımda; herhangi bir saatte, Dr Tuncay 
Delibaşı, DYBEAH Endokrinoloji Polikliniği-326 0010/1401-1415 ‘ten arayabileceğimi 
biliyorum.  
Bu araştırmaya katılmak zorunda değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya katılmam 
konusunda zorlayıcı bir davranışla karşılaşmış değilim. Eğer katılmayı reddedersem, bu 
durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime herhangi bir zarar getirmeyeceğini de 
biliyorum.  
Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Kendi başıma belli bir 
düşünme süresi sonunda adı geçen bu araştırma projesinde “katılımcı” (denek) olarak yer 
alma kararını aldım. Bu konuda yapılan daveti büyük bir memnuniyet ve gönüllülük 
içerisinde kabul ediyorum. 
İmzalı bu form kağıdının bir kopyası bana verilecektir. 
Benden alınan kan ve örneklerinin, patolojik materyallerinin ve yapılan tüm görüntüleme 
tetkiklerinin daha sonra çalışmalarda kullanılmasına izin veriyorum. 
 
 
Hastanın Adı soyadı: 
 İmza         : 
 Tarih        : 
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Projelerde Yaptığı Görevler: 

1. İnsanlaştırılmış FLT3-L transgenik NOD-scid IL2rγ
null 

(NSG) farelerde insan miyeloid 
hücre serilerinin gelişimi, farklılaşması ve fonksiyonel analizleri-Sorumlu Araştırmacı 

2. İL-6 transgenik  NOD-scid IL2rγ
null 

(NSG) farelerde insan hematopoetik kök 
hücrelerinin nakli sonrası T ve B lenfositlerin engrafman etkinliği- Sorumlu Araştırmacı  

3. Tip 1 diyabet hastalarından elde edilen otoreaktif T hücrelerin insanlaştırılmış fare 
modellerinde in vivo analizi-Sorumlu Araştırmacı 

4. İnsan hematopoetik kök hücrelerinin immün yetersiz farelerde engrafman 
optimizasyonu çalışmaları-Sorumlu Araştırmacı 

5. (Yukarıdaki 4 proje National Institutes of Health araştırma proje no: AI046629 ve 
DK032520, an institutional Diabetes Endocrinology Research Center (DERC) proje no: 
DK32520, University of Massachusetts Center for AIDS Research, proje no: P30 
AI042845, the Juvenile Diabetes Research Foundation, International Helmsley 
Foundation tarafından, ayrıca TÜBİTAK yurt dışı araştırma desteği (2214A) tarafından 
desteklenmiştir). 

6. Farelerden elde edilen dalak, lenf nodu ve timüs hücrelerinin yaşlanma ile değişen 
hücre yüzey belirteçlerinin akım sitometri ile analizi-Sorumlu Araştırmacı, Gazi 
Üniversitesi, İmmünoloji Araştırma Merkezi projesi 

7. T.gondii ile enfekte edilmiş insan periferik kan monositlerinin sitokin sekresyon 
profillerinin analizi – Sorumlu Araştırmacı, Gazi Üniversitesi, İmmünoloji Araştırma 
Merkezi projesi  

8. 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 salınımları üzerine etkilerinin 
araştırılması-Sorumlu Araştırmacı, Gazi Üniversitesi, BAP projesi  

9. Caco-2 Epitel Hücre ve THP-1 Monosit Hücrelerinin Kokültür Modelinde 
Mycobacterium tuberculosis Man-LAM ve 19kDa Lipoprotein Antijenleri ile Uyarımın 
Hücre Sitokin ve NO Yanıtlarına Etkisinin Araştırılması- Yardımcı Araştırmacı, Gazi 
Üniversitesi BAP Projesi 
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