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SICANLARDA PRENATAL VE POSTNATAL DONEMDE DOGAL LENFOID
HUCRELERIN ARASTIRILMASI

Hiiseyin YiGiT
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Anatomi Anabilim Dah Doktora Tezi, Aralik, 2024
Danmisman: Prof. Dr. Erdogan UNUR
OZET

Dogal lenfoid hiicreler (ILC'ler) son 15 yil i¢inde kesfedilen bagisiklik hiicre ailesidir.
ILC'ler bakteri, virlis ve mantar gibi mikroorganizmalara yanit olarak sitokin
salgilayarak ve adaptif immiin hiicreleri diizenleyerek bagisikliga katkida bulunurlar.
Bununla birlikte, gelisim sirasindaki dagilimlart tam olarak anlasilamamistir. Bu
calismanin amaci, embriyonik giinlerden postnatal (PN) 30. giine kadar sigan gelisimi
boyunca dokuya 6zgii ILC popiilasyonlarindaki degisiklikleri karakterize etmektir.

Bu ¢alismada; karaciger, akciger, dalak, mezenterik lenf diigiimleri (mLN), timus, ince
bagirsak ve kolon dahil olmak {izere gesitli organlardaki ILC alt kiimelerini analiz
etmek i¢in akis sitometrisi kullanildi.

Bulgular, ILC popiilasyonlarinda farkli dokular ve gelisim agamalar1 arasinda onemli
degisimler oldugunu ortaya koydu. Karacigerde, ILC3'ler dogum oncesi bol miktarda
bulunurken, ILC1'ler dogumdan bir hafta sonra artmig ve ILC2'ler dogum sonrasi ilk
aym sonunda artis gostermistir. Akcigerde dogumdan sonra ILC1 ve NK progenitor
hiicrelerinde artis goriilmiistiir. ILC3'ler dogumdan sonraki ilk hafta boyunca akcigerde
artmis olsa da, dogum sonrast ilk aymn sonunda dramatik bir sekilde azalmistir. Dalak,
fetal donemdeki ILC3 baskinligindan PN30'da ILC2 baskinligina gegis gostermistir.
MLN'de ILC2'ler gelisim boyunca baskin kalmistir. Timusta, ILC3'ler baskin alt tipti ve
dogumdan sonra NK hiicre temsilinde bir azalma gdzlendi. ince bagirsak ve kolon ILC2
baskinlig1 gosterirken, postnatal kolonda ILC1'lerde kayda deger bir artig gézlenmistir.

Bu calisma, sigan hematopoetik, lenfoid ve lenfoid olmayan organlarinda prenatal ve
postnatal gelisim sirasinda ILC popiilasyonlarindaki degisimleri aydinlatarak boslugu
doldurmaktadir. Siganlar immiinolojik arastirmalarda fareler kadar yaygin olarak
kullanilmasa da, bulgularimizin ILC'leri inceleyen bilim insanlari i¢in degerli bilgiler
saglayacagina inantyoruz.

Anahtar Kelimeler: Dogal lenfoid hiicreler; Embriyo; Gelisim; Organlar; Sigan.



INVESTIGATION OF INNATE LYMPHOID CELLS IN THE PRENATAL AND
POSTNATAL PERIOD IN RATS

Hiiseyin YIGIT
Erciyes University Institute of Health Sciences
Department of Anatomy Doctoral Thesis, December, 2024
Supervisor: Prof. Dr. Erdogan UNUR
ABSTRACT

Innate lymphoid cells (ILCs) are a family of immune cells discovered within the last 15
years. ILCs contribute to immunity by secreting cytokines and regulating adaptive
immune cells in response to microorganisms such as bacteria, viruses, and fungi.
However, their distribution during development remain incompletely understood. This
study aimed to characterize the changes in tissue-specific ILC populations throughout
rat development, from embryonic days to postnatal day (PN) 30.

We employed flow cytometry to analyze ILC subsets in various organs, including the
liver, lung, spleen, mesenteric lymph nodes (mLN), thymus, small intestine, and colon.

Our findings revealed significant shifts in ILC populations across different tissues and
developmental stages. In the liver, ILC3s were abundant prenatally, while ILC1s
became prevalent one week after birth, and ILC2s increased by the end of the first
month postnatally. The lung displayed an increase in ILC1s and NK progenitor cells
postnatally. Although ILC3s increased in the lung during the first week after birth, they
dramatically decreased by the end of the first postnatal month. The spleen exhibited a
transition from ILC3 dominance in the fetal period to ILC2 dominance at PN30. In
mLN, ILC2s remained dominant throughout development. In the thymus, ILC3s were
the predominant subtype, and a decrease in NK cell representation was observed after
birth. While the small intestine and colon showed ILC2 dominance, a notable increase
in ILC1s was observed in the colon postnatally.

This study fills gap by elucidating the shifts in ILC populations during prenatal and
postnatal development in rat hematopoietic, lymphoid, and non-lymphoid organs.
Although rats are not as widely used as mice in immunological research, we believe our
findings will provide valuable insights for scientists studying ILCs.

Keywords: Development, Embryo, Innate lymphoid cells, Organs, Rat.
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1. GIRIS ve AMAC

Dogal Lenfoid Hiicreler (ILC’ler), T hiicrelerinin fenotip ve fonksiyonlarini yansitan
immiin sistem ailesidir. ILC’ler fenotip ve fonksiyon agisindan T hiicrelerine benzese
de, uyarildiklarinda klonal sec¢ilime ve genislemeye ugramazlar. Enfekte olan veya
yaralanan dokuya hizlica miidahale ederek bir dizi sitokin tiretimi gergeklestirir (Eberl
ve ark., 2015). Lenfoid dokularda ve kanda olduk¢a nadir bulunur ve siklikla lenfoid
olmayan organlarin mukozal yiizeylerinde lokalize olmaktadir (Gasteiger ve ark., 2015).
Adaptif bagisikligin regiile edilmesinde, dokunun yeniden sekillendirilmesinde ve
tamirinde gorev alir. Hematopoietik ve hematopoietik olmayan hiicreleri regiile eder
(Nagasawa ve ark., 2018).  Adipoz dokunun metabolik ve termal homeostazisinde,
akcigerde doku hasarinin rejenerasyonunda, bagirsak hastaliklart ve bagirsak
homeostazisinin diyetle etkilesiminin diizenlenmesinde (Xiong ve ark., 2022), timor
gelisiminin engellenmesinde (Yuan ve ark., 2021) ve daha birgok olayda ILC’ler
dogrudan ve dolayli olarak gorev almaktadir. 2010 yilinda ii¢ farkli laboratuvarda
bagimsiz arastirmacilar tarafindan kesfedilen bu hiicreler, immiinolojide yeni bir
paradigma yaratmistir (Eberl ve ark., 2015). ILC’leri hedefleyen farmakolojik terapiler
gelistirilerek hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Ryu ve ark., 2023).

Embriyolojik ¢alismalar konjenital, genetik ve diger erken baslangicli hastaliklarin
arkasindaki mekanizmalarin aydinlatilmasinda 6nemli yer tutar. Son 15 yilda, ILC'ler
immiinolojide yeni bir paradigma yaratarak arastirmacilarin biiylik ilgisini ¢ekmigtir.
Cesitli  hayvan  modellerinde  embriyolojik  donemde ILC'lerin  molekiiler
mekanizmalarinin  ¢oziilmesi, bu hastaliklarin daha iyl anlagilmasina katkida
bulunmaktadir. Farelerin siganlara kiyasla immiinolojik ¢alismalarda daha yaygin olarak
kullanildigin1 kabul etmek Onemlidir. Bununla birlikte, si¢an fizyolojisinin fare
fizyolojisinden daha iyi anlagildigi ve insan fizyolojisine daha ¢ok benzedigi de

bilinmelidir (Ellenbroek ve Youn, 2016; lannaccone ve Jacob, 2009; "Rats!,” 2010).



Kesfedildigi giinden bugiine yaklasik 15 yil gegmesine ragmen, sadece beyin, akciger
ve bagirsaklardaki ILC’leri konu alan Web of Science indeksli 6070 arastirma makalesi,
2341 derleme makalesi yazilmistir (Huang ve ark., 2024). ILC'ler fare modellerinde ve
insanlarda kapsamli olarak incelenmistir (Huang ve ark., 2024), ancak si¢anlarda
ILC'ler lizerine yapilan arastirmalar nispeten azdir. Son ¢alismalar siganlarda ILC'leri
aragtirmis olsa da (Abidi ve ark., 2020; Sudworth ve ark., 2022), prenatal ve postnatal
gelisim sirasinda doku dagilimi, baskinligi, sikligi ve sitokin iiretim kapasitesindeki
degisiklikler biiyiik ol¢iide kesfedilmemistir. Bu ¢alisma, embriyonik donemden dogum
sonrast donemlere kadar ILC durumunu inceleyerek si¢an dokularindaki bu

degisiklikleri arastirmay1 amacglamstir.

Calismamizin bu alanda gelecekte yapilacak arastirmalar icin bir ¢erceve saglayacagina
ve bulgularimizin siganlardaki ILC'lerin anlasilmasina ve genel olarak bilimsel literatiire

katkida bulunacagina inaniyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dogal Lenfoid Hiicreler

Dogal lenfoid hiicreler (ILC'ler), ortak lenfoid progenitorlerden (CLP'ler) koken alan
hiicrelerdir. Son 15 yil icinde kesfedilen bagisiklik hiicre ailesidir. Patojenik doku
hasarma yanit olarak, ILC'ler sinyal molekiillerinin salgilanmas1 ve hem dogustan gelen
hem de adaptif bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesi yoluyla bagisikliga katki saglar.
ILC'ler primer olarak dokuda yerlesik hiicrelerdir. Hem lenfoid (immiin iligkili) hem de
lenfoid olmayan dokularda ve nadiren de kanda bulunurlar. Ozellikle mukozal
yiizeylerde bol miktarda bulunurlar ve mukozal bagisiklik ile homeostazda 6nemli rol
oynarlar. Diger bagisiklik hiicrelerinden ayirt edilmelerini saglayan 6zellikleri arasinda
diizenli lenfoid morfolojisi, T hiicreleri ve B hiicrelerinde bulunan yeniden diizenlenmis
antijen reseptorlerinin yoklugu (Rekombinant Aktive Edici Gen; RAG eksikligi
nedeniyle) ve genellikle miyeloid veya dendritik hiicrelerde (DC’ler) bulunan fenotipik
belirtegler yer alir (Spits ve Cupedo, 2012). ILC'ler T hiicreleri, B hiicreleri, DC’ler,
makrofajlar ve graniilositlerle iliskili hiicre soyu (Lin) belirteglerini ifade etmezler
(barindirmazlar). Ancak CD90 (Thyl antijeni), CD25 (interlokin [IL]-2Ra) ve IL-7
reseptor alfa (CD127; IL-7Ra) ifade ederler. ILC’ler CLP’lerden koken alarak,
gelisimleri ortak y zinciri (yc veya CDI132), IL-7, Notch ve DNA baglayict 2'nin
transkripsiyon faktori inhibitoriine (Id2) baghidir (Spits ve ark., 2013).

ILC’ler 2013 yilina kadar fonksiyonlarindan 6tiirti Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 seklinde
iic grupta incelenmekteydi (Spits ve ark., 2013) (Sekil 2.1). Ancak daha sonradan,
Uluslararast Immiinoloji Dernekleri Birligi yalmzca islevi degil ayni zamanda
gelisimini de dikkate alarak bes grupta incelenmesini Onermistir. Bu Oneri
dogrultusunda ILC’ler; NK (natural killer = dogal 6ldiirticii) hiicreleri, ILC1, ILC2,
ILC3 ve LTi (lenfoid doku indiikleyici) hiicreleri olmak iizere 5 farkli gruba ayrilarak



incelenmeye baslandi (Valle-Noguera ve ark., 2021). LTi hiicrelerinin ILC3’lerin bir

pargasi olarak incelenmesi tartisma konusu olmaya devam etmektedir (Ishizuka ve ark.,
2016).

ILC’ler morfozis, homeostaz, metabolizma ve doku onarimi gibi fizyolojik siireglerde
gorev alir. Bu ylizden ILC’lerin eksikligi veya diizensizliklerinde bronsiyal astim, alerji
ve otoimmiin hastaliklar goriilebilmektedir (Walker ve ark., 2013). Ayn1 zamanda T
hiicrelerine olduk¢a benzerdir. Bu yiizden T hiicrelerinin dogustan gelen karsilig1 olarak

telakki edilmistir (Sekil 2.2) (Panda ve Colonna, 2019).

Grup 1 ILC’ler Grup 2 ILC’ler Grup 3 ILC’ler
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Sekil 2.1. ILC gruplari ile ILC’lere ait transkripsiyon faktorleri ve sitokinler (Ebbo ve
ark., 2017).
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Sekil 2.2. ILC’ler ile T hiicrelerinin benzerlikleri ve farkliliklar1 (Ebihara, 2020).

2.2. ILC’lerin kesfi

Lenfositlerin taninmasi, bagisikligin anlagilmasinda tartismasiz 6nemli bir adim
olmustur. Bu c¢aba 19. yiizyilin ilk yarisinda, Fransiz tip profesorii Gabriel Andral ve
Ingiliz tip doktoru William Addison'in 1843 yilinda I&kositlerin ilk tanimini birbirinden
bagimsiz olarak rapor etmesiyle baglamistir (Addison, 1843; Andral, 1843). Sonrasinda
Paul Ehrlich, kan hiicrelerini boyama ve sayma teknigine onciiliik ederek miyeloid
hiicreleri ve lenfoid hiicreleri farkli beyaz kan hiicresi soylar1 olarak tanimlamistir
(Ehrlich, 1879). Yiiz yil sonra ise kuslarda ve memelilerde T ve B lenfositleri ayri
soylardan oldugu anlasildi (Cooper ve ark., 1965; DiGeorge, 1968; Nossal ve ark.,
1968; Warner ve ark., 1962). 1997 yilinda ise, Mebius ve arkadaslari, embriyonal
donemde Peyer plaklar1 ve periferik lenf diigiimlerinin (LN) olusumu i¢in elzem olan
LTi hiicrelerini kesfetti (Mebius ve ark., 1997). Lenfoid ve miyeloid hiicrelerin
tanimlanmasindan 130 yil sonra, T ve B lenfositlerin tanimlanmasindan ise 40 yildan
fazla bir siire sonra, diinya ¢apinda 12 bagimsiz laboratuvarda yapilan bir dizi ¢alisma
sonucunda, lenfosit kompartimani i¢inde beklenmedik yeni hiicreler kesfedildi (Vivier,
2021). Bu hiicreler ILC’ler olarak tanimlandi. 2010 yilinda ise Moro ve arkadaslar
adipoz dokuda ILC2’leri kesfetti (Moro ve ark., 2010). ILC’ler fonksiyon olarak T

hiicrelerine benzemelerine ragmen antijen reseptorlerini eksprese etmemeleri ve stimiile
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edildiklerinde klonal se¢cim ve genislemeye ugramamalart nedeniyle olduk¢a farklidir.
Enfeksiyon veya yaralanan dokuya derhal tepki vermeleri, sitokin olarak adlandirilan
bagisiklik tepkilerini olusturan bir dizi proteini hizlica salgilamalar1 onlari, hastaliklarin

onlenmesi ve tedavisinde essiz konuma yerlestirmektedir (Eberl ve ark., 2015).
2.3. ILC’lerin Simiflandirilmasi

ILC’ler; NK hiicreleri, ILC1, ILC2, ILC3 ve LTi hiicreleri olmak {izere bes grupta

siiflandirilmaktadir.
2.3.1. NK hiicreleri ve ILC1’ler

NK hiicreleri onlarca yildir kapsamli bir sekilde incelenmis olsa da ILC1'ler iizerindeki
arastirmalar henliz emekleme asamasindadir (Chen ve ark., 2022). Her iki hiicre tipi
interlokin 15 (IL-15), IL-12 ve IL-18 gibi inflamatuar sitokinlere duyarli olup aktive
edildiklerinde interferon-y (IFN-y) ve timor nekroz faktor o (TNF-a) tiretirler (Zook ve
Kee, 2016). IL-15 hem NK hiicrelerinin hem de ILC1'lerin farklilagmasi, homeostazi ve
islevi igin gereklidir (Daussy ve ark., 2014). Her iki hiicre tipi NK1.1 ve NKp46 hiicre
reseptorlerini eksprese etmektedir. Yine her iki hiicre T hiicrelerinde ifade edilen T-box
transkripsiyon faktoriinii (T-bet) eksprese eder. NK hiicreleri 1970’lerin basinda l6semi
hiicrelerini kendiliginden 6ldiirme yetenekleri ile tanimlanmistir (Jiao ve ark., 2016).
Gilinlimiizde ise bu 6zelliginden dolay1 kanser-immiin sistem iliskisinde, transplantasyon
reddinde ve erken viral bagisiklikta anahtar konumunda kendine yer edinmistir (Vivier
ve ark., 2008). Ortiisen 6zelliklerine ragmen, NK hiicreleri ve ILC1'ler fenotipik ve
islevsel olarak farkli iki bagisiklik hiicresi alt kiimesidir. ILC1'ler gelisimleri i¢in T-bet'e
ithtiyac duyarken, NK hiicreleri sadece olgunlasma icin T-bet ifadesine ihtiya¢ duyar ve
farklilasma igin transkripsiyon faktorii Eomesodermin'in (Eomes) ekspresyonunu
gerektirir (Daussy ve ark., 2014; Gordon ve ark., 2012). Ancak ILCI1’ler NK
hiicrelerinin aksine major histokompatibilite kompleksi simif I (MHC-I) molekiillerini
tespit eden Ly49 ailesinin inhibitdr reseptorlerinden yoksundur (Robinette ve ark.,
2015). Dolayisiyla viriis ile enfekte olmus veya MHC-I'li kanser hiicrelerinin dogrudan
tespit edilmesi NK hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Karre, 2002). NK
hiicreleri viriisle enfekte olmus ve transforme olmus hiicreleri daha 6nce belirtilen yolla

tanir. Boylece hedef hiicrelere karsi sitotoksisiteyi, aktivasyonu IFN-y ve kemokinlerin



tiretimini pozitif ve negatif olarak diizenleyen cesitli aktive edici ve inhibe edici NK

hiicre reseptorlerini kullanarak uygular (Lanier, 2005; Vivier ve ark., 2011).

ILC1’ler fonksiyon olarak CD4" T yardime1 (Ty) hiicrelerinin karsiligidir. Bu hiicreler
oncelikli olarak bulundugu dokuda viriis, hiicre i¢i bakteri, baz1 parazitler ile hiicre i¢i
patojenlere tepki verir. Bu tepkisini IL-12’ye maruz kaldiktan hemen sonra IFN-y
tireterek gergeklestirir (Nabekura ve Shibuya, 2021). Tarihsel olarak bakildiginda
ILCl'ler, ilk olarak fare karacigerinde, geleneksel NK hiicre belirteci DXS5'i ifade
etmeyen ancak karsilikli olarak biiyiilk miktarlarda TNF siiper aile iiyesi ile iliskili
apoptoz indiikleyici ligand (TRAIL) eksprese eden NK hiicrelerinin atipik bir karacigere
Ozgii alt kiimesi olarak kesfedilmistir (Takeda ve ark., 2001). Bazi c¢alismalarda NK
hiicrelerinin ILC1’leri aktive ettigi iizerine deginilmis olsa da (Boulenouar ve ark.,
2017; Nabekura ve ark., 2020), NK hiicre reseptorleri araciligiyla aktive edici ve inhibe
edici sinyallerin ILC1'lerin aktivasyonunu ve islevini diizenleyip diizenlemedigi biiyiik

olgiide bilinmemektedir (Nabekura ve ark., 2020).

ILCI’ler ve NK hiicrelerinin Grup 1 ILC’ler igerisinde beraber incelenmesi ve ortak
ozellikleri olmasina ragmen bu iki hiicre tipi birbirinden ayrilir. En temel de bu iki hiicre
tipi farkli gelisimsel siireclere sahiptir. ILC1’ler diger ILC’ler de oldugu gibi Oncii
ILC’lerden gelisim gosterir. NK hiicreleri ise kendi 6ncii NK hiicrelerinden gelisim
gostermektedir (Constantinides ve ark., 2014; Diefenbach ve ark., 2014; Klose ve ark.,
2014). Bu konu ILC’lerin gelisiminde detayli olarak ele alinacaktir. Ayrica ILC1’lerin
ve NK hiicrelerinin gelisim esnasinda, E4ABP4 olarak bilinen interlokin 3 diizenlenmis
niikleer faktor (Nfil3) ve Eomes’e farkli ekspresyon ihtiyacindan 6tiirti bu iki hiicre
birbirinden farkli tutulmaktadir (Kim ve ark., 2002; Seillet ve ark., 2014). NK hiicreleri
giiclii sitotoksik etki gosterirken ILC1’ler bu denli yiiksek sitotoksik etki
gostermemektedir. Yine NK hiicreleri kan dolasimi1 ve lenfatik sistem araciligiyla
lenfoid organlar arasinda devir daim yapiyorken, ILC1’lerin ise dokuda yerlesik
hiicreler oldugu goriilmektedir (Colonna, 2018; Jiao ve ark., 2016; Kim ve ark., 2016).
NK hiicreleri dolasimdaki lenfositlerin %5-15’in1 olustururken, farelerde ise %2-5’ini

olusturmaktadir (Jiao ve ark., 2016).

ILC1 ve NK hiicrelerinin fenotipleri tiirler arasinda farklilik géstermektedir. Farelerde

naif fenotipik durumda ILC1’ler NK1.1'NKp46'CD49a'DX5 Eomes™ olarak ifade
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edilir. Farelerdeki ILC1’ler -inflamasyon olsa da olmasa da- kararli bigimde CD200R’yi
eksprese etmektedirler (Weizman ve ark., 2017). insanlarda ise ILC1’ler CD69, CD103
ve interlokin-7-reseptor-alfa (IL-7Ra, CD127) ifade eden, T ve B lenfosit olmayan
lenfositler olarak tanimlanmaktadir. Ancak burada insan ILCI’lerinde ilging olarak
diger ILC’lerden eksprese edilen GATA-3, RORyt ile NK hiicrelerinden eksprese edilen
CD16, granzim, perforin ve Eomes’in de eksprese edildigini belirtmek gerekir
(Nabekura ve Shibuya, 2021). NK hiicreleri klasik olarak CD3 NK1.1" olarak
tanimlanmistir. Ancak LN ve dalak gibi sekonder lenf organlar1 (SLO)’da olgunlastiktan
sonra daha spesifik bir belirte¢ olan NKp46’y1 da eksprese etmektedir (Walzer ve ark.,
2007).

Farelerde ve insanlarda ILC1’lerin baz1 ortak ve ortak olmayan organlarda yer aldig:
bilinmektedir. Hem insan hem de fare ILC1’leri karaciger, bagirsaklar, lenf nodlari,
dalak, adipoz doku ve deri gibi organlarda ortak olarak yer alir. Ancak farelerde timus,
tilkiiriik bezleri, bobrek, peritoneal bosluk ve rahim de ILC1’ler yer alirken insanlarda
yer almaz. Benzer sekilde insanda ise ILC1’ler akciger ve kanda yer alirken farelerde
yer almaz. Fare ILC1’leri agirlikli olarak karacigerde lokalize iken insan ILCI1’leri
lenfoid organlar ve lenfoid olmayan organlara dagilim gdstermis vaziyettedir (Sekil 2.3)

(Nabekura ve Shibuya, 2021).
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Sekil 2.3. Insan ve farede ILC’lerin dokulara gore dagilimi (Saez ve ark., 2021).

2.3.2. ILC2’ler

ILC2’ler ilk kez 2001°de IL-25’¢ yanit olarak IL-5 ve 1L-13 (goblet hiicrelerinden
mukoza salgilanmasint ve parazitlere karsi bagisikliga katkida bulunan diiz kas
kasilmasini1 tesvik eder) tireten, MHC-II ve CD11c eksprese eden B ve T lenfosit
olmayan lenfositler olarak tanimlanmistir (Fort ve ark., 2001). 2006 da ise bu hiicre
tipinin parazitlere karsi bagigiklikta gorev aldigi ifade edilmistir (Fallon ve ark., 2006).
2010’da fare bagirsaginda Nippostrongylus brasiliensis parazitine karst koruyucu
bagisikligr olusturmasiyla kilit unsur olarak tanimlanmistir (Moro ve ark., 2010; Neill
ve ark., 2010; Price ve ark., 2010). 2011°de insanlarda ilk kez net olarak
tanimlanmistir (Mjosberg ve ark., 2011; Monticelli ve ark., 2011). ILC2’ler parazit
bagisikligl, hava yolu epitel onariminda ve metabolik homeostazide kritik rol oynar. Son
zamanlarda iist ve alt solunum yolu, deri ve bagirsak gibi ¢oklu bariyer yiizeylerinin
bulundugu organlarda da 6nemli rol oynadig1 ifade edilmektedir. Kemik iliginde yer

alan CLP’lerden koken alarak tip 2 sitokinleri iiretmektedir (Kim ve Artis, 2015).



Insanlarda ILC2’ler T2 hiicreleri icin kemoatraktan reseptdr (CRTH2) ve CD161 yiizey
molekiillerinin ekspresyonu ve transkripsiyon faktorii GATA-3 ile tanimlanmaktadir.
Epitelyal ve myeloid kokenli IL-25, IL-33 ve timik stromal lenfopoietin (TSLP)
sitokinlerine yanit vermektedir. Bu sitokinlere verdigi yanitlar, insanlarda solunum
bozukluklarinda goriilen IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi tip 2 sitokinlerdir. Ayrica farelerde
parazit eliminasyonu ve doku onariminda da bu tip 2 sitokinler goriilmektedir
(Kokkinou, 2022). ILC2’ler farelerde baskin olan ILC alt tipidir (Mjosberg ve Spits,
2016). Farelerde iki tip ILC2 alt grup tamimlanmistir. Bunlardan birincisi dokuda
yerlesik dogal ILC2’ler olarak tanimlanmaktadr. Ikinci alt grup ise inflamatuar sitokine
maruz kaldiginda gd¢ edebilen inflamatuar ILC2’ler (iILC2) olarak tanimlanmistir
(Huang ve ark., 2015). Homeostatik kosullarda ve akut parazit enfeksiyonu esnasinda
lokal olarak kalmaya devam eden ILC2’ler, enfeksiyonun kronik fazinda hematolojik
kaynaklardan gelen ILC2’lerle zenginlestirilir. Boylece enfeksiyonun temizlenmesi ve
doku iyilesmesi saglanir (Gasteiger ve ark., 2015). IL-25’e¢ yanit olarak ilLC2’ler
cogalir, lenfatik ve kan dolagimina katilarak sfingozin-1-fosfat’a (S1P) bagh akciger ve
diger periferik dokulara dagilir (Huang ve ark., 2018). Dolayisiyla ILC2’ler her ne
kadar dokuda yerlesik hiicreler olsa da baz1 sartlarda dokudan dokuya go¢ ederek lokal

inflamasyonu sistemik inflamasyona dontistiirebilirler (Naito ve Kumanogoh, 2023).
2.3.3. ILC3’ler

Iki alt tipi bulunan ILC3’ler, gelisimleri i¢in niikleer faktdr retionik asit iliskili orfan
reseptor y t (RORyt) ve aril hidrokarbon reseptorii’nii (Ahr) eksprese etmektedir (Qiu ve
ark., 2012; Sanos ve ark., 2009). Insanlarda akcigerde baskin olan ILC alt tipidir
(Mjosberg ve Spits, 2016). Hiicre yiizeyinde dogal sitotoksisite reseptorii (NCR)
bulunan (NCR'ILC3) ve bulunmayan (NCRTLC3) seklinde birbirinden ayrilmaktadir.
NCR, NK hiicreleri ile adaptif ve dogustan bagisiklik hiicrelerinde yaygin bulunan
hiicre resptoriidiir. NCR'ILC3’ler insanlarda IL-22’yi primer olarak sekrete ederken IL-
17’yi az miktarda sekrete etmektedir. NCR'ILC3’ler IL-17’yi primer olarak sekrete
ederken IL-22’yi az miktarda sekrete etmektedir (Hoorweg ve ark., 2012). T,17’nin
dogustan immiinitedeki karsiligi olan bu hiicreler, enfeksiyonlara karsi IL-17 ve IL-
22’yi sekrete etmektedir. Diizenleyici T hiicrelerini (Treg) koruyan makrofa; ve
DC’lerin IL-10 salgilamasini indiiklemektedir. Bu da bagirsak tolerasyonunda gorevli

graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor’e (GM-CSF) dolayli olarak katkida
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bulundugunu gostermektedir (Mortha ve ark., 2014). Farelerde NCR'ILC3’ler
Nkp46*1LC3 ve NKp44™ ILC3 seklinde eksprese edilmektedir (Cupedo ve ark., 2009;
Sanos ve ark., 2009). Farelerde Nkp46'ILC3’ler T-bet ekspresyonu ve IFN-y iiretimi ile
bilinmektedir (Klose ve ark., 2013; Rankin ve ark., 2013). RORyt" NCR" olan bu
hiicreler ilk kesfedildiklerinde NK hiicrelerine benzetilerek NK hiicrelerinin bir alt
grubu olarak degerlendirilmistir. Ancak hiicre fate-mapping ¢alismalart ile gelisimsel

stirecleri farkli olan bu hiicrelerin ayr1 oldugu anlasilmistir (Koprivica ve ark., 2023).
2.3.4. LTi Hiicreleri

LTi’ler primitif lenfoid organlarda goriilen, lenfotoksin (LTalPl) ve TNF iireten
hiicrelerdir. Lenfoid organogenez icin gerekli kemokinleri, adezyon molekiillerini ve
mezenkimal hiicre tiretimini uyarirlar (Mebius, 2003). RORyt ve IL-7Ra eksprese eden
LTi hiicreleri embriyogenez esnasinda mezenterik ve periferik lenf nodlar1 ile Peyer
plaklar1 gibi SLO’nun olusumu igin gereklidir. Hem farelerde (Eberl ve ark., 2004) hem
de insanlarda (Okada ve ark., 2015) RORyt mutasyonu veya deletesyonu sonucu LTi
hiicreleri olusamayacagindan LN’lerde de kayiplar meydana geldigi bilinmektedir. LTi
hiicreleri, LN anlaji olarak adlandirilan LN agregatlarinin olusumu i¢in embriyo
icerisindeki lenfoid doku diizenleyici hiicrelerle etkilesime girmektedir. Embriyogenez
stirecinde ilk gozlenen ILC’ler olmasi onlari benzersiz bir konuma getirmektedir (Van
de Pavert ve Mebius, 2010).

Embriyonal dokularda bol miktarda tespit edilebilen LTi hiicreleri, yetiskin dokularinda
nadiren bulunmaktadir. Bu da yetiskinlerde lenfoid doku olusturma ihtiyacinin
embriyonal doneme gore azaldigina isaret etmektedir. Ancak bagirsak kriptleri ve
bagirsak folikiilleri gibi lenfoid dokuya ihtiya¢ duyan bazi organlarda LTi hiicrelerinin
bol miktarda bulundugu sdylenebilir (Colonna, 2009; Vivier ve ark., 2009).

2.4. ILC’lerin Gelisimi

Lenfositlerin ortaya ¢ikis siirecine lenfopoez adi verilir. Lenfopoez siirecini, kademe
kademe geciren hematopoetik progenitér hiicreler (HPC’ler) nihayetinde tek bir soy
olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Golub ve Cumano, 2013). Farelerdeki ilk progenitor
olusum asamasi, embriyonal hayatin 7. giiniinde (E7) yolk kesesinde (YS) ve E10.5’te
aorta-gonad-mezonefroz’da meydana gelir. Bu iki organda yer alan hemojenik

endotelyal hiicreler, hematopoetik potansiyele sahip hiicrelere doniisiir. Ardindan bu
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hiicreler hematopoezin primer organi karacigere dogru vaskiiler yapilar igerisinde gog
eder (Hernandez-Torres ve Stehle, 2022). Insanlarda bu siire¢ gebeligin 3.-4. haftalarina
denk gelmektedir (Mebius ve ark., 2001). HPC’lerden myeloid karakterini kaybetmis ve
hem ILC hem de T ve B lenfositleri iiretme potansiyeline sahip CLP’ler meydana gelir
(Palis ve Yoder, 2001). CLP’lerin yani sira lenfoid egilimli multipotent progenitor
(LMPP) hiicrelerin, T hiicreleri ve ILC2’lere daha etkin bir sekilde farklilastigini
belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (Sekil 2.4) (Ghaedi ve ark., 2016). Farelerde
HPC’lerin CLP’lere doniisiimii IL-7 sitokinine bagimh bir sekilde ger¢eklesmektedir.
IL-7’yi ise E9.5’te YS’de tespit etmek miimkiindiir (Elsaid ve ark., 2021). CLP’lerden
ILC’lerin meydana gelmesi farkli zamanlarda, farkli transkripsyon faktorlerinin
eksprese edilmesiyle sekillendirilir. ILC’leri olusturan prekiirsor hiicreler, a-lenfoid
prekiirsor (aLP), erken ILC progenitorii (EILP) ve ortak yardimci ILC prekiirsorler
(CHILP) olarak tanimlanmistir. aLP, Nfil3 ve CD127 ekspresyonu ile tanimlanirken
EILP, transkripsiyon faktorii 7°yi eksprese eden ancak CD127’yi eksprese etmeyen
hiicreler olarak tanimlanmaktadir. CHILP ise ID2 ve promyelositik losemi zinc
transkripsiyon faktorii (plzf) ekspresyonu ile tanimlanan; ILC1, ILC2, ILC3 ve LTi
hiicrelerini meydana getirmesiyle bilinen prekiirsor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil

2.5) (Kokkinou, 2022).
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Sekil 2.4. Kok hiicrelerden myeloid hiicre ve lenfositlerin olusum basamaklari, Ghaedi
ve arkadaglarinin 6zet grafiginden uyarlanmistir (Ghaedi ve ark., 2016).
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Sekil 2.5. CLP’lerden ILC’lerin olusum basamaklari (van de Pavert, 2023).

2.5. ILC’lerin Hastaliklarda Roli

ILC’ler viicudumuza giren patojen ve zararli organizmalara karsi ilk tepkiyi veren
bagisiklik hiicreleridir. Hemen hemen tiim organlarda olmasina ragmen, viicudun ilk
bariyeri olarak kendini gdsteren mukozal dokularda daha yogun sekilde bulunmaktadir.
Doku homeostazi ve inflamasyonda oynadigi anahtar roller nedeniyle arastirmacilarin

son yillarda iizerine siklikla ¢alistig1 hiicre grubu olmay1 basarmstir.
2.5.1. Akciger hastaliklarinda ILC’lerin rolii

ILC’ler brons, bronsiol ve alveollerden olusan alt solunum yolu rahatsizliklarinda
dogrudan veya dolayli olarak gorev almaktadir. Akciger epiteline zarar veren
alerjenlerin meydana getirdigi alerjik astimda hasar alan epitel 1L-33, 1L-25 ve TSLP
gibi alarminleri salgilar. Bu alarminler ise ILC2’leri harekete gecirerek, ILC2’lerin
eozinofil ve M2 makrofajlar1 toplamasin1 ve solunum yolunun inflamasyonunu saglar
(Ryu ve ark., 2023). ILC1’lerin ise kronik obstriiktif akciger hastaliginda (KOAH)
akcigerde daha fazla oldugu rapor edilmistir. ILC1’ler, Thl ve CD8" T hiicreleriyle
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beraber alveolar makrofaj hiicrelerine elastolitik proteazlar ve nitrik oksit salgilatan
IFN-y sekresyonu yapmaktadir. Bu sitokin ise KOAH patogenezinde amfizeme yol
agmaktadir (Hsu ve ark., 2021). Ayrica sigara maruziyeti ve KOAH semptomlari
arttikca ILC’lerin C57BL/6J farelerde arttig1 rapor edilmistir (Blomme ve ark., 2021).
KOAH’ta sadece ILC1’lerin degil ayn1 zamanda ILC3’lerin de miktarinda artis oldugu
bilinmektedir (Bal ve ark., 2016). Saglikli insanlarda ILC’ler akciger parankiminde
lokalizeyken KOAH hastalarinda ise akciger icerisindeki lenfoid agregatlarda birikmeye
baslamaktadir (Blomme ve ark., 2021). Ilging bir sekilde, NK hiicrelerinin KOAH’ta
otolog akciger hiicrelerini 6ldiiren farkli bir fenotip 6zelligi kazandig1 bildirilmektedir
(Freeman ve ark., 2014). Finch ve arkadaglarina gore bu ozellik akciger DC’lerinin
salgiladigi IL-15Ra’nin NK hiicrelerini yonlendirmesi ile gergeklestirilmektedir (Finch
ve ark., 2018). Dolayisiyla Ryu ve arkadaslari, KOAH semptomlari ve akciger
dokusundaki ILC popiilasyonunun birbiriyle baglantili oldugunu ifade etmektedir (Ryu
ve ark., 2023).

2.5.2. Bagirsak hastaliklarinda ILC’lerin rolii

Bagirsaklar diyetle alinan antijenler, komensal bakteriler ve patojenlerle siirekli
etkilesim igerisinde olan organlardir. Bagirsaktaki bagisiklik sistemi komensal
bakterilere, mikrobiyotaya ve besinlerle alinan antijenlere ve patojenlere karsi farkli
tepkiler vermektedir. Iste bu noktada bagirsak icerisindeki inflamasyon ve
homeostazinin diizenlenmesinde ILC’ler ¢ok sayida farkli hiicrelerle etkilesime girer.
Gastrointestinal sistem boyunca ILC’lerin miktar1 azdan ¢oga dogru degisir; agizdan
baglayarak ileum ve kolona kadar sayica artig goriilir (Saez ve ark., 2021).
Bagirsaklarda bol miktarda bulunan ILC3’ler villusta sabit durumda ve biiytlik 6lclide
hareketsiz sekilde beklemektedir. Ancak inflamasyon durumunda bu hiicreler aniden
tepki vererek “devriye atmaya” baslar, sitokin ekspresyonunu da arttirir (Jarade ve ark.,
2022). ILC’ler genellikle sitokinlere daha fazla sitokin ireterek cevap verir. ILC
miktar1 dokuda nispeten az olsa bile, hiicre basina ¢ok yiiksek miktarlarda sitokin
tireterek farkli sitokin kombinasyonlarina yol agarak ortamdaki sitokin miktarin1 keskin
bicimde degistirebilmektedir. Bu 6zelliklerinin yani sira immiin olmayan stromal ve
epitelyal hiicrelerle de etkilesime girerek dokunun yeniden yapilanmasina katkida
bulunur. Ustelik Ty, hiicre farklilagsmasini saglamasi, Ty, hiicrelerine antijen sunmasi, Ty

hiicrelerinin efektdr fonksiyonlarini tesvik edici aktiviteleri ile Treg hiicreleriyle de
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etkilesime girebilmesi ILC’leri essiz bir konuma yerlestirmektedir (Geremia ve
Arancibia-Carcamo, 2017) Bazi ILC popiilasyonlar1 inflamatuar sinyallere (“egitimli
bagisiklik) yanit olarak, yeni ve uzun vadeli fenotipler kazanabilmektedir. Serafini ve
arkadaslari, farelerin Citrobacter rodentium ile enfekte edilmesinden sonra, aktive
edilmis ILC3'lerin bir alt kiimesinin varligin1 aylarca devam ettirdigini bildirmistir. Bu
“egitilmis” ILC3'ler iistiin aktivasyon gostermis ve patojenle yeniden karsilastiktan
sonra enfeksiyonu “naif” ILC3'lerden daha iyi kontrol etmistir. Citrobacter rodentium
ile ilk karsilagsma, egitilmis ILC3'lerin metabolik yollarin1 kalici olarak yeniden
diizenleyerek onlara ¢ogalma ve interlokin-22 gibi sitokinleri salgilama konusunda

gelismis bir kapasite kazandirmaktadir (Serafini ve ark., 2022).

ILC’lerin bagirsak homeostazini saglamasi ve devam ettirmesi rollerinin yani sira
hayvan modelleri ile insanlarda kronik bagirsak inflamasyonuna katkida bulundugu
bilinmektedir. ILC’ler inflamasyon arttirict (proinflamasyon) ajanlarin oldugu mikro
cevrede hem proinflamatuar hem de patojen o6zelligi gosteren ILC alt gruplarina
doniisebilmektedir. Graft versus host disease’de IL22 iireten ILC3’ler epitelyal
proliferasyon ve doku onarimini saglayarak intestinal inflamasyondan koruyucu 6zellik
gosterir. Jarade ve arkadaslarinin yaptigir calismada T hiicreleri, CCL25 kemokini ve
bakteriyel ligandlarin ILC3’lerin davranisini diizenledigi, ancak IL22 iireten ILC3’lerin
“devriye atma” oOzelliginin azalmasiyla epitel Oliimiine bagli bagirsak bariyerinin
bozuldugu saptanmistir (Jarade ve ark., 2022). Buna karsin uzun siire 1L22’ye maruz
kalmak epitelyal hiicrelerde bozulmayla neoplaziye yani kolitle iliskili kolon kanser

riskini de arttirabilmektedir (Geremia ve Arancibia-Carcamo, 2017).
2.6. Sicanlarda ILC’ler

Insanlarda ve farelerde ILC’ler iyi ¢alisilmis bir konudur. Ancak sicanlarda ILC’ler
hakkinda yapilan ¢alisma sayisi oldukca azdir. Siganlarda ILC’ler ilk kez Cho ve
arkadaslar1 tarafindan orta kulak enfeksiyonunda ILC’lerin etkinliginin bahsedildigi bir
calismada rapor edilmistir (Cho ve ark., 2016). Orta kulak boslugu Haemophilus
influenzae ile enfekte edilen si¢anlarda IL-17 ve IL-22 miktarlar1 artmis, bu da
aragtirmacilara enfeksiyonun ilk giinlerinde LTi hiicrelerinin bagisiklik tepkilerini
verdigini diisiindiirmiistiir. Sicanlarda genis kapsamli ILC’lerin arastirildigr ilk calisma

2020 yilinda Abidi ve arkadaglar1 tarafindan gercgeklestirilmistir. Arastirmacilar,
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ILC3’lerin incelenen SLO’larda baskin alt tiir oldugunu tespit ederken, bagirsakta ise -
insan ve farelerin aksine- ILC2’lerin baskin alt tiir oldugunu saptamistir (Abidi ve ark.,
2020). 2022 yilinda ise Sudworth ve arkadaslar1 siganlarda ILC’leri daha genis kapsamli
arastirmistir. Arastirmacilar, ILC’lerin baskin alt tiirlerini organlara gore analiz etmistir.
Diger dokulara gore karacigerde ILC1’in, bagirsaklarda ILC3’lin daha fazla ve baskin
oldugunu ortaya koymuslardir (Sudworth ve ark., 2022).

2.7. Sicanlarda organ gelisimi

Sicanlarda organ gelisimi farelere gore yaklasik bir giin ge¢ ortaya g¢ikmaktadir.
Dolayisiyla farelerde organogenezis siirecinde ortaya c¢ikan organin yaklasik bir giin
sonra siganlarda da goriilebilecegi diisiiniilebilir. Vertebrali memelilerin embriyonal
asamalarini kiyaslayan Carnegie Evreleri insan, fare ve siganlarin fetal gelisimlerindeki

benzer zamanlar hakkinda bilgi verebilir (Sekil 2.6) (Hill, 2019).

Carnegie Asamalan 1] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
13- "15- 17-

insan  Giinler 1 2-3 45 56} 7-12 15 17 19 20 22 24 28 30 33 36 40 42 44 48 52 54 55 58
5 7 9

Fare  Ginler | 2 3 E45 E50 E6.0 E7.0 E8.0 ES.0 E95 E10 E10.5E11 E11.5E12 E125E13 E13.5E14 E145E15 E155E16

Sgan  Giinler 1 35 45 5 6 75 85 9 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17 175

Sekil 2.6. Carnegie evreleri, embriyologlar tarafindan embriyolarin morfolojik
olgunlugunu tanimlamak i¢in kullanilan bir sistemdir. Bir embriyoya morfolojik
ozelliklerine gore bir Carnegie evresi (1'den 23'e kadar numaralandirilmis) atanir (Hill,
2019).

2.7.1. Karaciger

Sican karacigeri E10.5’te gelismeye baslar. E11.5’te ise, hepatoblastlar heniiz
olgunlagsmasa da morfolojik olarak normal hiicre goriiniimiinii kazanmaya baglar. On
bagirsakta yer alan primitif epitel hiicreleri pars cystica (kaudal kisim) ve pars hepatica
(sefalik kisim) adli iki tomurcuk olusturur. Bu tomurcuklardan kaudal kisim safra kesesi
(sicanlarda yok) ve sistik kanali, sefalik kisim ise karaciger parankimi, intrahepatik
kanallar ile sag ve sol hepatik kanali meydana getirir. E13’te karaciger genisleyerek
diaphragma’nin kaudalinde konumlanir. E15°te olgunlasmaya devam eden hepatositler,
E17°de daha da olgunlasarak, E19’da say1 ve boyut olarak belirgin farklilik gosterir.
E21°de ise karaciger yetiskin karacigerine olduk¢a benzerdir (Moawad ve ark., 2014;
Vdoviakova ve ark., 2016).
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2.7.2. Timus

Kemirgen timuslar1 {iglincli pharyngeal ark ektodermi ile ventral endodermden koken
alir. E12.5’te timus’u meydana getiren primordial taslaklar siganlarda goériilmektedir.
~E13’te bu taslaklar (boynun saginda ve solunda) kaudal yonde goc¢ etmeye baslar.
E15°te toraks igerisinde birbiriyle bulusan sag ve sol timus taslaklari birbirinden
ayrilmaya baslar. Bu silirecte timus taslaklarmin lenfosit ihtiva ettigi bilinmektedir.
Ilerleyen embriyonal giinlerde lenfosit sayis1 gittikce artar. Timus’un E19 ve E21°de
korteks ve medulla’st birbirinden ayirt edilebilir sekilde netlesir. Lenfositlerin
proliferasyonu kortekste oldukca aktif olup, korteks ve medulla arasindaki ayrimin
kesin bir sekilde tespit edilmesini saglar. Lenfosit proliferasyonu ise dogumdan sonraki
birkag ay daha devam eder. Timus dogumdan sonraki 1 ay igerisinde tamamen

olgunlasir (Kuper ve ark., 1990).
2.7.3. Akciger

Siganlarda akciger gelisimi, embriyonal (E11-13), fetal [E13-postnatal 4. giin (PN)] ve
postnatal olmak {izere ii¢ evrede incelenmektedir. Bu evreler temel olarak morfolojik
kriterlere dayanmaktadir. E11 ile E13 arasinda 6n bagirsagin 6ne dogru genislemesiyle
akciger tomurcuklart olusur, her iki akciger anlage (primitif taslak) ugrar, major hava
yollar1 ve plevra sekillenir. Ardindan dallanma morfogenezi olarak adlandirilan, akciger
tomurcuklarindan baslayan solunum yollarinin dallanmasi ve biiylimesi baglar. Fetal
akciger gelisim evresinde psddoglandiiler, kanalikiiler ve sakkiiler asamalar gdzlenir.
Postnatal akciger gelisiminde ise alveolarizasyon ve mikrovaskiiler olgunlasma
gozlemlenir. Akciger gelisimi sirasindaki ¢ogu siire¢ proksimalde baslayip perifere
dogru uzandigindan, akciger gelisiminin tiim evreleri birbiriyle i¢ igce gegmis

vaziyettedir (Haberthiir, 2010; Schittny, 2017).
2.7.4. Bagirsaklar

Bagirsaklar embriyonal donemden nihai formuna ulasincaya dek bir dizi gelisimsel
siireci takip etmektedir. Bu silire¢, umblicus’un meydana gelmesi, orta bagirsagin
plasentaya “fizyolojik herniasyonu”, bagirsak rotasyonu ve bagirsagin tekrar karin
bosluguna doniisii asamalariyla tamamlanmaktadir. Sigan embriyosunda E10°da 6n ve
arka bagirsak divertikiilleri meydana gelir. Embriyodaki bagirsak epiteli ventral yonde

uzanarak YS ile devamlilik gostermektedir. E10 ila E11 arasinda embriyo govdesi
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rotasyona baslamaktadir. Bu rotasyon sonucu, preumblikal halka olarak adlandirilan,
govde yaninda bulunan epitel doku ise ventrale dogru yer degistirmektedir. E11 ila E12
arasinda, ductus omphaloentericus’un (YS’yi embriyonik bagirsak tiipline baglayan
kanal) kaybolmasiyla ilk bagirsak halkasi meydana gelmektedir. E12°de caecum ortaya
cikarak ince ve kalin bagirsak arasindaki ayrimi meydana getirir. E12°den E13’¢ kolon
ve ince bagirsak 90° kadar doniis gergeklestirerek yan yana gelir. E15°te rastgele
halkalar meydana gelerek bagirsaklarin biiyiimesi devam eder (Ginzel ve ark., 2021;
Kluth ve ark., 2003).

2.7.5. Mezenterik Lenf Nodu

Farelerde lenf nodlan ilk olarak E10.5’te gelismeye baslar (Brendolan ve Caamario,
2012). Sicanlarda lenf nodlarinin embriyonik gelisimi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamasi nedeniyle, Carniege Evrelerine gore E11.5 ila E12.5 arasinda gelistigi
varsayilabilir. Lenf nodlarinin gelisimi bir hat boyunca (anterior-posterior ekseni)
devam eder. Bu gelisim siirecinde progenitor hiicreler belirginlesir, ¢ogalir ve organ
olusumu icin gerekli molekiiler ve hiicresel etkilesimleri gergeklestirir. ilk asamada,
sinir lifleri tarafindan tretildigi disiiniilen retinoik asit, mezenkimal hiicrelerden
kemokin ligand 13 (CXCL13) iretimini indiiklemektedir. CXCL13 ise kandan LTi ve
LTi progenitorlerini (LTiP) lenf nodunun olusacagi yere ¢eker. Bu esnada retinoik asit
LTiP’leri LTip hiicrelerine dontistiirerek olgunlastirir. Ortamda agregasyon yeterli
seviyeye geldiginde LTi hiicreleri olgun LTis hiicrelerine LTalp2 eksprese ettirir.
LTalP2 eksprese eden LTis hiicreleri de lenfotoksin-f reseptdrii (LTPR) eksprese eden
stromal hiicrelerle etkilesime girerek farklilasir. Stromal organizator olarak adlandirilan
bu hiicreler daha fazla ve daha farkli kemokin, adezyon molekiilleri ve sitokinleri
eksprese eder. Bu faktorler ise daha fazla LTi hiicresinin bolgeye ¢ekilerek tutulmasini
saglar. Tiim bu sinyalizasyon sonrasinda lenfatik endotel hiicreleri LN anlagesine
katilmak {izere go¢ eder ve kapsiil icerisindeki siniisii ¢gevrelemeye baslar. Deri gibi
yapilarda yer alan LTi hiicreleri yeni olusan LN anlagesine drene edilir. Yeni LTi
hiicreleri anlagenin devamliligi ve biiyiimesi i¢in gereklidir (Sekil 2.7) (van de Pavert,
2021, 2023).
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Sekil 2.7. Fare embriyosunda lenf nodu olusum asamalari (van de Pavert, 2021).

2.7.6. Dalak

Insanlarda dalak, 1927 yilinda anatomist lan M. Thompson’un belirttigi {izere splanknik
mezodermden kéken alir (Thompson, 1926). insanlarda E30°da dorsal mesogastrium’da
heniiz yogunlasmamisken, midenin gevsek mezenkiminden tespit edilebilir. Farelerde
ise E10.5’te dorsal spleno-pankreatik bolgede splanknik mezoderm’den gelisir (Weinzirl
ve ark.,, 2020). E10.5-E11 arasinda mideye ve dorsal pankreasa bagli, dorsal
mesogastrium’un ise sol tarafinda goriilebilir. Bapx1, Nkx2-5, TIx1 (Hox1l), Podl
(Capsulin), Wtl ve Pbx1 genlerinin hepsi hem yogunlasmis dalak mezenkimin de hem
de olgunlagsmakta olan dalakta eksprese edilmektedir. Dalak SLO organlarindan
birisidir. Dolayisiyla gelisiminde LTi hiicreleri diger LN’lerde oldugu gibi elzemdir.
Ancak LN’lerde gelisim i¢in gerekli lenfotoksin sinyalizasyonu embriyonal dénemde
dalakta goriilmemektedir (Tan ve Watanabe, 2018). Ayrica dalak yapisal ve islevsel
olarak diger SLO’lardan farkhidir. Kirmizi pulpada gerceklestirilen kirmizi kan
hiicrelerinin filtrasyonu ile beyaz pulpada gergeklestirilen bagisiklik fonksiyonu dalag:
farkli bir konuma yerlestirmektedir. Bu yiizden dalak organogenezi, lenfotoksin

sinyalizasyonuna ihtiya¢ duyulmayan primitif kirmizi pulpa gelisimi (E15’e kadar) ile
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lenfotoksin sinyalizasyonuna ihtiya¢ duyulan postnatal donemde gergeklesen beyaz

pulpa gelisimi olarak iki sathada ele alinur.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 05.01.2022
tarih ve 22/001 karar numarasi ile onaylandi. Calismada kullanilan deney hayvanlarinin
bakim, beslenme ve sakrifikasyonu Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (DEKAM) gergeklestirildi. Sakrifikasyon sonrasi gerceklestirilen deneysel
calismalar Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Arastirma Merkezi’nde (GENKOK)
yiiriitiildi. Bu ¢alismada gergeklestirilen tiim islemler etik kurul yonergesinde belirtilen
kurallara uygun sekilde tamamlandi. Bu calisma Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TDK-2023-12483 kodlu proje ile desteklendi.
Calismanin grafik 6zeti Sekil 3.1°de verildi.
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3.1. Deneysel Arastirma Gruplari
3.1.1. Hayvan Secimi

Prenatal ve postnatal donemde ILC’lerin arastirilmasi amaciyla fetal, yenidogan ve
olgun sican organlari gerekmekteydi. Bu amag¢ dogrultusunda; ortalama 180-220 g
agirliginda, daha once herhangi bir ¢aligmada kullanilmamis ve dogum ile enfeksiyon
Oykiisii bulunmayan 15 adet Wistar Albino (WA) cinsi disi sican DEKAM’dan temin
edildi. Disi WA siganlar erkek siganlardan 20 giin siire ile ayr1 tutuldu. Gebe olmadigi
anlagilan disi WA siganlar, gebe kalmalar1 amaciyla saat 19:00°da erkek WA siganlarla
birlikte ayn1 kafese alindi. Her kafeste iki disi WA’ya bir adet damizlik erkek WA
diisecek sekilde sekiz kafes olusturuldu. Son kafeste 1 disi 1 erkek WA sican yer aldi.
Tim WA siganlar, ¢iftlesmeleri maksadiyla ertesi giin 07:00’a kadar ayni kafeste
tutuldu. Belirtilen saatte kafeslerden alinan disi WA siganlar, gebelik tayini amaciyla
vaginal smear testine tabi tutuldular. Vaginal smear testinde spermium gozlenen si¢anlar

0.5 giinliik gebe kabul edildi.
3.1.2. Gruplarin Olusturulmasi

Vaginal smear testinde sperm gozlenen gebe siganlar her kafeste iic adet olacak sekilde
bes ayr1 kafese alindi. ILC’lerin prenatal (fetal) ve postnatal organlarda tespit edilmesi

amaclandigindan gruplar asagida belirtilen sekilde tasarlandi.

E12.5 grubu: Bu grupta yer alan gebe siganlarin yavrularina ait karaciger gebeligin
12,5. giiniinde (E12.5) alindi.

E16.5 grubu: Bu grupta yer alan gebe si¢anlarin yavrularina ait karaciger gebeligin
16,5. gliniinde (E16.5) alind1.

E20.5 grubu: Bu grupta yer alan gebe si¢anlarin yavrularina ait organlar gebeligin 20,5.
giiniinde (E16.5) alind1.

PN7 grubu: Bu grupta yer alan gebe sicanlarin yavrularina ait organlar yavrular

dogduktan sonraki 7. glinde (PN7) alindx.

PN30 grubu: Bu grupta yer alan gebe si¢anlarin yavrularina ait organlar yavrular

dogduktan sonraki 30. giinde (PN30) alind1.

23



3.1.3. Gebe Sicanlardan Yavrularin izolasyonu

E12.5, E16.5 ve E20.5 grubuna dahil edilen gebe sigcanlara, gebeliginin daha once
belirtilen gilinlerinde, saat 07:00°da ketamin (75 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg)
kullanilarak anestezi uygulandi. Gebe sicanlarin abdominal bolgesi %70’lik etil alkol ve
jilet yardimiyla tiras edilerek temizlendi. Temizlenen abdomene bisturi ile transvers kesi
atilarak, karmn 6n duvart acildi. Rahim (uterus) igerisinde yer alan fetiisler plasentalari
ile diseke edilerek anne sigandan izole edildi. Izolasyon islemi biter bitmez anne
siganlar servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. PN7 ve PN30 gruplarinda bulunan
gebe siganlarin normal dogum yapmast beklendi. Gebeligin 20,5. giinlinde her gebe
sican ayri kafese alindi. PN7 grubunda bulunan anne sigan ve yavrulari dogumdan sonra
7 giin ayn1 kafeste tutuldu. PN30 grubunda bulunan anne sican ve yavrulart da 30 giin
aym kafeste tutuldu. 7. ve 30. giinde anne siganlar DEKAM’a iade edilirken yavru

siganlar deneysel prosediire tabii tutuldu.
3.1.4. Fetiis ve Yavrulardan Organ Elde Edilmesi

Tiim gruplarda yer alan fetlis ve yavrulara daha once belirtilen sekilde anestezi
uygulandi. E12.5, E16.5 ve E20.5 gruplarindaki embriyolar petri kabina alinarak Leica
S8 APO stereo mikroskoba alindi. Embriyolarin servikal bolgesinden pelvik bolgesine
kadar bisturi ile dikey kesi atildi. E12.5 ve E16.5 gruplarindaki fetiislerden karaciger
alindi. E20.5, PN7 ve PN30 gruplarindan elde edilen fetiis ve yavrulardan ise karaciger,

akciger, dalak, timus, mezenterik lenf nodu (mLN), colon ve ince bagirsak alindi.
3.1.5. Organlardan Lenfosit izolasyonu

Fetiis ve yavrulardan elde edilen organlar 5 ml 1X PBS ile yikanarak, bekletilmeden 5
ml 1X PBS ihtiva eden eppendorf ve falcon tiiplerine alindi. Organlari igeren eppendorf
ve falcon tiipleri buz akiileri icerisine saplandi. Her bir eppendorf ve falcon tiipiinde
bulunan organ 1X PBS’li petri kaplarina aktarildi. Gorece biiylik olan organlar bag
dokularindan bisturi ile dikkatlice ayrildi. Organlar petri kabinin i¢ine konulan 70 pm
porlu Falcon strainer (hiicre siizgeci) i¢ine alindi. 1 ml’lik siringa saplarmin baslik
kisimlart ile 70 um igerisindeki organlar 1x PBS’le beraber yavasca ezilmeye baglandi.
Bu esnada organ ezmenin hiicre 6liimiine sebep vermemesi i¢in ezme islemi nazikge
yapildi. Hiicre slizgecinden gegen hiicreler 50 ml’lik Falcon tiipleri icerisine toplandi.

PN7 ve PN30 gruplarindaki karacigerde eritrositlerin pargalanmasi i¢in 1X RBC Lysis
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Buffer kullanildi. PN7 ve PN30 gruplarindaki ince bagirsak ve colon numuneleri %
40’lik 3 ml Percoll Percoll (GE17-0891-01, Sigma-Aldrich, Dr. Eken’in katkilartyla)
icinde ¢oziildii. Ardindan %90°lik 5 ml Percoll igeren tiipe aktarildi. E12.5, E16.5 ve
E20.5 gruplarina ait numunelere Lysis Buffer veya Percoll uygulamasi yapilmadi.
Tiipler igerisinde tek hiicre siispansiyonu olustu. Tiipler oda sicakliginda, 400 g’de 30
dk santrifiij edildi. Tip igerisindeki sarimtirak haleden lenfositler elde edilerek diger
asamaya gecildi. Ancak PN30’a ait colon’lar ile PN7 ve PN30’a ait ince bagirsaklardan
lenfosit izolasyonu yapilirken siispansiyonda lenfositler iyice ayrismamisti. Daha dnce
belirtilen giinlerde colon ve ince bagirsaklara ait lenfosit halesi homojen olarak elde

edilemediginden bu numunelerde ILC frekanslar1 saptanmadi.
3.2. Lenfositlerden ILC’lerin Elde Edilmesi

3.2.1. Lenfositler Icerisindeki ILC Popiilasyonunun Total Yiizdesi ile Mutlak

Sayilarinin Belirlenmesi

Lenfositler (her kuyucukta 2 organdan elde edilen sekilde) 96 kuyucuklu yuvarlak
tabanli plaka’ya (96-well round bottom plate) yerlestirildi. Hiicreler oda sicakliginda
400 g’de santrifiij edilerek, siipernatantlar1 uzaklastirildi. Ardindan kuyucuklarda
bulunan hiicreler staining buffer (PBS ve %2 fetal bovin serum [FBS]) ile ¢oziilerek

transkripsiyon faktor (TF) boyamasina hazir hale getirildi.
3.2.2. TF Boyamasi

Kuyucuktaki hiicrelere 1ul Fe-block kullanilarak 5 dk bloklama yapildi. ILC1 ve NK
hiicrelerini beraber boyamak i¢in TF-Mix (karisim) 2, ILC2 ve ILC3’leri boyamak igin
de TF-Mix 1 hazirlandi. Her iki karisimda da ortak olarak ylizey boyama antikorlari
bulunmaktaydi. ILC’ler asagida belirtilen Mix 1 ve Mix 2 lineage kokteyli ile karanlik
ortamda, +4 °C’de 30 dk boyand1. Hiicre i¢i transkripsiyon faktorlerinin tespit edilmesi
icin True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Cat# 424401, Biolegend, Dr.
Eken’in katkilariyla) iireticinin talimatlarina uygun sekilde kuyucuklara uygulanarak;
hiicre i¢i Eomes, T-bet, GATA-3 ve RORyt antikorlari ile boyandi. Sonrasinda boyanan
hiicreler stain buffer ile 2 kez yikandi. 400 g’de 3 dk santrifiij yapilarak iizerinde biriken
siipernatant atildi. Elde edilen numuneler flow sitometri (akis sitometri) FACSAria III
(BD Accuri™ C6) cihazinda incelendi. Kullanilan antikorlar ile Mix’ler asagida

verilmistir.
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3.2.3. Antikorlar, Katalog Numaralar1 ve Mensei

Calismada kullanilan antikorlar ile hiicre i¢ci TF ve sitokin kitlerine ait katalog
numaralar1 ile menseisi su sekildedir; PE anti-rat CD3 Antibody (Cat#550353, BD
Biosciences), PE anti-rat Ig light chain k Antibody (Cat#553873, BD Biosciences), PE
anti-rat CD172a (SIRPa) Antibody (Cat#204706, Biolegend), Rat IL-7R alpha/CD127
Alexa Fluor® 488-conjugated Antibody (Cat#FAB8484G100UG, R&D systems), BD
Pharmingen™ PE-Cy™7 Mouse anti-GATA3 (Cat#560405, BD Biosciences), ROR
gamma (t) Monoclonal Antibody (AFKJS-9), APC, eBioscience™ (Cat#17-6988-82,
ThermoFisher), PerCP-Cy™5.5 Mouse anti-T-bet (Cat#561316, BD Biosciences),
EOMES Monoclonal Antibody (Danllmag), PECyanine7, eBioscience™ (Cat#25-
4875-82, Thermo Fisher), PE/Dazzle™ 594 anti-mouse CD196 (CCR6) Antibody
(Cat#129822, Biolegend), APC anti-rat CD335 (NKp46) Antibody (Cat#250808,
Biolegend), Alexa Fluor® 647 anti-rat IFN-y Antibody (Cat#562213, BD Biosciences),
IL-17A Monoclonal Antibody (eBiol7B7), PerCPCyanine5.5 (Cat# 45-7177-82,
ThermoFisher), True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set (Cat# 424401,
Biolegend, Dr.  Eken’in  katkilariyla), @ BD  Cytofix/Cytoperm™  Plus
Fixation/Permeabilization Kit (with BD GolgiStop™ protein transport inhibitor) (Cat.
No. 554715, BD Biosciences, Dr. Eken’in katkilariyla).

TF Mix 1

—
PE anti-rat CD172a (SIRPa)
PE anti-rat CD3

S—

PE anti-rat Ig light chain kappa Surface Mix (ylizey
boyamasi)

R

Rat IL-7R alpha/CD127 Alexa Fluor® 488-conjugated
PE/Dazzle™ 594 anti-mouse CD196 (CCR6)
ROR gamma (t) Monoclonal Antibody (AFKJS-9), APC,eBioscience™

BD Pharmingen™ PE-Cy™7 Mouse anti-GATA3
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TF Mix 2

—
PE anti-rat CD172a (SIRPa)
PE anti-rat CD3 _—
PE anti-rat Ig light chain kappa Surface Mix (yiizey
boyamasi)
[

Rat IL-7R alpha/CD127 Alexa Fluor® 488-conjugated

PE/Dazzle™ 594 anti-mouse CD196 (CCR6)

PerCP-Cy™S5.5 Mouse anti-T-bet

EOMES Monoclonal Antibody (Danl1mag), PECyanine7, eBioscience™

3.3. ILC’lerin Sitokin Uretim Kapasitesi

ILC’lerin sitokin {iretim kapasitleri IFN-y ve IL-17A sitokinlerine gore belirlendi.

3.3.1. Lenfositler icerisindeki ILC Islevselliginin Sitokin Uretme Kapasitelerine

Gore Belirlenmesi

ILC’lerin sekrete ettigi IFN-y ve IL-17A sitokinlerinin diizeylerini 6l¢gmek i¢in hiicre igi
sitokin boyamasi yapildi. Bu boyama yapilmadan once hiicreler Mix1 ve Mix2’de
belirtilen ortak hiicre yiizey boyamalarma (CD172a (SIRPa, CD3, Igk, CD127) tabii
tutuldu. Hiicre i¢i sitokin boyamasi i¢in her kuyucuk phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA)/lonomycin/Golgi Plug ile toplamda 4 saat indiiklendi. Ozetle, IFN-y ve IL-17A
sitokinlerinin tespit edilmesi amaciyla hiicreler 1 pg/mL ionomisin ve 10 ng/mL PMA
ile 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun son 3 saatinde Golgi Stop eklendi. Hiicrelerin
fiksasyonunu ve permeabilizasyonunu saglamak i¢in “BD Cytofix/Cytoperm™ Plus
Fixation/Permeabilization Kit (with BD GolgiStop™ protein transport inhibitor)”, (Cat.
No. 554715, BD Biosciences, Dr. Eken’in katkilariyla) kullanildi. Kisacasi bu kit hiicre
i¢i sitokinlerin florokrom konjuge anti-sitokin antikorlarmi boyadi. Once fiksasyon
islemi gergeklestirildi. 4X fiksasyon buffer 1X fiksasyon buffere seyreltildi. Her
kuyucukta 100 pl fiksasyon buffer olacak sekilde oda sicakliginda, 30 dk karanlikta
bekletildi. 96 kuyucuklu yuvarlak tabanli plaka 400 g’de 3 dk santrifiij edilerek,
stipernatant atildi. 10X permeabilizasyon buffer distile su ile 1X permeabilizasyon

buffere seyreltildi. Her kuyucukta 150 pl olacak sekilde permeabilizasyon buffer
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eklendi. Hiicreler oda sicakliginda 30 dk karanlikta bekletildi. 400 g’de 3 dk santrifiije
edildikten sonra siipernatant atildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Ardindan her kuyucuga
lineage antikor kokteyli ile permeabilizasyon buffer -her kuyucukta 20 ul olacak
sekilde- dagitildi. 96 kuyucuklu yuvarlak tabanli plaka oda sicakliginda, karanlikta 30
dk bekletildi. Son olarak numuneler 200 pl staining buffer ile yikanarak flow sitometri
cihazinda incelendi. Bu islemde kullanilan lineage kokteyli ile sitokin diizeylerini

belirleyen antikorlar asagida verilmistir.

Hiicre ici sitokin boyama mixi

PE anti-rat CD172a (SIRPa)

PE anti-rat CD3

PE anti-rat Ig light chain kappa

Rat IL-7R alpha/CD127 Alexa Fluor® 488-conjugated
PE/Dazzle™ 594 anti-mouse CD196 (CCR6)

IL-17A Monoclonal Antibody (eBio17B7), PerCPCyanine5
Alexa Fluor® 647 anti-rat IFN-y

3.4. Flow Sitometri Cihazinda Sigcan ILC’lerinin Tespit Edilmesi i¢cin Uygulanan

Kapilama Stratejisi

Flow sitometri cihazi, floresan boyalarla goriiniir hale gelen hiicrelerin ig¢i ile yiizeyinin
belirlenmesi islemini yani immunofenotiplemeyi saglar. Bu cihazda akinti igerisinde
ilerleyen hiicreler boyanmis antikorlar vasitasiyla say1 ve ylizde olarak belirlenir. Flow
sitometri cihazinda incelenen hiicreler; biiyiikliikk (FSC), graniiler yap1 (SSC), ylizey
antijenlerine gore tespit edilir. Hiicrelerin yiizey antijenleri “Cluster of Differantiation
(Baskalagim Kiimesi)” yani “CD” ile ifade edilir. Calismada TF Mix 1 ve TF Mix 2’de
yer alan ILC’leri tespit etmek amaciyla once lenfositlerin bulundugu alan se¢ildi.
Burada yapilan kapilama igerisinden “single cells” secildi. Single cells igerisinde
yapilan kapilama ile CD3 IgK'SIRPa (Lin) CD127 hiicrelerin bulundugu alana gegildi.
Burada iki farkli kapilama yapildi. Kapilamalar daha 6nce yapilan sigan ¢alismasindaki
CDI127 ekspresyonuna gore belirlendi (Sudworth ve ark., 2022). Bu kapilamalar
CD127yi iyi/yliksek eksprese eden (™) ve orta derecede ifade eden (™) seklindeydi.
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LinCD127%™ ve Lin'CD127" kapilamalarinda TF Mix 1’de RORyt ve GATA-3
ekspresyonuna gore hiicrelerin yilizdesi belirlendi (Sekil 3.2). Benzer sekilde TF Mix 2
icin daha 6nce belirtilen kapilamalar uygulanarak T-bet ve EOMES ekspresyonlarina
gore NK hiicreleri ile ILCI1 yiizdesi belirlendi (Sekil 3.3). Sekil 3.2 ve 3.3’te, ilk
grafikte goriilen lenfosit iceren alanin hemen {istlinde beads (boncuk) ylizdesi
bulunmaktadir. Bu alanda bulunan hiicre benzeri yapilar aslinda hiicrelerin mutlak
sayilarinin (absolute number) edilmesini saglayan mikro boncuklardir. Mutlak sayim
boncuklar1 ILC igeren orneklere karistirilir, tespit edilen alandaki yiizdeyle oran oranti
yapilarak hem lenfosit hem de incelenen alandaki hiicre sayisi tespit edilmis olur. Bu
calismada kullanilan beads sayis1 2000 adet oldugundan Sekil 3.2°deki colon’a ait
numune deki lenfositlerin mutlak sayis1 (2000x44,1)/0,34= 259.411 olarak elde edilir.
Benzer denklem tiim kapilamalara uygulanarak, hiicre yiizdesinden mutlak hiicre
sayilarini elde etmek miimkiin olur. ILC’lerin tespit edilmesi ise daha once belirtilen
transkripsiyon faktorlerine gore yapilir. Kabaca eger bir hiicre daha once bahsedilen i¢
kapilamadan birinde yer aliyor -varsayalim CD127%™ de yer alsin- ve RORyt eksprese
ederken ("), Gata-3 eksprese etmiyorsa () bu hiicre ILC3’tiir denilebilir. Bu analiz
ettigimiz  hiicreyi ise “CD3’IgK'SIRPa’CD127"™Gata-3RORyt™ veya “Lin’
CD127%™Gata-3RORyt™ olarak tanimlayabiliriz. Lin~ ‘nin daha oénceden belirtildigi
gibi hiicre belirteci oldugu ve c¢alismada CD3, IgK ve SIRPa’nin belirteglerini
kullandigimiz1 belirtmekte fayda var. Sicanlarin daha Onceki caligmalarda bu ii¢

belirteci eksprese etmedigi gosterilmistir (Sudworth ve ark., 2022).
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Sekil 3.2. TF Mix 1’e ait ILC2 ve ILC3’lerin tespiti i¢in uygulanan kapilama stratejisi,
colon Ornegi (Kapilama stratejisi Flow Jo ile tasarim ise BioRender.com ile
olusturuldu).
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Sekil 3.3. TF Mix 2’ye ait NK hiicreleri ile ILC1’lerin tespiti i¢cin uygulanan kapilama
stratejisi, karaciger ornegi (Kapilama stratejisi Flow Jo ile tasarim ise BioRender.com

ile olusturuldu).
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3.5. Flow Sitometri Cihazinda Sican ILC’lerinin Hiicre I¢i Sitokin Uretim

Kapasitesinin Tespit Edilmesi icin Uygulanan Kapilama Stratejisi

Hiicre i¢i sitokin iiretim kapasitesinin belirlenmesi i¢in TF Mix1 ve TF Mix2 kisminda
bahsedilen yol izlendi. Numuneler TF boyamasina tabii tutulmayarak, ILC’leri
lenfositlerden ayiran antikorlar ile sitokin tretimlerini belirleyen IFN-y ve IL-17A
antikorlart kullanildi. Sekil 3.4’te belirtilen ilk grafikte lenfositler secilerek kapilama
yapilarak single cells goriildii. Ardindan single cells icinde kapilama yapilarak Lin
CD127 eksprese eden hiicrelere ulasildi. Burada CD127’yi eksprese eden hiicreler
icerisinde LinCD127%™ ve Lin'CD127" seklinde iki kapilama daha yapildi. Her
kapilama igerisinde hem IFN-y hem de IL-17A sekrete eden hiicrelerin ylizdesi tespit
edildi. Bu tespit Flow Jo analiz programinda X ekseninin antikora gore degistirilmesi ile
yapildi. Mutlak sayim boncuklarinin lenfosit yiizdesine oran-oranti ile hesab1 yapilarak
IFN-y ve IL-17A sekrete eden hiicrelerin mutlak sayilarina ulasildi. Sekil 3.2, 3.3 ve
3.4’te belirtilen kapilama stratejisinde colon ve karaciger Ornegi kullanildi. Diger

organlarin tamaminda kapilama stratejisi ayr1 ayr1 belirlenerek uygulandi.
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Sekil 3.4. ILC’lerin hiicre i¢i sitokin iiretim tespiti i¢in uygulanan kapilama stratejisi,
colon oOrnegi (Kapilama stratejisi Flow Jo ile tasarim ise BioRender.com ile
olusturuldu).
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3.6. istatistiksel Analiz

Ornekler akis sitometrisi ile analiz edilmis ve FlowJo Tristar yazilimi kullanilarak
kapilama stratejileri uygulanarak mutlak hiicre sayilar1 ve hiicre frekanslar1 saptanmustir.
FlowJo Tristar'dan elde edilen veriler GraphPad Prism 9 yazilimina aktarilmistir.
Verilerin normallik testleri Shapiro-Wilk testi kullanilarak yapilmigtir. Verilerin normal
dagilmadig: iki gruplu ornekler igin two-tailed Mann-Whitney U testi uygulanmistir.
Normal dagilim gostermeyen ikiden fazla gruplu orneklere Kruskal-Wallis H testi
uygulanmustir. Gruplar arasi ¢oklu karsilagtirmalarda anlamlilik post hoc Dunn's testi ile
belirlenmistir. p degerinin 0,05'ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir (p < 0,05).
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4. BULGULAR

Sicanlardaki lenfosit popiilasyonu i¢inde ILC'leri tanimlamak i¢in kullanilan strateji,
siganlarda daha Once yapilan galismalara dayanarak belirlenmistir (Sudworth ve ark.,
2022). Sicanlarda T hiicreleri CD3", B hiicreleri Ig kappa zinciri® ve monositler,
makrofajlar, graniilositler ve dendritik hiicreler SIRP-a ifade eder. Bu soy belirteglerini
(Lin") ifade etmeyen ancak CD127, Eomes, T-bet, RORyt ve GATA-3"i ifade eden
hiicreler, ILC'leri tanimlamak ig¢in kullanilmistir. Literatiirdeki 6nceki ¢alismalardan
esinlenerek, NK hiicreleri Lin'CD127%™"T-bet"Eomes®, ILC1'ler Lin'CD127"™"T-
bet'Eomes’, ILC2'ler LinCD127%™"Gata-3" ve ILC3'ler Lin CD127“™RORyt" olarak

tamimlanmustir (Sudworth ve ark., 2022).

Lin"cD1274mM kapilamalarinda, 6zellikle postnatal dalakta bol rezervuarlara sahip Lin
CD127%™MT_pet Eomes® hiicreleri tespit edilmistir. Sicanlarda daha oOnce rapor
edilmeyen bu hiicreler, literatiirdeki fare calismalarina dayanarak NK 6ncii hiicreleri
(NKp hiicreleri) olarak kabul edilmistir (Liang ve ark., 2024; Townsend ve ark., 2004).
Ayrica, akis sitometrisi analizlerinde, hem ILC2 hem de ILC3 soy belirteclerini ifade
eden Lin'CD127"™MGATA3"*RORyt" hiicreleri tespit edilmistir. Siganlarda daha énce
rapor edilmemis olmasina ragmen, bu hiicreler, her iki ILC soy belirtecini de ifade

etmeleri nedeniyle ILC2/ILC3 olarak adlandirilmistir.

4.1. Hepatik ILC’lerin Farkhh Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait karacigerlerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Karacigerde ILC’ler E12.5, E16.5, E20.5,
PN7 ve PN30’da incelendi. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow
sitometri analiz programinda Sekil 4.1°de gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu
kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler igerisinden ILC2,

ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.
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Sekil 4.1. Hepatik ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler icerisinde tespit edilmesi
icin farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri
canlt hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri diglayan prensiple olusturuldu. Her zaman
noktasina ait grafik satir1, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk,
Sirp-a.
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Hepatik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil 4.2°de
verildi. LinCD127"™ kapilamasindaki hepatik ILC2 frekansi, PN30’da PN7, E20.5 ve
E16.5’e gore anlamli artis gosterdi. Aym1 kapilamadaki hepatik ILC2 sayis1t E12.5’ten
E16.5’e dogru anlamli azalma gosterdi. LinCD127" kapilamasindaki ILC2 frekansi
E12.5’ten E16.5’e dogru anlamli azalma gosterirken, PN7’den PN30’a dogru anlaml
artis gosterdi. Bu kapilamadaki ILC2 sayis1 E20.5’te E12.5’e gore anlamli olarak daha
fazlaydi.
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Sekil 4.2. Hepatik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyani1 gosterir. "+"
ortalamayi, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001).

Hepatik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarna iliskin analiz sonuglart Sekil
4.3’te verildi. LinCD127%™ kapilamasindaki hepatik ILC2/ILC3 frekans1 E12.5’te hem
E20.5 hem de PN7’den anlamli olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada E16.5’teki
ILC2/ILC3 sayist E12.5’e gore anlamli artig gosterdi. Lin'CD127" kapilamasindaki
ILC2/ILC3 frekansinda PN7°den PN30’a dogru anlaml artis saptandi. Bu kapilamadaki
ILC2/ILC3 sayis1 E20.5’te hem E12.5 hem de PN7°den anlamli olarak daha fazlayda.
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Sekil 4.3. Hepatik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamay1, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu

karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01).

Hepatik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar1 Sekil 4.4’te
verildi. Lin'CD127"™ kapilamasindaki hepatik ILC3 frekansi E12.5’te PN30’dan
anlaml olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada ILC3 sayis1 E12.5’ten E16.5’e dogru
anlamli azalma gosterirken, E16.5’te PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Ayni
kapilamadaki ILC3 sayus E20.5’te PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD127"
kapilamasindaki hepatik ILC3 frekans1t PN30’da hem E16.5 hem de E12.5’ten anlamh
olarak daha azdi. Bu kapilamada ILC3 sayisinin E20.5’te hem PN30 hem de E12.5’ten

anlamli olarak daha fazla oldugu saptandi.
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Sekil 4.4. Hepatik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali§1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamay1, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01, ***: p <0.001).

Farkli zaman noktalarina ait karacigerlerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo
Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.5’te gosterilen kapilama
stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler
icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilar
belirlendi. E12.5’te yetersiz antikor miktarindan dolayt NKp ve NK hiicreleri ile

ILC1’ler incelenemedi.
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Sekil 4.5. Hepatik NKp ve NK hiicreleri ile ILC1’lerin lenfositler igerisinde tespit
edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her
zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.

Hepatik NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lerin frekans ve hiicre sayilarina iliskin
analiz sonuclar1 Sekil 4.6’da verildi. Lin'CD127%™ kapilamasindaki hepatik NKp hiicre
frekans1 PN30’da E20.5’ten anlaml olarak daha fazlaydi. Lin'CD127" kapilamasindaki
hepatik NKp hiicre frekans1 E20.5’te hem PN7 hem de PN30’dan anlamli olarak daha
azdi. Bu kapilamadaki NKp hiicre sayis1 PN7°de hem PN30 hem de E16.5’ten anlamli
olarak daha fazlayd.
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Sekil 4.6. Hepatik NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 icin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisim belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Hepatik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar1 Sekil
4.7°de verildi. LinCD127%™ kapilamasindaki hepatik NK hiicre frekansi PN30’da
E20.5’ten anlamli olarak daha fazlayda. Lin CD127" kapilamasindaki hepatik NK hiicre
say1s1t PN7°de hem PN30 hem de E16.5’ten anlaml1 olarak daha fazla saptandi.
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Sekil 4.7. Hepatik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyani
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Hepatik ILC1’lerin frekans ve hiicre sayilarina iligkin analizler Sekil 4.8’de verildi. Lin
CD127%m kapilamasindaki hepatik ILC1 frekansi PN7 ve PN30’da E16.5’ten anlamli
olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada ILC1 sayist PN30’da PN7’den anlamli olarak azdi.
LinCD127" kapilamasindaki hepatik ILC1 frekanst PN7’den PN30’a dogru anlamh
olarak artis gosterdi. Bu kapilamadaki ILC1 sayis1 PN30’da hem PN7 hem de E20.5’ten

anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.8. Hepatik ILC1 lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Hepatik ILC’lerin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda sitokin {iretim kapasitlerini

tespit etmek i¢in uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.9°da verildi.
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Sekil 4.9. Hepatik ILC’lerin sitokin iiretim kapasitesini tespit etmek i¢in uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, o6lii hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti
deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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Hepatik ILC’lerin IFNy iiretim frekansi ile IFNy iireten hiicre sayilarina iliskin analiz
sonuglar1 Sekil 4.10°da verildi. Lin CD127%™ kapilamasinda E16.5’te IFNy iireten hiicre
saptanmadi. Bu kapilamada IFNy iireten hepatik ILC frekans1 PN7 ve PN30’da E16.5’¢
gore anlaml artis gosterdi. Bu kapilamada IFNy iireten hiicre sayis1t E12.5’ten E16.5’¢
dogru anlamli olarak azaldi. Buna karsin E16.5’ten E20.5, PN7 ve PN30’a dogru
anlaml artis gosterdi. Ayn1 zamanda bu kapilamada IFNy iireten hiicre sayis1 PN30’da
hem E12.5 hem de E20.5’ten anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.10. IFNy iireten hepatik ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyani gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini ve "nd" hiicre
veya frekans tespit edilemedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal
Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi
ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p <
0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p <0.0001).

Hepatik ILC’lerin IL-17A fretim frekansi ile IL-17A f{reten hiicre sayilarina iliskin
analiz sonuclar1 Sekil 4.11°da verildi. Lin'CD127%m kapilamasinda E16.5’te IL-17A
iireten hiicre saptanmadi. Bu kapilamada hepatik ILC’lerin IL-17A iiretim frekansi
E16.5’e gore E20.5 ve PN7°de anlamli olarak daha fazlaydi. Ayrica E20.5 ve PN7°de
IL-17A iretim frekans1 PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD1274™

kapilamasinda IL-17A iireten hepatik ILC sayist PN30’da hem PN7 hem de E20.5’ten
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daha azdi. Bu kapilamada IL-17A iireten hepatik ILC sayis1t E20.5’te E16.5’ten anlamli
olarak daha fazlaydi. LinCD127" kapilamasindaki hepatik ILC’lerin IL-17A iiretim
frekans1 E12.5°te E16.5 ve PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada IL-
17A ireten hepatik ILC sayis1 E20.5’te hem E12.5 hem de PN30’dan anlamli olarak
daha fazlaydi. Benzer sekilde ayni kapilamada IL-17A iireten hepatik ILC sayisi
PN7°den PN30’a dogru anlamli azalma gostermekteydi.
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Sekil 4.11. IL-17A iireten hepatik ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyani gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini ve "nd" hiicre
veya frekans tespit edilemedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal
Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi
ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gdsterilmistir (*: p <
0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarinda ILC alt tiplerinin total ILC’ler igerisindeki ylizdelerini ve
hiicre sayilarin1 gosteren pasta grafikleri Sekil 4.12°de verildi. E12.5’te NKp ve NK
hiicreleri ile ILCI’lerin tespit edilememesinin nedeni gere¢ ve yontem boliimiinde
detayli olarak belirtildi. E12.5’te hepatik ILC3’ler baskin ILC alt tipiydi. E16.5’te
hepatik ILC3’lerin total ILC’ler arasindaki ylizdesinde artis goriildi. E20.5’te de
hepatik ILC3’ler karacigerin baskin ILC alt tipi olmaya devam etti. Buna karsin
ILCTI’lerin total ILC’ler arasindaki oraninda bariz artis oldugu saptandi. PN7’de NKp
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hiicreleri stirpriz bir sekilde karacigerin baskin ILC alt tipi olarak saptandi. PN30’da
NKp hiicreleri karacigerin baskin ILC alt tipi olmaya devam etti. Buna karsin
ILC2’lerin yiizdelerindeki bariz artis gdze c¢arpmaktaydr. Onciil hiicreler dahil
edilmediginde, hepatik ILC3’lerin prenatal dénem ile dogumdan sonraki ilk haftada
karacigerin baskin ILC alt tipi oldugu saptandi. Ancak PN30’da karaciger baskin ILC
alt tipi ILC2 olarak saptandi.
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Sekil 4.12. Hepatik ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki yiizde ve hiicre sayilarini
gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki tiim kuyucuklarda
tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler igerisinde kapladig:
yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her renk farkli ILC alt tipini
temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi, kendine ait zaman
noktasindaki tiim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisin1 gostermektedir. PN30’da
alt1 kuyucuk, diger giinlerde bes kuyucuk yer almaktadir.

4.2. Akciger ILC’lerinin Farklhi Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait akcigerlerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Akcigerde ILC’ler sadece E20.5, PN7 ve
PN30’da incelendi. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow sitometri
analiz programinda Sekil 4.13°de gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu
kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler icerisinden ILC2,

ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilari belirlendi.
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Sekil 4.13. Akcigerdeki ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler igerisinde tespit
edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her
zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.

Akcigerdeki ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarma iliskin analiz sonuglari Sekil
4.14’de verildi. Lin'CD127%™ kapilamasindaki ILC2 frekans1 E20.5’te PN30’dan
anlaml olarak daha fazlaydi. Bu kapilamadaki ILC sayis1 PN7°de PN30’dan anlamli
olarak daha fazla saptandi. Lin CD127" kapilamasindaki ILC2 frekans1 PN7°de
PN30’dan anlamli olarak fazlaydi. Bu kapilamada ILC2 sayisi PN7’de PN30’dan

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.14. Akcigerdeki ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamay1, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Akcigerdeki ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil
4.15’te verildi. LinCD127%™ kapilamasindaki ILC2/ILC3 frekansi E20.5°te PN30’dan
anlamli olarak daha fazlaydi. Bu kapilamadaki ILC2/ILC3 sayist E20.5’te PN30’dan
anlaml olarak daha fazla saptandi. Lin'CD127" kapilamasindaki ILC2/ILC3 frekansi

E20.5’te PN7’den anlamli olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada ILC2/ILC3 sayisi
PN30’da hem PN7 hem de E20.5’ten anlaml1 olarak daha azdi.
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Sekil 4.15. Akcigerdeki ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilara iligkin analiz
sonuclarl. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 icin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamay1, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Akcigerdeki ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari Sekil
4.16°da verildi. incelenen iki kapilamada ILC3 frekans1 E20.5’te PN30’dan anlamli
olarak daha fazla saptandi. Bu kapilamalardaki hiicre sayilar1 PN7°de PN30’dan anlamli

olarak daha fazla saptandi.
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Sekil 4.16. Akcigerdeki ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢cin n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarina ait akcigerlerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo
Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.17°de gosterilen kapilama
stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler
icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilari

belirlendi.
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Sekil 4.17. Akcigerdeki NKp hiicreleri ve NK hiicreleri ile ILC1’lerin lenfositler
igerisinde tespit edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri.
Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, Olii hiicreleri diglayan prensiple
olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti deneyi temsil
etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a.

Akcigerdeki NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglart Sekil

4.18°de verildi. Incelenen iki kapilamada akcigerdeki NKp hiicre frekanst PN30’da

E20.5’ten anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD127%™ kapilamasindaki NKp hiicre

sayist PN7°de PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD127" kapilamasindaki
NKp hiicre sayis1t PN7°de hem E20.5 hem de PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.18. Akcigerdeki NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilaria iliskin analiz
sonuglari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p

<0.001, ****: p <0.0001).

Akcigerdeki NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligskin analiz sonuglar1 Sekil

4.19°da verildi. Incelenen iki kapilamada NK hiicre sayis1 PN7°den PN30’a dogru

anlaml azald.
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Sekil 4.19. Akcigerdeki NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarma iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 icin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisim belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Akcigerdeki ILCI’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari Sekil
4.20°de verildi. LinCD127%™ kapilamasindaki ILC1 frekans1 PN7°de E20.5’ten anlaml
olarak daha fazlaydi. Lin'CD127" kapilamasindaki ILC1 frekansinin PN30’da E20.5’ten
anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii. Incelenen iki kapilamada ILC1 sayist

PN7’den PN30’a dogru anlaml1 azalma gosterdi.
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Sekil 4.20. Akcigerdeki ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢cin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Akciger ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarmmi dogrultusunda sitokin {iretim

kapasitlerini tespit etmek i¢in uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.21°de verildi.
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Sekil 4.21. Akciger ILC’lerinin sitokin iiretim kapasitesini tespit etmek i¢in uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6li hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti
deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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Akciger ILC’lerinin IFNy tiretim frekansi ile IFNy {ireten hiicre sayilarina iliskin analiz
sonuglart Sekil 4.22°de verildi. Incelenen kapilamalarda IFNy iireten ILC frekansi
E20.5’te PN7’den anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD1274™m kapilamasinda IFNy
ireten ILC sayis1 E20.5’ten PN7’ye dogru anlamli azalma gosterdi. LinCD127"
kapilamasinda IFNy tireten ILC sayis1t PN7’den PN30’a dogru anlaml1 olarak azaldi.
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Sekil 4.22. IFNy iireten akciger ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuglarl. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini1 ve "nd" hiicre
veya frekans tespit edilemedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal
Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi
ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gdsterilmistir (*: p <
0.05, **: p < 0.01, ***: p<0.001, ****: p <0.0001).

Akciger ILC’lerinin IL-17A iiretim frekansi ile IL-17A iireten hiicre sayilarma iliskin
analiz sonuglar1 Sekil 4.23°de verildi. Lin CD127%™ kapilamasinda IL-17A iireten ILC
frekanst PN30’da E20.5 ve PN7’ye gore anlamli azalma gosterdi. Incelenen iki
kapilamada IL-17A {ireten ILC sayis1t PN7’den PN30’a dogru anlamli olarak azaldi.
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Sekil 4.23. IL-17A iireten akciger ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclarl. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢cin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyani gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisin1 ve "nd" hiicre
veya frekans tespit edilemedigini belirtir. Normal dagilim géstermeyen veriler Kruskal
Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi
ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gdsterilmistir (*: p <
0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarinda akcigerdeki ILC alt tiplerinin total ILC’ler igerisindeki
yiizdelerini ve hiicre sayilarmi gosteren pasta grafikleri Sekil 4.24’te verildi. E20.5’te
akcigerde ILC2’ler baskin ILC alt tipiydi. PN7°de ILC3’ler akcigerdeki baskin ILC alt
tipi oldu. PN30’da NKp hiicreleri baskin ILC alt tipi olarak saptandi. ILC1’ler PN30’da
stirpriz bir sekilde total ILC’lerin %24’ {inli olusturmaktaydi.
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Sekil 4.24. Akciger ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki yiizde ve hiicre sayilarini
gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki tiim kuyucuklarda
tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler igerisinde kapladigi
yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her renk farkli ILC alt tipini
temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi, kendine ait zaman
noktasindaki tiim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisin1 gostermektedir. PN30’da
alt1 kuyucuk, diger gilinlerde bes kuyucuk yer almaktadir.

4.3. Dalak ILC’lerinin Farkli Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait dalaklardan elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Dalakta ILC’ler sadece E20.5, PN7 ve
PN30°da incelendi. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adl1 flow sitometri
analiz programinda Sekil 4.25’te gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu kapilama
stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler igerisinden splenik ILC2,

ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.
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Sekil 4.25. Splenik ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler igerisinde tespit edilmesi
icin farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri
canlt hiicreleri dahil eden, 6li hiicreleri diglayan prensiple olusturuldu. Her zaman
noktasina ait grafik satir1, bagimsiz bes-altt deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk,
Sirp-a.

Splenik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar Sekil 4.26°da
verildi. Incelenen kapilamalarda ILC2 frekans1 E20.5’te PN30’dan anlamli olarak daha
fazlaydi. LinCD127" kapilamasindaki ILC2 sayis1 E20.5’te PN30’dan anlamli olarak
daha fazlaydi.
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Sekil 4.26. Splenik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Splenik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil
4.27°de verildi. LinCD1274™ kapilamasinda ILC2/ILC3 frekans1 E20.5’te PN30’dan
anlamli olarak daha fazlaydi. Benzer anlamlilik bu kapilamadaki ILC2/ILC3 sayist i¢in
gecerliydi. Lin'CD127" kapilamasindaki ILC2/ILC3 sayist E20.5’te PN7 ve PN30’dan

anlaml olarak fazlaydi. Benzer anlamlilik bu kapilamadaki ILC2/ILC3 sayisi i¢in de
gecerliydi.
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Sekil 4.27. Splenik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilara iliskin analiz
sonuglari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 igin
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini, "nd"
frekans veya hiicre saptanmadigini belirtir. Normal dagilim géstermeyen veriler Kruskal
Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi
ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p <
0.05, **: p<0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Splenik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar Sekil 4.28°de
verildi. LinCD127%™ kapilamasinda ILC3 frekansi E20.5°te PN30’dan anlamli olarak
daha fazlaydi. Benzer anlamlilik bu kapilamadaki ILC3 sayisi i¢in gegerliydi. Lin’
cb127" kapilamasindaki ILC3 frekans1 E20.5’te PN7’den anlamli olarak fazlaydi. Bu
kapilamadaki ILC3 sayis1 E20.5’ten PN30’a dogru anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.28. Splenik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamay1, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisin1 belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarina ait dalaklardan elde edilen lenfositler, gere¢c ve ydntem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo
Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.29°da gosterilen kapilama
stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler
icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilar

belirlendi.
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Sekil 4.29. Splenik NKp hiicreleri ve NK hiicreleri ile ILC1’lerin lenfositler igerisinde
tespit edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her
zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.

Splenik NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil
430’da verildi. LinCD1274™ kapilamasinda NKp hiicre frekanst PN7’den PN30’a
dogru anlamli azalma gdsterdi. Bu kapilamada NKp hiicre sayis1 E20.5’ten PN7’ye
dogru anlamli artig gosterdi. LinCD127" kapilamasinda NKp hiicre frekanst PN30’da
E20.5 ve PN7’den anlamli olarak daha azdi. Bu kapilamada NKp hiicre sayis1t PN7’den

PN30’a dogru anlaml1 azalma gosterdi.
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Sekil 4.30. Splenik NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 icin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisim belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Splenik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuclar1 Sekil
4.31°de verildi. LinCD127"™ kapilamasinda NK hiicre frekanst E20.5’te PN30’dan
anlaml olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada NK hiicre sayis1t PN7’den PN30’a dogru
anlamli azalma gosterdi. Lin'CD127" kapilamasinda NK hiicre frekanst PN7’den
PN30’a dogru anlamli azalma gosterdi. Bu kapilamadaki NK hiicre sayist PN7’de
PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.31. Splenik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansim1 ve "#" hiicre sayisini, "nd"
frekans veya hiicre tespit edilmedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler
Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc
Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gdsterilmistir
(*: p<0.05, ¥*: p<0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Splenik ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil 4.32°de
verildi. LinCD127%™ kapilamasinda ILC1 frekanst PN7°de hem E20.5 hem de
PN30’dan anlamli olarak daha fazlayd:. Lin'CD127" kapilamasinda ILC1 frekansi

E20.5’ten PN7’ye dogru anlaml artis gosterdi. incelenen kapilamalardaki ILC1 sayis1
E20.5’ten PN7’ye dogru anlamli artig gosterdi.
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Sekil 4.32. Splenik ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyani
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Dalak ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda sitokin tiretim kapasitlerini

tespit etmek i¢in uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.33’te verildi.

% Lenfosit % LinCD127 % Lin CD127 % LinCD127 % LinCD1274m % Lin CD1275™ % LinCD127" % Lin CD127"

E20.5
Dalak

PN7
Dalak

PN30D
Dalak

——3 SSCA

Sekil 4.33. Dalak ILC’lerinin sitokin iiretim kapasitesini tespit etmek i¢cin uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, olii hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satir1, bagimsiz bes-alti
deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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Dalak ILC’lerinin IFNy iiretim frekansi ile IFNy iireten hiicre sayilarina iliskin analiz
sonuglart Sekil 4.34’te verildi. Incelenen kapilamalarda IFNy iireten ILC frekansi
E20.5’te PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Lin CD127%™ kapilamasinda IFNy
iireten ILC sayis1t PN30’da E20.5 ve PN7°den anlamli olarak daha azdi. LinCD127"
kapilamasinda IFNy tireten ILC sayist PN30’da E20.5’ten anlamli olarak daha azd.
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Sekil 4.34. IFNy iireten dalak ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Dalak ILC’lerinin IL-17A fretim frekansi ile IL-17A f{reten hiicre sayilarina iliskin
analiz sonuglar1 Sekil 4.35°te verildi. LinCD127%™ kapilamasinda IL-17A tireten ILC
frekanst PN30’da E20.5 ve PN7’ye gore anlamli azalma gosterdi. incelenen iki
kapilamada IL-17A fireten ILC sayis1 PN30’da hem PN7 hem de E20.5’ten anlamh

olarak daha azdi.
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Sekil 4.35. IL-17A iireten dalak ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 icin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarinda dalaktaki ILC alt tiplerinin total ILC’ler igerisindeki
yiizdelerini ve hiicre sayilarini gosteren pasta grafikleri Sekil 4.36°da verildi. E20.5’e ait
dalakta splenik ILC3’ler baskin ILC alt tipiydi. PN7’de NKp hiicreleri dalakta baskin
ILC alt tip1 oldu. PN30’da NKp hiicreleri baskin ILC alt tipi olmaya devam etti.
ILC2’ler prenatal donemden postnatal doneme gore total ILC’ler arasinda daha fazla

temsil ediliyordu.
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Sekil 4.36. Dalak ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki ylizde ve hiicre sayilarini
gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki tiim kuyucuklarda
tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler igerisinde kapladigi
yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her renk farkli ILC alt tipini
temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi, kendine ait zaman
noktasindaki tim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisinit gdstermektedir. PN30’da
alt1 kuyucuk, diger giinlerde bes kuyucuk yer almaktadir.

4.4. mLN ILC’lerinin Farkli Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait mLN’lerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. mLN’lerde ILC’ler sadece E20.5, PN7 ve
PN30’da incelendi. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow sitometri
analiz programinda Sekil 4.37°de gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu
kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler igerisinden ILC2,

ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.
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Sekil 4.37. mLN’deki ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler igerisinde tespit
edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her
zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.

mLN ILC2’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglart Sekil 4.38’de
verildi. Incelenen kapilamalarda ILC2 frekans1 PN7°de PN30’dan anlamli olarak daha
fazlaydi. Lin'CD127%™ kapilamasindaki ILC2 sayis1 PN7°de PN30’dan anlamli olarak
fazlaydi. LinCD127" kapilamasindaki ILC2 sayis1 E20.5’te PN30’dan anlamli olarak
daha fazlayd.
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Sekil 4.38. mLN ILC2’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalari i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamayi, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

mLN ILC2/ILC3’lerinin frekans ve mutlak sayilarma iliskin analiz sonuglart Sekil
4.39°da verildi. incelenen kapilamalarda ILC2/ILC3 frekanst PN7°de PN30’dan anlamli
olarak daha fazlaydi. Incelenen kapilamalarda ILC2/ILC3 sayist PN7’de PN30’dan

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.39. mLN ILC2/ILC3’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

mLN ILC3’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglart Sekil 4.40’da
verildi. LinCD127%™ kapilamasindaki ILC3 frekansi E20.5°te PN30’dan anlaml olarak
daha fazla saptandi. Bu kapilamada ILC3 sayis1 PN30’da PN7 ve E20.5’ten anlamh
olarak daha az saptandi. LinCD127" kapilamasinda ILC3 sayis1 E20.5’ten PN7’ye

dogru anlamli olarak azaldi.
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Sekil 4.40. mLN ILC3’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iligskin analiz sonuglar1. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali§1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamay1, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

Farkli zaman noktalarmma ait mLN’lerden elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo
Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.41°de gosterilen kapilama
stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler

icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilar

belirlendi.
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Sekil 4.41. mLN’deki NKp hiicreleri ve NK hiicreleri ile ILC1’lerin lenfositler
icerisinde tespit edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri.
Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, O6lii hiicreleri dislayan prensiple
olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-altt deneyi temsil

etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a.

mLN’deki NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar1 Sekil
4.42°de verildi. LinCD127" kapilamasinda NKp hiicre sayis1 E20.5’te PN30’dan

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.42. mLN’deki NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuglari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamay1, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001, ****: p <0.0001).

mLN’deki NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarna iligkin analiz sonuglar1 Sekil
4.43’te verildi. LinCD127"™ kapilamasinda NK hiicre sayis1 E20.5’te PN7’den anlamli
olarak daha fazlayd:. Lin CD127" kapilamasindaki NK hiicre frekans1 PN7°de
PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Bu kapilamada E20.5 ve PN30°da frekans ve

hiicre tespit edilmedi.
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Sekil 4.43. mLN’deki NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclart. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 igin
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini ve "nd"
frekans veya hiicre tespit edilmedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler
Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc
Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir
(*: p<0.05, **: p<0.01, ¥**: p<0.001, ****: p <0.0001).

mLN’deki ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglart Sekil 4.44’°te
verildi. Hem Lin'CD127"™ kapilamasinda hem de Lin'CD127" kapilamasinda ILC1
frekans1 E20.5’te PN7°den anlamli olarak daha azdi. Yine bu iki kapilamada ILC1 sayist
PN7’de PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.44. mLN’deki ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligt ve medyan1
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisim1 belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001).

mLN ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda sitokin tiretim kapasitlerini

tespit etmek i¢in uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.45°te verildi.
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Sekil 4.45. mLN ILC’lerinin sitokin iiretim kapasitesini tespit etmek i¢in uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, olii hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti

deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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mLN ILC’lerinin IFNy iiretim frekansi ile IFNy iireten hiicre sayilarina iligkin analiz
sonuglart Sekil 4.46°da verildi. Incelenen kapilamalarda IFNy iireten ILC frekansi
PN30’da hem PN7 hem de E20.5’ten anlamli olarak daha azdi. Lin'CD127%™
kapilamasinda IFNy iireten ILC sayis1t E20.5’te PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi.
LinCD127" kapilamasinda IFNy iireten ILC sayis1 PN7°de PN30’dan anlamli olarak
daha fazlaydu.
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Sekil 4.46. IFNy iireten mLN ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah y1ldiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01).

mLN ILC’lerinin IL-17A iretim frekans: ile IL-17A {reten hiicre sayilarma iliskin
analiz sonuglar Sekil 4.47°de verildi. LinCD127™ kapilamasinda IL-17A iireten ILC
frekanst PN30’da E20.5 ve PN7’ye gore anlamli olarak daha azd:. Lin'CD127"
kapilamasinda IL-17A ireten ILC frekanst PN30’da PN7°den anlamli olarak daha
fazlaydi. LinCD127%™ kapilamasinda IL-17A iireten ILC sayist E20.5°te PN30’dan

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.47. IL-17A iireten mLN ILC’lerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢cin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p <0.05, **: p < 0.01).

Farkli zaman noktalarinda mLN’de tespit edilen ILC alt tiplerinin total ILC’ler
icerisindeki yiizdelerini ve hiicre sayilarin1 gosteren pasta grafikleri Sekil 4.48’de
verildi. Incelenen tiim zaman noktalarinda ILC2’ler baskin ILC alt tipiydi. ILC3’ler
E20.5’te total ILC’lerin yaklasik %27’sini olustururken bu oran PN7°de %14, PN30’da
%25 civartydi. Dogumdan bir hafta sonra ILC2/ILC3 oran artarken bu oran dogumdan
bir ay sonra azalma gostermekteydi. mLN’de tespit edilen ILC1’lerin total ILC’ler
arasindaki yeri prenatal donemden postnatal doneme geciste diisiik bir artig

gostermekteydi.
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Sekil 4.48. mLN’de tespit edilen ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki yiizde ve
hiicre sayilarini1 gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki
tim kuyucuklarda tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler
icerisinde kapladig1 yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her
renk farkli ILC alt tipini temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi,
kendine ait zaman noktasindaki tiim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisini
gostermektedir. PN30’da alt1 kuyucuk, diger giinlerde bes kuyucuk yer almaktadir.

4.5. Timus ILC’lerinin Farkli Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait timuslardan elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Timusta ILC’ler E20.5, PN7 ve PN30’da
incelendi. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow sitometri analiz
programinda Sekil 4.49’da gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu kapilama
stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler igerisinden timik  ILC2,

ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.
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Sekil 4.49. Timik ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler igerisinde tespit edilmesi
icin farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri
canlt hiicreleri dahil eden, 6li hiicreleri diglayan prensiple olusturuldu. Her zaman
noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk,
Sirp-a.

Timik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglart Sekil 4.50°de
verildi. LinCD127"™ kapilamasinda ILC2 frekansi PN7’de hem E20.5 hem de
PN30’dan anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.50. Timik ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamay1, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu

karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01).

Timik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglari Sekil

4.51°de verildi. LinCD1274™ kapilamasinda ILC2/ILC3 frekans1 E20.5’te PN7°den

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.51. Timik ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyani
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal
dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (***: p <0.001).

Timik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglart Sekil 4.52°de
verildi. LinCD127"™ kapilamasinda ILC3 frekansi E20.5’te PN7°den anlamli olarak

daha fazlaydi. LinCD127" kapilamasindaki ILC3 sayist PN7’de PN30’dan anlaml
olarak daha fazlayda.
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Sekil 4.52. Timik ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalart i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamayi, "%" hiicre frekansin1 ve "#" hiicre sayisim1 belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu
karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (**: p <0.01).

Farkli zaman noktalarina ait timuslardan elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo
Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.53’te gosterilen kapilama
stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler
icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILCI’lerin frekans ve mutlak sayilari

belirlendi.
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Sekil 4.53. Timik NKp hiicreleri ve NK hiicreleri ile ILC1’lerin lenfositler icerisinde
tespit edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her
zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.

Timik NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglart Sekil

4.54°te verildi. Incelenen her iki kapilamada NKp hiicre frekanst E20.5’ten PN7’ye

dogru anlaml artig gosterdi. Yine her iki kapilamada NKp hiicre sayis1 PN7’den PN30’a

dogru anlaml1 azalma gostermekteydi.
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Sekil 4.54. Timik NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in
n=6, diger zaman noktalar1 i¢cin n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum arali1 ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini1 ve "#" hiicre sayisim belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p
<0.001).

Timik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil 4.55°te
verildi. Incelenen kapilamalarda frekans ve hiicre sayis1 agisindan anlamli farkliliklar
saptanmadi. Ayrica PN30’a ait LinCD127" kapilamasinda timik NK hiicresi

saptanmadi.
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Sekil 4.55. Timik NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢cin n=6, diger
zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyan
gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini, "nd" frekans veya
hiicre tespit edilmedigini belirtir. Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H

testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile
yapilmistir.

Timik ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil 4.56’da
verildi. LinCD127%™ ve Lin"CD127" kapilamasinda E20.5’te ILC1 frekansi PN7 ve
PN30’dan anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.56. Timik ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari. Kutu
grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 i¢in n=6, diger zaman
noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "+"
ortalamayi, "%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz edilmistir. Coklu

karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz
isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01).

Timus ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda sitokin iiretim kapasitlerini

tespit etmek i¢in uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.57°de verildi.
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Sekil 4.57. Timus ILC’lerinin sitokin tiretim kapasitesini tespit etmek i¢cin uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, olii hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti

deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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Timik ILC’lerin IFNy iiretim frekans: ile IFNy iireten hiicre sayilarina iliskin analiz
sonuglart Sekil 4.58°de verildi. Incelenen kapilamalarda IFNy iireten ILC frekansi
PN30’da PN7 ve E20.5’ten anlamli olarak daha fazlaydi. LinCD127" kapilamasinda
IFNy tireten ILC sayis1t PN30’da PN7’den anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.58. IFNy ireten timik ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuglari. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik siyah yildiz igaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05).

Timik ILC’lerin IL-17A iiretim frekansi ile IL-17A iireten hiicre sayilarina iligkin analiz
sonuclart Sekil 4.59°da verildi. Lin'CD1274™m kapilamasinda IL-17A iireten ILC
frekanst PN30’da E20.5 ve PN7°ye anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD127"
kapilamasinda IL-17A treten ILC frekanst PN30’da PN7°den anlamli olarak daha
fazlaydi.

86



1.5%103%

4%10-1 e
£ * % 4 T
E 3x10-1 4 = < 1%10°7 -
=< RS v
o = L
== 2x10-14 = L T
5% o® + v
= =] 5x102= v
és" 1x10-1 g L |
< < | l
0 0=
E20.5 PN7 PN30 E20.5 PN7 PN30
1.5%100= 1%103=
"E * % T 81021 — -
-— < 0. E
8 = 1x10 —2 o & 6x102-
P -
55 M 52 ax10? +
[+] X - A
2o 5x10- —— g =
o ° <] + v
E E 2x1024
< < |
0 - P — 0 N .
E20.5 PN7 PN30 PN7 PN30

Sekil 4.59. IL-17A iireten timik ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarma iliskin analiz
sonuglarl. Kutu grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (PN30 icin
n=6, diger zaman noktalar1 i¢in n=5). Kutu grafigi, minimum-maksimum aralig1r ve
medyan1 gosterir. "+" ortalamayi, "%" hiicre frekansini, "#" hiicre sayisini belirtir.
Normal dagilim gostermeyen veriler Kruskal Wallis-H testi kullanilarak analiz
edilmistir. Coklu karsilastirmalar post-hoc Dunn testi ile yapilmistir. Istatistiksel
anlamlilik siyah y1ldiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p <0.01).

Farkli zaman noktalarinda timustaki ILC alt tiplerinin total ILC’ler igerisindeki
yiizdelerini ve hiicre sayilarmi gosteren pasta grafikleri Sekil 4.60’ta verildi. incelenen
tiim zaman noktalarinda ILC3’ler timus’un baskin ILC alt tipiydi. ILC3’lerden sonra en

fazla oranda saptanan ILC alt tipi ILC2’lerdi.

87



0.28% #499
1.61% #2883
2.07% #3711
25.23% #45212
58.94% #105611
11.87% #21271

0.17% #970
1.36% #7649
9.83% #55402
22.04% #124148
64.13% #361303
2.47% #13910

oompmn
oompmn

E20.5 PN7
N 0.03% #103 Il NK cells
BE 2.35% #9255 EEILC
B 1.28% #5032
BN 29.94% #118103 B NKp cells
D3 61.51% #242671 HLC2
O3 4.90% #19341 EILC3

CILC2/ILC3

PN30

Sekil 4.60. Timusta tespit edilen ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki yiizde ve
hiicre sayilarii gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki
tim kuyucuklarda tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler
icerisinde kapladig1 yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her
renk farkli ILC alt tipini temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi,
kendine ait zaman noktasindaki tiim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisin
gostermektedir. PN30’da alt1 kuyucuk, diger giinlerde bes kuyucuk yer almaktadir.

4.6. Colon ILC’lerinin Farklh Zaman Noktalarindaki Frekans ve Mutlak
Sayilarina iliskin Bulgular

Farkli zaman noktalarina ait colon’lardan elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem
boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Gereg ve Yontem boliimiinde detayli olarak
belirtilen nedenlerden o&tiirii colon’da ILC’ler sadece E20.5 ve PN7’de incelendi.
Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow sitometri analiz programinda
Sekil 4.61°de gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile
farkl1 zaman noktalarindaki lenfositler igerisinden colon’a ait ILC2, ILC2/ILC3 ve

ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.

88



% Lenfosit % Lin CD127 % Lin"CD127 % Lin CD1274m % Lin"CD127"

J121 6,07
v el
P T B
LA 1 .
£205 ] - i
Colon Byt
F z-.'M' ;
3774 4,67
~8.09 1,00

64,218,188

GATA3-PE-Cy7
GATA3-PE-Cy7
1

Sekil 4.61. Colon’a ait ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lerin lenfositler igerisinde tespit
edilmesi i¢in farkli zaman noktalarinda uygulanan kapilama stratejileri. Kapilama
stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri dislayan prensiple olusturuldu. Her

zaman noktasina ait grafik satir1, bagimsiz bes-alt1 deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3,
Igk, Sirp-a.
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Colon’a ait ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil
4.62de verildi. Lin CD127" kapilamasindaki ILC2 sayist E20.5’te PN7’den anlamli

olarak daha azdi.
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Sekil 4.62. Colon’a ait ILC2’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Sacilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5). Sag¢ilim
grafigi, minimum-maksimum arali§1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansin1 ve "#"
hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-Whitney
U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (**:
p<0.01).
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Colon’a ait ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglar1 Sekil
4.63’te verildi. Lin'CD127"™ kapilamasinda ILC2/ILC3 frekansi E20.5’te PN7°den
anlaml olarak daha fazlaydi. LinCD127" kapilamasindaki ILC2/ILC3 sayis1 E20.5°te
PN7’den anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.63. Colon’a ait ILC2/ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuglarl. Sagilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5).
Sa¢ilim grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansini
ve "#" hiicre sayisin1 belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-
Whitney U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle
gosterilmistir (*: p < 0.05, **: p<0.01).

Colon’da tespit edilen ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglari
Sekil 4.64’te verildi. Lin CD127" kapilamasindaki ILC3 hiicre sayis1 E20.5’te PN7’den

anlamli olarak daha azdi.
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Sekil 4.64. Colon’a ait ILC3’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Sagilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5). Sacilim
grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansin1 ve "#"
hiicre sayisin belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-Whitney

U testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (*: p

<0.05, **: p < 0.01, ***: p <0.001, ****: p <0.0001).

E20.5 ve PN7 zaman noktalarindan elde edilen colon’a ait lenfositler, gere¢ ve yontem

boliimiinde belirtilen deneylere tabi tutuldu. Boyama prosediirlerinden sonra FlowJo

Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil 4.65’te gosterilen kapilama

stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile farkli zaman noktalarindaki lenfositler

icerisinden NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILCI’lerin frekans ve mutlak sayilari

belirlendi.
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Sekil 4.65. Colon’a ait NKp hiicreleri ve NK hiicreleri ile ILCI’lerin lenfositler
icerisinde tespit edilmesi i¢in E20.5 ve PN7’de uygulanan kapilama stratejileri.
Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, 6lii hiicreleri diglayan prensiple

Olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti deneyi temsil
etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a.
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Colon’a ait NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligskin analiz sonuglart Sekil
4.66°da verildi. LinCD127%™ kapilamasinda NKp hiicre frekansi PN7’de E20.5’ten

anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.66. Colon’a ait NKp hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz
sonuglar1. Sacilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5).
Sa¢ilim grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansini
ve "#" hiicre sayisin1 belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-
Whitney U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle
gosterilmistir (*: p < 0.05)
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Colon’a ait NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iligkin analiz sonuglar1 Sekil
4.67’de verildi. Her iki kapilamada NK hiicre frekansi, PN7°de E20.5’ten anlamli olarak
daha fazlaydi.
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Sekil 4.67. Colon’a ait NK hiicrelerinin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuglari. Sagilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5).
Sagilim grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansini
ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-
Whitney U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle
gosterilmistir (*: p <0.05, **: p <0.01).

Colon’a ait ILCI’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglart Sekil
4.68’de verildi. Incelenen kapilamalarda ILC1 frekanst PN7°de E20.5’ten anlamli

olarak daha fazlaydi. Lin CD127" kapilamasinda ILC1 sayis1t PN7°de E20.5’ten anlamli
olarak daha fazlaydu.
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Sekil 4.68. Colon’a ait ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz sonuglari.
Sacilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5). Sag¢ilim
grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansin1 ve "#"
hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-Whitney

U testi uygulanmistir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle gosterilmistir (**:
p<0.01)

Colon ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda sitokin iiretim kapasitlerini

tespit etmek icin uygulanan kapilama stratejileri Sekil 4.69°da verildi.
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Sekil 4.69. Colon’a ait ILC’lerin sitokin {iretim kapasitesini tespit etmek i¢in uygulanan
kapilama stratejileri. Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, o6lii hiicreleri
dislayan prensiple olusturuldu. Her zaman noktasina ait grafik satiri, bagimsiz bes-alti

deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a. Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-
5-A, IFNy-APC-A.
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Colon’a ait ILC’lerin IFNy iiretim frekansi ile IFNy iireten hiicre sayilarina iliskin analiz

sonuglar1 Sekil 4.70’te verildi. Incelenen kapilamalarda IFNy iireten ILC sayis1 E20.5’te
PN7’den anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.70. IFNy iireten colon’a ait ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin analiz
sonuclari. Sagilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir (n=5).
Sagilim grafigi, minimum-maksimum aralig1 ve medyan1 gosterir. "%" hiicre frekansini
ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed Mann-

Whitney U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle
gosterilmistir (**: p <0.01).

Colon’a ait ILC’lerin IL-17A iiretim frekansi ile IL-17A iireten hiicre sayilarina iliskin

analiz sonuglar1 Sekil 4.71°de verildi. Incelenen kapilamalarda IL-17A iireten ILC sayis1

E20.5’te PN7’den anlamli olarak daha fazlaydi.
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Sekil 4.71. IL-17A iireten colon’a ait ILC’lerin frekans ve mutlak sayilarina iliskin
analiz sonuclart. Sacilim grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir
(n=5). Sacilim grafigi, minimum-maksimum araligi ve medyani gosterir. "%" hiicre
frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Normal dagilim gostermeyen verilere two-tailed
Mann-Whitney U testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamlilik siyah yildiz isaretleriyle
gosterilmistir (*: p <0.05, **: p<0.01).

Farkli zaman noktalarinda colon’a ait ILC alt tiplerinin total ILC’ler icerisindeki
yiizdelerini ve hiicre sayilarini gosteren pasta grafikleri Sekil 4.72°de verildi. E20.5 ve
PN7’ye ait colon’da ILC2’ler baskin ILC alt tipiydi. PN7°de ILC1 lerin total ILC’ler

arasindaki oranmi yaklasik 5 kat artis gostermekteydi. ILC2 ve NKp hiicre oraninda

prenatal ve postnatal donemde benzerlik s6z konusuydu.
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Sekil 4.72. Colon’daki ILC alt tiplerinin total ILC’ler arasindaki ylizde ve hiicre
sayilarin1 gosteren pasta grafikleri. Pasta grafikleri farkli zaman noktalarindaki tiim
kuyucuklarda tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler
icerisinde kapladig1 yilizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafiklerindeki her
renk farkli ILC alt tipini temsil etmektedir. Her pasta grafiginde saptanan hiicre sayisi,
kendine ait zaman noktasindaki tiim kuyucuklardan gelen toplam hiicre sayisin
gostermektedir. E20.5 ve PN7 gruplarinda beser kuyucuk yer almaktadir.
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4.7. Ince Bagirsak ILC’lerinin E20.5’te Frekans ve Mutlak Sayilarmna fliskin

Bulgular

E20.5’e ait ince bagirsaklardan elde edilen lenfositler, gere¢ ve yontem boliimiinde
belirtilen deneylere tabi tutuldu. Gere¢ ve Yontem boliimiinde detayli olarak belirtilen
nedenlerden Otiirii ince bagirsakta ILC’ler sadece E20.5°te incelendi. Boyama
prosediirlerinden sonra FlowJo Tristar adli flow sitometri analiz programinda Sekil
4.73’te gosterilen kapilama stratejileri uygulandi. Bu kapilama stratejileri ile E20.5°¢ ait
ince bagirsaktaki lenfositler igerisinden ILC2, ILC2/ILC3, ILC3, NKp hiicreleri, NK

hiicreleri ile ILC1’lerin frekans ve mutlak sayilar1 belirlendi.
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Sekil 4.73. Ince bagirsaga ait ILC2, ILC2/ILC3, ILC3, NKp hiicreleri, NK hiicreleri ile
ILC1’lerin lenfositler igerisinde tespit edilmesi i¢in uygulanan kapilama stratejileri. a.
ILC2, ILC2/3 ve ILC3’lerin tespiti i¢in uygulanan kapilama stratejisi. b. NKp hiicreleri,
NK hiicreleri ile ILC1’lerin tespiti i¢in uygulanan kapilama stratejisi. €. ILC’lerin IFNy
ve IL17-A sitokin iiretim kapasitelerini tespit etmek icin uygulanan kapilama stratejisi.
Kapilama stratejileri canli hiicreleri dahil eden, O6lii hiicreleri diglayan prensiple
olusturuldu. Grafik satiri, bagimsiz bes deneyi temsil etmektedir. Lin: CD3, Igk, Sirp-a.
Sitokin belirtegleri: IL17A-PerCP-Cy5-5-A, IFNy-APC-A.

Ince bagirsakta tespit edilen ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lere ait tanimlayici grafikler
Sekil 4.74’te verildi.
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Sekil 4.74. Ince bagirsaga ait E20.5’te tespit edilen ILC2, ILC2/ILC3 ve ILC3’lere ait
tanimlayict grafikler. Bar grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil etmektedir
(n=5). Bar grafigi minimum-maksimum aralifi ve medyan1 gosterir. "%" hiicre
frekansini ve "#" hiicre sayisin1 belirtir.

Ince bagirsakta tespit edilen NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve ILC1’lere ait tamimlayici
grafikler Sekil 4.75°te verildi.
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Sekil 4.75. Ince bagirsaga ait E20.5’te tespit edilen NKp hiicreleri, NK hiicreleri ve
ILC1 lere ait tanimlayict grafikler. Bar grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu temsil
etmektedir (n=5). Bar grafigi minimum-maksimum araligi ve medyan gosterir. "%"
hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir.

Ince bagirsak ILC’lerinin PMA/ionomycine uyarimi dogrultusunda IFN-y ve IL17-A
sitokin tiretim frekansi ile sitokin tireten hiicre sayilarina iliskin tanimlayici grafikler ile

E20.5’te ILC alt tiplerinin oranlarin1 gosteren pasta grafigi Sekil 4.76’da verildi.
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Sekil 4.76. ince bagirsak ILC’lerinin sitokin iiretim kapasiteleri ile ILC alt tiplerinin
oranlarini gosteren tanimlayict grafikler. Bar grafiginde, her bir sembol bir kuyucugu
temsil etmektedir (n=5). Bar grafigi minimum-maksimum araligi ve medyan1 gosterir.
"%" hiicre frekansini ve "#" hiicre sayisini belirtir. Pasta grafigi E20.5’teki tiim
kuyucuklarda tespit edilen ILC alt tiplerininin toplam sayilarinin toplam ILC’ler
icerisinde kapladig1 yiizdeler baz alinarak olusturulmustur. Pasta grafigindeki her renk
farkli ILC alt tipini temsil etmektedir. Pasta grafiginde gosterilen hiicre sayisi, E20.5’te
elde edilen bes kuyucuktaki toplan hiicre sayisini ifade eder.

4.8. ILC’lerin Lenfosit Yiuzdesi Olarak Farkh Dokularda ve Giinlerde Dagilim

E20.5’e¢ ait embriyolardan elde edilen akciger, colon, dalak, karaciger, mLN, ince
bagirsak ve timus’ta saptanan ILC’lerin tiim lenfositlerin % ka¢ini olusturduguna dair
(% of lymphocytes) grafik Sekil 4.77°de verildi. ILC2’lerin total lenfositlere oran
yiizdesi incelenen dokular arasinda en fazla mLN’de goriildi. ILC2’ler mLN’de tiim
lenfositlerin  %6.5’in1 olusturmaktaydi. ILC2’lerin tiim lenfositlere oran ylizdesi;
akcigerde %5.4, colon’da %3.8, dalakta %2.7, ince bagirsakta %?2.3, timus’ta %1.3 ve
karacigerde %0.07 seklindeydi (Sekil 4.77a). ILC3’lerin total lenfositlere oran yiizdesi
incelenen dokular arasinda en fazla %24 ile timusta saptandi. Bu ylizdesel orani
timustan sonra sirastyla dalak (%19.1), akciger (%18.7), mLN (%11), colon (%5.04),
ince bagirsak (%4.7) ve son olarak karaciger (%1.8) takip etti (Sekil 4. 77b). ILC1’lerin
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total lenfositlere oran yiizdesi incelenen dokular arasinda en fazla karacigerde (%0.22)
saptandi. Bu orgami sirasiyla colon (%0.15), dalak (%0.08), ince bagirsak (9%0.05),
akciger (%0.03), mLN (%0.028) ve son olarak timus (%0.017) takip etti (Sekil 4. 77¢).
NK hiicrelerinin tiim lenfositlere oran yiizdesi en fazla dalakta (90.04) saptandi. Dalag1
strastyla akciger (%0.0096), mLN (%0.0092), colon (%0.0084), timus (%0.0031), ince
bagirsak (%0.0018) ve son olarak karaciger (%0.0002) takip etti (Sekil 4. 77d).
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Sekil 4.77. E20.5 embriyolarindan elde edilen organlarda ILC alt tiplerinin total
lenfositlere ylizdesel oranlari. a. Organlarda tespit edilen ILC2’lerin total lenfositlere
yiizdesel oranit. b. Organlarda tespit edilen ILC3’lerin total lenfositlere yiizdesel oranu.
C. Organlarda tespit edilen ILC1’lerin total lenfositlere yiizdesel orani. d. Organlarda
tespit edilen NK hiicrelerinin total lenfositlere ylizdesel orani. Her sembol bir
numuneyi ifade etmektedir (n=6). Yiizdeler total lenfosit popiilasyonunun ne kadarinin
ILC’ler tarafindan olusturdugunu gostermektedir. Grafik tasarimi GraphPad Prism 9.0
ile yapildi.

PN7’ye ait yavrulardan elde edilen akciger, colon, dalak, karaciger, mLN ve timus’ta
saptanan ILC’lerin tiim lenfositlerin % kag¢ini olusturduguna dair grafik Sekil 4.78’de
verildi. ILC2’lerin total lenfositlere oran1 en fazla mLN’de (%8.7) saptandi. mLN’yi
sirastyla colon (%35.2), akciger (%1.6), timus (%0.28), karaciger (%0.08) ve son olarak
dalak (%0.07) takip etti (Sekil 4.78a). ILC3’lerin total lenfositlere oran yiizdesi

incelenen dokular arasinda en fazla akcigerde (%4.5) saptandi. Akcigeri sirasiyla mLN
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(%3.2), colon (%2.9), timus (%?2.1), karaciger (9%0.76) ve son olarak dalak (%0.19)
takip etti (Sekil 4. 78b). ILC1’lerin total lenfositlere oran yiizdesi incelenen dokular
arasinda en fazla colon’da (%2) saptandi. Colon’u sirastyla karaciger (%0.31), akciger
(9%0.14), mLN (%0.07), dalak (%0.04) ve son olarak timus (%0.01) takip etti (Sekil
4.78c). NK hiicrelerinin total lenfositlere oran yiizdesi incelenen dokular arasinda en
fazla colon’da (%0.11) saptandi. Colon’u sirasiyla akciger (%0.022), karaciger (%0.01),
mLN (%0.004), dalak (90.003) ve son olarak timus (%0.002) takip etti (Sekil 4.78d).
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Sekil 4.78. PN7 yavrulardan elde edilen organlarda ILC alt tiplerinin total lenfistlere
yiizdesel oranlari. a. Organlarda tespit edilen ILC2’lerin total lenfositlere yiizdesel
orani. b. Organlarda tespit edilen ILC3’lerin total lenfositlere yiizdesel orani. c.
Organlarda tespit edilen ILC1’lerin total lenfositlere yiizdesel orani. d. Organlarda tespit
edilen NK hiicrelerinin total lenfositlere yiizdesel orani. Her sembol bir numuneyi ifade
etmektedir (n=5). Yiizdeler total lenfosit popiilasyonunun ne kadarimmin ILC’ler
tarafindan olusturdugunu gostermektedir. Grafik tasarimi GraphPad Prism 9.0 ile
yapildi.

PN30’a ait yavrulardan elde edilen akciger, colon, dalak, karaciger, mLN, timus ve ince
bagirsakta (NK hiicreleri ile ILCI’ler elde edilemedi) saptanan ILC’lerin tiim
lenfositlerin % kacini olusturduguna dair grafik Sekil 4.79°da verildi. ILC2’lerin total
lenfositlere oran1 en fazla ince bagirsakta (%4) saptandi. Ince bagirsag: sirastyla colon

(%2), karaciger (%1.1), timus (%0.84), akciger (%0.39), karaciger (%0.38) ve son
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olarak dalak (%0.03) takip etti (Sekil 4.79a). ILC3’lerin total lenfositlere orani en fazla
timusta (%?2) saptandi. Timusu sirastyla ince bagirsaklar (%1), colon (%0.92), mLN
(%0.18), karaciger (%0.13), akciger (%0.03) ve son olarak dalak (%0.01) takip etti
(Sekil 4.79b). ILC1’lerin total lenfositlere orani en fazla karacigerde (%0.33) saptandi.
Karacigeri sirastyla akciger (%0.1), timus (%0.09), mLN (0.02) ve son olarak dalak
(%0.006) takip etti (Sekil 4.79c). NK hiicrelerinin total lenfositlere oran1 en fazla
karacigerde (%0.1) saptandi. Karacigeri sirasiyla dalak (%0.09), akciger (%0.02), mLN
(%0.002) ve son olarak timus (%0.0005) takip etti (Sekil 4.79d).
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Sekil 4.79. PN30 yavrulardan elde edilen organlarda ILC alt tiplerinin total lenfistlere
yiizdesel oranlari. a. Organlarda tespit edilen ILC2’lerin total lenfositlere yiizdesel
orani. b. Organlarda tespit edilen ILC3’lerin total lenfositlere yiizdesel orani. C.
Organlarda tespit edilen ILC1’lerin total lenfositlere yiizdesel orani. d. Organlarda tespit
edilen NK hiicrelerinin total lenfositlere yiizdesel orani. Her sembol bir numuneyi ifade
etmektedir (n=6). Yiizdeler total lenfosit popiilasyonunun ne kadarinin ILC’ler
tarafindan olusturdugunu gostermektedir. Grafik tasarimi GraphPad Prism 9.0 ile
yapildi.
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5. TARTISMA

Yasamin ilk donemlerinde adaptif bagisiklik sisteminin tepkileri sinirlidir. Bu yiizden
ILC’ler yetigkinlik donemine gore yasamin ilk donemlerinde daha kritik role sahiptir
(Chen ve ark., 2022). Bu ¢alismada siganlarda prenatal ve postnatal organlarda ILC alt
tipleri arastirildi.  Farkli gelisim siirelerinde ILC’ler detayli flow sitometri
kapilamalariyla tespit edildi. Her kapilamada tespit edilen ILC alt tipleri diger
gelisimsel giinlerdeki kapilamalarla karsilastirarak ILC’lerin farkli zaman dilimlerindeki
organlarda dagilimlar1 ortaya ¢ikarildi. Total ILC sayilar1 ile ILC alt tiplerinin sayilari
her organ i¢in ayr1 ayr tespit edilerek ILC’lerin organlardaki baskinliklari saptandi.
ILC’lerin total lenfositler igerisindeki yilizdesel oranlari her organ igin ayri ayri ortaya
konuldu. PMA/ionomycine uyarimi ile sican ILC’lerinin sitokin {iretim kapasiteleri
gosterildi. Daha dnce sicanlarda rapor edilmeyen hiicreler saptandi. Bu hiicrelerin farkl

zaman dilimlerinde frekans ve sayilarinda meydana gelen degisiklikler sunuldu.

Karaciger hematopoez siirecinde 6nemli rol oynar. YS’de kan adaciklart igerisinde
primitif dalgalanmalar ile kan hiicrelerinin olusumu baglar. Pluripotent (baska hiicrelere
farklilagsma) ve yenilenme 6zelligine sahip olmayan bu hiicrelerin oncelikli gorevi doku
oksijenlenmesini saglamaktir. Hematopoez dalgas1 YS’den karacigere ve son olarak
kemik iligine gé¢ eden hiicrelerle kemik iliginde kalict hale gelir (Jagannathan-Bogdan
ve Zon, 2013). Dolayisiyla karaciger hematopoez’in fetal donemde vazgegilmez bir
organi olarak yerini korumaktadir. Insanlarda karaciger giinde ~2000 litreden daha fazla
kan almaktadir. Bu kanin ~%80’1 portal ven araciligiyla gastrointestinal sistemden gelir.
Dolayisiyla her giin milyonlarca antijen bagirsaklardan karacigere giderek karacigerin
antijenlere siirekli maruz kalmasina sebep olur (Mikulak ve ark., 2019). Buna ragmen
karaciger inflamasyon engelleyici mekanizmalari ile benzersiz bir immiinolojik ortama
sahiptir (Shi ve ark., 2011). Aym1 zamanda karaciger, metabolize edilen zararsiz
antijenlere karsi bagisiklik tepkilerini 6nlemek i¢in tolerojenik bir ortam olusturur.

Karaciger diger periferik organlarla kiyaslandiginda; geleneksel ve geleneksel ol
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antijen sunan hiicrelere ait benzersiz popiilasyonlarin aracilik ettigi primer immiin

indiiksiyon bolgesidir (Ochel ve ark., 2019).

Insan fetal karacigerinde ILC’leri tespit etmeye koyulan arastirmacilar, gebeligin 6.-10.
haftalarina ait insan fetal karacigerinde ILC1, ILC2 ve ILC3’lin alt tipi olan
NKp44'ILC nin tespit edilmedigini bildirilmistir. Bahsedilen calismada gebeligin 15.
haftasindan itibaren ILC3 alt tipi olan NKp-44 ILC3’ler fetal karacigerde tespit
edilmistir. Yetiskin karacigerindeyse tiim ILC’lerin tespit edildigi yine aym
arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur (Forkel ve ark., 2017). Baska bir ¢alismada,
insanlarda gebeligin 8.-12. haftalarinda elde edilen fetal karacigerde ILC1, ILC2 ve
ILC3’lin bulundugu gosterilmistir. Bu arastirmada gebeligin 8.-12. haftalar1 arasinda
fetal karacigerde ILC3’lerin baskin oldugunu saptanmig, ILC2’lerin ILC1’lerden daha
az ylizdelerde karacigerde yer edindigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2021). Yakin
zamanda yapilan bir ¢calismada aragtirmacilar E14.5’¢ ait fare karacigerinde ILC1 leri
cok diisiik sayilarda tespit ettiklerini bildirmistir. Bu c¢alismada fetal karacigere ait
ILC1’lerin sayist E16.5°te 104, E18.5’te 2X104, PN1’de ~7X104, PN3’te ise ~2x10°
olarak tespit edilmistir. Ancak bu c¢alismada aragtirmacilar geleneksel NK hiicrelerini
E18.5’te hem flow sitometri hem de scRNA-seq analizlerinde saptayamadiklarini
belirtmistir (Sparano ve ark., 2022). 6-8 haftalik farkli tiir farelerde yapilan analizlerde
karaciger ILCI’lerinin diger ILC’lere gore daha zengin frekanslarda oldugu
bildirilmistir (Robinette ve ark., 2015). Farelerde karaciger ILC1’lerinin karbon tetra
kloriir (CCL4") enjeksiyonuna yanit olarak aktive oldugu, IFN-y iirettigi ve hepatositleri
korudugu bildirilmistir (Nabekura ve ark., 2020). Bu da ILC1 lerin akut karaciger hasari
esnasinda dokuda koruyucu roller istlendigini gostermektedir. Alkol yiliklemesine
maruz kalan farelerle yapilan bir ¢alismada, NK hiicre popiilasyonunda apoptoz
goriilmiis, boylece ILCI’lerin daha baskin oldugu bir karaciger ortaya c¢ikmistir. Bu
ortamda bulunan ILCI’lerden iretilen IL-17A sitokini baskilanarak steatozis,
inflamasyon ve karaciger hasarinin 6nemli 6lgiide azaltildigi bildirilmistir (Cheng ve
ark., 2023). Dolayisiyla karacigerde ILC1 ve NK hiicreleri arasinda bir dengenin
karaciger homeostazisi i¢in Onemli oldugu sdylenebilir. Yas araligi belirtilmeyen
CS57BL/6 farelerde, karaciger ILC1 frekans1 CD45" 16kositlerin %2’sini olusturmaktadir
(Sadeghalvad ve ark., 2023). 8 ila 20 haftalik yetiskin siganlarda yapilan bir
arastirmada, karaciger ILC1’lerinin total lenfositlerin ~%10-20’sini olusturdugu

105



gosterilmistir (Sudworth ve ark., 2022). Yiizde oranlari arastirmacilar tarafindan net
olarak verilmedigi i¢in tahmini araliklar olarak sunulmustur. Calismamizda, karaciger
ILC1’lerinin total lenfositlerin E20.5’te %0.22, PN7’de %0.31 ve son olarak PN30’da
%0.33’iinii temsil ettigi saptandi. Calismamizda E20.5 ve PN30’da ILCI’lerin
lenfositlere yiizdesinin en fazla oldugu organ karacigerdi (PN7’de colon’da daha yiiksek
oranda ILC1 bulunmaktaydi). Calismamiz diger si¢an ¢aligsmasi ile ILC1’in karacigerde
lenfosit yiizdesi olarak en fazla goriildiigii organ olarak benzese de yiizdesel veriler

arasinda 30 katlik bir fark oldugu goriilmektedir.

NK hiicreleri karacigerde hepatik siniizoidler icerisinde endotel hiicrelerine yapisik
sekilde bulunur. Dokular arasinda seyahat edebilmesi (dokuya yerlesik olmamasi; bazi
tipleri dokuya yerlesik olabilir), inflamasyon goriilen dokulara hizlica ulasabilmeleri ve
timoOr hedeflerine sitotoksik etki gdstermesi NK hiicrelerini diger ILC’lerden
ayirmaktadir. Bu hiicrelerin ayn1 zamanda antijen-spesifik immiinolojik hafizaya sahip
oldugu bildirilmektedir. Dalaktan alinan NK hiicrelerinin karacigere adaptif transferiyle
karaciger NK hiicrelerine fenotipsel ve fonsiyonel olarak benzeyebilmektedir (Shi ve
ark., 2011). Bu hiicreler insanlarda dolasim sisteminde bulunan tiim lenfositlerin %5-
15’ini olusturmaktadir. Yine insanlarda karaciger lenfositlerinin ~%50’sine yakinini NK
hiicreleri olusturur (Mikulak ve ark., 2019). Bu oran farelerde %5-10 arasinda
degismektedir. Bagka bir caligma karacigerde bulunan NK hiicrelerinin tiim lenfositlere
oranini insanlarda %25-40, farelerde %10-20 olarak belirtmektedir (Trittel ve ark.,
2019). Daha eski bir ¢alismada NK hiicrelerinin tiim lenfositlerin; insanlarda %20-30,
farelerde %25-35 ve siganlarda %25-35’ini olusturdugu belirtilmistir (Gao ve ark.,
2009). Bu galismaya atifta bulunan baska bir ¢alismada; insan ve siganlarda, farelere
gore NK hiicrelerinin tiim lenfositlere oraninin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Gao
ve Radaeva, 2013). Yas araligi belirtilmeyen C57BL/6 fare karacigerine ait NK
hiicreleri CD45" 16kositlerin %4 {inii olusturmaktadir (Sadeghalvad ve ark., 2023). 8-20
haftalik siganlarda NK hiicrelerinin tiim lenfositlere orant %2-4 olarak gdsterilmistir
(Sudworth ve ark., 2022). Bizim ¢aligmamizda NK hiicre frekansinin tiim lenfositlere
orani; E20.5 fetal karacigerde %0.0002, PN7 yavru karacigerinde %0.01, PN30 yavru
karacigerinde ise %0.1 olarak saptandi. Calismamizda NK hiicrelerinin tiim lenfositlere

orant E20.5’ten PN30’a kadar ~500 kat artmisti. Literatiirde daha once yapilan

106



calismalar ve calismamizin sundugu veriler 1s18inda, NK hiicrelerinin tiim lenfositlere

oraninin si¢anlarda biiylimeyle beraber arttigin1 soylenebilir.

Fare karacigerine ait ILC2’ler, IL-13 sinyali ve glukoneogenezin baskilanmasi yoluyla
kan glukoz seviyelerini diizenleyerek glikoz homeostazina katkida bulunur (Fujimoto ve
ark., 2022). Hepatik iskemik reperfiizyon hasari (IRI) olusturulan farelerle yapilan yakin
zamanda gerceklestirilen bir c¢aligmada, karaciger ILC2’lerinin IL-33 araciligiyla
karaciger hasarini azalttig1 saptanmistir. Bu ¢alismada ILC2’lere sahip olmayan ICOS-T
veya NSG farelerde IL-33 olsa da IRI'nin engellenmedigi gosterilmistir. Insanlardan
elde edilen ILC2’lerin farelere transferinin IRI’y1 engelledigi yine bu c¢aligmada
gosterilmistir. Aragtirmacilar hepatik iskemi ve perflizyon hasart olan insanlarda
ILC2’lerin terapétik amaglarla kullanilabilecegini 6nermistir (Cao ve ark., 2023). 18-60
yas araligindaki saglikli insanlarda, ILC2’lerin CD45" lenfoid hiicrelerin %60.03-0.89’ini
olusturdugu gosterilmistir (Gonzalez-Polo ve ark., 2019). Yas araligi belirtilmeyen
C57BL/6 fare karacigerine ait ILC2’ler CD45" 16kositlerin %0.025’ini olusturmaktadir
(Sadeghalvad ve ark., 2023). 8-20 haftalik siganlarda ILC2’lerin karaciger
lenfositlerinin  %0-0.5’ini olusturdugu saptanmistir (Sudworth ve ark., 2022).
Calismamizda karaciger ILC2’lerinin tiim lenfositlerin E20.5’te %0.07’sini, PN7’de
%0.08’ini ve PN30’da %0.38’ini olusturdugu saptandi. Calismamizin PN30 grubunda
tespit edilen ILC2’lerin lenfositlere yiizdesi diger sican caligmasi ile uyumluydu.
ILC2’lerin lenfositlere yilizdesi, calismamizda insan ylizdelerine ulasamasa da

yaklagmaktaydi.

ILC3’lerin karaciger hastaliklarinda onemli rolleri oldugu bildirilmektedir. Hepatit-B
virtisii ile iligkili kronik karaciger hastaliginin ileri evrelerindeki insanlarda periferik
ILC3’lerin frekansinda artis oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada ILC3’lerin fibrojenik
etkilerini saptamak i¢in insan karaciger stellat hiicre hattt (LX-2) ile ortak kiiltiir
deneyleri yapilmistir. Bu deneyde ILC3’ler IL-17A ve IL-22 iireterek LX-2
fibrogenezini arttirmistir. Yine bu ¢alismada fibrozise karsi koruyucu oldugu bilinen
IFN-y tiretimi ILC’lerin IL-22 iiretimiyle baskilanmistir (Wang ve ark., 2018). Daha
eski bir galismada ise RORyt” farelerde CCL4 enjeksiyonuyla indiiklenen hepatitin
RagZ’/ - farelere gore daha siddetli oldugunu ve bu yiizden ILC3’lerin hepatite karsi
koruyucu oldugunu bildirilmistir (Matsumoto ve ark., 2013). Yakin zamanda yapilan bir

caligmada, yiiksek yagli diyet ile fare karacigerinde ILC3 miktarinda artis oldugu,
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RORyt ™" farelerdeyse ILC3 eksikligine bagli olarak karacigerde yaglanma, fibrosiz ve
yiiksek palmitik asit seviyelerinin ortaya ¢iktig1 saptanmaistir. Ayni ¢alismada ILC3’lerin
tirettigi IL-22’nin palmitat kaynakli apoptozu inhibe ettigi bildirilmistir (Hamaguchi ve
ark., 2021). Daha yeni bir ¢alisma, fare karacigerinde ILC3’lerin IL-22 arachigiyla
cerrahi operasyon Sonrasi gelisen enfeksiyonu sinirladigi, hepatositlerde antimikrobiyal
peptit tiretimini indiikledigini bildirmistir. ILC3’lerin sinirladig1 bagirsak bakterilerinin
yayilmasinin ise karaciger rejenerasyonunu onledigi de yine bu ¢alismada gosterilmistir
(Jakob ve ark., 2023). 1Ilk bahsedilen ¢alisma ile sonraki ¢alismalarda zit sonuglarin
elde edilmesinin sebebi ILC3’lerin karacigerde frekans degisiklikleri olabilir. Zira insan
calismasinda ILC3’ler karaciger ortaminda bulunurken, diger ¢aligmalardaki RORyt_/ -
farelerde ILC3 hi¢ bulunmamaktadir. Dolayisiyla karacigerde belirli frekanslarda
ILC3’lerin bulunmasi karaciger i¢in 6nemlidir. Yaslar1 belirtilmeyen C57BL/6 farelerde
ILC’leri analiz eden bir calismada, ILC3’lerin CD45" lokositlerin %0.007’sini
olusturdugu belirtilmistir. Tespit edilen hiicre sayisi ise 500 civari olarak calismaya ait
bir grafikte belirtilmistir (Sadeghalvad ve ark., 2023). 8-20 haftalik yas araligindaki
sicanlarla yapilan calismada, ILC3’lerin total lenfositlere yiizdesi %0-0.3 aralifinda
saptanmistir (Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda karacigerde ILC3’lerin total
lenfositlere yiizdesi E20.5’te %1.8, PN7’de %0.76, PN30’da ise %0.13 olarak saptandi.
Embriyonal donemden yetigkinlige giden siirecte ¢alismamizdaki ILC3’lerin lenfositler
icerisindeki ylizdesi gittikce azaliyordu. Belirtilen sigan ¢alismasina bakarak, ILC3’lerin
karacigerde embriyonal donemde yiiksek frekanslarda oldugu ancak yetiskinlige giden

stiregte ILC3 frekansinda azalmalar oldugu sdylenebilir.

Hava yollar siirekli olarak cesitli patojenlere ve yabanci antijenlere maruz kalir. Bu
yiizden hava yollarindaki ¢esitli hiicre tiirleri (yapisal hiicreler ve bagisiklik hiicreleri
dahil) hem dogal bagisikligi hem de edinilmis bagisiklig1 igeren, patojenlere ve
antijenlere kars1 hassas bir savunma sistemi olusturmak igin etkilesime girer (Orimo ve
ark., 2020). Bu dogrultuda, akciger epiteli sadece gaz aligverisi yapmakla kalmaz ayni
zamanda disardan gelen saldirilar algilayarak bunlara karsi koyar. Dolayisiyla dinamik
bir immiin ortama sahiptir. ILC’ler akcigerde dnemli role sahip immiin sistem ailesidir.
Astim, KOAH ve enfeksiyon gibi solunum yolu hastaliklari, akcigerdeki ILC alt
kiimelerinin bilesiminde ve islevlerinde dramatik ve dinamik degisikliklerle iliskili
olabilmektedir (Ryu ve ark., 2023). ILC alt tiplerinin akcigerde baskinlig1 tiirler
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arasinda degisiklik gostermektedir. Insanlarda ILC3’ler akcigerde baskin ILC alt
tipiyken, farelerde ILC2 baskin akciger ILC alt tipidir (Mjosberg ve Spits, 2016). ILC
alt tipleri, ortalama yas1 60+11 olan, solid akciger tiimor operasyonu sirasinda tiimdrden
etkilenmeyen akciger dokusunun izolasyonu ile insanlarda saptanmistir. Calismada
ILC’lerin CD45" hiicrelerine yiizdeleri; ILC1 igin %9.8, ILC2 igin %33, NCR'ILC3 i¢in
%15.5 ve NCR'ILC3 i¢in %41.7 olarak saptanmistir (De Grove ve ark., 2016). Bu
caligmanin saglikli kontrol grubunu sadece 5 katilimcinin olusturdugunu, NK
hiicrelerini ILC1’leri tespit ic¢in disladiklarini, ILC’lerin mutlak hiicre sayilarindan

bahsedilmedigini belirtmek gerekir.

ILC1’lerin KOAH hastalarmin periferik kaninda arttigit ve bu artisin hastaligin
siddetiyle iliskili oldugu bilinmektedir. Bu yiizden hastaligin ilerleme asamalarinda
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Hsu ve ark., 2021). KOAHta
ILC alt tiplerinin kantifikasyonu ve roliinii aragtiran bir ¢aligmada; ILC1’lerin tiim
ILC’lerin kontrol grubunda %20°’sini, sigara igenlerde %40’1in1, KOAH lilarda %60’tan
fazlasini olusturdugu gosterilmistir (Blomme ve ark., 2021). Yas araligi belirtilmemis
CS57BL/6 farelerde ILCIl’ler CD45" Iokositlerin = %0.15%ini  olusturmaktadir
(Sadeghalvad ve ark., 2023). 10-14 haftalik ti¢ farkli si¢an tiiriine ait akciger ILC1’leri
total ILC’lerin %5-10’unu olusturmaktadir (Abidi ve ark., 2020). Calismamizda akciger
ILCI’leri total ILC’lerin E20.5’te %0.15’ini, PN7°de ~%7’sini, PN30’da ~%5’ini
olusturmaktaydi. Calismamizin postnatal giinleri dnceki sican ¢alismasi ile uyumluydu.
Embriyonal donemde akciger ILC1’lerinin postnatal donem ILC1’lerinden bir hayli
diisiik ILC popiilasyonu olmasi daha onceden rapor edilmemistir. Calismamizda
ILC’lerin tespit edildigi kapilamalarda ILC1 frekans1 prenatal donemden postnatal
doneme geciste artis gdstermekteydi. Buna karsin her iki kapilamada ILC1 hiicre sayist
PN7’de PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Bu da alveolarizasyon fazinda
akcigerde ILCI1 sayisinin dogumdan sonraki ilk haftada pik yaptigi sonucunu ortaya
koymaktadir. 8-20 haftalik sicanlarda ILC1’ler lenfositlerin yaklasik %4 iini
olusturmaktadir (Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda akciger ILC1 lerinin
lenfositlere yiizdesi E20.5’te %0.03, PN7°de ~5 Kkatlik artisla %0.14 olarak tespit edildi.
PN30’da ise tekrar %0.1 oranina gerilemekteydi. PN7’ye dogru ILCI1’lerde artis,
PN7’den PN30’a dogru tekrar azalarak stabil hale gelen ILC1 yiizdesi (daha 6nceden
belirtilen ILC1 hiicre sayilarindaki anlamli farklilikla paralel olarak) akcigerin

109



alveolarizasyon fazinda ILCI’lerin fonksiyonu oldugunu disiindiirmektedir.
Sonuglarimizdaki akciger ILC1’lerinin lenfositlere yiizdelerinin yetiskin si¢an
calismasina gore daha az olmasi, akcigerlerin dis etmenlere maruz kalma siiresindeki
farkliliktan kaynaklanabilir. Muhtemelen sicanlarda yaslanmayla beraber alveolus’larin
dis ortam antijenlerine maruz kalmasi ILC1 lerin ortamdaki varlig1 giiclendirmekteydi.
Ozellikle sigara, asttm, KOAH gibi akciger parankiminde hasara yol acan durumlarda

ILC1’lerin miktarindaki artis varsayimimizi destekler niteliktedir.

Akciger NK hiicreleri islev ve fenotip agisindan kemik iligi, dalak, kan ve diger
dokularda yer alan NK hiicrelerinden farklidir. NK hiicreleri akciger igerisinde virtis,
bakteri, mantar gibi patojenler ile asim, KOAH ve akciger kanseri gibi patolojik
durumlarda 6nemli rol oynamaktadir. Viriis, bakteri ve mantarlara genellikle IFN-y
tireterek dokuda koruyucu islev gosterir. Ancak yiiksek oranlarda iiretilen IFN-y ile
pulmoner ve sistemik inflamasyonu alevlendirebilir, erken akut akciger yaralanmalarini
siddetlendirebilir. Akciger kanseri metastazini engellerken otolog akciger epitel
hiicrelerini 6ldiirebilir (Cong ve Wei, 2019). Dolayisiyla salgiladiklari sitokinlere ve
sitotoksik etkilerinin siddetine gore patojen ve rahatsizliklar1 engelleyebilir veya dokuya
zarar vererek hasar olusturabilir. Bu yiizden NK hiicrelerinin akcigerdeki say1 ve
frekanslari 6nem arz etmektedir. 6-10 haftalik, 20-25 g agirliginda C57BL/6 ve
BALB/c farelerle yapilan bir ¢alismada; akciger NK hiicrelerinin tiim lenfositlerin
~%10’unu olusturdugu saptanmistir (Wang ve ark., 2012). Yas araligi belirtilmemis
CS57BL/6 fare kullanilan baska bir calismada akciger NK hiicrelerinin CD45"
hiicrelerinin  %8’ini  olusturdugu gosterilmistir (Sadeghalvad ve ark., 2023). 2007
yilinda 6 haftalik disi C57BL/6 farelerle yapilan bir calismada, akciger NK hiicrelerinin
tiim lenfositlerin %8’ini olusturdugu, hiicre sayisinin 106’ya yaklastig1 rapor edilmistir
(Gregoire ve ark., 2007). 8-20 haftalik siganlarla yapilan bir ¢aligmada, akciger NK
hiicrelerinin lenfositlerin %3-4’{in{i olusturdugu gosterilmistir (Sudworth ve ark., 2022).
Calismamizda akcigere ait NK hiicrelerinin tiim lenfositlerin E20.5’te %0.0096’s1,
PN7’de 9%0.022’si ve PN30’da %0.023’linli olusturdugu saptandi. Akciger NK hiicre
say1st incelenen kapilamalarda 500-600°1 gegmeyerek PN7°de pik yapmaktaydi. Benzer
sekilde NK hiicre frekansi incelenen kapilamalarda giinlere gore anlamli farkliliklar
gostermiyordu. Dolayisiyla sigan akcigerinde NK hiicre frekanslarinda embriyonal ve
postnatal donemin 30. giiniine kadar 6nemli farkliliklar gézlenmedigi ancak yetigkinlige
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giden yolda patojen maruziyetiyle NK hiicre frekans ve sayisinda anlamhi

degisikliklerin goriilebilecegini diisiiniiyoruz.

Aragtirmacilar astim, KOAH gibi solunum hastaliklarinda genellikle ILC2’leri daha
fazla c¢alismaktadir. Fare akcigerinde ILC2’ler nematod wviriisleri ile mantarlara
amfiregulin salgilayarak, viriislerin neden oldugu doku hasarina karsi koruyucu etki
gosterir (Mjosberg ve Spits, 2016). Hayvan modellerinde akciger ILC2’lerinin CD4" T
hiicreleri  yoklugunda, alerjenler tarafindan indiiklenen alerjik solunum yolu
inflamasyonunda, doku onarimi ile enfeksiyon sonrasi iyilesmeyi sagladigi
gosterilmistir (Drake ve Kita, 2014). S1P’ye baglanarak go¢ eden ILC2’lerin organlar
aras1 trafiginin konak hiicre savunmasint C57BL/6 farelerde destekledigini ortaya
cikaran bir ¢alismada, PN7 fare akcigerinde ILC2’lerin sayist 10* olarak saptanmistir.
Aym ¢alismada hiicre sayisit PN30’da 15x10%¢ ulasmustir (Huang ve ark., 2018).
Prenatal ve postnatal doneme ait C57BL/6 vahsi tip (WT) fare akciger dokusunda, IL-
33 yolak aktivasyonunun akciger gelisiminde tip 2 bagisiklig1 sagladigi bildirilmistir.
Bu calismada arastirmacilar, akciger ILC2’lerinin sayisint E18’den PN7’ye kadar
binden az saptamustir. Alveolarizasyon fazindan hemen sonra ILC2 sayist 7-8 bine
ulasirken PN21°de bu say1 3 bine diigmiis, yetiskin farelerde de bu say1 korunmustur
ancak giinler arasindaki farkin anlamliligi saptanmamistir (de Kleer ve ark., 2016).
Calismamizda, incelenen kapilamalarda akciger ILC2’lerinin sayilart PN7°de PN30’dan
anlamli sekilde daha fazlaydi. Bu da sigcanlarla C57BL/6 WT farelerin akciger
alveolarizasyon fazinda ILC2 sayisinda kismen benzer bir yilikselme grafigi
sergiledigini diisiindiirmektedir. Calismamiz ile C57BL/6 WT fare calismasi arasinda
ILC2 sayilarinda katlarca farklilik goriilmektedir. Bu fark tiirler arasindaki boyut
farkindan kaynaklanabilir. Ayrica farelerde akciger alveolarizasyonu esnasinda ILC2’ler
caligilmasina ragmen diger ILC alt tiplerinin heniiz ¢alisilmadigini belirtmek gerekir. 8-
12 haftalik insan fetiislerinde akciger ILC2’lerin total ILC’lere orani oldukca diisiik
saptanmigtir (arastirmacilar % belirtmemis) (Liu ve ark.,, 2021). Yas araligi
belirtilmemis C57BL/6 farelerde akciger ILC2’lerinin CD45" hiicrelerin %0.125’ini
olusturdugu, ILC2 sayisinin ise 300 civari oldugu gosterilmistir (Sadeghalvad ve ark.,
2023). 10-14 haftalik ii¢ farkli sican tiiriiyle yapilan bir ¢alismada, akciger ILC2’lerinin
total ILC’lerin %40-55ini olusturdugu gosterilmistir (Abidi ve ark., 2020). 8-20
haftalik siganlarin kullanildig1 baska bir sigan calismasinda, akciger ILC2’lerinin total
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lenfositlerin - %0-0.3’tinii  olusturdugu belirtilmigtir (Sudworth ve ark., 2022).
Calismamizda akciger ILC2’leri lenfositlerin E20.5’te %5.4’linli, PN7°de %]1.6’s1n1,
PN30’da %0.39’unu olusturmaktaydi. Sican akciger ILC2’leri prenatal dénemden
postnatal doneme dogru lenfositlerin daha az bir yiizdesini ifade ediyordu.
Calismamizdaki akciger ILC2 frekansi bir onceki sigan c¢alismast ile uyumluydu
(Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda akciger ILC2’leri E20.5, PN7 ve PN30’da total
ILC’lerin sirastyla %42, %27 ve %30°unu olusturmaktaydi. 10-14 haftalik sicanlarla
yapilan calisma bulgularina gére PN30’da saptadigimiz yiizde hemen hemen yarisi
kadaradi (Abidi ve ark., 2020). Bu da sigan ILC2’lerinin embriyonal donemde akcigerde
baskin oldugunu, yetigkinlige giden siliregte once azalma sonra artma olabilecegine,
yasla beraber tiim lenfositler arasinda ILC2 yiizdesinin azaldigina isaret edebilir.
Akcigere ait ILC2 sayilari incelenen kapilamalarda dogumdan sonraki ilk haftada -
istatistiksel olarak anlamli olmasa da- artis gdstermekteydi. Bu bulgular alveolarizasyon
fazina uygun sekilde daha 6nce belirtilen literatiirle uyumluydu (de Kleer ve ark., 2016).
Akciger ILC2’lerinin frekansi incelenen Lin'CD127%™ ve Lin CD127" kapilamalarinda,
postnatal 30. giinde en diisiik seviyedeydi. Dolayisiyla ILC2 frekansi embriyonal
donemden postnatal doneme dogru azalmis olsa da ILC2’lerin PN30’da baskin ILC alt
populasyonu olmaya devam ediyordu.

Aragtirmacilar baslangigta akciger ILC2’lerine daha fazla odaklanirken yakin zamanda
akciger ILC3’lerine ilgi gostermeye baslamistir (Yang ve ark., 2021). Akciger ILC3’leri
yenidogan doneminde bakteriyel pnomoniye karsi kritik gorevler iistlenmektedir.
Aslinda yetiskin fare ve insanlarda zatiirre ve pnomoniye Ty hiicreleri araciligiyla karsi
konulmaktadir (Chen ve Kolls, 2013). Ancak yenidogan doneminde adaptif bagisiklik
hiicrelerinin popiilasyonu akcigerde nadiren goriildiigiinden ILC’lerin bu donemde daha
fazla rol aldigi ifade edilebilir (dos Santos ve ark., 2013). Bir grup arastirmaci,
yenidoganlarda ILC3 gelisimini neyin yonlendirdigini sorgulayarak, pulmoner
fibroblastlarin insiilin benzeri biliylime faktori 1 (IGF1) ile ILC3’lerin ILCP’lerden
farklilagsmasini sagladigini saptamistir. Bu arastirmacilar; yenidogan farelere ait akciger
ILCP’lerinden IGF1 reseptoriinii silerek ve alveolar fibroblastlardan IGF1’in ablasyonu
ile ILC3 biyogenezinin kesintiye ugradigini ve bdylece yenidogan farelerde pnémoni
duyarliligmin artarak solunum yolu enfeksiyonlariin daha sik goriildiigilini

ispatlamistir (Oherle ve ark., 2020). ILC3’lerin akcigerde roliinii arastiran bagka bir
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calismada, akciger ILC3’lerinin T hiicrelerinin alerjen ve mikroplara kars:1 tepkilerini
kisitlayarak solunum yolu inflamasyonlarint kontrol ettigi ortaya konmustur. Bu
calismada mediastinum’daki lenf nodlarinda yiiksek seviyelerde MHC-I1 eksprese eden
ILC3’lerin bol miktarda oldugu saptanmistir. Calismanin Lin'CD127" kapilamasinda
(Lin: CD3e, CD5, CD8a, NK1.1, CD1l1lc, CD11lb, B220 ve F4/80) akciger ILC2
frekanst %60-75 (~hiicre sayist; #: 12x10%) arasindayken, ILC3’ler %0-5 (~hiicre sayisi;
#: 4X104) arasinda saptanmistir. Mediastinal lenf nodlarinda ILC2 frekansi ortalama
%20 (~hiicre sayisi; #:6x10%), ILC3’lerde ise ortalama %60-70 (~hiicre sayisi; #:
18x10?) arasinda saptanmustir (Teng ve ark., 2021). Daha nce bahsedilen C57BL/6 fare
calismasinda, yasamin ilk haftasinda akcigerde sadece birkac yiiz adet ILC3 oldugu
tespit edilmistir (Huang ve ark., 2018). Yas araligi belirtilmemis C57BL/6 farelerde
akciger ILC3’leri CD45" hiicrelerin %0.002’sini temsil ederken ILC3 sayist 60
civarindayd: (Sadeghalvad ve ark., 2023). 8-12 haftalik insan fetiislerinde akciger
ILC3’lerinin total ILC’lerin %90’indan fazlasini temsil ettigi bildirilmistir (Liu ve ark.,
2021). 4-20 haftalik siganlarla yapilan bir c¢alismada, akciger ILC3’lerinin tiim
lenfositler igerisindeki ylizdesi %1 civari olarak belirtilmistir (Sudworth ve ark., 2022).
10-14 haftalik ii¢ farkli sigan tiiriiyle yapilan baska bir ¢alismada, akciger ILC3’lerinin
total ILC’lerin %30-35’ini olusturdugu bildirilmistir (Abidi ve ark., 2020).
Calismamizda akciger ILC3’lerinin frekansi incelenen kapilamalarda embriyonal
donemden postnatal doneme gecerken azalmaktaydi. Tiim kapilamalarda akciger ILC3
frekans1 %15-35 arasindaydi. Yine bu kapilamalarda akciger ILC3 sayis1 yagamin ilk
haftasinda birinci aydaki sayidan daha fazlaydi. Daha once belirtilen fare ¢aligmasinda
akcigerdeki ILC3 sayist PN7’den PN30’a dogru artarken ¢alismamizda hiicre sayisinda
artis gozlenmemekteydi (Teng ve ark., 2021). C57BL/6 fare g¢alismasinda saptanan
ILC3 sayisi, ¢alismamizdaki ILC3 sayisiyla uyumlu degildi (Huang ve ark., 2018).
Calismamizda akciger ILC3’leri lenfositlerin E20.5’te %18.7’sini, PN7°de %4.5’ini,
PN30’da %0.03’tinii temsil etmekteydi. Embriyonal donemden yetiskinlige giden
stirecte sigan akciger ILC3’leri giderek lenfositler icerisinde daha az temsil ediliyordu.
Sonuglarimiz 4-20 haftalik sican ¢alismasindaki sonuglarla uyumlu degildi (Sudworth
ve ark., 2022). Calismamizda akcigerdeki ILC3’lerinin total ILC’ler igerisindeki
yiizdesi E20.5’te %83, PN7’de %76 ve son olarak PN30’da %3 civarindaydi. ILC2’ler

akcigerde baskinlastikca ILC3’lerin total ILC’lere oraninda azalma s6z konusuydu.
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Farkli tiir sicanlarda akcigerdeki ILC3’lerin tim ILC’lerin ortalama %30-35’ini
olusturmasi, ¢aligmamizin bulgulariyla yaklasik 10 katlik fark olusturmaktaydi. Ayrica
bahsedilen c¢alismada, akciger ILC3’lerinin lenfositler igerisindeki temsil edilen
yiizdesinin verilmedigini belirtmek gerekir (Abidi ve ark., 2020). Bronkopulmoner
displazinin akciger ILC3’lerine etkilerini arastiran bir fare calismasinda; kontrol
grubuna ait akciger ILC3’leri lenfositlerin PN1’de %0.2’sini, PN3’te 9%0.3 {inii, PN7’de
PN14’te ~%0.37’sini temsil ediyordu (Cai ve ark., 2022). Ayni cins farelerle yapilan yas
aralig1 belirtilmeyen c¢alismada ise bu oran %0.002 idi. Ancak bu c¢alismadaki fareler
yenidogan degildi (Sadeghalvad ve ark., 2023). Dolayisiyla ayni cins farelerde frekans,
oran farkliliklarinin goriilmesi akciger ILC3’lerinin ayni tiirler igerisinde farkli yas
araliklarinda; frekans ve yiizdelerde heterojen goriiniim sergileyebilecegini

gostermektedir.

Dalak, kan yoluyla taginan patojenlere kars1 konak savunmasinda uzmanlasmis, yiiksek
oranda kanlanan sekonder lenfoid organlardan birisidir (Magri ve ark., 2014).
Anatomik olarak kirmizi ve beyaz pulpa adli iki farkli b6lmeden olusur. Hasar alan ya
da deforme olmus eritrositlerin yikilmasi1 kirmiz1 pulpada gergeklesirken, beyaz pulpa
tamamen immiinolojik islevlere sahip dalak yapisidir (Alexandre ve Mueller, 2023).
Dalakta yer alan ILC’ler enfeksiyon veya doku hasarina karst hizlica sitokin
tiretebilmektedir. Dalak ILC2’leri IL-5, IL-9 ve IL-13 gibi T2 benzeri sitokinleri
tiretebilmektedir. Dalak ILC3’leri TNF-a, GM-CSF ve lenfotoksin iireterek marjinal
zone B hiicreleri ile nétrofilleri aktive etmektedir. Ayrica IL-2, IL-6 ve CCL3 (makrofaj
inflamatuvar proteini) iireterek splenik CD4" T hiicrelerini ko-stimiile edebilir (ko-
stimiile; immiin hiicrelerin antijen sunan hiicre varliginda bagisiklik yanit1 vermesi i¢in
gereken ikinci sinyal uyarimi. Genellikle T hiicreleri bagisiklik yanitini etkinlestirmek

i¢in ikinci uyarana ihtiyag duyar) (Lewis ve ark., 2019).

Dalak NK hiicreleri enfekte hiicreler ile tiimor hedeflerine karsi uyarima ihtiyag
duymadan hizli sitolitik etki gostermeleri ile bilinmektedir. NK hiicreleri, MHC-I
eksikligi olan hedefleri, sitoplazmasinda tasidig: sitolitik bir protein olan perforin ile
kolayca oldiiriir. Insanlarda CD56" hiicreler igerisinde ortalama %17°lik temsiliyeti

oldugu eski bir ¢alismada rapor edilmistir (Ferlazzo ve ark., 2004).
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Dalak ILCI’leri -diger ILCI’lerde oldugu gibi- T-bet ifade ederken Eomes ifade
etmemesi ile NK hiicrelerinden farklilik gosterir. Yas aralig1 belirtilmemis C57BL/6 fare
dalagina ait ILC1’ler CD45" hiicrelerin %0.015’ini temsil etmektedir. Ayn1 calismada
ILC1 sayist ~on bin adet olarak tespit edilmistir (Sadeghalvad ve ark., 2023). 10-14
haftalik Sprague Dawley (SPD) sicanlarin kullanildigi kullanildigir bir g¢alismada,
dalakta ILCI’lerin tiim ILC’lerin ~%30’unu olusturdugu tespit edilmistir. Ayni
calismada Brown Norway (BN) ve Lewis (LEW) siganlarina ait dalak ILC1’leri tiim
ILC’lerin sirastyla %15 ve %45’ini olusturmaktaydi (Abidi ve ark., 2020). 8-20 haftalik
sicanlarla yapilan calismada dalak ILC1’leri tiim lenfositlerin ~%0-2’sini temsil
etmekteydi (Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda dalak ILC1’leri lenfositlerin
E20.5’te %0.08’ini, PN7°de %0.04’iinii, PN30’da 9%0.006’sin1 temsil ediyordu. Fetal
dénemden yetiskinlige uzanan siiregte dalak ILC1’lerinin lenfositler igerisinde temsil
ettigi yiizdelerde azalma mevcuttu. Calismamizda dalak ILC1’leri tiim ILC’lerin
E20.5'te %1.43’lnl, PN7°de %I13’lini’’ini, PN30’da %10’unu temsil ediyordu.
Sicanlarda prenatal donemden postnatal doneme gegiste dalak ILC1’lerinin tiim ILC’ler
arasinda temsiliyetinde artis s6z konusuydu. Farkh tiir siganlarda dalak ILCI’leri tiim
ILC’lerin %15-45’ini temsil etmekteydi (Abidi ve ark., 2020). Literatiirdeki si¢an
calismalar1 ile calismamizda tespit ettigimiz dalak ILC1’lerine bakilarak; dalak
ILC1’lerinin farkli gelisimsel donemlerde immiin sisteminin ihtiyacina gore ILC’ler

icindeki ylizdesinde artis veya azalis olabilecegi goriilmektedir.

Dalaga ait ILC2’lerle yapilan ¢alismalarda genellikle ateroskleroz ve ILC2 iligkisi
irdelenerek splenik ILC2’lerin ateroskleroz’da fonksiyonu oldugu one siirtilmiistiir
(Newland ve ark., 2017). Bir ¢alismada apolipoprotein-E eksikligi olan farelere IL-25
verilmesiyle ILC2 sayilarinda yiikselme gozlenmistir. ILC2 sayisindaki artigla beraber
ILC2’lerin salgiladig IL-5te (Trh2 degil) artis saptanmustir. IL-5 artis1 anti-fosforilkolin
dogal IgM’nin yiikselmesine neden olarak ateroskleroza karsi koruyuculuk gostermistir
(Mantani ve ark., 2015). 10-14 haftalik SPD siganlarda dalak ILC2’lerinin tiim ILC’ler
igerisindeki oran1 %20 olarak saptanmigtir. Ayni ¢alismada LEW ve BN sicanlara ait
dalak ILC2’lerinin total ILC’lerin sirasiyla %15 ve %45’ini temsil ettigi bildirilmistir
(Abidi ve ark., 2020). 8-20 haftalik siganlarla yapilan bir ¢alismada, splenik ILC2’lerin
total lenfositlerin ¢ok az bir kismimi temsil ettigi rapor edilmistir (Sudworth ve ark.,
2022). Calismamizda dalak ILC2’leri tiim ILC’lerin E20.5’te %12, PN7’de %13,
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PN30’da %28’ini olusturmaktaydi. Embriyonal donemden postnatal doneme gidildikce
dalakta ILC2 baskinlig1 artmaktaydi. Diger ¢aligmada 10-14 haftalik sigan dalaginda
ILC3 baskin ILC alt tipi olarak saptanirken ¢alismamizda embriyonal donemde dalak
ILC3’leri baskin ILC alt tipiydi (Abidi ve ark., 2020). Ancak PN30’ ait dalakta ILC2’ler
ILC3’lerden daha baskin hale gelmekteydi. Calismamiz prenatal ve postnatal doneme
ait dalakta baskin ILC alt tipinin degiskenlik gosterdigini ortaya ¢ikardi. Caligmamizda
dalak ILC2’lerinin lenfositler igerisindeki temsiliyeti E20.5’te %2.7, PN7°de %0.07 ve
PN30’da %0.03 kadardi. Diger si¢an c¢alismasinda lenfositler icerisinde c¢ok diisiik
sekilde temsil edilen dalak ILC2’lerinin tam degerleri verilmediginden ¢aligmamiz ile
karsilagtirma yapilamadi. Ancak PN7 ve PN30’a ait grafiklerimizin (ILC2 % of
lymphocytes, bkz. Sekil 4.78-79) diger si¢an calismasindaki grafiklerle uyumlu
oldugunu soyleyebiliriz (Sudworth ve ark., 2022).

Dalakta LTayf2 eksprese eden ILC3’lerin dentritik hiicre farklilagsmasini yonlendirdigi
ve dokudaki homeostaziye dogrudan katildigi daha oOnceden rapor edilmistir
(Vanderkerken ve ark., 2021). insanlarda dalak ILC3’lerinin inflamasyona ugramamis
dalakta baskin ILC alt tipi oldugu ve neredeyse total ILC’lerin %90’ 11 olusturdugu
bilinmektedir (Audia ve ark., 2018). 8-12 haftalik insan fetiislerinde ILC3’lerin total
ILC’lerin %90’dan fazlasini olusturdugu daha onceden rapor edilmistir (Liu ve ark.,
2021). Yas aralig1 belirtilmeyen C57BL/6 farelerde dalak ILC3’leri CD45" hiicrelerin %
0.0035’ini olustururken hiicre sayilart ~2000 olarak tespit edilmistir (Sadeghalvad ve
ark., 2023). Dalak ILC3’leri SPD siganlarda %40°’lik oranla baskin ILC alt tipi olarak
tespit edilmistir. Aym1 ¢alismada LEW ve BN sig¢anlarda dalak ILC3’lerinin total
ILC’lerin %30-35’ini olusturdugu belirtilmistir (Abidi ve ark., 2020). 8-20 haftalik
sicanlarin  kullanildigi bagka bir calismada, dalak ILC3’lerinin total lenfositlerin
yaklagik %0.2’°sini olusturdugu gosterilmistir (Sudworth ve ark., 2022). Caligmamizda
dalak ILC3’leri total lenfositlerin E20.5’te %19.1’ini, PN7°de %0.19’unu, PN30’da
%0.01’in1  olusturmaktaydi. Embriyonal donemden postnatal doneme dogru dalak
ILC3’lerinin lenfositler igerisindeki temsili alisilmisin disinda bir diisiis gostermekteydi.
Embriyonal donemde ILC3’lerin dalakta elzem olmasi postnatal doneme dogru
azalmas1 LTi hiicrelerine isaret edebilir. Bu durum SLO olan dalagin gelisimi icin
embriyonal donemde ILC3’lere (6zellikle LTi hiicrelerine) diger ILC’lere oranla daha
fazla ihtiya¢ duyuldugunu, dogumdan sonraki donemde ise ILC3’lere daha az ihtiyag
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duyuldugu fikrini akla getirmektedir. Bu varsayimi dalak igerisindeki baskin ILC alt
poplilasyonlar1 destekler niteliktedir. E20.5’te ILC3’ler total ILC’lerin ~%65’ini
olustururken bu oran PN30’da %19’a kadar gerilemekteydi. Varsayimimizi ILC3 alt
tiplerini (LTi hiicrelerini) tespit ederek dogrulayabilme/¢iiriitebilme imkanimiz
bulunmaktaydi. Ancak kullandigimiz antikorlardaki renk c¢akigsmasi bu durumu

engelledi.

Diger hematopoietik soylarin aksine T hiicreleri olgunlasmadan evvel timusta gelisim
gosterir. Gelismekte olan timositler heniiz periferik dokular1 kolonize etmeden evvel
timik mikro ¢evrede siki bir olgunlagsma siirecinden gecer. Timusta T hiicre iiretimi i¢in
gereken sinyalizasyon ve transkripsiyon faktorlerinin koordine sekilde diizenlenmesi
timusun ana ¢iktisin1 T hiicreleri olarak sunmaktadir. Yakin doneme kadar yetiskinlerde
ILC’lerin kemik iliginde {iretilerek perifere dagildigi sanilmaktaydi. Ancak son
calismalarda ILC’ler ile yenidogan T hiicreleri arasinda molekiiler, transkripsiyonel ve
gelisimsel paralelliklerin dikkate deger ol¢iide korundugu gosterilmektedir. Ayrica
ILC’lerin antijene 0zgli reseptdrlerini uygun sekilde yeniden diizenlemede basarisiz
olan T hiicrelerinden gelisebilecegi gosterilmektedir. T hiicreleri ve ILC'lerin ontogenisi
lizerine yapilan g¢aligmalar, uzun omiirlii, dokuda yerlesik ILC'lerin timus kaynakli
olmasinin muhtemel olduguna ve sabit durum veya hafif bagisiklik gerektiren durumlar
sirasinda genisleyerek inflamasyona uygun sekilde yanit verdiklerini gostermektedir
(Shin ve McNagny, 2021). Timus, Notch ligandlar1 ile IL-7 saglayarak ILC’lerin
farklilasmasina elverigli mikro c¢evre saglamaktadir. Timusta bulunan erken T hiicre
oncilleri ILC farklilasmasi icin gerekli transkripsiyon faktorlerini ifade etmektedir. Bu
ylizden timus ILC dretimi i¢in O6nemli bir merkez olarak disiiniilebilir. Bu
koordinasyonu saglayan anahtar diizenleyicilerden helix-loop-helix E proteini
baskilandiginda timusta T hiicre gelisimi engellenir. Buna mukabil devasa miktarlarda
ILC2 tiretimi gergeklesir. In vitro ortamda ILC2’lerin T hiicre progenitorlerinden koken
alarak gelisebilecegi de gosterilmektedir (Sun ve Bajana, 2022). Fare ve insanlarda
timik ILC’ler {izerine ¢alismalar bulunsa da siganlarda timik ILC’leri arastiran heniiz

calisma bulunmamaktadir.

Timik ILCI’ler diger dokulardaki ILC1’lerden farkli olarak erken timik progenitor
hiicrelerden gelisebilmektedir. Ayrica karaciger, akciger ve dalak gibi organlarda

dogumdan PN3’e kadar ILC1’lerin sayis1 artis gosterirken timusta dogumdan sonra
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ILC1 sayist azalmaktadir (Tougaard ve ark., 2024). Yakin zamanli bir ¢aligmada fare
timusuna ait ILC1’ler E14.5’te tespit edilmemistir. Timik ILC1’lerin sayis1t E16.5’te
~2x10%, E18.5°te 5x10%, PN1°de ~12x10° ve PN3’te ~6x10° olarak tespit edilmistir. Bu
calismada dogumun ilk giinline kadar timik ILC1’lerin sayis1 anlamli artis gdstermis
dogumdan sonraki ilk {i¢ giinde yine anlamli azalma gostermistir (Sparano ve ark.,
2022). Ancak bu azalma dokuda hiicre 6liimii ile mi, diger dokulara ILC1’lerin go¢ii ile
mi yoksa ILCI1 plastisitesi ile mi gergeklesir sorusunun cevabr calismada
belirtilmemistir. Ortalama t{i¢ buguk giinliik yenidogan bebeklerle yapilan bir ¢alismada,
timik ILC1’lerin total ILC1’lerin ortalama %3-4’linii olusturdugu saptanmistir (de
Sousa ve ark., 2021). Farelerle yapilan bir ¢alismada, ILC1’lerin total ILC’lerin PN7’de
%35’e yakiini temsil ettigi, PN14’te bu temsiliyetin %]1-2’lere diistiigii gdsterilmistir.
Ancak bu ¢alismada ILC1’ler; CD8o CD3i IL-7Ra’-Lin™ (B220, CD3, CD5, CD11b,
CD1lc, CD19, CD49b, CD123, F4/80, FceR1, Gr-1, and Ter119) Tbet® olarak
tanimlanmistir (Jones ve ark., 2018). Bu soy belirtecinde NK hiicrelerinin ILC1’lere
dahil edilip edilmedigi calismada belirtilmemistir. Calismamizda timik ILC1 frekansi
“dim ve hi” kapilamalarinda prenatal donemde diisiik frekansa sahipti. incelenen
kapilamalarda postnatal doneme gegiste timik ILCI1 frekansinda anlamli artis sz
konusuydu. Bu anlamli frekans artisina ragmen hiicre sayisinda anlamli artis
goriilmemisti. Fare c¢alismalarinda embriyonal donemden posnatal doneme dogru
geciste anlamli timik ILC1 artist calismamizda sicanlarda da goriilmekteydi.
Calismamizda timik ILC1’lerin total ILC’ler igerisindeki yiizdesi E20.5’ten PN7’ye
geciste fazla degisim gostermemekteydi. PN7’den PN30’a dogru 2 katlik bir artig s6z
konusuydu. Timik ILCI1 sayis1 fare g¢alismasinin aksine calismamizda daha diisiik
sayilardayd: (Sparano ve ark., 2022). Hiicre sayisina zit bigimde timik ILC1’lerin
lenfositler igerisindeki temsili zamanla artiyordu. Timik ILC1’lerin lenfositler
icerisindeki oran1 E20.5 ve PN7’de %0.017 iken PN30’da %0.09’du. Embriyonal ve
postnatal donemin ilk haftasinda timik ILC1 lerin lenfositler igerisindeki oran1 ayniyken
birinci aym sonunda 5 katlik artis s6z konusuydu. Dolayisiyla siganlarda timik

ILC1’lerin ILC’ler igerisindeki temsiliyetinde artig gozlendi.

Timik (tNK) NK hiicreleri yiiksek CD127 ekspresyonu ile karakterize edilir (Di Vito ve
ark., 2019). tNK hiicreleri, ¢ogalan timositleri hedefleyerek timusta T hiicrelerinin
secilmesi ve korunmasi gorevini iistlenmektedir. Bazi ¢alismalar bu hiicrelerin timustan
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cikarak LN, kemik iligi ve karacigere gog ettiklerini gostermektedir (Forbes ve ark.,
2024). 6 haftalik C57BL/6 disi farelerle yapilan bir ¢aligmada, timik NK hiicrelerinin
lenfositlerin %0.1’ini bile temsil etmedigi ve hiicre sayisinin yok denecek kadar az
oldugu rapor edilmistir (Gregoire ve ark.,, 2007). Calismamizda tNK hiicreleri
lenfositlerin E20.5te %0.0031’ini, PN7’de %0.002’sini ve PN30’da %0.0005’ini temsil
ediyordu. tNK hiicreleri, inceledigimiz tim organ ve zaman dilimlerinde lenfositler
igerisinde popiilasyonlar1 en az olan hiicrelerdi. Bu bulgumuzu fare ¢alismasi destekler
nitelikteydi. Zira fare ¢alismasinda diger tiim organlar NK hiicrelerinin bol rezervuarlari
olarak sunulmakta, timus bu rezervuarin disinda tutulmaktaydi (Gregoire ve ark., 2007).
Calismamizda tNK hiicrelerinin total ILC popiilasyonundaki temsiliyeti E20.5°te
%0.28, PN7°de %0.17 ve PN30°da %0.03 olarak saptanmisti. Dogumdan hemen sonra
timositlerden T hiicrelerinin se¢ilmesi (timopoez) siirecine denk gelen zaman diliminde,
tNK’larinda diger gilinlere gore total ILC’ler icerisindeki oraninda azalma goriildii.
Dogumdan bir ay sonra tNK hiicrelerinin total ILC’ler igerisindeki ytlizdesinin %0.03’e
gerilemesi, siganlarda dogumdan hemen sonra hizli timopoeze giris, sonrasinda rutine
binen % (tNK/total ILC) sergilemesine isaret edebilir Bu varsaymm
dogrulamak/ciiriitmek i¢in timusun prenatal ve postnatal donemde T hiicre iiretim
frekanslarin1 saptamak gerekir. Ancak literatiirde boyle bir calisma saptanmadi.
Calismamizda incelenen kapilamalarda tespit edilen tNK hiicre frekanslarinda prenatal
ve postnatal donem agisindan anlaml farklilik saptanmadi. tNK hiicrelerinin CD127’yi
fazla eksprese etmemesi, PN30’daki Lin CD127" kapilamasinda hiicre ve frekans tespit

edilememesiyle ortiismekteydi.

ILC2’ler birgok dokuda antihelmint bagisiklig: ile alerjik reaksiyonlara katilarak tip 2
bagisikligr saglamaktadir. Mukozal dokularda doku rejenerasyonu ve onarimini
sagladig1 bilinmektedir. Son ¢alismalarda timik ILC2’lerin ex-vivo ortamda IL-5 ve IL-
13 sekrete ettigi rapor edilmistir. Hematopoetik Onciillerdeki IL-4/IL-13 reseptor
kompleksinin sinyalizasyonu, onciil timik hiicrelerin myeloide mi yoksa T hiicre soy
hattina m1 farklilasacagini belirlemede gorev alir (Barik ve ark., 2017). Ek olarak 1L-13,
timik epitel hiicrelerin fonksiyonlarini diizenler. Timik mediiller epitel IL-13/IL-4
tarafindan aktive edilerek, olgun T hiicrelerinin zamaninda ¢ikisini saglar (White ve
ark., 2017). Dolayistyla timik ILC2’lerin IL-13 sekresyonuyla hematopetik hiicrelerin
farklilagsmasi tizerine dogrudan etkileri oldugu goriilmektedir. Bu da bu hiicrelerin
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sadece immiin sistem degil ayn1 zamanda dokuda c¢ok yonlii fonksiyon gosterdigine
isaret etmektedir (Cupedo, 2018). Ancak bu durumun in vivo olarak ispat edilmediginin
belirtilmesi gerekir. Bu varsayimin dogru olup olmadigimi test etmek ig¢in, diger
arastirmacinin da bahsettigi gibi, IL-13 iireten yapilarin T hiicrelerine etki etmeden
ablasyonu, timik ILC2’lerin T hiicrelerine zarar vermeden deletesyonu gibi islemlerin
kullanilmas: gerekebilir (Cupedo, 2018). 8-12 haftalik insan fetiislerinde timik
ILC2’lerin, ILC3 ve ILC1’den daha az popiilasyona sahip oldugu bildirilmistir (Liu ve
ark., 2021). Ortalama ti¢ buguk giinliik yenidoganlarda timik ILC2’lerin total ILC’lerin
%?20’sini temsil ettigi rapor edilmistir (de Sousa ve ark., 2021). Farelerle yapilan bir
calismada, timik ILC2’lerin timik ILC’lerin PN1’de %50, PN7°de %40’1n biraz altinda,
PN14’te %40’1n biraz lstlinde, yetiskinlikteyse ~%30’unu olusturdugu rapor edilmistir.
Ayni calismada timik ILC2’lerin sayist PN1°’de 500 civari, PN7°de 200-300 arasi,
PN14’te 2000’e yakin, yetiskinlerde ise 1000’in biraz tistiinde tespit edilmistir (Jones ve
ark., 2018). Calismamizda timik ILC2’ler timik ILC popiilasyonunun E20.5’te %25,
PN7’de %22 ve PN30’da %30’unu olusturmaktaydi. Prenatal donemden postnatal
doneme dogru timik ILC2’ler timik ILC popiilasyonu icerinde daha fazla temsil
ediliyordu ancak fare c¢aligmasinin aksine incelenen prenatal ve postnatal donem
timuslarinda ILC2’ler asla baskin ILC alt tipi olmamaktaydi. Fare calismasinda timik
ILC2’ler ILC3’lerin aksine daima dokuda yer almaya devam ediyordu. Calismamizdaki
timik ILC2’lerin total ILC’lerin prenatal donemde %25’ini, PN30’da ise %30’unu
temsil ettigi goriildii. Dogumdan bir giin 6ncesinden dogumdan bir ay sonrasina kadar
timik ILC2’lerin ILC popiilasyonlar: igerisindeki sayis1 ~2.5 kat artiyordu.
Calismamizda timik ILC2’lerin sayis1 kapilamalar arasinda heterojen goriiniim
sergilemekteydi. Incelenen iki kapilamada timik ILC2 sayilar1 E20.5’ten PN7’ye dogru
artis gostermis PN7°den PN30’a dogru azalma egilimi gdstermis olsa da bu artis ve
azalis anlamli degildi. E20.5’ten PN7’ye dogru timik ILC2’lerin artma egilimi anlamli
olup fare ¢alismasiyla uyum gostermektedir (Jones ve ark., 2018). Timik ILC2’ler
lenfositlerin E20.5’te %1.3, PN7°de %0.28, PN30’da %0.84’linli temsil ediyordu.
Dogumdan sonra azalan bir temsiliyet s6z konusu idi. Bu durumun sebebi dogumdan
hemen sonra timopoezin baslamasiyla T hiicrelerdeki artis olabilir. PN7’den PN30’a
geciste timik ILC2’lerin lenfositler igerisindeki yiizdesel artisi dokuda ILC2’lere

ihtiyacin arttigina isaret edebilir. Bu durumun T hiicre cikisini destekleyen timik
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mediiller epitel aktivasyonu igin gerekli IL-13 sitokinine talebin artmasindan mi

kaynaklandig1 yoksa baska bir sebepten mi kaynaklandig: aragtirilmay1 beklemektedir.

Fetal donemde LN’lerin gelisimi, endotel ve stromal hiicreleri sinyalizasyon yoluyla
aktive eden ILC3’lere siki sekilde baglidir. ILC3 ve sagladiklar1 sinyalizasyonlarin
olmamas: fare ve insanlarda LN gelisimini engeller. Timik ILC3’ler timus medullasinda
yer alan timik epitel hiicrelerin gelisimi i¢in elzem hiicreler olarak goze garpmaktadir.
ILC3 kaynakli niikleer faktor kappa-PB ligandinin reseptor aktivatorii (RANKL) timus
medullasindaki epitel hiicrelerin nihai olgunlasmasini saglar. Ayn1 zamanda T hiicrelerin
oto-tolerans kazanmasi i¢in gerekli olan AIRE geninin (otojen antijenlerin
transkripsiyonunu yonlendirir) normal ekspresyonunu saglar. Bu yilizden timik ILC3
veya timik ILC3’lerden kaynaklanan RANKL yoklugu timopoezde negatif se¢ilimin
etkinligini azaltarak oto-immiiniteye yatkinligi arttirmaktadir (Cupedo, 2018). Timik
ILC3’ler 8-12 haftalik insan fetiislerinde timusun baskin ILC alt tipi olarak saptanmigtir
(Liu ve ark., 2021). Ortalama {i¢ buguk giinliik yenidogan insan yavrularinda timik
ILC3’ler tiim ILC’lerin ~%12-13 kadarini temsil etmektedir (de Sousa ve ark., 2021).
Daha once zikredilen fare calismasinda, timik ILC3’lerin total ILC’ler arasindaki
temsili PN1’de ~%30, PN7’de %40°’a yakin, PN14’te %5’ten az, yetigkinlikte neredeyse
%1-2 kadar tespit edilmistir. Hiicre sayilar1 PN1’de 350 civari, PN7°de 400 civari,
PN14°’te 200-250 arasi, yetigskinlikte ise 50’den daha az olarak belirtilmistir (Jones ve
ark., 2018). Calismamizda timik ILC3’ler tiim ILC popiilasyonunun E20.5te %59’ unu,
PN7°de %64’iinii, PN30’da %62’sini temsil ediyordu. Fare calismasinin aksine timik
ILC3’ler incelenen tiim giinlerde timusun baskin ILC alt tipiydi. Embriyonal doneme ait
timik ILC3’lerin baskin ILC alt tipi olmas1 bulgumuz 8-12 haftalik insan fetiisleri ile
uyumluydu. Ancak 8-12 haftalik insan fetiislerinde sigan bulgularimizdan farkli olarak
ILC2 ve ILC1 lerin oranlart daha fazlayd: (Liu ve ark., 2021). PN3.5 insan yavrularinda
ILC2 baskinliginin saptanmasi, insanlarda prenatal ve postnatal donemde baskin timus
ILC alt tiplerinin farklilastigina isaret ederek, arastiritlmay1 beklemektedir (de Sousa ve
ark., 2021; Liu ve ark., 2021). Calismamizda timik ILC3’lerin sayisi LinCD127"
kapilamasinda PN7’den PN30’a dogru anlamli azalma gdstermisti. Diger kapilamalarda
anlamli azalmalar saptanmasa da azalma trendi gosterdigini belirtmek gerekir.
Calismamizda timik ILC3’ler total lenfositlerin E20.5’te %24’linii, PN7’de %2.1’1ini,
PN30’da %2’sini temsil etmekteydi. Bulgularimiz E20.5’te timik ILC3’lerin timusun
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yogun ihtiyacina ithafen diger dokulara gore yiiksek oranlarda bulundugunu
gostermektedir. Gergekten de incelenen tiim dokular arasinda timus E20.5’te en fazla
ILC3/lenfosit oranina (%24) sahip organdi. Bu da sican fetiisleri doguma hazirlanirken
ILC3’lerin timusta kritik rolleri oldugunu diisiindiirmektedir. Bu yiiksek timik ILC3
oranmmin LTi hiicreleri (CD4'CCR6") mi yoksa diger ILC3 alt tipleri (Necr
(NKp46)"CCR67, Ncr(NKp46) CCR6") mi oldugu sicanlarda  arastiriimay1
beklemektedir. Fare ¢alismasinda ILC’ler alt tiplerine ayrilmadan total timositler
igerisindeki oranlar1 saptanmistir. Calismamizda her ILC alt tipinin ayr1 ayr1 lenfositler
icerisindeki temsiliyeti verilmistir. Dolayistyla c¢aligmamizla fare calismasini

lenfosit/timosit diizleminde kiyaslamamiz miimkiin olmadi (Jones ve ark., 2018).

Bagirsak mukozasi DC’ler tarafindan numune alinan gida antijenleri ve ¢ok sayida
kommensal mikrop ve bunlarin iiriinleri tarafindan siirekli olarak hedef alinmaktadir.
Yaklasik 20 yildir, mLN’lerin gida proteinlerine karsi tolerans olusturulmasinda kilit
bolge oldugu ve ayni zamanda kommensal bagirsak bakterilerinin sistemik bagisiklik
sistemine niifuz etmesini Onlemek i¢in bir giivenlik duvart gorevi gordigi
bilinmektedir. Bu yiizden nispeten eski bir ¢alismada mLN’ler “bagisiklik anatomisinin
merkezindeki organ” olarak nitelenmistir (Macpherson ve Smith, 2006). LN'ler antijene
0zgl lenfositlerin ilgili antijenle rasgele karsilasmasini miimkiin kilan organize bir
mikro cevre saglar. Bu yapilart birbirine baglayan lenfatik damar sistemi, bagisiklik
hiicrelerinin ve antijenin enfeksiyon bdlgelerinden tahliye edilmesini saglayarak
immiinolojik miicadeleye yonelik etkili bir adaptif bagisiklik yaniti olusturur (Mackley
ve ark., 2015). ILC’ler (esasen ILC2 ve ILC3) lenflerin digiime girdigi LN’nin
interfollikiiler alanlarinda yer almaktadir. Anatomik olarak bagirsaklarla yakin
miinasebetinden otlirli mLN’ler bagirsaktaki ILC’ler ve DC’lerin gd¢ ettigi ugrak bir
nokta olarak hizmet eder. LN’lerde bulunan ILC’ler immiinoglobiilin A (IgA) tiretimi ile
mukozal bariyerlerde bulunan kommensal-spesifik T hiicrelerini regiile ederek immiin

sistemin 6nemli elemanlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Késtele ve ark., 2021).

NK hiicreleri insanlarda lenf diigiimlerinin siniis ve korteksinde bulunurken farelerde
medulla, parakortikal ve kortikal bolgelerinde yer ali. LN’lerde yer alan NK
hiicrelerinin anti-tiimoral rollerini sunan bir derlemede farelere ait NK hiicre yiizdesi
dinlenmede %0.2-0.5, DC’lerin LN’ye drene olmas1 esnasinda %5-12, viral enfeksiyon

esnasinda %1.5-4.6 olarak belirtilmistir. insanlarda bu yiizdeler dinlenme esnasinda %1-
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7 arasinda si¢anlarda ise %2 civarinda gosterilmistir (Graham ve ark., 2024). Bu
derlemede saptanan sigan ¢alismasinda mLN ve periferik lenf nodu NK hiicre yiizdeleri
(CD161" hiicreler icerisinde) hemen hemen ayni saptanmistir (Del Rio-Araiza ve ark.,
2020). Fare organlarinda ILC’leri karakterize eden bir ¢alismada ILC’ler CD45 “IL-
7Ra. "Lin (CD3, CD5, B220, CD11b, CD11c)iCD3 olarak tanimlanmistir. Ancak
calismanin kapilama stratejisi gdz oniine alindiginda arastirmacilarin T-bet” hiicreleri
dogrudan ILC1 olarak kabul ettigi goriilmektedir. Bu kapilamada Eomes ifade eden
(NK' hiicreleri) hiicreler olabilir. Ancak arastirmacilarin bu konudan bahsetmemesi
nedeniyle bu c¢alismayi c¢alismamiz ile kiyaslayamadik (Dutton ve ark., 2017). 6-8
haftalik disi C57BL/6 farelerde Schistosoma japonicum parazitinin mLN’de yer alan
NK ve dogal oldiiriicii T hiicrelerine etkilerini arastiran bir ¢alismada, kontrol grubu
farelerde NK hiicrelerinin lenfositlerin %2,8 + 0,77’ini olusturdugu saptanmistir. Ancak

NK hiicre sayisinin ¢alismada belirtilmemistir (Luo ve ark., 2014).

Calismamizda mLN’ye ait NK hiicreleri tiim ILC’lerin E20.5’te %0.70’ini, PN7’de
%0.04’tinti, PN30’da %0.33’iinii olusturmaktaydi. Embriyonal donemden bir ay sonra
mLN’de NK hiicrelerinin ILC’ler arasindaki orani yaklasik %50 azalmaktaydi. NK
hiicreleri total lenfositlerin E20.5’te %0.0092°sini, PN7°de %0.004’iinii, PN30’da
%0.002’sini temsil etmekteydi. Dolayisiyla NK hiicrelerinin  ILC’ler arasindaki
temsiliyetinde prenatal donemden postnatal doneme dogru dnce azalis sonra artis s6z
konusuyken, total lenfositler igerisindeki temsiliyetinde siirekli azalma s6z konusuydu.
LinCD127%™ kapilamasinda NK hiicre sayis1 E20.5’te PN7’ye gore, Lin'CD127"
kapilamasinda ise PN7’de PN30’dan anlamli olarak daha fazlaydi. Lin'CD127%™
kapilamasindaki bulgu, NK hiicrelerinin dogumdan hemen 6nce sayilarinda ytikseklik
olmasina ragmen hizlica bu sayida azalmaya isaret etmekteydi. Ancak NK hiicrelerinin
mLN’den diger dokulara go¢ ederek mi yoksa baska bir mekanizma ile mi sayilarinin
azaldig arastirilmayi beklemektedir. Zira son ¢aligmalarda 24 saatte sayilar1 ~200-2000
arasinda degisen (CD45" hiicrelerin  %0.01-0.03iinii temsil eden) ILC’lerin
bagirsaklardan mLN’lere dogru gog ettigi bildirilmektedir (Késtele ve ark., 2021). Bu
durum mLN’lerdeki ILC popiilasyonlarinin dinamik degisiklikler gosterdigini ve
bagirsaklarla dogrudan iliskili olduguna isaret edebilir. Intestinal lenf nodlar1 igerigini
insanlarda yukar1 dogru cisterna chyli’ye gotiirebilecegi gibi, asagi dogru inguinal lenf
nodlarma da gonderebilir. Bu lenf trafiginde ILC’lerin karakterize edilmesi, go¢ siklig1
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ve yoOnlerinin belirlenmesi lenfle iligkili rahatsizliklar1 anlamada ve tedavi yollarinin

gelistirilmesinde faydali olabilir.

Normalde ILCI’lerin dokuya yerlesik ILC alt tipi oldugu kabul edilir. Ancak
Kaede farelerinde yapilan bir ¢alismada deriden lenf nodlarina ILC1’lerin ILC2 ve
ILC3’e gore daha fazla goc ettigi gosterilmistir. Bu c¢aligmada ILC’lerin S1P’ye
baglanarak LN’lere go¢ ettigi saptanmistir. Ancak mLN’lerde boyle bir durum olup
olmadigi ¢alismada belirtilmemistir (Dutton ve ark., 2019). 6-10 haftalik C57BL disi
farelerde mLN’ye ait ILC1’lerin diger ILC popiilasyonlarindan daha az oranda oldugu
gosterilmistir. mLN’de tespit edilen ILC1 sayisinin 1000’e ulagsmadigi ayni ¢alismada
gosterilmistir. 6-12 haftalik C57BL/6 farelerde ILC1’lerin total ILC’lerin %20.5’ini
olusturdugu rapor edilmistir (Dutton ve ark., 2017). 10-14 haftalik SPD siganlarda
ILCT’lerin tim ILC’lerin ~%2.3’iinii olusturdugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada mLN
ILC1’lerinin total ILC’lerin, LEW sicanlarda %20’sini, BN si¢anlarda ~%10’unu
olusturdugu belirtilmistir (Abidi ve ark., 2020). Calismamizda mLN’de tespit edilen
ILCT’ler total ILC’lerin E20.5’te %2.74’{inti, PN7°de %2.89’unu, PN30’da %5.22’sini
olusturmaktaydi. Embriyonal donemden postnatal doneme dogru ILC1’lerin total
ILC’ler arasindaki oran1 dogumdan sonraki ilk haftada ¢ok artmasa da birinci haftadan
birinci aya kadar yaklagik 2 katlik bir artis sergiledi. mLN ILCI lerinin total ILC’ler
icerisindeki porsiyonu diger sican ¢alismasindaki porsiyona benzerdi (Abidi ve ark.,
2020). Bu da farkli tiir siganlarda mLN ILCI’lerinin tiim ILC’ler igerisindeki
yiizdelerinde farkliliklar olabilecegine isaret etmektedir. mLN ILC1’lerinin total
lenfositler igerisindeki yiizdesi E20.5’te %0.028, PN7’de 9%0.07, PN30°da %0.02 olarak
saptandi. Calismamizda mLN ILC1’lerinin total ILC’ler arasindaki oraninda artis
goriiliirken lenfositler icerisindeki temsil yiizdesinde prenatal ve postanatal donemde

bariz farkliliklar saptanmamusti.

mLN’lerde ILC2’lerin ilk kez tespiti 2010 yilinda ti¢ farkli laboratuvarda
gerceklestirilmistir (Moro ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010; Price ve ark., 2010). mLN
ILC2’leri lenf diiglimlerinde olgunlagmamis T hiicrelerinin olgunlagmasinda gorev
almakta, olgunlagmig T hiicreleri tarafindan da regiile edilebilmektedir. Yine mLN’de
yer alan ILC2’ler kanser progresyonu esnasinda alt popiilasyonlara dogru
transdiferansiyasyona ugrayabilmektedir (Sugimura ve Wang, 2022). 6-12 haftalik

C57BL/6 farelerle yapilan bir ¢aligmada, mLN’ye ait ILC2’lerin total ILC’lerin
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%17.9’unu temsil ettigi bildirilmistir (Dutton ve ark., 2017). 6-10 haftalik disi WT fare
mLN’sinde ILC2’ler ILC3’lerden daha az sayida, ILC1’lerden daha fazla sayida tespit
edilmistir. Calismada mLN ILC2’lerinin sayist 1000’in altinda saptanmistir (Mackley
ve ark., 2015). 10-14 haftalik SPD siganlarda mLN ILC2’lerinin total ILC’lerin
~%6.7’sini olusturdugu rapor edilmistir. Bu oran LEW ve BN si¢anlarda ~%5 olarak
bildirilmistir (Abidi ve ark., 2020). Calismamizda mLN ILC2’leri total ILC’lerin
E20.5’te %48’ini, PN7’de %52’sini, PN30’da %53 linii temsil etmekteydi. ILC2’ler
hem prenatal donemde de postnatal donemde mLN’nin baskin ILC alt populasyonuydu.
Bagirsaklarda homeostazi durumunda tiim ILC alt gruplarmin gog ettigi bildirilse de
mLN’lere ILC2 go¢iiniin mLN baskin ILC popiilasyonunu degismesinde etkisi olup
olmadig arastirilmay1 beklemektedir (Helfrich ve ark., 2021).

mLN ILC3’leri lenf diigiimlerine go¢ edebilen, dokuda yerlesik kalabilen hiicrelerdir.
LTi hiicreleri de bu gruba dahil edildiginde, lenfoid dokuyu insa eden hiicreler olarak
telakki eedilebilir (LTi hiicrelerine dair detayli bilgi genel bilgilerde yer almaktadir).
Dokuda yerlesik antijen sunan ILC3’ler, T hiicre bagimli kolonik IgA iiretimini kontrol
etmektedir. Dokuda yerlesik antijen sunan ILC3’lerin yoklugunda, colon’da bulunan
bakterilerin artan miktarda kontrolsiizce IgA iirettikleri gdsterilmistir. Bu ylizden mLN
ILC3’lerinin doku homeostaz1 ile bagirsak mukozasinda yasayan kommensal
bakterilerle mutualizmi korumakla gorevli oldugu disiiniilmektedir (Melo-Gonzalez ve
ark., 2019). 6-12 haftalik C57BL/6 farelerde mLN’ye ait ILC3’lerin total ILC’lerin
%48.7’sini olusturdugu rapor edilmistir (Dutton ve ark., 2017). 6-10 haftalik disi WT
fare mLN’lerinde ILC3’lerin total ILC’lerin %50’sinden fazlasin1 olusturdugu
gosterilmistir (Mackley ve ark., 2015). 10-14 haftalik SPD, LEW ve BN si¢anlarda
mLN ILC3’lerinin total ILC’lerin sirasiyla ~%82.9, %58-60 ve %45-50’sini
olusturdugu gosterilmistir (Abidi ve ark., 2020). Calismamizda mLN’ye ait ILC3’ler,
total ILC’lerin E20.5’te %27 sini, PN7°de %14’ linii, PN30’da %25’ini olusturmaktaydi.
ILC3’ler fare ve sigan calismalarinda mLN’nin baskin ILC alt popiilasyonu olarak
tammmlanmustir (Abidi ve ark., 2020; Dutton ve ark., 2017; Mackley ve ark., 2015).
Calisgmamizin bulgulart, mLN’de hem prenatal hem de postnatal donemde ILC3’lerin
baskin olmadigin1 gostererek diger sigan calismasindan farkli sonucglar sunmaktadir.
Calismamizin PN30 grubunda 4 haftalik siganlarin yer almasi, diger sigan ¢alismasinda

ise 10-14 haftalik siganlarin yer almasindan o&tiirli, PN30’da saptanan ILC2
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baskinligmin yasin ilerlemesine bagli olarak degisebilecegi sOylenebilir. Ancak bu
durumun aydinlatilabilmesi i¢in daha genis yas aralikli sicanlarin dahil edildigi

caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Gastrointestinal sistem emici bariyerini patojenlerden koruyan, doku fizyolojisine
katkida bulunan ve mukozal iyilesmeyi destekleyen karmasik hiicre aglari ve yogun
lenfoid yapilar igeren immiinolojik acidan zengin bir yapidir. Gastrointestinal sistem
diyetle alinan =zararsiz antijenler ile bagirsaga kolonize trilyonlarca yararli
mikroorganizmaya karsi tolerans gdstermesi gereken bir olusumdur. Bahsedilen
etmenlere tolerans gelistirilmemesi; inflamatuar bagirsak hastaligi, gida alerjisi, kronik
enterik enfeksiyonlar ve kanser gibi lokal ve sistemik hastaliklarla sonuglanabilir (Horn
ve Sonnenberg, 2024). Gastroenterik sistemin en 6nemli organlari olan bagirsaklar,
yasam i¢in olmazsa olmaz nitelige sahip olup siirekli olarak yabanci antijenlere ve diger
cevresel etkenlere maruz kalir. Bu nedenle, 6nemli miktarda organize lenfoid doku ve
biiyiik miktarda daginik dogal ve adaptif efektor hiicre popiilasyonlari ile bagisiklik
sisteminin en biiyiik boliimiinii olusturur. Colon’da sindirim goriilmese de saglik icin
gerekli olan c¢ok sayida komensal mikroorganizmanin rezervuari olarak islev goriir.
Kolonik bagisiklik sistemi bu mikroorganizmalar1 potansiyel tehlikeler olarak tanir ve
onlar disar1 atmadan 'kol mesafesinde' tutar. Bu durum kalin bir mukus tabakasi ile IgA
antikorlarmin {retilmesini ve ¢ok sayida diizenleyici T hiicresinin varligim
gerektirmektedir (Mowat ve Agace, 2014). ILC’lerin kesfinden sonra bu hiicrelerin
bagirsak homeostazisi, doku onarimi, parazit ve patojen mikroorganizmalara kars1 ¢cok
yonlii fonksiyonlar1 oldugu anlasilmistir. Ancak bu fonksiyonlarina zit sekilde bazi

hastaliklarin ILC araciligiyla ilerledigi de bilinmektedir (Ryu ve ark., 2023).

Bagirsakta bulunan NK hiicreleri diger dokulardaki NK hiicrelerinden daha karmagsik
Ozelliklere sahiptir. Bagirsaklarda yer alan NK hiicreleri epitel tabakasi ile dokunun
stromasinda dagmik vaziyette yer alarak lenfoid kiimelenme goOstermezler. Boylece
mikrobiyota bilesenleri, komensal ve patojen mikroorganizmalardan iiretilen ¢ok sayida
antijenle siirekli etkilesim gosterirler. Ayrica bagirsak homeostazinin saglanmasi igin
dokuda yer alan epitel hiicreler, fibroblastlar, makrofajlar, dentritik hiicreler ve diger
lenfositlerle etkilesim gosterirler (Poggi ve ark., 2019). 8-20 hafta yas araligindaki
siganlarda yapilan bir calismada, NK hiicrelerinin total lenfositler igerisindeki temsili,

ince bagirsak lamina propriasi (LP) ile intraepitel lamina’da (IEL) %0.5’in altinda
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saptanmistir (LP’de IEL’den daha fazla) (Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda ince
bagirsaktaki NK hiicreleri total lenfositlerin E20.5’te %0.0018’ini olusturuyordu (gereg
ve yontem kisminda belirtilen sebeplerden otlirii diger giinlerde tespit edilemedi).
Colon’daki NK hiicreleri total lenfositlerin E20.5’te %0.0084’iinii, PN7°de %0.11’ini
olusturuyordu. Colon’da yer alan NK hiicrelerinin total lenfositler igerisindeki temsili
dogumdan sonra ilk haftada ~13 kat artis gOstermisti. Ayrica bu temsil E20.5’te
colon’da ince bagirsaktan ~4.6 kat daha fazlaydi. E20.5’te NK hiicrelerinin total ILC’ler
icerisindeki temsiliyeti ince bagirsakta %0.15 oranindayken colon’da %0.46 kadardi.
PN7°de incelenen tiim organlar arasinda NK hiicrelerinin total lenfositlere oranla en
fazla oldugu organ colon’du. Colon’daki NK hiicre frekansi Lin CD127" kapilamasinda
diger kapilamadan daha fazlaydi. Ayrica incelenen iki kapilamada da E20.5’ten PN7’ye
dogru anlamli NK hiicre frekansi artisi saptanmisti. Bu durumu E20.5’ten PN7’ye
geciste NK hiicre/lenfosit orani destekler nitelikteydi. Colon’a ait NK hiicrelerinin total
ILC’ler igerisindeki temsili E20.5’te %0.46’dan PN7’de %2.17’ye yiikselmisti. NK
hiicrelerinin tim ILC’ler arasindaki oraninda dogumdan sonraki ilk haftada 5 katlik artis
olmasi dokunun NK hiicrelerine ihtiyacinin artmasina isaret edebilir. PN30’da gereg ve
yontem kisminda belirtilen nedenlerden dolayr NK ve ILC1’leri tespit edilemedi.

PN30’da NK hiicrelerinin tespit edilmesi bu durumu agiklamay kolaylastirabilirdi.

ILC1’ler IL-12 ve IL-15 uyarimina yanit olarak bol miktarda IFN-y {ireterek intestinal
enfeksiyonlara karsi savunmanin ilk hattin1 olusturur. Arastirmacilar T-bet (ILC1
tiretiminde elzem TF) eksikligi olan fare modelinde, farelerin Toxoplasma gondii
enfeksiyonunun erken sathalarinda parazit ¢ogalimini kontrol edemedigini ortaya
koymustur (Zheng ve Zhu, 2022). Bagirsak ILC1’leri savunma ve bagisiklikta gorev
almanin yani sira doku homeostazina da katkida bulunur. Yakin zamanl bir ¢aligmada,
fare ve insanlardan elde edilen ILC1’lerin CD44v6" epitel kriptalarmin genislemesini
tetikleyen doniistiiriicti bliylime faktorii 1 (TGF- B1) salgiladiklar1 gosterilmistir. Yine
bu calismada arastirmacilar ILC1 lerin, hiicre dis1 matrisin bozulmasinda rol oynayan
matris metaloproteinaz-9 (MMP-9) eksprese ettigini gostererek ILC1’lerin
bagirsaklarda zenginlesmesiyle fibrozis ve tiimor biiylimesini siddetlendirebilecegini
One stirmistiir (Jowett ve ark., 2021). 8-12 haftalik insan fetiislerine ait ince bagirsak
ILC1’lerinin total ILC’lerin ¢ok az bir kismini olusturdugu ancak bu oranin ILC2’lerden
daha fazla oldugu gosterilmistir (Liu ve ark., 2021). 14-17 haftalik insan fetiislerinin
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kullanildig1r baska bir calismada ince bagirsak LP’sine ait ILC1’lerin total ILC’lerin
%35’ini olusturdugu gosterilmistir (Bernink ve ark., 2015). 10-14 haftalik LEW, BN ve
SPD sicanlarda ILC1’lerin tiim ILC’lerin ileum LP’sinde sirasiyla ~%5, ~%3, %1.8
kadarin1 temsil ettigi saptanmistir. Aym1 c¢alismada LEW, BN ve SPD sicanlarda
ILC1’lerin tiim ILC’lerin colon LP’sinde sirasiyla ~%3.5, ~%2.6, %2.6 kadarin1 temsil
ettigi gosterilmistir (Abidi ve ark., 2020). 8-20 haftalik siganlarla yapilan bir ¢alismada
ince bagirsak IEL’inde tespit edilen ILC1 lerin total lenfositlerin %0.5’inden daha azini
temsil ettigi, ince bagirsak LP’sinde bu temsilin ¢ok az oldugu saptanmistir (Sudworth
ve ark., 2022). Calismamizda ince bagirsakta tespit edilen ILC1’ler total ILC’lerin
E20.5’'te %4.44’linli olusturmaktaydi. PN30’da ise bu temsiliyet gere¢ ve yontem
kisminda belirtilen sebeplerden o6tiirli incelenemedi. Colon’da tespit edilen ILC1’ler
total ILC’lerin E20.5’te %4.92’sini, PN7’de %26.59’unu olusturmaktaydi (PN 30
colon’a ait ILC1’ler gere¢ yontem kisminda belirtilen nedenlerden 6tiirii incelenemedi).
Calismamizda E20.5°te tespit edilen ince bagirsak ILC1 leri total lenfositlerin %2.3’{inii
olugturmaktaydi. ILC1’lerin total lenfositler igerisindeki yiizdesine dair bulgularimiz
Sudworth ve ark. bulgulariyla uyumluydu (Sudworth ve ark., 2022). Literatiirdeki diger
iki yetigkin sican ¢alismasi ile ¢alismamizdaki E20.5’te tespit edilen ILC1’lerin ¢ok
diisiik frekanslarda oldugu goriildi (Abidi ve ark., 2020; Sudworth ve ark., 2022).
Calismamizdaki ILC1 orant PN7 colon’da, ILC2’lerden sonra en yiiksek ILC alt
populasyonu olmayi basarmisti. Colon’da ILC1’lerin tiim ILC’ler arasindaki temsil
yizdesi PN7°de E20.5’in ~5 kati kadardi. Dogumdan sonra colon’da ani ILC1

baskinliginin ortaya ¢ikmasinin sebepleri arastirilmay1 beklemektedir.

ILC2’ler bagirsak liimenindeki antijenlere kars1 bagisiklikta, bagirsak epitelinin bariyer
fonksiyonunda ve mukoza onariminda tip 2 sitokinler lreterek katkida bulunur.
ILC2’ler bahsedilen katkilarin yan sira iilseratif kolit ve Crohn hastaligi gibi inflamatuar
bagirsak hastaliklarinda olumsuz etkilerde bulunabilir (Sunaga ve ark., 2022). ILC3’ler,
bagirsak epitel bariyerinin ve bagisiklik homeostazinin korunmasi i¢in gereklidir. Bu
onemli rol, oncelikle ILC3 tarafindan IL-22 ve IL-17 gibi sitokinlerin salgilanmasi
yoluyla gerceklestirilir. Ayn1 zamanda, ILC3 ile bagirsak florasi ve adaptif bagisiklik
arasindaki etkilesim ag1 da bagirsak homeostazi igin kritik 6neme sahiptir (Li ve ark.,
2023). 14-17 haftalik insan fetiislerinde intestinal ILC2’lerin total ILC’lerin %5’ini
olusturdugu, ILC3’lerin total ILC’lerin %94’iinii olusturdugu gosterilmistir (Bernink ve
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ark., 2015). 8-12 haftalik insan fetiisleriyle yapilan bir ¢alismada, bagirsak ILC2’lerinin
ILC1’lerden daha az oldugu, ILC3’lerin ise total ILC’lerin %90’a yakinini olusturdugu
rapor edilmistir (Liu ve ark., 2021). Yas aralig1 belirtilmeyen C57BL/6 farelerle yapilan
bir ¢alismada, ince bagirsak dokusunda tespit edilen ILC2’lerin CD45" hiicrelerin
%]1.5ini olusturdugu, ILC2 sayisinin 2x10%{in biraz iistinde oldugu gosterilmistir. Yine
bu ¢alismada ILC3’lerin CD45" hiicrelerin %6’smi1 olusturdugu, ILC3 sayisinin 300
civarl oldugu belirtilmistir (Sadeghalvad ve ark., 2023). 10-14 haftalik LEW, BN ve
SPD siganlarda ILC2’lerin tiim ILC’lerin ileum LP’sinde sirasiyla ~%75’ten biraz fazla,
~%75, %82.5 kadarmi temsil ettigi gosterilmistir. Ayn1 calismada LEW, BN ve SPD
sicanlarda ILC2’lerin tiim ILC’lerin colon LP’sinde sirasiyla ~%75’in biraz iistii, ~%78,
%80 kadarini temsil ettigi gosterilmistir. Yine bu calismada ileum LP’sinde tespit edilen
ILC3’lerin total ILC’lerin LEW, BN ve SPD sicanlarda sirasiyla ~%18, ~%22,
%13.7’sini olusturdugu saptanmistir. Ayn1 ¢alismada LEW, BN ve SPD sicanlarda
ILC3’lerin tiim ILC’lerin colon LP’sinde sirasiyla ~%10, ~%15.5, %14.7 kadarinm
temsil ettigi gosterilmistir (Abidi ve ark., 2020). Bir baska ¢alismada 8-20 haftalik farkli
cins sicanlarda ince bagirsak IEL’inde tespit edilen ILC2’lerin total ILC’lerin
%0.1’inden daha azin1 temsil ettigi, ince bagirsak LP’sinde bu temsilin zar zor
goriildiigii (yok denecek kadar az oldugu) saptanmistir. Bu ¢alismada ILC3’lerin IEL ve
LP icin yaklagik degerleri %0.4 ve %1.8 olarak gosterilmistir (Sudworth ve ark., 2022).
Abidi ve ark. ile Sudworth ve ark. c¢alismasi intestinal sistemde baskin ILC
popiilasyonlar i¢in farkli sonuglar ortaya koymaktadir. intestinal sistemde ILC baskin
alt popiilasyonu olarak Abidi ve ark. [ILC2’leri tanimlarken Sudworth ve ark. ILC3’lerin
ince bagirsak intestinal sisteminde baskin oldugunu 6ne siirmiistiir (Abidi ve ark., 2020;
Sudworth ve ark., 2022). Calismamizda ince bagirsak ve colon’da baskin ILC alt
popiilasyonlarinin embriyonal ve postnatal donemde benzer oldugu saptandi. Ince
bagirsakta baskin ILC alt popiilasyonu E20.5’te ILC2 olarak saptandi. Colon’da baskin
ILC alt popiilasyonu hem E20.5’te hem de PN7°de ILC2 olarak saptandi. Dolayisiyla
calismamizda hem colon hem de ince bagirsakta ILC2 populasyonu ILC3
populasyonundan daha baskindi. Bu yiizden calismamizin bulgularindaki colon ve
incebagirsak ILC baskin populasyonu agisindan, Abidi ve ark. caligmasini destekler
nitelikteydi (Abidi ve ark., 2020). Sudworth ve ark., Abidi ve ark.’nin ¢aligmasindan

farkl1 sonuglar elde etmesinin mikrobiyomdan kaynaklanmadigimi ancak hayvan

129



tesislerindeki mikrobiyota farkliliklarinin buna sebep olabilecegini 6ne siirmiistii. Bizim
aciklamamiz sicanlarda tiir, mikrobiyota, hayvan tesisi ve en Onemlisi yas araliginin

baskin ILC alt tiplerini degistirebilecegi yoniindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Dogal lenfoid hiicrelerin kesfi ile immiinolojide yeni bir paradigma olusmus ve bu
hiicrelerin birgok hastalikta roller aldig1 gosterilmistir. Embriyolojik caligsmalar
konjenital, genetik ve diger erken baslangich hastaliklarin arkasindaki mekanizmalarin
aydinlatilmasinda 6nemli yer tutmaktadir. Cesitli hayvan modellerinde embriyolojik
donemde ILC'lerin molekiiler mekanizmalarinin ¢oziilmesi, konjenital ve yasamin erken
donemlerinde meydana gelen hastaliklarin daha 1iyi anlagilmasina katkida
bulunmaktadir. Farelerin siganlara kiyasla immiinolojik ¢alismalarda daha yaygin olarak
kullanildig1 bilinmekle beraber sican fizyolojisinin fare fizyolojisinden daha iyi
anlasildig1 ve insan fizyolojisine daha ¢ok benzedigi bilinmektedir (Ellenbroek ve Youn,
2016; lannaccone ve Jacob, 2009; "Rats!," 2010). Son zamanlarda genetigi degistirilmis
sican tlirlerinin  iiretilmesi de sicanlart ILC’lerin  ¢alisilabilecegi  konuma
yaklastirmaktadir. Tiim bunlarin yani sira sigan embriyolarinin fare embriyosundan daha
biliyiik olmasi, embriyolojik ¢aligmalarda arastirmacilara avantaj saglayacaktir.
Farmakolojik ajanlarin bahsedilen hastaliklarin tedavilerindeki rollerinin embriyolarda
aragtirtlmast bu alanda yeni gelismelere kapi aralayabilir. Calismamizin diger

caligmalara oncii olacag diisiincesindeyiz.
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