
Περίληψη

Τα Natural Killer T-cells (ΝΚΤ) συνδυάζουν Τ κυτταρικό υποδο-

χέα, έκφραση δεικτών επιφανείας φυσικών φονέων και αναγνώριση

γλυκολιπιδιακών αντιγόνων, λειτουργώντας ως γέφυρα της φυσικής

με την ειδική ανοσία. Συμμετέχουν στα πρώιμα στάδια μιας λοίμωξης

και κατευθύνουν την ανοσολογική απάντηση. O Σακχαρώδης Διαβή-

της τύπου 2 (ΣΔ2) θεωρείται κατάσταση ενεργοποιημένης φυσικής

ανοσίας. Τα Gram αρνητικά παθογόνα μπορούν να ενεργοποιήσουν

τα NKT κύτταρα, συνδέονται με την ικανότητα παραγωγής αυτοανο-

σίας και είναι συχνά αίτια ποικιλίας λοιμώξεων σε ασθενείς με ΣΔ2.

Μέθοδος: Η ομάδα ΣΔ2 είχε 22 άτομα με διάγνωση ΣΔ2 από

εξαμήνου τουλάχιστον, η ομάδα των μαρτύρων είχε 22 άτομα χωρίς

ΣΔ2 . Όλοι είχαν λοίμωξη από Gram αρνητικό μικρόβιο και εμπύρετο

νόσημα τριών ημερών. Πραγματοποιήθηκε φυσική εξέταση, λήψη ζω-

τικών σημείων και περιφερικού αίματος την ημέρα 3 και 6 του εμπύ-

ρετου με προσδιορισμό γενικής αίματος, pH, βιοχημικού ελέγχου,

ανοσοσφαιρινών, αντιπυρηνικών αντισωμάτων (ANA)/anti-ds DNA και

καλλιέργεια ούρων/αίματος/πύου. Η βαρύτητα νόσου ταξινομήθηκε

με το σύστημα APACHE IΙ. Προσδιορίσαμε τα ΝΚΤ με κυτταρομετρία

ροής (Becton Dickinson FACS Calibur 4 Colour) με μονοκλωνικά PE

CY 5 anti-CD3, FITC anti-CD4, PE anti-NKT-Cell Receptor (BD

Pharmingen). Για ενδοκυττάριες κυτταροκίνες χρησιμοποιήθηκε Alexa

Fluor anti-IFN-γ/ APC anti-IL-4. Μελετήθηκαν οι παράμετροι: CD3+IL-

4+NKT+, CD4+IL-4+NKT+, CD3+IFNγ+NKT+, CD4+IFNγ+ΝΚΤ+,

CD3+NKT+, CD4+NKT+, CD3+IL4+, CD4+IL-4+, CD3+IFNγ+,

CD4+IFNγ+ την 3η και 6η ημέρα του εμπυρέτου.

Αποτελέσματα: Τα ΝΚΤ συμμετέχουν στην πρώτη γραμμή άμυνας

και στις δύο ομάδες. O αριθμός τους και οι ενδοκυττάρια παραγόμε-

νες IFNγ/IL4 μειώνονται από την ημέρα 3 στην 6 χωρίς διαφορά ανάμε-

σα στις δύο ομάδες. Τα CD4+/CD3+ παράγουν μεικτού τύπου απά-

ντηση (Th1/Th2) και έχουν στατιστικά σημαντική διαφορά στην ομάδα

ΣΔ2 την 3η ημέρα, και παρόμοια αύξηση στατιστικά σημαντική εντός

των ομάδων από την ημέρα 3 στην 6. Στις μετρήσεις ANA, anti-ds DNA,

ανοσοσφαιρινών δεν διαπιστώνεται διαφορά μεταξύ των ομάδων.
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Τα Natural Killer T-cells (ΝΚΤ) συνδυάζουν την ειδικότητα
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φυσικών φονέων λειτουργώντας ως γέφυρα της φυ-

σικής με την ειδική ανοσία1. Υπάρχουν τα τύπου I

ή μη μεταβλητά – invariant NKT (NKT) κύτταρα τα

οποία μας απασχολούν στη μελέτη, που εκφράζουν

μη μεταβλητό Τ κυτταρικό υποδοχέα (TCRa) και

απαντούν σε λιπιδιακά αντιγόνα που παρουσιάζο-

νται από το CD1d (MHC I ομοιάζον μόριο), και τα

τύπου ΙΙ NKT κύτταρα που εκφράζουν ποικίλους T

κυτταρικούς υποδοχείς και αναγνωρίζουν λιπιδια-

κά αντιγόνα που παρουσιάζονται από το CD1d. Τα

τύπου ΙΙΙ NKT κύτταρα δεν απαντούν σε CD1 μό-

ρια2,3.

Τα NKT κύτταρα απαντούν πολύ γρήγορα σε

ορισμένα παθογόνα έχοντας μη μεταβλητή άλυσο

του T κυτταρικού υποδοχέα (Va24/Ja18) και ικανό-

τητα παραγωγής κυτταροκινών άμεσα και σε μεγά-

λες ποσότητες4.

Τα NKT αντιπροσωπεύουν ένα νέο πεδίο

έρευνας λόγω της ικανότητας που έχουν να επηρε-

άζουν την ανοσολογική απάντηση προς την Th1 ή

Th2 κατεύθυνση συμμετέχοντας σε λοιμώξεις, καρ-

κίνους και αυτοάνοσα νοσήματα5.

Η αντίδραση στο a γαλακτοσυλ-κεραμίδιο

(aGalCer) είναι χαρακτηριστική για τα NKT κύττα-

ρα6. Λόγω αυτής της ιδιότητας μπορέσαμε να μελε-

τήσουμε τα NKT και παρατηρήθηκε ότι μετά τη

διέγερση με aGalCer, τα NKT εξαφανίζονται σε λί-

γες ώρες. Διαπιστώθηκε ότι τα κύτταρα αυτά απο-

κρύπτουν την έκφραση του TCR και δεν μπορούν

να ανιχνευτούν7. Σε δύο ημέρες τα NKT εκφρά-

ζουν τον TCR και αυξάνουν θεαματικά τον αριθμό

τους. Σταδιακά μετά από 9 ημέρες επιστρέφουν

στον κανονικό αριθμό που είχαν πριν τη διέγερση

με aGalCer7,8. Τα φυσιολογικά όρια των ΝΚΤ στο

περιφερικό αίμα δεν έχουν προσδιοριστεί καθώς

κάθε άτομο έχει διαφορετικά επίπεδα. O αριθμός

τους δεν έχει συσχετισθεί με συγκεκριμένη ανοσο-

λογική λειτουργία μέχρι τώρα7.

Διακρίνονται από τα ΝΚ κύτταρα τα οποία

αποτελούν μέρος της φυσικής ανοσίας και διαθέ-

τουν αποτρεπτικούς μηχανισμούς για την κατα-

στροφή ίδιων αντιγόνων μέσω της αναγνώρισης

MHC μορίων επιφανείας από ανασταλτικούς υπο-

δοχείς (killer inhibitory receptors – KIR)32. Σε διαβη-

τικούς ασθενείς είναι μειωμένη η έκφραση των

NKG2D και ΝΚp46 υποδοχέων αυξάνοντας την ευ-

αισθησία σε λοιμώξεις33.

O Σακχαρώδης Διαβήτης τύπου 2 (ΣΔ2) και η

αντίσταση στην ινσουλίνη συσχετίζονται με ενεργο-

ποιημένη φυσική ανοσία και αυξημένους δείκτες

οξείας φάσης9. Συγκεκριμένες λοιμώξεις είναι συ-

χνότερες ή με βαρύτερη κλινική πορεία σε ασθε-

νείς με ΣΔ210, δεν υπάρχουν όμως δεδομένα για

τον ρόλο ή τη συμμετοχή των NKT κυττάρων στην

ανοσολογική απάντηση αυτών των ασθενών11,12.

Τα Gram αρνητικά μικρόβια είναι συχνά

υπεύθυνα για λοιμώξεις σε ασθενείς με ΣΔ2. Αυτή

η κατηγορία μικροβίων διαθέτει στην εξωτερική

κυτταρική μεμβράνη το λιποπολυσακχαρίδιο (LPS)

που μπορεί να ενεργοποιήσει το CD1 και τα CD1d

διεγειρόμενα T-κύτταρα (NKT cells) με πολλούς

τρόπους13,14, και έχει βρεθεί να συσχετίζεται με

παραγωγή αυτοανοσίας15.

Ένα σύστημα για τη σύγκριση, βαθμονόμηση

βαρύτητας νόσου και πρόγνωση του ασθενούς είναι

το Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation

(APACHE II-IV). Η βαθμονόμηση είναι από 0-7116.

Έχοντας πολύ περιορισμένη βιβλιογραφία σχε-

τικά με τα NKT σε ασθενείς με ΣΔ2, η μελέτη μας

ασχολήθηκε με τη σύγκριση του αριθμού, της διακύ-

μανσης, την ανοσολογική απάντηση των ΝΚΤ κυττά-

ρων μέσω της ενδοκυττάριας παραγωγής κυτταροκι-

νών και αυτοαντισωμάτων ασθενών με διαβήτη τύ-

που 2 και μαρτύρων, σε αρχική και όψιμη φάση λοί-

μωξης με Gram αρνητικό παθογόνο.

Μέθοδος

Η μελέτη πραγματοποιήθηκε στη Γ'Παθολογι-

κή Κλινική του Γ.Ν. Παπαγεωργίου Θεσσαλονίκης.

Πρωτεύον καταληκτικό σημείο ήταν η συμμετοχή

στην πρώτη γραμμή άμυνας των ΝΚΤ κυττάρων και

η πρώιμη έκκριση κυτταροκινών από τα ΝΚΤ σε

σχέση με άλλα λεμφοκύτταρα (CD4+/CD3+) που

παράγουν IFNγ και IL4. Όλοι οι ασθενείς ενημε-

ρώθηκαν και συμπλήρωσαν φόρμα συγκατάθεσης.

Το πρωτόκολλο της μελέτης έλαβε την έγκριση της

Επιτροπής Ηθικής του Αριστοτελείου Πανεπιστη-

μίου Θεσσαλονίκης και είναι σύμφωνο με τη Δια-

κήρυξη του Ελσίνκι.

Η πρώτη ομάδα ασθενών (n=22) είχε διάγνω-

ση Σακχαρώδους Διαβήτη τύπου 2 για τουλάχιστον

6 μήνες σύμφωνα με τα κριτήρια της American Dia-

betes Association (γλυκοζυλιωμένη αιμοσφαιρίνη

≥6.5% ή γλυκόζη νηστείας ≥ 126 mg/dl ή δύο ώρες

μεταγευματική γλυκόζη ≥ 200 mg/dl κατά τη δοκι-

μασία ανοχής γλυκόζης με 75 gr άνυδρης γλυκόζης

διαλυμένης στο νερό ή ασθενής με κλασικά συμπτώ-

ματα υπεργλυκαιμίας ή με υπεργλυκαιμική κρίση
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και τυχαία γλυκόζη πλάσματος ≥ 200 mg/dl)17 και

εμφάνισε εμπύρετο νόσημα για τρεις ημέρες. Η

ομάδα των μαρτύρων (n=22) δεν είχε Σακχαρώδη

Διαβήτη τύπου 2, αλλά εμφάνισε επίσης εμπύρετο

νόσημα για τρις ημέρες. Σε όλους τους ασθενείς ταυ-

τοποιήθηκαν λοιμώξεις με Gram αρνητικά μικρόβια.

Και οι δύο ομάδες περιελάμβαναν άτομα με ελληνική

ιθαγένεια.

Φυσική εξέταση και μέτρηση ζωτικών σημείων

πραγματοποιήθηκαν και έγινε λήψη περιφερικού

αίματος την 3η και την 6η ημέρα του εμπύρετου με

προσδιορισμό γενικής αίματος, pH, βιοχημικού

ελέγχου (γλυκόζη, SGOT, SGPT, γGT, ALP, ου-

ρία, κρεατινίνη, Κ, Νa, λευκώματα, λευκωματίνη,

χοληστερόλη, τριγλυκερίδια, HDL, LDL, ουρικό

οξύ), γενική ούρων / καλλιέργεια, καλλιέργειες αί-

ματος με δεσμευτικό, καλλιέργειες πύου, ποσοτικό

προσδιορισμό ανοσοσφαιρινών και προσδιορισμό

αντιπυρηνικών αντισωμάτων (ΑΝΑ) και αντιδί-

κλωνου DNA (αντί dsDNA).

Η βαρύτητα της λοίμωξης ταξινομήθηκε σύμ-

φωνα με το σύστημα APACHE IΙ.

Κριτήρια αποκλεισμού ήταν: διάρκεια πυρε-

τού πάνω από 3 ημέρες, Σακχαρώδης Διαβήτης τύ-

που 1, κακοήθειες, χρόνια νεφρική νόσος, κολλα-

γονικά νοσήματα, ψυχιατρική νόσος, ηπατική νό-

σος, φάρμακα όπως τα στεροειδή, ανοσοτροποποι-

ητικά (κυκλοσπορίνη, tacrolimus).

Χρησιμοποιήσαμε κυτταρομετρία ροής [Becton

Dickinson (BD) Fluorescence-activated cell sorting

(FACS) Calibur 4 Colour] για τον προσδιορισμό των

ΝΚΤ με μονοκλωνικά αντισώματα Phycoerythrin

(PE)-Cyanin (CY) 5 anti Human CD3, Fluorescein

isothiocyanate (FITC) anti Human CD4, PE anti hu-

man invariant NKT T-Cell Receptor (BD Pharmin-

gen, New Jersey, USA). Για τον ενδοκυττάριο προσ-

διορισμό κυτταροκινών χρησιμοποιήθηκε Alexa Flu-

or anti Human IFN-γ και APC anti-human IL-4 (BD

Pharmingen)18. Oι παράμετροι που μελετήθηκαν

ήταν CD3+IL-4+NKT+, CD4+IL-4+NKT+,

CD3+IFNγ+NKT+, CD4+IFNγ+ΝΚΤ+,

CD3+NKT+, CD4+NKT+, CD3+IL4+, CD4+IL-

4+, CD3+IFNγ+, CD4+IFNγ+ κατά την 3η και 6η

ημέρα του εμπυρέτου.

Στατιστική επεξεργασία

Τα δεδομένα παρουσιάζονται ως μέσος όρος

(mean) ± τυπικό σφάλμα του μέσου όρου (standard

error of the mean, SEM) για τις συνεχείς μεταβλη-

τές, και ως συχνότητες για τις κατηγορικές μεταβλη-

τές. Λόγω του μεγέθους του δείγματος χρησιμοποιή -

θηκαν στην ανάλυση μη παραμετρικές δοκιμασίες.

Για τη σύγκριση των συνεχών μεταβλητών, χρησιμο-

ποιήθηκε το Mann-Whitney test στις συγκρίσεις με-

ταξύ των ομάδων (between groups) και το Wilcoxon

signed ranks test στις συγκρίσεις εντός των ομάδων

(within groups). Για τη σύγκριση των κατηγορικών

μεταβλητών, χρησιμοποιήθηκε το Chi-Square test ή

το Fisher exact test. Η στατιστική ανάλυση πραγμα-

τοποιήθηκε με το SPSS 21.0 για Macintosh (SPSS

Inc., Chicago, IL). Η σημαντικότητα ορίστηκε ως

p<0.05 (two-tailed).

Αποτελέσματα

Η ομάδα ΣΔ2 αποτελούνταν από 13 άνδρες και

9 γυναίκες ηλικίας 74.0±1.2 έτη με BMI 30.3±0.5

kg/m². Η ομάδα μαρτύρων αποτελούνταν από 11 άν-

δρες και 11 γυναίκες (p=0.54) ηλικίας 75.0±2.0 έτη

(p=0.906) με BMI 28.2±0.7 kg/m² (p=0.041). Όλοι

οι ασθενείς έπασχαν από λοίμωξη με Gram αρνητι-

κό μικρόβιο, η οποία χαρακτηρίστηκε κατά πλειο-

ψηφία ως ήπιας-μέτριας βαρύτητας (APACHE II

score <19) (p=1.00). Από τα είδη των λοιμώξεων:

84.1% λοιμώξεις ουροποιητικού, 9.1% λοιμώξεις σε

έλκη κάτω άκρων, 4.5% βακτηριαιμία από πνευμο-

νία, 2.3% χολοκυστίτιδα. Και στις δύο ομάδες η πλει-

οψηφία ήταν λοιμώξεις ουροποιητικού (p=0.071)

που σε ποσοστό 61.4% οφείλονταν σε E. coli. Στο

σύνολο των ασθενών 22.7% παρουσίασε θετικές αι-

μοκαλλιέργειες με 27.3% στην ομάδα των μαρτύρων

και 18.2% στην ομάδα των ασθενών με ΣΔ2

(p=0.473). Από τα συνοδά νοσήματα στην ομάδα

ΣΔ2, η στεφανιαία νόσος παρατηρείται σε ποσοστό

Πίνακας 1. Βασικές μετρήσεις.

Παράμετρος Oμάδα Oμάδα ΣΔ2 P value

μαρτύρων

Ηλικία (έτη) 75.0±2.0 74.0±1.2 0.906

BMI 28.2±0.7 30.3±0.5 0.041

SGOT (U/L) 28.5±2.9 24.0±0.9 0.621

SGPT (U/L) 26.6±4.1 23.3±1.6 0.673

Oλ. χολερυθρίνη (mg/dl) 0.6±0.5 0.6±0.5 0.540

Oλ. χοληστερόλη (mg/dl) 180.6±8.5 183.2±10.4 0.787

HDL (mg/dl) 48.7±1.8 44.4±3.0 0.121

LDL (mg/dl) 110.4±7.7 112.6±9.6 0.850

Τριγλυκερίδια (mg/dl) 108.0±6.8 147.4±13.0 0.022

Oλ. πρωτεΐνη (g/dl) 6.6±0.1 6.4±0.1 0.074

INR 1.1±0.0 1.1±0.0 0.698
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Πίνακας 2. Αιματολογικές-Βιοχημικές μετρήσεις.

Παράμετρος Ημέρα Oμάδα μαρτύρων Oμάδα ΣΔ2 P value

(μεταξύ των ομάδων)

Hct (%) 3 37.2 ± 1.3 38.3 ± 0.7 0.778
6 33.8 ± 0.9 34.2 ± 0.7 0.742

p-value (εντός των ομάδων) 0.004 <0.001

Λευκά αιμοσφαίρια (κκχ) 3 13190.9 ± 1139.7 14289.0 ± 1144.1 0.324
6 8297.8 ± 484.0 8798.6 ± 677.0 0.953

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001

Oυδετερόφιλα 3 10967.21 ± 930.5 11403.5 ± 1130.8 0.725
6 5969.1 ± 401.4 6027.5 ± 690.0 0.511

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001

Λεμφοκύτταρα 3 1188.7 ± 145.4 1694.6 ± 122.7 0.010

6 1354.2 ± 134.3 1761.1 ± 117.2 0.007

p-value (εντός των ομάδων) 0.223 0.548
Αιμοπετάλια (*10³ κκχ) 3 216.4 ± 12.6 211.0 ± 25.6 0.116

6 209.0 ± 13.6 199.0 ± 16.5 0.690
p-value (εντός των ομάδων) 0.123 0.592
ΤΚΕ (mm/h) 3 46.4 ± 5.7 58.4 ± 6.4 0.162

6 57.3 ± 5.3 58.5 ± 5.1 0.991
p-value (εντός των ομάδων) 0.003 0.770
CRP (mg/dl) 3 17.4 ± 3.1 19.0 ± 3.4 0.673

6 13.2 ± 1.0 11.0 ± 1.5 0.149
p-value (εντός των ομάδων) 0,338 0,007

Σάκχαρο (mg/dl) 3 124.3 ± 4.6 193.7 ± 17.2 <0.001
6 99.3 ± 2.3 128.0 ± 4.0 <0.001

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001

Oυρία (mg/dl) 3 53.4 ± 6.3 49.1 ± 3.5 0.778
6 33.5 ± 3.1 35.0 ± 2.5 0.496

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001

Κρεατινίνη (mg/dl) 3 1.6 ± 0.2 1.4 ± 1.0 0.681
6 1.0 ± 0.0 1.1 ± 0.0 0.452

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001

Oυρικό οξύ (mg/dl) 3 6.8 ± 0.4 6.6 ± 0.3 0.963
6 6.2 ± 0.4 6.3 ± 0.3 0.725

p-value (εντός των ομάδων) <0.001 <0.001
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Εικόνα 1. Tα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (Apcs) ενεργοποιούνται από τους toll like υποδοχείς και εκκρίνουν IL-12 (προ-
φλεγμονώδεις κυτοκίνες). Η IL12 ενισχύει την ασθενή απάντηση μέσω TCR στα αυτόλογα λιπιδιακά αντιγόνα που παρουσιά-
ζονται από το CD1d επάνω στα APCs και οδηγεί στην παραγωγή και έκκριση κυτοκινών από τα NKT. Αυτός ο μηχανισμός ενερ-
γοποίησης μπορεί να εξηγεί πώς τα ΝΚΤ με τον υποδοχέα περιορισμένης ειδικότητας μπορούν να διεγερθούν γρήγορα σε διά-
φορες μικροβιακές λοιμώξεις. Η πρώιμη έκκριση κυτοκινών από τα ΝΚΤ κατά τη διάρκεια της λοίμωξης οδηγεί σε ενεργοποί-
ηση των μακροφάγων, ΝΚ, T και Β κυττάρων. Oι χημοκίνες που εκκρίνονται συνεισφέρουν στην προσέλκυση άλλων ανοσολο-
γικών κυττάρων όπως πολυμορφοπύρηνα. Τα ενεργοποιημένα ΝΚΤ μπορούν να ενεργοποιήσουν ή να καταστρέψουν τα μακρο-
φάγα άμεσα. Η έκκριση IFN-γ και η διέγερση CD40L οδηγούν στην ωρίμανση των δενδριτικών κυττάρων.
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36.4% με στατιστικά σημαντική διαφορά (p=0.004),

ενώ η υπέρταση είναι στο σύνολο των ασθενών η συ-

χνότερη πάθηση με ποσοστό 43.2% (p=0.761). Η

διάρκεια νόσου στην ομάδα ΣΔ2 ήταν μικρότερη

από 10 έτη σε ποσοστό 60%, με αποτέλεσμα λίγοι

ασθενείς να έχουν μακροχρόνιες επιπλοκές από την

πάθηση. H μέση τιμή γλυκοζυλιωμένης στην ομάδα

ΣΔ2 ήταν 7.43±0.2%.

Συζήτηση

Στις βασικές μετρήσεις, η ομάδα ΣΔ2 παρου-

σίασε στατιστικά σημαντική διαφορά στον δείκτη

μάζας σώματος και στα τριγλυκερίδια από την ομά-

δα των μαρτύρων, τα οποία είναι τυπικά χαρακτη-

ριστικά για τον ΣΔ2, καθώς συνδυάζονται με το

φαινόμενο της αντίστασης στην ινσουλίνη19,20.

Στις αιματολογικές-βιοχημικές εξετάσεις πα-

ρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική διαφορά ανάμε-

σα στις δύο ομάδες με υπεροχή του απόλυτου αριθ-

μού λεμφοκυττάρων στην ομάδα ΣΔ2 την 3η και την

6η ημέρα της λοίμωξης. Συσχετίζεται η μεταβολή

του κλάσματος πολυμορφοπυρήνων/λεμφοκυττά-

ρων με βακτηριαιμία και δυσμενέστερη έκβαση,

όταν παρατηρείται υπεροχή των πολυμορφοπυρή-

νων21. Επίσης ο αριθμός λεμφοκυττάρων συσχετί-

ζεται ισχυρότερα με τον Σακχαρώδη Διαβήτη τύ-

που 2, την αντίσταση στην ινσουλίνη και υψηλότερο

BMI από τις υπόλοιπες ομάδες λευκών αιμοσφαι-

ρίων22-24.

Η ταχύτητα καθιζήσεως ερυθρών (ΤΚΕ) αιμο-

σφαιρίων παρουσίασε μεταβολή από την 3η στην 6η

ημέρα εντός της ομάδας των μαρτύρων με στατιστι-

κά σημαντική αύξηση (p=0.003), ενώ στην ομάδα

ΣΔ2 οι τιμές της 3ης ημέρας ήταν υψηλότερες χωρίς

στατιστικά σημαντική διαφορά ανάμεσα στις ομά-

δες. Η ΤΚΕ είναι μη ειδικός δείκτης φλεγμονής, και

Πίνακας 3. Κυτταρομετρία ροής.

Παράμετρος (%) Ημέρα Oμάδα μαρτύρων Oμάδα ΣΔ2 P value

(μεταξύ των ομάδων)

CD4+IL4+ 3 56.4 ± 8.7 82.1 ± 4.9 0.008

6 56.8 ± 9.2 85.5 ± 4.6 0.159

p-value (εντός των ομάδων) 0.033 0.010

CD4+IL4+NKT+ 3 4.6 ± 1.0 3.3 ± 0.6 0.906

6 1.2 ± 0.2 1.4 ± 0.2 0.548

p-value (εντός των ομάδων) 0.002 0.001

CD4+IFNγ+ 3 50.0 ± 8.4 79.0 ± 5.6 0.027

6 58.2 ± 8.8 81.5 ± 5.9 0.059

p-value (εντός των ομάδων) 0.007 0.031

CD4+IFNγ+ΝΚΤ+ 3 4.8 ± 1.3 2.9 ± 0.5 0.842

6 1.4 ± 0.2 1.1 ± 0.2 0.300

p-value (εντός των ομάδων) 0.032 <0.001

CD4+NKT+ 3 1.0 ± 0.2 0.8 ± 0.2 0.925

6 0.5 ± 1.5 0.4 ± 0.1 0.436

p-value (εντός των ομάδων) 0.025 0.061

CD3+IL4+ 3 54.4 ± 8.6 79.9 ± 4.8 0.028

6 56.4 ± 9.1 84.8 ± 4.7 0.121

p-value (εντός των ομάδων) 0.082 0.003

CD3+IL4+NKT+ 3 6.6 ± 1.7 4.2 ± 0.9 0.698

6 1.6 ± 0.2 1.5 ± 0.3 0.906

p-value (εντός των ομάδων) 0.002 0.005

CD3+IFNγ+ 3 48.5 ± 8.2 76.5 ± 5.5 0.032

6 61.2 ± 8.5 80.8 ± 1.7 0.156

p-value (εντός των ομάδων) 0.002 0.017

CD3+IFNγ+NKT+ 3 6.0 ± 1.7 3.2 ± 0.5 0.573

6 1.5 ± 0.3 1.2 ± 0.2 0.878

p-value (εντός των ομάδων) 0.019 <0,001

CD3+NKT+ 3 2.4 ± 0.5 2.8 ± 0.7 0.725

6 1.2 ± 0.2 0.7 ± 0.1 0.075

p-value (εντός των ομάδων) 0.001 <0.001
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επηρεάζεται από άλλους παράγοντες εκτός της λοί-

μωξης. Η μεταβολή της ΤΚΕ μπορεί να είναι ψευ-

δώς θετική, ενώ η βραδεία ανταπόκριση στην οξεία

φάση μπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς αρνητικά απο-

τελέσματα νωρίς στην πρώιμη φάση της λοίμωξης.

Η επιστροφή σε φυσιολογικά επίπεδα μπορεί να

γίνει σε εβδομάδες ή μήνες. Αυξημένη ΤΚΕ συσχε-

τίζεται με νεφρική ανεπάρκεια, παχυσαρκία,

ΣΔ225.

Η C αντιδρώσα πρωτεΐνη εμφάνισε στατιστικά

σημαντική διαφορά εντός της ομάδας ΣΔ2 από την

3η στην 6η ημέρα λοίμωξης με υψηλότερη αρχική τι-

μή και χαμηλότερη στη δεύτερη μέτρηση (p=0,007)

χωρίς να παρουσιάσει διαφορά ανάμεσα στις ομάδες

κατά τη σύγκριση ίδιων ημερών μέτρησης. Σε μελέτη

γενικού πληθυσμού βρέθηκαν υψηλότερες τιμές CRP

σε άτομα με ΣΔ2 από την ομάδα μαρτύρων [3.67 (SD

3.71) έναντι 1.85 (3.83) αντίστοιχα∙ p<0.0001)]26.

Η C αντιδρώσα πρωτεΐνη είναι πιο ευαίσθητος

δείκτης από την ΤΚΕ, μπορεί να μεταβάλλεται η τι-

μή της πιο σύντομα, έχει χρόνο διπλασιασμού και

ημίσειας ζωής περίπου έξι ώρες και φτάνει στο μέ-

γιστο σε δύο ημέρες, ενώ η τιμή της πέφτει άμεσα

με την αποδρομή της λοίμωξης. Η σύγκριση CRP

και ΤΚΕ έδειξε καλύτερη συσχέτιση της CRP με τη

λοίμωξη27. Η CRP επίσης συσχετίζεται με την πα-

ρουσία ΣΔ2 και αθηρωμάτωσης25,28,29.

Σάκχαρο, Oυδετερόφιλα, Oυρία, Κρεατινίνη

και Oυρικό οξύ έχουν την ίδια μεταβολή (p<0.001)

μέσα τις δύο ομάδες και καμία διαφορά ανάμεσα

στις δύο ομάδες κατά την 3η και 6η ημέρα της λοί-

μωξης και συμβαδίζουν με την καλή πορεία νόσου

των ασθενών.

Η απουσία στατιστικά σημαντικής διαφοράς

στις μεταβλητές της μελέτης ανάμεσα στην ομάδα

ΣΔ2 και στους μάρτυρες αναδεικνύει ότι ο ρόλος

των ΝΚΤ κυττάρων είναι ο ίδιος και στις δύο ομά-

δες κατά τη διάρκεια των Gram αρνητικών λοιμώ-

ξεων και ότι δεν υπάρχει διαφορά στην αριθμητική

διακύμανση αυτού του κυτταρικού πληθυσμού. Με

τις μέχρι τώρα βιβλιογραφικές αναφορές δεν

υπάρχουν δεδομένα σχετικά με την IFNγ/IL4

(Th1/Th2) έκκριση κατά τη διάρκεια Gram αρνητι-

κών λοιμώξεων σε ασθενείς με ΣΔ2.

Εντός και των δύο ομάδων παρατηρούμε μείω-

ση την 6η ημέρα σε όλες τις παραμέτρους των ΝΚΤ

(IL4+/IFNγ+) (CD4+IL4+NKT+, CD3+IL4+

NKT+, CD4+IFNγ+NKT+, CD3+IFNγ+NKT+,

CD3+NKT+) ενώ αύξηση παρατηρείται στα μη

NKT (CD3+IL4+ /CD4+IL4+/CD3+IFNγ/CD4+

IFNγ) σε σχέση με την 3η ημέρα.

Στατιστικά σημαντική διαφορά παρατηρείται

την 3η ημέρα στην ομάδα ΣΔ2 όπου υπερέχει η πα-

ραγωγή κυτταροκινών από τα μη ΝΚΤ κύτταρα

(CD4+IL4+/CD4+IFNγ+/CD3+IL4+/CD3+

IFNγ+). Σε όλες αυτές τις παραμέτρους υπάρχει

στατιστικά σημαντική διαφορά εντός των ομάδων

από την 3η στην 6η ημέρα εκτός από την CD3+IL4+

στους μάρτυρες που υποδηλώνει λιγότερη αύξηση

στην IL4 την 6η ημέρα.

Το σύνδρομο αντισταθμιστικής αντιφλεγμονώ-

δους απάντησης (compensatory anti-inflammatory re-

sponse syndrome – CARS) θα μπορούσε να εξηγήσει

την επικράτηση στην παραγωγή IL4 κατά την όψιμη

φάση της λοίμωξης σε ασθενείς με ΣΔ2 και την επι-

κράτηση της παραγωγής IFNγ στους μάρτυρες.

Στην οξεία φάση της λοίμωξης τα μακροφάγα

διεγειρόμενα από το λιποπολυσακχαρίδιο (LPS)

παράγουν κυτταροκίνες όπως TNF-α, IL-6, IFNγ

και IL-12 (Th1). Η οξεία φάση ακολουθείται από

μια αντίδραση που χαρακτηρίζεται από παραγωγή

Th2 κυτταροκινών (IL-4, IL-10) από τα λεμφοκύτ-

ταρα σε μια προσπάθεια να μειώσουν την ένταση

της φλεγμονής. Εάν η δεύτερη αυτή φάση παρατα-

θεί, μπορεί να προκύψουν φαινόμενα ανοσοκατα-

στολής30. Το αποτέλεσμα μιας τέτοιας αντίδρασης

μπορεί να είναι δευτερογενείς λοιμώξεις31.

Τα NKT κύτταρα μπορούν να ενεργοποιηθούν

είτε με αναγνώριση του μικροβιακού λιπιδιακού

αντιγόνου που παρουσιάζεται από το CD1d ή από

φλεγμονώδεις κυτταροκίνες ή μέσω παραγωγής λι-

πιδιακών μορίων από αντιγονοπαρουσιαστικά κύτ-

ταρα που αναγνωρίζουν συγκεκριμένα μικρόβια. O

τύπος της διέγερσης μπορεί να ευθύνεται για το

διαφορετικό μοντέλο παραγωγής κυτταροκινών4.

Η βαρύτητα της λοίμωξης, το είδος του LPS κάθε

παθογόνου και η ποσότητα αυτού θεωρούνται πα-

ράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν τις ανοσο-

λογικές μετρήσεις.

Θα μπορούσε η διέγερση των ΝΚΤ με αγωνι-

στές να χρησιμοποιηθεί προστατευτικά από την

ανάπτυξη διαβήτη όπως έγινε πειραματικά σε μη

παχύσαρκους διαβητικούς επίμυς34.

Ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι νεότερες μελέτες

που αναδεικνύουν ότι τα ΝΚΤ που βρίσκονται στο

έντερο όταν εκτεθούν σε γλυκολιπιδιακό αντιγόνο

μπορούν να μετατραπούν σε Foxp3+ κύτταρα (NK-

Tregs) και να συνεργαστούν με τα T regs (T ρυθμιστι-
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κά λεμφοκύτταρα) ασκώντας ανοσοκατασταλτική

δράση η οποία μπορεί να αξιοποιηθεί θεραπευτικά35.

Περιορισμός της μελέτης είναι η πραγματο-

ποίηση των μετρήσεων των ΝΚΤ σε περιφερικό αί-

μα καθώς η διερεύνηση σε ιστούς να μπορεί να δώ-

σει περισσότερα συμπεράσματα για την φλεγμονή

in situ, ωστόσο αυτό το είδος μελέτης απαιτεί και

διαφορετικές διαδικασίες. Επίσης, βαρύτερες λοι-

μώξεις θα μπορούσαν να επηρεάσουν με διαφορε-

τικό τρόπο τα αποτελέσματα.

Συμπέρασμα

O αριθμός των ΝΚΤ και οι ενδοκυττάρια πα-

ραγόμενες κυτταροκίνες δεν παρουσιάζουν στατι-

στικά σημαντική διαφορά ανάμεσα στην ομάδα

ΣΔ2 και στους μάρτυρες κατά τη διάρκεια των

Gram αρνητικών λοιμώξεων.
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Abstract

Karagianni PD. Investigating the role of Natural

Killer T-cells in Gram negative infections of pa-

tients with type 2 diabetes mellitus and controls.

Hellenic Diabetol Chron 2016; 4: 252-259.

Natural Killer T-cells (ΝΚΤ) combine T cell
receptor specificity with natural killer cell surface
markers and recognize glycolipid antigens, bridging
innate with adaptive immunity. NKT cells produce
cytokines during the early stages of an infection and
are able to direct immune response. Type 2 Diabetes
Mellitus (T2DM) is associated with activated innate
immunity but there is limited data concerning the role
of NKT cells. Gram negative pathogens have the
ability to activate NKT cells, promote autoimmune
reactivity and are responsible for a variety of infections
in patients with type 2 diabetes.

Method: T2DM group consisted of 22 patients with

T2DM diagnosis for at least six months, the control

group consisted of 22 patients who had not T2DM. All

patients were infected from Gram negative bacteria and

febrile illness for three days. Physical examination, vital

signs were performed and peripheral blood was drown

on days three and six of febrile illness for complete

blood count, pH, biochemistry, immunoglobulins,

antinuclear antibodies, anti-ds DNA and blood/urine/pus

cultures. APACHE II system was used to stratify

disease severity. Flow cytometry (Becton Dickinson

FACS Calibur 4 Colour) was utilized for ΝΚΤ

identification with monoclonal PE CY 5 anti-CD3,

FITC anti-CD4, PE anti-NKT TC Receptor (BD

Pharmingen). For intracellular staining we utilized

Alexa-Fluor anti-IFN-γ and APC anti-IL-4. Measured

parameters were: CD3+IL-4+NKT+, CD4+IL-

4+NKT+, CD3+IFNγ+NKT+, CD4+IFNγ+ΝΚΤ+,

CD3+NKT+, CD4+NKT+, CD3+IL4+, CD4+IL-

4+, CD3+IFNγ+, CD4+IFNγ+ on day 3 and 6 of

febrile illness.

Results: ΝΚΤ cells participate in the early immune

response to Gram negative infections in both groups of

patients. NKT cell number and intracellularly produced

IFNγ/IL4 are decreasing from day 3 to day 6 in same

way in both groups. Following NKT stimulation a mixed

type of response (Th1/Th2) is being elicited from

CD4+/CD3+ lymphocytes with significant difference in

T2DM group on day 3 and significant increase between

groups from day 3 to day 6. There is no significant

difference between groups concerning immunoglo -

bulins and production of antinuclear antibodies or anti-

ds DNA.
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