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TiP 1 DIABETES MELLITUS PROGNOZ VE
PATOGENEZINDE DENDRITIiK HUCRELERIN ONEMIi

OZET

Amag: Tez calismasmin amaci, Tip 1 Diabetes Mellitus hastaliginin
patogenezinin aydinlatilmasi igin hiicre tiplerine ve gen ekspresyonuna bakilmasidir.
Boylelikle TIDM hastalarinin prognozlar1 ve tedavileri icin yol gdsterici bir adim

atilmasi1 hedeflenmektedir.

Gere¢ ve Yontem: Tez calismasindaki gruplar; yeni tanili olanlarin tanisi 5
yildan az olan hastalar, eski tanili olanlar, 5 y1l ve iizeri siiredir hastalig1 olanlar ve
kontrol ise higbir hastaligi olmayan sagliklilardan olusmaktadir. Toplanilan 39 numune
ile immiinofenotipleme ve gen ekspresyonu ¢alismalar yapilmistir. immiinfenotipleme
calismas1 akan hiicre 6lger cihazi ile yapildi. Dendritik hiicre alt gruplarina bakildi ve
tiplendirilme analizleri ile hiicrelerin bulunma yiizdeleri hesaplandi. Diger bir ¢aligma
olan gen ekspresyonunda Kkalitatif reverse transkriptaz PCR yontemi c¢alisilip,
gontllilerin  immiin sistem ile baglantili oldugu distiniillen PTPN22 genindeki
ekspresyon diizeyleri bakildi. Ct degerlerinin ortalamasi ile relatif kantitatif analizi

yapildi.

Bulgular: Yeni tanili ve eski tanili gruplarinin HbAlc diizeyi, kontrol grubuna
gore anlamli bir sekilde yiikksek bulundu. Yeni tanili ve eski tanili gruplar arasinda C-
peptid diizeylerinde anlamli bir farklilik bulunmadi. Eski tan1 ve yeni tan1 gruplarinin
mDH degeri kontrol grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha diisiik bulundu. Eski tani
grubunda mDH2 degeri, kontrol ve yeni tani grubundan anlamli olarak daha yiiksek
bulundu. Gruplar arasindaki mDH1 ve pDH degeri anlamli bir farklilik gostermemistir.
Gruplar arasinda relatif hesaplama degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamuistir.

Sonu¢: TIDM’li olan hasta ve kontrol gruplarindaki ¢alisma sonuglarina gore
eski tanili grubun dendritik hiicrelerin alt grubundaki mDH ve mDH2 de anlamh
bulunmustur. PTPN22 geninin C1858T polimorfizmi, Tiirk popiilasyonundaki TLIDM’in

anlamlandirilabilmesi i¢in baska molekiiler calismalar yapilmalidir.
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IMPORTANCE OF DENDRITIC CELLS IN TYPE 1 DIABETES
MELLITUS PROGNOSIS AND PATHOGENESIS

ABSTRACT

Aim: The aim of the thesis study is to look at cell types and gene expression to
elucidate the pathogenesis of Type 1 Diabetes Mellitus disease. Thus, it is aimed to take a

guiding step for the prognosis and treatment of TLDM patients.

Materials and Methods: The groups in the thesis study; newly diagnosed patients
with a diagnosis of less than 5 years, those with a previous diagnosis, those with a disease
for 5 years or more, and control patients with no disease. Immunophenotyping and gene
expression studies were performed with 39 samples collected. The immunophenotyping
study was performed with a flowing cell meter. Dendritic cell subgroups were examined and
the percentages of cells were calculated by typing analysis. In another study, the qualitative
reverse transcriptase PCR method was studied in gene expression, and the expression levels
of the PTPN22 gene, which is thought to be associated with the immune system of the
volunteers, were examined. Relative quantitative analysis was performed with the average

of the Ct values.

Results: The HbAlc levels of the newly diagnosed and previously diagnosed groups
were found to be significantly higher than the control group. There was no significant
difference in C-peptide levels between newly diagnosed and old-diagnosed groups. The
mDH values of the old diagnosis and new diagnosis groups were found to be significantly
(p<0.05) lower than the control group. The mDH2 value in the old diagnosis group was
found to be significantly higher than the control and newly diagnosed groups. The mDH1
and pDH values between the groups did not show a significant difference. There was no

statistically significant difference between the groups in terms of relative calculation values.

Conclusion: According to the results of the study, the patient and control groups
with mDH and mDH2 in the subgroup of dendritic cells of the old diagnosis group were also
found to be significant. Further molecular studies should be performed to make sense of the
C1858T polymorphism of the PTPN22 gene and T1DM in the Turk population.

Key Words: Autoimmune Diseases, Dendritic Cells, PTPN22 Gene, Type 1
Diabetes
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1. GIRIS VE AMAC

Otoimmiin hastaliklar, 6z toleransin kendisiyle ¢atismasi sonucu ortaya ¢ikan
tirden hastaliklardir. Otoimmiin hastaliklarin heniiz tiirii ya da nasil gelistigi belli
olmayan birgok hastalik ¢esitleri vardir; Hasimato, Romataid Artrit (RA), Multipl
Sklerosiz (MS), Tip 1 Diabetes Mellitus (TLDM), Vitiligo gibi hastaliklar otoimmiin
hastaliklara ornektir (1). Bu hastaliklarin her biri Dbirbirini tetikleyebilen

rahatsizliklardir.

T1DM hastalig1 da bunlardan birisidir. Pankreastaki kronik adacik iltihaba ile
sonuglanan kompleks bir otoimmiin hastaliktir (2). Genetik ve ¢evresel faktorlerin
etkisiyle daha kompleks bir ge¢mise sahip olan bir hastalik tiirii olup nedeni hala
bulunamamustir. Pankreastaki langerhans adacik beta (B) hiicrelerinin hasar1 sonucu
viicuda yeteri kadar insiilin saglanamamaktadir. Hastanin langerhans hiicreleri
tarafindan saglanilamayan insiilin, disaridan enjeksiyon yardimi ile bu ihtiyact anlik
olarak giderilir. Yani, TIDM’nin bir tedavisi mevcut degildir. T1DM hastalari, hayat
kalitelerini artirmak ya da diizene sokmak icin ¢esitli diyet, spor aktiviteleri, insiilin

enjektesi gibi birka¢ rutin durumun igerisindedirler.

Ayn1  zamanda TIDM hastaligimin  genetik  olarakta aktarildig:
diistiniilmektedir. Sadece T1DM i¢in degil diger otoimmiin hastaliklarin genetik
olarak aktarildigini kanitlayan bircok calisma yapilmustir. Ozellikle, insan Lokosit
Antijen (HLA) genleri (6rn. HLA-DR3 ya da DR4) ile fazlaca ¢aligsmalar yapilmis olup
bu gen ¢esitliliginin  disinda da  6zel genlerin mevcuyeti goz Oniinde
bulunduruldugunda birgok gen grubu otoimmiin hastaliklarin merkezinde yer
almaktadir. [Insiilin (INS), Protein Tirozin Fosfataz Reseptor Olmayan tip 22
(PTPN22), Sitotoksik T Lenfosit ile Iliskili Protein 4 (CTLA-4), IL-2 Reseptorii
(IL2RA) genleri, T1DM'nin etyopatogenezi tizerinde en 6nemli etkilere sahiptir(3). Bu
etkileri bulabilmek i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) adi verilen bir yontem
kullanilmaktadir. DNA, RNA, proteinlerin ¢ogaltilarak okumasinda, hedef gen
diizeylerinin 6l¢limii, ekspresyonu hedef genler i¢in uygunlugu, var-yok bilgilerileri
ile kalitimsal bir durumlarin belirlenmesi gibi islemler i¢in en uygun bir yontemlerden

birisi PCR’dir.



Dogal ve adaptif immiin sistemlerinde, antijene 6zgii B ve T lenfositlerinin
yollarinin genislemesine yol acan immiin hiicrelerin yolaklar1 vardir. Bu yolaklarla
gelen ¢esitli hiicre gruplar1 (makrofaj, dendritik hiicreler, T hiicreleri gibi) TIDM'nin
patogenezine katilirlar. Adaptif immiin sistemlerinin i¢erisinde 6énemli bir yeri olan
Antijen Sunan Hiicre (ASH)’ler vardir. ASH’lerin igerisinde de dendritik, makrofaj
ve B hiicrelerini bulunmaktadir. Ozellikle ASH ile dendritik hiicreler (DH),
patojenleri yakaladiktan sonra lenfoid organlara giderler ve orada T hiicre antijenleri
ile biraraya gelip yollarina devam ederler (4). Bu nedenle, DH'ler, efektér T hiicre
soylar1 ve farkl: sitokin paternleri iireterek immdiin tolerans yoluyla immiin yanitlarin
diizenlenmesine katkida bulunurlar (4,5). Bu hiicrelerin varligina immiinfenotipleme
ad1 verilen bir yontem ile bakilir. Bakilmasi istenen hiicre grubuna belirteg-antikor
tanimlayarak okumasi1 yapildiginda hiicre tiplendirmesi veya alt gruplarinin

belirlenmesi yapilabilmektedir.

DM c¢esitliligi ¢cok olan bir hastalik tiirti oldugundan etiyopatogenezinde
eksiklikler mevcuttur Ozellikle TIDM hastas1 olanlar hem otoimmiinsel hem de
genetiksel kisimlardan kesfedilmemis boliimlere sahiptir. Bu tez ¢alismasinda bu
eksikliklere, Tiirk popiilasyonundaki T1DM grubu agisindan prognoz ve patogeneze
katki saglama amacuiyla hiicre ¢esitliliginin (6zellikle dentritik hiicreleri) ve molekiiler

(PTPN22 geni) yontemlerin olacagi bir tez ¢alismasi planlanilmistir.

Akan hiicre Olger ve Kalitatif reverse transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-gPCR) metotlar1 kullanilarak immiino-genetik a¢idan degerlendirme

yapilan bir tez caligsmasidir.



2. GENEL BILGILER

DM, viicutta pankreas adi verilen bir salgi bezinin yeterli insiilin hormonunu
tiretememesi veya irettigi insiilin hormonunu etkin bir sekilde kullanamamasi sonucu
ortaya ¢ikan, dmiir boyu siiren bir hastaliktir. DM hastalig1 diinya genelinde oldukga
yaygin olan bir hastalik ¢esididir (6). Besinlerin ¢ogu, 6zellikle karbonhidrat igerenler,
viicut tarafindan glukoza dondiistiiriiliir ve enerji olarak kullanilir. Midenin arka kisminda
yer alan pankreas organi, kaslarin ve diger dokularin kandan glukoz alip enerji olarak
kullanilmasini saglayan insiilin adli hormonun iiretiminden sorumludur. Hiicreler enerji
olarak glukoz kullanir. Glukoz miktar1 viicudun enerji ihtiyacini agarsa yag dokusunda ve
karacigerde depolanirlar (6). Glukozun buralarda depolanmasi ile ¢esitli hastaliklar
meydana gelir. Ozellikle DM hastaligiin ¢ok farkli gesitleri mevcuttur.

Tip 1 diabetes mellitus, kronik bir hastalik olup otoimmiin bir diyabet tiirtidiir.
Tanis1i LADA ve Tip 2 DM ile ¢okga karistirilmaktadir. Erigkin latent otoimmiin diyabeti
(LADA), yetiskinlerde gelisen ve genellikle ¢ocuklarda teshis edilen tip 1 diabetes
mellitustan daha ge¢ baslayan bir tip 1 diabete mellitus seklidir (7) . Bu yiizden tip 1.5
DM olarakta isimlendirilmektedir. Hatta hastaligin ilk evrelerinde tip 2 DM i¢in normal
oral tedavilerle tedavi olabilirler ancak kontrollii insiilin kullanimi 6nerilmektedir.
Olusabilecek bazi komplikasyonlar i¢in uzun siireli gozlem altinda olunmasi gereklidir.
Tip 2 DM, insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus (NIDDM) olarak bazi kaynaklarda
yer almaktadir. Insiilin direnci ve bunun sonucunda insiilin eksikligi ile iligkili yiiksek

kan sekeri seviyeleri ile karakterize edilen metabolik bir bozukluktur (8).

Bu calismada odaklanilacak DM ¢esidi otoimmiin bir hastalik olarak kabul goren

T1DM hastaligidir.

2.1. TiP 1 DIABETES MELLITUS

T1DM hastaligi, Diabetes mellitus (DM) hastaliginin igerisinde yer alan
otoimmiin hastalik tipidir. Insiiline bagimli diyabet hastalig1 olarakta kaynaklarda
gecmektedir (8). Pankreasin B ilerleyici hasari baslar ve B hiicreleri yeteri kadar
insiilin salgilayamadiklar1 i¢in viicuda insiilin gidemez. Diyabetin klinik belirtileri,
beta hiicre rezervi %80-90 oraninda azaldiginda ortaya ¢ikar (6,8). Boylece T1DM

hastalar, insiilin ihtiyaglarin1 disaridan karsilamak zorunda kalir.



Etiyolojik olarak TIDM otoimmiin bir siniflandirilmasi mevcuttur. Tip 1a DM,;
immiin mekanizmaya bagimli, Tip 1b DM; idiyopatik diyabet olarak ge¢gmektedir. Immiin
mekanizmaya baglhi TIDM a, insan viicudundaki insiilin miktar1 zamanla hizla
azaldigindan, insiilin takviyesi gereklidir. immiin sistemde beklenmedik bir insiilin
azalmasimin nedeni kendi hiicresi olan beta hiicrelerini yok etmesidir (9). Bu tahribati
bulabilmek iginde cesitli kan testleri (6rn. Anti Insulin Antikor, vb.) yapilmaktadir.
Otoimmiin hastalik belirtegleri kullanilarak tespitleri yapilir (6,9). Idiyopatik T1DM b,

otoimmiin belirtegleri bulunmamaktadir (6).

2.1.1. Epidemiyolojisi

T1DM goriilme siklig1 ulus, yas, cografik kosullarda yasam tarzina gore degisiklik

gostermektedir.

T1DM, beyaz irk iilkelerinde daha sik olarak goriilmektedir. En yiiksek insidansi
olan iilke Finlandiya olarak belirlenmis olup, 15 yas alti cocuklar da bu oran 37-
65/100.00/y1l olarak belirlenmistir (10). Amerika Birlesik Devletleri'nde ise Meksika
asilli olmayan beyaz ve ergenlik ¢caginda olan ¢ocuklar da insidans orani1 23,6/100.000/y1l
olarak belirlenmis olup, diger irksal veya etnik gruplar onemli Ol¢lide daha diisiik

yiizdelere sahiptir (11).

1996 yilinda Tiirkiye'de 19 bolgeyi kapsayan ¢ok merkezli bir arastirma, 15 yas
alt1 kisilerde DM insidansinin yilda 100.000 kiside 2,52 oldugu bulunmustur (12). 2013-
2015 yillarinda Tiirkiye'nin kuzeybatisinda yapilan bir bagka ¢aligmada, 0 ila 17 yas arasi
100.000 kiside 8,99 insidans orani bulunmustur. Bu siire zarfinda, erkeklerde ortalama

8.98/100.000 ve kizlarda 9.01/100.000 insidans ile 1.773 vaka teshis edilmistir (13).

2.1.2. Etiyopatogonezi

Etyolojide 3 ¢esit ana unsur vardir. Ana unsurlar; ¢evresel, otoimmiin ve genetik

yatkinlik olarak siniflandirilir.



2.1.2.1. Cevresel Faktorler: TIDM icin risk artisinda ¢evresel faktorlerin
cesitli rolleri oldugu bilinmektedir. Bu faktorler icerisinde viriisler, asilar, gidalar, inek
siitli, diyetle alinan besinler, nitratlar ve kimyasal maddeler, D vitamini etkisi ve stres yer
almaktadir (14). Yetiskinlik, cocukluk, gebelik ve bebeklik donemindeki enteroviral

enfeksiyonlar, birgok popiilasyonda adacik otoimmiinite ve TIDM gelisimi ile iligkilidir.

2.1.2.2.  Otoimmiin Faktorler: TIDM'de otoimmiin siire¢ kademeli olarak
gerceklesir. B hiicrelerinin yok edilmesi, ¢esitli cevresel faktorlerin etkisi ve T hiicre
farklilasmasinin uyarilmasi siirecin asamalar1 olarak adlandirilir. Pankreatik B hiicre
bilesenlerine karsi, ¢esitli spesifik antikorlar tanimlanmistir. Bunlar arasinda insiilin,
glutamat dekarboksilaz 65 ve 67 izoformlari (sirasiyla GAD 65 ve GAD 67) ve tirozin
fosfataz benzeri bir alana sahip ve salgilanan protein IA-2 yer alir. Bu oto-antikorlar,
dogrudan hasarin nedeninden daha ¢ok otoimmiin siirecin belirtegleridir (6). Taninin daha
stabil hale gelebilmesi i¢in yeni belirtegler ve yeni yontemler gelistirilmektedir. Ornegin,
Zink Tasiyicisi 8 antikoru (Znt8) tasiyicisi yalnizca insan pankreasinda bulunur ve adacik
hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasi i¢in 6nemli bir proteindir (6). Bazi viriis gesitleri
(SARS-CoV-2 gibi) immiin sistemi baskilayarak T1DM gibi otoimmiin hastaliklarin
ortaya ¢ikis riskini arttirabilmektedir (15). Bu enfeksiyonel hastaliklarin immiin sistemi
baskilamasi, ¢evresel ve otoimmiin faktorlerin aslinda ne kadar yakin bir iliski de

oldugunun gostergesidir.

2.1.2.3. Genetik Faktorler: TIDM’ye yatkinlik saglayan cesitli genlerin
mevcudiyeti tek basina yeterlilik gostermemektedir. Diger gen gruplariyla etkilesimli bir
kalitim yolu izlenmektedir. HLA-DR3 veya DR4 antijenlerinin tasiyicilarinda 2 ila 3 kat
artmis TIDM riski bulunurken, HLA-DR2 antijenlerinin tasiyicilarinda T1DM riski
bulunmustur (16). Ek olarak ailedeki DM o6ykiisiiniin olmast T1DM ig¢in 6énemli bir
unsurdur. Annesinde TIDM olan bir ¢ocukta DM olma olasilig1 %2, babasinda T1DM
olanlarda ise bu oran %7, T1DM hastasinin kardesinde bu riskin olasiligi %6’dir (17).

2.1.3. Tam

T1DM’in tanisinin konulmasinda bir¢ok parameter gbz oniinde bulundurulur.
Biyokimyasal parametreler ve klasik klinik semptomlar ile tan1 konulmaktadir. Ayrica
hastanin anamnezi olduk¢a degerli bir veridir. DM siiphesi olan hastalar, agiz kurulugu,

sik sik su igmek ve yemek yemek, kilo kaybi, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi semptomlarla



belirti vermektedir. Ergenlerde ve cocuklarda diyabetin tipik semptomlart polidipsi,
poliiiri ve kilo kaybidir. Eger tan1 gecikirse ve tedavi edilmezse ketoasidoz, koma veya
oliime yol agabilir (11). Metabolik kontrolii degerlendirmek i¢in ve Amerikan Diyabet
Dernegi (ADA) ve Uluslararasi Pediatrik ve Ergen Diyabet Dernegi (ISPAD)’nin
onerdigi rutin laboratuar tetkikleri yapilir (18). Diyabet; Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT), Hemoglobin Alc (HbAlc), idrar testleri gibi biyokimyasal testler kullanilarak
tan1 koyulmaktadir (6). Kontrol i¢in HbA1c degerinin her yas grubunda %7,5’in altinda

olmasi gerekir, ideal olan1 %7 nin altinda olmasidir.
DM tanisi koyabilmek igin 2010 yilinda kriterler giincellenmistir (19).

= Semptomlar (hiperglisemik kriz belirtileri veya tipik hiperglisemi semptomlar)

+ rastlantisal plazma glukozu > 200 mg/dl (11.1 mmol/l).
= Aclik plazma glukozu > 126 mg/dl (7.0 mmol/l) (en az 8 saatlik aclik gerektirir),
= HbAlc > 6.5; NGSP sertifikali laboratuvarda 6l¢iim yapilmal,
= OGTT'den 2 saat sonra plazma glukozu > 200 mg/dl (11.1 mmol/l) ve

C-peptit seviyeleri insiilinden 5-10 kat daha yiiksektir. 8 saatlik acliktan sonra
oOlgiiliir. Endojen insiilin seviyelerini yansitir. Diisitk C-peptit seviyeleri T1DM'nin

karakteristigidir. Buna gore; (6,19)
* Insiilin (pm)/C-peptit oran1 (pm) > 0.1
* Insiilin (pm)/kan sekeri oran1 > 22,
= kan sekeri (%omg)/insiilin oran1 (Mu/ml) <6,
bulunmasi hastada periferik insiilin direncini gosterir.

Ek olarak bazi immiiniilojik testler, Ozellikle tip 1 diyabetin klinik oncesi
donemdeKi tespiti i¢in yapilmaktadir. Bu testlerdeki amag, adacik hiicrelerine karsi ve
instiline kars1 geligsmis antikorlarin tespitine dayanmaktadir. Testler, ICA (Adacik Hiicre
Antikoru), IAA (insiilin Otoantikorlar1), Anti GAD (Glutamik Asit Dekarboksilaz
Antikorlari)’dir (19). Bu otoantikorlar i¢in negatif sonuglar, TIDM teshisini diglamaz.
T1DM hastalarinin akrabalarinda veya saglikli bireylerde otoantikor varligi, bu hastaligin
gelisimi i¢in 6nemli bir prognoz degerine sahiptir. Pozitif sonu¢ veren antikor sayisi

arttikca TIDM olma ihtimali o kadar yiikselmektedir.



2.1.4. Tedavi

T1DM’in heniiz bir tedavisi mevcut degildir. Tedavi yerine, eksik olan insiilinin
yerine konulmasi ve glukoz dengesinin saglanabilmesi i¢in disaridan bir enjeksiyon
yardimiyla insulin enjekte edilip glukoz seviyesi normal diizeye getirilmektedir (6).
Bununla birlikte TIDM hastalarinin diizenli beslenmeleri ve diizenli egzersiz yapmalari
gereklidir. DM beslenmesinde karbonhidratlarin tiiketimi 6nemlidir ve karbonhidrat
iceriginin  %70’inin nisasta gibi kompleks bilesiklerden olusmasi Onerilmektedir.
Sekerden kaginilmali ve protein yemeklerinde kalori hesaplamasi yaparak tiiketilmesi
uygundur (20). Aymi zamanda egzersiz yapmak metabolizmay1 diizeltir, glikozun
metabilizmada kullanimi artar ve hasta kendini daha iyi hisseder. Egzersiz yaparak

insiilinin enjeksiyon yerinden emiliminin artmasi da saglanir.

DH agsilari, yeni bir terapotik strateji olarak goriilmektedir. DH tabanh
immiinoterapi giivenlidir. Kanser hastalarinin uzun siireli hayatta kalmasi i¢in anti

timorleri aktive edebilir.

Alternatif tedaviler arasinda pankreas nakli, pankreas adacik hiicresi nakli ve kok
hiicre nakli yer alir. Pankreas nakli se¢eneginden sonra insiilin gerekmez (16). Ancak
organ reddini 6nlemek i¢in immiinosupresif ilaglarin kullanim1 gereklidir ve bu ilaglarin
yan etkileri oldukca tehlikelidir. Pankreas adacik hiicre nakli. Bu, pankreas adaciklarina
B-hiicre nakli islemidir. Bu durumda insiilinsiz geg¢irilebilecek siirenin sinirli oldugu
bilinmektedir. Kok hiicre naklinde hastanin kendi kanindan elde edilen kdk hiicreler

kullanilmaktadir. Onemli riskler tasir, ancak uygulanabilir olarak kabul edilir (16, 21).

2.2. TIDM’NIN DENDRITIiK HUCRELER iLE DEGERLENDIRILMESI

TIDM, pankreasi hedef alan viral enfeksiyonlarin bir sonucu olarak veya
pankreasin yeniden sekillenmesinden sonra ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Hiicrelerin
kendine saldirilarinda, B-hiicre 6liimii, kendi antijenlerinin salinmasi ve TNF-a ve IL-12

gibi inflamatuar sitokinlerin indiikklenmesi ile sonug¢lanir (22).

DH'ler, bagisiklik sisteminin patojenleri tanima, yanit verme ve ayrica bagisiklik
yanitlarin1 diizenleme becerisinde kritik bir rol oynayan 6zel bir bagisiklik hiicresi
tiiriidiir. Antijenleri yakalamak ve diger bagisiklik hiicrelerine sunmak i¢in kullanilan
agac benzeri ¢ikintilar1 nedeniyle "dendritik" olarak adlandirilirlar. Antijen yakalama,

antijen sunma, T hiicre aktivasyonu, bagisiklik diizenlemesi, dogal bagisiklik aktivasyonu



(ornek, patojen-iligkili molekiiler motifler), kanser immiinoterapiler DH’lerin temel

islevleri ve o6zellikleridir (23).

DH, cilt, mukozal yiizeyler ve lenf diiglimleri gibi ¢esitli dokularda bulunan farkli
alt kiimelere sahip ¢esitli bir gruptur. Her alt kiimenin benzersiz islevleri mevcut ve
bagisiklik yanitlarinda farkli rollere sahiptir. Bulundugu yerlerine gore aldigi

adlandirmalar da degismektedir. Ornegin bulunma yeri deri ise Langerhans DH adimi alur.

DH'lerin gelisimi, kemik iligi ve diger hematopoietik dokulardaki Oncii
hiicrelerden karmasik bir farklilasma ve olgunlasma siirecini icerir (Sekil 2.1).
Hematopoietik kok hiicre farklilasmasi ile DH, kemik iligindeki hematopoietik kok
hiicrelerden (HSC'ler) tiiretilir. HSC'ler, ¢esitli kan hiicresi tiirlerine yol acgabilen
multipotent hiicrelerdir. Spesifik biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin etkisi altinda,
HSC'ler ortak miyeloid progenitdrlere (CMP'ler) ve ortak lenfoid progenitdrlere (CLP'ler)
farklilagir. Miyeloid progenitdr farklilagmasinda ise, ortak miyeloid progenitorler
(CMP'ler), ayrica ortak dendritik hiicre progenitorleri (CDP'ler) olarak da bilinen DH
onciilerine farklilasir. Bu CDP'ler, DH’lerin birden ¢ok alt kiimesine farklilagsma
potansiyelini korur. Dendritik hiicre soyuna baglilikta, DH Onciileri, spesifik
transkripsiyon faktorlerinin ve mikro-¢evresel sinyallerin etkisi altinda dendritik hiicre
soyuna baglanir. Bu dnciiler, dendritik hiicrelerle iligkili belirtecleri ifade eder. Buradan
da periferik dokulara gog¢ gerceklesir. Bu gogte, olgunlasmamis DH’ler kemik iligini terk
eder ve kan dolagimi yoluyla periferik dokulara gé¢ eder. Deri, mukozal yiizeyler, lenf
diigimleri ve dalak dahil olmak tizere cesitli dokularda bulunabilirler. Olgunlagsmamis
dendritik hiicreler, periferik dokularda, dendritik hiicreler baslangigta olgunlasmamis
durumdadir. Patojenleri taniyan Oriintii tanima reseptorleri (PRR'ler) gibi cesitli
reseptorler aracilifiyla yiiksek antijen yakalama kapasitesine sahiptirler. Antijenlerin
yakalanmasi ve olgunlagtirma sirasinda DH’ler, ¢evrelerinden patojen fragmanlar1 veya
hiicresel kalintilar gibi antijenleri yakalar. Antijenlerle karsilagtiklarinda olgunlasma
stirecinden gegerler. Bu da yardimci uyarict molekiillerin (CD80, CD86), major
histokompatibilite kompleksi (MHC) molekiillerinin yukar1 regiilasyonunu ve ikincil
lenfoid organlara gociinii igerir. Periferik dokulardaki go¢ isleminden sonraki diger bir
go¢ lenf diigiimlerinedir. Olgun DH’ler, yakalanan antijenleri T hiicrelerine sunduklari
lenf diiglimleri gibi ikincil lenfoid organlara go¢ eder. Bu etkilesim, adaptif immiin

yanitlart baglatmak i¢in ¢ok Onemlidir. Yanitlarin baslatiimasinda DH’ler, MHC



molekiillerini kullanarak islenmis antijenleri T hiicrelerine sunar. Bu etkilesim, T
hiicrelerini aktive ederek, karsilagilan spesifik antijene gore uyarlanmis bagisiklik
tepkilerine yol acar. Boylelikle DH’ler, bagisiklik yanitin diizenlemesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynar. Baglanmalar1 ve aldiklar1 sinyallere bagli olarak, T hiicresi aktivasyonunu,
toleransin1 veya hafiza tepkilerini indiikleyebilirler. Genel olarak, dendritik hiicrelerin
gelisimi, bagisiklik sisteminin diizglin ¢alismasini saglamak igin siki bir sekilde
diizenlenir. Dendritik hiicrelerin farkli alt kiimeleri, ¢esitli patojenlere ve antijenlere karsi

bagisiklik tepkilerini sekillendirmede farkli rollere sahip olabilir (22,24).

Lenfoid

Lenfoid
Olmayan Doku

Sekil 2.1: DH'lerin gelisimi (24)

HSC: hematopoietic stem cell, LP: Lenfoid progenitéor, MP: miyeloid pregenitér, CDP: common DC progenitors, pDH:
plazmastoid dendritik hiicre, mDH: miyeloid dendritik hiicre

DH’ler ASH olarak islev goriir ve immiin sisteme yardimci hiicrelerdir. Antijen
isleme ve T hiicrelerine sunma ile ilgilidirler. Birincil T hiicresine bagimli bagisiklik
tepkilerinin iiretilmesinde en etkili hiicrelerdir. Dendritik hiicreler ¢ok az fagositik
aktiviteye sahiptir veya hi¢ yoktur. Sinif I ve sinif II MHC molekiillerini ifade ederler, az
pinositotik ve ATPaz aktivitelerine sahiptirler. Ancak peroksidaz aktivitesi yoktur ve
hareketli olabilirler (15). Aym1 zamanda, naif T hiicrelerini aktive etmekte ve kendi
kendine toleransi siirdiiriilmesinde kilit bir rol oynarlar. Bu sebepten TIDM otoimmiin

yanitin tiim asamalarinda 6nemli bir rol oynar. Otoimmiinitenin, immiin Sistemdeki



roliine bakildiginda B hiicreleri, T hiicreleri, dogal dldiiriicii hiicreler, dendritik hiicreler,

monosit-makrofaj baglantilar1 baglantilari yer almaktadir.

Pankreatik dendritik hiicreler, salinan B hiicre tiirevli antijenleri alir, drenaj yapan
lenf diigimlerine (LN'ler) go¢ eder ve naif adaciga 6zgii CD4 ve CD8 T hiicrelerini aktive
ederler. DH'ler tarafindan T hiicresine iletilen sinyallere bagli olarak T hiicreleri, T
yardimet 1 (Th 1) hiicreleri gibi enflamatuar efektor hiicrelere, anti-enflamatuar Th2 veya
diizenleyici (Treg) hiicrelere farklilagir. Aktive edilmis adaciga 6zgii T hiicreleri daha
sonra pankreasa go¢ eder. Go¢ eden hiicreler, pankreas adaciklarinin etrafina sizar ve
kiimelenme yapar. Bu erken sizintilarda Th2 ve Treg hiicrelerinin hakimiyeti mevcuttur.
Sonunda, sizint1 invaziv hale gelir ve B-hiicrelerini iggal etmeye ve yok etmeye baslar,
diizenleyici ve inflamatuar T-hiicresi popiilasyonlar1 arasindaki dengeyi bozar. Hem
kendi igerisindeki tolerans kaybina hem de invaziv insiilit gelisimine neden olan kesin
faktorler tam olarak anlagilamamistir (25). Yogun aglar olusturan periferik dokularda
bulunurlar ve toll benzeri reseptorler (TLR'ler) gibi patojen tanima reseptorlerini ifade
ederler. Patojenlere yanit verme yetenekleri sayesinde bagisiklik sisteminin bekgileri

olarak islev goriirler.

Ozetle DH'lerin islevi, antijen tanima ve islemedir. Patojenlerle etkilesime
girdikten sonra DH'ler aktive olur, olgunlasir ve bolgesel lenf diiglimlerine go¢ eder. Bu
olgunlasma MHC, CD80 ve CD86 ekspresyonunu arttirir, endositozu azaltir ve kemokin
reseptorlerinin ekspresyon paternini degistirir. Drenaj lenf diiglimlerinin T hiicre alanina
giren olgun DH'ler, saf T hiicrelerine antijen sunmak i¢in hazirlanir. Patojenlerin
yoklugunda bile, periferik direnci korumak icin gerekli olan, periferden lenf diigiimlerine

kadar DH'lerin kararli durum gogii vardir (26).

Iki ana DH sinifi vardir: plazmasitoid DH (pDH) ve miyeloid DH (mDH).

2.2.1. Plazmasitoid DH

pDH, dogustan gelen bagisiklik tepkisinin liyelerindendir, kanda dolasirlar ve
periferik lenfoid organlarda bulunurlar. pDH, insanlarda CD303 (BDCA-2), CD123 (IL-
3R) ve CD304 (BDCA-4; neuropilin) ylizey belirteglerini bulundurur (27).

Insan pDH'leri CD45RA*, CD141 (BDCA-3) soniik, CD1c (BDCA-1)- ve CD2-
olarak tanimlanir. Soy belirteglerinin (Lin) (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56)
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ifadesinden yoksundurlar ve CD13 ve CD33 gibi miyeloid belirtecleri de ifade etmezler
(28).

pDH’ler yiiksek seviyelerde tip I IFN iiretebilir. Periferik kanda, timusta ve bir¢ok
lenfoid dokuda bulunurlar (Sekil 2.1). pDH, plazmasitik bir morfoloji sergiler.

Bol miktarda endoplazmik retikulum, CD4’e¢ ve yiiksek CD123 ifade etme
icerigine sahiptirler. Biiyiilk miktarlarda IFN-a salgilarlar, ancak IL-12 salgilamazlar.
Antijenleri yakalama yetenegi zayiftir. Aktivasyon iizerine, karakteristik mDH benzeri
fonksiyonlar (MHC simuf II ekspresyonu) sergilerler, ancak naif T hiicrelerini daha az

uyarabilirler (27).

Tiim hiicre grafiklerinde CD11c varligi DH alt gruplarini belirleme de 6nemlidir.
Aslinda CDl11c ekspresyonu, birka¢ makrofaj popiilasyonunda, 6zellikle de akciger ve
bagirsak makrofajlarinda, mDH onciillerinde ve diger 16kositlerde belirgindir (27).

2.2.2. Miyeloid DH

mDH’ler yiiksek fagositik aktiviteli ASH’lerdir. Gorevi, yiiksek oranda sitokin
salgilamaktir. Bu hiicreler dolagim igerisinde dongii halindedir. Kanda dolasarak lenfoid
ve lenfoid olmayan dokulara farklilagir. Lenf diigiimlerinde T hiicre cevaplarini regiile
ederler ve ¢ok miktarda IL-12 iretip naif T hiicrelerini Thl’e yonlendirilmesinden

gorevlidir (24). 1ki ana alt grubu vardir; mDH1 ve mDH2.

Insan mDHI alt popiilasyonu kanda, lenfoid ve lenfoid olmayan dokularda
bulunur (Sekil 2.1). Bu alt popiilasyon, CD141 (BDCAZ3), kemokin reseptoriit XCR1, C-
tipi lektin CLEC9A, hiicre adezyon molekiilii CADM1'in ifadesi ile karakterize edilir.
Interldkin 12, tip I ve tip III interferonlar: salgiladiklari bilinmektedir ve Th1 yardimer T
hiicrelerini ve dogal 6ldiiriicii tepkileri uyardiklar1 diistiniilmektedir (24). CD11c¢ soniik,
CD123, CD1c (BDCA-1) *dir ve CD3, CD14, CD16, CD19, CD20 veya CD56 gibi soy
isaretleyicilerini ifade etmez. CD13 ve CD33 dahil miyeloid belirtegleri eksprese ederler

ve goriiniis olarak monositiktirler (29).

Yaygin olarak bahsedilen mDH?2 isaretleri CD1c, CD207, ITGAM, SIRPa ’dir.
Dogustan gelen bagisiklik tepkilerini kontrol eden Toll benzeri reseptorler ve lektinler
gibi genis bir orilintli tanima reseptorii repertuarini ifade ederler. Th2 ve Th17 T yardimci
hiicre yanitlarim1 uyardiklar1 gosterilmistir ve CD4* T hiicre yanitlarin1 uyarmada rol

oynadiklar1 disiiniilmektedir (24). CDIc antijeni spesifik olarak CDI11c yiiksek ve
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CD123 diisiik DH'lerde eksprese edilir. CD1c* mDH'ler monositik morfolojiye sahiptir.
CD13 ve CD33 gibi miyeloid belirteclerin yan1 sira CD32, CD64 ve FceRI gibi Fc
reseptorlerini de eksprese eder. Ayrica bunlar Lin (CD3, CD16, CD19, CD20, CD56) -,
CD2+, CD45R0O*, CD141 (BDCA-3) diisiik, CD303 (BDCA-2) ve CD304 (BDCA-
4/Neuropilin-1) - *dir (29).

Kandaki tiirleri disinda lenfoid olmayan dokularda yer alan DH’lerdeki mDH'ler,

organa bagl olarak doku hiicrelerinin %1-5"ini temsil eder ve iki alt kiimeden olusur:

CD103* CD11b- ve CD11b* mDH’ler (30).

2.2.3. Akan Hiicre Olcer

Hiicrelerin tiplendirilmesinde ve hiicrelerin var ya da yok oldugunun tayin
edilmesinde kullanilan en hassas inceleme yontemlerinden biri immiinfenotiplemedir.
Akan hiicre dlcer ile hiicrelerin tayini ve tiplendirmesi yapilmaktadir. Spesifik bagisiklik
sistemi hastaliklarinda (6rnegin, lenfoma/losemi hastaliklari) taniya yardimci olmasi
amaciyla kullanilan bir cihazdir. Akan hiicre 6lcer mekanizmasi, floresan yogunlugunun
bir fonksiyonu olarak asili hiicrelerin boyutuna ve taneciklerine dayali olarak hiicre
say1sinin kantitatif olarak 6lgen bir sistemdir (31). Siispansiyon halindeki hiicreler hava
basinciyla sivinin i¢ine itilir. Cok hizli sivi akisi, hiicreleri kuvars benzeri akis odasina
zorlayan yiiksek hidrostatik basing olusturur. Bu kabinin geometrisi ve sivinin laminer

akist, hiicrelerin lazer kaynaginin 6niinden tek sira halinde gegisini saglar (Sekil 2.2) (32).

@ ©] ® ®

Hazirlama Yiizey Boyama islenme Analiz
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Sekil 2.2: Akan hiicre 6lger diagrami
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Hiicrelerin sistemde analizi icin ileri sa¢ilma (FS) dedektorleri, yan sagilma
dedektorleri (SS) ve floresan dedektorleri (FL-1, FL-2, FL-3, vb.) mevcuttur. FS grafigi
yaklasik boyutu hakkinda bilgi saglarken, SS grafigi graniilerligi, floresan modeli (belirli
bir dalga boyu icin spesifik yogunluk) ve yaklasik floresan artis1 hakkinda bilgi saglar.
Bu spesifik baglanmalarda yiizey antijenlerinin tanimlamasinda rol oynayan diger bir
terim baskalagim kiimesi (Cluster of Differentiation=CD)’dir. CD molekiilleri, yalnizca
bir hiicre veya hiicre soyu igin spesifikte olabilir de olmayabilir de. Bu durum antikor
antijen baglanmasina bagl bir siirectir. Firmalarin, belirtegler ile ilgili resmi listelerinde,

her birkag yi1lda bir eklenen 400'den fazla bireysel ve benzersiz belirteg tanimlamistir (33).

Floresan Eksi Bir (FMO) kontrolleri, ¢ok renkli immiinofloresan deneylerinde
arka plan floresansi ile pozitif popiilasyonlar arasindaki kesme noktasini belirlemek i¢in
kullanilir (34). Her tiipe ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu bilinen bir antikor boyasi
konur ve her renk kanalinda (FITC, PE, PC5, PC7, APC, APC-A700, APC-A750)
sirasiyla eksiltme yapilarak yilizey boyama protokolii uygulanir. Boylelikle FMO, boyama

sorunlarini, pozitif/negatif sinirlarin1 tanimlamada yardimci olacaktir.

2.3. TIDM iLE PTPN22 GENI iLiSKiSiNIN DEGERLENDIRILMESI

TIDM hastaligi, hem genetik hem de g¢evresel kosullara bagl olarak gelisen
multifaktoriyel bir hastaliktir. Hastaligin etiyolojisinde bir veya daha fazla genin kesin
iligkisi bildirilmemekle birlikte, farkli genlerdeki polimorfik varyantlarin muhtemelen
hastaligin gelisimine katkida bulundugu bilinmektedir (35). T1DM’de, genel olarak insan
16kosit antijenleri (HLA DR, DQ genleri gibi) ve bazi insulin iligkili gen bolgeleri (6rn.
INS, CTLA-4, PTPN22) ¢alisilmustir.

PTPN22 (OMIM*600716) (36), protein tirozin fosfatazlar: (PTP'ler) kodlayan bir
gen ailesine aittir. Bu gendeki missense SNP R620W varyantinin TIDM ile iliskisi
bildirilmistir (OMIM  %222100) (37). PTP'ler, hiicre i¢i proteinlerdeki tirozin
kalintilarindan fosfat gruplarmmi c¢ikararak tirozin fosforilasyonuna dayali hiicre
sinyallemesinin diizenleyicileri olarak islev goriir (38). PTP'ler, fosfat gruplarinin tirozin
kalintilarina baglanmasini katalize eden protein tirozin kinazlarin dogal benzerleridir.
PTPNZ22, yalnizca hematopoietik hiicreler tarafindan eksprese edilen reseptdr olmayan
bir PTP'yi kodlar. PTPN22, bir N-terminal PTP katalitik alani, etki alanlari aras1 bolge ve
diger proteinlerle etkilesim i¢in motifler olarak islev géren prolin agisindan zengin dort

bolgeye sahip bir C-terminal alani dahil olmak {izere ii¢ alan igerir (Sekil 2.3). Otoimmiin
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iligkili SNP PTPN22 1858C>T, PTPN22 proteininin prolin agisindan zengin birinci
motifinin 620. amino asidinde (Arg620Trp) bir arginin-triptofan degisimini kodlar (39).
PTPN22, bagisiklik hiicresi sinyallemesini diizenlemede ikili bir role sahiptir (40).
PTPN22 tarafindan kodlanan proteinler, hem T hem de B hiicrelerini diizenleyerek

adaptif ve bagisiklik sistemlerinde 6nemli bir rol oynar.

Prolin Agisindan Zengin Dért
Bolge Igeren Bir C-terminal

Katalitik alan ~ Alanlar Arasi Bolge Alani
INUNINY, G H H L p
PTPN22 PTPN22
s IQOVOVNK—
savunma = ﬁ I:EH H D
PTPN22 788G>A PTPN22 Arg263Gin
(rs33996649)
teswiza JOOVOVNK—
hastaliga Ei H m
egilimli PTPN22 1858C>T PTPN22 Arg620Trp
(rs2476601)

predispoza pronNos 1123G>C
(rs2488457)

Prolin Agisindan Zengin Dort
Bélge Igeren Bir C-terminal
Katalitik alan ~ Alanlar Arasi Bolge Alam

1

l T i 0
------ 15 ,C{E:}

promotdr mutasyon

Sekil 2.3: insan PTPN22 mutanti.

PTPN22, bir N-terminal katalitik alan1, bir alanlar aras1 bolge ve prolin agisindan zengin dort bolge
igeren bir C-terminal alani olan bir tirozin fosfatazi kodlar. PTPN22 geni igindeki birkag SNP,
otoimmiin hastaliklarla iligkilidir. Otoimmiin savunma ile iliskili 788G>A SNP (rs33996649),
PTPN22’nin (mor) katalitik alaninda bir Arg263GIn ikamesine neden olur. Otoimmiin hastaliga
egilim ile iligkili 1858C>T SNP (rs2476601), prolin agisindan zengin ilk motifte (mavi dortgen) bir
Arg620Trp ikamesine neden olur. Otoimmiin predispozan SNP -1123G>C (rs2488457), PTPN22

geninin promotor bolgesinde bulunur (38).

PTPN22 geni, 1p13.3-p13.1 kromozomu iizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.4).
Lenfoid tirozin fosfataz (LYP), T lenfositlerinin aktivasyonu ve proliferasyonunun
onemli bir inhibisyonudur. Olusan bazi degisiklikler LYP ve C-Terminal Src Kinaz
(Csk) kinaz iliskisini bozar ve T hiicre aktivasyonu artar. PTPN22 geninin en yaygin
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polimorfizmi, kodon 620'nin 1858 pozisyonundaki C/T arginin/triptofan degisimi
bolgesindeki R620W'dir (rs2476601) (41).

1.kromozom

p36.13
p36.11
p34.3
p34.2
p3z.3
p31.3
p3l.1
p21.3
p21.1
p13.3
g42.13
g42.2
43
g4

= [EE

| _lp13.2
gl2
g21.1
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g23.3
g25.2
g25.3
g31.1
g3l.3
g3z.1
g3z.z

—
(—
l 041

Sekil 2.4: insan PTPN22 gen lokasyonu

Adaptif bagisiklik sisteminde PTPN22, T hiicresi reseptoriiniin (TCR) asag1 akis
sinyalini kisitlayarak T hiicresi aktivasyonunu inhibe eder. Buna karsilik, dogal bagisiklik
sisteminde PTPN22, model tanima reseptorlerinden asagi akis sinyalini artirarak tip 1

miyeloid hiicrelerde interferon iiretimini segici olarak arttirtlmasina sebep olur (41).

T1DM etiyolojisinin anlasilmasina katki saglayacak molekiiler mekanizmalarin
aydinlanmasi amaciyla hem T1DM ile iligkisi gosterilen hem de bagisiklik sisteminde
rolii olan PTPN22 geni secilmis, bu gende taninlanan R620W polimorfik varyantinin
analizi kantitatif reverse transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle (RT-

gPCR) yapilmaktadir.

2.3.1. Kantitatif Reverse Transkripsiyon PCR

RT-gPCR, izole edilmis RNA molekiillerinin reverse transkriptaz enzimi
yardimiyla tamamlayict DNA (cDNA) sentezini gerceklestirmesi sonucu, gen
ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Bu analizde,
“SYBR Green I” olarak adlandirilan 6zel bir flokrom boyasi kullanilir. SYBR Green |
cift sarmallt DNA'ya non-spesifik olarak baglanir. Ortaya ¢ikan DNA-boya kompleksi en
iyi 497 nanometre mavi 15181 emer ve en iyi 520 nanometre yesil 1s1k yayar. Bu 1s1ma
gercek zamanli PCR cihazinin optik sistemi tarafindan tespit edilir. Bir qPCR
reaksiyonunda, primerler ve DNA polimeraz, sablon sarmali ¢cogaltirken, SYBR Green I
de cift sarmalli DNA'ya olustugu sirada baglanir. Bu nedenle ayni reaksiyonda birden
fazla hedef genin eszamanli analizine izin vermez. Primer-dimerler ve spesifik olmayan
amplifikasyon durumunda da floresans yayilabilir. Bu da, yapinin 6zgiillik olusumu

acisindan istenmeyen bir durumdur. Cift sarmalli DNA’da, her bolgenin 6zgiin bir erime
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sicakligr vardir ve istenen bdlge icin bir erime egrisi analizi gergeklestirilir. PCR
amplifikasyonundan sonra sicaklik kademeli olarak artirilir ve belirli zaman araliklarinda
kuyucuktaki floresan miktar1 kaydedilir. Cift sarmalli DNA seritleri ayrilmaya
basladiginda, floresan radyasyon miktarini azaltan bir boya (SYBR Green I) salinir (42).
Erime sicakligi, bir erime egrisi kullanilarak hesaplanir. Hasta numuneleri ve kontrol
numuneleri kiyast yapilir. Erime sicakliklar1 ayni ise, ilgilenilen bolgenin amplifiye
oldugu belirlenir. Farkliysa, amplifikasyonun spesifik olmayan {iriinlere ait oldugu tespit

edilir.

RT-gPCR yonteminde farkli iki genel adim mevcuttur: tek adimli RT-qPCR ve
iki adimli RT-gqPCR. Her iki durumda da, 6nce RNA izolasyonu yapilir sonrasinda da
cDNA'ya ters kopyalanir ve bu daha sonra qPCR amplifikasyonu icin sablon olarak

kullanilir.

Tek adimli RT-gPCR'de, cDNA sentezi ve gqPCR, ortak bir tamponda ayni
reaksiyon kabinda gercgeklestirilir (Sekil 2.3 a kismi). Gene 6zgii primerler, belirli bir
hedefin cDNA sentezini ve amplifikasyonunu yénlendirir. Iki adimli RT-qgPCR'de cDNA
sentezi rastgele heksamerler, oligo-dT primerleri ve/veya gene 0Ozgii primerler
kullanilarak gergeklestirilir (Sekil 2.3 b kismi). Rastgele heksamerler veya oligo-dT
primerleri kullanilan reaksiyonlar, numunedeki ¢esitli RNA tiirlerinin bir karigimi olan

cDNA'y1 iiretir (42,43).

2.3.1.1. RT-qPCR Admmlar1: Sekil 2.3 ¢ kisminda gosterimistir.

a. Tek Basamakh RT-qPCR b.iki Basamakhh RT-qPCR

. © Amplifikasyon

Amplifike olmayan

q . » q E
Annealing
RT-qPCR Cihaz1

Sekil 2.5: RT-qPCR asamalari
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Denaturasyon (DNA Zincirinin Ag¢ilmasi): Kalip DNA, 92-95 derecede 1-2 dk.
tutularak cift sarmal yapidaki DNA iplikgikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. Bazen 6n
1sitma yapilarak cihaz hazir hale getirilebilir (43).

Annealing (Primerlerin Agilan DNA Zincirlerine Baglanmasi): Reaksiyon
sicakliginin, 37-65 °C diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA zincirlerinin
kendi baz dizilerine karsilik gelen bdlgeye yapismasi islemidir. Bu islem, iiretilecek baz

uzunluguna bagli olarak saniyede gergeklesmektedir (43).

Elongation (Primer Uzamasi): DNA zincirleri iizerine yapisan primerlerin DNA
polimeraz enzimi (Taq DNA polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Taqg DNA polimeraz
72 °C sicaklikta daha iyi ¢alistig1 i¢in genel olarak tiim ¢ogaltma islemleri bu sicaklikta
yapilmaktadir (43).

Baslangigtaki DNA molekiiliiniin baz sayisi, PCR’1n ka¢ dongiide uygulanacagini
belirler. DNA molekiilii 1-100 kopya ile basliyorsa 20-30 dongii, 1.000-100.000 kopya
ile basliyorsa 30-45 dongii olur. Bir dongiide, n sayida olan DNA zincirinin sayis1 2n'ye
cikar. Dongii art arda bir¢ok kez tekrarlandigindan, her dongiiniin iiriinii bir sonraki dongii
i¢in sablon olarak kullanilir ve her dongiide gereken DNA fragmani1 miktar: iki katina

cikar (43).

2.3.2. Primer Dizaym

PCR islemine baslamadan 6nce primer dizaynin yapilmasi gereklidir. Primerler,
istenen gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan o bdlgeye 6zgii oligoniikleotitlerdir.
Optimum 18-24 baz dizisi (bp) olacak sekilde ve belli kurallara gore dizayn edilmelidir.
Diisiik bp primerin 6zgiilliigl azalir, yiikseltilirse de primerin kalip DNA’ya baglanmasi

zorlasir. Bu yilizden kurallara uygun ve dikkatli bir bigimde dizayn edilmesi 6nemlidir.

Kanonik bolgelere uyumlu olan primer dizileri tercih edilir. Polimorfik
bolgelerden kagimilmalidir, aksi halde baglanma zorlasir. Gene spesifik olan primer

dizileri, 180-200 bp arasinda bir amplikon iiriinii olusturulmasi i¢in uygundur (44).

Primer dizayni i¢in NCBI sayfasindan gen sekmesi se¢ilip PTPN22 insan se¢imi

ile yonergelere uygun ilerlenir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tezin bu kismi, Saghk Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii (BAP) destegi ile gerceklestirilmistir (Proje No: 2022/088). Goniilliiler
ile yapilan bu tez c¢alismasinda her hastaya onam formu verilmis olup toplanan
numuneler, Helsinki Etik Bildirgesi’ne uygun kosullarda toplanmis ve ¢alisilmistir. Etik
Kurul onay1 EK-1"de yer almaktadir (Etik Kurul Kodu: 2021/398).

3.1. HASTA SECIM KRITERLERI

18 yasindan biiylik onam verebilecek goniillillerden numuneleri alinmistir.

Toplam 39 hasta toplanilmistir.
= Tani koyulal1 5 yilin altinda olan yeni tanili Tip 1 diyabetli hastalar (n=13),
= Tani koyulali en az 5 y1l olan Tip 1 diyabetli hastalar (>5 yil) (n=18),
= Saglikli géniilliiler (n=8).

Goniilliilerden kriterlere uygun bi¢gimde toplanan kanlar mor kapakli EDTA K2 3
mL tiplere alinmustir. EDTA’lLl tiiplerden HbAlc, C-Peptid testleri istenmistir.
Immiinfenotipleme ve RT-qPCR asamalarinda kullanilmak iizere, hastalardan 10 ml kan
alinmigtir. Saglik Bilimleri Universitesi Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin Diyabet klinigi ve Dahiliye klinigi ile koordineli bir bigimde, ileri Analiz

Laboratuvari’nda hastalarin bilgileri ve numuneleri toplanmis ve saklanmuistir.

3.2. KULLANILAN MALZEMELER

3.2.1. Kimyasallar
= Beckman Coulter IsoFlow Sivisi
= Beckman Coulter OptiLyse C- Eritrosit Par¢alama Soliisyonu

= BeckmanCoulter- HLA-DR (PB), CD141 (FITC), CD11c (PE), CD1c (PC5),
CD123 (APC-A700)

= BioLegend-CD303 (PC7), CD304 (APC-A750), LINAEGE (APC)

= Roche Cobas 8000 E602-C-peptid
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= Arkray-Adams™ A1C Eluent 80A

= Arkray-Adams™ A1C Eluent 80B

= Arkray-Adams™ A1C Eluent 80CV

= Archem Diagnosis-Adams™ A1C Hemolysis Washing Solyution 80H
= DNA/RNA Shield™ Toplama Tiipii

= Quick-DNA/RNA™ Miniprep Plus Kit

= Proteinase K

= DNase 1 Uygulamasi

= Etanol (%100)

= [zoproponal

» ZymoTaq™ PreMix- Taq Karigimi

= SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit

= SensiFAST™ SYBR ® No-ROX Kit

= Sentebiolab- PTPN22 genine 6zel ileri-geri primer dizileri
= Sentebiolab- GADPH genine 6zel ileri-geri primer dizileri
= 1X TAE tamponu

= Meridian Agarose BIO-41026 — Agaroz jel

» DNA Ladder Soliisyonu- Agaroz jeldeki bantlar

3.2.2. Arag ve Gerecler

= Labcon Superclear® Kiiltiir Tiipleri

= Naive NF1200R-Soguk santrifiij cihazi

= BeckmanCoulter Navios 10C — Immiinfenotipleme Cihaz1
* ARKRAY ADAMS Alc HA-8180V

= Roche Cobas 8000-REF-03184919190, C-Peptide CalSet

= Roche Cobas 8000-REF- 05341787190, PreciControl Multimarker
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= Roche Cobas 8000-REF- 03609987190, Diluent MultiAssay

= Frontier 5513-Santrifiij Cihaz1

= Bio-Rad T100 Thermal Cycler-PCR cihazi

= Roche-LightCycler® 480 II -gPCR Cihazi

= Allsheng Nano400A Micro-Spectrophotometer-Nanodrop Cihazi
= Neuation-Vorteks cihazi

= BIO-RAD Elektroforez Tanki-Agaroz jel yiiriitme cihazi

» BIO-RAD GelDoc Go Imagining System-Agaroz jel goriintiileme
= Ohaus-1-10ul otomatik mikropipet

= Ohaus-1-10ul otomatik mikropipet

= Eppendorf-100ul-1000ul otomatik mikropipet

= Spin-Away™ Filtreli Kolon

= Zymo-Spin™ [[ICG Kolon

= LightCycler® 480 IT Uyumlu mikroplaka ve yapiskanl folyo

= Microcult Mikro-santrifiij tiip- 1.5 ml ependorf tiipler

= 0.2 ml PCR ependorflar tiipler

=1 L Beher

3.3. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Biyokimyasal 6l¢iimlerden HbAlc Arkray-Adams™ A1C Eluent 80A cihazinda,
C-Peptid ise Roche Cobas 8000 E602-C-peptid cihazinda Saglik Bilimleri Universitesi
Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin Biyokimya

Laboratuvari’nda ¢alisilmstir.
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Tablo 3.1: Istenilen 6l¢iimlerin adlar1 ve cihazlarinin referans araliklar

OLCUM ADI REFERANS ARALIGI
HbA1lc 4-6 %
C-Peptid 370-1470 pmol/L

3.4, IMMUNFENOTIPLEME CALISMASI

3.4.1. Yiizey Boyama Protokolii

= Beckman Coulter Navios-10C cihazina uygun bi¢imde kanallar ve flokromlar

secildi.

= Akan hiicre dlger tiipiine isaretli monoklonal antikorlar firmanin 6nerdigi pl ile
baglanilarak titrasyon yapildi. Optimize edildikten sonra her antikor icin uygun
miktarlarda kondu (CD141 (FITC) 6 ul, CD11c (PE) 4 ul, CD1c (PC5) 5 ul, CD303
(PC7) 5 ul, LINAEGE (APC) 4 ul, CD123 (APC-A700) 5 ul, CD304 (APC-A750) 5 ul,
HLA-DR (PB) 4 pl) ve tizerlerine 100ul kan eklendikten sonra 15 dk. oda sicakliginda,
karanlikta inkiibe edildi (Tablo 3.1).

» Uzerlerine 0.5ml Optilyse C s1vis1 kondu ve vortex yapildiktan sonra 10 dK. oda

sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi.

* 0.5 ml akis sivist eklendikten sonra ve vortex yapildi. Sonra 10 dk. oda

sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi.
» Inkiibasyon sonrasinda 2600 rpm 5 dK. santrifiij yapildi.

= Ustteki siv1 atildiktan sonra, kalan hiicrelerine iizerine 2ml akis s1vis1 eklendi ve

2600 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildi.
» Ust sivi tekrardan atildu.

» Uzerine eklenen akis s1vist ile akan hiicre dlcer cihazina okumasi icin verildi ve

hiicre gruplarinin ylizde degerlendirilmesi yapilda.

= Hiicre gruplarinin fenotipleri Tablo 3.2’deki gibidir.
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Tablo 3.2: Calisma tiipii dizayninda kullanilan dendritik hiicrelere 6zgiin antikor listesi

FITC PE PC5 PC7 APC APC-A700 APC-A750 PB

CD141 CD1lc CDlc CD303 LINEAGE CD123 CD304 HLA-DR

LINEAGE Karigimi: CD3- CD19- CD20" CD56"

FITC: Fluorescein isothiocyanate, PE: Phycoerythrin, PC5: PerCP Cyanine 5.5, PC7: PE-Cyanine-7, APC:
Allophycocianin, APC-A700: Allophycocianin Alexa fluour 700, APC-A750: Allophycocianin Alexa fluour 750, PB:
Pasific blue

3.5. MOLEKULER CALISMALAR

3.5.1. DNA/RNA izolasyonunun On Asamalar

= DNA/RNA Shield™ toplama tiipiine alinan kan ornekleri oda 1sisinda
¢oziildiikten sonra Zymo Reseacrh Quick-DNA/RNA™ Miniprep Plus Kit ile total RNA
eldesi igleminin optimizasyonu yapildi. Ardindan tiim numuneler optimize protokole

uygun olarak c¢alisildi.

= 1.5 ml ependorf tiipiin igerisine, 200 ul kan 6rnegi ile 1:1 oraninda olacak
bi¢cimde 200 pl DNA/RNA Shield™ (1X konsantre) eklendi ve iyice karistirildi.

= Her 400 pl kan karisimi i¢in 8 pl Proteinaz K eklendi ve iyice karigtirildi. Oda
sicakliginda (20-30°C) 30 dk. inkiibe edildi.

= Esit hacimde yani 408 pl izopropanol eklenip iyice karistirildi.

= Spin-Away™ filtresi yeni bir toplama tiipii i¢inde yerlestirilip karisim, kolona

aktarildiktan sonra santrifiijlendi.
= Altta kalan s1v1 atilip filtre niikleaz icermeyen bir ependorf tiipiine aktarildi.

= Filtre matrisine dogrudan 200 ul DNA/RNA lizis tamponu eklendikten sonra 5
dk. beklendi. Ardindan santrifiij yapildi. Toplanan sivi ve kolon islem sonuna kadar

saklandi. RNA Saflastirma asamasina gegildi.
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3.5.2. RNA Saflastirma

» Karisima 1:1 oraninda etanol (%100) eklenip iyice karistirildi. Ardindan
karisim yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen Zymo-Spin™ [IICG Kolon 1'e aktarildi ve

30 saniye (sn.) 13.000 xg’de santrifiijlendi.

» Toplama tiipiinde kalan s1v1 atildi. Bu asamadan sonra DNase | uygulama adimi1

(kolon iginde) yapilda.

» DNase | Uygulama Adimi: RNA baglama adimimi takiben kolona 400 pl
DNA/RNA yikama tamponu eklenip, 30 sn. 13.000 xg santrifiijlendikten sonra altta
toplanan sivi atildi. Her numune i¢in DNase I Reaction Mix'i [DNaz | Reaksiyon
Karigimi: DNaz I (sulandirilmig; 1 U/ul) 5 ul ve DNA Parcalama Tamponu 75 pl] niikleaz
icermeyen bir tiipte hazirland1 ve yavasca ters g¢evrilerek karistirildi. Dogrudan kolon

matrisine 80 pl eklendi ve oda sicakliginda (20-30°C) 15 dk. inkiibe edildi.

= DNase I tedavi kismindan sonra, kolona 400 pl DNA/RNA Prep Buffer eklendi
ve 30 sn. 13.000 xg santrifiijlendikten sonra altta toplanan siv1 atildu.

= Kolona 700 ul DNA/RNA yikama tamponu eklendi ve 30 sn. 13.000 xg

santrifiijlendikten sonra altta toplanan sivi atild.

= Kolona 400 pl DNA/RNA yikama tamponu eklendi ve 30 sn. 13.000 xg
santrifiijlendi. Yikama tamponunun kolondan tamamen uzaklastirilmasini saglamak igin
kolon 2 dk. 15.000 xg santrifiijlendi. Ardindan kolon dikkatlice niikleaz igermeyen bir
tiipe aktarildi.

= 100 pul DNaz/RNaz igermeyen Su dogrudan kolon matrisine tiim yiizeye temas
edecek sekilde eklendi ve 30 sn. 13.000 xg santrifiijlendi. Boylece niikleaz icermeyen
ependorf tiipte saflastirilmis RNA’lar elde edilmistir. Bu asamadan sonra filtre kolonlar

atildi.

= Elde edilen total RNA kalite ve miktar tayini Nanodrop Spektrofotometre ile
Ol¢timii yapildi. Elde edilen RNA 260/280 absorbans orani yaklasik olarak 2.0 ise, bu

deger RNA numunesinin saf oldugunu ifade etmektedir.

» Olgiim sonrasinda numuneler diger islemler yapilana kadar -20°C’de muhafaza
edildi.
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3.5.3. cDNA Eldesi

= SensiFAST™ c¢DNA Synthesis Kit’in protokiiliine uygun bigimde c¢aligma
yapildi.

= Ana karisgim (Tablo 3.3) buz iizerinde hazirlandi.

= Kullanmadan 6nce soliisyonlar vortekslenip kapakta kalan siviy1 uzaklastirmak

icin kisaca ¢evrildi.
= RNA numuneleri de eklendikten sonra pipetleme yaparak hafifge karistirildi.

» Asagidaki program Bio-Rad T100 adli termal dongii cihazina kaydedildi (Tablo
3.4).

Tablo 3.3: cDNA kiitiiphanesi

Toplam RNA veya mRNA

Hacim (uL)
(1 pg'ye kadar) 4
5SX RT Tamponu 4 ul
Reverse Transkriptaz
o 1l
Dizisi
Saf su 20 pl'ye kadar

» Karisim hazirlandiktan sonra 0.2 ml PCR tiiplerine 6rnek basina 5 pl cDNA
sentez karigimi (5X RT Tamponu ve Reverse Transkriptaz enzimi) eklendi. Elde edilen
RNA miktarina baglh olarak 14 pl’ye kadar RNA eklendi ve son hacim 20 pl’ye

tamamlandi.
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Tablo 3.4: cDNA termal dongiisii

Asamalar Sicakhik Siire
1.Baglanma 25°C 10 dk.
2.Reverse

42°C 15 dk.

Transkripsiyon

3.Etkinlestirme 85°C 5 dk.

4.Soguma 4°C o0

* RT-gPCR yapilana kadar reaksiyon {iirtinleri olan cDNA'lar -20 °C'de saklandi.

3.5.4. Primer Dizayn

* NM_015967.8 Insan protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22
(PTPN22), transkriptl varyant 1, mRNA

Pozisyon: chr1:114356433-114414381

Sira: 1p13.2

PTPN22 geni 193 bp

lleri Primer Dizi —» 5’-AGGCAGACAAAACCTATCCTACA-3’
Geri Primer Dizi —» 5’-TGGGTGGCAATATAAGCCTTG-3’

Ayrica kontrol/referans geni olarak GADPH geni segilip buna 6zgiil kanonikal

primerler yine ayni sayfadan, benzer kosullara sahip olan primer dizisi se¢ildi (44)

*= NM_002046.7 Insan glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH),
transkriptl varyant 1, mRNA

GADPH geni 197 bp
[leri Primer Dizi — 5°-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’

Geri Primer Dizi — 5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’
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Ek olarak, gPCR oncesi galismaya baslamadan 6nceki adim, dizayn edilen primer
ciftlerinin hedef bolgeleri ¢cogaltip baska bolgelere baglanmadigini géstermek icin ‘In

Silico’ (45) kontrolii saglanmustir.

GADPH geninin FASTA’sindan segilen primer dizileri isaretlenerek primerlerin
dogru bp aralifinda olduguna ve dogru ileri-geri primer dizilerinin alindigina emin
olunmak i¢in Sekil 3.1°deki islemler yapildi. Genin bp i¢inki sayisi agaroz jel agamasinda

Oonem arz etmektedir.

M_002046.7 Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), transcript variant
1, mRNA
GCTCTCTGCTCCTCCTGTTCGACAGTCAGCCGCATCTTCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGCCACATCGCTCA

GACACCATGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT TGGGCGCCTGGTCACCAGGGCTG Sl ) ¢ =
CTTTTAACTCTGGTARAGTGGATATTGTTGCCATCAATGACCCCTTCATTGACCTCARCTACATGGTTTA T
CATGTTCCAATATGATTCCACCCATGGCAAATTCCATGGCACCGTCARGGCTGAGAACGGGAAGCTTGTC
ATCAATGGARATCCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGATCCCTCCAARATCAAGTGGGGCGATGCTGECE Sayfa 1
CTGAGTACGTCGTGGAGT CCACTGGCGTCTTCACCACCATGGAGAAGGCTGGGGCTCAT TTGCAGGGGGE S6zclk 1
AGCCAARAGGGTCATCATCTCTGCCCCCTCTGCTGATGCCCCCATGTTCGTCATGGGTGTGRACCATGAG Feretites (el 197
AAGTATGACAACAGCCTCAAGATCATCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCA Karakter (bosluklu) a7
AGGTCATCCATGACAACTTTGGTATCGTGGAAGGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCA baragrat o
GARGACTGTGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGECCGCGEGGCTCTCCAGAACATCATCCCT

GCCTCTACTGGCGCTGCCAAGGCTGTGGGCAAGGT CATCCCTGAGCTGAACGGGAAGCTCACTGGCATGG Sy e
CCTTCCGTGTCCCCACTGCCARCGTGTCAGTGGTGGACCTGACCTGCCGTCTAGARARACCTGCCAARTA 8 Metin kutulan, dipnotlar ve son notlar da ekle
TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGCGT CGGAGGGCCCCCTCAAGGGCATCCTGGGCTACACTGAG
CACCAGGTGGTCTCCTCTGACTTCARCAGCGACACCCACTCCTCCACCTTTGACGCTGEGGCTGGCATTG
CCCTCARCGACCACTTTGTCAAGCTCATTTCCTGGTATGACAACGAATTTGGCTACAGCARCAGGGTGGT d

GGACCTCATGGCCCACATGGCCTCCARGGAGTAAGACCCCTGGACCACCAGCCCCAGCAAGAGCACAAGA
GGAAGAGAGAGACCCTCACTGCTGGGGAGTCCCTGCCACACTCAGTCCCCCACCACACTGAATCTCCCCT
CCTCACAGTTGCCATGTAGACCCCTTGRAGAGGGGAGGGGCCTAGGGAGCCGCACCTTGTCATGTACCAT
CAATAAAGTACCCTGTGCTCAACCA

GGAGCGAGATCCCTCCARAATCAAGTGGGGCGATGCTGGCGCTGAGTACGT CGTGGAGTCCACTGGCGTCTTCAC
CACCATGGAGAAGGCTGGGGCTCATTTGCAGGGGGGAGCCARARGGGTCATCATCTCTGCCCCCTCTGCTGATGC
CCCCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCATGAGAAGTATGACAACAGCC

Sekil 3.1: GADPH geninin FASTA goriintiisii

» CCATGAGAAGTATGACAACAGCC primer dizisinin bu kism1 geri primer
olmasi i¢in secilmis olup genetik dizileri ters cevrilir. Genetik dizinin bu hali 5°-
GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’ olur ve geri primer dizisi olarak dizayn edilmis
oldu. Ayn1 FASTA kontrol islemi PTPN22 geni iginde yapilmistir.

3.5.,5. Gradient PCR

cDNA asamasindan sonra hangi baglanma 1sisinin optimum sonug verecegini

tespit edebilmek ve kontrol genin ¢alismasini kontrol etmek amaciyla yapildi.
= Rastgele se¢ilmis olan kontrol grubundan bir goniilliiniin numunesi c¢alisildi.

= Tek Ornege ait farkli cDNA konsantrasyonlar1 i¢in 4 farkli 1s1 belirlenerek

toplam 16 numune ve bir negatif kontrol olacak bigimde hazirlandu.
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= ZymoTag™ PreMix’ten 25ul, saf su 13ul, sulandirilmig 10uM ileri primer
dizisinden Spl, sulandirilmig 10uM geri primer dizisinden Sul olmak iizere karisim

hazirlandi.

= 17 tane 0.2 ml PCR tiiplerine 48 pl dagitildiktan sonra cDNA 6rneklerinde 2ul
olacak bi¢imde tiiplerin i¢ine eklenerek karistirildi. Bdylece PCR i¢in son hacim 50ul
oldu.

= Baglanma 1sis1 olarak tasarlanan primerlerin Tm 1silarinin 3-5 °C altindan
baslayarak bir sicaklik araligi belirlenmistir (B:60.2°C, D: 57.1°C, F: 52.9°C, H: 51°C).

Sekil 3.2’de bir termal dongii cihazina hazirlanan Gradient PCR programi gosterilmistir.

»Yapilan gradient PCR’in c¢alisip c¢alismadiginin tespiti agaroz jel de

goriintiilenerek tespit edildi.

Sekil 3.2: Gradient PCR termal dongiisii

3.5.6. Agaroz Jel Hazirlama

= Agaroz jel hazirlanirken %1°lik jel (100 ml i¢in 1 gr agaroz) ile 500 bp’lik DNA
isaretleyici merdiven kullanildi. Agaroz jel elektroforezi sonrasinda BioRad, GelDoc-Go

goriintiileme sistem cihazi ile jelin ekran goriintiisii alinmis ve sonuglar kaydedildi.

= Agaroz jel tanki (Sekil 3.3) ve ekipmanlari hazirlandiktan sonra %1°lik agaroz

jel hazirlandi.
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= 50X Tris-asetat-EDTA (TAE)’den 20 ml alinip bir meziir i¢ginde son hacim 1 L
olacak sekilde distile su eklendi. Bdylelikle 1X konsantrasyonunda bir tampon
hazirlanmistir. Yani 50 kat sulandirilmis olundu. 1 gr toz agaroz tartilip bir behere
aktarilip tizerine 100 ml 1X TAE tamponu eklendi. 1.30 dk. mikrodalga da 1sitildu.
Kaynayan jel hafif karistirildiktan sonra 1limaya birakildi. Sonrasinda 1s1ma verebilmesi
icin floresan isaretleyici olan SYBR Safe boya karisimin igerisine eklenip hafif

karistirildi.

= Yeterince soguyan jel karigimi sekil 3.3’te hazirlanan tanka dokiiliip jelin

sogumasi beklenildi. Bu sirada yiiklemesi yapilacak olan iirtinlerin hazirlig1 yapilda.

Sekil 3.3: Agaroz Jel Tankinin Hazirlanisi

= 100 ml jel i¢in Sul PCR iirlinlerinden, 6 pl alinip 1 pl yiikleme boyasi ile
karistirildi.

= GADPH geninin segilen tiriinlerinin yiirtimesi 100 voltajda 30 dk. yapildiktan
sonra BIO-RAD GelDoc Go Imagining sistemi ile goriintiisii kaydedilmistir.

= GADPH geninin iiriin bp sayist 197 idi. Buna uygun 1sima verecek DNA
merdiveni tercih edildigi i¢in agaroz jel goriintiisiinde bu bp sayisina gore bant 1g1masi
gozlendi (Sekil 4.1). Sonug¢ olarak, RT-gPCR igin optimum sicaklik 60 °C olarak

belirlendi.

3.5.7. RT-gPCR Asamasi

= PTPN22 geni ve kontrol geni igin dizayn edilen primer sekanslar1 Tablo 3.5’te
gosterilmistir. SensiFAST™ SYBR ® No-ROX Kit’inin protokolii takip edilmistir.
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Tablo 3.5: PTPN22 ve GADPH genlerine 6zel primer dizileri

PTPN22 geni

Tleri primer dizi:

5-AGGCAGACAAAACCTATCCTACA-3

Geri primer dizi:

5-TGGGTGGCAATATAAGCCTTG-3’

GADPH geni

Tleri primer dizi:

5-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3

Geri primer dizi:

5-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’

= Tablo 3.6’da verilen karisim 1.5ml ependorf tiiplerde hazirlandi.

»Her kuyucuga 18 pl karisimdan konulduktan sonra cDNA’lardan 2pl

kuyucuklara eklendi. Plakanin agiz1 yapiskanl folyo dikkatlice kapatildiktan sonra iyice

bir karistirilip hafifge ¢evrildikten sonra Roche LightCycler 480 II cihazina Tablo
3.7°deki program kaydedildikten sonra RT-gPCR islemi basladi. RT-qPCR raporu EK.4

ve EK.5’te verilmistir.

Tablo 3.6: RT-qPCR prosediirii

Soliisyon (Reaktif) Hacim = Final Konsantrasyon
2x SensiFAST SYBR® No-
ouL  1X
ROX Karigimi
10 puM ileri primer 0.8 uL 400 nM
10 uM geri primer 0.8 uL 400 nM
cDNA 2 ulL -
Saf su 6.4 -
Toplam hacim 20 pl -
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Tablo 3.7: RT-qPCR dongii sayilari, asamalari, sicakliklari ve siireleri

Dongii Sayisi Asamalar Sicakhik Siire
1 Polimeraz Aktivasyonu 95°C 2 dk.
Denatiirasyon 95°C 5sn.
40 Tavlama 60°C 10 sn.
Uzama 72°C 15 sn.
95°C 5sn.
1 Erime Noktas1 65°C 1 dk.
97°C -
1 Sogutma 40 °C 30 sn.

3.6. ANALIZLER

3.6.1. Iistatistiksel Analiz

Calismada edinilen bilgilerin degerlendirilmesinde istatistiksel analiz i¢in IBM
SPSS Statistics 22 programi Ve SPSS 28.0 programi kullanilmistir. Parametrelerin normal
dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilks testleri ile degerlendirilmis
ve parametrelerin normal dagilim gostermedigi saptanmistir. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma, frekans)
yani sira niceliksel verilerin karsilagtirilmasinda parametrelerin - gruplar arasi
karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden ¢ikan grubun tespitinde
Dunn’s test kullanilmistir. Nicel bagimsiz verilerin alt analizlerinde mann-whitney u test
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilagtirilmasinda ise Fisher Freeman Halton Exact Ki-

kare testi kullanilmistir. Anlamlilik, p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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3.6.2. DH Alt Gruplarinin Analizleri

Yiizey boyama agamasindan sonra dendritik hiicre alt gruplarinin analizi akan
hiicre 6lger cihazi ile uyumlu Kaluza Analiz (Version 2.2.1) programiyla yapildi. Rastgele

bir hasta ve kontrol segilmis olup onun tizerinden degerlendirmesi gosterilmistir.

Floresan Eksi Bir (FMO) ile kapilama stratejisi belirlendi.

[Ungated] APC / S5 INT [Ungated] LIN APC / PB . [Ungated] PB / A700
S B++

SSINT
g

A700

e [ 1
Gate %Gated y - T T T
All 100.00 i w w ¢ 1° 10" 10? 102
Al 95.94 LIN APC PB
" [Ungated] A700 / PE ; vged 1 11 . [Ungated] PE / TS0
€ 2 £
% ws
i
|
w 1w [ 4 . "w w w w
A700 PE
[Ungated] PC5 / ATOD . [Ungatad] PCS5 / FITE

AT00

FITC

Sekil 3.4: FMO’ya gore antikorlarin sinir ayarlamasi

Analiz igin segilen histogram goriintiilerinde ¢alisilan hasta-kontrol numuneleri
arasindan rastgele olarak secilmistir. Sekil 3.6’daki histogram goriintiileri kontrol
numunesinin analizinden alinmistir. Sekil 3.7°deki histogram goriintiileri ise hasta

grubundan rastgele secilmis olan bir analiz sonucundaki histogram goriinteleridir.
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CD1lc » CDilc, CD141, CD123", CD303", CD304" pDH
HLA-DR'LIN'
R CD1c’.CD141", CD123 mDH1
CD1lc
CDl1c, CD141 , CD123 mDH2

Sekil 3.5: DH kapilama diagrami

Analiz igin kapilama diagrami olusturuldu (Sekil 3.5). FMO sinirlar1 takip
edilerek DH ve DH alt gruplarinin (pDH, mDH, mDH1, mDH?2) analizi yapildi.
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Sekil 3.6: FMO kapilama stratejisine gore sinirlarin kapili ve kapisiz olarak gdsterimi

(A). FS-SS goriintiisiinde tiim hiicreler, (B). LIN-SS histograminda lineage pozitif
hiicreleri dislama kapisi, (C-D). LIN-HLA DR kapisiz ve kapil1 yerlesimi, (E-F). CD123-

CDl1 1c¢ kapisiz ve kapili yerlesimi

32



5 w 3 o ., 3 w
e PCS CD1cPCS

- {Ungated] CD304 A750 / CD303 PC7 - [PDH] D304 ATS0 / CD303 PCT
0.10% (CD303+CD304+: 0.10% ,'“A [CD303+CO304+: N/A

€D303 PCT

MIA

" 0
CD304 AT50
CO304 AT50

Sekil 3.6 devami: FMO kapilama stratejisine gore sinirlarin kapili ve kapisiz olarak

gosterimi

(G-H). CD1c-CD141 kapisiz ve kapili yerlesimi, (1-J). CD304-CD303 kapisiz ve kapilt

yerlesimi

Genel hatlartyla ¢aligmanin analizinde (Sekil 3.5 diagrami ve Sekil 3.7) HLA-DR*
LIN™ kapisinda CD11c-CD123 grafiginde pDH % ve mDH %’sinin belirlenmesi, CD1c-
CD141 grafiginde mDH1 ve mDH2 %’sinin belirlenmesi ve CD303-CD304 grafiginde
pDH %’nin kontrolii yapilmigstir.
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@ @
&00-| o o
—
= g 10 g 10"
R 3 < 1 1
00| T z - C+-
10° w"j
200 ;. ;I
L T T T L Ty T T
o B o e o 107 100 10° 102 100 10 100 10 102 100
LIN APC LIN APC LIN APC

Sekil 3.7: DH kapilama strateji histogramlari

(A). LIN-SS, lineage pozitif hiicreleri diglama kapisi, (B). Kapisiz LIN'HLA-DR™ alanini
belirlenmesi, (C). Lineage pozitif hiicreleri diglama kapisinda LIN'HLA-DR" alaninin

olusturulmasi
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[HLA-DR+LIN-] CD123 A700 / CD11c PE [mDH] CD1c PC5 / CD141 FITC

[pDH] CD304 A750 / CD303 PC7

10 T [t ]
D. imDH: 83.50% B++: 0.00% E. fmDH1: 1.20% (AL++: 0.60% F. £0.00% CD303+CD304+:
100.00%
107+ 105
104
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T T T T 10 10° 10! 10 10
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CD123 AT00

Sekil 3.7 devami: DH kapilama strateji histogramlari

(D). CD123-CD11c mDH ve pDH alanlarinin belirlenmesi, (E). mDH kapisi alinarak alt
gruplarinin alanlarmin belirlenmesi, (F). pDH kapisi alinarak CD304*CD303" alandan

kontroliin saglanmasi

3.6.3. Relatif Kantitatif Analiz
Bu siiregte AACt degerleri hesaplanarak gen ekspresyon seviyeleri belirlenir.

RT-gPCR ikili (duplike) olarak calisilmigtir. Cikan her iki Ct degeri ayn1 ya da
birbirine yakin degerlerde olmak zorundadir. Bu kosullar g6z 6niine alinarak yapildiginda

duplike sonuglarin ortamasi alindiktan sonra delta delta Ct hesaplamalar1 yapilmistir.

Bu ¢alismada GAPDH genini referans gen olarak kullanilmistir. i1k olarak, test
edilen her genin Ct degeri, referans genin Ct degerinden ¢ikarildi, normallestirildi ve
delta Ct degeri (ACt) hesaplandi. Daha sonra kontrol grubunun ACt degeri test
grubunun ACt degerinden ¢ikarilarak AACt degeri elde edilmistir.

Formiilii;

2-(AACY)

AACt: [(Cthedef gen-Ctreferans gen)- (Ctkontrol-Ctreferans gen)]
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4. BULGULAR

Calisma yagslar1 18 ile 58 arasinda degigsmekte olan, 19°u (%48.7) erkek ve 20’si
(%51.3) kadin olmak tizere toplam 39 olgu ile yapilmistir. Yas ortalamasi 33.21+£9.97
yildir. Olgular “Yeni T1DM tanili” (n=13), “Eski TIDM tanili” (n=18) ve “Kontrol”
(n=8) olmak {izere ii¢ grup altinda degerlendirilmistir. TIDM siireleri 4 ay ile 33 yol
arasinda degismekte olup, ortalamasi 10.13+£9.90 yil, medyan deger 7 yildur.

Tablo 4.1: Gruplarin yas ve cinsiyet a¢isindan degerlendirilmesi

Yeni Tanmili Eski Tanih Kontrol p

Yas ortss (medyan) 33,92+12,17 (32) 33,94+9,26 (37) 30,37+8,14 (28) 10,678
Cinsiyet n )

Erkek 5 (%38,5) 12 (%66,7) 2 (%25) 20,103
Kadin 8 (%61,5) 6 (%33,3) 6 (%75)
IKruskal Wallis Test 2Fisher Freeman Halton Exact Test

Gruplar arasinda yas ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimlari agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.2: Gruplarin HbAlc ve C-Peptid diizeyleri agisindan degerlendirilmesi

Yeni Tanih Eski Tanih Kontrol
Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) p
HbAlc (%) 9,69+3,13 (9,2) 8,68+1,74 (8,4) 4,94+0,18 (5) 0,001*
C Peptid ( 186,28+201,11 (139,3) 156,89+416,23 (6,7) 904+230,4 (961) 0,001*
Kruskal Wallis Test *p<0,05
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Sekil 4.1: Gruplar arasinda HbA 1c diizeyleri

Gruplar arasinda HbAlc diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p=0,001; p<0,05). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan post hoc Dunn’s Test sonucunda; yeni tanili (p=0,001) ve eski tanil
grubun (p=0,001) HbAlc diizeyi, kontrol grubundan anlaml sekilde yiiksek bulundu
(p>0,05). Yeni Tanili ve Eski tanil gruplar arasinda HbAlc¢ diizeyleri agisindan anlaml

bir farklilik bulunmamaktadir (p=1,000; p>0,05) (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

1500

1000

500

0 S

Yeni Tanil Eski Tanil Kontrol

C Peptid (pmol/L)

i Yeni Tanih  ® Eski Tanili & Kontrol

Sekil 4.2: Gruplar arasinda C peptid diizeyleri

Gruplar arasinda C peptid diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p=0,001; p<0,05). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin
tespiti i¢in yapilan post hoc Dunn’s Test sonucunda; yeni tanili (p=0,019) ve eski tanili
(p=0,001) gruplarm C-peptid diizeyin kontrol grubunda anlaml sekilde diisiik bulundu
(p<0,05). Yeni tanili ve eski tanili gruplar arasinda C-Peptid diizeyleri agisindan anlamli

bir farklilik bulunmamaktadir (p=0,844; p>0,05) (Sekil 4.2).
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Genel sonuglarn istatistiksel analizleri disinda yontem kismindaki 2 ana basliktan

olusan caligmalarin bulgular1 4.1 ve 4.2 boliimleri igerisinde yer almaktadir.

4.1. IMMUNFENOTIPLEME CALISMASININ BULGULARI

Tablo 4.3: Immiinfenotipleme ¢alismasinin demografik sonuglari

Min.-Mak. Medyan Ort. £ss/n-%
HLADR+LIN- 0,56 - 10,3 3,0 3,6 + 2,1
mDH 23,6 - 91,9 69,5 68,0 + 15,2
mDH1 0,69 - 30,8 3,5 5,7 + 6,8
mDH?2 3,3 - 22,5 9,3 10,1 + 4.4
pDH % 0,0 - 62,0 0,0 4,7 + 15,0
Kontrol Grubu 8 20,5%
Eski Tam 18 46,2%
Yeni Tam 13 33,3%

Min.-minimum, Mak. -maksimum, Ort. £ss: ortama ve standart sapma degerleri

Hastalarin (Eski Tan1 ve Yeni Tani) ve kontrollerin minimum-maksimum
degerleri, medyan degerleri, ve ortamala degerleri Tablo 4.3’te verilmistir. pDH bulunma
mevcudiyeti ¢ok azdir. Medyan degerlerine bakildiginda dendritik hiicrelerin, pDH<
HLA-DR*LIN'<mDH1<mDH2<mDH seklinde degerleri hesaplanmigtir.

Tablo 4.4: Gruplarin HLA-DR*LIN", mDH, mDH1, mDH2, pDH diizeyleri agisindan

degerlendirilmesi
Kontrol Grubu! Eski Tanr? Yeni Tani®
Ort. £ss/n-% Ort. £ss/n-% Ort. £ss/n-% P
Ort. £ss 4,6 + 2,4 3,0 + 2,3 3,8 + 1.2 0,042 K
HLADRYLIN * redyan 3,42 5 3,82
mDH Ort.+ss 80,4 =+ 9,2 64,8 <+ 15,8 649 + 142 0,019 K_
Medyan 82,9% 66,3 67,1
mDHL Ort.+ss 2,8 + 1,8 78 £+ 90 4.7 + 472 0,367 K
Medyan 2,4 3,8 3,8
Ort.+ss 7,8 £ 2,3 121 + 47 8,9 + 41 0,029 K
mDH2 :
Medyan 8,02 13,2 8,22
0DH % Ort.xss 2,8% =+ 7,8% 0,0% =+ 0,0% 12,5% =+ 24,0% 0,107 K
Medyan 0,0% 0,0% 0,0%

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test), 2 Eski Tami Grubu ile fark p < 0,05 / *Yeni Tami Grubu ile fark p < 0,005
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Eski tan1 grubunda HLA-DR*LIN" % degeri kontrol grubundan anlaml (p<0,05)
olarak daha diisiik bulunmustur. Eski tanili hasta grubunun HLA-DR*LIN" % degeri yeni
tan1 grubundan anlamli (p<0,05) olarak daha diisiik bulunmustur. Yeni tan1 ve kontrol
grubu arasinda HLA-DRLIN" % degeri (p>0,05) anlaml1 farklilik géstermemistir (Tablo
4.4).

100 35 25,0
90 * 30 ! T
20,0
80 25 ]‘
70 - 20 15,0
60 -
50 15 'I' 10,0 '—‘é‘
40 1— 10 50 +
30 5 - ’ F 9 1
20 0 0,0
Kontrol | Eski Yeni Kontrol| Eski Yeni Kontrol| Eski | Yeni
Grubu | Tam Tan Grubu | Tani Tan1 Grubu | Tam:1 | Tam
mDH mDH1 | mDH?2

Sekil 4.3: Gruplar arasinda mDH, mDH1, mDH2 (%) diizeyleri

mDH % degeri eski tan1 ve yeni tan1 gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli
(p<0,05) olarak daha diigiik bulunmustur. Ancak, eski tani grubu ve yeni tan1 gruplari
arasinda mDH degeri anlamli farklilik bulunmamistir (Tablo 4.4). Gruplar arasinda
mDHI1 degeri (p > 0.05) anlamli farklilik géstermemistir (Tablo 4.4).

Eski tam1 grubunda mDH2 % degeri kontrol grubundan anlamli olarak daha
yiiksek bulunmugtur. Eski tan1 grubunda mDH2 % degeri yeni tan1 grubundan anlaml
olarak daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.4 ve Sekil 4.3). Gruplar arasinda (eski tant, yeni
tan1 Ve kontrol grubu) pDH % degeri (p<0,05) anlamli farklilik géstermemistir.

4.2. MOLEKULER CALISMANIN BULGULARI

Gradient PCR c¢alismanin agaroz jel gorintiisii Sekil 4.6’da gosterilmistir
(B:60.2°C, D: 57.1°C, F: 52.9°C, H: 51°C).

Sekil 4.4’te gradient PCR isleminideki sonucu gorebilmek amaciyla yapilan
agaroz jel gorlintlisii verilmistir. Gorselde kuyucuklar sirasiyla; bp merdiveni, B1, D1,
F1, H1, B2, D2, F2, H2, B3, D3, D3, H3, B4, D4, F4, H4, NK.
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bp Bl D1 F1 H1I B2 D2 F2 H2 :B3 D3 F3 H3 B4 D4 F4 H4 NK

Sekil 4.4: Gradient PCR sonuglarinin agaroz jelde goriintiisii

PTPN22 ve GADPH genlerinin relatif kantitatif analizlerinin hesaplanmasi 2

(AACH yapildiktan sonra degerlendirilmesi Tablo 4.4’te oranlari gdsterilmistir.

Tablo 4.5: Gruplarm 242 degerleri agisindan degerlendirilmesi

Yeni Tamih Eski Tanili Kontrol

Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan) Ort£SS (medyan) p
Relatif hesaplama 1,4+0,83 (1,5) 1,48+0,67 (1,5) 1,11£0,55 (0,9) 0,451
GAPDH 23,15+1,22 (23) 22,87+0,99 (22,8) 23,51+1,02 (23,1) 0,283
PTNP22 27,79+2,31 (26,9) 27,22+1,05 (26,8) 28,26+0,99 (28,1) 0,086

Kruskal Wallis Test

3
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-
‘T‘: Yeni Tanili  Eski Tanih Kontrol
(3

i Yeni Tanih @ Eski Tanili & Kontrol

Sekil 4.5: Gruplar arasinda relatif hesaplama degerleri
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Gruplar arasinda relatif hesaplama degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Sekil 4.7).

25
24 T
T
3 23
o
S 2
21
20
Yeni Tanih Eski Tanih Kontrol
i Yeni Tanili & Eski Tanili  ® Kontrol

Sekil 4.6: Gruplar arasinda GAPDH degerleri

Gruplar arasinda GAPDH Ct degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Sekil 4.8).
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Yeni Tanih Eski Tanil Kontrol

i Yeni Tanili  ®Eski Tanili & Kontrol

Sekil 4.7: Gruplar arasinda PTNP22 degerleri

Gruplar arasinda PTNP22 Ct degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0,05) (Sekil 4.9).
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5. TARTISMA

DM tanisimin ve tiplendirmesinin zor olmasmin sebebi alt tiplerinin ¢ok
olmasindan kaynaklanmaktadir. TIDM’nin nasil oldugu, ne zaman veya nasil olustugu
sorularinin cevaplanmasinda yetersiz kaliman bir hastalik tiiriidiir. Takibi sirasinda
olusabilecek komplikasyonlar1 tahmin etmek icin erken belirteglere ihtiya¢ vardir. Bu
calisma, 5 yil ve 5 yildan uzun (n=18) ve yeni tan1 almig (n=13, <5) olan T1DM tanis1

almis 31 hastanin patogenezi ile iliskili olabilecek faktorler incelendi.

Pankreasin langerhans adaciklarinda insiilin iireten B hiicrelerinin immiin
aracili yikimi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir. Bu nedenle T1DM,
otoimmiinsel bir hastalik olarak kabul gérmiistiir. TIDM'nin patogenezine katkida
bulunan genetik, immiinolojik, metabolik ve cevresel faktorlerle ¢ok faktorlii bir
otoimmiin hastaliktir (25). Biyokimyasal testlerden HbAlc, C-peptid, oto-antikor
testleri istenerek bir anamnez olusturulur ve disaridan enjeksiyon ya da pompa

yardimi ile diyabet tanisi alan hastanin insiilin alimlar1 baslar (6).

Kontrol grubunun HbAlc diizeyi, yeni tanili (p=0,001) ve eski tanili (p=0,001)
gruplardan anlaml sekilde diisiik bulundu (p<0,05). Yeni ve eski tanili hastalar insiilin
enjeksiyonu yardimiyla degerlerini kontrol altinda tutmaya c¢alistiklart i¢in i¢in kontrol
grubuna kiyasla degerleri biraz daha yiiksektir. Gruplar arasinda C peptid diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p=0,001; p<0,05). Kontrol
grubunun C-peptid diizeyi, yeni tanili (p=0,019) ve eski tanili (p=0,001) gruplardan
anlaml1 sekilde yiiksek bulundu (p<0,05). DM tiirlerindeki ayirimin en dnemli testi de C-
peptid degeridir. Eger hasta TIDM ise C-peptid diizeyi zaten disiiktiir (6).

Otoimmiinsel iliskide 6nemli olarak diislindiigiimiiz hiicre grubu olan dendritik
hiicreleri ve alt gruplart olan pDH, mDH1, mDH2 hiicre gruplarina akan hiicre 6lger
ile immiinfenotipleme yontemi ile bakildi. DH’ler ASH’dir (24). Boylelikle DH’ler
yardimer hiicreler olup antijenlerin islenmesinde ve T hiicrelerine sunumunda rol alirlar.
Ek olarak, naif T hiicrelerini aktive etmekte ve kendi kendine toleransi suirdiiriilmesinde
O6nemli bir rol oynadiklarindan, TIDM’de otoimmiin yanitinin tiim agamalarinda énemli

bir rol oynadig1 diisliniilmektedir (4, 25).
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2011 yilinda yayinlanan bir boliimde dendritik alt hiicre gruplart HLA-DR ve LIN
histograminda kapisiz alanda HLA-DR'LIN" alan1 belirlenmesi ile gosterilmistir (46).
Tez calismasinda da deneysel olarak LIN™ dislanarak kapilama stratejisi ile HLA-

DR'LIN" kapilama stratejisine gore DH alt gruplarinin degerlendirilmesi yapilmustir.

2006 yilinda yapilan bir ¢alisma da dendritik hiicreler icin farkli kapilama
startejileri denenmistir. Bu deneyin sonucunda LIN™ kapilamasi yapilan alanda pDH’n
diisiik seviyeli ifadesi tanimlanmis ancak bu tanimlama da CD14* CD16" kapisinda da
ayni veri alinmis (47). Yaygin olarak monosit belirtecleri olarak bilinen CD14 ve CD16
belirtecleri kullanilmadigindan monositik kaynakli olabilecek hiicre gruplarinin ayirimi

yapilamadi.

Hiicre popiilasyonlarinin varligini ve oranlarim1 belirlemek amaciyla fare kan,
dalak ve timositlerdeki heterojen hiicre popiilasyonlarmi kiiltiir ¢aligmasi yontemi
kullanilarak yapilan manyetik boncuklu akan hiicre dlgerli baska bir ¢alisma yapilmustir.
Fare kani ve lenfoid organlarinda yapilan ¢alismada hem LIN hem de MHC2* CD11c*

kapilar1 alinarak DH i¢in veriler alinmigtir (48).

Eski tan1 grubunda HLA-DR*LIN degeri yeni tan1 ve kontrol grubundan anlaml
olarak daha diistik bulundu (p<0,05). Kontrol grubunun sayilar1 diisiik oldugu i¢in anlaml
bir istatistiksel veri alinamamistir. Eski tan1 grubunda mDH2 degeri yeni tan1 ve kontrol
grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p<0,05). Bu durum prognoz igin 6nemli
bir fark olusturabilir. Lakin yeni tan1 ve kontrol grubu arasinda belirgin bir fark
bulunmamasindan dolay1 bu fark siipheli olarak kalmaktadir. Ancak bu durumda mDH
alt gruplari, yeni tan1 alacak hastalar i¢in bir belirte¢ olarak yer alabilmesi igin yeni

(Monosit aracili dendritik hiicreler) antikorlarin eklenmesi ile bir ¢alisma bulunabilir.

Ozellikle 2019 senesinden sonra immiin sistemin baskilandig1 veya tetiklendigi
bir hastalik ¢esidi olan COVID-19 sonrasi tani alan hastalar vardir (49). Yapilan bir
calisma da yeni tan1 almis hastalarin biyokimyasal testlerinin analizi yapilmis olup adacik
hiicrelerinin COVID-19 tarafindan ne derecede hasar gordiigli ve insiilin sekresyonu
tizerine olumsuz etkisinin kalici olup olmadigi heniiz net olmadigini bildirmislerdir (49).
Tez caligmasinda da COVID-19 sonras1 T1IDM tanisi alan 2 hastaya denk gelinmistir.

Ancak 2 hasta da yeni tan1 olduklari i¢in karsilastiralicak yeterli veriye ulasilamamaistir.
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T1DM, pankreastaki kronik adacik iltihabi ile sonuclanan kompleks bir
otoimmiin hastalik olup c¢evresel, genetik ve otoimmiin faktorlerle de kendini

gelistirebilen bir hastalik ¢esididir.

Giannoukakis ve ark. 2011 yilinda yaptiklari klinik bir ¢alismada, yetiskin TIDM
hastalarinda, immiinsiipresif bir duruma stabilize edilmis otolog dendritik hiicrelerin
giivenligi aragtirmiglardir (50). Bu ¢alismalarinda higbir yan etki gézlenmeden insiilin
gereksinimleri, bagisiklik hiicresi fenotipi ve sitokin tretimleri agisindan ¢ok az
degisiklik kaydedilmistir. Yapilan arastirmalarda, DH'nin T1DM'nin
tedavisinde/Oonlenmesinde terapotik potansiyelini inceleyen caligmalarin ¢ogu NOD
farelerinde yapilmistir. Bu ¢alisma da duyarlilik genlerinin belirlenmesi ve hastaliktaki
ilerlemenin anlagilmasi igin yararli bir model olmustur. Ancak NOD fare modellerinde

basarili olan terapotik yaklagimlar, klinige pek iyi yansitalamamigtir (51).

Birkag ¢alisma da, yeni teshis edilmis TIDM hastalarinin tam kanlarindan akan
hiicre 6lger cihazi kullanilarak, DH alt kiimelerinin varlig1 agisindan incelenmistir. Tani
aninda pDH'lerin arttig1 (52) ya da azaldiklar1 (53) gosterilmistir. Tez galismamdaki
gruplar arasinda; Kontrol grubu, eski tani ve yeni tani grubu arasinda mDH1 degeri
(p>0,05) anlaml farklilik gdéstermemistir. Kontrol grubu ve yeni tani grubu arasinda
mDH?2 degeri (p>0,05) anlamli farklilik gostermemistir (Sekil 4.3). Kontrol grubu, eski
tan1 ve yeni tan1 grubu arasinda pDH % degeri (p>0,05) anlaml1 farklilik gostermemistir
(Tablo 4.4).

2013 yilinda yayinlanan bir makaleye goére, mDH'lerin ve makrofajlarin
tanimlanmasim kolaylastiran ek isaretleyiciler belirlenmistir. Ornegin, tirozin kinaz
reseptorli fms benzeri tirozin kinaz 3'in ifadesi, mDH'leri makrofajlardan ayirt etmek icin
miikemmel bir belirte¢ olarak ifade edilmistir (30). Ek olarak CD11c belirteci disinda
mDH ve makrofajlarin tanimlanmasini kolaylastiran ek isaretleyiciler de vardir (23, 46).
Tezin immiinfenotipleme kisminda bu 6zelliklerinden dolayr hem makrofajlar i¢cin hem

de miyeloid dendritik hiicrelerde gézlemlenen CD11c belirteci eklenmistir.

Miyeloid progenitorler, alternatif olabilecek DH progenitorleri olarakta islev
goren monositler iretir. Lenfosit progenitorleri, plazmasitoid DH alt tipini (pDH)
olusturur (54). pDH'ler tipik olarak miyeloid antijenlerden yoksundur ve CD123 (IL-3R),
CD303 (BDCA2), CD304 (BDCA4) ve CD45RA'nin ekspresyonu ile ayirt edilir (23).
Tezin immiinfenotipleme bulgularma gore kullanilan bu 3 belirte¢ (CD123, CD303,
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CD304) i¢in tam bir ayirim s6z konusu degildir. insan periferik kaninda, pDH'ler toplam
mononiikleer hiicrelerin %0,2-%0,8'ini igerdigi belirtilmistir (55). Diisiik miktarda

bulunduklar1 i¢in pDH varlig1 bu beklentileri karsilamistir.

CD141 antijeni, kandaki CD1c* mDH'leri, pDH'leri, monositleri ve
graniilositlerinde ¢ok daha diisiik seviyelerde eksprese edilir (28, 29).

PTPN22'nin mDH2'lerin genislemesini diizenledigi goz Oniine alindiginda,
otoimmiin iligkili varyantin benzer etkilere aracilik edip edemedigini incelenmis olup bu
caligmayi farelerde R620W ortologu Ptpn22 619 W ifade eden dalaktaki mDH alt gruplari
siralanmis. Otoimmiin iligkili PTPN22 varyantinin, bu baglamda bir fonksiyon kayb1
mutant1 olarak ¢alisan mMDH2 homeostazini da diizenleyebildigini gdsterilmis (56). Bu
tez caligmasinda odaklanilan gen grubu PTPN22 genidir. PTPN22 geni dendritik
hiicrenin alt grubu olan mDH2 hiicre grubu ile uyumluluk gosterdigi i¢in 6zellikle segilen

bir gendir (57).

Sekil 4.3’te verilen agaroz jel goriintiisiinde, RNA nin cDNA’ya ¢evrilmesini,
GADPH geninin dizaynin 1yi secilmis/yapilmis olmasini, 4 farkli derece de ve yarim
hacimle de iyi 1s1ma verdigini, dimerlesmenin olmadigi bir goriinti mevcuttur. Bu da

buraya kadar olan agamalarin basarili oldugunu kanitlamaktadir.

EK-4’te verilen SYBR Green probu ile PTPN22 geninin 1s1ma grafiklerinin
egriliginin zikzaksiz olmasi, tam bir “S” goriintiisii halinde ¢ikmasi ve Ct degerlerin
birbirlerine yakin olmasi deneylerin basarili oldugununun kanitidir. Calisma da 1 hastanin
Ct degeri 30°un ¢ok iizerinde oldugu i¢in molekiiler ¢calismalar kismindan ¢ikartilmistir.
RNA izolasyonun bu hasta da basarili olmadigin1 géstermektedir. Hedef gen ile kontrol
geni ile belirlenen Ct degerlerin birbirlerine yakin olmalari bagka bir gene spesifik olarak
baglanmadiklarini, yani hedef gene spesifik olarak baglandiklart anlamina gelmektedir.
EK-5te de kontrol geni olan GAPDH geninin RT-qPCR raporu verilmistir. Kontrol
genindeki analizde, gruplar arasinda GAPDH Ct degerleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilk bulunmamaktadir (p>0,05). Bu istatiksel sonugta ekstra
baglanmalarin olmadigi, grafik egrilerinin koordineli olarak calistigi anlamina
gelmektedir. Hedef gendeki analizde de, gruplar arasinda PTPN22’nin Ct degerlerinin
istatistiksel degerlendirmesinde anlamli bir farklilik bulunmamustir (p>0,05). Bu
istatiksel sonucta hedef genin ekstra baglanmalarinin olmadigi hatta kontrol genine oranla

daha iyi ekpresyon olmustur.
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2004 yilinda yapilan bir ¢alismada PTPN22 genindeki R620W polimorfizminin,
insiiline bagimli DM ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada PTPN22 (C1858>T,
R620W, rs2476601), TIDM dahil olmak iizere ¢oklu otoimmiin hastaliklarla iliskili
bulunmustur (39, 58).

2006 yilindaki diger bir calisma da; Asya kokenli (n=1698), T1DM hastasi
(n=738) ve otoimmiin tiroid hastalig1 (n=141) hastalarinda PTPN22 gen polimorfizmini
vahsi tip homozigot 1858 C/C genotipi olarak bulunmus ve PTPN22 geninde bir promotor
bolge tanimlanmistir. Bu promotor bolgedeki -1123 C/G (rs2488457) polimorfizmi ile
Giliney Kore ve Japon popiilasyonundaki T1DM hastalar1 arasinda anlamli bir iligki

gosterilmistir (59).

2007 yilinda yapilan diger bir calismada PTPN22 gen poliformizmleri ile ilgili bir
meta analiz yapilmig ve bu ¢alismanin sonucunda Addison hastaligi, inflamatuar barsak
hastalig1, multiple skleroz, ¢olyak hastaliklarinda PTPN22 R620W ile arasinda herhangi
baglanti saptanmamustir (60).

Tez calismasina dahil edilen TLDM hasta grubunda (n=31), anamnezlerinde baska

bir otoimmiin rahatsizligi olan bireye rastlaniimadi.

2010’da, Finlandiya'da yapilan bir arastirma, IL2RA polimorfizmlerinin TILDM
baslangicindaki hastalarda yas ile iliskisi bulundu (61). Son zamanlarda yapilan Genis
Capli Genom Projesi (GWAS) caligmalarinda T1DM’ye yatkinlik olusturan diger gen
gruplarindaki aleller meta analiz ile aragtirilmig olup SNP’ler hakkinda genis bilgi ag1

olusturmustur (62).

PTPN22 rs2476601 1858C>T geminin niifus frekans alellerinin oldugu sayfadan
bakilana gore alel sayis1 0,9276°dir (63). Alel frekansinin 1’e yakin olmasi her bireyde
olmasi beklenilen bir gen oldugunun gostergesidir. Caligmanin bulgular kisminda da
belirtildigi lizere spesifik gen baglanmalari yoktur. Ancak, TIDM, PTPN22 (rs276601)
kombinasyonu i¢in 6zel degildir. PTPN22’nin otoimmiinite ile iligkilerini 2004 yilinda
ilk defa Bottini ve ark. (39) gostermistir. Gliniimiiz 2023 senesi i¢cin PTPN22 geni 6zel

bir gen olma 6zelligini kaybetmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan tezin amaglarindan biri olan prognozdaki uygulama i¢in secilen primer

ve dendriritik hiicre ¢aligmalari yeterli olamamustir.

Yeni tani ile kontrol numuneleri arasinda anlamli sonuglar elde edilememistir.
Yeni tan1 alan bireylerde belirgin olan bir deg§er mevcut degildir. Periferik kandan
mononiikleer ayirma islemi ya da DH zenginlestime protokolleri uygulanirsa bir gelisme
bulunabilir. CD14* ve CD66b* dahil edilirse monosit-dendritik hiicreler arasindaki
iletisim tizerine gidilen ¢alisma ile patogenezi acisindan farkli degerlendirmeler elde

edilebilir.

PTPN22, bagisiklik sistemindeki goérev bozuklugunda ve otoimmiinitenin
gelisiminde 6nemli roller oynar. Ayrica PTPN22 geni, T ve B hiicrelerinde ve dogustan
gelen bagisiklik hiicrelerinde patojenik 6neme sahiptir. Yapilan ¢alismalarda PTPN22,
otoimmiin hastaliklarda terapotik bir hedef olarak segilebilir olmay1 saglayacagi
diistiniilmiis. Bu sebepten dolayi ile bu gen segilmis olup gen ekspresyon seviyesine

bakabilmek i¢in RT-gPCR ¢alismas1 yapilmuistir.

Tezin olgu-kontrol ¢alismasinda, TIDM'de PTPN22 R620W (rs2476601) gen
ekspresyonunun hastaliga yatkinlik saglayan genetik faktorlerden biri olup olamayacagi
arastirildi. Tirk popiilasyonundaki (n=31) T1DM gruplar (yeni tani, eski tani, kontrol)
arasinda PTNP22 geninin diger gen gruplart (CTLA-4, INS, HLA-DR4 gibi) ile
kombinasyon yapilip karsilastiriimali bir PCR yapilmalidir.

Segilen  genin  primerlerinde  ileri  primer  dizisi  olarak = 5’-
AGGCAGACAAAACCTATCCTACA-3* wve geri primer dizi olarakta 5’-
TGGGTGGCAATATAAGCCTTG-3’ segilmisti. Yapilabilecek diger molekiiler-genetik

caligmalarda, segilen primerlerin dizimi genin farkli bolgelerinden dizayn edilebilir.

Polimorfizm ¢alismalarinda 100 ve daha fazla hastalar ile ¢aligma yapilirsa daha

anlamli sonuglar elde edilmesi beklenmektedir.

Bu diisiinceler ve ¢ikan analiz sonuglarina dayanarak T1DM ve dendritik hiicreler
arasindaki iligkiyi anlamak ve prognoz-patogenezinin altinda yer alan immiinfenotipleme
ve molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi adina daha uzun siireli ve daha genis
immiinfenotipik ve molekiiler degisiklikler iceren ileri diizey prospektif caligmalara

ihtiyac vardir.
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EK-2: Olgu Rapor Formu

Tip 1 Diabetes Mellitus Hastalarinda Prognoz ve Patogenezinde Dendritik Hiicrelerin

Onemi

Adi1 Soyadi: Tarih:
Tel:

Dogum Tarihi:

Yas:

Cinsiyet:

Boy:

Kilo:

Hasta hangi ¢alisma grubuna dahil?

Olgu grubu / kontrol grubu

Tip 1 Diabetes Mellitus disinda bilinen bir hastalig1 var mi?
Hayir / Evet. Varsa hangi hastalik?.........ccccocoviiininennn.

Bagka bir hastalik i¢in tedavi aliyor mu?

Hayir / Evet

LABOROTUVAR DEGERLERI

Insiilin: C-Peptid: HbAlc: Ure/Kreatinin: Glukoz:
Kolesterol:  LDL.: Trigliserid: HDL.:

Anti Insulin Antikor:
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EK-3.Bilgilendirilmis Onam Formu

Degerli katihmet,

Bu arastirma, Saglik Bilimleri Universitesi Immiinoloji anabilim dali grencisi Tamay
Seda Tas¢1’nin yiiksek lisans tezi kapsaminda ve  Biyokimya idari sorumlusu Prof. Dr. Nilgiin

Isiksacan danismanliginda yiiriitiilecek olan bilimsel bir ¢alismadir.

Arastirmanin igerigi Tip 1 Diabetes Mellitus hastalarindaki hiicrelerinin 6l¢iilmesi ve gen
poliformizmine bakilmasini kapsamaktadir. Toplanan veriler sadece bilimsel amaglarla
kullanilacak, kimliginizi ortaya ¢ikarabilecek kayitlar gizli kalacak, elde edilen kisisel bilgiler ve
uygulanacak testlere verdiginiz cevaplar arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi sakli

tutulacaktir.

Aragtirma siireci boyunca sizden beklenen, yonergelere dikkatli bir sekilde uymak ve
Olcekler iizerinde yer alan sorulari diiriist sekilde cevaplamaktir. Hi¢bir sorumluluk altindan
kalmadan sorularin bir kismina cevap vermeme, arastirmaya katilmayi reddetme veya

arastirmadan ¢ekilme hakkina sahip olacaksiniz.

‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii a¢iklama asagida adi belirtilen
arastirmact tarafindan yapildi. Aragtrmaya géniillii olarak katildigimu, istedigim zaman

gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.’

Goniillii Katihme Arastirmaci
Tamay Seda Tas¢i

imza imza



EK-4. LightCycler 480 Il, RT-qPCR PTPN22 Geninin Calisjma Raporu,

Amplifikasyon Egrileri ve Erime Noktas1 Hesaplamah Egrisi

Basligin sirasina gore sekiller sirastyla verilmistir.

mmant LightCycler® 480 Software
LSET &
g::n:&poni - HHH

110723 ptpn22 tam
Programs

Program Name  pre-incubation

Cycles 1 Analysis Mode None
Target  Acquisition Hold RampRate Acquisions SecTarget  Stepsize  Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cfs) (per °C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:02:00 4.40 ] 0 o
Program Name amplification
Cycles 40 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate ~ Acquisitions ~ Sec Target Step size Step Delay
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cfs) (per °C) (°C) (°C) (cycles)
95 None 00:00:05 4.40 ] a 1]
60 None 00:00:10 220 ] a 1]
72 Single 00:00:15 440 0 o] 1]
Program Name melting curve
Cycles 1 Analysis Mode Melting Curves
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acquisitions ~ Sec Target Step size Step Delay
rC) Mode (hh:mm:ss) ("Cls) (per °C) rC) rcy (cycles)
95 None 00:00:05 4.40 0 0 [}
85 None 00:01:00 220 0 0 [}
97 Continuous 0.11 5 0 0 [1]
Program Name:  cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate ~ Acquisitions ~ Sec Target Step size Step Delay
rC) Mode (hh:mm:ss) ("Cls) (per°C) rc) rcy (cycles)
40 None 00:00:30 220 0 0 [}

Amplification Curves
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EK-5. LightCycler 480 Il, RT-gPCR GADPH Geninin Cahsma Raporu,

Amplifikasyon Egrileri

Basligin sirasina gore sekiller sirastyla verilmistir.

a————
Ql m Report

LightCycler® 480 Software

AEEEEEEE@ED
il EEENEERE

100723 gapdh tam
Programs
Program Name  pre-incubation
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acguisitions  Sec Target
(°C) Mode: (hh:mm:ss) (°Cis) (per °C) rC)
85 None 00:02:00 440 0
Program Name amplification
Cycles 40 Analysis Mode Quantification
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acguisitions ~ Sec Target
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per °C) (°Cc)
a5 None 00:00:05 4.40 0
60 None 00:00:10 220 ]
72 Single 00:00:15 4.40 o
Program Name melting curve
Cycles 1 Analysis Mode Melting Curves
Target Acquisition Hold Ramp Rate  Acguisitions  Sec Target
(°C) Mode (hh:mm:ss) (°Cis) (per °C) ('C)
95 None 00:00:05 4.40 0
85 None 00:01:00 220 0
a7 Continuous 0.11 5 o
Program Name  cooling
Cycles 1 Analysis Mode None
Target Acquisition Hold RampRate ~ Acquisitions  Sec Target
(°C) Mode: (hh:mm:ss) (°Cls) (per °C) (°Cc)
40 None 00:00:30 220 0
Amplification Curves
23668
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§ e
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Qi) Per— ——
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2
Cycles

Step size
('C)
0

Step size
(c)
0
0
0

Step size
c)
0
0
0

Step size
('C)
0

Step Delay
(cycles)
0

Step Delay
(cycles)
0
o
o

Step Delay
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0
0
0

Step Delay
(cycles)
0






