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TIP 1 DIYABETTE NKT HUCRELERININ ROLU

THE ROLE OF NKT CELLS IN TYPE I DIABETES
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Ozet

Periferik kan NKT hiicre seviyeleri, sitokin profili ve sitotoksik aktiviteyi inceledigimiz ¢caligmamizda, tip 1 diyabetin
farkli donemlerindeki hasta gruplar1 ve non-diyabetik gruplarda NKT hiicrelerinin say1 ve fonksiyon agisindan
ozellikleri incelenerek bu hiicre grubunun tip 1 diyabet patogenezindeki olasi rolii aragtirilmugtir. Tip 1 diyabet teghis
stiresi 1 ay-1 yil olan grup (Grup 1, n:5, yas ortalamasi: 31+7), teshis stiresi 1 yilm {iistiinde olan grup (Grup 2, n:4,
yas ortalamasi: 22+8), tip 1 diyabetiklerin 1. derece non-diyabetik akrabasi olan grup (Grup 3, n:7, yag ortalamasi:
30+9) saglikli kontrol grubu (Grup 4, n:5, yas ortalamas:: 25+5) ile kargtlagtinlmmstir. Flow sitometri yontemiyle
V24 diizeyleri incelendiginde, Grup 1, Grup 2, Grup 3’te V24 diizeyleri kontrol grubuna gére anlaml derecede
disiik bulunmugtur (sirastyla; p<0.001, p<0.01 ve p<0.05, ). CD161 diizeyleri bakimindan Grup 1, Grup 2 ve Grup
3, kontrol grubuna gore anlamli derecede diigiik saptanmigtir (p<0.001). Hiicre i¢i IFN-y diizeyleri Grup 1, Grup 2
ve Grup 3’te kontrol grubuna gore anlamh derecede diigiik bulunmug (p<0.001), ayrica CD161 ekspresyonu ile hiicre
ici [FN-y seviyeleri arasinda gii¢lii bir korelasyon saptanmigtir (r=0.78). Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’te sitotoksik
aktivite kontrol grubuna gére anlamh derecede diigiik olarak bulunmugtur (p<0.001, p<0.01, p<0.05, sirasiyla). Hiicre
ici IFN-y seviyeleri ve CD161 ekspresyonu, sitotoksite degerleri ile kargilastirildiginda, anlamh korelasyon saptanmigtir
(r=0.76). CD161 ekspresyonu diisiisiine bagh olarak gruplardaki IFN-y diizeyindeki azalig, NK ve NKT hiicrelerindeki
sitotoksik aktivite ile tip 1 diyabetin tam siiresi arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir. Tip 1 diyabetlilerin birinci
derece akrabalarinda kontrol grubuna gore diigiik olarak saptanan NKT hiicre say1 ve fonksiyonlari, bu hiicrelerin
hastaligin preklinik siirecte etkin bir rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Summary
In our study, the levels of peripheral blood NKT cells, cytokine profile and cytotoxic activity of type 1 diabetes
patients with a disease duration of between 1 month-1 year (Group 1, n:5, mean age: 31+7), disease duration of
more than 1 year (Group 2, n:4, mean age: 22+8) and non-diabetic relatives of type 1 diabetic patients (Group 3,
n;7, mean age: 30+9) are compared to healty control (Group 4, n:5, mean age: 25+5). Investigating ICA and anti-
GAD positivity in these groups, Group 1 and Group 2 showed 100% positivity, whereas Group 3 and Group 4 did
not show any positivity of these autoantibodies.

Investigating the levels of Voi24 with flow cytometry, the group with disease duration between 1 month - 1 year,
the group with disease duration of more than 1 year and the group of first degree non-diabetic relatives of type 1
diabetics were found statistically decreased compared to healthy control group (p<0.001, p<0.01 ve p< 0.05,
respectively). Among groups, levels of Voi24 were found statistically significant in Group 3, compared to Group 1
and Group 2 (p<0.05). Comparing the levels of CD161 in groups, Group 1, Group 2 and Group 3 are found significantly
decreased compared to control group (p<0.001, p<0.001, p<0.001, respectively), and there is no significant difference
was found among Group 1, Group 2 and Group 3 (p>0.05). Investigating the levels of intracytoplasmic cytokine
IEN-v in groups, Group 1, Group 2 and Group 3 was found significantly decreased compared to control group
(p<0.001, p<0.001, p<0.001, respectively). A strong correlation was also found between CD161 expression and
intracytoplasmic IFN-y levels (r=0.78).

There is no statistically significance was found in the levels of Voil1 comparing study and control groups (p>0.05).
Comparing intracytoplasmic IFN-ylevels and CD161 surface molecule expressions to cytotoxicity values, a significant
correlation was found (r=0.76). Decrease of IFN-y levels depending on CD161 expression, states the relationship
between the diagnosis time of type 1 diabetes and cytotoxic activity of NK and NKT cells. Our results support the
findings that NKT cells are decreased numerically and functionally in the early stages of type 1 diabetes. Decreasion
of NKT cell numbers and functions in non-diabetic first degree relatives of type 1 diabetic patients suggests the role
of preclinic progress in disease. In our study emphasizing the importance of NKT cells in the pathogenesis of type
1 diabetes, our findings state the parallelism between numerically reduction of NKT cells and release of IFN-y and
cytotoxic activity. These results state the importance of NKT cells in the early stages of the pathogenesis of type 1
diabetes.
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GIRIS

Insiiline bagimh tip 1 diyabet (IDDM), bireyin
pankreasindaki insiilin iireten beta () hiicrelerinin otoreaktif
T hiicreleri tarafindan destrikksiyonu sonrasinda geligen
otoimmiin bir hastaliktir. Multifaktoriyel bir hastalik olup;
genetik yatkinlik, otoimmiin yanitlar, sitokinler ve ¢evresel
faktorler hastah@in geligimini etkilemektedir (1). B hiicrelerinin
destriiksiyonunda otoreaktif T lenfositleri rol oynamaktadir.
Caligmalar, B hiicre destriiksiyonunda CD4+ ve CD8+ T
lenfositlerinin sorumlu oldugunu géstermekle birlikte, makrofaj
ve dendritik hiicrelerin de destriiksiyonda énemli rol
oynayabilecegini ileri siirmektedir (2). Otoimmiin hastali§1
bulunan bireylerin periferik kan Dogal Oldiiriicii (Natural
Killer, NK) hiicre sayisindaki azalmaya paralel olarak son
caligmalarda bu hiicrelerin fonksiyonlarinda da azalma
saptanmigtir. Natural Killer T (NKT) hiicreleri, otoimmiinitenin
regiilasyonundan sorumlu hiicreler olup, hem NK hem de T
hiicreleri ile ortak 6zellik tagiyan off T hiicrelerinin bir
altgrubudur (3, 9, 11, 18). Tip 1 diyabetin hayvan modelleriyle
yapilan bir¢ok ¢aligma, non obez diyabetik (NOD) farelerde
NKT hiicrelerinin eksikligini géstermektedir. Son yillarda
yapilan insan ¢alismalarinda da benzer sonuglar gosterilmigtir
(4, 11). Giintimiizde tip 1 diyabetin baslangici adacik
hiicrelerine karg: gelisen otoantikorlarm varliinin saptanmasi
ile belirlenmekte, buna kargilik otoimmiin aktivasyon ve erken
doku harabiyetini yansitacak yeni klinik testlere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu amagla arastirilan NKT hiicreleri,
uyarilmalarim takiben bagta yardimci T hiicresi 2 (T helper 2,
Th2) tipinde bir sitokin olan Interlékin-4 (IL-4) ve yardimci
T hiicresi 1 (T helper 1, Th1) tipinde bir sitokin olan Interferon-
gamma (IFN-y)’y1 yiiksek miktarda salgilarlar. Calismalar
NKT hiicre sayisindaki artis ile tip 1 diyabet gelisiminde
gerilemenin, bu hiicre grubunun Th2 tip yamt: indiikleyerek
adacik otoantijenlerine karg1 yanitin baskilanmasi sonucu
oldugunu gostermektedir. NKT hiicre transferi ile IL-4 ve/veya
IL-10 bagimli mekanizmanin devreye sokulup, tip 1 diyabetten
korunmanin saglanabilecegi de ileri siiriilmektedir (5, 9, 11).
Farkli dénemdeki tip 1 diyabet hastalarinda periferik kan NKT
hiicre seviyelerinin ve hiicre i¢i sitokin diizeylerinin saptanarak,
periferik kan mononiikleer hiicre sitotoksik aktivitesinin
belirlendigi bu ¢aligmada, NKT hiicrelerinin tip 1 diyabetteki

6neminin saptanmasi amag¢lanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Hasta Secim Kriterleri

Caligsmamiza; tam siiresi 1 ay - 1 y1l olan tip 1 diyabetik
grup (Grup 1, n:5, yas ortalamasi: 31+7, 2K-3E), tan siiresi
1 yildan fazla olan tip 1 diyabetik grup (Grup 2, n:4, yas
ortalamasi: 2248, 1K-4E), tip 1 diyabetik hastalarin non-
diyabetik 1. derece akrabasi (Grup 3, n:7, yag ortalamasi: 3049,
5K-3E) ve saglikli kontrol grup (Grup 4, n:5, yas ortalamasi:
2045, 3K-2E) olmak iizere toplam 20 kisi alinmigtir. Tip 1
diyabetiklerin adacik hiicre antikoru (islet cell antibody, ICA)
pozitifliginin =24 JDFu ve anti-GAD antikor (Glutamic acid
decarboxilase) pozitifliginin =32ng/ml olmasi, tip 1
diyabetiklerin non-diyabetik 1. derece akrabasi ve saglikli
kontrol grubundaki bireylerde ise bu otoantikorlarm negatif
olmasi Kriter olarak alinmigtir.

Periferik Kan mononiikleer Hiicreleri (PKMH) Yiizey
Molekiil Ekspresyonu

Kontrol ve hasta gruplarindan alinan heparinli kanlardan
Ficoll yogunluk gradiyent santrifiijii ile elde edilmig ve yiizey
molekiil ekspresyonu igcin floresan igaretli monoklonal
antikorlarla boyanmigtir (Tablo 1). Bu amagla 100ul hiicre
slispansiyonu iizerine arastirilacak antikorlar uygun
diliisyonlarda eklenerek inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras:
hiicrelere %?2 paraformaldehit iceren PBS ilave edilerek, flow
sitometri cihaz1 (FACSCalibur, Becton & Dickinson Corp) ile
yiizey molekiil ekspresyonu % olarak saptanmistir.

Flow Sitometrik Analiz

Hiicre i¢i Sitokin Tayini

PKMH, heparinli kandan steril gsartlarda Ficoll (Sigma
Chem. Co., St. Louis, MA) yogunluk gradiyent santrifiijii
yontemiyle izole edilmig ve Cy5 isaretli CD161* (BD
PharMingen San Diego, CA), fluorescein-isothiocyanate (FITC)
igaretli TCR-Vo24*, FITC igaretli TCR-VBil* (Immunotech,
A Coulter Company, France), NK ve NKT hiicrelerinde hiicre
ici IFN-y seviyesini saptayabilmek amaciyla 1x106 hiicre/ml
PKMH 4u1 PMA/Ionomisin ile 4 saat stimiile edilmisg ve 10ul
Monensin eklenerek gece boyu 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakilmmgtir. Stimiilasyon sonrasi kiiltiirden alinan
hiicreler, bir kez fosfat tamponlu tuz (Phosphate buffered
saline, PBS) ile yikanarak hiicre i¢i sitokin boyama agamalarina
hazirlanmistir. Bu agamada Caltag Permeabilizasyon kiti
kullanilmigtir (Caltag, Avusturya). 100ul hiicre stispansiyonu
tizerine 100l Reagent A (fiksasyon medyumu) eklenerek 15
dakika oda 1s1sinda inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon somasi
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hiicreler bir kez PBS ile yikanmig bunu takiben hiicreler iizerine
Reagent B (permeabilizasyon mediumu) ve I10pl monoklonal
antikor eklenmigtir. Monoklonal antikor olarak; anti IFN-y-
PE (Diaclone, France) kullamlmigtir.

Sitotoksisite Tayini

Hedef Hiicre Olarak K562’lerin BrdU ile Isaretlenmesi

Sitotoksisite tayini i¢in Cellular DNA Fragmentation
ELISA kiti (Roche Molecular Biochemicals, Germany)
kullamlmugtir. Hedef hiicre olarak eritromiyeloid 16semi hiicre
ozelligi gosteren K562 hiicre serisi kullanilmugtir. Steril sartlarda
K562 hiicreleri bir kez PBS ile 1300 rpm’de 5 dakika
yikanmgtir. Ust s1v1 uzaklagtinldiktan soma hiicrelere 1 ml
RPMI-1640’li medyum ilave edilmigtir. Hiicreler 24 kuyulu
kiltiir plagimin 1 kuyusuna alinmig ve son konsantrasyon
10mM olacak sekilde BrdU (5°-Bromo-2’-deoxy-uridine)
isaretleme soliisyonu ile 37°C’de steril sartlarda gece boyu
inkiibasyona birakilmigtir.

PKMH Izolasyonu

PKMH, EDTA’1 kandan steril sartlarda Ficoll (Sigma
Chem. Co., St. Louis, MA) yogunluk gradiyent santrifiijii ile
ayrilmigtir. Bu amagla her bireyden 10ml EDTA’] tiipe kan
alinmig ve kan 1:2 (Ficoll:kan) Ficoll iizerine yayilarak oda
1s1s1nda 1800 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmigtir. Santrifiij
sonrasinda hiicreler gradiyent farkina gore, eritrositler en dipte,
PKMH’lerin bulundugu interfaz tabakasi ortada ve plazma en
iistte olacak sekilde ayrilmustir. Interfazdan toplanan PKMH’ler
2 kez PBS ile 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmig ve efektor
hiicre olarak kullamlmak {izere Neubauer hemositometresinde
hiicre sayim yapilmgtir.

Sitotoksisite Tayini

Kiiltiir mediumundaki BrdU igaretli hiicrelerden, 4x106
hiicre/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga her bir hasta i¢in
2’li kuyucuklar halinde 100’er 1 pipetlenmigtir. PKMH
hiicrelerinin de ilavesi sonucu kuyularda efektor/hedef (E/T)
hiicre oram 25:1 ve 50:1 olacak sekilde ayarlanmigtir. DNA
fragmanlarimin spontan salimmim belirlemek i¢in negatif
kontroliin 6l¢iildiigii kuyulara yalmzca medium i¢inde K562
hiicreleri, DNA fragmanlarimin maksimum salimmim belirlemek
icin pozitif kontroliin dl¢iildiigii kuyulara ise efektor hiicreler
yerine %1°1ik Triton X-100 (Merck, Germany) iceren 10031
bidistile su eklenmigtir. Plak %5 CO,’li ortamda 37°C’de 6
saat inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonras1 plak 10 dakika,
1300 rpm’de santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonrasi
kuyucuklardaki supernatant godelere toplanmig ve enzyme
(ELISA) analizi i¢in 1 giin -20°C’de saklanmigtir.

ELISA Tayini

aiama soliisyonu ile kaplanmg 96 kuyucuklu diiz tabanh
ELISA plagma aktarilarak 90 dakika oda 1s1sinda karanlikta
inkiibe edilmigtir. Kuyucuklarin yikama soliisyonu ile
yikanmasinin ardindan plak mikrodalgada (Arcelik MDS500,
Tiirkiye) S00W’ta 5 dakika irradiyasyona maruz birakilmigtir.
Plagin -20°C’de 10 dakika sogutulmasimn ardindan her
kuyucuga 100u1 konjugat soliisyonu (anti-BrdU-POD) eklenmis
ve 90 dakika oda 1s1s1nda karanhkta inkiibe edilmistir. Plagm
yikama soliisyonu ile yikanmasinin ardindan kuyucuklara
10041 substrat soliisyonu (Tetramethylbenzidine, TMB)
eklenmistir. Plak karanhk ortamda calkalayicida renk gelisimi
gerceklesene kadar inkiibe edilmigtir. Kuyucuklara 25yl
durdurucu soliisyon (%95 H,S0,) eklenip ¢alkalayicida 1
dakika inkiibe edilmig ve optik dansite (OD) 450nm’de ELISA
okuyucusunda (Bio-tek Instruments ELx 800) okunmustur.

% sitotoksik aktivitenin degerlendirilmesinde;
Deney — Spontan salinim
x 100

Maksimum salimm — Spontan salinim

degerleri her bir 6rnek icin 25:1 ve 50:1 E:T oranlari i¢in
ayr ayri hesaplanmisg, aradaki degisim sitotoksik aktivitenin
belirlenmesinde kullanilmigtir.

Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel
Yontemler

Gruplardan elde edilen sonuglar, her bir grubun aritmetik
ortalamast ve her bir ortalama degerin standart sapmas: alinarak
hesaplanmustir. Gruplar arasindaki farklar Mann Whitney U
testi ve korelasyon testi kullamilarak degerlendirilmis ve
0.05ten kiiciik p degerleri (p<0.05) istatistiksel olarak anlamh
ve r= 0-0,30 bagint1 olmadigi, r= 0,41-0,50 zayif baginti, r=
0,51-0,75 orta gii¢ bagint1, r= 0,76-0,85 giiclii bagint1, r= 0,86-
0,95 ¢ok giiclii bagint1 ve 1= 0,96-1 tam bagintinin varligi
seklinde kabul edilmistir.

BULGULAR

Hiicreigi sitokin Diizeyleri

Vo24 Diizeyleri

Tip 1 diyabet tam siiresi 1 ay-1 yil (Grup 1), tam siiresi
>1 y1l (Grup 2) ve tip 1 diyabetik hastalarin non-diyabetik 1.
derece akrabalarinda (Grup 3), Voi24 diizeyleri incelendiginde,
Grup 1, Grup 2 ve Grup 3’te V24 diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamh derecede diisiik bulunmusgtur (p<0.001, p<0.01
ve p<0.05, sirasiyla) (Grafik 1). Gruplar kendi aralarinda
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kargiiagtirlldiginda Voi24 diizeyleri agisindan Grup 1 ve Grup
2 arasmda anlamh bir fark saptanmamasina kargilik (p>0.05),
tip 1 diyabetik hastalarin non-diyabetik 1. derece akrabalarinda
(Grup 3), Va24 diizeyleri Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamh
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Vo24 diizeyleri
CD161 ve IFN-y diizeyleri ile kargilagtirildidinda, CD161 ve
IFN-y diisiikliigii ile aralarinda pozitif korelasyon saptanmigtir
(r=0.74)

CDI161 Diizeyleri

Tip 1 diyabet tam siiresi 1 ay-1 yil (Grup 1), tam siiresi
>1 yil (Grup 2) ve tip 1 diyabetik hastalarin non-diyabetik 1.
derece akrabalarinda (Grup 3) CD161 diizeyleri incelendiginde,
CD161 diizeyleri kontrol grubuna gére anlamh derecede diigiik
bulunmugtur (p<0.001) (Grafik 2). Grup 1, Grup 2 ve Grup
3 kendi aralarmnda kargilagtinldiginda CD161 ekspresyonu

acisindan anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.5).

Hiicre ici IFN-Y Diizeyleri

Tip 1 diyabet tam siiresi 1 ay-1 yil (Grup 1), tam siiresi
>1 yil (Grup 2) ve tip 1 diyabetik hastalarin non-diyabetik 1.
derece akrabalarinda (Grup 3) hiicre i¢i IFN-y diizeyleri
incelendiginde, kontrol grubuna gére anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p<0.001)  (Grafik 3). CD161 ekspresyonu ile
hiicre ici IFN-y diizeyleri arasinda giiclii bir korelasyon
saptannugtir (r=0.78). CD161 ekspresyonu diigtiikce gruplardaki
IFN-v diizeyinde de diismektedir.

VB1! Diizeyleri

VP11 diizeyleri agisindan incelendiginde, gruplar arasinda
istatistiksel bir anlamlilik saptanmamigtir. VBil diizeyleri,
CD161 ve IFN-yile (p>0.05, r=0.15) ve Va24 diizeyleri ise
VBil diizeyleri ile kargilagtirldiginda, aralarinda anlamli bir
korelasyon saptanmamugtir (r=0.18).

Sitotoksik Aktivetenin Degerlendirilmesi

Sitotoksik aktivite degerlendirilmesinde E:T oranlarim
1:25 ve 1:50 olarak belirledigimiz ¢caligmamizda; 1:25°den
1:50°ye olan % degisim Grup 1’de %101 + 24, Grup 2’de
%109 + 22, Grup 3’te %133 + 23, saghkl kontrol grubunda
ise %142 x+ 10 olarak saptanmistir (Grafik 4).

Tip 1 diyabet tam siiresi 1 ay-1 yil olan hastalarda (Grup
1), tip 1 diyabet tam siiresi >1 y1l olan hastalarda (Grup 2) ve
tip 1 diyabetik hastalarin non-diyabetik 1. derece akrabalarinda
(Grup 3) sitotoksik aktivite incelendiginde, her ii¢ grupta da
kontrol grubuna gore anlamh derecede diigiik bulunmugtur
(sirasiyla; p<0.001, p<0.01, p<0.05). Sitotoksite degerleri

CD161 yiizey ekspresyonu ve hiicre i¢i IFN- diizeyleri ile
kargilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
(r=0.76) saptanmug, CD161 ve IFN-y diizeylerindeki artiga
paralel olarak sitotoksik aktivite degerlerinde de bir artig

gozlenmisgtir.

TARTISMA

Tip 1 diyabet, pankreas adaciklarinda insiilin iireten B
hiicrelerinin destriiksiyonu sonucu geligen otoimmiin bir
hastaliktir, Bir veya daha fazla B hiicre otoantijenlerine karg
T hiicre aracili otoimmiin saldin neticesinde Langerhans B
hiicreleri harabiyete ugratilmaktadur. (6, 7, 8, 10). Calismamz
tip 1 diyabetikler, tip 1 diyabetli hastalarin birinci derece non-
diyabetik akrabalar1 ve saglikli kontrol grubunda yapilmustir.
Tip 1 diyabetli hastalar erken donem (diyabet tam siiresi 1 ay
ile 1 y1l arasinda olan) ve ileri donem (diyabet siiresi 1 yildan

fazla olan) olarak 2 grupta degerlendirilmigtir.

Tip 1 diyabetik hastalarin serumunda adacik hiicre
antijenlerine kars1 gelismis antikorlarin (ICA, anti-GAD)
varlig1 tamda belirleyicidir (12, 13, 14, 15, 16, 17). De Block
ve ark. 171 tip 1 diyabetli hasta ile yaptiklar1 calismada ICA
ve anti-GAD antikorlarini sirasiyla %46.2 ve %64.9 olarak
saptamuglardir (19). Sera ve ark. ise, yeni tam konmug 73 tip
1 diyabet hastasinda otoantikor prevalanslarim anti-GAD
antikorlar icin %71, ICA i¢in ise %62 oraninda bulmuglardir
(20).

Tip 1 diyabetik hastalarin NKT hiicre seviyesi agisindan
bakildiginda literatiirde birbiriyle celigkili sonuglar
bulunmaktadir. Bir kardesi tip 1 diyabetik ikiz/ii¢iiz kardeslerde

Wilson ve ark. mn yaptifi calismada tip 1 diyabetiklerin CD4
CD8- (double negative, DN) T hiicrelerinde Va24 TCR
pozitifliini incelenmigtir. Aragtiricilarin NKT hiicrelerinin
say1 ve fonksiyonca yetersiz oldugunu gosterdikleri calismada,
ikiz/tigiiz kardeglerden tip 1 diyabetik kardesin periferik
kaninda CD4- CD8- NKT hiicre sayismnin diyabetik olmayan
kardesine kiyasla daha diigiik oldugu saptanmigtir. Ayni
calismada IL-4 ve IFN-y salimrm acisindan da tip 1 diyabetik
kardes ile diyabetik olmayan kardes arasinda farklilik
gozlenmistir. Diyabetik kardeslerde sadece IFN-y salimmina
karsilik, diyabet gelismemis kardeglerde IL-4 ve IFN-y salinim
da gosterilmigtir (21). 54 tip 1 diyabetik ve bunlarin non-
diyabetik birinci dereceden 12 akrabasini aragtirdiklari bir
caligmada Kukreja ve ark. CD3*Va24+*VBil* T hiicrelerini
incelemis ve 31 yeni tam konmus tip 1 diyabetik hastada ve
uzun donem tip 1 diyabetiklerde NKT hiicre sayisim kontrol
grubuna g&re anlamh derecede diigiik saptamuslardir (p<0.0001).
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Benzer sekilde birinci dereceden akraba grubunda ICA pozitif
olan 9 kigide de NKT hiicre seviyesi kontrol grubuna gore
anlamh derecede diisiik saptanmugtir (p<0.02). Aym ¢ahsmada
CD3* ve CD4* T hiicre, IFN-y salimmu incelendiginde yeni
teshis ve uzun donem tip 1 diyabetiklerde IFN-y salinim1
kontrol grubuna gore anlaml derecede diisiik (sirastyla; p<0.02
ve p<0.03), ICA pozitif akraba grubundaki 3 kiside IFN-y
salinimi kontrole gore anlamh derecede diigiik saptanirken, 4
kiside normal degerlerde bulunmustur (22).

Tip 1 diyabetiklerin farkh donemlerinde NKT hiicrelerinde
Va24 seviyelerim inceledigimiz ¢aligmamzda; erken dnem
tip 1 diyabetli grupta Grup 1 ve ge¢ dénem tip 1 diyabet Grup
2’deki NKT hiicreleri i¢in spesifik anti-TCR monoklonal
antikor, V24 seviyesi kontrol grubuna gére anlamh derecede
diisiik saptanmusiir (sirasiyla;p<0.001, p<0.01. Tip 1 diyabetli
grup kendi arasinda kargilagtinldiginda, diyabet siiresi 1 yilin
altinda olan grupta anlamlihk saptanmasa da, Va24 diizeyleri
diyabet siiresi daha uzun olan gruba gore daha diisiik
bulunmustur. Non-diyabetik iki grup birbiri ile
karsilagtinldifinda, tip 1 diyabetli hastalarin birinci derece
yakinlarinda kontrol grubuna gére V24 degerleri anlamhi
diizeyde diisiik bulunmusgtur (p<0.05).

Calismamuzda tip 1 diyabetin farkh klinik donemlerindeki
hastalarin, non-diyabetik akraba ve saglikli koniroliin hiicre
i¢i IFN-vy diizeyleri incelendiginde, tip 1 diyabetli grupta tam
stiresi 1 ay-1 yil arasinda olan Grup 1, tam siiresi 1 yildan
fazla olan Grup 2 IFN-v seviyeleri kontrol grubuna gére anlamh
derecede diigiik olarak saptanmgtir (p<0.001). Tip 1 diyabetli
grup kendi arasinda kargilagtinldiginda, diyabet siiresi 1 yilin
altinda olan grupta anlamhhk saptanmasa da, IFN-y diizeyleri
diyabet siiresi daha uzun olan gruba gore daha diisiik
bulunmustur. Non-diyabetik iki grup birbiri ile
karsilagtinldifinda, tip 1 diyabetli hastalarin birinci derece
yakinlarinda kontrol grubuna gére IFN-y degerleri anlamh
olarak diigiik bulunmustur (p<0.001). Saglikl bireylerdeki
incelemelerinde Peter T. L. ve ark. TCR aktivasyonunda bir
es-uyaran (ko-stimiilator) olan CD161 molekiiliiniin, yliksek
yogunluk ve frekansta DN NKT altgrubu tarafindan eksprese
edildigini ve CD56 molekiiliiniin her iki altgrupta da pozitif
oldugunu saptamiglardir (23). Calismamizda bir NK hiicre
belirteci olan ve NKT hiicrelerinin ¢ogunlugunda eksprese
edilen CD161 yiizey molekiil ekspresyonu incelendiginde, tip
1 diyabetli grupta Grup 1 ve Grup 2’deki diyabetikler, kontrole
kiyasla anlamh derecede diigiik bulunmustur (p<0.001). Tip
1 diyabetli grup kendi arasinda kargilagtinldiginda, diyabet
stiresi 1 yilin altinda olan grupta anlamhlik saptanmasa da,

CD161 diizeyleri diyabet siiresi daha uzun olan gruba gore
daha diigiik bulunmugtur. Non-diyabetik iki grup birbiri ile
karsilagtinldiginda, tip 1 diyabetli hastalarin birinci derece
yakimlannda kontrol grubuna gére CD161 degerleri anlamh
olarak diigiik bulunmustur (p<0.001).

Caligmamizda elde ettigimiz bulgulan destekleyen yonde
tip 1 diyabetli hastalarda NKT hiicrelerindeki azalma ve hem
NK hem de NKT hiicrelerindeki defekte bagh olarak gelisen
IFN-y salmimindaki diisligle paralellik gosteren ¢alismalann
aksine ¢aligsmalar da bulunmaktadir.

Caligmamizda tip 1 diyabetik ve non-diyabetik gruplarda
sitotoksik aktiviteyi degerlendirdigimizde, Grup 1 ve Grup
2°de sitotoksik aktivite kontrol grubuna gére anlamh derecede
diigiik saptanmugtir (sirasiyla; p<0.001, p<0.01). Tip 1 diyabetli
grup kendi arasinda kargilagtinldiginda, diyabet siiresi 1 yilin
altinda olan grupta anlamhlik saptanmasa da, sitotoksik aktivite
diyabet siiresi daha uzun olan gruba gore daha diigiik
bulunmustur. Non-diyabetik iki grup birbiri ile
karsilagtinldiginda, tip 1 diyabetli hastalarin birinci derece
yakinlarinda kontrol grubuna gore sitotoksik aktivite anlamh
olarak diigiik bulunmusgtur (p<0.05). CD161 ekspresyonu ile
hiicre i¢i IFN-y diizeyleri arasinda gii¢lii bir korelasyon
buldugumuz ¢aligmamizda bulgularimiz, tip 1 diyabetin tam
stiresi azaldik¢ca NK ve NKT hiicrelerindeki sitotoksik aktivite
diiglistinti agiklamaktadir. Sonug olarak, tip 1 diyabetli hastalarda
NKT hiicre say1 ve fonksiyonlan ile ilgili ¢eligkili sonuglar
bulunmakla birlikte bulgularimiz, tip 1 diyabet patogenezinde
NKT hiicrelerinin 6nemim vurgulamaktadir. Caligmamizda,
tip 1 diyabetin erken doneminde saptanan NKT hiicre
sayisindaki diigtis, IFN-ysalimm ve sitotoksik aktivite ile
tip 1 diyabetin tam siiresi ile korele olup, birinci yildan itibaren
otoimmiin aktivitenin azalmas ile de paralellik gostermektedir.
Calismanin diger 6nemli bir bulgusu da, non-diyabetik tip 1
diyabetiklerin birinci derecede akrabalarinda non-diyabetik
kontrol grubuna gore Va24, IFN-y, CD161 ve sitotoksitenin
daha diigiik bulunmasidir. Bu da, tip 1 diyabetin patogenezinde
genetik yapmin 6nemini ve/veya hastalifin uzun siireli
asemptomatik preklinik siiregten gectigini gostermektedir.
Elde edilen bulgular NKT hiicrelerinin preklinik ve erken
klinik dénemdeki etkin roliinii kamtlamaktadir. Bu ¢alisma ve
yapilacak ileri caligmalar NKT hiicre sayis1 ve fonksiyonlarmin,
tip 1 diyabette preklinik ya da klinik siirecte progresyon
gosteren yeni bir belirteg olabilecegi hususundaki umutlarimizi
arttirmaktadir.
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Tablo 1. PKMH yiizey molekiil ekspresyonu tayininde kullamilan antikorlar

Monoklonal Ab Spesifitesi Izotip
CD161 NK ve NKT hiicreler IgG1
Anti-TCR Va24 NKT hiicreleri IeG1
Anti-TCR V11 NKT hiicreleri IeG2a
2 -
1,6 4
* ]
:/’,.f E1Ay-1YIl
1,2 1
= [ E>1Yil
o
o
= e o ONon-Diyabetik Tip 1 DM
Yakini
0,8 -
@Kontrol
04 -
0 .
Gruplar
Grafik 1: Caligma ve kontrol gruplarinda V24 diizeyleri (%)

*p<0.05,
**p<0.01 ve
**¥n<0.001
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Sekil 1: Grup 2’ ye ait sitokin ve NKT hiicre seviyeleri
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